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CAPITULO I

INTRODUCCION Y OBJETIVO

1. 1.— Introducción. 

La producción anual de Acido cítrico en el — 

muloodo es de aproximadamente 100, 000 toneladas la mayor— 
parte de los cuales se produce por fermentación de hon— 
gos, mientras que en otros tiempos tenia que estraerse— 

de frutos cítricos con gran costo y una gran limitación
del producto. 

El ácido cítrico se fabrica por muy pocas in

dustrias y se mantiene en secreto la técnica de su pro— 
ducción por lo que en las patentes o teonicas publica -- 

das en revistas se encuentra una información limitada,— 
por otra parte el ciclo de Krebs del ácido citrico ha — 
sido objeto de amplia investigación basado principalmen

te en las cepas deleccionadas de Aspergillus niger, si

bien es cierto que se van empleando otras especies se

cree que todas las industrias poseen sus propias cepas— 

seleccionadas y quizás mutadas de este microorganismo.— 
Solo en los Estados Unidos la producción es de 50 000 — 
toneladas anuales, más del 60 se destina a bebidas y — 

alimentos, 20 % a productos farmaceuticos y el resto _— 

a diversos fines industriales. Asi por ejemplo en Es-- 

tados Unidos se consumen medio millón de kilos para con
seguir que el papel de los cigarrillos arda mejor des-- 
plazando a los nitratos de Sodio y Potasio. Hasta en — 

1940 la mayor parte de la producción mundial se obtenía
de los cítricos pero en estos últimos años se han pues— 
to a la orden del día los procesos de obtención por fer
mentación al principio en cultivo superficie y más tar— 



4

de se desarrollaron los sistemas de fermentacic5n con -- 
cultivos profundos con ayuda de organismos adaptadas Pa

ra producir el ácido en estas condiciones. 

Anteriorrnente en México el ácido o la mayor– 

parte de este era producto de importación pero última— 
mente se han desarrollado en nuestro país algunas indus
trias productoras de acido cítrico; la mayor parte del– 

abido cítrico; que se produce ae obtiene por extracción

de los subproductos cítricos aunque actualmente existen

una o dos plantas que lo están produciendo por el méto– 

do fermentativo pero desafortunadamente se desconoce -- 
la técnica que se usa para su obtención ya que estas -- 

industrias guardan celosamente estas experiencias, aun– 

que tomando en cuenta algunos da -tos como es la localiza
ción de la planta y la materia prima que utilizan puede
uno suponer que usan un método de fermentación de saca– 

Domo ejemplo citaremos una fábrica llamada – – 

MEXAMA", esta se localiza en la ciudad de Cuernavaca – 

Morelos; en esta industria se produce ácido cítrico en– 

regular escala entre otros productos y lo obtienen por– 

dos métodos; de extracción de cítricos y fermentación,– 

esto seguramente para mejorar la calidad del producto – 

que se obtiene por fermentación haciendo una mezcla; En

esta industria no se nos proporcionó ninguna informa– – 
ción acerca del proceso utilizado ya que para ellos es– 

un secreto que no se debe divulgar debido a la competen
cia. Suponemos que usan estas dos formas de obtención– 

ya que en cierto modo podria tener importancia mezclar– 
los dos productos ya que estos podría estandarizar los– 
costos de producción y a la vez uniformizar la calidad– 
del producto, pues el que se obtiene por fermentación – 

podría presentar algunos problemas en cuanto a pureza – 

y haciendo la mezcla podría facilitar establecer un gra
do de pureza. 
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A pesar de que ya se cuenta con algunas in-- 

dustrias interesadas en la producción del ácido cítrico

ya sea por extracción que es de donde se obtiene la ma- 

yor parte o por fermentación el consumo de este ácido - 

es mayor que la producción, por lo que hay necesidad -- 

de importar a los Estados Unidos por medio de empresas - 

transnacionales distribuidoras, esto se debe a que es - 

un producto de gran uso en la Industria alimenticia, - 

farmaceutica e industria en general. 

1. 2.- Objetivo. 

El objetivo de nuestro trabajo es el de tra- 

tar de establecer por medio de las técnicas que se han - 

publicado un método de fermentación con cultivos sumer- 

gidos y aireación que se adapta a las condiciones de la
materia prima ( melaza de caña) esto debido a que la me- 

laza contiene además de una gran cantidaii_de Sacro

muchas impurezas, estas se pueden eliminar por algunos- 

métodos de purificación como pueden ser por medio de re

sinas intercambiadoras de ipag_s_ p_ p_px precipitación - - 
de sales, pero esto implica un incremento considerable - 

en el costo de la prdducción, por lo tanto tratamos de - 

establecer siguiendo, las técnicas publicadas, una téc- 

nica en la cual la melaza se puede usar sin mayores - - 

tratamientos de purificación, esto se puede lograr ha-- 

ciendo una adaptación del organismo, para que este crez

ca y produzca acido cítrico en presencia de las impure- 
zas que contengan la melaza. : Elprincipalroblema de- 

impurezas que se tiene es la presencia del ión Férrico , 

aunque pueden estar presentes otros iones -como Mn, Zn y

Cu., que a pesar de ser necesarioas a bajos thiveles

cuando se encuentran en concentraciones muy altas pue-- 

den causar problemas, pero son fáciles de superar ya
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que hay un praceso de adaptación cuaLaronlarap_. Para — 

poder obtener un buen rendimiento en estas condiciones— 

iter una cepa adap tada

hfIrr7o—rá—ládrIritrti—CqtrtytilUd4. de,--1;; L:,i,t+-17:_ya_zu),„------e el co
bre contráresta el efecto del exceso de Fierro. 
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CAPITULO II

2. 1.- GENERALIDADES: 

El ácido cítrico ( del latín citrus, limón) - 

es el ácido Z- hidroxi- 1, 2, 3, propanotricarboxilico , - - 

ácido - hidroxitricar balilico, HOOCCH2C ( OH) ( 000H) -- 

CH2000H, pero molecular 192. 12, este ácido tiene _dos - 

formas estables: el C H 07 - H2O, del cual el 91. 42 % 

de ácido cítrico y B. g8 % agu-q,l, y el ácido citrico an
hidra que presenta en cristales ( C6H807) 

incoloros, - - 

translucidos o polvo fino y granular, blanco, inodoro y

con un sabor ácido agradable. Un isomero estructural - 

raro es el ácido - hidroxitricarbalilico, este carece -- 

de importancia comercial. 

it -El ácido cítrico es el ácido orgánico, más - 

usado en el campo de los productos alimenticios y fama
céuticos, su buen sabor y la facilidad con que es asimi

lado favorece su utilización como ingrediente ácido pa

ra. mantener el OH o paraJalate.aer un pH conveniente -y -ha
cer resaltar el sabor de una gran cantidad de productos

en - la industria—alimentaria y farriacetitiC,A reCienteMen

te se han convertido en una materia prima para usos in- 
dustriales de carácter general con muchas aplicaciones - 

y cada vez con mayor frecuencia, se usa en la limpieza - 

y pulimento de fierro y el acero, como componente en -- 

ciertas soluciones no ferrosas, para galvanoplastia y - 

en el tratamiento y acondicionamiento de aguas indus- - 
trias, el ácido cítrico se usa tambián para preparar re

sinas alquidicas, Pinturas y lacas y en el estampado de
telas, varios compuestos especialmente el citrato de so
dio neutro se emplean como plastificantes para materia - 
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les adhesivos, de revestimiento y en otros plásticos. 

El ácido cítrico se aislo por _primera vez en

1884 Po rljaqhQ,e le en fo rrw„, cabgLatalina dajw,go d e jnes,. 
el alquimista Vicentius Bellocacensis, hacia el año de - 

1200 observ6 que el jugo de lim6n y el de la lima conte
nian una sustancia ácida especial y aludi6 en su Specu- 
lum Natural°, el uso del jugo de limón como disolvente

ácido, Liebig la reconoció en 1838 como un ácido tribá
sico, en 1880 fue preparado sintéticamente por Grimoux- 

y Adam partiendo de la glicerina y más tarde de 1893 -- 
41Wenmer indicó que algunos hongos o mohospodían produ-- 

cir ácido cítrico cuando se desarrollaban en soluciones

azucaradas. 

El ácido se encuentra como constituyente na- 

tural de los frutos cítricos como piña, peras, melocoto

nes, higos y otros frutos y tejidos, el ácido citrico - 

que se obtiene de estps productos se ' denomina ácido -- 
cítrico natural, en relaci6n al que se obtiene por fer- 

mentación. 

De las frutas cítricas las que son fuente -- 

principal de obtenci6n del ácido cítrico natural son -- 

los limones, limas y piña, en Italia (principalmente Si

cilia), California, Hawai y en las Indias Occidentales, 
anteriormente en estos paises se obtenia el ácido citri

co de los frutos cítricos antes mencionados. 

Los hongos que Wehmer ( 1893) mencion6 como

productores de ácido cítrico por fermentación fueron: - 

Citromyces pfefferianus y Citromyces glaber, ( clasifica

dos por Thom como penicilios) estos producen el ácido - 

a partir de Isoluciones nutritivas de sacarosa que con-- 
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tienen carbonato de; calcio, más tarde Wehmer encontró -- 

que también se produce ácido cítrico con Penicillius lu
teum y Mucor piriformis. 

En 1917, Currie del Departamento de Agricul– 

tura de los Estados Unidos publicó los resultados de – 
una importante investigación sobre la producción de áci
do cítrico con una variedad de Aspergillus niger, 

en

1934 Coelger y Prescott, corroboraron los resultados -- 

de Currie, contribuyendo con sus aportaciones al conoci

miento de esta fermentación. 

2. 2 Propiedades Físicas y Químicas: 

El ácido cítrico cristaliza de soluciones -- 
1

acuoeas frias en forma de monohidrato_3_ 3os cristales – - 
son incoloros y translucidos, pertenecen al sistema or– 

torombico, su densidad es de 1, 51-2, el monohidrato del

ácido cítrico es estable en el aire de humedad normal,– 
pero en el aire seco o en vacio con ácido sulfúrico – – 
pierde agua, los cristales manohidratos se ablandan a – 

temperatura aproximada de 70 – 75° C con pérdida de agua

y por último funden completamente entre
135 – 152° C, si

el calentamiento se he rápidamente los cristales se – 
funden a 100° C, el ácido cítrico cristaliza de solucio– 
nes acuosas concentradas y calientes, la -t_aunaeratura — 

media de_ transición de monohidrato a la forma_ anhidra – 
es de 36. 3 + 0. 15 ° C, los cristales anhidros son trans– 

lu-cidos–nnáóloros ladensidades de 1. 665, el ácido – 

cítrico es opticamente inactivo y no manifiesta. peizo— 
electricidad, el ácido cítrico es un 6.cido organico

fuerte como lo indica la constan de disocMcic5n del pri
mer átomo de hidrógeno que es de 8. 2 X 10 a 180C, las
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constantes de disociación de5l segundo y tercer átomo de
6

hidrógeno son de 1. 77 X 10 y 3. 9 X 10 respectivamen

te, el calor de combustión a 2000 es de 471. 5 kilocal/: 

mol. para que el acidocitrico monohidratado y 474. 5 ki- 
local/ mol. para el ácido cítrico, solo la tensión super

ficial en contacto con el aire es de 68. 51 dinas/ cm a - 

3000, el coeficiente de conductividad eléctrica es de - 

8. 0 x 10- 4 a 2500, el ácido cítrico es bastante soluble

en el agua, medianamente soluble en alcohol- y poco solu

ble en éter. 

En la Tabla I se dan las densidades de las - 

soluciones acuosas, en la Tabla II se indica el descen- 

so del punto de congelación y la elevación del punto - 

de ebullición de las soluciones acuosas, en la tabla -- 

111 se indica la solubilidad en agya y en las tablas — 

IV, V y VI las solubilidades en distintos disolventes - 
orgánicos, sulfuro de carbono, tetracloruro de carbono - 

y tolueno. 

2. 3.- Estado Natural: 

El ácido cítrico abunda en la naturaleza, se

encuentra muy extendido en el reino vegetal y en el rel

no animal, se encuentra en considerable cantidad en los

limones, limas, naranjas y torunjas y por lo general en
todos los frutos cítricos, el jugo de limón lo contiene

en concentraciones de 6 a 8 %, se encuentra también en - 

los endrinos, los arándanos, las grocellas y la remola- 

cha, junto con el ácido málico se encuentra en los cere

zos, frambuezas y fresas, también se encuentra en el ta

marindo y en las serbas. El acido cítrico y el tartá— 

rico se encuentran como ácido libre o como sal, en las- 
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semillas y los jugos de gran variedad de tiores y plan- 
tas. 

El ácido citrico es un componente del vino, - 

se encuentra en porciones de 0. 4 g/ 1); de la leche ( en

porción a 1 a 4 gil), en los productos lácteos y los te

jidos y los líquidos animales. El ion citrato existe - 

normalmente en la sangre/ en la orina y probablemente — 

sintetizado y oxidado 41 procesos metabólicos normales - 
del organismo animal. El suero de la sangre contiene - 

aproximadamente 25 mg/ 1 y diariamente se excretan en la
orina de los seres humanos aproximadamente 0. 5 g/ l. 

Métodos de Fabricación. 

E1 ácido citrico ,Se _puede obtsner median_te - 

fermentación de soluciones azucarad_.aj...22r hongog, u ob- 

tnrrc-'tárra3---_r___92_a_uX_-:::N7j2strp.cci6n del jugo de frutas citri
c -a -s -1 -limones, limas, naranjas, etc.) y tambi6n por ex— 

tracción del jugo de los residuos dejfirifaéizi- Tás fábri- 
cas—db conservas, siendo estas las tres formas importan

tes para la obtención del ácido citrico, la recupera— 

ción es esencialmente idéntica en los tres procedimien- 

tos.,' 

2. 4 Producción Microbiológico. 

El descubrimiento de Wehmer condujo a exten- 

sos estudios de los fwtores que influyen en la produc- 

ción del ácido citrico por métodos microbiológicos, así

como el estudio de las diversas cepas de hongos o mohos

capaces de producirlo y en el conocimiento del mecanis- 
mo por el cual se forma una sustancia de cadena ramifi- 

cada partiendo de compuestos ancarodos de tipo lineal/ 

el hongo que inicialmente uso Whemer fue un hongo pare- 

cido al Penicillium que se le llamó Citromyces. 
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TABLA I. Densidades de soluciones acuosas de Acido cítrico a 15° C. 

Acido cítrico Gramos/ Libras/ galón Acido cítrico
15 15

monohidratado, D15 Litro de U. S. monohidratado, 015
en peso soluCión de solución % en peso

Gramos/ Libras/ galón

litro de
solución solución

6 1. 02227 61. 36 0. 5121 WO 1. 1709 468. 4 3. 909

10 1. 0392 103. 9 0. 8673 46 1. 1998 551. 9 4. 606

16 1. 0612 170. 0 1. 420 50 1. 2204 610. 2 5. 092

20 1. 0805 216. 1 1. 803 56 1. 2514 700. 8 5. 848

26 1. 1060 287. 6 2. 400 60 1. 2738 764. 3 6. 378

30 1. 1244 337. 3 2. 815 E6 1. 3071 862. 7 7. 199

TABLA II. Descenso del punto de congelación y elevación del punto de - - 
ebullición de soluciones acuosas de acido cítrico. 

Concentración, Descenso del Elevación Concentreción Descenso' del Elevación

moles/ 100 g. punto de Don del punto moles/ 1000 g punto °de con del punto

de agua gelación, ° C. de & mili de agua ge1ación,° C7 de ebullición, 

ción, ° C. 

0. 01 0. 023 -- 2. 00

0. 05 0. 042 -- 5. 00

0. 10 0. 203 -- 10. 00

0. 50 0. 965 0. 284 20. 00

1. 00 1. 94 0. 577

1. 00 1. 214

3. 512

8. 39

16. 6

TABLA III. Solubilidad del ácido cítrico en agua

Temperatura, Acido cítrico, Fase sólida Temperatura Acido cítrico, Fase

C. % en peso ° C. % en peso sólida

10 54. 0

20 59. 2

30 64. 3

36. 6° 67. 3

40 58. 6

50 70. 9

60 73. 5 Cepa 07
70 76. 2 C8I-18 07
80 78. 8 C81-18. 07
90 81. 4 Gela 07
loo 84. 0 Cd -I8. 0 7, 



TA6LA IV. Solubilidad da ácido cítrico hidratado y anhidro en algunos
disolventes orlénicos a 25° C.. 

I

Disolvente d25 de la sol. Solubilidad, 

saturada gramos/ 100- Disolvente

gramos sol - 

saturada

Solubilidad

D25 la sol, 
gramos/ 100

saturada gramos sol. 

saturada.' 

Monohidrato

Acetato de amilo 0. 8917 5. 980 Cloroformo 1. 4850 0. 007

alcohol amilico 0. 8774 15. 430 Anhidro

Acetato de etilo 0. 9175 5. 276 Acetato de amilo 0. 8861 4. 22

Eter. 0. 7228 2. 714 Eter abs. 0. 7160 1. 05

TABLA VI. Di.stribución del ácido cítrico entre agua y éter a 15° C. y
25. 5 C. 

Moles / litro a 15° C Moles / litro a 25. 5° C. 

En agua En éter Coeficiente En agua En éter Coeficiente

en reparto
de reparto. 

0. 902 0. 0077 177 0. 9175 0. 0063 114

0. 460 0. 0036 128 0. 487 0. 0031 155

0. 220 0. 0017 129 0. 241 0. 00155 155

0. 29? 0. 0023 129 0. 315 0. 0020 158

TABLA V. Solubilidad del ácido cítrico hidratado y anhidro en solucio
nes acuosas de alcohol etílico a 25° C. 

Monohidrato
Anhidro

Alcohol etílico, d25 de la
sol. Solubilidad d25 de la Solubilidad

de Peso saturada. gramos / 100 Alcohol etílico sol satu- gramos/ 100

gramos sol. 96 en peso rada gramos sol. 

saturada. 
saturada. 

20 1. 286 65. 0 20 1. 297 62. 3

40 1. 257 64. 3 40 1. 246 59. 0

50 1. 237 63. 3 60 1. 190 54. 8

60 1. 216 62. 0 80 1. 120 43. 5

80 1. 163 58. 1 100 1. 010 39. 3

100 1. 068 49. 8
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Se han efectuado muchos estudios sobre otros

organismos que son capaces de producir el ácido cítrico

a partir de soluciones azucaradas, pero la mayor parte - 

de los estudios se han efectuado con cepas de Aspergi— 

llus niger; de acuerdo a los resultados de estos estu— 

dios se ha demostrado que puede producirse el ácido cí- 
trico por medio de hongos partiendo de compuestos con 2

3-, 4-, 5-, 6-, 7-, y 8- átomos de carbono, ademds - 

se ha acumulado una gran cantidad de datos cualitativos, 

sin embargo a, pesar de todos los trabajos y del intenso
ettudio del problema por numerosos investigadores se -- 

desconoce aún el mecanismo de las reacciones que inter- 

vienen en la conversión de los azúcares en ácido citri- 

co por el método de fermentación y ninguna teoría de — 
las formuladas hasta ahora explica satisfactoriamente - 

todos los hechos observados. 

nivel industrial, la producción de ácido - 

cítrico por fermentación se considera como un gran pro- 

greso en el campo de la microbiología industrial n

1922 en Italia se obtuvo la mayor producción mundial de
citrato de calcio empleado para la producción de ácido - 
cítrico, la mayor parte Se exportc5 a E. E. U. U., Inglate- 

rra, Francia, sin embargo desde 1927 es muy poco el ci- 

trato de calcio citrico que se importa en los Estados - 

Unidos. Esto se debe a varios factores, a la produc- - 

cián del ácido por fermentación por hongos, el aumento - 

de limoneros en el pais a la importancia del zumo de li

món concentrado y a los grandes impuestos que causa la - 
importación . 

En 1917 Currie del Departamento de Agricultu

ra de los Estados Unidos publicó los resultados de una - 
importante investigación sobre la producción de acido - 
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cítrico por fermentación mediante una variedad de Asper

gillius niger; Doelger y Prescott, 1934 corroboraron -- 

los resultados de Currier contribuyendo con SJS aporta- 

ciones al conocimiento de esta fermentación. 

Después de las investigaciones históricas de

Wehmer se ha demostrado que existen gran número de orga

nismos capaces de producir Acido citrino, algunos dan - 

pequeños rendimientos y otros producen sustanoias inde- 
seables, otros a causa de sus caracteristicas inesta— 

bles de cultivo resultan no satisfactorios en la escala

oomercial, de esto se deduce la importancia de hacer -- 

una selección de organismos. 

De acuerdo a los estudios realizados por va- 

rios investigadores se han empleado con buenos resulta- 

dos: Aspergillus niger, A. Clavatus, Penecillum luteum. 

P. citrium, Paecilomyces divaricatum, Mucor piriformis, 

Ustilina bulgaris y otras especies de Mucor in embargo

solo las razas de Aspergillus niger tienen importancia - 

en la escala industrial. 

Según Ourtie, Doelger y Preecott, ademas del

canconpillidrogeno y oxigeno suministrado por

s de carbono son neCesailos también el medio de fer-- 

mentaci6n Initrogeno, potasio, fósforo azufre y mq,ane- _ 

sip. Doeiger y Prescott en 1934 observaron que la con:- 
centración de las sales depende las variedades de Asper

gillus niger empleado en la fermentación, también encon

traron que cantidades mayores de 2. 50 g de- hitrato de - 

amonio 1. 50 q de fosfato de potasio y 0. 30 g de sulfato
de magnesio, aumentan la formación de alidiD oRalioo, 

y disminuyen al rendimiento de acido cítrico, esto se
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debe a que durante la fermentación se obtiene una mez— 

cla de estos ácidos, y dependiendo de es -Es factores, - 
puede obtenerse- 677iI7o7pró70».- i'757---r-Elc= n."—rc = o o - 

el oxálico . El nitrato de amonio en concentraci6n de - 

2-. 50 g por litro provoca la forrnacián de una capa grue- 
sa de micelio en la superficie del liquido, el sulfato - 

de magnesio en cantidades superiores a . 0_30 g/ lt, favo- 

rce la esporulación en general se obtiene mayor rendi

miento cuando las capas_d_a__hongos finos y la esporula— 

ci6n muy ligera, estos resultados se obtienen con una - 

cantidad minima ' de sales la restricción en

el abastecimiento de nitrógeno tiende a aumentar la pro

ducci6n de ácido cítrico. 
t

Se ha supuesto que con el uso de otros ele— 

mentos pueden aumentarse los rendimientos de ácido oí— 

trico aunque generalmente es suficiente el empleo de -- 

los ya mencionados, sin embar0 algunas investi_gadores- 

afirman que el hierro y el zinc acelerauj...a_fpxmación - 

de ácido_citticp, otros. opinan que estimlan el creci-- 

miento del micelio sin aumentar__10_ r_endimientos y hay- 
otrn- au.-tore,s que han demostrado que las sales de zinc - 

tienen un efecto inhibitorio sobre la producción deAci

do cítrico. Indudablemente la raza de hongo empleada - 

tiene una gran influencia sobre el 91emento requerido - 

y son muchos los autores que lo han demostrado, Osnizha

ya empleando una raza de Aspergillus niger obtuvo un - 

mamado aumento en la producci6n del ácido cítrico a -- 

partir de sacarosa mediante la adición de un 0. 03% de - 

nitrato de magnesio, pero al emplear otra raza distinta

la adici6n ocasionó una pequeña disminución en el rendi

miento. 
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Perlam, Dorrel y Johnson en 1946 estudiaron - 

los efectos de la adición de iones metálicos a medios - 
purificados de acido cítrico por el método de cultivo - 

superficial, empleado cinco razas de Aspergillius niger

y llegaron a la conclusión sobre la base demúltiples - 
experiencias, de que la concentración óptima de cada — 

i6n metálico para estimular la producción del ácido, 
va según la raza de A. niger usada, además de in- - 

cruir iones de- alumini.O, cromo , - hierro y magne-gb que - 
san los únicos que estimula la producción de ácido por- 
A. nicer,_ mientras que iones como los del molliodeno, co

bre, zinc y calcio inhiben la producción cF61-. ácido, pr

lo tanto la presencia o ausencia de indicios minimos de
ciertos elementos en el medio, puede tener un marcado - 

efec to sabreeTresultado o btenido

024N.L Otro de los factores que influyen notablagen

te durante la fermentación y sobre los resultados obte- 

nidos_eA el 4pH. El mantenimiento de un pH favorable es

muy importante para el éxito de la fermentación, se ha - 

demostrado que regalando. el pH y las sales inorgánicas - 
se puede variar considerablemente la proporción el Aci- 
do -CTErico y oxálico, obtenido en realidad cuando se em

plean las condiciones más favorables para la producción
de ácido citrico se suprime casi por ,completo la forma- 
ción de ácido oxálico, así el empleo de 1. jo --- 

favorece la prndpoci4gA2Aqis;19,- P1Jtricto suprimiendo la - 
formación del oxal-tcP reduce al mínimo el 'De1m de - 

contaminación y facilita la esterilización; mediante es

to se han llevado a cabo con lxito fermentaciones de la
boratório sin recurrir a la esterilización térmica del - 
medio cuando el pH inicial es bajo ( 2. 2 6 menos) en ge- 

neral los hongos que mejor producen acido cítrico tole- 
ran también mejor los valores_de pH bajos. Currier errt



pleci ácido clorhídrico para ajusta_L-.2_1_ 21:13,4 a 3. 5, 
Pi:e-s-cott recomizada_n también eI el_nal_e_o_ de es- 

te ácido _p_o_rqu e_ se_ hallo-que3f.a...k.p„ ve.altor de
finido COMO._ _constituyente del media,-- segt1R- estos

res el intervalo más satisfactorio -Oel----p44- se- e4.1ek.4entra- 

entre 1

Desde el punto de vista de la pruducción de - 

ácido cítrico se descubri6 que los ácidos sulfúrico, ni

trico y acético eran inferiores al ácido clorohidrico - 
y también se descubrió que una pequeña cantidad de áci- 
do fórmico suficiente_para bajar el pH a 3. 0 impide la - 

germinación de las_e_spr_as. 

Cuando se trata de una fermentación superfi- 

cial los factores que influyen notablemente son el área

superficial y el volumen., En la fermentación cítrica— 

la conversión de azúcares es efectuada por las enzimas- 
4.,r

int-racelulares y por tanto tiene lugar dentro de las cé
lulas vivas, que constituyen el micelio. EJ, rsa

al interior de la célula por ósmosis y por lo consi- -- 
guiente tanto este proceso de difusión como el enzimáti

co son los que determinan la duración del periódo de

fermentación4 de acuerdo con esto en un recipiente pru- 

Tündo y de gran capacidad la formación del ácido cítri- 
co será relativamente lenta porque de la capa de hongos

superficial ser:á pequeña en comparación con el volumen - 

en cambio cuando se usan bandejas o recipientes de _poco

se_consigue una gran superficie de contacto y co

mo consecuencia tendremos una gran superficie de mice— 

lio y la conversión de azúcar en ácido cítrico se efec- 
tuará con gran rapidei.

ta
De acuerdo a lo anterior cuando se emplea -- 

este método de fermentación, habrá que emplear una rela
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ción área de superficie –volumen numáricamente más al— 

ta que corresponde a una mayor conversión y un menor -- 

tiempo de fermentación junto con una minima cantidad -- 

de sustrato no transformado. 

En este tipo de fermentación la aplicación -- 

de aire en grandes cantidades tiene un efecto perjudi-- 

cial sobre el rendimiento de ácido , según Porges, Del– 

ger y Prescott, sin embargo, el paso de pequeñas canti– 

dades de aire sobre la capa de mohos no es perjudicial, 

esto según Wells y colaborándose de acuerdo a la si– -- 
guiente experiencia pasaron una corriente de aire está– 

ril húmedo y sin dioxido de carbono sobre la capa da _– 
hongos existentes en matraces erlenmeyer de 2 litros -- 

con velocidad de 15 ml/ seg. obteniendo los mismos resul

tados que sin el paso de aire. 

Son muchos los fantores que hay que tomar -- 

en consideración cuando se está efectuando este tipo de

fermentación como consecuencia lógica a algunos se les– 

debe dar mayor enfásis pero en general todos son de – – 

gran importancia en relación a los riesgos y consecuen

cias que se exponen cuando cualquiera de estos no es ma

nejado hábilmente y de acuerdo a las necesidades del mi
croorganismo :•.) Uno de los factores más importantes es – 

la temperatura a ue si :durante la fermentación no se– 

usa la adecuada, influirá direatamente en el desarrollo

del hongo y..21.22.2_ hay_ l_.) 
dos el ti -H•. • citación la conversión de azúcar

en ácido ci,t_Elp. ª4)_ 

91=. La temperatura empleada dependerá en parte– 

de organismo y de laa–dblidiCionses de fermentación, gene

ra rr*7767-6-a—p-ara esUI- U.-ém"-p-o—d; fermentación con A . 



se usan temperaturas_ 

Prescott Eg:_limmalla_ 
a 28° C, a 300C mayor

ci6n de dcidosILWIdca.r
por la formaci6n d

20

entre -25_a 2.5° C, según Doeler y -- 

Aptimo de tempersimrs es entra26

ten12. 4ra disminuye la prpduo- - 

aulaque_aumerla_la aRiggz- tatial- 

2. 5.- Métodos de Cultivo. 

El paso sucesivo de esporas de un medio a -- 

otro de la misma composición uniforme puede estimular - 

en el hongo la producción de Acido citrico en grandes - 

cantidades. Doelger y Prescott han demostrado esto me- 
diante 18 pases sucesivos logrando con esto el aumento - 

de la écidez total, esto se llev6 a cabo mediante la - 

inoculación de 12 matraces de 250 ml. conteniendo cada

uno 75 ml, de medio conteniendo este 14 % de glucosa y - 
un pH de 2, con las esporas de un s6lo cultivo de una - 

variedad de Aspergillus niger, se incubó a temperatura - 

de 26° C durante 10 días, con las esporas de los velos - 

de los hongos de esta primera serie de matraces se ino- 

culan otros 12 y así sucesivamente, esta operación se - 

efectuó durante 8 meses a intervalos de 10 dias. 

Los resultados que obtuvieron estos investi- 

gadores fueron positivos ya que lograron aumentar la A- 

cides total en el medio hasta un 50 % con relación al - 

valor inicial. 

En general los métodos de cultivo que se han

utilizado pard- ra produccián de ácido cítrico tiene co- 

mo base fundamental proporcionar una fuente de carbono- 

sintética pava farlilitar la conversión, pero el objeti- 

vo de estos estudios es observar el comportamiento del- 
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miar_ r_.~ con un medio sintético para luego adap-- 

tarlo a un medio simplificado como vienen siendo el - - 

azúcar en forma de melaza pero además se han hecho es11-11

dios sobre otros como el que proporciona la melaza de - 
remolacha o con otras fuentes de carbono como la pata— 

ta, la harina de trigo, el agar, la malta de cebada, la

xilosa ( azúcar de madera), las gransas de maíz, la cas- 

taña de indias. 

Otros factores importantes para la conver- - 

sión de soluciones azucaradas en ácido cítrico por los - 
hongos son las concentraciones estas de solución, en -- 

las técnicas de cultivo e inoculación, la temperatura - 

el pH y la aireaceión, \ todos estos factores se han in— 

vestigado y los datos obtenidos no son concordantes, en

gran parte la influencia de cada factor esta determina- 

da por la cepa de hongo empleada y adatas sustancias ex

trañas en el medio de cultivo, que no han sido determi- 

nadas por encontrarse en pequeñas cantidades o por ser - 

insospechable la presencia de estos materiales, que en - 

los resultados pueden tener gran repercusión ya sea en - 

forma favorable o desfavorable. 

Algunos de los medios de cultivo que han em- 

pleado algunos investigadores son los siguientes. 

nJ.917 enc_oatrá_que_ e_l_. rallane

más favorable para la obtención da acido_cco_Ltpnia- 

la siguiente composición. 



NH4 NO3

KH2PO4

g/ litro
125 - 150

Mg2304. 7 H2O

HM hasta un pH

2. 5

O 75 - 1

0 20 ' 0. 25

de 't3 4 1, 

Doelger y Prescott

que el siguiente medio era el

variedad de Aspergillus niger

grandes rendimientos de acido

de ácido oxalico. 
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en 1934 encontraron - — 

más adecuado, ya que la - 

que utilizaron prudujo — 

cítrico con menos del 2 % 

carsa 140. 00

2. 23NH NO
43

K2HPO4 1. 00

MbSO4 ?- 120 0. 23

Según estos autores se disuelven las sales y

los azúcares con agua destilada hasta un litro, se ajus

ta el pH de 2. 20 a 1. 60 con ácido clorhidrico normal y - 

se esteriliza durante 30 minutos a 1/ 2 - 2/ 3 atrn. 

Estos medios y métodos se han empleado en la
producción del ácido cítrico por medio de un cultivo su
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perficial de hongos en el cual al final de la fermenta- 

ción se saca la solución del fermentador y posteriormen

te se prella la capa de hongos para separar el •ácido que
se encuentra en esta masa, la solución . tida que se ob- 

tiene del prensado se trataba con una sal de calcn- 

caliente _para precipitar el ácido cítrico como citrato- 

de calcio, luego tratando el precipitado con una canti- 
dad equivalente de ácido súlfurico se libera el ácido - 
cítrico que se rcupera por separación dal sulfato de - 

calcio, en otro método el azúcar no convertido, después

de la fermentación a alcohol por una levadura, lo que - 

hace que cristalize directamente el Acido cítrico. 

Producción de ácido cítrico por métodos de 4• 

cultivos sumergidos. 

Los primeros estudios para producir aOido cl

trico por métodos de cultivo sumergidos fracasaron, de- 

bido a que los rendimientos obtenidos por este método - 

fueron bajos y en ocasiones se produjo ácido glucónico- 
n

a espesas de ácido citrico, Wehmer en 1912 intentó pro

ducir ácido citrico a partir de una solución nutritiva - 

de swarosa con -cal y con paso de aire esteril, el Aci- 

do cítrico lo obtenía corno citrato de calcio, pero la - 

conversión era baja, resu1tado6 similares otbuvo Elving

en 1918- 1919, en 1926 Bleyer di6 a conocer un proceso - 

en el cual se producía ácido cítrico en tanques abaste- 

cidos de aire con agitación mecánica ocasional pero - - 

Schereyer en 1928 descubrió que la agitación mecánica - 

continua y la aireación aumentaban considerablemente la
Acidez -total pero el ácido que se producia en mayor can

tictac, era el glucónico y el cítrico se obtenia en canti

dades similares a los resultados anteriores, es decir - 
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un rendimiento bajo en relación al que se obtenía en

cultivos superficiales. 

A raíz de los primeros estudios que se hi-- 

cieron sobre la producción del ácido por el método de - 

cultivos sumergidos varios investigadores empezaron a - 

trabajar por separado para que luego de los trabajado -- 

res publicados se hiciera un estudio de los diferentes - 

métodos que se presentaron y de este modo se ha llegado
a la conclusión de que existen algunos factores que -- 

afectan a la procbcción del ácido cítrico por el método

de cultivos sumergidos. 

Uno de los factores que afecta indudablemen- 

te son las rezas de los hongos esto se confirma gracias

a los estudios que realizó Perlman con 70 razas de As— 

pergillus niger, este estudio lo enfocó en relación con

la capacidad pare producir el ácido. 

C-0 ¿"- 

Esteinvestigador encontró que las esporas - 

jóvenes son mejores qué las viejas -para producir Acido

cítrico- y que la temperatura Te- almacenarnierito de fas - 
e-s-pras tiene gran afectos qpbre su capacidad para la7 pro

dicción del ácido. De las temperaturas ensayadas encon

tró que el intervalo más adecuado , es de O a_ 5° C otro - 

de los factores a que se refiere este autor es la va -ria
ojón de la concentración como el nitrógeno, potasio, — 

fósforo, magnesio y azufre, para definir la concentra— 

ción en que deben estar presentes esto-e- eretrierít-o-s- e'n el

medio de cultivo es necesario hacer un Estudia dife— 

rentes concentraciones y según el comportamiento del -- 
microorganismo a las diferentes concentraciones, se ha- 
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rá la elección de la cantidad que debe estar presente
en el medio, para esto no existe una concentración es__ 

tAndar ya que como se dijo anteriormente dependerá di -- 
rectamente de la raza de Aspergillus niger que se esté - 

empleando para la producción del AptOo_cl.trico, claro - 

que para esta elección de concentraciones se hará un pe
queño ajuste, pues se puede considerar que se deben to, 

mar como base las concentraciones indicadas en los me -- 
dios propuestos con anterioridad. 

Perlman indipa tambi6n que la temperatura -- 

desempeña un papel muy importante en la producción de
acido cítrico y como regla general la mayor de las ra— 
zas producen una mayor cantidad a una temperatura de -- 
ára---300C, por Io tanto y_de acuerdo a los res9.1.1ªkg - i76.

5711dospor otros investigadoresel usar una tempera- hura
que este comprendida entre este rango favorecerá - la-

ffEtención del Acido en mayor cantidad. En

generalgún Karow y Waksman la fermEnta cion

citrica_ LIZLBUy particular en ciertos aspectos, co- mo

son: La raza del hongo empleado, el uso de un medio especial

para el desarrolloy acondicionamiento del hon gol

la aireación del medio con oxígeno o aire a pre- - alrjunto

con la agitación mecánica asi como el LAEO -- 41-

57Medio adecuado para incrementar la producción del ácido
citrico, según autores la fermentación se puede - dividir

en dos etapas, una de crecimientoy otra de __ fermentación

que viene siendo la más importantey a la Y5gabLmá5_

de1icada pues una pequeña variación en las - condiciones
establecidas puede causar serios problemas - en

el rendimieto del ácido cítrico. 
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El ácido cítrico además de obtenerlo por fer

mentación se obtiene por extracción del jugo de algunos

frutos cítricos como el limón que contiene entre un 5 % 

a 8 % de ácido cítrico o una variedad que se cultiva -- 

en la India denominadd Citricus limonia, además, se pue

de obtener de la piña. 

Antes de que se desarrollará la producción - 

de ácido por el método de fermentación, la industria de

extracción más importante se encontraba en Italia, tam- 

bién se produciaen gran cantidad en California y en - 

las Antillas. En la época de producción máxima de áci- 

do cítrico en Italia en el añ'o de 1927 no sólo se em- - 

pleaban los frutos de desecho sino también frutos madu- 

ros de buena calidad, en California se empleaban los Li

mones mal conformado, con cibatrices, de pequeño tamaño

o que por alguno otro motivo no tuvieran buen aspecto - 

ni fueran de buena calidad. 

En las fá.bricas en que la obtención de ácido

citrico es por extracción de citricos, llegan estos en - 

camiones o en vagones de ferrocarril cubiertos y son - 

trasladados a silos de almacenamiento, desde los silos

pasan a tanques lavadores para limpiarlos de suciedad - 

y de materias extrañas que tengan en su superficie, des

pués se clasifican sobre bandas de inspección para sepa

rar los frutos inservibles y pasan luego a la máquina - 
mondadora. La corteza se usa para obtener el aceite — 

esencial de limón. La porción interior blanca de la -- 

corteza se aprovecha para la obtención de pectina, que - 

es un subproduc to valioso, luego la pulpa. se corta se - 

desmenuza y se aplasta en grandes rodillos, en los cua- 

les es parcialmente extraido el jugo y trasladado a unos
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tanques medidores, la pulpa se somete por lo general -- 

a dos<gxivía-61.6nrers) con el liquido diluido procedente - 
de una extracción anterior, los jugos reunidos que son - 

muy viscosos por que contienen aproximadamente 0. 5 % de

pectina se recogen en grandes tanques de madera o ace— 

ro, inoxidable en estos tanques se deja el jugo durante

4 a 10 días para que sufra una fermentación espontánea - 

esta es necesaria para poder filtrar el jugo, porque hi

droliza los azúcares, la pectina y las proteínas que -- 

son substancias que impiden la filtración y que obstrui

rian rapidamente el filtro, aunque se empleara una ayu- 

da filtrante. 

La fermentación espontánea no se debe permi- 

tir que vaya más alld del punto en el cual los azúcares

han fermentado completamente porque entonces los fermen

tos atacarían el Acido citrico; en condiciones normales

esta fermentación no implica ninguna pérdida apreciable

de ácido cítrico, para la fermentación no hay necesi— 

dad de inocular el jugo con un organismo especial, pues

basta conservar en el tanque una pequeña cantidad del - 

liquido procedente de la fermentación anterior. 

Cuando la fermentación expontgnea ha alcanza

do un punto que permite la filtración, se añade una -- 

ayuda filtrante por lo general tierra de diatomeas, la - 

filtración se hace en caliente y mientras se calienta - 

y se empieza a filtrar el liquido se agita mecánicamen- 
te para que las porciones que se estén filtrando sean- 

homógeneas, los filtros, que se usan para este propósi- 

to son filtros prensa. 

El jugo de limón filtrado es completamente - 

claro y tiene un color ámbar o de paja, sin diluirlo -- 
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tiene 5- 6 % de ácido cítrico, la segunda o tercera ex— 

tracción que es el jugo diluido contiene un 3 – 4 % de– 

ácido citrino. 

En la industria Italiana se acostumbra con -- 

centrar el jugo hasta una densidad de 1. 24 y se expor— 
taba como jugo de limón hervido ( agro cotto) para evi— 

tar lbs aranceles impuestos por muchos paises al ácido– 

cítrico o la sal de calcio. 

Una segunda fuente natural de Acido se en– – 

cuentra en los residuos y los desperdicios de la indus– 
tria empacadora de piña, la piña contiene 0. 39 – 1. 10 % 

de ácido cítrico con un promedio aproximado de 0: 22 % – 

en estas industrias de conservas se manejan anualmente– 

grandes cantidades de piña, como estas tienen que ser – 

cortadas ajustándose para que entren en los botes, se – 

obtiene una gran cantidad de materiales de desperdicio– 

que junto con el fruto' que no puede utilizarse para el– 

e-datado por su tamaño, su calidad defentuosa o aspec— 

to, se emplean para la producción de Acido cítrico, los

residuos y el material que no pasa por el estricto con– 

trol de calidad se recogen, se cortan y se transforman– 

un pulpa don maquinaria adecuada y después se prensa, – 

la pulpa se somete a una lixiviación con agua, o con el

liquido diluido procedente de una extracción anterior -- 

y luego se concentra y el ácido citrino se obtiene como
sal de calcio. 

2. 6.– Aspectos Económicos. 

La industria del Acido citrico se inició – – 

en Inglaterra antes de 1860 y en 1880 se extendió a los
Estados Unidos, Francia y Alemania, hasta 1913, cuando– 
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Italia empezó a fabricar Acido citrico, los Estados - - 

Unidos, Inglaterra, Francia, Alemania producian casi - 

todo el consumo mundial de ácido citrico y partian del- 
citrato de calcio italiano, en 1922 producia el 90 % -- 

del citrato de calcio mundial, la mayor parte era trans

formado en ácido citrico, el mayor importador de citra- 

to de calcio y ácido cítrico eran los Estados Unidos. 

Los esfuerzos de otros paises por independi- 

zarse del monopolio Italiano intensificando el cultivo - 

del limonero tuvieron éxito primero en los Estados Uni- 

dos al extenderse la industria de los subproductos cí— 

tricos en California, también Inglaterra fue uno de los

paises que disminuyó su importación de oitrato de cal— 

cio pues empezaron a obtenerlo en forma natural de los - 

frutos citricos. 

En los Estados Unidos empezó a disminuir en - 

grandes cantidades la importanción del ácido cítrico -- 

o el citrato de calcio después de 1922, esto se ogasio- 

no6 gracias a la producción del ácido por el método de - 

fermentación, en 1929 la cantidad producida por este mé

todo ascendía ya a 3, 500 toneladas, en el mismo año se

inauguró una fábrica similar en Inglaterra y en el año - 

siguiente se empez6 a producir por este mismo método -- 

en Bélgica y Checoeslovaquia, gracias al éxito en la fa

bricación de ácido cítrico por fermentación y al aumen- 

to de la producción de ácido natural en California, los

Estados Unidos pudieron satisfacer todas sus necesida-- 

des y atin tener sobrantes pare la exportación y de esta
manera el mercado norteamericano no independizó de Ita- 

lia y además para este año ( 1929) Estados Unidos se ha- 

bía convertido •en el pais productor de . cido cítrico -- 
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más importante del mundo con una producción anual de — 
4, 600 toneladas sobrepasando a Italia que antes solo ex
portaba el jugo concentrado o la sal de calcio. 

La producción del ácido en los Estados Uni-- 
dos ha aumentado considerablemente durante los últimos — 
a6os a pesar de eso la producción total es insuficiente— 
para satisfacer la demanda interior así como las exporta
ciones, por lo que constantemente se hacen nuevos estu-- 

dios o desarrollan nuevas técnicas para la fabricación — 
del ácido por los métodos de fermentación así como para— 

la obtención por extracción de los residuos de los fru— 
tos cítricos de las industrias empacadoras de conservas. 

En México a pesar de ser una materia prima — 

de gran importancia en la industria farmacelitica y ali— 

mentaria no se cuenta oon la producción y técnicas sufi— 
cientes a pesar de tener los recursos naturales suficien

tes, la mayor parte del édido cítrico que se fabrica --- 
se obtiene de los subprieductos de las industrias conser— 

veras y del jugo de los frutos cítricos que abundan en — 
los campos mexicanos, a pesar de que se conoce el méto— 

do de fermentación es minima la cantidad que se produce— 

por este método. 

2. 7.— Aplicaciones: 

En la IndUstria Alimentaria. 

Bebidas y Jarabes.— El Acido cítrico es aci

dulante preferido para bebidas tanto carbonatadas como 7

de otro tipo, ya que es el Acido que se enouentra en la— 
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forma natural en las frutas, ya que' por sus caracteristi

cas: 

1.— lImparte propiedades refrescantes y de — 

Acidez a las bbbidas duplicando a menudo las de los pro— 

ductos naturales. 

2.— Actua como preservativo eh los jarabes — 

y en los refrescos ya envasados. 

3.— Actua como secuestrante de metales que — 

ocasionan turbidez y que aceleran el deterioro del color
y sabor. 

4.— Ayuda a obtener el bouquet deseado al mo

dificar los sabores demasiado dulces. 

Fabricación de dulces.— En la manufactura — 

de dulces se ha generalizado el uso del ácido cítrico — 

para intensificar el sabor de frutas y de otros ingre— — 
dientes comunmente usados en esta industria, además el — 

ácido citrico en cantidades adecuadas comunica el sabor— 

agridulce necesario en los caramelos. 

Fabricación de postres.— En la manufactura— 

de gelatinas de sabor, el control cuidadoso de pH es muy

importante para obtener el endurecimiento adecuado de la

gelatina y que debe ser entre 3. 0 y 3. 5, el ácido cítri— 

co además de mantenerlo comunica el sabor agridulce, -- 

incrementa el sabor y las propiedades refrescantes tan — 
notorias en este tipo de postres. 

Jaleas y conservas.— Existen productos que — 
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en su forma natural no tienen cantidades suficientes de - 

ácido cítrico, para el pH apropiado y dar el sabor y gus

to deseado eala manufactura de jaleas y conservas, por - 

lo que es necesario agregar cantidades adecuadas de áci- 

do hasta lograr el pH adecuado requerido por la pectina, 

esto dará como resultado jaleas y conservas de alta cali
dad. 

Empacadora de Pescados y Mariscos.- De - todos

nosotros es bien sabido que los pescados y mariscos dese

mullan frecuentemente olores desagradables asi como - - 

ciertas coloraciones rojas, cafes, negras y azúles pro— 

ducto de una incipiente oxidacián, los tintes anteriores

son resultado de una combinaci5n de sales de fierro o de

cobre con las AiAas de los crustáceos o bien con los -- 
compuestos de azufre que se desprenden, produciendo una - 

gama de olores diversos que frecuentemente vemos en los - 

mariscos, cuando los pescados y marisaos frescos se su— 
mergen en soluciones de 0. 25 al 1 % de ácido cítrico mez

alados con otro tipo de antioxidantes como el ácido eri- 

troascárbico , las propiedades secuestrantes del oltrico-t, 

y las de los antioxidantes de los otros compuestos actúan

automáticamente para proteger y retardar la formacin de - 

olores y colores desagradables en estos alimentos. 

Preparaci6n de jugos de frutas y de vegeta— 

les.- En general podemos decir que a pH bajos por el uso

de . cido cítrico se ejercen efectos proteccionistas en - 

los pigmentas de los jugos de frutas, como ejemplo pode- 

mos indicar que el color de las mieles concentradas de - 

fresas para fuentes de -sodas se esterilizan mediante el - 

uso de ácido cítrico, igualmente sucede con sabores natu
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rales de uvas y otros tipos de jugos de frutas en los — 
cuales es necesario aumentar sus sabores y el gusto agri

dulce que deben tener, aumentando su resistencia al dete

rioro. 

Ahora bien en la fabricación de vinos y si— 

dras, frecuentemente el producto envasado presenta cier- 

ta turbidez originado por una diversidad de causas, sin - 

embargo, el problema más comun se presenta por la exis— 
tencia de iones férricos en solución que se combinan con

taninos o fosfatos que se encuentran en el seno del li— 
quido, formando complejos insolubles que provocan la tur

bidez, las sales complejas antes señaladas se pueden — 

eliminar si se tiene la precaución de agregar ácido cí— 
trico en pequeñas cantidades. 

Frutas congeladas.- Uno de los principales - 

problemas a resolver, cuando se congelan frutas, consis- 

ten en evitar que éstas se manchen como sucede con fre— 
cuencia debido a la oxidación provocada por enzimas pre- 

sentes de la misma fruta, a pesar de la existencia de — 

ácido ascórbico que casi siempre se encuentra presente - 

en las frutas, el ácido ascórbico es un agente antioxi— 

dante sin embargo, su acción de protección es relativa -- 

mente corta por las destrucciones del mismo por la ac- - 
ción de las enzimas de la fruta, o bien por la ación -- 

catalizadora de iones de cobre o de hierro que lo destru
yen fácilmente, el ácido citrico Se utiliza durante el - 

proceso de empacado de frutas congeladas por dos circuns

tancias. 

1.- Generalmente se efectua una operación — 

de mondaje de la fruta usando soluciones caústicas para - 

facilitar esta operación procediendo de inmediato a la-- 
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en una solución de 1 a 2 % de Acido citrico para llevar- 

a cabo la neutralización de los residuos alcalinos, por- 

que si esta última operación no se lleva a cabo, las tra

zas de solución alcalina destruyen al ácido asc6rbico; - 
mediante la acción de pH bajo, que también detiene la -- 

acción oxidante de enzimas presentes. 

2.- El ácido citrico también elimina la ac— 

cii5n de ciertos metales_pega-cro-s—que pueden activar una - 

oxida:31bn, protegiendo la destrucción de las vitaminas - 

de la fruta, frecuentemente encontramos al ácido citrico

en la conservación de diversas frutas como duraznos, ci- 

rue as, peras, cerezas, manzanas, plátanos, etc. 

Grasas y aceites.- El oxigeno atmosférico en

presencia de humedad, luz y calor, oxida fácilmente a - 

los aceites y a las grasas conociéndose este fenómeno co
mo rancidez, la rapidez de oxidación de una grasa se en- 

cuentra influenciada grandemente por la presencia en el - 
seno de catalizadores metálicos en forma de sales o jabo
nes, la acción catalizadora de estos compuestos oxida y - 

deteriora a los aceites y las grasas con mucha facilidad
en tal forma, que en concentraciones extremadamente ba- 

jas de agentes cataliticos de hierro, cobre, niquel, man

ganeso, cobalto, cromo y estaño, etc., reducen considera

blemente la vida de los aceites y de las grasas, por lo - 

que resulta practicamente imposible durante el proceso -- 

de extracción y de elaboración de aceites y grasas, que - 

estas dejen de contaminarse con residuos de los metales - 
antes mencionados. 

El. ácido cítrico actua como secuestrante de - 

los iones metálicos y retarda a los aceites y las grasas, 
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el efecto de la rancidez evitando asi malos olores carac
teristiCosde esta. 

Uso s Farrnac tu tico s P reparacic5n de efe rve— 

cantes.– El ácido cítrico en combinación con bicarbonato
de sodio y otras sales, cuando se agregan m el agua pro

ducen una bebida refrescante salina y carbonatada, 
esta– 

combinación es particularmente efectiva en aquellos pro– 

ductos en donde se requiere un corto tiempo de disolu– – 
ción y un sabor característico además de ser agradable – 
a la vista. 

Sales de ácido cítrico.– El citrato de sodio

y el cítrico de potasio se preparan mediante la acción – 
de ácido cítrico sobre los carbonatos o bicarbonatos da– 
los metales alcalinos correspondientes, las sales antes– 

indicadas se utilizan frecuentemente, corno diuréticos y– 

expectorantes. El ido cítrico se utiliza también para

la preparación de citrato de cúprico con caracteristicas
astringentes y antisépticas, así corno elixir antianémico

y por último soluciones de citrato de magnesio san usa -- 
das como purgantes. 

Elixirs y drogas.– El ácido cítrico se ern– – 

plea en la preparación de jarabes de sulfato de efedrina, 
elixirs compuestos de glicerofosfatos, soluciones de fos

fato de sodio y en la preparación del citrato de cafeína
tal y corno se indica en los formularios medicinales, ade

ms el ácido cítrico o una de sus sales se emplea en la– 
preparación de sangre humana para transfusiones, - también

para preparar jarabe de sulfa -to ferroso y otras aplica— 
ciones indicadas en la farmacopea. 

Protección de vitaminas y compuestos sensiti
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vos al oxigeno.— El ácido ascórbico es un compuesto muy

sensible a la oxidación que provoca su destrucción, la — 

cual se intensifica con la presencia de residuos metáli— 

cos de fierro y cobre, la presencia de cido citricci — — 

en el ácido ascórbico lo protege de la acción oAdante. 
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CPPITULO 3

EQUIPOS MATERIALES, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

3. 1 EQUIPO

a) Potenci6metro

b) Au toc lave

c) Incubadora a 28° C

d) Refrigerador

e) Cen tri fu ga

f) Mufla

g) Balanza Analítica

h) Mesa de agitaci6n

i) Estufa

a) Potenciómetro

Marca: COLE- PARMBR

Modelo: DIGI SENSE pH METER

Núm. 5985- 20

Se usó para ajustar el pH de algunos reacti- 

vos para la determinacián de azúcares reductores; tam- - 
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bin para ajustar el pH final de los medios de cultivo,— 

medir el pH final de la fermentaci6n. 

b) Autoclave

Marca: COLE—MARMER

Modelo: 1510- 21

Se us6 para esterilizar ps medios de culti— 

vo. Se esterilizó a 121° C, 1. 1 Kg/ m . 

c) Incubadora

Marca: W. H. CURTZN Er C. O. 

Modelo 6

Temp. Máxima PANGE 65° C

Se utilizó un cuarto de incubaci6n de 3 x 1. 5

x 3 mts donde se mantine una temperatura de 28° C. 

d) Refrigerador

P...SW...1.§Jalanservación de los medios de culti— 
vo así como de nuestras cepas de Aspergillus—niger uti— 

lizamos un cuarto frío más o menos a una temperatura de— 

e) Centrifuga

Marca: INTERNATIONAL EQUIPMENT C. O. 
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NEED -IAN HTS., MASS U. S. A. 

Modelo: FIN

Esto lo utilizamos pana clarificar y de esta
forma separar precipitados que se forman en la determi- 

nwián del Acido cítrico. 

f) MUfla

Marca: HEVI - DUTY ELECTRIC C. 0

Modelo: 051 - PT

La mufla lo utilizamos para poner a peso - - 

constante los crisoles que usarnos para la determinación - 
del ido cítrico. 

g) Balanza Analítica

Marca: E. METTLER

SURICH

Modelo: B 5

Total: 200 gr. sensibilidad 0. 1 mg. 

También corno pieza fundamental del equipo

usamos una balanza analítica, esto nos ayudó para la pe- 

sada de nuestros componentes del medio para tener mayor - 
precisión en la adición de estos al medio de cultivo - - 
también lo usamos para cuW-ificar crecirniento_de - - 

nuestro hongo por medio del pa_sp_ de_l mi_ceitp..,_ y para la- 

cuantificaóión de nuestro Acido ya que el método que em- 

pleamos para la determinacic5n fué un Método gravimétri— 
co. 
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3. 2 Material

Se utilizó cristeleria en general. 

3. 3 Medios de cultivo.- Fórmulas y preparación. 

Durante nuestro trabajo usamos diferentes -- 

medios de cultivo. 

3. 3. 1 Medio de Sabouraud

Fórmula: g/ lt de agua destilada

Dextrosa 40. 0

Mezcla de peptonas 10. 0

Agar 15. 0

pH final 5. 6 + 

Preparaci6n.- Se solubilizan los materiales - 

en un poco de agua fria, luego calentando se disuelve -- - 

bien, hasta que el liquido formado no contenga grumos, se - 

esteriliza a 15 lbs. por 20 minutos y se enfría. 

3. 3. 2 Medio de Melaza Agar

Para adaptar al microorganismo ese medio - -- 

se diseñó con variaciones de la fuente de carbonos ( Mela— 

za). 

Fórmula: 



Melaza 2. 5; 5. 0; 10. 0 gr. 

NH4) 2SO4
0. 5 gr. 

KH2PO4 0. 1 gr. 

Extract° de levadura 1 gr. 

Agar 2 gr. 

Agua 100 ml. 

3. 3. 3 Medio de Melaza - Agar - Agua de cocimiento de

ma z. 

F6rmula: 

Melaza

NH4) 2SO4

KH2PO4

Agua de cocimiento

de maíz

Agar

H20

10 gr. 

0. 5 gr. 

0. 1 gr. 

2 gr. 

2 gr. 

100 ml. 
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3. 3. 4 Medio de Melaza - Agar - Agua cocimiento de maíz

modificado. ( S6lido) 

F6rmula: 
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Melaza 10 gr. 

NH4) 2604
0. 5 gr. 

Agua de cocimiento

de maíz 2. 0 gr. 

Agar 2. 0 gr. 

MgS04
0. 025 gr. 

Cu -i-+ como SO4++ 0. 006 gr. 

Zn -i-+ 0. 025 gr. 

Fe -H-+ 0. 13

Mn -H- 0. 1 gr. 

3. 3. 5 Medio de Melaza — Agua de cocimiento de maiz modi— 

ficado. ( Liquido). 

Fármula:' 

Melaza 10 gr. 

NH4) 2 SO4 0. 5 gr. 

KH2PO4
0. 1 gr. 

Agua de cocimiento

de maíz 2. 0 gr. 

Mg SO4
0. 025 gr. 



Cu ++- como SO4

Zn ++ como SO

Fe -i-++ como CI

4

Mn ++ como SO' 
4

0. 006 gr. 

0. 025 gr. 

0. 13 gr. 

0. 1 gr. 
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3. 3. 6 Preparación de los medios de cultivo. 

Para la preparación de nuestros medios de
cultivo, como en realidad todos los queusamos tienen -- 

los mismos componentes exeptuando el estado (
sólido 6 II

quido) los preparamos de la siguiente forma: 

Sustancias y Material: 

a) Melaza

b) Agua destilada

c) Agua de cocimiento de maiz

d) Hidróxido de sodio

e) pido clorhidrico

f) (\1H4) 2604, 1KH2PO4, MgSO4, Cu504, Zn++, Fe

Mn -i-+ 

g) Potenci6metro

h) Matranes de 1 it. y 300 ml. 
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i) Algodón, Gasa

j) Carbón activado

a).— Técnica

Una vez teniendo nuestra solución de melaza— 

a la concentración requerida ( 10%) se acidifica con HC1— 

In a pH de 4- 5, después esterilizar el medio y filtrar — 

este paso se hace con el fin de eliminar por filtración— 

todas aquellas sales que preolOitan en medio Acido. 

b) En este segundo paso se hace lo mismo que

en el anterior solamente que esta vez se acidifica se— 

alcaliniza a un pH de 9- 9 con NaOH IN y por filtración— 

elimina las sales que precipitan. 

c) Para clarificar el medio usamos carbón ac

tivado, después por filtración en caliente eliminamos el

carbón activado, obteniendo una solución un poco más ola

ra que la original. 

d) Agua de cocimiento de maíz, esta se incor

pora al medio después de tener elmedio clarificado, en

este caso no se le hace ningún tratamiento especial úni— 

camente se agita para homogenizar durante 5 minutos se — 

filtra se agrega al medio junto con los otros componen

tes. 

e) Finalmente se ajusta el pH a 3 — 3. 5 y — 

nuevamente se esteriliza para dejar el medio en condicio

nes de ser inoculado. 
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1 Para inocular el medio previamente este-- 
rilizado, se toma de los tubos inclinados varias asadas— 

y se suspenden las esporas en 10 ml de agua destilada es
téril, se agita vigorosamente hasta tener una solución — 

homogenea, luego con una pipeta esték.il, se inocula al — 

medio con ml. de esta solución, después se agita cuidado

samente al matraz con el medio y el inoculo para tratar— 

de homogenizar y se pone a incubar a 28° C. 



CAPITULO 4

METODOLOGIA . 

4. 1 Métodos Quimicos de Análisis

4. 2 Métodos Microbiológicos de Análisis

4. 3 Desarrollo de la cepa y obtención del Acido Cítrico

4. 1. 1 Determinación de azúcares Re/ aductores. 

Método de L. A UNDERKKOFLEDR J. F. GUZMON, M. M. 

Rayman y ELLIS J. FULER.. 

Base del método la determinación cuantitati— 

va de azúcares reductores, es una de las valoraciones — 

más frecuentemente requeridas en el campo de la Bioquimi

ca, estas determinaciones son especialmente importantes— 

en los estudios de fermentación para observar la rapidez

de conversión de azúcares y los productos formados, los— 

agentes oxidantes más frecuentemente usados para el aná— 

lisis de azúcares reductores son: los reactivos de ferri

cianoro usados en el método de Hagedorn y Jensen y sus— 

modificaciones y los reactivas de cobre. De acuerdo con

Shaffer y Slmsizi v Picketl el ferricianuni es menos es-- 
pEcifico en sus reacciones con azúcares que los reacti— 

vos de cobre ya que el ión ferrico oxida a otras sustan— 

cias diferentes de los azúcares en mayor grado que el -- 

ión cuprico, por otro lado los reactivos de cobre tienen

la desventaja de que el oxido cuproso; reoxidado parcial— 

mente por el oxigeno atmosférico, no obstante esta des -- 

ventaja la mayor especificidad de los reactivos de cobre
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iniaCQ1d1JE sean los más adecuados para la mayorla de los — 

estudios bioquimicos. Se han sugerido muchos métodos -- 

para determinar la cantidad de oxido cuproso formado, -- 

pero el método iodometico de Shaffer y Hartman es el mas

indicado y el más indicado y el más ampliamente usado — 

en este campo. 

y El presente método es una modificación del — 

método de—Shaffer — Somogyi, este proceso ha estado suje

to a muchas investigaciones se ha comprobado que es com— 

pletamente satisfaotorio para análisis rutinarios de azú

cares en los medios de fermentación. 

Reactivas. 

a) Una soluci6n que contenga 12. 5 % de KI y- 

25 % de K2C204 H20. 

b) Una solucián 7. 5 normal de H2SO4, esta — 

solución debe conservarse libre de material oxidable, -- 

no deben usarse material de plástico porque este contie— 

ne rhaterial no satursdb que al ser extraído enturbia la

soluci6n. 

c) Soluci6n estandar de Na263 0. 0500 nor— 

mal. 

d) Solución indicadora de almidón, que con -- 

tenga 1 % de almid6n soluble en solución saturada NaCl. 

e) Reactivo " G" para azúcares. Los componen

tes del reactivo son los siguientes: 
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CuS04 - 8H20

Peso en g/ lt. 
37. 5

Sal de Rochelle ( tartrato de Sodio

y Potasio) NaKC4 H406. H2O4125.0

Na2CO3 ( anhidro) 53. 0

icr 1. 0

Na2504 ( anhidro) 50

KI03
3. 5665

NaOH

El iodurn_ cle_pota4ptiae efaatg_getabili- 
zante y hace ei reactivo menos sencible a otros agentes - 

reductores diferentes de los azúcares, el Sulfato de So- 

dio evita la reoxidacic5n del oxido cuproso,_ estabiliza - 

la solución y evita -la autoreducción del reactivo, tarn— 

bi6n reduoe el grado de disociación del carbono y dismi- 
nuye así la alcalinidad de la solución. El reactivo

para azúcares se prepara como sigue: El carbonato de — 

Sodio y la Sal de Rochelle se disuelven en 3000 ml. de - 

agua destilada, en seguida se añade el sulfato de cobre - 

previamente disuelto en aproximadamente 500 ml. de agua - 

destilada la adici6n se efectúa con agitación continua - 

de manera que no se desprenda CO2 para ello puede utili- 

zarse un embudo cuyo extremo quede bajo la superficie -- 

de la solución carbcnato - tartrado, el ioduro de Pota-- 

sio y el Sulfato de Sodio se añaden agitarido hasta que - 
se disue1vanIdespu6s la solución se lleva a un volúmen - 
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aproximadamente de 900 ml. con agua destilada, la solu— 

ción Ele hidro>d.do de Sodio se añade lentamente y con agi

tación hasta que el PH alcanza el valor de 9. 48, el pH – 

se determina a 250C con un electrodo de vidrio, el error

salino es despreciable, la muestra usada para probar el– 

Ph siempre regresa a la solución principal, la solución– 

resultante se -calienta a ebullición, se calienta suave— 

mente 10 minutos en un recipiente cubierto después se -- 

enfria a 25° C, el iodato de Potasio es pesado con exacti

tud se añade y se disuelve completamente y el volumen se
lleva a un litro en un matraz volumétrico. 

El reactivo recién preparado contiene siem-- 

pre material suspendido por lo que la solución se deja – 

reposar por lo menos una semana en un matraz pgrex, Sha– 

ffer y So mo gyi opinan que no debe usarse recipientes – 
de vidrio suave ( blando) por que el oxido cuproso forma– 

do en la mezcla se deposita continuamente en estos reci– 

pientes, cuando el material en suspensión sedimenta la – 

solución clara se filtra a través de asbesto o se sifona

y se coloca en matraces Pyrex, siguiendo el proceso ante

rior la au to reducción se reduc e al minimo

Proceso de Análisis. 

Se colocan exactamente 5 ml. de reactivo -- 

G" en un tubo de ensaye ( pyrex) de 25 X 100 mm. lo – – 

cual puede hacerse con una pipeta con nivelación automd– 

tica, se añaden 5m1. de la solución problema y se mez— 

cla completamente por agitación el tubo se tapa con un— 

tapón de plástico provisto de un daso de tubo capilar – 

el tubo se sumerge por lo menos dos terceras partes de – 

su longitud en un baño de agua hiririente y se calienta – 
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por el -tiempo estandar de calentamiento adecuado a los - 

azucares que se determinen, se enfria el contenido del - 

tubo a 30° C en un bail] de agua fria, se añaden 2 ml. de - 

solución de ioduro de Potasio - Oxalato ( reactivol) y se

mezcla por agitación, a esta mezcla se le añade cuidado- 

samente 1 m de H2SO4. 7. EN inclinando el tubo de tal - 

manera que eVite una rápida producción de CO, el tubo — 

debe inclinarse de tal forma que el liquido rrorme una. su
perficie notable enseguida se deja que el Acido fluya — 

por el lado del tubo y se mezcla girando lentamente el -- 
tubo inclinado hasta que el primer desprendimiento vio— 

lento de co - sese por último la solucián se mezcla - - 

oompletamene por agitación, después de la adición del - 

ácido sulfuriná se deja reposar el -tiempo suficiente pa- 

ra que el oxido ouproso se disuelva y para que la solu— 
cián quede completamente clara. 

El exoeso de reactivo se titula finalmente - 

con tiosulfato de sodio 0. 500 N, usando almidón como in- 

dicador cerca del punto final de la titulacián, la norma

lidad del tiosulfato se comprueba frecuentemente, contra - 
1J) 

una solución de K103 aproximadamente a 0. 500 se corre un

blanco exaotamente de la misma forma usando como nuestro

problema 5 ml. de agua, la diferencia que corresponde al

volumen de tiosulfato 0. 0500 N consumido por el oxido cu

proso se convierte en Mg de azúcar en 5 ml. de solución - 

por lecturas en la curva estandar. Para la aplicación - 

de la técnica para la determinación de azúcares reducto- 

res en melb'iza primero- hubo necesidad de her una curva- 
estandar de sacarosa ouya concentnacián de azúcar conoce

mos y de esta forma siguiendo la misma técnica determina
mos los azúcares en la melaza interpolando los valores - 
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obtenidos en la determinación y asi obtenemos la concen- 
tración de azúcares presentes en nuestra muestra de mela

za, en esto pueden haber ciertas variaciones ya que de -- 

pendiendo del tipo de melaza tendremos menor o mayor con

centración de azucares. 

Para hacer la inversión de la sacarosa utili

zamos el siguiente método. 

a) En un vaso de preciitados agregar 100 mg

de sacarosa mas SO ml. de agua destilada - 

más 10 ml. de Hca IN. 

b) Después de mezclar cuidadosamente las sus

tancias anteriores poner en un baño duran

te 30 minutos a 70° C. 

c) Ajustar el PH a ' Tpdtenciométricamente. 

d) Aforar a 100 ml. para tener una solución - 

de sacarosa de lmg/ ml. 

Inmediatamente después de hacer la inversión

de la sacarosa se procede a seguir la técnica para la de
terminación de azúcares reductores por el método antes - 

mencionado, la inversión de los azúcares se hace para la

muestra problema así como para obtener la curva estandar

de sacarosa. 

Para establecer el tiempo de inversión hici- 

mos varias determinaciones a diferentes tiempos 5, 15 y- 
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30 minutos y observamos que para tener resultados más

precisos y confiables debiamos hacer este proceso de in— 
versión de los azúcares con un tiempo de 30 minutos tan— 

to para la curva estandar como para nuestro problema — —. 

melaza). 

Con los valores que obtenemos con la sacaro— 

sa invertida a diferentes concentraciones hicimos una -- 

curva estandar para que después interpolando los resulta

dos de nuestro problema, conocer la concentración que te

nemos, esto se hizo graficando los ml. gastados de tio-- 

sulfato en la valoración contra la concentración de azú— 

cares, los resultados se describen en el capitulo No. 5. 
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4. 1. 2 Determinación del Acido Cítrico en el medio de fer
mentación

BASE DEL METODO

El método colirimétrico de la pentrabromo ace

tona tiene algunas modificaciones para la valoraci6n del
ácido cítrico existen varias propuestas en este caso usa

mos la técnica que proponen Pucher, Vickery y asociados; 

el tiempo requerido para la reducción estos métodos han — 
sido aplicados para determinar ácido citrico en fermenta

ci6n media y extractos de tejidos con resultados satiaj— 
factorios. 

Un método más especifico para la determina— — 

ci6n de Acido citrico depende de la conversi6n de pentra
bromo acetona, la cual puede ser estimada gravitametrica

mente o clorimetricamente, esta conversión se efect6a -- 

cuando el ácido cítrico es oxidado con permoganato de po
tasio en presencia de bromo bajo condiciones controladas

el ácido es convertido cuantitativamente a pentrabromo — 

acetona, Deysher y Halen discutieron la dificultad en la
determinaci6n gravimétrica de este derivado del Aoido cl

trico, pero no se llego a un acuerdo por lo que indistin

tamente se puede usar el método gravimétrico o el color

métrico. 

En este caso intentamos el método colorimétri

co como lo describen Pucher y Vickery y Asociados, es un

método basado en la coloración amarilla formada por la — 
adici6n de una solucián de sulfito de sodio a la pentra— 

bromaacetona, este método colirimétrico es un poco com— 

plicado pues requiere una extracción cuantitativa de la— 
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pentrabromoacetona para que se efectué la ración y obten

ga un valor real. Se han hecho varios estudios sobre la

modificación de este método pero realmente todos los va- 

riantes que han desarrollado no han contribuido con el - 

objetivo que es simplificar la técnica. 

Reactivo s. 

a) Acido Súlfurico al 95 % en volumenes igua

les de ácido y agua. 

b) Bromuro de Potasio 1 M

c) Agua Bromada ( Saturada) 

d) Agua oxigenada al 3 %. 

e) Eter de petróleo

f) Dioxano - Agua mezcla en volumen igual de

dioxano -agua. 

y) Solución de Sulfato de Sodio 4 g. de sul- 

fato de sodio en 100 ml. de agua. 

h) Permanganato de Potasio 1. 5 y 10 N. 

Procedimiembc. 

De las muestras conocidas se toman alicuatas

de preferencia que contengan menos de 25 mg. de ácido -- 

cítrico se ponen en tubos pyrex de 2. 5 x 20 cm. se agre- 
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ga 2 ml de soluci6n de ácido sulfúrico, se ajusta el -- 

volumEn total de 20 ml. y se hierve la muestra por unos - 
cuantos minutos, la soluci6n se enfria y se le agrega en
tonces 305 ml. de agua bromada, después de 10 minutos -- 

cualquier precipitado que se forme se separa por centri- 

fugaci6n, los líquidos sobrenadantes son decantados y se

mide el volumen para estandarizar o mantener el mismo vo

lumen en todas las muestras, generalmente en las mues- - 

tras que no contienen cantidades apreciables de material

de reducción el volumen que se logra separar es casi - - 

despreciable para el tratamiento preliminar. 

Se toman alicuotas de esta soluci6n de 1 ml. 

se ponen en tubos de 18 x 150 m. m., ( es conveniente que - 

sean de este tamaño) y se agrega 0. 3 ml. de ácido sulfú- 

rico, 0. 2 ml. de bromuro de potasio y 1 ml. de solución - 

concentrada de permangonatb de potasio el volumen total - 

se ajusta a 5 ml. aproximadamente y se dejan reposar los
tubos 5 minutos a temperatura ambiente al final de este - 

periodo se ponen en hielo, el exceso de permangana se co

lora con agua oxigenada se debe, tener cuidado en este - 

paso pues de -debe tener la mezcla de reacción de bajo de

50C durante este paso se hay exceso de agua oxigenada se
elimina con un poco de permanganato, los volumenes tota- 

les se ajustan a 10 ml. ( los tubos de pruebas tienen una

calibración más o menos a 10 ml. para este propósito) se

agregan 13 ml. de eter de petróleo, los tubos se tapan - 

con tapones para agitar vigorosamente e inmediatamente - 

centrifugar ( este paso se efectúa para romper una emul-- 

si6n que se forma). 
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Prueba Colorimétrica. 

Se preparan tubos que contengan 5 ml. de la - 

mezcla agua dioxano y 5 ml. de solución de sulfa -to de so

dio y 10 ml. de la porción de eter de petróleo quelcon

tienen la mezcla se tapan y agitan vigorosamente y cen_- 
trifugados, el color que se produce debe ser un amarillo

ligero y se debe desarrollar en 5 Minutos esta coloración
se estable por algunas horas, la absorción es determina- 

da en un fotocolorimetro a 450 m. n para adsorción de la - 

luz debe mantenerse constante a 40'- 450 mm. 

Un tubo que no contiene ácido cítrico sola -- 

mente haciendo el mismo procedimiento con los reactivos- 

se usa corno un 100 % de transmisión estandar. 

Al final conocemos las muestras que contie— 

nen ácido cítrico comparando el tipo de coloración con - 

la de los problemas, el color según la concentración es - 

de un amarillo pálido hasta una coloración como de cerve
za, para poder hacer las observaciones necesarias se re- 

quiere de unacurVa estandar de ácido cítrico para que - 

de esta forrna poder interpolar los resultados obtenidos - 

con la solución problema y obtener la concentración pre- 
sente en la muestra. 

4. 1. 3 Determinación de ácido cítrico por método grarvimá- 
trico. 

Agregar aproximadamente 100 mg. de ácido tar

tárico y 6 ml. de H2SO4 IN a 50 gramos de muestra en un- 
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matraz de 150 ml. y calentar en un baño de vapor durante
15 minutos, agregar inmediatamente 3 ml. de una solución

de acido fosfotOngatico al 20 %, mezclese bien y coloque

se de nuevo en un baño de vapor durante 5 minutos, trans

ferir en un matraz volumétrico de 250 ml. de alcohol, en

friar, diluyanse hasta la marca con alcohol, mezDlese y— 

filtrense a través de papel filtro, del filtrado pipe— — 

tear 20 ml. a un tubo de centrifuga. 

Reactivos. 

a) Solución de acetato de plomo — disolver — 

75 g dePb( OAci) 2IN en H O, agregar un ml. 

de acido acético y diluir hasta un volu-- 
men de 250 ml. 

b) Solución de permanganato de potasio, di-- 

sólver 5 g de permangonato en H2O y dilu— 
anse hasta 100 ml. 

c) Solución de sulfato Ferroso.— Disolver -- 

40 g. de Fra 8042O en 100 ml. de agua

que contenga 1 ml. de H2SO4. 

Determinación. 

A la solución contenida en el tubo de centri

fuga, agregense 10 ml. de la solución de acetado de -- 

plomo, agítelo vigorosamente durante 2 minutos aproxima— 

damente y centrifugar a una velocidad de 1000 pm durante
15 minutas. Decántese cuidadosamente el liquido sobrena

dante de las sales de prlomo precipitadlas y analice con— 
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una cantidad pequeña de una soluci6n de Pb ( 0Ac) si --- 

se forma un precipitado, vuelvase a poner en el ubo - - 

de centrifuga, agreguese de nuevo, si el sedimento queda

flotando vuélvase a centrifugar aumentando la velocidad - 

y el tiempo y decántese, invertir el tubo y dejese escu- 

rrir completamente durante varios minutos, agregar apro- 

ximadamente 150 ml. de agua a las salas de plomo que se - 

encuentran en el tubo de centrifuga agítese bien y pase - 

se en H28 hasta llegar al punto de saturación, transfe— 

rir a un matraz volúmetrico de 250 ml. Y diluir hasta la

marca clon agua mezclese y filtrar a través de papel do-- 
blado . 

Evaporar 200 ml_r. de la solución ácida aisla- 

da hasta 20 ml. aproximadam6ñte, enjuaguese en un matraz

erlen meyer de 250 300 ml. con tapa de vidrio y tapado - 

y completese con agua hasta un peso neto de 40 g. aproxi

madamente. 

Agregar 2 g. de KBr y 5 ml. de H2604 y calen
tar a 50° C aproximadamente y dejar en reposo durante 5 - 
minutos, agregar lentamente 20 ml. de la solucián de - - 

KMn04 ( en porciones de 1- 2 ml) de la bureta agitando el - 

matraz unos segundos después de cada adición dejese en - 

reposo durante 5 minutos y enfriese a 15° C. añádase len- 

tamente la solución de FcS04 agitándola constantemente

hasta que la mezcla comience a aclorarse, agítese duran- 

te un minuto y continue añadiendo la solución de Fc804 - 
hasta que se decolore el Mn02 y agrueguense unos cuantos

ml. en exceso, agregar 20 g. de Na2604
anhidro con agita

ci6n para asegurar la disoluci6n Crepitase la determina- 
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ción si el NaSO4queda sin disolverse sustancialmente)— 

enfriar a 150t.; y agítese vigorosamente durante 5 minutos. 

Recoganse inmediatamente la pentrabroacetona

mientras esté aún fria en un crisol Gooch y lávese el -- 
precipitado residual del matraz con una porción del fil— 

trado, finalmente leyese el crisol con 50 ml. de agua — 

fria y dejese bajo succión durante unos minutos, dejase— 

secar el crisol durante la noche en un desecador con dci

do sulfúrico y pesese o bien coloquese el crisol en un — 

tren secador y airese hasta que la perdida de peso no — 
exceda de unos cuantos décimos de miligramo haciendo la— 

primer pesada después de 20 minutos

Elirninese la pentabromoacetona del crisol — 

mediante lavados con alcohol y luego con éter, llenando— 

el crisol tres veces con cada solvente, sequese el cri— 

sol durante 10 minutos a 100° C dejese enfriar en el dese

cador y pesese la diferencia entre los dos pasos equiva— 
le a 1 peso de la pentrabromoacetona, los gramos de áci— 

do cítrico se calculan de la forma siguiente: 

A = 0. 424 P. donde X = g. de ácido cítrico — 

anhidro en partes alicuotas; P = g de pentabromacetona — 

y 0. 424 = Factor teórico para convertir la pentabromace— 

tona en ácido cítrico anhidro. 

Métodos Microbiológicos. 

4. 2. 1 Conservación de Cepas. 

Los cultivos y microorganismos que se conser
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van sobre los sustratos usuales se tienen que resembrar - 

por regla general en breves intervalos de tiempo o sus— 

tratos frescos debido al rápido crecimiento y el acumulo
de productos metabólicos que de aqui se deriva para impe

dir estas frecuentes reciembras se pueden utilizar sus -- 

tratos que no favorezcan el crecimiento rápido, los cul- 

tivos se pueden conservar también a temperaturas que se - 

encuentren por debajo de su temperatura optima. 

La conservación de cultivos de hongos se pue

de realizar en tierra estéril durante largo tiempo a tem

peratura ambiente, la tierra estéril se utiliza como

sustrato de conservación para los hongos filacuentosos - 

para esto se usa buena tierra, se deseca hasta un 20 % 

de humedad, se lleva a - tubos de ensayo colocando 5 gra— 

mos en cada uno de ellos y se esteriliza tres veces con- 

intérvalos de un día a 120° C durante una hora en autocla

ve, es muy importante que se mantenga el grado de hume— 
dad para evitar alteraciones en la cepa, este método de- 

conservacián se usa cuando el uso de la cepa m es fre— 

cuente; también con la misma finalidad los cultivos se - 

pueden conservar liofilisados pero esta técnica es mas - 

bien usada para la conservacián de bacterias que para -- 

hongos. También los cultivos se pueden conservar en for

ma inclinada sobre agar o Sabouraud ya que en estos sus- 

tratos el Cultivo ofrece un crecimiento escaso de las — 

partes vegetativas, por lo cual no se intoxica el sustra

to, los tubos inclinddos deben ir tapados con algodon y - 
para impedir la deseacción el tapon de algodon se puede

cubrir con celofano papel aluminio. 
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En el caso nuestro el método de conservación

que utilizamos fu é el de Sembrar periódicamente ( cada -- 

ocho dias) este cultivo lo hicimos directamente en el me

dio seleccionado para la fermentación, la única variante

era que el medio que usamos para la conservación era 56— 

lido en tubos inclinados en este medio dejamos crecer el

Aspergillus niger 24 horas y durante este' tiempo se for— 
maba una capa espesa en toda la superfildie del medio, -- 

una vez teniendo este desarrollo lo manteniamos en refri

geración a una temperetura aproximada de 4 a 600 para -- 

evitar que prosiguiera un desarrollo sin control, cuan -- 

do se trataba de inocular el medio de fermentación lo -- 

que haciamos era de estos tubos inclinados tpmar uno — — 

el más reciente o sea la reciembra anterior) y dejarlo— 

esporular para que luego en agua destilada hacer nuestra

suspensi6n de esporas y de este método teniamos nuestro— 

inóculo preparado momentos antes de inocular nuestro me— 

dio de fermentación. 

Independientemente de las resiembras que ha— 

ciamos, mantuvimos durante todo el tiempo nuestra cepa — 

original en unos tubos inclinados con medio de $ alleou— — 

raud, estos tubos los mantivimos perefectamente tapados— 

pon' algodón y una capa de papel aluminio con objeto de — 
mantener por mucho tiempo en condiciones normales de -- 

humedad aunque esto fue imposible, pues conforme estaba— 

en refrigeración esto nos ayudó a inhibir el desarrollo— 

y al final aunque falto de humedad creemos que nuestra— 

cepa se encontraba en buenas condiciones, esto fué posi— 

ble debido a que el Aspergillus niger es un hongo muy re

sistente a condiciones adversas. 
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4. 3. Desarrollo de la Cepa y obtención del Acido Citrico

Para el desarrollo de nuestra cepa utiliza -- 

mos los diferentes medios de cultivo mencionados ante— 

riorrnente. 

Medio de Sabouraud ( 3. 3. 1) Este medio fuá – 

utilizado el inicio y durante el desarrollo del trabajo, 
ya que nuestra cepa originalmente fuá cultivada en este– 
que es un medio especifico para el desarrollo de hongos, 
tambibn lo escogimos para hacer varios ináculos con el – 

fin de obtener un máximo de crecimiento en poco tiempo y
para obtener la máxima actividad de nuestra cepa una– 

vez teniendo la máxima actividad medida como - tiempo mini

mo de desarrollo en el M-ddio se prosiguió a la adapta– – 
ojón en medios con pequen -as cantidades de meloza que es– 

la base de nuestros medios de cultivo empleados para la– 
ferm en tacir5 n . 

Medio de Melaza.– Agar. ( 3. 3. 2) Este medio

fue ideado en base a que la finalidad de nuestro medio – 

del metabolismo del microorganismo llegar a la obtención
del ácido cítrico, este medio se iniciá con una concen— 

tración pequeña de melaza y con el fin de adaptar el As– 
pergillus niger a crecer en este medio hasta lograr su – 

tátal adaptacián. 

Una vez conseguido nuestro objetivo, es de-- 

cir hacer crecer a nuestro organismo en un medio diferen

te al que se encontraba adaptado ( Sabouraud), prosegui-- 
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mos a una nueva variacián en el medio de cultivo, la va- 

riación consistió unicamente en aumentar la ooncentra- - 

cif5n de la melaza y conseguir la adaptación de Aspergi-- 
llus niger en el nuevo medio, la adaptación la considera

mos lograda cuando después de varios ináculaciones en se

rie mas o menos 5 o 6 reciembras obtuvimos un crecimien- 

to en toda la superficie del tubo inclinado en un tiempo

máximo de 24 horas. 

Las fórmulas de los medios usados para este - 

primer paso fueron oomo se describen en 3. 3. 2. 

De acuerdo a los resultados obtenicbs se se- 

leccionó el medio que según nosotros era el mas adecua— 

do es -b3 en base al tiempo de crecimiento en cada uno de - 

los ottittizre usados pues en los medios anteriores se obser

vó que a menor concentración de melaza el tiempo de cre- 

cimiento era mayor por lo que para hacer una nueva varia

cián en el medio - tomamos en cuenta el resultado Más ade- 

cuado en la anterior observación. 

La nueva variación en el medio consistió — 

en agregar agua de oocirniento de maiz, como se describe - 

en 3. 3. 3. que actua como factor de crecimiento debido a- 

la gran cantidad de nutrientes que tiene este subproduc- 

to. 

En esta variación del medio, el agua de co— 

cimiento de maiz se adicion6 en una proporción fija ya - 

que posteriormente al hacer el estudio del medir) de cul - 

final incluyendo todos los componentes se haría las

variaciones para determinar la concentración adecuada. 
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Con este medio se hizo lo mismo que con el -- 

anterior, es decir se hicieron varias reciembras ( 5- 6) - 

Pon el objeto de adaptar el Aspergillus niger al medio - 

hasta tener un máximo de desarrollo en un tiempo Porto - 

24 horas). Después de haber obtenido buenos resultados

Pon este medio que seria la base para nuestro medio li— 

quido de fermentaci6n se prosigui6 hacer la modificación

al medio de acuerdo a los resultados y experiencias que - 

obtuvimos de la literatura, en la cual encontramos dife- 

rentes medios de fomentación pero una de las más adecua

das según el organismo empleado en este tipo de fermen-- 

tación es el que incluye además de las fuentes de C. N. O. 

M. algunos microcomponentes estos son algunos iones como

Mg++ Cu -i-+ Cu++ Zn++ Fo+ li Mn++ que conceden al medio de - 

fermentación ciertas caracteristicas favorables, como se

mencionó en el capitulo anterior. 

Según nuestra literatura al incluir estos -- 

iones al medio de debe empezar a concentraciones bajas - 

para asi poder obServar las variaciones que pueden cau— 

sar la presencia de ellos, de acuerdo a esto se dise96 - 

un medio Con los componentes anterd;Ores que le podemos - 
llamar medio base más las sales de estas Iones en concen

traciones bajas como a continuación se describe en la -- 

fámula del medio. 

Este medio de cultivo el que posteriormente - 

seria el adecuado de acuerdo a pequeños ajustes durante - 

las determinaciones subsecuentes se hizo primeramente s6

lido para hacer la adaptacián del organismo pues a pesar

de que los nuevos componentes se encontraban en concen— 

traciones relativamente bajas causan efectos negativos - 
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en la primera reciembra y posteriormente conforme al --- 

Aspergillus niger se adapta se obtiene un desarrollo uni

forme. 

Después al observar el comportamiento del mi

croorganismo en el medio 3. 3. 3 se us6 el 3. 3. 4 este me

dio en forma sólida en tubos de ensaye inclinados, fue

la primera vez que nuestro Aspergillus niger se desarro- 

lló en presencia de varios componentes extrahos a los :- 

componentes a que estaba adaptado a crecer por lo consi- 

guiente la primera vez que se inoculó este nuevo medio - 

observamos una disminución muy notable en el crecimiento

lo cual nos indicaba que el Aspergillus niger debería -- 

tener un periodo de adaptación en este medio, aunque co- 

mo se puede observar se compone de los mismos nutrien--- 

tes a excepción de las saes que después de la adapta-. 
ción serán elementos indispensables para la producción - 

del ácido. 

Para adaptar a nuestro organismo a desarro— 

llarse en este medio se hicieron cultivos siguiendo la - 
secuenbia acostumbrada es decir; se hicieron reciembras- 

en serie con un intérvalo de 36 horas, durante sies re-- 

ciembras en las que después el cultivo requeria de 18 ho
ras aproximadamente para desarrollarse sobre toda la su- 
perficie del tubo inclinado, esto nos indicaba que nues- 

tro organismo estaba adaptado al medio, pues en las pri- 

meras siembras solo se obtenia un 30 50 % del desarro- 

llo sobre la superficie y ya en esta etapa final se ob— 
tiene un 100 °,4 de población sobre la superficie del me -- 
dio inclinado. 
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Después de conseguir la adaptación optima - 

del Aspergillus niger en el medio deseado en forma sóli- 

da proseguimos a usar eimismo medio solamente que en es- 

te caso se utiliz6 en forma liquida. ( 3. 3. 5). 

Esto se hizo con el fin de hacer crecer - -- 

nuestro organismo en el medio adecuado para la fermenta- 

ción que es lo que en realidad tratamos de conseguir al - 

hacer las adaptaciones anteriores, pues en un medio li— 

quido con aeraci6n y agitaci9n provocariamos una fermen- 

tación más completa en el seno del liquido y no solamen- 
te superficial, al hacer uso de este medio ya no fue ne- 

cesario hacer los pasos de adoptaci6n que se hicieron en

el medio anterior, pues nuestro Aspergillus niger ya se - 

encontraba adaptado a crecer en este medio, la única di- 

ferencia es que este nuevo medio de cultivo y como es de
suponer las condiciones de desarrollo son diferentes en- 

tonces lo que hicimos fue acostumbrar a Aspergillus ni -- 

ger a crecer en estas condiciones. 

En los cultivos anteriores la temperatura -- 
de incubación fue de 28° C, esta temperatura es la que se

recomienda en la literatura como la más adecuada para el

desarrollo de Aspergillus niger, y por lo consiguiente - 

para este medio liquido se usó la misma temperatura.. 

Como anteriormente se hizo la adaptación - - 

a este medio en forma sólida, al hacer crecer el Aspergi

llus niger en el mismo medio en forma liquida se notó -- 

una ligera disminuci6n del crecimiento, pues hubo desa-- 
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rrollo hasta las 36 horas, pero esto se superó después - 

de hacer una nueva reciembra a un medio sólido y después
nuevamente el medio liquido y se obtuvo buen resultado - 

ya que hubo desarrollo en menos tiempo. ( 24 horas) pa- 

ra las inoculaciones siguientes se hizo de la misma for- 
ma. 

En este medio liquido se uso la técnica que - 

marca nuestro objetivo, es decir se usó agitación y ai— 

reación, para la agitación se usó una mesa rotatoria con

la cual obteniamos agitación y para la aireación unica-- 
mente tomamos en consideración el volumen de aire esté-- 

ril que queda en el seno del Matraz ( 300 ml.), pues al - 

hacer la inoculación se considere que tenemos aire esté- 

ril, además durante la fermentación hay un intercambio

de aire y CO2, el 002 sale al exterior y el aibe entre - 

al seno de nuestra fermentación esto a través de un ta-- 

p6n de gasa y algodón estéril, en caso de que el aire

entra no fuese estéril nuestra fermentación no corre pe- 

ligro ya lue una forma de controlarla cuando se usa un - 

medio no estéril es por medio de nuestro Ph y como en es

te caso tenemos un pH bajo, el riesgo de contaminación - 

es minimo. 

Luego que ha hicimos crecer el Aspergillus - 

niger en elmedio desado, proseguimos a hacer la elección

de nuestro medio más adecuado, esto tomando como base el

medio liquido anterior, esta elección o formulación de - 

nuestro medio consistió en hacer variaciones en la con-- 

centraci6n de los componentes y en base al comportamien- 

to del desarrollo hacer la elección de la concentración - 

adecuada. 

Como primera variante elegimos 1a melaza, - 
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esto consistió en hacer el medio con todos los componen— 

tes y en lasconcentración indicaba en la f6rmula ante—L— 
rior y solamente modificar la concentración de la mela— 
za en las cantidades siguientes, 10 %, 5 %, 2. 5 % 1. 5 %, 

los resultados de esta variaci6n o estudio de la concen— 
tración mas adecuada se describen en la tabla No. 1. 

De acuerdo a los resultados encontramos que— 

la concentración de melaza en el medio debe ser de 8 a — 

10 % ya que en manor o mayor concentración hay una noto— 
ria disminuci6n de crecimiento del organismo, en esta -- 

variaci6n y en las siguientes medimos el crecimiento del
organismo estableciendo un tiempo de fermentación o de -- 

serrallo de 72 horas, si tomamos en cuenta los tiempos — 

de desarrollo establecidos para las reciembras anterio— 

res vemos que hay una variación, esto se debe a que para

hacer la determinación de las concentraciones de los corn
ponentes del medio ae. dej6 crecer un poco más con el fin

de obtener mayor cantidad de micelio, esto debido a que— 

a menor o mayor concentración de estos componentes del — 
medio vamos a tener mayor o menor crecimiento, por lo -- 

tanto establecimos prácticamente que 72 horas son sufi— 

cientes para poder interpretar y definir cual es la con— 
centración adecuada, esta observación se hizo filtrando— 

el cultivo en un papel filtro de peso conocido y luego — 

secando el Micelio en una estufa a 60° durante una hora, 

por diferencia de peso encontramos la cantidad total de— 
micelio que se desarrollo en 72 horas en el medio que -- 

mencionamos anteriormente, este medio incluye la varian— 

te de la concentración de melaza antes descrita. 

Posteriormente hicimos las siguientes varian
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tes: ( NH4) 2 SO4, este componente se incluyó en él medio - 

en concentración de 1 %, 0. 5 %, 0. 29%, 0. 1%. 

K H PO , se incluyó en la siguiente concen— 

tración: 0. 5 6. 2 o, 0. 1%, 0. 05%. 

Agua de cocimiento de Maiz, en la siguiente - 

concentración 5 %, 2 %, 1%, 0. 5°A. 

Los resultados que obtuvimos al efectuar es- 

tas variantes las describimos en la tabla No. 1. 

De acuerdo al comportamiento del Aspergillus

niger y las observaciones que hicimos definimos el medio

más apropiado para efectuar la fermentación y de esta -- 
forma obtener nuestro ácidb citro como producto de la -- 

fermentación. 

Observando los resultados de la tabla No. 1 - 

vemos que para seleccionar la concentración de los compo

nentes antes mencionados, tomamos aquella concehtración- 

de los componentes antes mencionados, tomamos aquella -- 

concentración en la cual el desarrollo fue mayor aún - - 

cuando esta variación fuese minima, esto se hizó en aten

cián a la literatura consultada ya que para que en esta - 

se establezca que a mayor crecimiento la conversión de - 

azucares en Acido citric°, será mayor, siempre que en el

medio no exista algún compuesto en tal concentración que

inhiba al desarrollo del Aspergillus niger, estos corn - 

puestos pueden ser: Mg, Cu++, Zn++, Fe++, por lo tanto - 
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no se hizo ninguna variación con estos oompuestos y por— 

el oontrario con ( NH4) SO4 y KH2PO4 dependiendo de la ra

za de Aspergillus niger puede existir algunas variacio— 

nes en la conversión de los azucares en Acido asi como — 

en el desarrollo del organismo, por lo que para fijar -- 

la concentraoión de estos compuestos asi como la melaza— 

y el agua de cocimiento de maiz hicimos estas variacio— 
nes con el fin de observar el comportamiento del asper— 

gillus niger. 
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4. 4 Fermentaci6n. 

La fermentaci6n es un proceso de desasimila— 

oión, en este proceso se consumen sobre todo compuestos— 

que contienen carbono, estos hacen el papel de combusti— 

ble para crear energía en forma de calor. 

La fermentación es un proceso metab6lico que

se caracteriza por la degradación incompleta de los hi— 

dratos de carbono, por esta raz6n la energía que libera— 

durante el proceso fermentativo es mucho menor que la -- 

energia liberada en un proceso respiratorio. 

Tomando en cuenta los conceptos de fermenta— 

ción antes mencionados, nuestra fermentaci6n se llevó a— 

cabo en un medio rico en azucares este contenia 10 Yo de— 
Melaza esta a su vez según nuestra determinación con un— 

contenido de 80 % de azucares, además de este compuesto— 

rico en carbono nuestro medio de fermentación oontenia — 

otros elementos indispensables como ( NH4) 2S04' K2PO4' — 
MgS04 CuSO4, Zn++ Fe++, en este caso particular nuestro— 

proceso defermentaoi6n lo llevamos a cabo a nivel labo— 

ratorio, se le di6 mucho ánfasis al control de la fermen

tación en lo que respecta a tiempo, temperature y concen

traci6n del medio de cultivo ya que en nuestro caso es— 

tas variables fueron significativas para poder llevar -- 

nuestra fermentación a la producci6n del ácido citrico,— 

ya que si no se tiene un control adecuado a pesar de que

se produce una fermentación esta puede desviarse a la ob

tención de otros productos y como ácido oxalico, ácido — 

manco, etc. 

Nuestra fermentaci6n se rea1iz6 bajo las si— 

guientes condiciones: primeramente partimos de un medio— 

adecuado seleccionado cuidadosamente como se menciona en
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el capitulo III controlando la concentración de los com- 
ponentes asi como el OH inicialmente este se mantuvo - - 

aproximadamente a 3- 3- 5 que es el pH adecuado para que - 

nuestro organismo se desarrolle, los factores tambi6n de

gran importancia en nuestro trabajo es la temperatura -- 

y el tiempo de fermentación la temperatura la estableci- 
mos siguiendo las instrucciones de nuestra información - 

280C) pero el tiempo de fermentación lo establecimos -- 

practicamente oomo lo indicamos en el capitulo V de - -- 

acuerdo a los resultados. 
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presentativo ya que entre 36 y 60 horas existe un aumen— 

to considerable en el creoimiento y a partir de este — — 

tiempo el crecimiento se ferna y se mantiene constante — 

ya que a partir de este momento empieza la ferm entaci6n— 

realmente pues en el tiempo anterior se efect6a el creci

miento ya que en este tipo de fermentaci6n se pueden con

siderar dos fases, la de crecimiento y la de fermenta— — 
ci6n del acido citrico, por to que se tomb como tiempo — 

suficiente para establecer estos resultados un tiempo de

72 horas. 

Este tipo de crecimiento o fermentacidn to hi

cimos en m atraces bafleados de 300 ml. estos despu6s de— 

inocular el medio con una suspensi6n de esporas en agua— 

destilada se tapan con gasa—algod6n—gasa, sujetando el — 

cuello del matraz con una liga est6ril. 

La suspensi6n de las esporas se hace en un to

bo de ensa con 20 ml. de aqua est6ril agitando vigoro— 

samente para obtener una , distribuci6n homogenea y de _ — 
aqui tomar un mli para cada matraz. 

Despu6s del tiempo establecido_el contenido — 

del matraz se ltra -a trav6s de papel filtr,, el papel— 

fil tro se tapa, para que despu6s por diferenoia de peso— 

conocer el paso real del micelio, despues de hacer el -- 

filtrado se lava con_ aqua. destilada con el fin de arras

trar residuos del t medio, si despu6s del lavado con — 

agua la masa del rAcelio no se Seca to suficiente, se — 

puede hacer un nuevo lavado con alcohol, inmediatamente— 

se pone a secar a la estufa a 50° C durante una hora, se— 

pesa y de acuerdo al este resultado se hate la elecci6n

de la concentraci6n mAs favorable de estos componentes — 



del medio, este proceso se repitió durante las variacio— 

nes que se efectuaron para que de esta forma se estable— 

cieran la concentración más adecuada para cada oomponen— 

te. 

6,,e}/witiu( kun.a

Después de haber establecido las variantes -- 

anteriores lo que restaba determinar era el tiempo ade

Quedo de fermentación esto lo determinamos tomando en -- 

cuenta las experiencias obtenidas por los investigadores

que menciona la literatura oonsultada, la mayoría de es— 

tas personas ooncluyen en que la mayor producción del — 

oMdo se efeotaa entre -2 y_10 dias de fermentaci6n, des— 

pus de este tiempo la producci6n del áaido citrico dis— 

minuye considerablemente, por lo que establecimos que a— 

pattir del s6ptimo día de fermentaci6n se había la de— — 

terminación de % de Acido citrico producido y asi para

el octavo noveno hasta el décimo día y de acuerdo con -- 

los resultados establecer el final y el tiempo de fermen
tación, esto se define observando los resultados de las— 

valoraciones hasta obtener un valor constante, si des— — 

pus de este tiempo al cuantificar el ácido cítrico obte

nemos variaciones considerables, esto nos ihdlea que el

tiempo no es suficiente y en cambio si los resultados -- 
se mantienen constantes quiere decir que la fermentación

ha terminado y por más que se le de más tiempo ya no ha— 
brá. más incremento en la producción del ácido. 

tes: 

Los resultados • ue obtuvimos son los siguien— 



Tabla No. 2

Matraz

1

2

3

4

6

7

8

80

Peso del PH Rendimiento

Micelio en

de Acido

Cítrico

5. 0515

4. 9786

5. 0238

5. 0857

4. 9815

4. 8642

8. 1056

4. 9385

Oespu6s de ocho días de Fermentación: 

2. 61

2. 59

2. 62

2. 67

2. 58

2. 61

2. 66

2. 67

36. 43

35. 86

36. 13

36. 25

35. 39

34. 98

35. 86

36. 01



Tabla No. 3

Matraz

1

2

3

4

5

6

7

8

Peso del pH Rendimiento

en

de Adido

Citrico

6. 9381 2. 61

4. 6805 2. 59

5. 6475 2. 57

6. 5872 2. 62

6. 6232 2. 63

5. 7543 2. 66

4. 9568 2. 60

5. 9742 2. 63

Des0u6s de nueve días de fermentación. 

50. 83

49. 75

48. 90

49. 66

50. 26

50. 18

49. 38

50. 12
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Tabla No. 4

Matraz

1

2

3

4

5

6

7

8

Peso del pH Rendimjento

micelio en

de Adido

Citrico

4. 5891

6. 7124

6, 3215

6. 1257

5. 8246

5. 3894

6. 7530

4. 9870

2. 61

2. 54

2. 58

2. 55

2. 59

2. 52

2. 50

2. 54

Después de 10 días de fermentaci6n

52. 18

51. 95

51. 86

52. 25

52. 32

52. 38

52. 29

52. 15

82
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Tabla No. 5

Matraz Peso del

micelio

Ph

1 4. 9437 2. 51

2 4 7296 2. 49

3 6. 4586 2. 50

4 6. 1238 2. 52

5 6. 0227 2. 51

6 6. 3426 2. 50

7 5. 7838 2. 48

8 5. 9476 2. 50

Rendimiento

en

de Acido

Citrico

52. 41

52. 36

52. 28

52. 19

52. 25

52. 38

52. 40

52. 34

83
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5. 3 Resultados y cálculos de la valoración del Acido Ci
trico y Obtención de rendimientos

Cálculos: 

Para hacer los cálculos del % de ácido citri— 

co que obtenemos en la fermentación seguimos el método — 

establecido en la técnica que usamos ( 4. 3) mencionamos — 

un ejemplo de como se efectuaron los cálculos. 

Datos: 

Peso del crisol gooch

Peso del crisol con muestra. 

0. 424 factor de conversión

X = 424 P

X = g de ácido cítrico en alicuota

P = g de pentabromocetona

X = 0. 424 x 0. 5985

22. 1788

22. 7773

0. 5985

X = 50. 75
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5. 4 Determinación de aoidez como acido citrico. 

Va1oraci6n de la muestra con NaOH o. 1 N. 

Alicuota = 10 ml. 

ml. gastados de NaOH = 0. 85 ml. 

de acidez = ml x N x Eq. 

p. a. 

de acidez = 0. 408
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CAPITUL06

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Para poder desarrollar nuestro trabajo tuvi— 

mos qup estudiar ctiferentes técnicas para las determina— 

clones que efectuamos, en este capitulo trataremos de -- 

descubrir algunos puntos de vista de las técnicas que -- 

utilizamos. 

6. 1 Determinación de azúcares reductores en melaza por - 

el_método de L. A. UNDERKKOFLER, J. F. 

Existen algunas otras técnicas para hacer la - 

determinación de azúcares reductores pero en nuestro ca- 

so este método es el más adecuado por el material que -- 

usamos ( Melaza) ya que otros métodos ( Feling) se basan - 

en una titulación y en este caso por la ooloración del - 
problema se hace imposible hacer una determinación con - 

precisión, en cambio el método que utilizamos aunque tam

bin es una titulaci6n es más fácil de observar y por lo

tanto utilizamos este método para la determinación de -- 

azúcares reductores. 

6. 2 Determinación del Acido cítrico en el medio -de Fer,-, 

mentaci6n. 

Para la determinacián del ácido encontramos - 

algunos problemas ya que la ma\ or parte de técnicos que

consultamos se basan enlos mismos principios, es decir - 

en formar por Medio de los distintos reactivos que se - 

utilizan un compuesto intermedio que es la pentabroaceto

na y en fusión de este compuesto que se forma esta la -- 
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cantidad y el % de acido citrico que tenemos presente, - 

pero -la mayoria de las téchicas no contienen información

especifica o técnicas bien definidas ya que los reacti-- 

vos en uno y otro autor aunque se trate de la misma téc- 
nica difieren en concentración o modo de efectuar la --- 
reaccian por lo que en los métodos que encontramos en la
revista analítica de Ingenieria Quimica no pudimos utili

zar ninguno de estos y por lo tanto utilizamos el método

oficial que se encuentra en el A. O. A. C. este método con- 

siste en una valoración gravimétrica, este método fue el

que finalmente utilizamos como se describe en ( 4. 3) para

la determinación y valoración del acido citrico presente
en nuestro medio de cultivo. 

6. 3 Con respecto a los resultados obtenidos en general - 

de todo el proceso que desarrollamos, el punto final es - 

donde realmente se puede valorar el resultado, y encon— 

trarnos que la cantidad de Acido cítrico que se form6 era

relativamente baja en comparación con los resultados -- 

que marca la literatura pero si tomamos en, cuenta las -- 
condiciones que utilizamos y pensamos que son buenas ya - 
que obtuvimos un 52%; en la literatura reportan hasta un

BO% esto es debido a que seguramente utilizan unas cepas, 

muy bien seleccionados en condiciones mas favorables y - 
posiblemente con ciertas mutaciones que favorecen la for
maci6n del ácido ° itrio°, 

Bajo esta secuela de trabajo, se podrian obte

ner cepas que den rendimientos cercanos al 100 %. 

Durante nuestro trabajo utilizamos solamente- 
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un tipo de melaza, ya que no se pudo conseguir de otro - 

ingenio azucarero pero creemos que dependiendo del ori— 

gen de la melaza tendrá diferentes impui4ezas y esto en - 

este tipo de fermentación ser& un factor determinante ya

que si las sustancias extrañas DOMO algunos iones en ma- 

yor omenor cantidad. o impurezas no determinadas podrán - 

favorecer o no a nuestra fermentación Para trabajar con - 

una melaza desconocida se requiere de experimentar con - 

ella o definitivamente hacer la determinación de las im- 

purezas y de esta forma establecer un método de purifica
ción si lo requiere. 

Después de haber observado los diferentes me- 

dios que utilizamos decidimos que el mejor o di más - - 

adecuado para la fermentación era el que enunoiamos en - 

3. 3. 5. 

El pH que finalmente usamos para nuestro me -:- 

dio de cultivo fue 3 ya que a este pH obtuvimos buenos - 

resultados. 

Las condiciones que se deben mantener con ma- 

yor cuidado son el Nitrogeno y Fosfatos en nuestro caso, 
la fuente de nitrogeno ( NH4) 2604

la mantuvimos a una con

centración de 0. 5 gl/ lt. y los tosfatos en 0. 1g/ lt. ya - 

que ni estos factores no se ¡controlan se puede provocar - 

un crecimiento muy abuddante y disminución en la conver
si6n del ácidb citrico. 

En el desarrollo de nuestro trabajo debido a- 
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equipo adecuado se desarrollo a nivel de -- 

lo efectuamos en matraces de 30 ml. mante- 

agitación. 

Posiblemente si el trabajo se desarrolla en - 

fermentadores de mayor volumen. Se obtengan mejores -- 

resultados, para un experimento con fermentadores se pue

den Utilizar volumenes de 10, 20, SO, 100 lts. con estos

volumenes de trabajo los resultados que se obtienen se— 

rán de mayor confiabilidad. 

La finalidad de nuestro trabajo es que es un

tema bastante conocido, es buscar oondiciones: pRfa acea

tables para que se produzca Acido citrico por este méto- 

do en México, utilizando melazas como materia prima, y - 

una cepa de Aspergillus niger debidamente adaptada. 
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CAPITULO 7

1. 1 CONCLUSIONES. 

En la aplicación completa del m6todb descrito

de la fermentación se obtuvieron buenos resultados ya -- 

que se produjo un por ciento no muy bajo de acido cítri- 
co en un corto tiempo de fermentación, el in6culo con es

poras j6venes favorece el crecimiento en el medio de fer

mentaci6n ya que si se usan esporas de cultivos hechos - 

con algunos dias de anticipación el crecimianto del hon- 

go disminuye considerablemente durante las primeras ho— 

ras lo contrario sucede si se usan esporas recien culti- 

vadas, es decir el tiempo de crecimiento ds mas corto. 

Una cantidad de hongos relativamente pequeños

es capaz de producir acido cítrico bajo condiciones de - 

cultivo sumergido; la producción del Acido ° itrio° bajo - 

estas Condiciones de puede dividir en dos fases, la de - 

crecimiento y la de fermentación, en la cual esta última

es la más importante ya que de esta depende la formación

del acido citrico, a grandes rasgos los factores mas im- 

portantes en esta fermentaci6n son: la clase de microor- 

ganismo empleado, la composición del medio de cultivo -- 

el abastecimiento de oxigéno, el pH y la temperatura. 

Los elementos nutrientes deben presentarse en

tales cantidades que sean suficientes tanto en cantidad - 

de nitrogeno como de minerales para el buen desarrollo - 

del hongo, el abastecimiento de nitrogeno y fosfato pare
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ce estar formado por una concentración bastante definida

ya que en cantidades menores o mayores de los adecuados - 

el hongo sufre graves transtornos, en cuanto a su dese-- 

rrollo por lo que estas sales de deben usar en cafttida— 

des limitadas, en cuanto a las sales de Zinc y Magnesio - 

son igualmente necesarias pare la producción del acidb - 

cítrico pero su uso no es tan estricto como son las ante

riores. 

La producción del Maigo cítrico es un proceso

de fermentación altamente 4 1;)" y para que se efectúe - 

de una forma adecuada requiere de un abastecimiento ade- 

cuado y suficiente de oxigeno, en nuestro caso tomamos - 

em)cuenta este factor y llegamos a la conclusi6n de que - 

la agitación de los matraces y el aegeno que se encon— 
traba presente en al matraz asi como cierta cantidad que

se filtra del exterior por el tapón del matraz, era su— 

ficiente para nuestra fermentación. 

La producción del Acido-3citrico a partir de - 

melazas se puede efectuar satisfactoriamente cuando se - 

eliminan muchas impurezas orgánicas del medio. 

Existen diferentes tipos de melaza dependien

do del cuidado que se tenga en el proceso de su obten-- 

ci6n, por lo que es de importancia la procedencia de es- 

ta ya que cada ingenio azucarero puede tener variación - 

en obtención de este subproducto y como consecuencia -- 
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los compuestos que puedan estar presentes en los diferen

tes tipos de melaza, juegan un papel muy importante y es
to hace que la melaza sea apropiada o no para la fermen- 

tación citrica ya que altas concentraciones de nitrógeno

y fosfato puede limitar la producción del ácido cittdco- 
es, poffible que melaias uon bajd. 00ñtenido de estos com— 

puestos se pueden utilizar sin necesidad de hacer una pu

rificaci6n, pero generalmente se requiere de hacerla ya - 

algunos compuestos están en cantidades excesivas en la - 

melaza, o para esto se ha optado ultimamente usar resi— 

nas cambiadoras de iones para la purificaci6n de las me- 

lazas y esto ofrece un proceso relativamente simple para
este prop6sito. 
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