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Abstract

This study assesses the effect of the dilution rate in citric acid production by continuous
fermentation using sucrose as the carbon and energy source and (NH4)2504 as the nitrogenated source.
The inocules were prepared aerobically by Incubating an A. niger 46890 spore suspension. The batch
processes were realized In culture flasks of 0.5L and in a fermentator of 7.5L. The continuous processes
were reallzed in a fermentator of 0.45L. The temperature for both processes was maintained between
28-30°C. The effect of pH, addition of Fe™" and of 3% of methanol to the medium was determined. During
the course of fermentation the following variables were evaluated: pH, dry weight, sucrose and citric
acid consumption. The results indicated that the optimum initial pH for production of citric acid was
2. Non-addition of Fe'* to the medium improved acid production. At pHi=2 without addition of Fe'", the
vields reached 2.06% of citric acid and 21% in biomass. These yields were increased upon addition of
3% of methanol, reaching 3.68% and 22.31% in product and biomass, respectively. The citric acid
concentration rose up to 0.040h™! when dilution rate was increased. The optimun dilution rate was
found to be 0.035 h™' with a productivity of 0.035 g/L-h and citric D of 0.040h 1
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Efecto del pH inicial, la adicion de Fe™™,
metanol y la tasa de dilucion en la produccion
de acido citrico

Resumen

Se evaluo el efecto del pH inicial, la adicion de Fe'", metanol y la tasa de dilucion en la produccion
de acido citrico. en cultivo por carga y continuo utillzando azticar refinada como fuente de carbono y
energia, y (NH4)2S04 como fuente nitrogenada. Los inéculos se prepararon incubando aerébicamente
durante 48 h una suspension de esporas de A. niger 46890. Los procesos por carga se realizaron en
frascos de cultivo de 0.5 L y en un fermentador de 7 L. Los procesos continuos se realizaron en un
fermentador de 0.45 L. Para ambos procesos la temperatura fue de 28-30°C. Se determino el efecto del
pH inicial, la adicién 6 no de Fe"" y de un 3% de metanol al medio. Durante el curso del cultivo se midio
pH. peso seco, azucar consumida y acido citrico. Los resultados indicaron que el pH 6ptimo para la
produccion de acido citrico fue 2. La no adicion de Fe™" al medio de fermentacién favorecioé la produccion
de acido. A pH 2 sin adicion de Fe'" se alcanzaron rendimientos de 2.06% en producto y 21% en biomasa.
Estos rendimientos se incrementaron con la adiclon de un 3% de metanol a 3.68% y 22.31% en producto
y biomasa respectivamente. La concentracion de acido citrico incrementa con el aumento de la tasa de
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dilucién, hasta 0.040 h™' . Se obtuvieron valores de D 6ptimo iguales a 0.035 h™, con una productividad

de 0.035 g/L-h y un D critico igual a 0.040h™".

Palabras claves: Acldo citrico, fermentaclon continua, tasa de dilucion.

Introduccion

Muchos mlcroorganismos son capaces de
transformar las sustancias quimicas del medio

en que viven, con la finalidad de sastifacer sus
necesidades energéticas; el hombre ha aprendi-
do a dirigir éstos procesos, eligiendo adecuada-
mente los microorganismos y las condiciones,
obteniendo asi un gran namero de productos
utiles como resultado de dicha actividad. Un
ejemplo es la produccion de Acido Citrico por el
hongo Aspergillus niger.

En Venezuela, no se produce acido citrico.
Las importaciones segun el Anuario Estadistico
de Comercio Exterlor [1], para 1991 fue de
1.905.531 Kg a un costo de $ 2.525.125. Estos
elevados costos, asi como, la situacion actual
determina la importancia de realizar estudios
para la produccion de acido citrico con el propé-
sito de sustituir la importacion y sastifacer la
demanda nacional. Recientemente se ha estu-
diado la produccion de este acido con diversas
cepas de A. niger empleando procesos disconti-
nuos y continuos con diferentes sustratos vy
variadas fuentes de nitrogeno.

Los objetivos del presente trabajo fueron:
1. Evaluar el efecto de la tasa de dilucién en la
produccion de acido citrico usando la cepa de A.
niger 46890. 2. Medir el efecto del pH inicial
sobre la produccién y 3. La adiciéon 6 no de Fe*”
al medio de cultivo empleado en el proceso.
Adicionalmente se realizaron cultivos con un 3%

de metanol [2] agregado antes de la inoculacion

para evaluar el efecto de este alcohol sobre la
produccion del acido.

Procedimiento Experimental

Microorganismo

Se wutilizdo la cepa del hongo Asperyillus
niger 46890 obtenido de la Facultad de Clencias
de la Universidad de los Andes (U.L.A.), Edo
Mérida. La cepa fue mantenida y renovada cada
mes en tubos de ensayo conteniendo agar papa
dextrosa (PDA) los cuales se almacenaron a una
temperatura de 4°C. La habilidad productora de
la misma fue comprobada empleando la técnica
propuesta por Benuzzi y Segovia [3].

Medio

El medio empleado fue el recomendado por
Shu y Johnson [4], utilizando como sustrato
azucar refinada, a la cual se le determino la
concentracion de Fe, Mn, Cu, Zn y Al por
espectrofotometria de absorcion atomica (Ta-
bla 1).

La composicion del medio y las condicio-
nes iniciales estan dadas en la Tabla 2. Se evalu6
el comportamiento y la produccién de acido
citrico a valores de pH inicial del medio de 2, 4
y 6. A pH Inicial de 2 no se esterilizo. A pH inicial
de 4 y 6 se esterilizo a 121°C por 15 min. No se
observo contaminacion del medio en ninguno de
los casos.

Tabla 1
Metales importantes en el azucar refinada utilizada como fuente de carbono y energia

—— Metal mg/Kg Limite de deteccion (mg/Kg)
Fe 1.00 0.02
Mn 0.25 0.01
Cu N.D 0.03
Zn N.D 0.02
Al N.D 0.03
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Tabla 2
Composicion del medio y condiciones de operacién para las fermentaciones realizadas

Composicion y Condiciones Iniciales Por Carga (M)) Continua (Mo)
Azucar refinada, g/L 140.00 65.00
(NH)9S04, g/L 1.24 0.62
KHsPO4, g/L 9.50 9.50
MgS04.7H20, g/L 0.25 0.25
CuS04.5H20 x10°, g/L 0.06 0.06
FeS04.7H20 x10°, g/L 0.42 0.00
ZnS04.7H20 x10%, g/L 0.25 0.25
Metanol, % Oy3 3
pH 2,4, 6 1.59
Agjtacion, rpm 200 200
Temperatura, °C 28-30 28-30
Vol. de trabajo, fiolas,L 0.200
Vol. de trabajo, Fermentador,L 0.500 0.45
Flujo de aire, Fermentador, vvin 2.2 - 2.2

Preparacién del In6culo

5 ml de una suspension densa de esporas
fue adicionada a los frascos de cultivo de 500 ml
conteniendo 200 ml de medio cuya composicion
esta especificada en la Tabla 2 con 0% de meta-
nol. La concentracién de esporas fue de 3x108
esporas / ml, medida por conteo directo utilizan-
do una camara de Neubauer. Se incubaron du-
rante 48 horas a 30°C en un Incubador rotatorio
New Brunswick Scientific modelo G24 con con-
trol de temperatura y agitacion.

Posteriormerite se transfirio la suspension
de "pellets” asi formada al fermentador principal,
representando dicha suspension un 10% (V/V),
con respecto al volumen del medio de produc-
cion empleado.

Equipos

Se utilizaron Inicialmente frascos de culti-
vo de 500 mly un volumen de trabajo de 200 ml
para evaluar el comportamiento de la cepa a
diferentes valores de pH inicial del medio. Un
fermentador Microferm Fermentor, modelo MF-
107 New Brunswick Scientific Co., INC. con una
capacidad de 7.5 L y un volumen de trabajo de
5 L fue utilizado para la fermentacion por carga
y un fermentador Bioflo Model C30, con un

volumen de trabajo de 0.45 L para la fermenta-
cion continua.

Técnicas Analiticas

Determinacion de biomasa: Para las de-
terminaciones de blomasa se utilizé la técnica de
peso seco [5]. Las muestras se filtraron usando
papel de filtro whatman #1, previamente secado
durante 24 h a 80-85°C y tarado. El residuo
filtrado se lavo con agua destilada, se seco a
80-85°C durante 24 h: se enfrio en un desecador
y luego se peso.

pH: Se determinéd utilizando un pH-metro
digital marca Corning 140.

Acido citrico: Se cuantifico por el método
colorimétrico para la determinacion directa de
acido citrico de Marier y Boulet [6].

Azucar residual: Se determiné por el meé
todo fenol-acido sulfairico de Dubois y Col. [7]
para determinacion de aztcares totales.

Proceso por carga: Se utilizo azucar refi
nada como sustrato. Se realizaron cultivos en
frascos erlenmeyer por triplicado con un volu-
men de trabajo de 0.2L para evaluar el efecto del
pH inicial del medio en la produccion del acido,
con y sin adicién de Fe'", debido a que una de
las condiclones esenciales para la producciéon de
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Tabla 3
Resultados del proceso por carga

Con adicién de Fe** Sin adicién de Fe'*
Tiempo  pH Biomasa  Azucar  Acido Cit.  pH Biomasa  Azlcar  Acido Cit.
(h) (g/L) _ resid.(g/L)  (mg/L) (g/L) resid.(g/L)  (mg/L)
pHi =2
0 20 0.76 140 0 2.0 0.91 140 0
48 191 2.94 115 0 1.93 0.99 120 : 0
72 1.84 3.29 110 16 1.81 3.88 105 20
96 1.83 4.03 105 25 1.79 3.93 105 30
360 1.64 15.05 65 600 1.67 14.3 75 1380
720 1.51 18.60 47 750 1.563 19.0 91 1880
pHi =4
0 4.0 1.9 140 0 4.00 2.02 140 0
48 2.51 3.53 120 0 2.38 2.89 110 0
72 2.3 5.5 110 8 2.28 5.77 110 8
96 2.29 7.756 110 50 2.26 8.29 110 50
360 2.18 14.26 44 150 2.18 14.15 42 300
696 1.96 19.62 40 250 1.97 18.20 40 500
pHi =6
(4] 6.0 1.9 140 0 6.0 1.82 140 0
48 2,55 4.22 105 0 2.57 3.38 105 0
72 2.48 5.44 105 34 2.46 5.34 105 42
96 2.43 6.68 105 42 2.45 6.53 a5 62
360 2.29 14.57 58 600 23T 15.67 B5: 620
696 1.99 20.16 30 620 2.07 18.77 30 770

acido citrico por cultivo sumergido es la deficlen-
cla de Fe''[8]. Se realizaron otros cultivos aha-
diendo al medio un 3% de metanol antes de la
inoculacién y sin adicién de Fe**, ya que algunos
investigadores encontraron gue la adicion de un
3% de metanol al medio incrementa la produc-
cion del acido [8]. Se realizaron cultivos en el
fermentador por carga con un volumen de tra-
bajo de 5 L. Durante el curso de los mismos se
tomaron muestras por duplicado de 10 ml a
intervalos de 24 horas durante 43 dias, determi-
nandose, en cada caso, pH, acido citrico, bioma-
sa y azuicar consumida.

Se aplicé el modelo propuesto por Righe-
lato y col [9,10] para organismos filamentosos
con crecimiento en forma de pellets calculando-
se los parametros del modelo.

Proceso continuo: Fue iniciado por inocu-
lacién de un medio por carga sin adiciéon de Fe™*
y con 3% de metanol. El flujo continuo, cuya
composicion y condiciones se indican en la Ta-
bla 1. se inicia cuando la produccién de éacido en
el cultivo por carga esta cercano al maximo valor
[11,12], entre los dias 15y 18 del cultivo. La Tasa
de Dilucién se varié entre 0.02 h'l y 0.1 h'!
evaluando el efecto en la produccion. En cada
caso se determino la blomasa, dcldo citrico y pH
hasta alcanzar condiciones estacionarias
[13,14].

Resultados y Discusion

En la Tabla 3 se reportan los resultados
obtenidos en el cultivo por carga a un pH inicial
de 2, 4 y 6 con y sin adicion de Fe™. Durante el
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Figura 1. Modelamiento del crecimiento del A. niger 4396 en cultivo por carga.
Tabla 4
Valores de k y coeficiente de correlacion, r, segun la ecuacion /3 = x01/3 + kt para los

procesos por carga

Con adicién de Fe™

Sin adiciéon de Fe**

pH k k r

2 0.00386 0.00391 0.945
4 0.00294 0.00287 0.891
6 0.00293 0.00320 0.958

mento en el consumo de la fuente de carbono y
en la produccion de biomasa; el pH disminuyo a
lo largo del proceso. La produccion del acido se
inicio a partir de las 72 h, coincidiendo con el
agotamiento del nitrégeno suministrado en el
medio, [15, 16] y el aumento en la biomasa por
la acumulacion de carbono en la célula [13]. Los
resultados obtenidos indicaron que la cinética

del crecimiento se ajusto al modelo X3 = Xy e

+ kt [9]. Esta ecuacion representa mejor el cre-
cimiento de hongos en forma de" pellet" que el
modelo exponencial de Monod. La Figura 1
muestra el ajuste de datos obtenidos al modelo.
Los valores de k y el coeficiente de correlacion,
r, se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 5
Resultados del proceso por carga con adicion de 3% de metanol al medio

Tiempo (h) pH Biomasa (mg/L) Azucar residual (g/l)  Acldo Citrico (mg/L)
0 20 0.76 140 0
48 1.74 0.90 105 0
72 1.68 1.23 100 0
96 1.67 4.56 95 5
144 1.62 5.04 95 ]
264 1.61 11.89 93 325
360 1.58 15.55 73 600
432 1.50 19.65 49 3350
720 1:8% 21.06 49 3350
1032 1.37 19.49 49 _ 3350

Tabla 6
Rendimiento para los procesos por carga con 3% de metanol

k r

Yx.o/O - ,YD.'O/O -

0.0044 0.965

22.31 3.68

Yx : Se define como 100 gramos de biomasa producida por 100 gramos de aziicar consumida.

Yy : Se define como 100 gramos de acido producido por 100 gramos de azucar consumida.

Al comparar los valores obtenidos a los
diferentes pH Inicial del medio, se deduce que el
pH; 6ptimo para la produccion de acldo citrico es
2. Yigitoglu y col (17), obtuvieron altos rendi-
mientos en la produccion de acldo citrico a pH
inicial de 2.5, reportando este valor como optl-
mo, a pH superiores se reduce conslder-
ablemente la concentracion de acido. Adicional-
mente conslderan importante el mantenimiento
del pH del cultivo en ¢l rango de 1.8 a 2.5. La no
adicion de Fe'™ al medio de cultivo favorecié en
todos los casos la produccion del acido. La
concentracion de elememtos trazas (Fe'", Cu’’,
Zn"", Mn*") en la fuente de carbono y energia
(Tabla 1), afectan el cultivo v son factores deter-
minantes en el rendimiento del acido (17). A
pHi = 2 sin adicion de Fe™" se obtuvo un valor de
1.88 g/L de acido a los 18 dias de cultivo;
0.5 g/L y 0.77 g/L se obtuvieron a pHi 4 y 6
respectivamente.

Los mayores rendimientos para los proce-
sos discontinuos se obtuvieron a pHi = 2 sin
adictén de Fe'™ . con 21% para la biomasa y un
2.06% en producto, incrementando los obteni-
dos hasta ahora con la misma cepa de 14.31%
para la blomasay 0.11% en acido citrico, aunque
siguen siendo muy bajos en relacion a los repor-
tados (15,16),

Los resultados de la fermentacion por
carga con adlclon de 3% de metanol [8] se pre-
sentan en la Tabla 5. Las Figura 2 y 3 repre-
sentan la cinética de la produccion y el ajuste de
los datos al modelo propuesto.Los rendimientos
obtenidos en producto y biomasa se muestran
en la Tabla 6, asi como los valores de k y el
coeficiente de correlacion,r,. La adicion de meta-
nol incremento la produccion de acido de 1.88 a
3.35 g/L obteniendo un rendimiento de 3.68%
en producto y de 22.31% en blomasa.

El flujo continuo se inicié a partir del dia
15 del cultivo por carga, cuando se alcanzo una
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Figura 3. Ajuste de los datos de crecimiento al modelo, x /3 xol/ + ut, [9].
concentracion cercana a la maxima produccion Elvalor dptimo se ticneaD =0.035h ' muy
de sicido y se mantuvo hasta lograr condiciones cercano al valor de velocidad especifica de creci-
estacionarias  (aproximadamente donde miento p = 0.044 h Y La tasa de dilucion critica
Tr=1/DaV/F)[10,12]. Dc=0.040h ' ala cual el cultivo comienza a ser

Los resultados obtenidos para el cultivo lavado del fermentador.
continuo se reportan ¢n la Figura 4. Se observa Los valores de productividad aleanzados
que la concentracion de acido citrico incrementa estuvieron entre 1.2 x 10%y 3.5 x 107, incre
con el aumento de la tasa de dilucton, sicmpre y mentando a medida que aumenta la tasa de
cuando no exceda un valor maximo de D, deno dilucion hasta el valor de De.

minado D critico.
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Conclusiones

1.- El pH éptimo para la produccion de
acido citrico por la cepa A. niger 46890 es 2.

2.- La cantidad de hierro que proporciona
la fuente de carbono y energia, 1 mg/Kg , es
suficiente para la produccion de acido citrico, ya
que la no adicion de hierro al medio favorecio en
todos los casos la produccion del acido.

3.- Al evaluar la produccién de acido a los
diferentes valores de pH inicial, se obtuvo la
mayor produccion a pH = 2 sin adicion de hierro,
con un valorde 1.88 g/L a los 18 dias de cultivo.

4.- La adicion de un 3% de metanol al
medio incrementd la produccion de acido y bio-
masa a 3.35 g/L y 21.06 g/L respectivamente.

5.- La concentracion de acido citrico incre-
menta con el aumento de la tasa de dilucion,
slempre y cuando no exceda el valor de D critico,
De. La tasa de dilucion éptima fue 0.035 h'lyla
tasa de dilucion critica fue 0.040 h™%.
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