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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue la obtencion de écido citrico a partir de pulpa de banano maduro,
utilizando el hongo Aspergillus niger para la bioconversion de los azucares reductores (glucosa y fructosa)
en acido citrico. La fermentacion 4cida se la realiz6 inoculando el hongo en dos concentraciones diferentes
(2y 3 g/L) en el sustrato formado por pulpa de banano maduro (40 % y 50 %). La concentracion de 4cido
citrico se la determin utilizando el método de Polivinil polipinolidona (PVPP) mediante espectrofotometria
UV-Visible, alcanzando en el tratamiento D (3 g/L de in6culo y 50 % de pulpa de banano) el valor de 21,12
g/L al utilizar 150 g/L de azticar reductores (50 %) provenientes de la pulpa de banano maduro, a 168 horas
de cumplir el proceso fermentativo. La disminucién del pH (4,5 — 3,2) es un factor que indica la transfor-
macion de la glucosa en acido citrico.
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ABSTRACT

The aim of this research was to obtain citric acid from ripe banana pulp, using the fungus Aspergillus Niger
for bioconversion of reducing sugars (glucose and fructose) in citric acid. The acid fermentation is perfor-
med by inoculating the fungus in two different concentrations (2 and 3 g / L), in the substrate formed of
ripe banana pulp in two concentrations (40% and 50%). The citric acid concentration is determined using
the method Polyvinyl polipinolidona (PVPP) by UV-Visible spectrophotometry, reaching in treatment D (3
g / L and 50% inoculum banana pulp) value of 21.12 g/ L, using 150 g / L of reducing sugar (50%) from
the pulp of ripe banana, at 168 hours of fermentation. Decreasing pH (4,5 to 3,2) is a factor indicating the
transformation of glucose citric acid.

Keywords: Citric acid, aspergillus niger, reducing sugars, hydrolysis, inoculum.
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INTRODUCCION

El acido citrico es un compuesto organico conocido
como una sustancia natural de las plantas desde fina-
les del siglo XIX, y desde 1893 los cientificos descu-
brieron que es producido por hongos filamentosos.
En 1923 se inici6 la primera fermentacion practica
para la produccion de este acido organico utilizando
microorganismos que crecian sobre la superficie de
los cultivos de frutas citricas.

En la actualidad el uso de hongos para la obtencién
de importantes metabolitos de interés industrial ha
aumentado considerablemente, instaurando un mar-
co en el cual el 4cido citrico se ha posicionado como
el mayor acido organico producido por fermentacién
con el hongo Aspergillus niger, el cual es amplia-
mente usado en la industria de alimentos, bebidas,
farmacéutica, quimica, entre otras.

Los microorganismos capaces de producir y acu-
mular acido citrico son las especies de los géneros
Aspergillus, Citromyces, Penicillium, Monilia, Can-
dida y Pichia, aunque para la produccion comercial
solo se utilizan mutantes de Aspergillus niger. Com-
parados con las cepas de Penicillium, los Aspergi-
llus producen mas acido por unidad de tiempo, de-
bido a que presentan baja actividad de las enzimas
isocitrato deshidrogenasa y aconitasa hidratasa, y
una alta actividad de citrato sintetasa. Las anteriores
constituyen ventajas importantes si se toma en cuen-
ta que ademas la formacidon de productos laterales
no deseados como acido oxalico, &cido isocitrico y
acido gluconico puede ser facilmente suprimida en
estos mutantes.

El Ciclo de Krebs o del acido Citrico (acidos tricar-
boxilicos) es la via central de metabolismo aerdbico
presente en todas las células aerobias, es decir, las
que utilizan oxigeno como aceptor final de electro-
nes en la respiracion celular, en esta via se oxidan los
compuestos de carbono que proviene de la degrada-
cion de todos los principios inmediatos y también
se forman moléculas precursoras para la sintesis de
muchos de ellos.

En la Figura 1, se presenta el esquema completo del
ciclo en su forma actual, que es esencialmente igual
a la propuesta por Krebs, y a continuacion se discu-
ten las reacciones individuales.

En cuanto a la produccion de acido citrico, el pH
inicial requerido depende de la fuente de carbono
utilizada, ya que los hongos filamentosos Aspergi-
llus niger acumulan altas concentraciones de acido
citrico a partir de hexosas o disacaridos cuando es
cultivado bajo condiciones particulares. Cabe men-
cionar que el banano en estado maduro es un fruto
rico en carbohidratos.

Figura 1. Esquema del ciclo de Krebs o del acido citrico
Acetil- CoA

Succinato
Deshidrogena

Fuente: (Mathews & Van-Holde, 1999)

En la presente investigacion se empled como sus-
trato la pulpa de banano maduro para el proceso de
fermentacion tipo “Bach”, utilizando como agente
fermentador el hongo Aspergillus niger.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion

El objeto de estudio fueron 10 kilogramos de bana-
nos maduros que no cumplieron con los estandares
de calidad para la exportacion, conocidos en nuestro
medio como banano rechazo.

Disefio Experimental para la obtencion del Acido
Citrico

El disefio de la investigacion sera de caracter des-
criptivo (describe situaciones porque observamos
y definimos el tratamiento que resulte estadistica-
mente significativo en la produccion del 4cido citri-
coy experimental (Se realizara cuatro crecimientos,
correspondientes a un disefio experimental comple-
tamente al azar, resultantes de considerar dos facto-
res [Concentracion de sustrato y concentracion del
inoculo].

El modelo estadistico serd un experimento factorial

Tabla 1. Diseiio factorial para la obtencién del acido citrico

Factor A (Sustrato)

Factor B (In6culo)

B (2 gr/L) B, (3 gr/l)
A1 (40 %) A1*Bi A1*B2
Az (50 %) Ax*Bi Ax*B»

Elaboracion propia: Silverio y col (2014)
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2 x 2 completamente al azar en condiciones de con-
centracion de sustrato y concentracion del indculo,
en donde por cada factor se multiplica los dos nive-
les a evaluar dando asi un total de 4 tratamientos.

Obtencion del Inoculo

Con la ayuda de la tasa bacterioldgica, se siembra
el hongo Aspergillus niger, obtenido de naranjas en
descomposicion en un caja Petri que contenga agar
sabouraud con cloranfenicol 20 pg/ml, previamente
esterilizado con calor hiimero (15 psi/ 121 °C/ 15
minutos), y se deja crecer durante aproximadamen-
te 5 dias a temperatura ambiente (30 °C). Paralela-
mente y esterilizado bajo las mismas condiciones se
prepara un medio de cultivo liquido que por su com-
posicion permita el crecimiento miceliar. Para lograr
la adaptacion del hongo se utiliza un Erlenmeyer de
500 mililitros en el que se prepara un volumen final
de 100 mililitros (pH: 2) que incluye: sacarosa: 19
gramos, nitrato de amonio: 230 mg.

Procedimiento para la Obtencién del Acido Ci-
trico por Medio de Aspergillus niger

Preparacion del sustrato (banano maduro)

El objetivo de esta primera etapa del proceso es la
purificacion del jarabe. Se inicia mezclando el jarabe
con agua para diluirlo; una vez diluido se pasa por un
filtro de vacio para eliminar los s6lidos suspendidos
y las impurezas del banano maduro. El jarabe fue
sometido a un proceso de pasteurizacion que consis-
te en elevar la temperatura a 105°C durante tres mi-
nutos y bajarla nuevamente hasta 37°C, mediante la
utilizacion de agua helada hasta que el medio llegue
a temperatura ambiente (Austin, 1983).

Fermentacion

Una vez pasteurizado el jarabe, es colocado en el
fermentador de 2 litros de capacidad, en donde se
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lleva a cabo la transformacion de los azticares reduc-
tores en acido citrico por medio del hongo Aspergi-
llus niger (Carvajall, 1993).

El aire estéril se burbujea dentro del fermentador
para ayudar al proceso de bioconversion de hacer
burbujear aire estéril. Luego de la fermentacion, el
flujo es pasado por un filtro para separar el micelio.
La masa conformada por el micelio y el microorga-
nismo muerto se denomina biomasa o torta y cons-
tituye un subproducto o un efluente del proceso.
(Austin, 1983).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Evaluacion del pH de la solucion de banano ma-
duro utilizado como sustrato para el crecimiento
del hongo Aspergillus niger

A continuacion en la figura 2 se muestran los resul-
tados del comportamiento del pH durante los 6 dias
de fermentacion.

Como podemos apreciar, en la figura 2 la disminu-
cion del valor de pH ocurre en los cuatro (4) experi-
mentos estudiados. En los tratamientos Ay B (50 %
de banano y 2 g/L de Inéculo; 50 % de banano y 3
g/L de Indculo ) el valor deciende desde 4,45 hasta
3 yen los tratamientos C y D (40 % de banano y 2
g/L de Indculo; 40 % de banano y 3 g/L. de Indculo)
desciende de 4,4 hasta 3,2, evidenciandose la pro-
duccion de écido citrico en las soluciones.
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Evaluacion del Oxigeno Disuelto

Para el crecimiento del hongo Aspergillus niger es
necesario la incorporacion de oxigeno mediante agi-
tacion para asegurar el suministro de aire, el mismo
que favorece la excrecion de las enzimas glucosa
oxidasa (GOD) y catalasa (CAT); a temperaturas en-
tre 25y 35°C; y los valores de pH entre Sy 7.

Figura 2. Comportamiento del PH durante los 6 dias de fermentacion
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Elaboracion propia: Silverio y col (2014)
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Figura 3. Comportamiento del oxigeno disuelto durante los 6 dias de fermentacion
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Elaboracion propia: Silverio y col (2014)

Como podemos apreciar en la figura 3, la concen-
tracion de oxigeno disuelto disminuye a partir de la
inoculacion del hongo Aspergillus niger, evidencian-
dose el crecimiento del hongo desde el primer dia de
fermentacion aerobia de la solucion de banano ma-
duro a 50 y 40 % y una concentracion de indculo de
2 y 3 g/L,porlo cual fue necesaria la incorporacion
de oxigeno mediante agitacion mecanica (1min/hora
a 120 rpm). La formacion de 4cido citrico es un fe-
nomeno de oxidacion y por lo tanto nunca debe fal-
tar el oxigeno; se debe lograr una incorporacion de
100 mg de O2 por litro y por minuto.

Evaluacion del acido citrico obtenido en los cua-
tro experimentos estudiados

La produccion de acido citrico se consigue utili-
zando Asperguillus niger, en soluciones con altas
concentraciones de azucares reductores (glucosa y
fructosa).

A continuacion en la figura 4 se muestran los resul-
tados de las concentraciones de acido citrico obteni-
dos en los cuatro experimentos.

Figura 4. Concentracion de acido citrico (CsHsO7)
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Elaboracion propia: Silverio y col (2014)
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Los valores obtenidos en la presente investigacion
(21,12 g/L de acido citrico) en el experimento B (50
% de banano y 3 g/L de Inoculo) se los considera
altos en relacion a los reportados, en el cual obtu-
vieron 13,5 g/L de acido citrico utilizando banano.

Sin embargo, una mayor cantidad de acido podria
llegar a degradar sustancias que mejoran la produc-
cion de acido citrico en la etapa fermentativa, como
es el caso de la riboflavina y la tiamina (Yigitoglu,
1992).

Evaluacion de la Concentracion de Azucares Re-
ductores (Glucosa y Fructosa)

Se utilizaron concentraciones en el sustrato de bana-
no maduro de 150 y 120 g/L de aztcares reductores,
con el fin de evaluar la influencia de este factor sobre
la produccién de acido citrico y el crecimiento del
hongo Aspergillus niger. A continuacion en la figura
5 se muestran los resultados de la disminucion de los
azucares reductores presentes en sustrato.

La concentracion de azucares reductores al inicio de
la fermentacion tiene un minimo descenso, debido a
la compensacion de estos por la hidrolisis de poli-
sacaridos que realiza el Aspergillus niger, obtenién-
dose glucosa y fructosa que son la fuente de carbono
consumidos por el hongo.

A partir del dia cero (0) hasta el final del proceso
de fermentacion, la concentracion de azicares re-
ductores comienza a disminuir, evidenciando que el
hongo comienza a consumir los azlicares reductores
para producir acido citrico.

Analisis estadistico de la formacion total de aci-
do citrico

El andlisis estadistico del experimento nos permitio
optimizar el proceso de obtencion de acido citrico,
mediante la variacion de la concentracion de pulpa
de banano maduro en el medio de cultivo utilizado
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Figura 5: Reduccion de los azlicares reductores durante la fermentacion acida
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Elaboracion propia: Silverio y col (2014)

Tabla 2. Analisis de varianza del experimento

Fuente Media Varianza N
T A= 50 % banano y 2g/L de Inoculo 14,12 0,06 3
T B=50 % banano y 3g/L de Inéculo 21,12 0,08 3
T C=40 % banano y 2g/L de In6culo 12,53 0,21 3
T D= 40 % banano y 3g/L de Inoculo 13,12 0,14 3
F =379,56022

p=>5,814E"

Elaboracion propia: Silverio y col (2014)

para inocular dos concentraciones diferentes de ino-
culo (Aspergillus niger). A continuacién en la tabla
2 se muestra el analisis de varianza del experimento.

Como podemos apreciar en la tabla 2 como era de es-
perarse si existen diferencias significativas (p<0,05)
en el proceso de obtencion de acido.

Con un nivel de confianza del 95 %, el tratamiento
B (50 % banano y 3 g/L de in6culo) fue el que al-
canzo la mayor concentracion de acido (21,12 g/L),
evidenciandose que existe interaccion entre la con-
centracion de pulpa de banano e indculo. A mayor
concentracion de pulpa e indculo, mayor concentra-
cion de &cido obtenido.

CONCLUSIONES

1. Se ha determinado que la disminucion de
pH es indicador del desarrollo de la trans-
formacion de glucosa en acido citrico el cual
disminuye en los cuatro (4) experimentos es-
tudiados, en los tratamientos Ay B (50 % de
banano y 2 g/L de Inoculo; 50 % de banano
y 3 g/L de Inoculo) el valor deciende desde
4,45 hasta 3 y en los tratamientos C y D (40
% de banano y 2 g/L de Inoculo; 40 % de
banano y 3 g/L de Indculo) desciende de 4,4
hasta 3,2, evidencidndose la produccion de
acido citrico en las soluciones.

2. La concentracion de oxigeno disuelto ( mg/L
OD) en el medio de cultivo disminuye a
partir de la inoculacion del hongo Aspergi-
llus niger, evidenciandose el crecimiento del
hongo desde el primer dia de fermentacion
aerobia de la solucion de banano maduro a
50 y 40 % y una concentracion de indcu-
lo de 2 y 3 g/L, por lo cual fue necesaria la
incorporacion de oxigeno mediante agitacion
mecanica ( lmin/hora a 120 rpm).

3. Mediante la utilizacion del espectrofotome-
tro UV-Visible se determin6 que la maxima
concentracion de acido citrico fue de 21,12
g/L, utilizando 150 g/L de azucar reductores
(50 % de pulpa de banano maduro) prove-
nientes de la pulpa de banano maduro, a las
168 horas del proceso fermentativo.
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