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Introduccién

Los residuos de confiteria son materiales ricos en azucares fermentables, con potencial para la
bioconversién y obtencion de productos de interés con alto valor agregado. Dentro de estos compuestos
se encuentran los acidos organicos. La mayoria de estos acidos son producidos actualmente mediante
procesos quimicos, requiriendo compuestos derivados del petréleo como principal materia prima.

En este contexto, la bioproduccion del polimero del acido malico (PMA), polimero conformado por
repetitivas unidades de L-malil, ha tomado relevancia en los ultimos afios [1]. Esto, ya que no tiene la
desventaja de presentar inhibiciéon del crecimiento de la biomasa, como es el caso cuando se produce
directamente el acido malico, el cual puede obtenerse facilmente mediante una hidrdlisis posterior [2].

La cepa Aureobasidium spp ha demostrado altos rendimientos y resultados positivos para la obtencion del
PMA, mediante el uso de diferentes fuentes de azucares fermentables [3]. En particular, el uso de residuos
de confiteria como materia prima, objetivo de este proyecto, presenta la ventaja de no requerir
pretratamientos, brindando una opcidn para la disminucién de costos por almacenamiento, transporte y
tratamiento de estos desechos.

Metodologia

La metodologia de fermentacion se realizé con base en el estudio Wei y col.,, empleando una cepa de
Aureobasidium pullulans [4]. Para este estudio, se empled un disefio experimental factorial completo con
puntos centrales (2K+3C), en un medio de cultivo simulando la composicion ideal de un jarabe obtenido a
partir de residuos de confiteria. Las variables estudiadas fueron la proporcion de azicares en el medio
(dextrosa:sacarosa), asi como la presencia de sales de sodio (citrato y malato) para determinar la
influencia de estos factores en el rendimiento obtenido y predecir el comportamiento del microorganismo
en un medio a base de estos residuos. En la Tabla 1 se presenta la nomenclatura y los limites para cada
variable.

Tabla 1. Variables evaluadas y limites empleados en el disefio de experimentos.

Variables Nomenclatura Limite superior Limite inferior
cF;:)I(?rc(;)igg :sacarosa? X1 1:0 0:1
cirato do sodio Xe 5glL 0glL
malato do sodio xa 7gl 0glL

alLa concentracion total de azicares siempre corresponde a 120 g/L, la proporcion de cada componente varia de 0
(0%) a 1 (100%).

A lo largo de la fermentacion se midieron las siguientes variables: pH, porcentaje de soélidos solubles
(°Brix), azucares totales (AT) y azucares reductores totales (ART) con el método Fehling, asi como cuenta
total para mohos (CT) mediante el método de Miles y Misra [5], la biomasa expresada como peso seco
celular (DCW) y la masa de polimero obtenido por gravimetria (PMA) de acuerdo al método propuesto por
Liu y Steinbuchel [6]. La determinacion de °Brix y cuenta total se realizé cada 24 h, el resto de las
variables de determinaron cada tercer dia a lo largo del tiempo total de fermentacién, el cual fue de 10
dias a una temperatura de 25°C.
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Resultados y discusion

Con un total de 11 experimentos realizados y mediante el analisis estadistico (ANOVA) del rendimiento
como variable de respuesta, se obtuvieron valores de R? de 0.96 y R? ajustada de 0.9, lo que indica que, el
modelo representa adecuadamente el comportamiento de la variable de respuesta en funcion de los
parametros seleccionados. No obstante, la calidad de los datos no es la ideal (Q?=0.5) y se aprecia que
para un intervalo de confianza de 95%, la regresién es significativa. Ademas, la prueba de Lack of fit no
presenta significancia estadistica relevante. Por lo tanto, es posible aseverar que el modelo predice de
manera adecuada la variable de respuesta. El modelo planteado fue el siguiente:

(1)

También, como resultado del estudio estadistico se analizé la significancia de los parametros del
modelo (p=0.05). Al sustituir los valores de los parametros resultantes de la regresion, se obtuvo
la siguiente representacion matematica para el comportamiento del rendimiento:

La relevancia de cada factor puede apreciarse mas facilmente en el Figura 1, donde se representan los
valores de los coeficientes o parametros obtenidos (escalados y centrados) respecto a la variable de
respuesta. La grafica muestra que x1 presenta una influencia positiva sobre el rendimiento, es decir que la
presencia en mayor proporcion de dextrosa respecto al de sacarosa parece tener un efecto positivo sobre
los rendimientos finales. Sin embargo, la variable x» es la que tiene mayor influencia sobre el rendimiento.
Ademas, la influencia es negativa, lo que significa que la presencia de citrato de sodio disminuye la
producciéon de poliacido malico. Por otro lado, la presencia de malato de sodio no tuvo un efecto
estadisticamente significativo sobre el rendimiento obtenido (x3). Tampoco se observa efecto significativo
de la interaccion de ambas sales (x2xs).

0.03 |
0.02

= [ o

| s s |

0.01 |
-0.02

-0.03 ¢ |
-0.04 |

0.05 |

Peso relativo sobre el rendimiento

X, X, X, Xe Xy X X

]

X, X,

Vanables e interacciones

Figura 1. Efecto de los factores analizados para el modelo del rendimiento de la fermentacién por
Aureobasidium pullulans en el medio modelo.

No obstante, las interacciones entre la proporcion de azucares y la presencia de ambas sales (x1x2, X1X3),
generan un ligero aumento en la respuesta. Esto es, a mayor proporcion de dextrosa en presencia de
ambas sales, se obtiene un mayor rendimiento.
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Los resultados del disefio de experimentos fueron correlacionados con la evoluciéon de cuenta total y
biomasa, obteniendo resultados consistentes. En efecto, en los medios donde hay presencia de 100%
sacarosa y citrato, sin importar la presencia o ausencia de malato, la cepa no pudo sobrevivir mas alla del
tiempo mencionado. El efecto inhibidor del citrato en el ciclo de Krebs, mencionado en la literatura, se
corrobora al observar la disminucion de la cuenta microbiana inicial. Este efecto es inhibido cuando el
medio tiene presencia de dextrosa. Esto se debe probablemente a que la célula se adapta a la presencia
de citrato y tiene manera de continuar con su metabolismo, gracias a la reserva de monosacarido, el cual
puede metabolizar con mayor facilidad. En efecto, Aureobasidium pullulans contiene mas de 800
secretadores de proteinas, donde el 45% de ellos estan relacionados con enzimas activas en la
degradacion o catabolismo de carbohidratos, que incluyen varios azucares como sucrosa, maltosa,
lactosa, galactosa, fructosa y xilosa [7].

Para mostrar el efecto de las variables influyentes en este estudio, la Figura 2 muestra una grafica de
contorno del rendimiento en funcién de la concentracion de citrato de sodio y de la concentracién de
dextrosa. Aqui se observa que, para una determinada concentracién de la sal de sodio, se obtiene mayor
rendimiento a medida que se incrementa la concentracién de dextrosa en el medio. También se observa el
pronunciado efecto inhibidor del citrato de sodio sobre el rendimiento.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de citrato de sodio y dextrosa sobre el rendimiento de la fermentacion
en el medio modelo.

Para finalizar con el analisis estadistico, en la Figura 3, se muestra la grafica de paridad entre los valores
experimentales y los valores predichos obtenidos a través del modelo. Como se observa, los puntos estan
cerca de la linea recta de 45°. Sin embargo, los puntos al centro del grupo de datos muestran un
comportamiento fuera de esta linea, si bien puede atribuirse a cierto grado de curvatura en el
comportamiento de los datos, que daria como resultado explorar el ajuste en un modelo del tipo
cuadratico, mediante los resultados obtenidos por la prueba lack of fit del ANOVA, esta idea es
descartada.
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Figura 3. Comparacion del rendimiento experimental y teérico para la obtencién de PMA empleando
Aureobasidium pullulans.

Conclusiones

El analisis estadistico muestra que el modelo obtenido permite predecir adecuadamente el
comportamiento del sistema. Se observa el efecto inhibidor importante del citrato de sodio, el cual ya fue
reportado previamente en la literatura. Sin embargo, este efecto inhibidor es ligeramente atenuado en el
caso del uso de dextrosa.

Los resultados muestran la factibilidad técnica de la obtencién de poliacido malico a partir de soluciones
modelo de composicidn similar a los jarabes de desecho de la industria confitera,

Ademas, con el conocimiento mediante el disefio de experimentos del comportamiento de la cepa
seleccionada en funcion de las sustancias que estan en el medio a utilizar, es posible que el modelo
planteado permita estimar los ajustes necesarios a las concentraciones originales al utilizar los residuos de
confiteria con la finalidad de obtener mejores rendimientos y hacer al proceso econémicamente rentable.
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