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RESUMEN

Los desarrollos en biotecnologia han demostrado ser alternativas para el
aprovechamiento de residuos en la produccion de acido fumarico, reemplazando
procesos tradicionales que requieren el uso de sustancias derivadas del petréleo,
contribuyendo a la preservacion del medio ambiente. Se realizaron ensayos con el
hongo Rhizopus stolonifer y se evaluaron tres residuos agricolas como sustratos
en la fermentacién fumarica: mango criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.),
cascaras de pifia Manzana (Ananas comosus) y totumo (Crescentia cujete). Las
cascaras de pifia fueron elegidas como fuente de carbono para realizar la
optimizacion de la fermentacion, ya que se produjo 5.93 mg/L de acido fumarico
contra 4.52 mg/L con mango Yy la no produccién con totumo. Se realizé un disefio
de experimentos de superficie respuesta para la optimizacion de la concentracion
de fuente de nitrégeno y fuente de carbono utilizando como variable respuesta la
produccion de acido fumarico y se construyeron curvas de crecimiento de biomasa
y produccion de acido fumarico para ajustar el tiempo de fermentacién. La
concentracion de acido fumarico obtenida con las variables optimizadas, 2.87 g/L
de KNO3z y 170.19 g/L de céscaras de pifia, después de 18 horas de fermentacion
fue 258.39 mgl/L.

PALABRAS CLAVE: Acido fumarico, Residuos agricolas, Rhizopus stolonifer,

Fermentacién fumaérica.



INTRODUCCION

El &cido fumarico se produce principalmente por sintesis quimica basada en
derivados del petréleo, con una produccion anual de aproximadamente 90.000
toneladas (Roncal, Cadierno, & Torrecilla, 2010). El petréleo es un recurso natural
no renovable que estd4 dando sefales de agotamiento a nivel mundial, en 2002
guedaban en el mundo aproximadamente 1 billon de barriles de crudo por extraer,
lo que implica que al ritmo del consumo mundial las reservas de petréleo se

agotaran hacia el aflo 2043 (Consumer, 2010).

El consumo mundial de &cido fumarico ha crecido durante los ultimos afios a una
tasa promedio anual de 1.1%, siendo utilizado en un 33% como acidulante en
alimentos y bebidas, seguido por un 20% para resinas en la industria del papel,
18.6% en resinas de poliéster insaturado y finalmente 12.3% para resinas
alquidicas (IHS, 2010). El mercado de las resinas de poliéster insaturado y las
alquidicas depende mundialmente del sector de la construccién y de la fabricaciéon
de automdviles. Se estima que el crecimiento global de la construccién superara al
del Producto Interno Bruto (PIB) mundial en los proximos diez afios, en el 2011
este sector represento el 11% del PIB mundial y se predice que sera un 13.2% en

el 2020 (PricewaterhouseCoopers, 2011).

La demanda actual y potencial del acido fumarico junto con la escasez del
petréleo, el aumento de los costos y la necesidad de disminuir la dependencia de
productos derivados del petréleo, han despertado interés por el desarrollo de bio-
productos que se produzcan a partir de recursos renovables. Mundialmente se

realizan investigaciones sobre la utilizacién de recursos renovables alternativos
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gue sustituyan al petrdleo. Una alternativa para la produccion de acido fumarico

por vias biotecnoldgicas, es el aprovechamiento de productos agricolas.

Los paises tropicales, entre los que se encuentra Colombia, poseen disponibilidad
de recursos naturales renovables que tienen una velocidad de reposicion alta,
tales como el agua, los bosques, los alimentos y la biodiversidad en general (Alviar
Ramirez, 2012). Colombia ocupa el segundo lugar en biodiversidad en el mundo,
factor que ofrece al pais ventajas comparativas mundiales, presentando
posibilidades para la satisfaccion de necesidades de la sociedad (Alviar Ramirez,
2012). Las ventajas comparativas se deben transformar en ventajas competitivas a
través del conocimiento cientifico y las aplicaciones tecnoldgicas que permitan
generar valor agregado por medio de la biotecnologia (Alviar Ramirez, 2012), para

el desarrollo de procesos y productos verdes.

La fermentacion fumarica fue estudiada poco antes de la época de los 50°s (Foster
& Davis, 1948), antes del auge de la industria petroquimica. En los altimos diez
afos se retoma el estudio de este proceso biotecnologico, principalmente por
investigadores asiaticos, europeos, estadounidenses y brasileros (Vasco, 2007). El
acido fumérico es obtenido mediante la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos por medio de hongos filamentosos de la especie Rhizopus sp. En la
produccion de &cido fumarico se emplea como materia prima fuentes de
carbohidratos como sacarosa, glucosa, fructosa, almidén vy residuos
agroindustriales, principalmente la melaza y la yuca (Carta, Soccol, Ramos, &
Fontana, 1999; Rhodes, Moyer, Smith, & Kelley, 1959).

En el mundo se generan 1550 millones de toneladas anuales de residuos
agricolas (Dashtban, Schraft, & Qin, 2009) que a pesar de ser recursos
alternativos, limpios y renovables, son considerados desechos ambientales. El uso
de estos residuos ayuda a la reduccion de la dependencia externa de recursos no
renovables como el petréleo y contribuye al abastecimiento del mercado de

algunos productos a partir de materia prima proveniente de fuentes locales.
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En Colombia la agricultura es un sector clave que ha contribuido entre 10 y 14% al
PIB nacional entre 1994 y 2007, generando el 21% del empleo del pais y ocupa el
44.8% del total de area planimetrada nacional (PNUD, 2009). Debido a esto, el
pais es un generador de residuos agricolas. Las estadisticas muestran que
alrededor del 40% de los productos agricolas en Colombia se pierden por
inadecuados manejos durante el periodo poscosecha, y en consecuencia también
se pierden los recursos naturales, fisicos y humanos invertidos para llevar a cabo

la produccién de los mismos (UNAL, 2012).

Utilizar residuos agricolas para el desarrollo de productos, representa una opcién
prometedora y potencializa el aprovechamiento de estos desechos. Imponiendo
retos para lograr desarrollo y crecimiento (Alviar Ramirez, 2012), buscando
relaciones armonicas entre el sistema economico y el medio ambiente,
aprovechando la variedad y disponibilidad de los recursos, sin descuidar su

sostenibilidad.

En el presente trabajo se optimizé la produccion de acido fumarico por vias
biotecnoldgicas utilizando residuos agricolas. Se realizaron fermentaciones con el
hongo Rhizopus stolonifer, comparando tres residuos agricolas como sustratos en
la fermentacion: mango criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.), cascaras de

pifia Manzana (Ananas comosus) y totumo (Crescentia cujete).
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1. MARCO TEORICO

1.1 ACIDO FUMARICO

El &cido fumarico es un compuesto organico dicarboxilico, su estructura se
muestra en la Figura 1. Es también conocido como &cido 2-butenodioico, acido
trans-1,2-etilendicarboxilico, acido alomaléico, acido boléico, acido liquénico o
acido tumarico. Fue aislado por primera vez de la planta Fumaria officinalis, de la
que deriva su nombre (Roa Engel, Straathof, Zijlmans, Van Gulik, & Van der
Wielen, 2008).

Figura 1. Estructura del acido fumarico

Q
OH

OH
Fuente: (ACADEMIC, 2010)

El &cido fumérico cristaliza en forma de prismas monoclinicos incoloros. Se funde
a 287°C, y fundido hierve a 290°C. Es casi insoluble en agua fria, pero bastante
soluble en agua caliente. Su solubilidad a 25 y 100°C es 0.7 y 9.8 g
respectivamente en 100 ml de agua, y se disuelve facilmente en alcohol. En la
Tabla 1 se muestran las propiedades fisico-quimicas del &cido fumérico (Vasco,
2007).
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Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del &cido fumarico

CARACTERISTICAS UNIDAD VALOR
Agujas, prismas monoclinicos o
Color / Forma - laminillas en agua; cristales
incoloros; polvo blanco cristalino
Punto de fusion °C 287
Punto de ebullicibn a 760 mmHg °C 290
a 1.7 mmHg °C 165 sublima
Peso molecular g/mol 116.07
Solubilidad en agua - Ligeramente soluble en agua
En 100 mL de agua a 20°C g 0.63
En 100 mL de agua a 25°C g 0.70
En 100 mL de agua a 100°C g 8.93
Solubilidad en solventes organicos -
En 100 mL de acetona a 20°C g 1.29
En 100 mL de etanol a 25°C g 4.20
Gravedad especifica 25°C g/mL 1.001
Densidad 20/4°C glem?® 1.635

Fuente: (Vasco, 2007)

El 4cido fumarico es producido usualmente por sintesis quimica y es utilizado

principalmente como acidulante en la industria de alimentos debido a su caracter

no téxico y a sus propiedades no higroscopicas. Mundialmente es utilizado en un

33% como acidulante en alimentos y bebidas, seguido por un 20% para resinas en

la industria del papel, 18.6% en resinas de poliéster insaturado y finalmente 12.3%

para resinas alquidicas (IHS, 2010). En la Figura 2 se muestra el consumo

mundial de acido fumarico.
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Figura 2. Consumo mundial de &cido fumarico
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Fuente: (IHS, 2010)

1.2 FERMENTACION FUMARICA

El inicio de la produccion de acido fumarico por vias biotecnolégicas se da en
1911 tras el descubrimiento de la fermentacion fumarica con Rhizopus nigricans
por Felix Ehrlich (Roa Engel et al., 2008).

Posteriormente en 1938 Foster y Waksman estudiaron 41 cepas de 8 géneros
diferentes para identificar la cepa con mayor productividad de acido fumarico. Los
géneros de produccion de fumarato identificados fueron: Rhizopus, Mucor,
Cunninghamella y Circinella. De estas cepas, las especies Rhizopus (nigricans o
stolonifer, arrhizus, oryzae y formosa) fueron las que mejor dieron resultado,
produciendo acido fumarico bajo condiciones aerobias y anaerobias (Roa Engel et
al., 2008).
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El acido fumarico es ante todo un intermediario del ciclo de Krebs y también esta
involucrado en otras rutas metabolicas. En 1949, Foster et al propusieron un
mecanismo para la produccién aerobia de acido fumarico con Rhizopus nigricans
por condensacion directa de dos é&cidos organicos de dos carbonos (C;). Los
autores proponen que las reacciones en esta ruta se asemejan a las del ciclo del
glioxilato (Roa Engel et al., 2008). Afios después el mecanismo del ciclo del
glioxilato fue descartado cuando se descubrié que la enzima clave de la ruta del
glioxilato, isocitrato-glioxilato liasa, se reprime cuando esta expuesta a
concentraciones de glucosa altas, como las que se utilizan en los experimentos de

produccion de acido fumarico (Roa Engel et al., 2008).

Luego en 1969, Overman y Romano descubrieron otro mecanismo para la
produccion de acido fumarico que suponia la condensacién de un &cido de tres
carbonos (C3) mas uno de un carbono (C;), e implicaba la fijacién catalizada de
CO, con piruvato carboxilasa bajo condiciones aerobias, explicando los altos
rendimientos molares en la producciéon de fumarato (Roa Engel et al., 2008). La
fijacion de CO, conduce a la formacion de acido oxalico (Osmani & Scrutton,
1985) de modo que los acidos organicos de cuatro carbonos (C,), intermediarios
del ciclo de Krebs, pueden ser retirados por biosintesis durante la fase de
crecimiento del microrganismo bajo condiciones aerobias. Cuando el nitrégeno es
limitado y el microrganismo termina la fase de crecimiento, el metabolismo de la
glucosa y la fijacion de CO, pueden continuar y llevar a la acumulacién de acidos
C4 (Romano, Bright, & Scott, 1967). Sin embargo, si la carboxilacién piruvato
reductora fuera la Unica ruta para la produccién, no se produciria ningan ATP para
fines de mantenimiento y transporte, por lo tanto, el ciclo de Krebs también se
encuentra activo durante la produccion de acido fumarico (Kenealy et al., 1986).
Estudios de marcacion de carbono demuestran que en la produccion de acido
fumarico se utilizan simultaneamente las dos rutas, el ciclo de Krebs y la
carboxilacion piruvato reductora bajo condiciones aerobias (Roa Engel et al.,
2008).
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Como fuente de carbono para la fermentacion fumarica se requiere sustratos ricos
en carbohidratos. Comunmente la glucosa ha sido empleada como sustrato, pero
no ha sido la unica fuente de carbono utilizada en la fermentacion. Se ha
estudiado el uso de diferentes materias primas como xilosa, sacarosa, almidén y
residuos agroindustriales como melaza, bagazo de yuca y estiércol lechero, con el
fin de evaluar la viabilidad de ser utilizados para la produccion de acido fumarico
(Bulut, Elibol, & Ozer, 2004; Carta et al., 1999; Kautola & Linko, 1989; Liao, Liu,
Frear, & Chen, 2008; Moresi, Parente, Petruccioli, & Federici, 1991; Vasco, 2007;
Xu, Li, Fu, Tai, & Huang, 2010; Zhang, Jin, & Kelly, 2007).

La produccion de acido fumarico por fermentacion se debe realizar a una
temperatura y pH 6ptimos, segun el tipo de microrganismo, una concentracion
adecuada del sustrato y sales nutrientes a base de nitrégeno y metales esenciales
(Vasco, 2007).

1.3 RESIDUOS AGRICOLAS EMPLEADOS EN LA FERMENTACION

1.3.1 Mango criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.)

El mango es un fruto tropical que se clasifica quinto entre los frutos mas cultivados
a nivel mundial (Ajila, Bhat, & Prasada Rao, 2007). Se cultiva desde hace mas de
4000 afios y la primera plantacion comercial se remonta a 1556 en la India
(Galvez-Lopez, Adriano-Anaya, Mayek-Pérez, Villarreal-Trevifio, & Salvador-
Figueroa, 2007).

Como el mango es una fruta de temporada, el 20% de los frutos se procesan para
obtener productos tales como puré, néctar, encurtidos, enlatados y rodajas.
Durante el procesamiento del mango se generan subproductos como la ciscara y

el ndcleo, los cuales constituyen del 15 al 20% de la fruta. Como la cascara no es
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utiizada cominmente para fines comerciales, se descarta como residuo y se
convierte en una fuente de contaminacion. Estos residuos deben ser tratados
como residuos especializados debido a los altos niveles residuales de compuestos
fendlicos, que pueden tener efectos adversos en el medio ambiente (Ajila et al.,
2007).

El mango es uno de los miembros mas importantes de la familia Anacardiaceae. El
género Mangifera comprende alrededor de 69 especies nativas del sureste de
Asia y las islas circundantes. De las especies de Mangifera nativas de Asia solo
cuatro producen frutos comestibles. La ubicacion taxondémica lo ubica bajo la
siguiente clasificacion: CLASE: Dicotyledoneae; SUBCLASE: Rosidae; ORDEN:
Sapindales; FAMILIA: Anacardiaceae; GENERO: Mangifera; ESPECIE: indica
(Galvez, 2006).

El fruto se trata de una pulpa carnosa que puede contener uno o0 mas embriones.
Su peso varia desde 150g a 2kg. Su forma también es variable, pero
generalmente es ovoide-olongada, notoriamente aplanada de 4 a 25 cm de largo y
1.5 a 10 cm de grosor, como se muestra en la Figura 3. El color puede estar entre
verde, amarillo y diferentes tonalidades rojas. El fruto es una importante fuente de
vitamina A y algo menor de B y C (INFOJARDIN, 2012). La composicién quimica
del mango criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.) se muestra en la Tabla 2.

Figura 3. Mango

Fuente: (PPC Geeks, 2011)



18

Tabla 2. Composicion quimica del mango criollo

COMPOSICION VALOR
% Humedad 82.0
% Solidos totales 18.0
% Solidos solubles 16.8
% Carbohidratos 11.8

% Fibra 4.6

% Cenizas 0.19
Vitamina A (UI) 3894
Vitamina C (mg/100g) 14.65

Fuente: (Universidad de Antioquia, 2012a)

En el 2012, en Colombia habian sembradas 23,624 hectareas de mango, con una
produccion de 311,920 toneladas/afio, y se estima que durante ese afio el
consumo de mango en el pais fue de 250,452 toneladas (J. Alvarado, 2012), lo
que implica que durante el 2012 en Colombia se dej6 de consumir 61,468
toneladas de mango.

En el pais se produce mango principalmente en dos épocas del afio, de Marzo a
Junio y de Octubre a Enero, lo que favorece la alta produccion (J. Alvarado, 2012).
El costo de la produccion de mango criollo en el pais, para el afio 2012, se
encontraba entre 4,681,662 y 7,441,210 pesos/hectarea, dependiendo del tamafio
del mango (J. Alvarado, 2012).

En el pais, el departamento de Antioquia ocupa el tercer lugar en la produccién de
mango, con un 10% de la produccién total, después de Cundinamarca y Tolima (J.
Alvarado, 2012), por lo tanto en Antioquia se producen 31,192 toneladas/afo.
Estas estadisticas muestran la situacién de la produccion de mango en Colombia,
y establece un estimado de los residuos que se generan en el pais, abriendo una

posibilidad al aprovechamiento de estos.
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1.3.2 Pifla Manzana (Ananas comosus)

La pifia es una hierba perenne originaria de Brasil. Es la Unica planta de alimento
comun de la familia Bromeliaceae. Se cultiva comercialmente en tropicos y
subtropicos, siendo Hawaii el lugar donde se produce la tercera parte de la
cosecha mundial (University of Connecticut, 2012). Es una fruta multiple formada
por la fusion parcial de numerosos segmentos carnosos de varias flores
separadas, en los que los sépalos endurecidos de una corteza contindan sobre el
exterior. La fruta es normalmente sin semillas debido a la incompatibilidad con ella

misma (University of Connecticut, 2012).

La mayor parte de la cosecha de pifia se conserva. El jugo es una fuente de
alcohol desnaturalizado, las hojas son una fuente de fibra. La fruta madura
contiene alrededor de 15% de azucares, ademas de &cidos, vitaminas y minerales

(University of Connecticut, 2012).

La ubicacién taxondémica lo ubica bajo la siguiente clasificacion: CLASE: Liliopsida;
SUBCLASE: Commelinids; ORDEN: Poales; FAMILIA: Bromeliaceae; GENERO:
Ananas; ESPECIE: comosus (University of Connecticut, 2012).

Una de las variedades reconocidas de la pifia en Colombia es la pifia Manzana, la
cual es una mutacién de la variedad Perolera, seleccionada y multiplicada de
cultivos de Risaralda. Sus hojas no presentan espinas en los bordes, el fruto,
como se muestra en la Figura 4, es de color rojo intenso cuando madura, de ahi
su nombre. Tiene ojos menos profundos que la Perolera; presenta un niumero alto
de bulbitos en la corona lo cual dificulta su manejo y mercadeo. Los colinos tanto
de la corona como basales, axiales e hijuelos, presentan coloracion cobriza, lo que
permite diferenciarlos facilmente de la Perolera (Universidad de Antioquia, 2012a).

En la Tabla 3 se muestran la composicion quimica de la pifia (Ananas comosus).



Figura 4. Pina Manzana

Fuente: (A. Alvarado, 2011)

Tabla 3. Composicion quimica de la pifia

20

COMPOSICION VALOR
% Agua 85.1
% Proteinas 0.1
% Grasas 13.5
% Cenizas 0.1
Calcio (mg/100q) 21.0
Fésforo (mg/1009) 10.0
Hierro (mg/100g) 0.4
Tiamina (mg/100g) 0.9
Riboflavina (mg/100g) 0.03
Niacina (mg/100g) 0.2
Vitamina C (mg/100g) 12.0
Calorias (mg/100q) 51.0

Fuente: (Universidad de Antioquia, 2012a)



21

En Colombia, la pifia se produce en 23 departamentos, con un area sembrada en
el 2010 de 11,303 hectéareas, y una produccion de 568,377 toneladas/afio, con un
rendimiento de 50,285 kilogramos por hectarea (COSMOAGRO, 2012). En el pais
el cultivo de pifia se distribuye principalmente en los departamentos de Santander,
Valle, Risaralda y Cauca, siendo la Perolera, Manzana y Cayena Lisa las
variedades mas cultivadas (COSMOAGRO, 2012).

En Antioquia, en el 2012, habia 152.5 hectareas de pifia sembradas en diferentes
municipios, siendo Mutata el que mas hectareas plantadas tenia, y donde se
produce el mayor rendimiento promedio de la fruta, 33,900 kg/hectarea (Centro de

Investigacion en Biotecnologia (CIBIOT), 2012).

La pifia Manzana tiene un porcentaje de pulpa de 67.3, de corteza 29.55 y de jugo
52.78 y presenta potencial para ser utilizado agroindustrialmente en la elaboracion
de pulpas, néctares y productos deshidratados (COSMOAGRO, 2012), por lo que
las cascaras de la pifia son un residuo importante, aunque no se tienen datos

estimados de la cantidad de estos en el pais.

1.3.3 Totumo (Crescentia cujete)

Es un fruto originario de América tropical perteneciente a la familia Bignoniaceae,
genero Crescentia, especie cujete. El arbol puede alcanzar 6 m de altura,
normalmente ramifica a muy poca altura. La corteza es ligeramente fisurada y
corchosa. Su copa es amplia y abierta. Hojas simples, alternas, espiraladas y
fasciculadas, generalmente dispuestas en grupos de 3 a 5, cuneado-
oblanceoladas o espatuladas. Las flores nacen sobre el tronco y las ramas, son de
forma campanulada y de color blanquecino, con veteados oscuros, rojos y
purpuras. Los frutos son bayas globosa, lefiosas, pesadas que pueden alcanzar
cerca de 30 cm de didmetro (Universidad de Antioquia, 2012b), como se muestra

en la Figura 5.
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Figura 5. Totumo

En Colombia, el totumo esta presente alrededor del pais en 19 departamentos, en
altitudes entre 0 y 2,000 m sobre el nivel del mar. El arbol crece en suelos

arcillosos a una temperatura media anual de 26°C (United Nations, 2005).

La pulpa de los frutos cocida tiene propiedades medicinales, cruda es téxica. Sus
ingredientes activos aun no han sido definidos y sus aplicaciones son
principalmente en fitofarmacos. El extracto de la fruta es efectivo en el tratamiento
de la fiebre. La planta se utiliza con mayor frecuencia para el tratamiento de
enfermedades del tracto respiratorio tales como: bronquitis, tos ferina y asma
(United Nations, 2005).

El totumo es frecuentemente cultivado como ornamental. En Colombia, el fruto
maduro, una vez seco Yy limpio en el interior, se utilizan como recipientes para
contener agua; ademas es valorado en la fabricaciéon de artesanias e instrumentos
musicales (United Nations, 2005). Comunmente los troncos son empleados para
sembrar orquideas (Universidad de Antioquia, 2012b).

En Colombia, el totumo es un componente fundamental de los sistemas
silvopastoriles mas tradicionales de la region Caribe, donde ademas de
proporcionar sombra ayuda a complementar la alimentacion del ganado, los
caballos y otras especies domésticas con sus frutos maduros, de gran valor

nutricional.
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1.4 Rhizopus stolonifer

Es un hongo filamentoso que presenta esporangioforos sin ramificar (de hasta 2
mm x 20 uym), de color pardo oscuro que nacen de un nudo de rizoides bien
desarrollados. Posee esporangios esféricos negros (de hasta 275 um de diametro)
con columela y esporangiosporas negras de 8 a 15 ym. Abundantes rizoides y
zigosporas esféricas de pared gruesa, desnuda (de hasta 200 um de diametro).

Clamidosporas ausentes (Pontén, Moragues, Gené, Guarro, & Quindés, 2002).

Colonias de crecimiento rapido (cubren practicamente toda la superficie de la
placa en tres dias a 25°C) de aspecto consistente, con denso micelio aéreo,
algodonosas, al principio blancas, después gris oscuras, como se muestra en la
Figura 6. Se reconoce facilmente por sus espolones hialinos o parduzcos, sus
rizoides numerosos y pardos y sus esporangios negros Yy lustrosos (brillantes)
(Pontdn et al., 2002).

Figura 6. Rhizopus stolonifer

La posicion taxondémica lo ubica bajo la siguiente clasificacion: Phylum:
Zygomycota; ORDEN: Mucorales; FAMILIA: Mucoraceae; GENERO: Rhizopus;
ESPECIE: stolonifer (Ponton et al., 2002).
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Es uno de los mucorales mas frecuentes y tiene una distribucién amplia en todo el
planeta. Su temperatura de crecimiento va desde los 10 hasta los 33°C, con una
temperatura optima de 25°C. Se encuentra con frecuencia en suelos con arena, en
el compost, en el polvo de las casas, en la pulpa de la madera, estiércol, panales
de abejas, nidos y plumas de aves y en diferentes frutos y semillas (Ponton et al.,
2002). El Rhizopus stolonifer, es apto para la fabricacién de acido fumarico y en la

elaboracion de cortisona (Vasco, 2007).

Luego del descubrimiento de la produccion de acido fumarico con Rhizopus
nigricans en 1911, este hongo fue categorizado en 1938 por Foster y Waksman,
como una de las especies que mejor producia acido fumarico bajo condiciones
aerobias y anaerobias (Roa et al, 2008). Ha sido empleado por varios autores en
la fermentacién fumérica (Foster & Davis, 1948; Foster et al., 1949; Overman &
Romano, 1969; Romano et al., 1967; Vasco, 2007), reconociéndose como un
hongo facil de adquirir y maniobrar, lo que le da ventajas sobre otro tipo de

microrganismos (Vasco, 2007).
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2. METODOLOGIA

2.1 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS

Se evalug, como fuente de carbono para la fermentacion, residuos de mango
criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.), cascaras de pifia Manzana (Ananas
comosus) y totumo (Crescentia cujete). Cada uno de los sustratos fue almacenado
a -20°C en un refrigerador (LG electronics, GR 39W62CPC).

Para la caracterizacion del mango se utilizé la cascara y la fruta, de la pifia sélo las
cascaras y del totumo la fruta con semillas. La caracterizacion se realiz6
determinando humedad, cenizas, extractivos acuosos, extractivos organicos,
azucares (sacarosa, glucosa, fructosa), metales pesados (Fe, Mn, Ca, Mg, Cu) y
andlisis elemental (C, H, N, S) a cada uno de los residuos, realizando las pruebas

por duplicado.

2.1.1 Humedad

En un crisol de porcelana se peso aproximadamente 5 g de muestra himeda. Se
introdujo en un horno de conveccion forzada (WTB binder, IP 20) a 105°C durante
4 horas. Pasado este tiempo se retir6 la muestra del horno, se llevd a un
desecador por 30 minutos y se pesé de nuevo. Esta operacion se repitid hasta
obtener un peso constante (Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIBIOT),
2011).
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2.1.2 Cenizas

Se pesoO aproximadamente 3 g de muestra de humedad conocida en un crisol
previamente calcinado y pesado. Se introdujo en una mufla (Labtech, LEF-103S) y
se inciner6 a 600°C durante 3 horas. Pasado este tiempo se llevo el crisol al
desecador durante 30 minutos y luego se pesd (Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CIBIOT), 2011).

2.1.3 Extractivos acuosos

Se tomé alrededor de 1.5 g de muestra seca y se triturd, luego se empaco en
papel de filtro y se llev6 a secar en un recipiente de vidrio, se registré el peso del
conjunto recipiente, filtro y muestra. Luego se sometié a extraccion con agua
destilada en un equipo de extraccion Randall (Velp, SER 148). Se realizo el
secado a 80°C por 15 horas aproximadamente, se llevo al desecador y finalmente
se pesoO de nuevo el conjunto recipiente, filtro y muestra. El agua obtenida al final
de la extraccion se almacendé a 4°C para posteriores analisis (Centro de

Investigacion en Biotecnologia (CIBIOT), 2011).

2.1.4 Extractivos organicos

Se tomé la muestra libre de extractivos acuosos y se sometié a extraccién con una
mezcla de etanol: tolueno (1: 2) en un equipo de extraccion Randall (Velp, SER
148). Se secO la muestra a 80°C para retirar los solventes, luego se llevo al
desecador y finalmente se pes6é (Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIBIOT), 2011).

2.1.5 AzUcares

Los extractos acuosos que contienen los azucares solubles de la muestra se

utilizaron para la cuantificacion por cromatografia liquida.
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El andlisis se realizdé en un cromatdgrafo liquido (Shimadzu, Prominence) con una
solucion de H,SO,4 0.01 N en agua desionizada como fase maovil en una columna
lon Exclusion 7.8 x 300 mm. De los extractos acuosos se filtré 1 mL utilizando un
filtro de jeringa de 0.45 um, se introdujo en un vial y se inyectd 10 uL. El flujo fue
de 0.8 mL/min y la temperatura de la columna 30°C. Los azlcares (sacarosa,
glucosa y fructosa) fueron detectados en un detector de indice de refraccion (RID.
10A) (Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIBIOT), 2011).

2.1.6 Metales pesados

Se pesoO aproximadamente 1 g de muestra y se sec6 durante 5 horas a 105°C. La
muestra seca se someti0 a digestion éacida, adicionando 10 mL de HNOj;
concentrado y 4 mL de HCIO, concentrado. Esta solucion se llevo a una campana
de extraccion (Esco, Frontier Junior) y se sometié a calentamiento hasta que la
materia organica se disolvid, cuando se liberaron vapores incoloros. Luego se dej6
enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se filtré y finalmente se llevé a
dilucion con agua destilada en un matraz de 50 mL. La cuantificacion de metales
se realizd en un espectrofotometro de absorcién atémica (Perkin Elmer, AAnalyst
400) (Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIBIOT), 2011).

2.1.7 Andlisis elemental

Se peso aproximadamente 1 g de muestra y se trituré en un mortero de porcelana
limpio y seco. La muestra triturada se secé y se llevé a una capsula de estafio, la
cual se sella y se lleva al equipo para el analisis. El andlisis se realiz6 en un
analizador elemental (Perkin Elmer, CHNS/O 2400) (Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CIBIOT), 2011).
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2.2 CUANTIFICACION DE ACIDO FUMARICO

La cuantificacion de &cido fumarico se realizé por cromatografia liquida utilizando
un cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC) (Shimadzu, Prominence). El

método se estandarizd con el fin de asegurar una cuantificacion adecuada.

El HPLC estaba equipado con degasificador DGU-20As, bomba LC-20AD, inyector
automatico SIL-20AHT, Horno/Portacolumnas CTO-20A, detector PDA UV/VIS
SPD-M20A, sistema controlador CBM-20A y detector de indice de refraccion RID-
10A. Los parametros cromatograficos se calcularon utilizando el software

LCsolution.

Para los analisis se inyectaron diez microlitros de muestra en una columna lon
Exclusion 7.8 x 300 mm, utilizando el inyector automético del equipo. La fase movil
consistié en una solucion 0.01 N de H,SO, en agua desionizada. Se trabajoé con
un flujo de 0.8 mL/min y una temperatura de la columna de 30°C. El acido
fumarico y los azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa) se detectaron por indice de

refraccion. El area de los picos se utilizé para la evaluacion de la sefial.
Las muestras y los estandares se filtraron utilizando un filtro de jeringa de 0.45 um.

Los ensayos desarrollados en el HPLC se estandarizaron en términos de
linealidad, exactitud y aptitud del sistema. Se realizaron pruebas utilizando
estandares de sacarosa, glucosa, fructosa y acido fumarico con el método de

cuantificacion expuesto anteriormente.

Se realizé un andlisis estadistico de los datos con el fin de determinar si el método

desarrollado era apropiado para el analisis de las muestras de la fermentacion.
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2.3 MANTENIMIENTO DEL MICRORGANISMO

Se preparé el medio de cultivo Agar Sabouraud, segun las especificaciones
técnicas de la casa comercial. Se tom6 una caja de petri con Rhizopus stolonifer y
se realizd el repique del hongo en otra caja de petri con Agar Sabouraud
previamente esterilizado. Este procedimiento se realizé en camara de flujo laminar
utiizando mecheros alrededor de las cajas de petri con el fin de garantizar
condiciones asépticas. El hongo se dejo a temperatura ambiente durante 8 dias en
una cadmara de crecimiento, para ser utilizado posteriormente en el inéculo de la

fermentacion.

2.4 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se preparo el medio de cultivo como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo

REACTIVO CONCENTRACION

Fuente de carbono 65 (g/L)
KNO3 0.37 (g/L)
ZnS0,4.7H,0 0.04 (g/L)
KH,PO, 0.15 (g/L)
MgS0,4.7H,0 0.25 (g/L)
Biotina 10 (pg/L)
Metanol 15 (mL/L)

Fuente: (Carta et al., 1999).
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Al medio se le ajust6 el pH a 6 con NaOH 1M, se afor6 con agua destilada y se
esterilizd utilizando un autoclave (SANYO, MLS-3781L) durante 20 minutos a
120°C y 15 psig.

2.5 ENSAYOS PRELIMINARES DE FERMENTACION FUMARICA

Los ensayos de la fermentacion se realizaron utilizando los diferentes sustratos,
mango criollo, cascaras de pifia y totumo, cambiando la fuente de carbono de la

fermentacion.

Las fermentaciones se realizaron en enlenmeyer de 250 mL utilizando el medio
descrito en la Tabla 1. Los recipientes se taparon con algodon y gasa para permitir
la salida de los gases de fermentacién y se llevaron a esterilizar durante 20

minutos a 120°C y 15 psig.

Se preparé el in6culo tomando una caja de petri con Rhizopus stolonifer y
adicionando agua destilada estéril para realizar un raspado de esporas. Estas
esporas se llevaron a un beaker previamente esterilizado y se realizé una solucién
de esporas que posteriormente se adicioné al medio de cultivo. Se adicion6 10%
del volumen de reaccion de inéculo a cada uno de los erlenmeyer y se llevaron a

agitar en un shaker orbital (Heindolph, Unimax 1010DT) a 130 rpm.

Después de tres dias se filtraron las muestras de la fermentacion y se desecho la
biomasa. El caldo se utilizé para la cuantificacion de azUcares y acido fumarico por

HPLC como se describe en la seccién 2.2.
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2.6 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO FUMARICO

Se realiz6 el disefio de experimentos por superficie de respuesta para determinar
el valor 6ptimo de variables de la fermentacién fumarica, concentracién de la
fuente de carbono y nitrégeno. Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta
2% con estrella, rotable y ortogonal, empleando como variable respuesta la
concentracién de acido fumarico. La matriz de disefio se cre6 con el software
STATGRAPHICS Centurion y se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Matriz de disefio del método de superficie de respuesta

ENSAYO KNO; (g/L) FUENTE DE CARBONO (g/L)
1 1.6 220
2 2.5 340
3 1.6 220
4 1.6 50.2944
5 1.6 220
6 0.7 340
7 1.6 220
8 2.5 100
9 1.6 220
10 1.6 220
11 1.6 389.706
12 2.87279 220
13 0.327208 220
14 1.6 220
15 0.7 100
16 1.6 220
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Los medios de cultivo se prepararon como se describe en la seccién 2.4,
modificando las concentraciones de las variables que se querian optimizar. El
inoculo se prepard realizando un raspado de esporas, con agua previamente
esterilizada, al hongo Rhizopus stolonifer que se encontraba sembrado en una

caja de petri.

Las fermentaciones se agitaron a 130 rpm durante tres dias. Pasado este tiempo
se filtraron las muestras y el caldo de la fermentacién se utilizé para la

cuantificacion de acido fumarico por HPLC como se describe en la seccién 2.2.

2.7 CINETICA DE PRODUCCION DE ACIDO FUMARICO

Se prepard 300 mL de medio de cultivo segun la Tabla 1, llevandolos a un pH de 6
con NaOH 1M. Se tomaron 7 recipientes de vidrio de 100 mL, se les adicion6 30
mL de medio a cada uno, se marcaron del 1 al 7 donde cada uno corresponde a 6
horas de muestreo y finalmente se cerraron utilizando un tapén de algodén, el cual
permite la salida de los gases producidos en la fermentacién. Posteriormente se

llevaron a esterilizar.

Se prepar6 30 mL de in6culo como se explica en la seccion 2.5. Las
fermentaciones se llevaron a agitacion a 130 rpm. A partir del primer dia del
montaje, hora cero, se tomdé muestra cada 6 horas durante 36 horas. Se filtro la
muestra y se almacend a 4°C para posterior cuantificacion de azlcares y acido

fumarico por HPLC.

Se realizaron curvas de crecimiento de biomasa y produccion de acido fumarico

en el tiempo.
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3. ANALISIS Y RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS

En esta investigacion se evalu6 como fuente de carbono para la fermentacion
fumarica residuos de mango criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.), cascaras

de pifla Manzana (Ananas comosus) Yy totumo (Crescentia cujete).

Para la caracterizacion del mango se utilizo la cascara y la pulpa, esto con el fin de
aprovechar el mango que se pierde por inadecuados manejos durante el periodo
poscosecha, magulladuras por caida del arbol, picaduras de aves o proliferacion
de enfermedades; de la pifia se utiliz6 so6lo las cascaras para aprovechar la
abundancia de estos residuos generados luego del consumo de la pulpa; y del
totumo se utilizé la pulpa con semillas, empleando asi el fruto que se pierde
gracias a la cantidad y el amplio uso del arbol como sombra para ganado en
regiones calientes del pais, ademas de que la pulpa es un desecho en la
fabricacion de artesanias. Con el uso de estos sustratos se pretende desarrollar
una alternativa para el aprovechamiento biotecnologico de residuos agricolas en
Colombia, contribuyendo a la disminucién de gases de efecto invernadero y al
desarrollo de productos verdes, dandole valor agregado a residuos agricolas y
disminuyendo la dependencia de derivados del petréleo, favoreciendo a la

disminucion de costos en la fermentacion fumarica.

La caracterizacion se realiz6 determinando humedad, cenizas, extractivos

acuosos, extractivos organicos, azucares (sacarosa, glucosa, fructosa), metales
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pesados (Fe, Mn, Ca, Mg, Cu) y analisis elemental (C, H, N, S) a cada uno de los

residuos, realizando las pruebas por duplicado.

La composicion quimica del mango criollo (Mangifera indica linn var. Criollo.), las

cascaras de pifia Manzana (Ananas comosus) Yy el totumo (Crescentia cujete) se

presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion quimica de los sustratos

COMPOSICION QUIMICA MANGO PINA TOTUMO

% Humedad 79.48 86.99 78.84

% Cenizas 2.37 4.87 5.41

% Extractivos acuosos 55.64 46.95 46.03

% Extractivos organicos 9.05 3.41 18.92

Sacarosa (%P/P) 27.34 3.01 16.70

Glucosa (%P/P) 4.61 17.96 8.96

Fructosa (%P/P) 14.88 22.47 8.69

% C 40.88 44.54 40.15

% H 5.84 5.98 6.34

% N 0.76 2.65 1.47

%S 0.43 0.43 0.49

Magnesio (mg/kg) 12.65 11.90 12.35

Calcio (mg/kg) 62.50 67.75 53.20

Hierro (mg/kg) 65.85 98.65 22.10
Manganeso (mg/kg) <1 <1 <1
Cobre (mg/kg) <1 <1 <1

La composicion quimica de los sustratos analizados depende del origen de estos y
de la maduraciéon del fruto (J. Alvarado, 2012; COSMOAGRO, 2012). El mango

criollo utilizado en este trabajo era del municipio de San Jeronimo, Antioquia; este

municipio se encuentra a 780 metros sobre el nivel del mar, tiene una temperatura
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promedio de 25°C (Alcaldia Municipal San Jerénimo, 2013), y en el 2012 contaba
con 75 hectareas de mango plantadas, con un rendimiento promedio de 12,500
kg/hectareas (Governacion de Antioquia, 2011). La pifia provenia del municipio de
Barbosa, Antioquia; municipio que en términos climaticos esta clasificado como
bosque humedo subtropical, con una temperatura promedio de 23°C y con una
altura sobre el nivel del mar es de 1,300 metros (Alcaldia de Barbosa, 2013), y en
el 2012 contaba con 14 hectareas de pifia plantadas, con un rendimiento promedio
de 30,000 kg/hectareas (Governacion de Antioquia, 2011). El totumo era del
municipio de Monteria, Cordoba; el clima de este municipio es calido tropical con
una estacién de sequia y una de lluvias a lo largo del afio. La temperatura
promedio anual es de 28°C con picos superiores a 40°C en temporada canicular y

la humedad relativa promedio es de 78% (Alcaldia de Monteria, 2013).

Comparando la humedad de los sustratos analizados mostrados en la Tabla 6, se
observa que las céscaras de pifia son las que mayor porcentaje de humedad
tienen, 8.6% mas que el mango y 9.4% mas que el totumo, por lo que se
necesitara una mayor cantidad de cascaras de pifia para obtener la misma
proporcion de fuente de carbono disponible, que si se trabajara con mango o
totumo. Por otro lado, las cenizas de los sustratos representan las sales
inorganicas que usualmente no son aprovechables por el microrganismo, siendo el
totumo el que mayor porcentaje de cenizas tiene, 56.2% mas que el mango y
10.0% més que la pifia, lo que implica que este residuo es el que contiene mayor

cantidad de sustancias no biodegradables.

Como fuente de carbono para la fermentacion fumarica, el hongo Rhizopus
stolonifer requiere sustratos ricos en carbohidratos; el mango criollo presenta
46.83 %P/P de azucares (sacarosa, glucosa y fructosa), la pifia Manzana 43.44
%P/P y el totumo 34.35 %P/P, lo que tedricamente representa que todos los
sustratos evaluados son una fuente de carbono apta para la produccién de acido

fumarico. El mango y el totumo presentan la mayor cantidad de azucares como
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sacarosa, por lo que las cascaras de pifia presenta ventajas sobre estos, ya que la
mayor cantidad de azucar presente es glucosa y esta es mas facilmente
metabolizada por el microrganismo que la sacarosa (Bulut et al., 2004). El totumo
es el que menor cantidad de azucares contiene, por lo que tedricamente sera la
fuente de carbono que menos favorecera la fermentacién fumarica con Rhizopus
stolonifer y las cascaras de pifia la que mayor la favorecera. Ademas, al utilizar
cascaras de pifia la fermentacion podria ser mas corta que si se utiliza mango y
totumo, ya que el Rhizopus stolonifer tendra disponible mayor cantidad de glucosa

inicial para su consumo.

3.2 METODO DE CUANTIFICACION

La cuantificacion simultanea de azlcares (sacarosa, glucosa, fructosa) y acido
fumarico se realizé por cromatografia liquida en un cromatégrafo liquido de alta
resolucion (HPLC) (Shimadzu, Prominence), inicialmente utilizando las
condiciones de operaciéon del cromatégrafo propuestas por protocolos de
cuantificacion de azucares y acidos organicos (Ball, Bullock, Lloyd, Mapp, & Ewen,

2011), los cuales se muestran en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7. Condiciones iniciales de cuantificacion de azUcares

VARIABLE VALOR
Flujo (mL/min) 0.4
Temperatura horno (°C) 65
Columna Agilent Hi-Plex H, 7.7x300 mm, 8um
Fase movil H,SO, 0.0085 M

Detector RI
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Tabla 8. Condiciones iniciales de cuantificacién de acidos organicos

VARIABLE VALOR
Flujo (mL/min) 0.6
Temperatura horno (°C) 50
Columna Agilent Hi-Plex H, 7.7x300 mm, 8um
Fase movil H,SO, 0.1 M
Detector RI

Para el andlisis de azlcares (sacarosa, glucosa, fructosa) y acido fumarico en las
fermentaciones, se requeria desarrollar un método que permitiera la cuantificacion
de todas las sustancias en un solo corrido, por lo que era necesario combinar las
condiciones de los métodos presentados en las Tablas 7 y 8, buscando las

condiciones 6ptimas que facilitaran la cuantificacion de las muestras por HPLC.

La columna propuesta inicialmente, Agilent Hi-Plex H, 7.7x300 mm, 8um, es una
columna de intercambio ionico, la cual contiene grupos funcionales ionicos y
retiene el soluto, de caracteristicas i6nicas pero de signo opuesto,
intercambiandolo por un proceso reversible de la fase movil (Quattrocchi, Abelaira,
& Laba, 1992), por lo cual era apta para la cuantificacion de sacarosa, glucosa,
fructosa y acido fumarico ya que estas son todas sustancias ionicas, sin embargo
no se contaba con esta columna para el desarrollo de los analisis, por lo que se
decidid utilizar una columna lon Exclusion 7.8x300 mm, que igualmente contenia
grupos funcionales iénicos en su interior y que cumplia con las caracteristicas

necesarias para la cuantificacion de las sustancias.

La fase movil de ambos métodos eran soluciones de acido sulfurico pero a
diferentes concentraciones, al realizar ensayos con las dos soluciones propuestas
se encontrd que los picos de los tres azlcares analizados no se separaban, lo que
impedia su cuantificacién. Es por esto que era necesario aumentar el tiempo de
retencion de estas sustancias y en una fase mévil con contraion divalente como el

SO, , la retencién es inversamente proporcional al cuadrado de su concentracion



38

(Quattrocchi et al., 1992), por lo que se eligié una solucién de H,SO,4 0.005 M, una
concentracibn menor a las propuestas inicialmente. Por otro lado, a mayor
temperatura del horno, menor retencion del soluto (Quattrocchi et al., 1992), por lo
que se decidié trabajar a una temperatura de 30°C, menor a las propuestas, para

favorecer la retencion de los azUcares y con esto facilitar su cuantificacion.

Habiendo elegido estas condiciones, se ajusto el flujo de operacion y el volumen
de inyeccion analizando los resultados de los corridos realizados preliminarmente.
Las condiciones del método que se utilizé para la cuantificacién de las muestras

de fermentacion fumarica se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Condiciones del método de cuantificacion por HPLC

VARIABLE VALOR
Flujo (mL/min) 0.8
Presion de trabajo (bar) 37
Temperatura horno (°C) 30
Columna lon Exclusion 7.8x300 mm
Fase movil H,SO,0.01 N
Detector RID
Volumen de inyeccion (uL) 10
Tiempo de corrido (min) 15

En la Figura 7 se muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones del
método desarrollado. El primer pico de izquierda a derecha corresponde a la
sacarosa, el segundo a la glucosa, el tercero a la fructosa y el ultimo al acido
fumarico. De la Figura 7 se observa que los picos estan bien definidos y que se
logré una separacién adecuada de estos, lo que implica una buena cuantificacion.



39

Figura 7. Cromatograma azucares — acido fumarico
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Finalmente el método de -cuantificacion fue estandarizado en términos de
linealidad, exactitud y aptitud del sistema, realizando un analisis estadistico de los
datos con el fin de determinar si el método desarrollado era apropiado para el
analisis de las muestras de la fermentacion. En las Tablas 10 - 12 se presentan los
criterios para la evaluacion de la aptitud del sistema, la exactitud y la linealidad

respectivamente.

Tabla 10. Pardmetros de evaluacion de aptitud del sistema

PARAMETRO CRITERIO
Numero Platos Teoricos > 2000
Asimetria de pico <20
% RSD Area <2.0

Tabla 11. Parametros de evaluacion de exactitud

PARAMETRO CRITERIO

%RSD de cada nivel <2%

Test Igualdad de Varianzas Gexp < GTabia
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Tabla 12. Pardmetros de evaluacién de linealidad

PARAMETRO CRITERIO
Coeficiente de correlacion (r) = 0.999
Coeficiente de determinacién (r%) > 0.990
%RSD Factores de respuesta (RF) <4%
Test Linealidad texp 2 travia
Test Proporcionalidad texp < travia

Los parametros fueron evaluados individualmente para las sustancias
cuantificadas (sacarosa, glucosa, fructosa y &cido fuméarico). Para la
estandarizacion se prepararon cinco soluciones de las cuatro sustancias
(sacarosa, glucosa, fructosa y acido fumarico) con concentraciones de 100, 200,
300, 400 y 500 ppm, cada una de estas concentraciones corresponde a un nivel
de cuantificacion. En la Figura 8 se muestran las curvas de calibracion para cada

sustancia con sus respectivas ecuaciones.
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Figura 8. Curvas de calibracion por HPLC
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Los criterios para la estandarizacién del método de cuantificacion desarrollado,
fueron evaluados para las sustancias de interés en muestras preparadas de los
cuatro estandares mezclados, simulando lo que ocurrird en las muestras de la
fermentacion fumarica. Al llevar a cabo la estandarizacion se confirma y
documenta que los resultados producidos por el método son confiables
(Quattrocchi et al., 1992).

La evaluacion de la aptitud del sistema con los criterios de namero de platos
tedricos, asimetria de pico y %0RSD area, pretende establecer la adecuabilidad del
sistema, asegurando que el método genera resultados de precision y exactitud

aceptables (Quattrocchi et al., 1992). Los resultados de estos criterios han sido
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satisfactorios, sobrepasando los limites establecidos en todos los casos para las

cuatro sustancias analizadas.

La linealidad se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion de analito y su
respuesta, arrojando como resultado la curva de calibracién del analito
(Quattrocchi et al., 1992). Los parametros evaluados para esta prueba, coeficiente
de correlacion (r), coeficiente de determinacién (%), %RSD factores de respuesta
(RF), test linealidad, test proporcionalidad también cumplieron con los criterios,
siendo el estandar de acido fumarico el que obtuvo valores mas cercanos a los

limites establecidos, siempre cumpliendo con estos.

La evaluacion de exactitud del método permite observar que tan lejos estan los
valores obtenidos de los valores verdaderos (Quattrocchi et al., 1992) y se realiza
comprobando los parametros %RSD de cada nivel y test igualdad de varianzas.
De los resultados obtenidos se observa que todos los criterios fueron cumplidos, y
qgue el %RSD para el nivel uno (N1) es el que mas cercano se encuentra a los
limites establecidos en el criterio, lo que puede deberse a que este nivel
comprende el estandar de menor concentracion y por lo general es el que mayor

error presenta en la preparacion.

En la Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos para la estandarizacion del

método de cuantificacion por HPLC.
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Tabla 13. Resultados estandarizacién método de cuantificacion por HPLC

PARAMETRO CRITERIO SAC GLU FRU A. FUM
Numero Platos Tedricos >2000 5906.35 6707.38 8159.42 6693.05
Asimetria de pico <2.0 1.24 1.10 1.18 1.10
%RSD Area <2.0 0.55 0.08 0.02 0.13
Coeficiente de correlacion (r) 20.999 0.999 0.999 0.999 0.999
Coeficiente determinacion (r?) =0.990 0.999 0.999 0.999 0.999
%RSD Factor respuesta (RF) <4% 2.33 2.67 2.51 4.00
Test Linealidad (tgyp) 23.182 48.397 46.374 50.783 50.019
Test Proporcionalidad (teyp) <3.182 1.393 1.477 1.563 3.151
%RSD de cada nivel <2% N1=2.0 N1=1.3 N1=1.82 N1=0.90

N3=0.55 N3=0.08 N3=0.02 N3=0.13
N5=0.54 N5=0.09 N5=0.20 N5=0.45
Test Igualdad de Varianzas (Ggy,) <0.8709 0.4863 0.8705 0.7964 0.8029

Los resultados de la Tabla 13 muestran que para el método de cuantificacion
propuesto se cumplen todos los parametros de estandarizacién evaluados para las
sustancias de interés en la fermentacion. El método desarrollado se utilizé para la
cuantificacion de sacarosa, glucosa, fructosa y acido fumarico en los ensayos de

las fermentaciones realizados para este trabajo.

3.3 ENSAYOS PRELIMINARES DE LA FERMENTACION FUMARICA

Para los ensayos preliminares, las fermentaciones se realizaron en erlenmeyer de
250 mL adicionando a cada uno 100 mL de medio, el cual se prepar6 como se
describe en la seccidn 2.4. Los ensayos se realizaron con el fin de evaluar los tres
sustratos como fuente de carbono para la fermentacion. En la Figura 9 se muestra

los montajes para la fermentacion fumarica.
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Figura 9. Ensayos preliminares fermentacion fumarica

Cada ensayo se realizdé por duplicado, y se cuantificd al inicio y al final de la
fermentacion los azlcares (sacarosa, glucosa, fructosa) y el acido fumarico. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados ensayos preliminares

AZUCARES AZUCARES A.FUMARICO A.FUMARICO

FéfgggN%E INICIALES FINALES INICIAL FINAL
(%P/P) (%P/P) (mg/L) (mg/L)
Mango 46.83 4.45 0.00 4.52
Céscara de pifia 43.44 0.32 0.00 5.93
Totumo 34.35 0.04 0.00 -

De los resultados presentados en la Tabla 14 se observa que hay consumo de
azucares por parte del microrganismo y que hay produccién de acido fumarico en
las fermentaciones que se realizaron con mango y cascaras de pifia pero no en las
qgue se utilizé6 totumo como fuente de carbono, lo que muestra el potencial de los

sustratos para la fermentacion fumarica.

En la Tabla 15 se presenta un resumen de algunos estudios reportados en la
literatura sobre la produccién de &cido fumérico con diferentes hongos del género
Rhizopus,
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Tabla 15. Resumen produccién de acido fumarico con Rhizopus sp.

PRODUCCION PRODUCTIVIDAD

CEPA MATERIAL (/) (g/L/h) RENDIMIENTO REFERENCIA
R. nigricans glucosa 14.7 - 0.5 Fodter et al., 1938
glucosa 20 0.25 0.66 Romano et al., 1962
glucosa 90 0.25 0.7 Rhodes et al., 1962
xilosa 15.3 0.07 0.23 Kautola y Linko, 1989
glucosa 121 1.02 0.37 Lingy Ng, 1989
glucosa 73 9.5 0.7 Gangl et al., 1990
R. arrhizus harina de 43.5 0.42 0.58 Moresi et al., 1991
papa
almidon de 71.9 05 0.6 Moresi et al., 1992
maiz
melaza 17.5 0.36 0.36 Petruccioli, 1996
glucosa 40 0.33 0.31 Riscaldati et al., 2000
glucosa 85 4.25 0.91 Cao et al., 1996
glucosa 37.8 0.81 0.75 Du et al., 1997
glucosa 37.2 1.03 0.53 Zhou et al., 2002
estircol 31 0.32 0.31 Liao et al., 2008
lechero
glucosa 56.2 0.7 0.54 Fu et al., 2010
R. oryzae glucosa 41.1 0.37 0.48 Huang et al., 2010
glucosa 32.1 0.32 0.45 Kang et al., 2010
almidon de 27.8 0.33 0.35 Xu et al., 2010
maiz
glucosa 30.2 0.19 0.28 Roa et al., 2010
almldqn de 45 0.55 0.47 Huang et al., 2011
maiz
R. formosa ba?/iic;de 21.3 - 0.34 Carta et al., 1999

Fuente: (Xu, Li, Huang, & Wen, 2012).

La concentracion mas baja de acido fumarico registrada en la Tabla 15 para la
cepa utilizada en este trabajo, Rhizopus nigricans, es de 14.7 g/L (Xu et al., 2012),
al compararla con la concentracibn mas alta obtenida en los ensayos preliminares
realizados, la cual se obtuvo con cascaras de pifia y es de 5.93 mg/L, se
encuentra que el dato de los ensayos experimentales esta por debajo del dato
teodrico. Esta discrepancia en los resultados se presenta principalmente por la

fuente de carbono utilizada en cada fermentacion, el dato experimental de este
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trabajo que se utilizé para la comparaciéon se obtuvo de la fermentacion que tuvo
como fuente de carbono las cascaras de pifia, las cuales contenian 17.96% P/P de
glucosa, mientras que la fuente de carbono de la fermentacion utilizada como dato
tedrico era glucosa pura por lo que el microrganismo utilizado en esta
fermentacion disponia de una mayor cantidad de fuente de carbono para producir
acido fumarico. El rendimiento para la fermentacion presentada en la Tabla 15 es
de 0.5, comparado con el obtenido experimentalmente con cascaras de pifia el
cual es de 0.0005 calculado como g de &cido fuméarico por g de glucosa, se
encuentra que este estd 1000 veces por debajo del dato experimental.

En la Tabla 16 se presenta un estudio realizado por Carta et al. en 1999 donde
compara diferentes especies de Rhizopus en la produccién de acido fumarico,
utilizando como fuente de carbono una mezcla de hidrolizados de yuca y residuos
de papa (80% y 20% peso respectivamente), donde la especie de mayor
produccion de acido fumarico es el Rhizopus formosa 28422 (Vasco, 2007).

Tabla 16. Seleccion de mejor especie Rhizopus productora de acido fumarico

METABOLITOS (g/L)

CEPA ACIDO  ACIDO  ACIDO  ACIDO ACIDO .
FUMARICO MALEICO LACTICO ACETICO CITRICO

R. delemar 34612 0.07 n.d. 1.81 0.57 n.d. 4,58
R. delemar 28168 0.68 n.d. 0.62 0.77 0.43 6.9
R. oryzae 28627 1.22 2.9 0.02 0.58 0.67 4.55
R. oligosporus 3267 0.6 1.72 0.15 0.33 n.d. 3.96
R. arrhizus 28425 0.16 n.d. n.d. 0.13 0.23 0.6
R. arrhizus 16179 0.56 n.d. 0.15 0.41 0.45 8.01
R. arrhizus 2582 0.04 n.d. 0.88 1.04 0.35 4.14
R.oryzae 395 0.46 n.d. n.d. 0.35 0.58 8.9
R. formosa 28422 2.76 5.03 n.d. n.d. n.d. 0.36
R. circicans 1475 n.d. n.d. n.d. 0.9 0.17 7.31
R. sp 25975 0.82 2.43 0.65 1.06 0.68 8.26

Fuente: (Vasco, 2007).
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Al comparar las concentraciones de &cido fuméarico en la Tabla 16 con el valor
mas alto obtenido de las fermentaciones preliminares con los tres sustratos
analizados, el cual fue de 5.93 mg/L obtenido con cascaras de pifia sin la
optimizacién de variables, se observa que este se encuentra por debajo de los
resultados mostrados en la Tabla 16, sin embargo los valores de esta tabla son
producto de un proceso de optimizacién del medio de fermentacion y de la cepa

productora.

De los resultados obtenidos con los ensayos preliminares se observa que con el
mango Y las cascaras de pifia hay produccion de &cido fumérico, por lo que estos
dos sustratos son aptos para la fermentacion fumarica con Rhizopus stolonifer,
mientras que con el totumo no hubo formacion de producto, lo que puede ser
debido a que durante esta fermentacion, utilizando totumo como fuente de
carbono, se producen otras sustancias diferentes al acido fumarico, tal como lo
predicen algunos autores en sus estudios, donde afirman que en la fermentacion
con cepas de Rhizopus sp se producen ademas de acido fumarico otros acidos
carboxilicos como maléico, lactico, acético, succinico y citrico (Carta et al., 1999;
Rhodes et al., 1959) y algunas veces también se produce etanol (Roa Engel et al.,
2008), sustancias que pudieron haber inhibido las enzimas responsables de la
produccion de acido fumarico con el microrganismo. Con estos resultados se
desecha el totumo como sustrato y no se realizaran ensayos posteriores con esta

fuente de carbono.

La concentracion de azuUcares iniciales (sacarosa, glucosa y fructosa) de la
fermentacion al utilizar el mango como sustrato fue de 46.83% P/P y la final de
4.45% P/P por lo que el consumo fue de 90.4% vy al utilizar cascaras de pifia los
azucares iniciales fueron 43.44% P/P y los finales 0.32% P/P y el consumo fue de
99.3%. El consumo de azucares en la fermentacion con cascaras de pifia fue 1.1
veces mayor que el de la fermentaciobn con mango, lo que concuerda con los
resultados de la produccion de acido fumarico, que para la fermentacion utilizando

cascaras de pifia fue 1.3 veces mayor que la fermentacion con mango.
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Al utilizar mango como sustrato en la fermentacion se obtuvo 4.52 mg/L de &cido
fumarico y al utilizar cascaras de pifia se obtuvo 5.93 mg/L, comparando estos
valores se observa que la produccion con cascaras de pifia es 23.78% mayor que
la produccion con mango, lo que puede ser debido al consumo de azucares por el
microrganismo en cada fermentacién, que como se mencioné en el parrafo
anterior fue mayor 1.1 veces en la fermentacidén con cascaras de pifia; ademas,
como se muestra en la Tabla 6, la mayor cantidad de azUcares presentes en el
mango se encontraba como sacarosa y este es un azucar mas dificil de
metabolizar por el microrganismo, haciendo la ruta méas larga segun el ciclo de
krebs (Vasco, 2007), mientras que la mayor cantidad de azucares presentes en las
cascaras de pifia se encontraba como glucosa y como este ultimo es mas facil de
metabolizar por el microrganismo, era de esperarse que la produccién de &cido

fumérico fuera mas alta durante el mismo tiempo de fermentacion.

La produccion de acido fumarico, en los ensayos preliminares, fue mayor al utilizar
cascaras de pifia como fuente de carbono para la fermentacion con Rhizopus
stolonifer, se escoge este residuo para continuar con la investigacion y realizar la

optimizacion de las variables.

3.4 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO FUMARICO

El objetivo del disefio de experimentos fue determinar la concentracion éptima de
cascaras de pifla y KNO3 para la produccién de acido fumarico, ya que estas
variables son determinantes en la produccion y afecta severamente la eficiencia

del proceso (Carta et al., 1999).

Para realizar los ensayos de la optimizacion se fijaron varios pardmetros de la

fermentacion: temperatura ambiente (promedio de 23.4°C (Tutiempo.net, 2012)),
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velocidad de agitacion (130 rpm), pH inicial (ajustado a 6 con NaOH 1M), tiempo
de fermentacion (3 dias) y composicion del medio (descrito en la seccion 2.4).
Estas condiciones fueron elegidas a partir de estudios encontrados en la literatura
(Carta et al., 1999; Vasco, 2007), sin embargo el tiempo de fermentacidén sera
ajustado una vez se cuente con el medio éptimo para la fermentacién utilizando
cascaras de pifia, realizando la curva de produccion de acido fumarico en el

tiempo.

Los valores limites de la concentracion de fuente de carbono (cascaras de pifia) y
fuente de nitrégeno (KNO3) se seleccionaron de acuerdo a los valores utilizados
por Carta et al. en su evaluacién de la relacion C/N para la fermentacién fumarica
(Carta et al., 1999). Se trabaj6 la concentracién de cascaras de pifia un el rango
de 100 a 340 g/L y la concentracién de KNO3 de 0.7 a 2.5 g/L.

La matriz de disefio con los resultados de la produccién de &cido fumarico se

muestra en la Tabla 17.
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Tabla 17. Matriz de disefio y resultados de &cido fumarico producido

FACTORES

VARIABLE RESPUESTA

KNOs (g/L) FUENTE DE CARBONO (g/L) ACIDO FUMARICO (mg/L)

ENSAYO
1 1.6
2 2.5
3 1.6
4 1.6
5 1.6
6 0.7
7 1.6
8 2.5
9 1.6
10 1.6
11 1.6
12 2.87279
13 0.327208
14 1.6
15 0.7
16 1.6

220
340
220
50.2944
220
340
220
100
220
220
389.706
220
220
220
100
220

112.429
31.542
113.329
0.000
111.787
30.788
112.628
133.334
112.848
111.841
80.112
132.409
138.833
111.778
19.094
112.393

En el disefio de experimentos realizado con el software STATGRAPHICS

Centurion se obtuvo la superficie de respuesta que se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Superficie de respuesta
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En la Figura 10 se muestra la superficie de respuesta que representa
matematicamente, en un espacio tridimensional, la ecuacién del modelo arrojado
por el disefio de experimentos, donde se demuestra la influencia de las variables
(concentracion de KNOj3; y fuente de carbono) sobre la respuesta de interés
(concentracion de acido fumarico). La superficie de respuesta obtenida tiene la
forma de cresta ascendente, donde la respuesta a la condicién 6ptima de
operacion para las variables de la fermentacion presenta un maximo en un
costado de la superficie. Como se observa, el punto maximo para la superficie se
alcanza a medida que la variable concentraciéon de fuente de nitrégeno (KNO3)

aumenta y la variable concentracion de fuente de carbono (Carbono) disminuye.

Una de las principales ventajas del método de superficie de respuesta es que
ofrece la posibilidad de encontrar puntos 6ptimos a lo largo del intervalo de estudio
e incluso fuera de este por la evaluacion de los niveles axiales (Vasco, 2007). Del
disefio de experimentos se obtuvo que para la produccién de &cido fumarico el
valor 6ptimo de KNOj fue 2.873 g/L y de fuente de carbono (cascaras de pifia)
170.189 g/L, lo que tedricamente llevaria a que en la fermentacién se produjeran

144.948 mg/L de &cido fumarico. Con estos valores Optimos se corrobora el
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maximo observado en la superficie de respuesta (Figura 10), donde se anotaba
gue el maximo se alcanzaba cuando la variable KNO3; se acercaba a su limite

superior y la variable Carbono a su limite inferior.

En los ensayos preliminares de la fermentacion utilizando cascaras de pifia se
obtuvo una produccion de acido fumarico de 5.93 mg/L sin optimizar las variables,
mientras que con la optimizacion de variables se espera obtener 144.98 mg/L,
empleando concentraciones de KNO3 y cascaras de pifia de 2.873 g/L y 170.189

g/L respectivamente y preparando el medio como se indica en la seccion 2.4.

Al comparar los resultados obtenidos inicialmente en los ensayos preliminares con
los hallados mediante la optimizacion de las concentraciones de KNO3 y fuente de
carbono, se puede observar que en la produccion de acido fumarico hubo un
incremento de 24.4 veces respecto al ensayo inicial, lo que demuestra que las
variables elegidas fueron acertadas para realizar la optimizacion de la

fermentacién fumaérica.

Una vez determinadas las variables optimas para el medio de fermentacién es
necesario ajustar el tiempo de fermentacion requerido para mejorar la produccion

de acido fumarico.

3.5 CINETICA DE PRODUCCION DE ACIDO FUMARICO

Para el analisis de la cinética de produccién de acido fumérico con Rhizopus
stolonifer se realizaron curvas de crecimiento de biomasa y produccion de acido
fumarico en el tiempo. Estas curvas se realizaron con cascaras de pifia como
fuente de carbono y el medio se prepardé como se describe en la seccién 2.4, con
las composiciones de KNO;3 y fuente de carbono (cascaras de pifia) halladas en el
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disefio de experimentos, 2.873 g/L y 170.189 g/L respectivamente, ya que estos

valores corresponden a las condiciones Optimas de la fermentacion.

En la Figura 11 se muestra la curva de crecimiento del microrganismo, donde se
observa que el Rhizopus stolonifer no presenta fase de adaptacion para un
muestreo realizado cada 6 horas, esta fase se puede presentar durante las
primeras horas de crecimiento del hongo en el medio de fermentacion y por lo

tanto no se registra en la curva.

Figura 11. Curva de crecimiento de Rhizopus stolonifer
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El crecimiento microbiano del Rhizopus stolonifer en el tiempo muestra dos fases:
la fase exponencial, la cual se presenta entre las horas 0 y 18, y la fase
estacionaria que se da entre las 18 y 36 horas de crecimiento. La fase exponencial
es rapida, lo que demuestra nuevamente que el medio es oOptimo para el
crecimiento del hongo. La fase estacionaria es larga, por lo que se asume que el
microrganismo encuentra fuentes alternativas para su crecimiento, probablemente
durante esta etapa el hongo degrada la sacarosa presente en las cascaras de pifia
para utilizarla como fuente de carbono, pero ademas de esto, durante esta etapa
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se da la acumulacién de sustancias téxicas para el hongo, por lo que el
crecimiento bruto se equilibra con las muertes celulares. La fase de muerte del

microrganismo no se alcanza a observar durante las horas de muestreo realizado.

Los resultados de la produccion de acido fumarico obtenidos para las 36 horas de
muestreo se presentan en la Figura 12.

Figura 12. Produccién de acido fumarico
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La produccion de acido fumarico con Rhizopus stolonifer muestra crecimiento en
las primeras 18 horas, siendo este el tiempo donde se alcanza la mayor
concentracion de éacido en la fermentacion. A partir de alli se observa un
decrecimiento de la produccion de acido fumarico, lo que se atribuye a la inhibicion
del microrganismo y a la posible formacion de alguna sal del acido, formada por la

reaccion de este con las sustancias presentes en el medio de fermentacion.

La maxima produccion de acido fumarico fue de 258.393 mg/L a las 18 horas, por
lo que 18 horas es el tiempo 6ptimo de fermentacion para el hongo Rhizopus

stolonifer utilizando cascaras de pifia como fuente de carbono.
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La concentracién de acido fuméarico obtenida en el tiempo éptimo de fermentacion,
258.393 mg/L a las 18 horas, es mayor a la que se obtuvo en el disefio de
experimentos, 144.948 mg/L, el cual se llevo a cabo durante 3 dias, por lo que se
comprueba que no es necesario tantas horas de fermentacion, debido a que a
partir de las 18 horas la concentracion de acido fumarico decrece.

Comparando los resultados obtenidos en el disefio de experimentos con los
hallados mediante la curva de produccion de acido fumarico, se observa que la
produccion de &cido fumérico tuvo un incremento de 1.78 veces respecto al
ensayo de la optimizacion de variables, lo que demuestra que el tiempo de

fermentacion 6ptimo es el hallado en la curva de produccion (Figura 12).

Al sobreponer las curvas de crecimiento de biomasa y produccion de &cido
fumarico se obtiene la Figura 13.

Figura 13. Produccién de acido fumarico y crecimiento de biomasa
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En la Figura 13, se observa que el punto de equilibrio entre las dos variables se da
en la hora 18, ya que en este tiempo se obtiene la mayor produccién de acido
fumarico y la mayor cantidad de biomasa, lo que indica que este es un tiempo
optimo para realizar la fermentacién, utilizando el medio optimizado con el disefio

de experimentos.

Al final del trabajo, la concentracion mas alta de acido fumarico obtenida fue de
258.393 mg/L, al comparar este valor con el estudio sobre la seleccion de la mejor
especie de Rhizopus productora de acido fumarico, presentado en la Tabla 16, se
observa que el resultado obtenido se encuentra 6.5 veces por encima del valor
mas bajo presentado en la Tabla 16, el cual fue 0.04 g/L obtenido con la cepa
R. arrhizus 2582, y 10.7 veces por debajo del valor mas alto, 2.76 g/L obtenido con
R. formosa 28422. La baja produccion de acido fumarico obtenida puede ser
debido a varios factores como el no control del pH a lo largo de la fermentacién, ya
gue la neutralizacion continua del pH durante la fermentacion ha sido demostrada
por varios autores como necesaria para la obtencion de rendimientos optimos de
acido fumarico (Gangl, Weigand, & Keller, 1990; Riscaldati, Moresi, Federici, &
Petruccioli, 2000; Roa Engel et al., 2008; Zhou, Du, & Tsao, 2002), lo cual pudo
producir la inhibiciéon del microrganismo por el producto, demostrado por Riscaldati
et al (2000), quien encontré6 que el acido fumarico libre inhibia su propia
produccion ya que los protones acumulados en el medio disminuyen el pH,
ejerciendo un efecto inhibitorio progresivo sobre la produccion de acido fumarico
(Riscaldati et al., 2000). A pH bajos el &cido fumarico excretado pasivamente se
difunde de vuelta a través de la membrana del hongo, disminuyendo el pH
intracelular, haciendo que la fermentacion falle (Roa Engel et al., 2008). Otro de
los factores pudo ser la morfologia del hongo, siendo esta una de las dificultades
de las fermentaciones con especies de Rhizopus sp, ya que estas tienden a crecer
en las paredes y en los agitadores del reactor, a veces, en forma de masas,
haciendo que la fermentacion pueda sufrir de limitaciones de oxigeno (Roa Engel
et al., 2008), lo cual perjudica la produccién de acido fumarico en la fermentacion.

Ademas, como se menciond anteriormente en la fermentacion con cepas de
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Rhizopus se producen ademés de acido fumarico otras sustancias como &cido
maléico, acido lactico, acido acético, acido succinico, acido citrico y etanol (Carta
et al., 1999; Rhodes et al., 1959), lo que pudo influir en el bajo rendimiento
obtenido para la fermentacion, el cual es de 0.85% calculado como g de &cido
fumarico por g de glucosa A pesar de la baja produccién de acido fumérico con
Rhizopus stolonifer utilizando cascaras de pifia como fuente de carbono, el hecho
de que este residuo sea mas econdmico y abundante que la glucosa y la
posibilidad del aprovechamiento de este, hace que la fermentacion optimizada
pueda ser atractiva para la produccion de acido fumarico.
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4. CONCLUSIONES

Las cascaras de pifia son el residuo mas adecuado para la fermentacién fumarica
con Rhizopus stolonifer, comparadas con el mango que produce menos cantidad

de &cido fumarico y el totumo que no produce.

Las condiciones de operacion para realizar la fermentacion fueron: velocidad de
agitacion de 130 rpm, temperatura ambiente (promedio de 23.4°C), pH inicial de 6

y tiempo de fermentacion de 18 horas.

La produccién de acido fumarico sin la optimizacién de variables, utilizando
cascaras de pifia como fuente de carbono para la fermentacion fue de 5.93 mg/L

con un rendimiento producto/sustrato de 0.05%.

Los valores optimos de concentracion de KNO3 y concentracion de cascaras de
pifia para la fermentacion fumarica fueron 2.87 g/L y 170.19 g/L respectivamente y

el tiempo optimo de fermentacion es 18 horas.

La produccion de &cido fumarico con las variables optimizadas después de 18
horas de fermentacion fue de 258.39 mg/L con un rendimiento producto/sustrato

de 0.85%, 17 veces mayor a la fermentacion sin optimizar.
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5. RECOMENDACIONES

Controlar el pH en la fermentacion con el fin de mantener el medio en un pH
aproximado de 6 y evitar la inhibicion del Rhizopus stolonifer por el acido fumarico

producido.

Evaluar la influencia de la velocidad de agitacion y la aireacion sobre la morfologia
del microrganismo, para evitar el crecimiento del hongo como una masa y

favorecer la formacion de pellets.

Detectar y cuantificar otros acidos organicos que se pueden estar produciendo en

la fermentacion con Rhizopus stolonifer.
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