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Ml~trilct 

Th is stlldy a ss esses the e ffect 01" the dUu tlon rate in c ltJ; c acid productlon by cont inuolls 
fe rmentatio n u slng sucrose a s the carbon and energy source and (NH4l2S04 as the nJtrog nated s ource. 
The ino les wer prepared aerob lca. lIy by lnc ubatlng an A. niger 46890 spor SllSp nslo n . The batch 
p ro esses were reallzed In cultu re flasks of 0 .5L a nd Ln a feffilen tator of7 .5L. The contl n uo us processes 
wt>re reaJlzed in a femlentator of 0 .45L. The temperau lre for bo th pro cesses was maintalned between 
28-30<>C.Th effect of pH , addl tlon of F ++ and of 3% of methanol to the medium was determine L Durlng 
th course of fermentatlon t he ta llowing va ria bles were evaluated: pH. dry welgh t. sucrose ami ci tric 
a cid consumptlon . The resu lts inclJcated that the op tim um IrutlaJ pH for productio n of Itrle acid was 
2 . Non-addlt lon of Fe H to t he m edlllJ11 lmproved ac ld prod uctlon. At pH¡=2 wlthou t addltJon of Fe++, the 
yie lds reached 2 .06% 01' ¡trlc acld and 21 % In biomas . These yielcls were Increased upon addltlo n of 
3% of m thanol. rea r.hlng 3.68% and 22.31 % In p rodu ct and b tomass , respeclively. The citrie a cid 
conrentratlon rose up to 0 .040h- 1 when dll u tlon rate was !ncreas d. The opUmun c\ lIutlon rate was 

lfau nd to be 0.035 h-1 wlth a productlvlty of 0.035 g/ lrh and citric D of 0 .040h- . 

Key words: Citri c acld, con Inllolls fermentatlon . dllutlon rateo 

Efecto del pH inicial, la adición de Fe++, 

m etanol y la tasa de dilución en la producción 


de ácido cítrico 

Resumen 

Se eva luó e l r. cto del pH Inicial, la adición de Fe H , metanol y la tasa de dilución en la producción 
de ácido cí t r ico. en cu lUvo por ca rga y continuo utilizando azúcar refinada como fu e nte de carbono y 
energía . y (NH4lzS04 como fuente nitrogenada. Los Inóculos se prepararon Incubando aeróblcamenle 
duran te 48 h una s us pensión ele esporas de A. niger 46890. Los procesos por carga se realizaron en 
frascos de cultivo de 0. 5 L yen un fe rmentador de 7 L. Los procesos continuos se realizaron en un 
fe rmentador de 0 ,45 L. Para ambos procesos la temperatura fue de 28-30°C . Se detenl11nó el efe to del 
pH ini cial. la adición ó no de Pe ' y ele un 3% de metanol al medio. Durante el curso del cultivo se midió 
p H. peso se o , azúcar cons u mida y ácido ci trJco. Los reslútados indicaron que el pH ópt imo pa ra la 
produ cción de ácido cítrico fue 2 . La no ad ! Ión de Fe"'+ al medio de feffilentaclón favoreció la producción 
de á cido. A pH 2 sin adición de Pe ++ se alcanzaron re ndlmlentos de 2,06% en producto y 21 % en blomasa. 
E tos rend imientos se lncrementa ron con la adición de un 3% de metanol a 3 .68% y 22.31 % en producto 
y blomasa re pectlvamente. La conc nlraclón de ácIdo cítrico Incrementa con el aumento de la tasa de 
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246 Rincón y col. 

dilución, hasta 0 .040 h· 1 . Se obtuvieron valores de D óptimo Iguales a 0 .035 h- 1
, con una productividad 

de 0.035 g/L-h y un D critico Igual a 0.040h- 1
. 

Palabras claves: Acldo cítrico, fermentación continua, tasa de dilución. 

Introducción 

Muchos microorganismos son capaces de 

transformar las sustancias químicas del medio 
en que vi.ven, con la finalidad de sastifacer sus 
n cesidades energéticas: el hombre ha aprendi ­
do a dirigir éstos procesos, eligiendo adecuada­
mente los mJcroorganlsmos y las condiciones. 
obteniendo así un gran número de productos 
útiles como resul tado de dicha actividad. Un 
ejemplo es la producción de Acldo Cítrico por el 
hongo Asperg illus niger. 

En Venezuela. no se produce ácido cítrico. 
Las importaciones según el Anuario Estadístico 
de Comercio Exterior (1), pa ra 1991 fue de 
1.905.531 Kg a un costo de $ 2.525.125. Estos 
elevados costos. asl como. la Itu clón actual 
detennl na la Importancia de realizar estudios 
para la produc Ión de ácido cítrico con el prop ' ­
sito de s ustituir la Importación y sastlfacer la 
demand a nacional. Recientemente se ha estu­
diado la producción de este á Ido con diversas 
c p s de A. niger empleando proc sos disconti ­
nuos y con ti nuos con diferentes sustratos y 
variadas fuentes de nitrógeno. 

Los objetivos del pres nte trabajo fue ron: 
l . Evaluar el efecto de la tasa de dilución en la 
producción de ácido cítrico usando la epa de A. 
niger 46890. 2. Medir el efecto del pH inicial 
sobre la p roducción y 3. La adición ó no de Fe++ 
al medio de cultivo mpleado en el proceso. 
Adicionalmente se real izaron cultivos con u n 3% 

de metanol [2) agregado antes de la inoculación 
para evaluar el efecto de este alcohol sobre la 
producción del ácido. 

Procedimiento Experimental 

Microorganismo 

Se utilizó la cepa del hongo Asp rg illus 
niger 46890 obtenido de la Facultad de Ciencias 
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 (POA) los cuales se a lmacenaron a una 
tempera tu ra de 4°C. La habllldad productora de 
la misma fue comprobada empleando la técni ca 
propuesta por BenUZZl y Segovla 13) . 

Medio 

El medio empleado fue el recomendado por 
Shu y Johnson (4}. utilizando como sustrato 
azú car refinada, a la cual s le detemllnó la 
concentración de Fe , Mn, Cu. Zn y Al por 
espectrofotometria de absorción atómica (Ta ­
bla 1) . 

La composl Ión del medio y las condicio­
nes Iniciales están dadas en la Ta bla 2 . Se evaluó 
el comportamiento y la prod ucción de ácido 
cítrico a valores de pH Inicial del medio de 2. 4 
Y 6. A pl-l InlclaJ de 2 no se esterilizó. A pH lnlciaJ 
de 4 y 6 se esterilizó a 121 0 C por 15 mln. No se 
observó contaminación del medio en ninguno de 
los casos. 

Tabla 1 

Metales importantes en el azú car refinada utilizada c omo fuente de carbono y energía 


Metal mg/Kg Límite de detección (rng/ Kg) 

Fe 1.00 0.02 

Mn 0.25 0.01 

Cu N.O 0.03 

Zn N.O 0.02 

Al N.D 0.03 
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247 Producción de ácido cítrtco 

Tabla 2 


Composicion del medio y condiciones de operación para las fermentaciones realizadas 


Composición y Condiciones Iniciales Por Carga (Mll 

Azúcarrefin da , giL 140.00 

(NH4l2S04, gIL 1.24 

KH:2P04, gIL 2.50 
MgS0 4.7H20, giL 0.25 

CuS04. 5H20 x103
, giL 0.06 

FeS04.7H2 x I03 
, giL 0.42 

ZnS04.7H20 xlO'3, giL 0.25 

Metanol, % Oy3 

pH 2,4,6 

Agitación , rpm 200 
Temperatura , oC 28-30 
Vol. de trabajo , fiolas ,L 0.200 
Vol. d trabajo, Fermen tador ,L 0.500 
Flu jo de ai re , Fermentador, vvm 2.2 

Continua (M2) 

65.00 

0.62 

2.50 
0.25 

0.06 
0 .00 
0.25 

3 
1.59 
200 

28-30 

0 .45 
2.2 

Preparación del Inócu]o 

5 mi de una sus pens ión densa de esporas 
fue adicionada a los frascos de culUvo de 500 mi 
contenjendo 200 m i de medi o cuya composición 
está especifi cada en la Tabla 2 con 0% de meta­
nol. La concentración de esporas fue de 3x 108 

esporas I mi , medida por conteo di recto utilizan­
do una cámara de Neu bauer. Se Incu baron du · 
ra nte 48 horas a 3 0°C en un Incu bador rotatorio 
New Brunswick SclenU ft c modelo G24 con con­
trol de temperatu ra y agitación. 

Pos t riormente se trans firió la uspenslón 
de "pellets" así fo ro ada al fermentador princi pal , 
rep res ntando dicha s uspensión un 10% (V Iv), 

con respecto al volu men del medio de produc­
ción em pleado. 

Equipos 

Se util izaron In icialmente frascos de culti ­
vo de 500 mi y u n vo lumen de trabajo de 200 m..l 
para eval uar el comport.a;nlento d e la cepa a 
diferentes valores d e pH Inicial del med io. Un 
~ rmen tador Microferm Fermentor. modelo MF­
107 New Brunswlck Sclentlflc Co., l C. con una 
capacidad de 7.5 L Y un volumen de tIa.baJ o de 
5 L fue utilizado para la fe rm ntac\ón por carga 
y un fermentador Bloflo Model C30, con un 

volumen de trabajo de 0 .45 L pa ra la fermen ta ­
ción contLnua. 

Técnicas Analíticas 

Determinación de biomasa: Para las dc ­
terminacion s de blomasa se uUUzó la técnica de 
peso seco (5). Las muestras se filtraron usando 
papel de filtro whatman # 1, pre\1amen te secado 
du rante 24 h a 80 -85°C y tarado . El res id uo 
filtrado s lavó con agua destilada, se secó a 
8 0-85°C durante 24 h: se enfr ió en un desecador 
y luego se pesó. 

pH: Se detemllnó utilizando un pI-l -m tro 
digital marca Corning ]40. 

Acido citrico: Se cuantificó por I método 
colorimétrlco para la determinación dlr da de 
ácido cílnco ele Marler y Boulet [6J. 

Azucar residual: Se determ inó por el mé ­
todo fenol -ácldo sulfúrico de Dubol y Col. [71 

para detemllnaclón de azúcares tot ales. 

Proceso por carga: Se uU11zó azúcar refl 
nada com sustrato . Se realizaron cuJtivos en 
frascos erlenmeyer por trlplicado con un volu ­
men de trabajo de O.2L para evaluar el efecto del 
pH Inicial del medio en la producció n d I ácido, 
con y sin adl Ión de Fe++, debido a que una de 
las condiciones esenciales par a la prod ucción de 
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Tabla 3 

Rt;5ultildo5 dt;1prOCe60 por carga 

Con adició n de F'e++ Sin adición de F'e++ 

Tiempo pI-! Blomasa Azúcar Acido Cit. pH Biomasa Azú car Acido Cit. 

(h} (giL) resld .(g/L) (mg/L) (giL) resld.(g / L) (mg/ Lj 

I2H1 = 2 

O 2.0 0.76 140 O 2.0 0.91 140 O 

48 1.91 2.94 11 5 O 1.93 0.99 120 O 
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 ] 5.05 65 600 1.67 14.3 75 138 0 

720 1. 5 1 18.60 47 750 1.53 19.0 9 ] 1880 
QHI = 4 

O 4 .0 1.9 140 O 4.00 2 .0 2 140 O 
48 2.51 3.53 120 O 2.38 2.89 ] 10 O 
72 2. 3 5.5 110 8 2.28 5. 77 1 10 8 
96 2 .29 7.75 110 50 2.26 8.29 11 0 50 

360 2.1 8 14.26 44 150 2.13 14 . ] 5 42 300 
696 1.96 1 .62 4 0 250 1.97 18. 20 4 0 500 

QHI = 6 
O 6.0 1.9 140 O 6.0 1.82 140 O 

48 2. 55 4. 22 105 O 2.57 3.38 105 O 
72 2.48 5 .44 105 34 2.46 5 .34 105 42 
96 2.43 6.68 105 42 2 .45 6 .53 95 62 

360 2.29 14.57 58 600 2. 3 1 15 .57 55 62 0 
69 6 1.99 20 . ] 6 30 620 2. 07 1 .77 30 770 

ácido cí tri co por cultivo sumergido es la defi cien ­
cia de F'e++(8]. Se realizaron otros cultivos aña­
d iendo al medio un 3% de metanol antes de la 
Inoculación y sin adl ión de F ++, ya que algunos 
Investigadores encontraron q ue la adl Ión de un 
3% de metanol al medio Increme nta la p rod uc­
('ión del á cido (8 ). Se real izaron cultivos en el 
fe rmentado r por carga con un volurn n de tra­
baJo de 5 L. Durante el curso de los m ismos se 
tomaron mueslras por duplicado d e 10 mI a 
inte rvalos de 24 horas durante 43 d ías, detem li ­
nándose, en cada caso , pI-!, ácido cítri co, bioma­
sa y azúca r consumida . 

Se aplicó el modelo propuesto por Righe­
lato y col [9 , 101 para organismos fil amentosos 
con crec imiento en fonna de pellets calcula ndo­
se los parametros del modelo. 

Proceso contin uo : FU e" Iniciado por Inocu­
lación de un med io por carga sin adición de F'e++ 
y con 3% de metano!. El flujo continuo, cuya 
composición y condiciones se Indican en la Ta ­
bla l. s e Inic ia cuando la produ cción de á cido en 
el cultivo por carga está cercano al máximo val or 
[11.121. entre los días 15 y 18 d I cu ltivo. La Tasa 

h- 1 1de Dilución varió entre 0. 0 2 Y O. I h -
evaluando el efe to en la producción. En cada 
caso se detennJnó la blomasa, ácido cítrico y pI-! 
hasta alcanzar condiciones estacionarias 
[1 3 , 141 · 

Resultados y Discusión 

En la Tabla 3 se r portan los resultados 
obtenidos en el cultivo por carga a un pH inicial 
de 2 . 4 y 6 con y sin adición de Fe++ Durante el 
curso de la fennentaclón se observa un Incre-
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Figura l. Modelamien to del crecimiento del A. niger 4396 en cultivo por carga. 

Tabla 4 

Valores de k y coeficiente de correlaciono r, según la ecuacion x 1/ 3 = Xo 1/ 3 + kt para los 


procesos por carga 


Con adición de Fe++ Sin adición de Fe++ 
pH k r k r 
2 0 .00386 0 .969 0.00391 0.945 
4 0.00294 0 .919 0.00287 0 .891 
6 0 .00293 0.94 3 0.00320 0.958 

lIlé'nto t'11 el cons umo ele la fuente ele carbono y 
en la producción de blomasa; el pH dIsminuyó a 
lo largo del proceso. La producción del <lcldo se 
inició a partir de las 72 h . coincidiendo con el 
agotamiento del nitrógeno sumin1strado en el 
m dio. [15, 16] yel aumento en la blomasa por 
la acumulación de carbono en la célula [13J . Los 
resultados ob enlelos Indicaron que la cinética 

3del reclrnJento se ajustó al modelo XI / = Xu 1/3 

+ kt [9J . Esta ecuación representa mejor e l cre ­
cImIento de hongos n forma de" peUet" que el 
modelo exponencial de Monod. La Figura 1 

muestra el ajuste de datos obtenidos al modelo. 
Los vaJore de k y el coeficiente de correlacIón . 
r. se presentan en la Tabla 4. 
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Tabla 5 

Resultados del proceso por carga con adición de 3% de metanol al medio 


Tiempo (h) EH Blomasa (mg/L) Azúcar residual (gIl) Acldo Cítrico (mg/L) 

O 2.0 0.76 140 O 
48 1.74 0.90 105 O 

72 1.68 1.23 100 O 

96 1.67 4.56 95 5 

144 1.62 5.04 95 10 

264 1.61 11 .89 93 325 

360 1.58 15.55 73 600 

432 1.50 19.65 49 3350 

720 1. 37 21.06 49 3350 

1032 1.37 19.49 49 3350 

Tabla 6 

Re ndimienlo para los procesos por carga con 3% de n1t'tanol 


k r Yx .% 

0.0044 0.965 22. 31 3.68 

Yx : Se define como 100 gramos de blom sa producida por 100 gramos de azúcar onsu mlda . 

y [J : Se define como 100 gramos de ácido producido por 100 gramos de azucar consumjda. 

Al comp' rar los valores obtenidos a los 
di fe rentes pH Inicial del medio . se deduce que el 
pHi óptimo para la produc Ión de ác1do cítrico es 
2. Ylgltoglu y col (1 7), obtuvieron altos rendi­
mien tos en la produ cción de ácido cítrico a pH 
inicial de 2.5 . reportando este val or como opU­
mo, a pI-! s uperi ores se reduce e nslc1er­
a b lement la con c ntr clón de ácido. Adlc lon 1­
men te considera n im portante el mantenimiento 
del pI-! del cu ltivo en el rango de J .8 a 2.5. La no 
adición de Fe+' al medio d cu ltivo favoreció en 
todos los casos la produ clón del ácido. La 
con centrac ión de elememtos trazas (F'e++ , Cu+ , 
Zn ++ , Mn+-+1 n la fuente de carbono y energía 
(Tabla 1), a ~ ctan el cultivo y son faclores deter­
mina ntes en el rendimiento del ácido (1 7) . A 
pHI = 2 s in a dición de Fe++ se obtuvo un valor de 
188 I L de ácido a los J8 días ele cul tivo: 
0.5 gi L y 0.77 gi L se ob tuvieron a pHI 4 Y 6 
respectivamente. 

Los mayores rendimientos para los proc ­
sos discontinuos se obtuvieron a pH I = 2 In 
adición de Pe·". con 21 % para la blomasa y un 
2.06% en producto , incrementando los obten i­
dos hasta ahora con la misma cepa de 14.3 1% 
para la blom asa y 0. 11 % en ác ido cí tri co . aunque 
siguen siendo muy bajos en relación a los repor­
tados (1 5 .16). 

Los res ultados de la ferm~ntaclón por 
ca rga con adición de 3% de metanol [8J se p re­
sentan en la Tabla 5. Las r l¡:,rura 2 y 3 repre­
sentan la cin ' tica de la producción y el ajuste de 
los datos al modelo propuesto .Los rend imientos 
obtenidos en producto y blomasa se mue tran 
en la Tabla 6 . así como lo valores de k y el 
coeficiente de correlaclón.r, . La adición de OIeta ­
nollncrementó la producción d ácido de 1.88 a 
3. 35 gi L obteniendo un rendimlen o de 3 . 8% 
en producto y de 22.3 1% en blomasa. 

El flujo continuo se lnlció a partIr del día 
15 del cu ltivo por carga. cuando se a lcanzó una 
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3Figu ra 3 , Aj uste de los datos de creciTnien to al modelo, x I / = Xc 1/3 + ~lt , (91, 

concentración cercana a la máxima producción El valorópttmo se tiene a O = 0.035 h -1 muy 
de ácido y se mantuvo hasta lograr condiciones cercano al valor de velocidad especifica de crecl­
esta cionarlas (aproximadamente 3Tr, donde rnlento ~ = 0,044 h - l . La tasa de dilución critica 
Tr = l/O ó V/F)[lO, 12J, Dc =0.040 h-I a la cuál el cultivo comienza a ser 

Los r sultados obtenidos para el cultivo lavado del fennentador. 

con tlnuo se reportan en la F'lgura 4. Se observa Los valores de productiV1dad alcanzados 
q ue la oncen traclón de ácido cítlico Incrementa estuvieron entre 1.2 x 10-2 y 3. 5 X 10.2 , incre­
con el aumento de la tasa de dilución, siempre y mentando a medIda que aumenta la tasa de 
cuando no exceda un valor máximo de O, deno­ dilu ció n hasta el alo r de De. 
minado O critico. 
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Conclusiones 

l. - El pH óptimo para la producción de 

ácido cítrico por la cepa A. niger 46890 es 2. 

2.- La cantidad de hierro que proporciona 

la fuente de carbono y energía. 1 rng/Kg , es 
suficiente para la producción de ácido cítrico , ya 

quela no adición de hierro al medio favoreció en 
tod06 105 casoa la producción del ácIdo. 

3.- Al evaluar la produccLón de ácido a los 
diferentes valores de pH lnJcial, se obtuvo la 
mayor producción a pH = 2 sin adición de hierro, 
con un valor de 1.8 gIL a los 18 días de cultivo. 

4. ' La adición de un 3% de metanol al 
medio incrementó la producción de ácido y bio­
masa a 3.35 gIL y 21 .06 gi L respectivamente. 

5.- La con entrac!ón de ácido cítrico incre­
menta con I aumento de la tasa de dilución , 
siempre y cuando no exceda el valor d D crítico , 
De. La tasa de dilu Ión óptima fue 0.035 h 1 Y la 
tasa de dilución cri ti ca fue 0.040 h 1 
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