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INTRODUCCTION

La revisidn de la bibliografia previa al desarrollo

del presente trabajo nos refleja, que la produccién de

[

cido citrico obtenida de frutos citricos estd gquedando en
desuso, ya que el obtenido por procesos micribioldgicos

ha resultadec ser mds econdmico.

El proceso de fermentacidn sumergida (22, 25) nace a
mediados de la Segunda Guerra Mundial en el cual se

produjo antibidticos (Penicilinas).

Una vez desarrollado el proceso microbioldgico
sumergido, éste es utilizado para la produccidén de &cido

citrico y otros productos.

En lo gque concierne a la produccidn de este &acido, se
sabe que la mayor parte esﬂobtenida a partir de melazas
(10, 22, 25), y que dentro de la bisqueda de nuevas
fuentes para este fin, el jugo extraido de las cdscaras
de piﬁa puede ser aprovechado para finmes de biotransforma-

cidn.

El cultivo de pifia es de importancia agricola en el

pais (5, 8, 13, 18, 28) (ver en apéndice produccidn e




importacidn, pag.55) Yy produce un 35 por ciento de_desechos
(24) representados en cascara y que, ademds, los azflicares

contenidos .en el jugo de las cascaras pueden ser aprovecha-
das porala obtencidn de &cido citrico por 1la aécién metabd-
lica del Aspergillus niger. Fué& asi gque se eligidé 1la
cadscara como material para el desarrollo del presente
trabajo; se pretende de esta manera, mostrar la
posibilidad de aprovechar ciertos residuos

agroindustriales que se producen en este pais.

La economia de El Salvador es eminentemente agricola
y, como otros pafises del mundo, se caracteriza por la
creciente disminucidn en la produccidn de alimentos vy
energfa, asociada con la necesidad de preservar el
medio ambiente. Los materiales de desecho o subproductos
-agroindustriales, tales como: melaza de la <cana de
azicar, aguas mieles del café, suero de leche y otros,
pueden aprovecharse para obtener productos (Gtiles vy

contribuir, en cierta medida, a mejorar la economia

salvadoreﬁaf



II. QBJETIVOS.

GENERAL :
Aprovechar los carbohidratos presentes en el jugo éxtraido de -
las cdscaras de pifia, para obtener &cido citrico, por—medio de -

la accidn metabdlica del Aspergillus niger.

ESPECIFICOS =

- Utilizar un modelo de investigacidn que permita establecer
procedimientos técnicos en la utilizacidn de residuos
Agroindustriales por via fermentativa, para obtener productos
de interés y reducir al minimo los riesgos de contaminacidn
ambiental.

- Utilizar los recursos naturales renovables de nuestro pais,
para la obtencidn de materias primas Utiles para la iﬁdustria

evitando de esta manera su importacidn en el futuro.

- Obtener una concentracidn 6ptiha de sustrato y un tiempo

optimo para la produccidn microbioldgica de acido citrico.



ITII. RE S UMEN.

El propdsito de este trabajo es tratar de establecer las vias que
permitan el empleo apropiado de los desechos Agroindustriales como
substratos de fermentacidn en la obtencidn de metabolitos secundarios

de interés industrial.

-El proceso microbiolégico utilizado en esta investigacidn
trata de buscar una aplicacidn del jugo contenido en las-céscaras de
pifia con el fin de lograr establecer una produccién'de acido citrico,
a partir de los carbohidratos contenidos en ésta; utilizando para

ello el sistema de cultivo sumergido.

En dicho proceso se buscd una concentracidn optima de substrato
utilizando para ello concentraciones de 5.66, 10.88, 15.49, 20.11,
30.62, 41.13 y 50.63° Brix y un indculo de 0.13 gramos de A. niger, pa

ra lo cual se ensayaron siete muestras en duplicado.

Asimismo se optd por buscar un tiempo Optimo de produccidn del

dcido citrico, para lo cual se utilizd una concentracidn de 30° Brix N
0.43 gramos de A. niger utilizando 9 muestras, (en duplicado), muestrean

do cada 48 horas.

Sequidamente se sometid a ensayo un lote de 48 muestras, las
cuales contenian 20.54° Brix de substrato y 0.43 gramos de A. niger,

de las cuales se muestred cada 48 horas,con el fin de determinar el



acido citrico producido en dicho proceso, logrando encontrar un
tiempo &ptimo de 216 horas (9 dias). Para determinar el &cido
correspondiente se aplicd el método de Saffran-Densted.

4

Por otro lado, la cascara utilizada en este trabajo fue
recolectada al azar con un estado de madurez Optimo sin importar la

variedad de pifia, sino visto como un desecho.

Posteriormente se hicieron pruebas de comprobacidn del acido

obtenido.
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IV. REVISION BIBLIOGRAFICA .

El &cido citrico se encuentra como constituyente natural en

frutos citricos, pifias,; manzanas, y otros.

En el afio 1784, éste fué descubierto, aislado y cristalizado a
partir del -jugo de limén por Scheele(15,27) y estudiado por Liebig en

1838.

Posteriormente Grimaux y Adams (1880), sintetizan este &cido a

partir de glicerol.

Whemer 1893, reporta haber encontrado acumulacidn de &cido
citrico en un procedimiento bioldgico, a partir de un hongo del
género Citromyces, dandose con este acontecimiento, el inicio de la

produccidén de &cido citrico a partir de la fermentacidn de glucosa.

Sénchez (1942) cita que la formacidn de &cido citrico bajo la
accién de microorganismo , sobre soluciones azucaradas, agregadas en
forma continua, fué estudiada ampliamente hasta el afio de 1909,

época en que la industria citrica alin no estaba suficientemente

explotada. (23, 27).

Loockwood, = menciona que por el afioc de 1923, aparece la
introduccidn del 3cido citrico en el mercado, el cuil es producido

por medio de fermentaciones y con un precio mds bajo que el obtenido



de los frutos citricos. Rhodes y Fletcher, mencionan que dentro de
los materiales, que mas se utilizan como substratos ricos en azilicares
para producir &cido citrico, se tienen melazas de cafa y remolachas;
los cuales son sub-productos Agro-Industriales de las plantas

azucareras.

Otros investigadores (3, 19, 23, 27) mencionan que dentro de
los microorganismos de trabajo estdn Cytromices glover,

Mucor pyrifomis, Aspergillus wentii y A. niger.

Hoy en dia, la produccién industrial del &cido citrico sigue

teniendo como base, la utilizacidn de melaza de cafa, A. niger y el

procesc de cultivo sumergido (4, 10, 15, 23, 25, 26).

El A. niger desde el punto de vista econdmico, puede

considerarse negativo o positivo.

a) Negativo : Puede deteriorar; frutos, Jjaleas, etc. y como saprdfito

puede atacar, vegetales, animales y perscnas (6, 10, 14).

b) Positivo : Por producir A&cidos  citrico , glucdnico, ox&lico vy
enzimas tales como amilasas, proteasas, peptinasas,

oxlidasas e invertasa (9, 15, 16, 17, 25).

En cuanto a la utilizacién de la pifa, segln la bibliografia
consultada, tanto nacional, como internacional, no se ha encontrado
informacién que mencione la utilizacidén del jugo contenido en las

cdscaras como sustrato para obtener &cido citrico, Gnicamente se

11



menciona lo siguiente:

a) De la pulpa aprovechable se elaboran jaleas, conservas, Jjugos,

b)

aunque en su mayoria se consume en estado fresco (7, 18, 28).

De la c&scara se extrae el jugo, que es utilizado para obtencidn
de alcohol y vinagre; el salvado (cascara prensada y deshidratada)
se destina para la alimentacidn del ganado, la fibra celuldsica
para la industria de papel, textil; celulosa vy

carboximetilcelulosa utilizado en la Industria Quimica vy

Farmacéutica (7, 11, 12, 24, 29).

Asimismo se menciona que el A&cido citrico contenido en forma
natural, ha sido aislado por ' métodos Fisicos-Quimicos, pero no

obtenido por procesos fermentativos a  partir de los azicares

contenidos en el jugo.

12
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V. PARTE  EXPERIMENTAL.

A. Materiales y Equipo Utilizado.

1. Materiales.
Asas bacteriolégicas
Agitador de vidrio
Balones volumétricos de 50, 100, 1000 mililitros
Beaker de 50, 100, 250 y 1000 mililitros
Bureta de 50 ml.
Erlenmeyer de 50, 125, 250 y 500 mililitros.
Espatulas.
Embudos pyrex medianos.
Embudo Buchner.
Gradillas de metal.

 Goteros.

Kitazato de 500 ml.
Laminas de vidrio para tinciones.
Mortero de &agata.
Microespatula.
Mechero Bunsen.
Probetas de 10, 25 y 100 mililitros.
Placas de Petri. |

Pipetas volumétricas de 1, 2 y 5 mililitros.



Pipetas de Mohr despuntadas de 5 y 10 mililitros.

Pizetas.

Tubos de ensayo con tapdn de rosca 13 x 120 mm.

Tubos de ensayo de 13 x 120 mm.

Tubos de vidrio (varillas).

Vasos para centrifuga de 15 y 50 mililitros.

Vidrios de reloj.

2. Reactivos y Medios de Cultivo.

a) Para método microbioldgico.

a.l.

a.z2.

Proceso fermentativo.

Materia prima principal:

concentrado, obtenido de
(desperdicios).
Microorganismos de trabajo
apéndice, pag.56).

Peptona ”BBL”.

Fosfato acido de potasio.

Extracto azucarado Y

las cascaras de pifa

Aspergillus niger (ver

Sulfato de magnesio heptahidratado.

Acido clorhidrico al 50%.

Agua desmineralizada.

Alcohol caprilico (Antiespumante)..

Para cultivar, e 1identificar A. niger.

Agar dextrosado de Sabouraud "BBL".

Agar-Agar Difco.

15



Agar-papa—dextrosa.

Glucosa.
Verde de bromo cresol (indicador alcalino-acido).
Aceite de inmersidn.

Lacto fenol azul algoddn.

b) Para extraer &cido citrico del medio de cultivo.
Hidréxido de calcio.
Acido sulfirico al 20%.
Carbdn activado.
Carbonato de bario.

Gel de sfilice.

3. Equipo.

Auto Clave de construccidn vertical modelo BCH Webeco.
Refrigerador.
Balanza granataria marca OHAUS.
Balanza analitica Mettler H 7 8 AK.
Estufa Thelco modelo 16.
Centrifuga.
Bano de Maria Thelco modelo 83.
Microscopio Binocular M 3208.

" PH chimetro.
Espectrofotdmetro Perkin Elmer 124 U. V.-V.
Espectrofotémetro Perkin Elmer 714 IR.

Hand Refractd meter 10431 marca Reichert 0-50° Brix.

16



Trompa para hacer vacio.

Bomba para hacer vacio.

Bomba compresor para impulsar aire.
Termostato.

Mantas de calentamiento.

Ra ta vapor para concentrar al vacio.
Termémetro corriente calibrado de 0 a 105°C.
Aerdmetro - °Baume.

Desecador.

Kit para destilacidn simple.

Secador de cabello.

Cocina eléctrica.

HBot plate tipo 1900, marca Termoline.

Fermentador.*

* Creacibn y disefio del autor (ver apéndice, pag. 70).
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B. METODOLOGIA EMPLEADA PARA LA PREPARACION DE SUSTRATO:

1. Recoleccidn de cascara de pifa.

2. Redwirla a fracdones pequefias con la ayuda de cuchillo de
acero inoxidable y posteriormente someterla a presidn

manual o mecdnica con el fin de extraer el jugo.

3._Esterilizar el jugo a una ™ de 121°C, 15 libras de presidén

por 15 minutos en auto clave.’
4. Eliminar la pulpa o coloides por decantacidn para clarificar
el jugo.

5. El jugo clarificado, se concentra al vacio (en rotavapor a
60°C) hasta obtener las concentraciones necesarias para los

ensayos correspondientes.*

* Se refiere al caso de este trabajo; en el cual se necesitaron las
siguientes concentraciones:
a) para el caso del primer ensayo: 5.66, 10.88, 15.49, 20.11, 30.62,
41.13 y 50.63%Brix. '
b) Segundo ensayo 30°Brix.

c) Tercer ensayo 20.54%rix.
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C. METODOLOGIA PARA ACTIVACION O ADAPTACION DEL Aspergillus niger* AL
MEDIO DE CULTIVO.

Fundamento:
Estimular el sistema enzimitico del microorganismo, adapt&ndolo

al medio para obtener un mejor y rapido aprovechamiento de los

carbohidratos (sustrato ), dando como resultado una mayor pro—-

duccidn de icido citrico.

Glucosa + A. niger ngéggg > Acido Citrico.

Procedimieno:
1. Preparacidén de medios de cultivo (ver esquema No. 1, pag.20).
2. Preparacidén del medio de Sabouraud (ver apéndice, pag. 68).
3. Siembra del microorganismo en medio Foster en bisel. Tiempo
de incubacidn 6 & 7 dias.

4. Sequnda resiembra en medio Foster en cajas de Petri. Tiempo

de incubacidn 10 dias.

* Obtenido de coleccidn de hongos (Micoteca), Seccidn de Microbiolo-
gia, Departamento de Bioquimica y Contaminacidn Ambiental; Facultad

de Quimica y Farmacia. U.E.S.
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5. Siembra del A. niger en un medio liquido de adaptacidn o

aclimatacidén constituido por:

Sulfato de magnesio heptahidratado -............ 0.1 por tiento
Fosfato monoprdtico ..i.i.iiiiiiiiiiiiien... 0.1 por ciento
Peptona ...t e iai e, 0.5 por ciento

Jugo concentrado a 20°Brix

(sustrato a ensayar) ..eeeeeeeea-... 100 ml.

Ajustar PH = 2 con HCl al 50 por ciento, con aireacidn estéril

(ver apéndice pag. 72 ) e incubar por 10 dias.

6.Luego que el microorganismo se haaclimatado, se puede utilizar
para 1nocular medios de cultivo que contiene el sustrato a

investigar.

ESQUEMA No. 1 ADAPTACION DEL A. niger AL MEDIO DE CULTIVO.

——Aire estéril

10 dias

Medio de Medio

Caia de Petri
Sabouraud Foster ]

Medio de Foster



NOTAS :

1.

Para mantener una cepa pura se aconseja resiembras sucesivas
para aislar el microorganismo, teniendo en cuenta una
asepcia estricta en el manipuleo de @&stos, vy una

esterilidad del medio de cultivo.

En caso de que el A. niger haya sido aislado del medio
ambiente o se desconozca su capacidad para producir acido

citrico, efectuar todos los pasos anteriores.

s A 2 o bt A= e v

21
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D. METODO MICROBIOLOGICO PARA PRODUCIR ACIDO CITRICO.*

Procedimiento :

1. Disolver : 0.5 gramos de peptona, 0.1 gramo de fosfato
monoprdtico de potasio, 0.1 gramo de sulfato de
magnesio heptahidratado en 100 mililitros de 3jugo
extraido y concentrado, a 20.54%rix " en un Erlenmeyer
de 250 ml.

2. Ajustar el PH a f 2 con &cido clorhidrice al 50 por -
ciento.

3. Esterilizar a 121°C por 15 minutos y 15 libras de presidn
en autoclave.

4. Inrcaulacién (0.43 gramos de A. niger aclimatado por cada
100 ml. de medio). (ver determinacidn peso seco en apén
dice pag. 57 ).

5. Someter a incubacidn a una temperatura de 27°C, con ai

. - . *kx
reacidn estéril.

* Ver secuencia bioquimica en apéndice, pag. 71

** Estos grados ©Brix corresponden a sdlidos totales.

*** [a esterilidad del aire se consique por filtracidn doble; el aire
pasa por un filtro incorporado a la bomba-comprescr y un filtro -
de algoddn humedecido, el cual previamente ha sido estérilizado
en autoclave. (ver esquema de cultivo sumergido, en apéndice, -
pag. 70). '



6.
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En caso de una formacién de espuma agregar 0.5 por ciento de

alcohol caprilico.(utilizado como antiespumante).

Controlar diariamente el crecimiento misceliar mediante
examen microscdpico y mantener el PH &cido (1.5 a 2.0) del

medio de cultivo, durante el proceso de incubacidn.

Muestrear cada 48 horas, para determinar espectrofotométrica-
mente la cantidad de &cido citrico producido durante el tiempo

de incubacidn. (ver método Saffran-Densted en apéndice, pag.

60 ).
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E. OBTENCION DEL ACIDO CITRICO, DESPUES DE LA FERMENTACION.

El procedimiento seguido en esta parte de la investigacidn,
estd basado en utilizar 100 mililitros de medio cultivo, el cual

contiene 2.803 gramos de acido citrico.*

Procedimiento :

1. Filtrar al vacio el medio de cultivo, para separar miscelios

del hongo. (ver apéndice, pag. 72 ).

2. Calentar el filtrado a mis o menos 87°C, y precipitar el &ci-
do citrico con lechada de cal, (la cual contiene 1.483
gramos de hidrdoxido de calcio, en 6.5 ml de agua) agregar

ésta, en porciones y con agitacién continua (c&lculos estequio

métricos verlds en apéndice, pag.63 ).
3. Filtrar en caliente y al vacio.

4. Lavar con agua caliente hasta que la masa quede incolora.
5. Disolver el residuo en agua (una cantidad equivalente al

peso) luego calentar aproximadamente a 80°¢ y agregar 9.82 ml.

* 2.803 g. de acido citrico total correspondiente al valor maximo

obtenido a las 216 horas de iniciado el proceso fermentativo

(ver cuadro No. 3, pag.4l ).
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de &cido sulflrico al 20 por ciento en porciones y con
agitacidn. **
(ver cdlculos estequiométricos en apéndice pag.63 ) segui

damente llevar a ebullicidn por m&s o menos 12 minutos.

Pasado este tiempo suspender el calentamiento y mantener una

agitacidn constante por 30 minutos mas.

6. Filtrar la solucidn en caliente al vacio.
7. Concentrar el filtrado en rotavapor a 60°C, en caso de formarse
precipitado de sulfato de calcio volver a filtrar, luego

proseguir con la concentracidn.

8. La solucidn concentrada se vierte en un reciplente apropiado y
conservando en refrigeracién por 5 dias, con el fin de

cristalizar el acido citrico (primera cristalizacidn).

9. Pasado este pericdo centrifugar y decantar para separar los
cristales formados; luego lavarlos con agua helada.

Reunir los lavados y el sobrenadante y concentrarlos

nuevamente seglin numeral 7.

10. Los cristales obtenidos de la centrifugacidén se disuelven en a-

**  Se recomienda agregar un exceso de 0.2% de acido sulfilrico para fa
cilitar la cristalizacidn de &cido citrico; pero, no exceder de

esta cantidad por la posible caramelizacidn del &cido orgéanico.
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gua en una relacién de 1;2 en peso. Luego agregar carbdn
activado (0.5%) y calentar a ebullicién para eliminar
sustancias coloreadas; y para los remanentes de &cido sulfiirico
(numeral 5) agregar solucidn de carbonato de bario al 5 por
ciento; sequidamente filtrar, a fin de precipitarlos.

117 La solucidn resultante, concentrarla nuevamente en un rotavapor -
a 60°C, hasta alcanzar una concentracidn de mds o menos 38°Be.

12. Ei licor concentrado se calienta a aproximadamente 80°C durante
12 minutos. Después de este tiempo enfriar en bafio de hielo
agitando constantemente para provocar la cristalizaciodn.
Centrifugar. Para efecto de rendimiento el sobrenadante puede
someterse a refrigeracidn durante dos dias, para precipitar el

acido citrico residual.

13. Secado de los cristales. Estos se secan con aire caliente y sequi
damente se colocan en un desecador conteniendo gel de silice

durante 24 horas.



F. IDENTIFICACION DEL ACIDO CITRICO.

1. La solucidn responde a la prueba de citratos.

A pocos miligramos de citratos mezclados con 15 imililitros
de piridina y 5 mililitros de anhidrido acético, produce un
color rojo carmin. (32).

2. A una alicuota de 1la solucidn a ensayar, ligeramente
alcalinizada con NH4OH, se agregan 10 mililitros de una solu-
cidn saturada de cloruro de calcio. La solucidn permanece
inalterada en frio, pero al calentar se forma un precipitado
blanco de citrato de calcio.

Este precipitado es soluble en acido clorhidrico e insoluble
en solucidn reactiva de NaOH. (2, 27).
3. Tiraje de espectro infrarrojo con nujol.

Para todo ésto se utilizd patrdn de comparacidn.
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VI. RESULTADOS Y  DISCUSION .

PRIMER ENSAYO .

En el gré&fico No. 1 y cuadro No. 1, se presentan los resultados
de ensayo en el cual se pretendia encontrar una concentracidn de
azlicar Optima para la produccidon de &acido. Para ésto se mantuvo
, constante el tiempo de incubacién (10 dias), la cantidad de indculo

(0.13 g.); variandose Unicamente la cantidad de sustrato.*

Los valores dados en cada curva representan un promedio de dos
muestras, la curva A corresponde a los valores promedio de acido
citrico natural (sin fermentar), la curva B corresponde a los valores

promedio de acido citrico producido por fermentacidn.

Al compararse ambas.curvas puede observarse lo siéuiente:

1. Que dentro del intérvalo de concentracidn de 5 a 20°Brix, para -
la curva B, presenta una disminucion de &cido con respecto a la
curva A, &sto significa que posiblemente el microorganismo

puede consumir como fuente de carbono acido citrico, ademas de

* Sustrato : Jugo extraido y concentrado de la céscara de pifa.
,Empiricamente en este .trébajo se utilizd para expresar las
diferentes concentraciones de jugo el método expresados en ©Brix, -
el cual expresa el porcentaje en peso de los sdlidos suspendidos en
una solucidn azucarada. No llegandose a determinar la cantidad neta

de azdcar contenida en el jugo.



los azlicares presentes, ya que la literatura mencionada (15,
17) que si el medio presenta cierta A4cidez favorece su
multiplicacién y por ende la estimulacién del compleijo

enzimatico del A. niger.

En el intérvalo de 20 a 50°Brix la curvaB: manifiesta un incre-
mento bien marcado con respecto a la curva A. Aungue el
muestreo se realizd a partir de 20°Brix, con concentraciones de

sustrato que van de 10 en 10 unidades y no de 5 en 5 como en
el primer intérvalo, la tendencia de la curva es siempre en
aumento, pero mas acelerado. Se puede decir que el hongo no se
ve afectado por concentraciones altas de sustrato én el.medio,_
sino, por el contrario, se ve estimulado su complejo enzimitico

hacia una produccidn mayor de acido citrico.

Las siete muestras en duplicado, sometidas al proceso
fermentativo durante 10 dias, mostraron camblos, muy marcados,

tal como se observa en cuadro No. 1. Conférme aumenta la
concentracién del sustrato, aumenta la concentracidén de acido
citrico inicial (natural) y el producido por fermentacidn.

En los muestreos del 1 al 4 (rango de 5.66 a 20.11%Brix) puéde -
verse decrementos con respecto al &cido citrico inicial (rango
de -0.181 a - 0.14 g. de écidé citpico). Hubo consumo de este
dcido, (ver grafico No. 1) el gue practicamente fue consumido o
reciclado por el microorganismo de trabajo.

Asimismo el &cido citrico producido se incrementa en el rango

que va de 30.62 a 50.63°Brix en donde los incrementos van de --
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0.385 a 1.21 g. del correspondiente acido.

El enfoque explicativo puede darse desde el punto de vista
fisioldgico, ya que el A. niger es osmotolerante, y existe la
posibilidad de que a medida se incrementd las concentraciones
de azlicares, el crecimiento del microorganismo fue muy activo y
ccmo consecuencia del proceso metabdlico se obtuvo un aumento

en la produccidn del acido citrico.



Valores & Acido t9cnan3ﬂrs e

Citrioco g/100 ml. incrementos de

. o B . | &id citrico.
Mestreo (| Moestras Coneentraci&n de Inicial* | Degpods Ge {aon res

No. Taedas Sustrato—(“Brix) femefita— | ratural).
ca.
X O-dias 10-Gias.

1 2 5.66 0.479 "0.298 -0.181
2 2 10.88 0.562 0.395 -0.167
3 2 15.49 0.735 0.580 -0.155
4 2 20.11 0.845 0.705 -0.140
5 2 30.62 1.000 1.385 0.385
6 2 41.13 1.145 1.912 0.767
7 2 50.63 1.320 2.535 1.215

CUADRO No. 1. VALORES DE ACIDO CITRICO ACUMULADOALOS 10 DIAS DE
INCUBACION UTILIZANDO DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
SUSTRATO (EXPRESADAS EN CBRIX).

* Acido citrico inicial (natural) : Es el que se encontrden el extrac
to concentrado extraido de las cascaras de pina, antes de poner a

fermentar.
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ORADOS BRIX
GRAF. 4 PRODUCCION DE ACIDO CITRICO A Los 4Q DIAS DE

INCUBACION UTILIZANDO DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE SUSTRATO Y 0.3 GRAMOS DE (NOCULO.
A: ACIDO CITRICO NATURAL O INICIAL (4]

B: ACIDO CITRICO AL FINAL DEL PROCESO FERMENTATIVO (o)
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SEGUNDO ENSAYO.

En el cuadro No. 2 y grafico No. 2, se presentan los resultados
de un segundo ensayo, en el cual se pretendié encontrar un tiempo
dptimo para la produccidn microbioldgica de &cido citrico; se tomd
como base el valor de 30°Brix del ensayo No. 1, ya que este dato se con
sideré un valor mayor del extremo superior, que cita la bibliografia.
(intérvalo de 14-20%) En nuestro primer ensayo (discutido
anteriormente) es el primer valor superior al ‘intercepto de las
curvas A y B, y que presenta una produccién de acido citrico

detectable arriba del valor inicial del mismo &cido, encontrado para -

50°Brix, que es la maxima concentracién de sustrato utilizada en esta

parte.

Asi también se cambid la cantidad de indéculo de 0.13 g. a 0.43
g. con el fin de acelerar el consumo de sustrato presente en el medio
y posiblemente evitar el consumo de dcido citrico inicial o natural
ya que como se ha mencionado en la discusién del grdfico No. 1. En
éste, para lograr un balance entre la cantidad de microorganismo vy

sustrato, tuvo que consumir el acido citrico para su multiplicacidn y

adaptabilidad al medio.

Como el objetivo era el de encontrar un tiempo maximo, se
ensayé un lote de 18 muestras, manteniendo constante el indculo de

0.43 gramos y un sustrato de 30°Brix en la solucidn de trabajo.
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Se_gﬁn grafico No. 2 practicamente se tiene una produccidn de
dcido citrico bien pronunciada en el tiempo que va cero a nueve dias,
luego, a los once dias de iniciado el proceso se presenta un
decremento que posibleménte se deba a que las condiciones ambientales
del hongo podrian haberse afectado por proceso de aireacidn o
formacidén de espuma, lo cual puede llegar a atrofiar o inhibir al
microorganismo y por ende la produccidn de &cido. En los puntos
siguientes (11 a 18 dias), se observa una produccidn irregular pero
no muy pronunciada como en la primera etapa de cero a nueve dias, lo
cual posibleménte se deba a que» la cantidad de sustrato disponible no
era lo suficiente para toda la poblacidon de hongos existentc_e a estas

fechas.

Como puede observarse en el grafico No.2, el propdsito
perseguido era el de encontrar un tiempo rnfiximo de produccidn de
acido, el CL'lal no se alcanzd tanto con la cantidad de indculo como
con la de sustrato utilizada (0.43 g y 30°Brix r:espectivaménte) en el
tiempo de 432 horas (18 dias). Como tal, en el caso particular el
proceso de fermentacidn se prolongd hasta los 18 dias con la idea de
obter.ler mayor rendimiento. Pero basado en indagaciones hechas por.
ciertos investigadores, se sabe que el tiempo dptimo y econdmico
para producir &cido citrico, oscila entr.e 5 a 12 dias (3, 10, 19,
25), por lo que, de acuerdo a éstos, no se saca mayor ventaja con' un

tiempo prolongado.

Sin embargo, es de tomar en cuenta el equilibrio que debe
exlstir entre la cantidad de indculo vy azicares presentes en el

medio de cultivo en dichos procesos.



Cantidad de Tiempo de Incu~ | Valores de Acido
Muestreo Muestras To bacion. Citrico.
madas. (horas) Total g/100 ml.
1 2 0 0.925
2 2 48 1.18
3 2 96 1.67
4 2 168 2.335
5 2 216 2.475
6 2 264 2.345
7 2 336 2.57
8 2 384 2.59
9 . 2 432 2.85

CUADRO No. 2 :

35

VALORES DE ACIDO CITRICO PRODUCIDO A DIFERENTES TIEMPOS

DE INCUBACION UTILIZANDO 30° BRIX DE CONCENTRACION DE
SUSTRATO Y 0.43 g. DE INOCULO. .
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GRAF. 2 PRODUCCION DE ACIDO CITRICO A DIFERENTES TIEMPOS
DE INCUBACION UTILIZANDO 30Q° BRIX DE
CONCENTRACION DE SUSTRATO VY 0.43 GRAMOS
DE INQCULO.
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TERCER  ENSAYO

"Con el propdsito de encontrar un "tiempo Optimo de incubacién*
para la produccidn méxima de 4acido citrico, se ensayd un lote de 48
muestras, las cuales se sometieron a las mismas condiciones de
fermentacidn, manteniendo constante la cantidad de sustrato e
indculo (sustrato 20.54 oBrix,*, indculo 0.43 gramos por 100 ml), va—-

riando Unicamente el tiempo de fermentacidn.

Cada cierto tiempo se hizo un muestreo cuyos resultados se

presentan en el cuadro No. 3 y grafico No. 3.

La bibliografia infernacional (10, 19, 23, 25, 27) reporta que
la produccién de &cido citrico a partir de melazas de cafia o de re
molacha la concentracién de azficar va de 14-20 por ciénto y Cuyo
rendimiento oscila entre 60 & 90 por ciento de &acido citrico en un
tiempo gue va de 5 a 12 dias; mientras que en El Salvador, un trabajo
a nivel de tesis éesarrollado por Antilldn de Coértez (2), utilizando

solucidn de melaza de cafia al 14 por ciento en peso de azicar, obtuvo

* Ya que en el ensayo No.2 no se logrd un punto éptimo utilizando 30°
Brix y 0.43 g. de indculo, se optd por disminuir la concentracidn
de sustrato manteniendo la misma cantidad de indéculo con el fin
de lograr un equilibrio entre dicho sustrato y cantidad de
microorganismo. Ademids, en el ensayo No.l se muestra que para las
concentraciones de 20.11 y 30.62 ®Brix hay un cambio muy marcado con
respecto a decrementos e incrementos. Por lo que se optd por tomar
de base la concentracicn de 20.54 ©Brix y por estar relacionado el
valor del minimo decremento.
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un rendimiento del 38 por ciento en 12 dias.

En el presente trabajo, utilizando jugo de céscara de pifia con
una concentracioén del 20.54 ogrix (dado como sacarosa; yer‘apéndice, -
pag.sg ) se obtuvo un rendimiento de 2.803 g. en.un tiempc promedio
de 9 dias, esto puede significar que es el tiempo méximo de
produccién de &cido por el microorganismo, pero independientemente
la fuente del sustrato, se mantiene dentro del rango citado ya por la

literatura. (3, 4, 10, 15, 19).

Todos los valores de acido citrico presentados en el cuadro
No. 3 corresponden a un valor promedio de seis muestras tomadas a
diferentes tiempos en donde el intérvalo total de fermentacidn es de

cero a dieciocho dias.

El valor de 0.85 g/100 ml. corresponde al A&cido citrico
presente en el jugo de la cascara concentrado y sin fermentar. Esto
demuestra que la cascara de pifia tiene un porcentaje de acido citrico

en forma natural.

Segln PY (24) la cantidad de &cido citrico presente en el jugo
de la parte comestible de la pifia es de 0.52 g/100 ml. de jugo.
Este valor difiere del reportado enel presente trabajo, posiblemente

debido a las siquientes razones:

a) EL wvalor reportado en este trabajo estid dado en jugo
concentrado de la c3scara, mientras que el reportado por PY, ademas
de estar dado en una parte diferente de la pifia no ha sido concen

trado.



39

b} Por otro lado, se puede considerar que tanto la variedad, zonas
de cultivo y el método utilizado para encontrar ambos valores
son diferentes, ya que en el presente caso la variedad no fué
especifica sino que tomada del mercado al azar y el método para

la determinacidén del &cido fué espectrofotométrico.

c) Ademas debe tomarse en cuenta que el estado de madurez de la

pifia, puede influir en la concentracidn del acido encontrado en

forma natural.

En el mismo cuadro puede verse que la cantidad de &cido
citrico. producido por el microorganismo varid entre 0.25g. y 1.953 g.
en todc el intérvalo de fermentacidn, siendo las diferencias entre

los valores casi constantes en el periocdo de 48 horas (2 dias)

hasta las 216 horas (9 dias).

A partir de este tiempo las diferencias scn variables, notando
se una tendencia negativa, débido a gue el microorganismo posiblemente
esté utilizando el &cido producido (reciclaje) & que las condiciones
para su produccidn ya no son las adecuadas, por la disminucidén en la

concentracidn del sustrato y otros nutrimentos, manifestdndose en la ba

ja produccidn del acido citrico.

Al observar el grafico No. 3 apreciamos; que la produccidn de &
cido citrico varia en forma ..progresiva con el tiempo de incubacidn
del A. niger, lleg@ndose a un maximo a las 216 horas (9 dias) de inicia

d el proceso de fermentacidn, para luego decrecer tendiendo a un m¥ni-

mo .

——

LBIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDAD DE EL SALVYADOR




De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, notamos
que la acumulacidn del acido citrico en el medio de cultivo va de
acverdo a la cantidad de indculo utilizado para.cada caso, del
grado de adaptacién Qque este microorganismo  tenga, la con-

centracidn de sustrato vy del tiempo de incubacidn.
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Valores de Acido Citrico.
Cantidad de Tiempo de Total Neto
Muestreo Muestras To-— Incubacidén | g/100 ml g/100 ml
madas. (horas) C D
1 6 0 0.850* 0.0
2 6 48 1.100 0.25
3 6 96 1.650 0.80
4 6 168 2.200 1.35
5 o 216 2.803 1.953
6 6 264 2.600 1.73
7 6 336 2.420 1.57
8 6 384 2.000 1.15
9 6 432 1.850 1.00

CUADRO No. 3.

VALORES DE ACIDO CITRICO PRODUCIDO A DIFERENTES TIEMPOS
DE INCUBACION UTILIZANDO 20.54°BRIX DE CONCENTRACION DE
SUSTRATO Y 0.43 g. DE INOCULO.

* Cantidad de acido citrico inicial contenido en el Jjugo natural con-

centrado de la cadscara de pifa. (sin

fermentacidn).
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GRAF. 3 PRODUCCION DE ACIDO CITRICO A DIFERENTES
TIEMPOS DE INCUBACION UTILIZANDO 20.54° BRIX

DE COVCENTRACION DE SUSTRATO Y 0.43 GRANOS
DE /NOCULO.
C: ACIDO OTRICO NATURAL MAS PRODUCID(
MICROBIOLOGICAMENTE (o)
D2 ACIDO CITRICO PRODUCIDO MICROBIOLOGICAMENTE (4)
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IDENTIFICACION DEL PRODUCTIO OBTENIDO .

Para ~confirmar que el producto pbtenido en este trabajo era
" dcido citrico, se realizaron los ensayos quimicos, mencionados en la
metodologia (pag. 27 ) y ademds se corrid un espectro infrarrojo
contrapatrén, dando los siguientes resultados:

Pruebas guimicas para citratos ambas fueron positivas. Y en cuarnto

al infrarrojo, podemos decir lo siguiente:

Al comparar los espectros, podemos observar ciertas diferencias en
cuanto a la forma e intensidad de las bandas lo que puede deberse a —
problemas de concentracidén al preparar la muestra para el corrido del
espectro y ademis’ de considerar la pureza de la muestra problema; pero

gue las regiones en las cuales aparece cada una de esas bandas es apro

ximadamnente la misia.

La tabla siguiente muestra la frecuencia a las que aparece las

bandas caracteristicas correspondientes a acidos carboxilicos.

Absorcidn Infrarrojo para acidos carboxilicos (21).

Compuesto O -H cC-0 C =H O - B*
Alargamiento Alargamiento | Alargamiento Flexidn

Acido 2500-3000 1250 1680-1725 1000-800

Citrico cm - 1 cm - 1 cm - 1 cm - 1

La frecuencia es
muy intensa y an
cha

* Deberia aparecer una banda entre 1000-800 cm-1, pero que tanto en el

43

espectro patrén como en el de la muestra problema no puede apreciar

se dicha banda y esto posiblemente se ha debido a la resolucidn -
que presentael aparato. (Perkin Elmer 714 IR).



De acuerdo a la  obtencidn de espectros, se tiene que el
espectro  infrarrojo del &cido producido en este trabajo (espectro
No. 2) es semejante al espectro obtenido del &cido citrico, calidad
Merck que se utilizd como patrén y cuya pureza es de 99.5 por

ciento (espectro No. 1) y como tal pueden apreciarse a continuacidn.
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VII. CONCLUSIONES.

Después de obtener &cido citrico, por método microbioldgico
utilizando el jugo (sustrato) de cascara de pifia se llegd a las

siguientes conclusiones:

1. El jugo contenido en la céscara de pifa, puede tener
perspectivas = en la bilsqueda y desarrollo de procesos de

Bioconversidn, para la obtencidén de productos Qtiles.

2. El Aspergillus niger requlere de una adaptacidn o aclimatacidn

previa, para mantener la capacidad de producir &cido citrico.

3. Dado que el A. niger, puede utilizar en su metabolismo el &cido
citrico producido, se hace necesario estandarizar el tiempo de
cosecha en el proceso fermentativo, evitando de esta forma el

consumo de dicho &cido por el microorganismo.

4. De acuerdo a la experiencia obtenida, se puede decir que no se
saca ventaja el utilizar concentraciones altas de azlcar en los

procesos de fermentacidn, ya que para un mejor aprovechamiento de

éstoc es necesario mantener un balance entre la concentracidn de

azlcar y el indculo.

5. Ya que a los nueve dias de fermentar 100 mililitros de jugo de pi-
Ma concentrado a 20.54°Brix se obtiene 1.95 gramos de &cido citri

co, se puede considerar de bajo rendimiento.



6.

El bajo rendimiento posiblemente se deba a la presencia de hierro
(ver anadlisis quimico, apéndice, pag. 73 ) ya que &ste activa la
enzima deshidrogenasa del acido isocitrico y por ende no hay

suficiente acumulacidn de acido citrico en el medio de cultivo.

Al parecer lo fundamental de la fermentacidn reside en la
composicidn del medio de cultivo, el tipo de cepa utilizada y

acidez de dicho medio.

47
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VIII. RECOMENDACIONES.

Para clarificar el Jjugo extraido de las cascaras de pifia, se re
comienda centrifugar o calentar y por decantacidn elimirar la
pulpa y coloides presentes en éste. Luego dicho jugo utilizarlo en

la fermentacidn respectiva.

La presencia de la flora natural y la contaminacidn al manipular
el jugo extraido puede provocar una fermentacidén no deseada, por
lo que se reccmienda esterilizar inmediatamente despuds de haber

clarificado, y almacenar en forma aséptica.

Para consequir un buen rendimiento, se recomienda que la cepa de
A. niger, se mantenca en forma activa, es decir debe estarse
cultivando en medios de cultivo, de sblidos a liquido y de licuido

a s6lido con el fin de que no pierda las caracteristicas

fisiolégicas para la produccidn de acido citrico.

Durante el proceso de fermentacidn, se recomienda mantener una

vigilancia constante del PH, ex&@men microscdpico, regulacién del

aire (estéril), la temperatura y la formacidn de espuma; ya cue al
no controlar de estos factores puede afectar al rendimiento de

dcido citrico.

Se recomienda utilizar un secuestrante del hierro para lcgrar

acumular &cido «citrico, ya que de esta manera se estaria
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inactivando 1la enzima deshidrogenasa del &cido isocitrico vy

favoreciendo la acumulacidn de acido citrico en el medio de

cultivo. (2, 25).

Se recomienda cuantificar analiticamente la cantidad de azicar
oresente enel extracto inicial vy el aprovechable durante el pw

caso microbioldgico, logrando establecer asi lacantidad de azlcar

consumido por el A. niger.

Ya que en nuestro pais el &cido citrico tieneun uso amplic tanto en

1z

la Industria Farmac@utica y coswmética, en medicina e Industria ali-
menticia, se sugiere trabajar en procesos microbianos para
¢esarrollar una técnica de produccidn de este acido y aprovechar

de tal mwanera los subproductos agroindustriales en forima adecuada

sara satisfacer la demanda en un futuro.

8. Zonsiderancdo que la pifia es un recurso natural renovable, se reco—-—

rienda explotar integralmente este recurso ya cue puede presentar —

chas ventajas econdmicas.
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A. PRODUCCION E IMPORTACION DE PINA.
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B. CLASIFICACION DEL Aspergillus niger* (9,22)

Reino ... ..., ... .... Fungi- (Whittaker, 1959)
Divisién  ....... . ......... Eumycota

Sub—divisidn ..., . .......... Déuteromycotina

Clase  «.. i i, Hyphomycetes

Sub—Clase ... .. ... ......... No hay

Orden ... . . ... .. Hyphomycetales

Familia ... . 0 . . ... ...... Moniliaceae

Género ... . . . . . ........ Aspergillus

Especie ... .. . ... niger

DIAGRAMA DET, ASpergillus niger (10,22).

4}

Lt

o
| o |

Conidio

Conidios

Esterigma '
Esterigma secundario
Esterigma primario
Vesicula

“Célula basal

Conidioforo

* Clasificacidn mds aceptada por el Instituto Micoldgico de Inglaterra.
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C. DETERMINACICN PESO SECO.

Procedimiento :

a) Filtraral vacio 100 ml. de medio de cultivo previamente es

terilizado, en un papel filtro tarado.

b) Lavar con agua para arrastrar materiales extrafios a los ——

miscélios.

c) Secar en estufa, papel filtro mds miscelios, a una tempera

tura de 80°C, hasta llevar a peso constante.

d) Determinar peso seco (miscelios), en balanza analitica.

Peso seco = (Tara de papel filtro + miscelios) - (Tara Qe pa-

pel filtro).

| 81BLIOTECA CENTRAL
UMIVERSIDAD DE EL 5ALVADDOR
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D. TABLA DE CORRECCIONES PARA GRADOS BRIX EN BASE A

LA TEMPERATURA. (30)

Tabla internacional de correccién de temperatura [1938) para ol modalo sormal de l
rofractémetro, por encima y por debajo de 20 °C y
Porcentaje de saciarusg 1
Temo| o | 5 [ 19|15 |20 25| 30] 35|40 45|50 s5]60]s6s]70
-C
Réstese del poreenluje de sacarosa
] I . !
10 0.50!0.54.’0.58!0.51!064!0.65l0.68(0<7 !0.7'2!0.73]'0.74'0.752076!0.780.79
11 /0.46'0.490.53:0.53:0.38°0.60 0.62!0.6410.65.0.66 0 67:0.65.0.62,0.700.71
12 10.42/0.45.0.48 0,50<0A52:O.54.0.56:0.57:0.55'0.59.0.60'0.61,061:0‘630A63
! 13 ]0.37:0.40!0.42.0. 44.0. 46:%.48,0.49.0.50'0. 51.0.5210.530.54:0. 54 0. 55.0. 35
14 0.23:0.35.0.37.0.390.400.41,0.42.0.43:0.440.450.450.46 0.45.0.47.0. 48
15 |0.27:0.290.31:0.33/0.24 0 340.35,0.26'0.37,0.370 38S0.39,0.390.¢00.4
16 [0.22:0.240.250.260 270.280.25/0.220.300.300 204.31'0.210 320.32
17 |0.17;0.180.190 200 21.0 21.0.21,0.22:0 22.0.230.220.23,0.23:0 240.24
‘ 18 (0.1210.13,0.13.0.140 140.140 140.15:0 150.150.150.150.160.150 16
19 0.06|0.OGiO.OGIO.OT;O.OTIO.OTIO.OTI'O.OSIZO.OSI,O.OSIOOSJO OSIO.OS,O.USO.OS
. | |
CSiese :|.l prreentae e saeiicusa
O D A O F O AR FR L SR B
21 10.06:0.07/0.070.07:0.07°0.08,0 05:0.080 08.0 040.080 050 050 CSU N3
22 10.120.13.0 140.14'0.150.150.1530.150.150.160.160 160 160 160 16
23 [0.190.200.21.0.22:0 22:0.230.23'0.230.230 24 0.24°0.24°0 240 240 24
24 0.26'0 270 280.29:0.200 200 31.0.31:0 310 310 310.32.0 32.0 220 32
25 10 330.350 360.37'0 240.380.39'0).400.40.0 400.400 0.0 400 60O 40
20 0.400.420.430.440 450 460 47:0.4580 450 450 450 450 450 450 38
27 [0.48.0 500 5210 330 540 550 550 S50 360 Z6°0 560 360 360 150 36
2 0.560.57°0 600,810 620.63:0 830.¢410.640 630 640 B40 640 0
29 10.640.560.650.090.71,0.72'0 72.0 730.730.730 73.0 730 730 70 7
30 0,72i .7li0‘77i0.78 0A700,SUIU\bOi’0A5|,0 Sl}O.SIiO.SlIO 511‘0 31‘0 >10 351
] ] ] i t

Ejemplo: Del uso de la tabla.

Si se lee 11.74 ©Brix en un refractémetro y la temperatura es de 27°C.
La lectura se corrige de esta manera:

1. Ubicamos los 11.74 ©Brix en la columna de 10% de sacarosa (Co-

lumna Vertical)
2. Tomamos 27°C (Columna Horizontal)

3. Leemos el valor de 0.52 (Intercepto de-columna vertical con Ho-

rizontal).

4. Luego, a 11.74 le sumamos 0.52 (11.74 + 0.52 = 12.26 °Brix).

5. Forma corregida 12.26 OBRrix.



Notas :

1. Esta tabla toma de referencia 20°C. De donde : Si la lectura, -
esta por debajo de esta  temperatura se resta y si es mayor de

o .
20°C se suma el valor de correccidn.

2. Para ubicar el porcentaje de azlcares, se puede utilizar ya -

sea el prdximo menor o al proximo mayor segin sea el caso.
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E. METODO DE SAFFRAN — DENSTED-

— Mé&todo SaffranDensted
— Principio del método :

Se opbtiene un filtrado de la muestra y &ste se tratacon piridina
y anhidrido acético y se forma con el &cido citrico un compuesto de

color amarillo, el color obtenido se mide por espectrofotometria.
1. Construir curva patrdn.

Procedimiento :

1.1. Disolver 400 mg. de acido citrico en 1000 ml de HZO destilada.

1.2. De la solucidn anterior efectuar diluciones en tubocs con tapdn de
rosca, que -contenga de 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 ml de la so
lucidn de acido citrico. Luego completar hasta un mililitro con

agua destilada. Como blanco utilizar Hy0 destilada y tratarlo co-

mo las otras 3diluciones enunciadas.
1.3. A cada tubo preparado en 1.2 adicionar 8 ml de anhidrido acético

y colocar a 60°C en un BM durante 10 minutos.

1.4. Seguidamente agregar un mililitro de piridina a cada tubo llevan

dose a B.M por 40 minutos.

1.5. Enfriar yrealizar lecturas en espectrofotdmetro en la regidn visi

ble a una A = 418 nm.

60



6l

1.6. Construir curva de calibracidn.

2. Déterminacidn de Acido CItrico Fermentado

2 ml > 100 ml
Muestra Fermentada Filtrar
1 ml leer en espectrofo

témetro.

1. Para un mililitro del fermentado, (tratado segin marcha) tratarlo -
como en el paso 1.3 hasta 1.5, luego interpolar en curva de calibra

c1én y determinar la cantidad de &cido citrico producido.

Notas :
En los pasos 1.3 y 1.5 hay gue mantener cerrado los tubos, para

que no se evapore el anhidrido acético.

Para la determinacidn del acido citrico fermentado tomar 2 ml &

la alicuota adecuada del medic de cultivo.
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ABSORBANCIA

041

03

02

Ol f

£ STANDARES DE ACIDOCITRICO
A 418 .

(Mg /ml] ABSORBAMCIA
0.0 00

400 0.040

80.0 0.100
160.0 0.145
240.0 0.260
3200 0.340
3600 0.380
4000 0.386

50 100 150 200 7% 00 350 400
[2€/m/]
CURVA ESTANDAR de ACIDO CITRICO & #Bnm




F. CALCULOS ESTEQUIOMETRICOS PARA ENCONTRAR LA CANTIDAD

NECESARIA DE Ca(OH)2 Y EZSO4 PARA LA RECUPERACION

DEL ACIDO CITRICO.

A. Precipitacidn de Citrato de Calcio.
Reacciones :

2B.C_H_O_H.O + 3Ca (CH), —-—————— > Ca,(C_H.0.)

376577 2 2 3''6°5°7'2
2 moles 3 moles : 1 mol
420 g.(P.M) P.M = 222.24 g. 498.24 g.

S{ en la produccién de acido citrico se encontrd 2.80% g. por cada

100 ml demedio de cultivo, entonces.

222.24 g. de Ca(OH), x 2.80 g. H,C.H.O,.H,0 = 1.48 g. de Ca(OH)

2 37657 2

420 g. de H3C6HSO7.H20

Luego por cada 1.48 g. de Ca(OH)2 se utilizd 6.5 ml de agua para -

formar lechada.

Seguidamente se tiene:

* Valor maximo encontrado a los 9 dias de iniciado el proceso fermenta

tivo (ver cuadro No. 3, pdg 4] ).
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. 2o J— —  498. .
420 g. de H3C6H507 HZO 98.24 g. de Ca3(C6H507)2
2.80 g de H,CHZO,H 0 ———--—m X
X = 3.32 g. de Ca.3(C6HSO7)2
.24 - 498.
222.24 g Ca(OH), _ 298.24 g de Ca3(C6H507)2
1.48 g de Ca(OH)2 X
X =3.32g
Tedricamente se tiene esta ecuacidn estequiométriéa.
2H.C H.O_.H.O +3Ca(OH). ~———————
361505 H20 +3Ca(OH)2 C613(C61-1507)2
P.M. 420 g. P.M.222.24 g. P.M. 498.24 g.
2.80 g. 1.48 g. - - 3.32 g. Datos Experimentales.
. Descomposicidn del Citrato de Calcio.
- Reaccidén Tipica Principal.
Ca3(C6H507)2 + 3[-12804 —_———— 2H3C6H507-H20 + 3CaSO4

1 mol 3 moles 2 moles

P.M = 498.24 g. P.M 294.192 gq. P.M = 420 g.
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294.192 g 30,80, x 3.32g = 1.9 g. H,80,

498,24 g. Citrato de calcio

stO4 : 98 % de pureza y D = 1.84

Si para trabajar lo necesitamos al 20% tenemos :

S — 100 ml de solucidn

98 g H2SO4
100 g HZSO4 X
x = 102.04 ml (solucidn)
Luego 51 : 100 g 102.04 ml de solucidn
20 g. X
X = 20.408 ml.

Entonces para tenerlo al 20%

Medir 20.408 ml de stoa al 98% y aforar a 100 ml, para tenerlo al

20%.

Equivalencia :

Si encontramos que 1.95 g HZSO4 se necesitan para regenerar al aci
do tenemos: .

20 g — 100 ml

1.96 g —_— X

X = 9.8 ml solucién al 205 (1.96 g H,80,)



Entonces la ecuacidn final es :

Ca(C.H_.O
)

gHs0;), + 3H,S0

4

1 mol 3 moles

498.24 q. 294.192 q.

Experimentalmente se tiene :

3.32 g. 1.96 g.

4
498.24 g C%£C6HSO7)2

3.32 g. C%§C6HSO7)2

2H3C6H507.H20 + 3CaSso
2 moles

420 gq.

2.798 g.

420.g 2H,C_H 0, .H.0

X = 2.798 g H,CH0,.H.0

294.192 g H,50,

1.%6 -

420 g HyCHo04.H,0

X = 2.798 g. HyCH0-.H,0

4
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G. MEDICS DE CULTIVOS.

Medios papa dextrosa agar.

Papa — Dextrosa (PDA)

Papa rallada ...civecienn.. 200 g.
Dextrosa (Glucosa)..eeesea... 20 g.
X 1= ¥ 20 g.
Agua destilada C.S.P......... 1000 ml.

Lavar las papas en agua destilada (sin pelar). Triturarlas y de—-

jarlac en aguadestilada por 11/2 horas.
Hervir a fuego lento y en bafio de Maria por una hora.

Colar pero no filtrar. Reponer el volumen con agua destilada.

Medio Foster :

procedimiento .

1. Pesar :
GluCOSA  +avrveccecnncnanes 5 g.
Peptona ..ceeeiieinnnnenas 0.5 g.
"Fosfato monoprdtico de potasio .......... 0.1 g.
Sulfato de magnesio heptahidratado........ 0.1 g.

AQar AGar s--seeesessesaccs ceesssscennas . 2.0 g.



68

2. Disolver en 100 ml de agua destilada, y calentar hasta fundir el a-

gar - agar. (Utilizando Erlenmeyer adecuado).

3. Esterilizar a 15 1bs, 15 minutos y 121°C.

Notas :

1. Para dispensar en tubos inclinados para formar bisel se coloca
de 5-6 ml. de medio de cultivo en tubos de 13 x 100 mm. y se
procede a esterilizarlas, después de esterilizado se inclinan -
los tubos hasta que solidifique dicho medio (utilizando como so

porte agitadores de vidrio).

2. Para dispensar en placas de Petri, una vez esterilizado el me-
dio de cultivo, se vierte sobre dichas placas a una temperatura

entre 35 y acc.

3. Para pruebas cualitativas (demostrar la produccidn de &cido ci-
trico por A. niger) se agrega 6.7 ml del indicador verde de bro

mocresol por cada 100 ml de medio.

Medio de Sabouraud.

Composicién (g/litro)

Peptona de carne 5.0
Peptona de caseina 5.0
D (+) - Glucosa 40.0

Agar - agar 15.0



Preparacidn :

Disolver 65 g/litro y esterilizar al autoclave.

Medio de montaje para observaciones microscopicas.

Lactofenol ~ Azul algoddn.

Fenol (cristales) e.eeeienesaas 20.0 g.
Acido 18CtiCO e termannrnnnannn. 20.0 g.
Glicerina eeeeeecrecaenannannn 420.0 g.
Aqua destilada -.ceieneniinnnn. 20.0 qg.
Azul algoddn e, 0.5 g.

Nota : Se puede usar azul tripan a cambio de azul-algoddn.

Indicador : Verde bromocresol
Cambios de PH

Alcalino weeeeeevennene v Azul

Preparacidn :

Un gramo de veérde de bromocresol se disuelve en 14 ml. dé NaOH 1

N y se afora a 250 ml con agua destilada.
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Preparacidn :

Disolver 65 g/litro y esterilizar al autoclave.

Medio de montaje para observaciones microscopicas.

Lactofenol - Azul algodén.

Fenol (cristales) c.oceeaaaaaonn 20.0 g.
Acido lacticO...-vennanaaa.... 20.0 g.
Glicerina -eieeerncrnennnnnn.. 20.0 g.
Agua destilada ...........i.uan 20.0 gq.
Azul algoddn ....... [P 0.5 g.

Nota : Se puede wusar azul tripan a cambio de azul-algodén.

Indicador : Verde bromocresol
Cambios de PH

Alcalino -vevecrennnenn o Azul

Preparacidn :

Un gramo de verde de bromocresol se disuelve en 14 ml. dé NaOH 1

N y se afora a 250 ml con agua destilada.
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H. ESQUEMA DEL SISTEMA FERMENTATIVO, UTILIZADO A

NIVEL DE LABORATORTO PARA CULTIVO SUMERGIDO.

70

Valvula regula-
dora del paso

Bomba de aire.
compresor Manguera
' plastica
.
)
Filtro in- Filtro conte— 1
corporad® niendo algoddn
" humedecido con
agua
(esteril) ¢
i
{) .
110 voltios Recipiente
Fermentador

Especificaciones de la bomba-compresor:
Caudal de aire : 1550 a 4000 cc¢/min
Potencia : 5 watts/hora.
- Voltaje : 110 voltios.

‘Tubo de
vidrio

Tapdn de
algoddn

Medio de
cultivo

Con valvula reguladora del paso de aire para obtener

un caudal menor de 1500 cc/min.
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I. SECUENCIA BIOQUIMICA PARA LA OBTENCION DE ACIDO CITRICO

POR PROCESO MICROBIOLOGICO (23).

GLUCOSA
VIA
Embden Myerhof -
Parnas (EMP)
Y
ACIDO PIRUVICO
v

CONDENSACION ENZIMATICA

ACETIL CoA + OXALACETATO

ACIDO CITRICO

REACCION GLOBAL :

+11/20 —mmmmm
F17/20, CgHgO,+20,0

Glucosa Acido Citrico

CeH12%%



J. DIAGRAMA GENLERAL DE FLUJO* PARA EL PROCESO DE
FABRICACION DEL ACIDO CITRICO.
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K. COMPOSICION POR 100 g. DE PORCION COMESTIBLE DE

PINA (Ananas comosus). (31)

Valor energético
Humedad

Proteinas

Grasa

Hidratos de carbono totales
Fibra

Cenizas

Ca

P

Fe

Vitamina A actividad
Tiamina

Riboflavina

Niacina

Acido Ascdrbico

Porcidn no comestible

52 Cal

[00]
(%]
IS
ol

18. mg.

8, mg.

15. mcg.

0.08 mg.

0.04 mg.

0.2 mg.

61.0 mg.

41 % cascara,
66 % corazdn y co-

rona.




L.

DE LA PINA.

ESQUEMA QUE REPRESENTAN EL APROVECHAMIENTO

Para Fabricacidn de Conservas, Ja-

leas, etc.

PINA
l
Porcidn utilizable industrial. mente Desperdicios
Cascaras Coronas Tallo
Y
Corazdn
Prensado Ensila- Bromeli-
je. na (Enzi-
ma Proteo
litica)
Jugo Salvado
e ,
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. Puede utilizarse para

procesos microbioldgicos
para obtener: dcido ci-
trico, alcohol, vinagre,
proteinas celulares, etc.
Utilizando para cada caso
el microorganismo especi-

fico.

v
- Alimento para ganado

- Fibras para industria de

papel, carboxi-metil ce-

lulosa, etc.

— Broquetas, utilizable co

mo lena.

Nota : Los hijuelos no aparecen en dicho esquema, ya que pueden conser

varse para nuevas plantaciones.



