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1. 1 N T R 0 D U C C 1 0 N

Y 0 B J E T I V 0 S . 

Ante la necesidad de encontrar sustitutos del petró- 

leo, recurso escaso no renovable, se han iniciado progra- 

mas de investigación para encontrar nuevas fuentes de --- 

energía; entre las mas importantes están: la solar, nu --- 

clear, eléctrica, geotármíca y últimamente se han inicia- 

do investigaciones sobre la molécula del azúcar, que pue- 

de servír de base para la producción de combustibles y de

una gran cantidad de productos derivados, mediante la Su- 

eroquímica. 

Su aplicación, se encuentra relacionada en gran par- 

te con la Microbiología Industrial, en la cual, algunos - 

de sus productos participan como materias primas en otras

industrias. 

Este estudio presenta al ácido itacónico como un de- 

rivado de esta fuente energetica con aplicación en la In- 

dustria de los plásticos. La introducción a dicha indus— 

tria, se debe a la reactividad y versatilidad de usos del

ácido itacónico. Es un trabajo experimental a nivel de l~a

boratorio que tiene el fin de optimizar condiciones de -- 

fermentación que incluye: variación de sacarosa, melazas, 

pH, temperatura y tiempo. Con esto sentamos un precedente

para un posible desarrollo industrial de este producto -- 
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en México, al utilizar los recursos naturales del País, co

mo es el caso de la caña de azácar y sus derivados. 

2. G E N E R A L I D A D E S

2. 1. ACIDO ITACONICO. 

2. 1. 1. Historia. 

Los primeros estudios reportados sobre la producción - 

de ácido itacónico, mediante mohos, fueron realizados por- 

K¡ noshita ( 1929, 1931, 1937), quien estableció que el áci- 

do itac6nico y manitol eran los principales, productos for- 

mados a partir de sacarosa por un organismo al que designo

como As-pergillus itaconicus Kinoshita ( 44, 46). Calam, Ox— 

ford y Raistrick en 1939, anuncian que una raza de AsperXi

llus terreus Thom producía cantidades significativas de -- 

Acido Itacónico a partir de glucosa, en cambio, otras ra— 

zas de la misma especie, no lo producían ( 50). Andrew J. - 

Moyer y Robert D. Coghill en 1945, señalan las concentra-- 

ciones óptimas para la producción del ácido ( 39). En el -- 

mismo año, Lock -wood y Reeves estudian los factores que in- 

tervienen en la producciÓn del ácido, tales como pH, meta~ 

1

les, sales y fuente de carbono. ( 33). En 1946, Look -wood y7

Nelson emplean el medio de cultivo agitado, estudian las - 

concentraciones de metales en forma de sulfatosy sulfato - 

de magnesio, sulfato de zinc, concentraciones de sales, -- 

inoculo y fuentes de carbono ( 32). A este trabajo, le si— 

guen Vincentry y colaboradores en 1948 y ig5o.( 44) Van der



Westhuizen, Spruit y Sephton en 1951, estudian la produc- 

ción de ácido itacónico utilizando melazas como fuente de

carbono. ( 53) 

En materia de producción a nivel de planta piloto, - 

Nelson, Traufler, KeIley y Lock -wood en 1951, estudian la - 

producción en fermentadores de acero inoxidable, ajustan- 

do las condiciones de producción tales como pH, fuente de

carbono, nitrógeno, aereaciOn, cantidad de inóculo, tempt

ratura y fundamentalmente el efecto de hierro como conta- 

minante en la producción ( 41). Estos factores y recupera- 

ci6n del ácido, fueron estudiados en 1952 por Pfeifer, -- 

Vojnovich y Heger. ( 42) 

2. 1. 2. Biosintesis. 

El ácido itacónico, no es un intermediario en ningu- 

no de los caminos metabólicos mayores relacionados con el

metabolismo de los carbohidratos. Calam, Oxford y Rais--- 

tríck, aseguran que el ácido citrico es un intermediario - 

del ácido itacónico. ( 50) Bentley y Thiesen estudian la - 

biosíntesis del ácido itacónico usando 1- C
14_ 

glucosa, y - 

concluyen que es por fermentación del ácido citrico, se— 

guida por una deshidratación de éste a cis- aconitico y f iL

nalmente una descarboxilación por la enzima cis~acon-ltico

descarboxilasa hasta ácido itacónico. 

Azúcar --> Acido Glucónico 3» Acido Cítrico ' 00

Acido cis- aconitico ~--> Acido Itacónico. 



BIOSINTESIS DEL ACIDO 1TACONICO. ( 30) 

A) Glic6lisis. 

B) Ciclo del acido tricarboxilico

A) Glic0lisis

SUSTRATO ENZIMA QUE ACTUA. 

SACAROSA

4 HIDROLASA

FRUCTUOSA

GLUCOSA

HEXOQUINASA

1 GLUCOQUINASA

GLUCOSA 6 FOSFATO
FOSFOGLUCOISOMERASA

FRUCTUOSA 6 FOSFATO
FOSFOFRUCTOQUINASA

FRUCTOSA 1. 6 DIFOSFATO
D FRUCTOSA- 1. 6- DIFOS- 

FATO; GLICERALDEHIDO 3
LIASA

GLICERALDEHIDO 3
FOSFATO

GLICERALDEHIDO 3 FOSFATO
DESHIDROGENASA

1. 31 DIFOSFOGLICERAL- 

DO

GLICERALDEHIDO- 3- FOSFATO
DESHIDROGENASA

3 FOSFOGLICERATO
4 FOSFOGLICERATOQUINASA

2 FOSFOGLICERATO

4 FOSFOGLICEROMUTASA

FOSFOENOLPIRUVATO

1 ENOLASA

PIRUVATO

PIRUYATO DESHIDROGENASA

Co. A. 

ACETIL CoA. 



B) Ciclo del ácido tricarboxilico. ( 30) 

SUSTRATO ENZIMA QUE ACTUA

ACETIL CoA

CITRATO CINTASA

CITRATO

CIS
I

ACONITATO

ACONITASA

CIS ACONITATO

DESCARBOXILA_JSA
ITACONATO

ISOCITRATO

11, 
c9 CETOGLUTORATO

I
SUCCINATO

FUMARATO

OXALACETATO

ISOCITRATO DESHIDROGENASA

CKOXOGLUTARATO DESHIDRO- 

GENASA

SUCCINATO DESHIDROGENASA

FUMARASA
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2- 1- 3- Síntesis Química. 

Roberts, Ambler y Curi ( 1948), patentar- un proceso de

síntesis por descarboxilación de los aconitatos de calcio - 

y magnesio recuperados de melazas, ( 45). por acidificación - 

y autoclaveado a 1400C. 

7

CH- COOR CH
4 + t A It 2
C - COO— M w C - COON + 14011 + CO

2 -
CW - 8H2- Coof' 

L- . J

También, se obtiene ácido itacónico, a partir de la - 

destilación del acido cítrico, formándose el anhidrido ita

cónico, seguida de una hidrólisis. ( 13, 47) 

COOk4 GH
2- 1 ?- 

HO- C- COOH > C:: 0
o

1

2 ~
COOH eR2 -CiÓ

2. 1. 4. Propiedades físicas y químicas. 

CR
5 2
C - COON

6ki2- COOH

11 2
eM- COOM

ti2- COOM

C 0

0
coo

El ácido itucónico, ácido metilensuccinico o ácido -- 

propilendicarboxiLlico, son cristales higroscópicos de olor

característico. Peso molecular 130- 10. C: 46. 16%, H: 4. 65% 
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0: 49. 19%, Densidad 1. 63, punto de fusión l62 -i64 0 C, au---i-- 

que también se ha reportado 165- 1660C. En cristalización - 

de agua se obtienen cristales trimétrico octaédricos. Su-- 

blima al vacío ( 28) 

El ácido itacónico tiene una solubilidad de 8. 39. en - 

100 mililitros de agua a temperatura de 200 C, y de 72. 5% a

una temperatura de 80 0 C. Es insoluble en hidrocarburos pa- 

rafinicos, con una mayor solubi.lidad en alcoholes y ceto— 

nas. Puede decirse que es relativamente atóxico. ( 44) 

Propiedades quimicas del ácido itacónico como nonóme- 

ro ( en homopolimerización).- El ácido itacónico se distin- 

gue del ácido maléico en ser un compuesto vinilideno o un - 

ácido acrilico - sustituido. Se polimeriza en solución N/ 2 - 

de ácido clorhidrico, empleando como iniciador persulfato- 

de potasio, hasta un peso molecular estimado en 50 000- -- 

34) 

La polimerización ocurre a un pH correspondiente a la

disociación de un grupo carboxílico, sin embargo el ácido - 

completamente disociado no se polimeriza. ( 12) 

Cuando las técnicas de precipitación fallan, el polí~ 

mero puede ser separado de una solución acuosa por adsor— 

ción del monómero que no reaccionó en una resina altamente

intercambiadora de iones. ( 12) 
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El hecho de que el ácido itacónico no se polimerice a

pesos moleculares elevados como los acrilatos, se atribuye

a la transferencia de la cadena del hidrógeno alilico con - 

el monómero que eleva la estabilidad del radical por reso- 

nancía. ( Y1) 

Es preferible emplear para la polimerización, monoes- 

teres y no diesteres, pues la reacción catalizada por pe— 

róxidos es más rápida en monoesteres, además la hidrólisis

que se efectúa después de la polimerización es muy difícil

de llevarse a cabo en el grupo ester terciario presente so

lamente en la polimerizaci0n de diesteres. ( 27) 

Homopolimerización por diester.- L a ] olimerización

con peróxidos orgánicos como catalizadores es más lenta

que sus correspondiantes acrilatos o metacrilatos y produ- 

ce pol]Lmeros de menor peso molecular. Este efecto puede -- 

atribuirse en parte a un efecto estérico del grupo carboal

kóxido. ( 49) 

La polimerización tirmina de los itaconatos es aparen

temente insignificante, pero la fotoiniciación ocurre par- 

ticularmente en presencia de un sensibilizante como la hi- 

droquinona. 

La polimerización aniónica no se observa porque suce- 

de isomerización a las formas más estables mesaconato y ci
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traconato. 

Copolimerización.- En la copolimerización con metil - 

metacrilato o con estireno, los itaconatos entran al copo- 

límero más lentamente que otros mon¿meros como son el clo- 

ruro de vinilo y el acetato de vinilo, esto ocurre porque - 

hay un pequeño efecto estérico al aumentar el tamaño del - 

grupo alquílico. 

En. la copolimerización con bastantes monómeros, el -- 

itaconato, tiene el efecto de reducir el peso molecular, - 

probablemente a través de transferencia de cadena. 

A bajas concentraciones el itaconato tiende a retar— 

dar la velocidad de polimerización, particularmente con -- 

cloruro de vinilo y acetato de vinilo. ( 40) 

2. 1. 5. Aplicaciones. 

A continuación se indican algunas aplicaciones del -- 

ácido itacónico y sus derivados: 

Resinas de laminación ( 19), resinas alquilicas ( l4), - 

productos plasticos incoloros ( 15), aditivo para aceites *- 

lubricantes ( 31), resinas de intercambio iónico ( 16), fi— 

bras sintéticas ( 17), resinas dentales ( 23), acondicionado

res de suelos ( 26), plastificantes ( 17) y elastómeros ( 21). 

Los polimeros de los itaconatos de dimetilo y dietilo
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son duros, transparentes y brillantes. 

La polimerizaci6n de los itaconatos de dibutilo a --- 

130- 1500C con peróxido o con flujo de aire, forman polime- 

ros liquidos de baja viscosidad y contienen una proporci6n

sustancial de dímeros y trimeros ( 29). Los productos son ~ 

plastifican.tes efectivos para los copolimeros de cloruro - 

de vinilo y se han reportado también como agentes antiespIl

mantes ( 20).: 

Los copolimeros de cloruro de vinilideno y ácido ita- 

cOníco al 1 a 5% y con un tercer monómero de acrilonitrilo

o un acrilato o ester metacrilico, se usan como impermeabi

lizantes y como recubridor de celulosa y polietilenterefta

lato. ( 36, 43) 

Tambien son recomendados como sustratos para emulsio- 

nes soporte de haluros de plata en peliculas fotográficas. 

48, 38) Las características requeridas son adherencia y es

tabilidad dimensional, mismas que no se obtienen totalmen- 

te si se reemplaza el ácido itacó-nico por ácido maleico. -- 

48) 

El acido itaconico se copolimeriza en emulsi0n a nive

les de 2. 5 a 7% con acrilatos alquílicos para recubrir las

superficies del papel. ( 35) 

El itaconato de dimetilo en un 75 a 80% copolimeriza- 
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con butadieno puede ser vulcanizado a elastómeros ( 4). 

Se recomienda como aceite aditivo lubricante los cop.11

limeros de esteres del ácido ítacónico con anhídrido malei

co ( 25), con esteir metacrilico y acrilico ( 51, 37), con ace

tato de vinilo ( 6) y con alilestearato ( 7)- 

2. 1. 6. Datos Económicos. 

El anuario Estadístico del Comercio Exterior de los - 

Estados Unidos Mexicanos. Secretaria de Industria y Comer- 

cio. Dirección General de Estadistica. ( 2) 

Afio 1974

PAIS UNIDAD Y CANTIDAD( Kg) VALOR ($) 

ESTADOS UNIDOS 30 845 549 223

FRANCIA 32 000 463 050

IMPORTACION AL

INTERIOR 62 845 1 012 273

TOTAL 62 84.5 1 012 273

Afio 1975

BELGICA- LUXEMBURGO 800 loo 5 000 625

ESTADOS UNIDOS 5 645 022 34 186 471

FRANCIA 1 000 24 250

SUIZA 3 762 750 22 471 712

IMPORTACION AL

INTERIOR 10 208 872 61 683 o58

TOTAL 10 208 872 61 683 058
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Año 1976 UNIDAD Y CANTIDAD VALOR X) 

ESTADOS UNIDOS 96 477 2 581 836

FRANCIA 2 000 48 500

CANAL DE PANAMA 15 1, 73 316 499

IMPORTACION AL

INTERIOR 113 950 2 946 835

TOTAL 113 950 2 946 835

IMPORTACION DE PRODUCTOS QUE SE PREPARAN CON ACIDO ITACONICO

RESTNAS INTERCAMBIADORAS

DE IONES 276 795 16 023 890

RESINAS SIN PIaMENTAR

DE IONES 256 822 2 105 059

FIBRAS SINTETICAS 0 AR- 

TEFICIALES 5 159 1 783 115

ADITIVOS PARA ACEITES

LUBRICANTES 241 266 5 868 595

LX-PORTACION

RESINAS ALQUILICAS SIN

PIGMENTAR
N 17 884 370 699

ADITIVOS PARA ACEITES

LUBRICANTES 1 923 o62 24 877 471

2, 2. Aspergillus terreus. 

2, 2. 1 Historia. 
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La primera vez que se identificó el ácido itacónico - 

com3 an producto del metabolismo de un Aspergillus, fuá re

portado en 1931 Por Kinoshita. Esta cepa de color verde, - 

denominada Aspergíllus itaconicus, se aisló del jugo de ci

ruelas saladas, y sólo crecía bien en medios con altas pre

siones osmóticas, como soluciones concentradas de azúcar, - 

25%, y nitrato de potasio como fuente de nitrógeno. 

Después, en 1939, en la Escuela de Higiene y Medicina

Tropical de Londres, se encontró entre varias cepas de As- 

pergillus terreus, una que producia ácido itacónico en un - 

medio de Czapek Dox con 5% de glucosa y 0. 2% de nitrato de

potasio. Esta cepa, fue aislada de hilo de algodón, y en - 

cultivos en Czapek -Dox, su aspecto es aterciopelado, color

canela. ( 50) 

Hasta 1945, cuando se impuso el desarrollo de Indus— 

trias por Fermentación Microbiológica, la producción de -- 

ácido itacónico volvió a estudiarse. Se encontró que la ce

pa de Aspergillus itaco.nicus no producía ácido itacS-ii-co.- 

39). Raped aisló 308 cepas de Aspergillus terreus del sue

lo, 11 de las cuales produjeron ácido itacónico al consu— 

mir un 45% de glucosa del medio. Lockwood y Reeves, estu— 

diaron una de ellas, la NRRI, 1960, para encontrar un medio

adecuado do producción ( 33)- Moyer y Coghill estudiaron -- 

otra de estas cepas de A. Terreus, la NRRI, 265, y produje- 
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ron 30 mutantes de ella por radiación ultravioleta. Estas, 

no produjeron cantidades apreciables del ácido ( 39). 

2. 2. 2. Taxonomia. 

Aspergill s terreus pertenece a los hongos verdade--- 

ros, Eumycetales, clase Ascomycetes, orden Moniliales, fa- 

milia Dematiaceae. Su nombre deriva del latín Aspergillum, 

una escobilla para rociar agua bendita. ( 46) 

2. 2- 3. Distribución en la naturaleza. 

Se encuentra comunmente en materiales en descomposi-- 

ción, pues este género posee intensa actividad enzimática. 

4sta actividad, permite que muchas de sus especies sean -- 

utilizadas en la Industria Microbiológica. 

2. 2. 4. Descripción macroscOpica y microscópica. Re--- 

produccion. 

Las, especies del género Aspergillus, se clasifican en

base a la coloración que adquieren las esporas en un deter

minado m.edio debido a que ésta, es una característica del - 

hongo ( 46). 

En medio de Saboraud, Aspergillus terreus presenta un
1

color blanco en cultivos recientes, y café ocre en culti— 

vos envejecidos. El crecimiento es de aspecto aterciopela- 

do y poco abundante. En el medio se observa una to-nalidad- 

café- amarillenta. 
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Mieroscópicamente, en su estructura micelial se apr e

cian hifas muy ramificadas, septadas y hialinas. Caracte- 

risticamente, presenta una cabeza o conidi6foro, la cual, 

está formada por una vesicula a la que rodean numerosas - 

ramas o esterigma, que sostienen en un extremo una cadena

de conidas esféricas ( 3). 

Su reproducción -se realiza asexualmente por conidias

que se forman al septarse el esterigma y quedar incluido - 

un núcleo en esta porción de citoplasma, Sexualmente, se - 

realiza homotalica o heterotálicamente, por la unión de - 

gametos masculino y femenino, y con la formación de ascos

poras ( 1) . 

2. 2._ S. Usos. 

A. Terreus es usado en la producción de ácido itacó- 

nico. Además, otros ácidos identificados como productos - 

metabolicos como ácido oxálico, fumárico y succinico ( 11). 

En la producción de antibióticos como geodina y citrini— 

na ( 22). 

2- 3- MELAZAS. 

2- 3- 1- Procesamiento de la cafia de azúcar y obtención

del melado. 

Durante la producci0n comercial del azúcar a partir - 

de cafia de azúcar, el jugo de cafia es parcialmente inver- 
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tido para prevenir la cristalización del azúcar, es decii-, 

que el azúcar es parcialmente hidrolizado a mDnosacáridos- 

con calor y ácido, y después es neutralizado y concentrado

sin separar adn ninguna azúcar, a éstas se les llama mela"-, 

zas invertidas y contienen el azúcar original del jugo de- 

cafía, aunque parcialmente hidrolizado a D - glucosa y D- fruc

tosa. Después, se cristaliza la sacarosa, se separa del li

cor madre, se vuelve a concentrar y se recupera el azucar- 

cristalizable. Esto se repite varias veces, hasta que los- 

inhibidores de la cristalización acum-alados existen en tal

concentración que la sacarosa que posiblemente se recupera

ria, ya no es económicamente costeable ( 11). 

2- 3. 2. Constituyentes de las Melazas. 

Las melazas contienen aproximadamente 52% de azúcares

totales, calculado como sacarosa ( 30% de sacarosa y 22% co

mo azúcares invertidas). 

Además de sacarosa, las melazas contienen pequeñas -- 

cantidades de polisacáridos complejos y azúcares inverti— 

das, esto se atribuye a la acción de la invertasa presente

en el jugo de cafía. 

El color negro, corresponde a sustancias poliméricas- 

que contienen nitrógeno, resultado de una reacción de enne

grecimiento con aminoácidos, causado por el uso de calor y

álcalis durante el, proceso. 
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Las melazas contienen iones ¡
norgánicos en altas con- 

centraciones y aún más que en el jugo de cafia Original, -- 
pues se concentra para la cristalización del azú . car; se en

cuentran calcio, 
constituyentes orgánicos, incluyendo áci - 

dos aconítico, málico, cIt-ricO, láctico, fórmico, acético - 

y propiónico» Compuestos que contienen nitrogeno, princi— 

palmente aminoácidos, 
particularmente ácido aspártico y -- 

glutámico, 

resultado de una deaminación de la asparagina y
glutamifia del jugo de cafia. 

Algunas vitaminas estables al calor. y álcali como --- 
MYO- inOsitOl, niacina, ácido pantoténico, 

riboflavina y p.1
queñas cantidades de biotina. 

Compuestos de fósforo como hexafosfato de inositol y - 
sus sales de calcio Y magnesio, conocidas como fitina. 

La COMPOsición de las melazas, difiere de acuerdo al - 
área de produccion ( 9). 

2. 4. 
ALGUNOS ASPECTOS SOBRE LOS COMPONENTES DEL

ME -DIO DE CULTIVO Y CONDICIONES DE FERMENTA- 
qIQN. 

Los factores que a . fectan una fermentación a nivel de - 
laboratorio son: 

2. 4. 1. Los componentes del medio. 
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A. Fuente de carbono.- Estudios previos a es- 

te trabajo reportan concentraciones de glu

cosa óptimas para la producción de ácido - 

itacónico que van de 5 a 25%; 5 g de gluco

sa por 100 m1 de medio ( 50), 6% de glucosa

anhidra ( 42), 7. 4. g de glucosa por 100 ml. 

del medio ( 32) y de 20 a 25 g por 100 ml. - 

de medio ( 39). La sacarosa tambien es meta

bolizada por el hongo en concentraciones - 

de 12 a 12. 5 g/ 100 ml. del medio para una - 

producción mejor de Acido Itacónico ( 33) -- 

En 1951 Van der Westhuizen estudia el efec

to de las melazas en la fermentacion, y -- 

las concentraciones van de 0 a 10% de mela

zas crudas de cafia de azúcar, de 0. 03% de - 

cenizas equivalente a melazas crudas y me- 

lazas deionizadas. 

B. Fuente de ilitrOgeno.- Fuentes inorganicas- Jo

de nitrógeno proporcionan buenos rendimien

tos en la fermentación de Acido Itac¿nico. 

Andrew Moyer y Robert Coghill ( 39) estu--- 

dian la mejor fuen'te de nitrógeno. El ni— 

trato de amonio al 0. 3% rinde el mejor por

centaje de Acido itacónico, y en orden de.0

cendente se encuentran, el cloruro de amo - 

N
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nio, fosfato de amonio, nitrato de sodio, - 

urea y nitrato de potasio. Van der Westhui- 

zen ( 53) confirma al nitrato de amonio como

mejor fuente de nitrógeno. Otras investiga- 

ciones estudian la adición de licor de maiz

con sales minerales de nitrógeno ( 32, 39, 41) 

C. Sales minerales: 

Fosfatos.- Para los iones fosfato, la con— 

centración óptima es de 0. 0216% en forma de

ácido fosfórico ( 39), y de 0. 01 a 0. 015% si

se adiciona como H
2

PO
4-' 

Sulfatos.- El sulfato de magnesio heptahi— 

dratado adicionado a cultivos agitados dá - 

buenos rendimientos en concentraciones de - 

0. 025% ( 39) Y 0. 075%( 33), concentraciones - 

de 0. 6% favorecen la formación de ácido ita

cónico y aumentan la tolerancia a la concen

tración de iones hidrógeno, por otro lado - 

el sulfato de magnesio actúa contrarrestan- 

do la toxicidad que los iones aluminio tie- 

nensobre la fermentación, efecto que pre— 

senta a concentraciones de 0. 001% a valor - 

de pH 2 y de 0. 002% a valor de pH 3 e inhi- 

be el crecimiento del hongo y por lo tanto - 

la producción ( 33)- 
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Tanto los ¡ oaes hierro como zinc provocan - 

un efecto t¿xico sobre la fermentación en - 

concentraciones super ¡ores a 1 mg/ 1t de --- 

zinc y de 10 mg/ 1t de hierro. La formación - 

de micelio se favorece, mientras que la pr 0

ducción de ácido disminuye ( 39). 

Cloruros.- El cloruro de potasio en concen- 

tración de 0. 005% dá buenos rendimientos de

ácido itacónico ( 39), mientras que el cloru

ro de sodio requiere 0. 04% para el mismo

efecto ( 32). Concentraciones superiores a

estos valores conduce a un crecimiento mice

lial abundante y baja producción ( 32, 39). 

2. 4. 2. pH.- Se reportaron valores de pH óptimo para - 

la fermentacion itacónica de 1. 8 a 1. 95 ( 33),- 

1. 8 ( 32), 1. 8 a 3. 0 sin series interferencias - 

en la producción de ácido itacónico ( 39) Y Va- 

lor de pH 3. 0 ( 53). 

Para el ajuste del pH fueron probados el ácido

clorhídrico, ácido sulfúrico y el ácido nitri'- 

co. Proporciona el primero mejores rendimien— 

tos en la fermentacion ( 53). 

2. 4- 3- Inoculo.- En general, el inóculo consistió en - 

una suspensión de esporas. L. B. Lockwood ( 32) - 
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estudió la inoculación de esférulas, concluyen

do que pequeñas cantidades de inóculo es el me

jor método para prevenir un exceso de creci— 

miento a expensas de una mejor producción. 

De L. B. Lock-wood y G. E. N. Nelson ( 32) reproduci

mos la' siguiente tabla. 

Efecto de la cantidad de inoculo en la produc- 

ción de ácido itacónico a partir de glucosa -- 

por A. Terreus

NRRL ig6o

Número de esférulas Acido itacónico producido

g/ cultivo

1 2. 05

2 2. 05

3 1. 85

4 1. 66

5 . 1- 17

8 o. 68

2. 4. 4. Aereación y Agitación.- En 1951 ( 53) Van der - 

Westhuizen señala que ocurre una conversión me

jor a ácido ítacónico en cultivos con mayor -- 

profundidad. Moyer y Coghill ( 39) experimen-- 

tan en matraces de 200 ml. que contienen 60 a- 

70 ml. de medio de cultivo y obtienen buenas - 

producciones cuando logran profundidades de -- 



22

1. 5 a 2. 0 cm. 

Pfeifer ( 42) reporta 100 a 250 rpm con aerea-- 

2
ci6n de 12 a 15 libras/ pulgada . 

2. 4. 5. Temperatura y Tiempo.- En general se ha repor- 

tado como temperatura de fermentación para pro

ducciones mejores de ácido itacOnico, 300 C en - 

un tiempo promedio de 10 a 12 dias ( 33, 39, 53)- 

3. - MATERIAL , MEDIOS Y

R E A C T I V 0 S . 

3. 1. EQUIPO. 

Microscopio. 

Potenci6metro. DIGI- SENSE. DIGITAL PH METER. 

COLE - PALMER INSTRUMENT COMPANY. 

CHICAGO, ILLINOIS 60648 U. S. A. 

MODELO 5985- 40

Espectrofotómetro. 

Mesa de agitacion rotatoria a 188 r. p. m. 

Estufa. ESTUFA KINET A 280C. 

ESTUFA KINET DE 0 A 2500C. 

ESTUFA ESTERILIZADORA 0 A 3000C. 

ROBERT SHAW

NEW STANTON DIVISION

YOUNGWOOD, PENSILVANIA 15697. 
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Autoclave. BOE- KEL 110 VOLTS

DE 0 a 22 Kg/ cm
2

a 1350C. 
u

Balanza analitica. 

E. METTLER

ZURICH, 1 DIV= 1 mg. 

MADE IN ZWITZERLAND/ 200

HOPPMAN- PINTHER BOSWORTH, S. A. 

3. 2. MATERIAL DE VIDRIO. 

Matraces Yodométricos de 250 ml. 

Vidrieria. 

3- 3- PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO. 

3- 3- 1- Medio de Conservación. 

SABOURAUD

Neopeptona difco 1. 0 g. 

Bacto dextrosa glucosa 4. o g. 

Bacto agar 2. 5 g. 

Agua destilada 100. 0 ml. 

Disolver calentando cuidadosamente con agita— 

ción Esterilizar a 121 0 C, 1. 5 atmósferas de - 

presión, durante 20 minutos. Repartir en tubos

de 16 X 125, inclinarlos. 

3- 3. 2. Medio de esporulación. 

KC1 0- 003 9- 
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Nil4 NO
3

0. 3 g. 

Mg5o " 7H
2

0 o. 6 g. 

NaH 2 PO
4

0. 015 g. 

Melazas defecadas al 10% 50. 0 m1, 

Agar . 2. 0 g. 

Agua destilada c. b. plOO. 0 ml. 

Disolver calentando cuidad*osamente y esterili- 

zar a 121 0 C, 1. 5 atmósferas de presión durante

20 minutos. 1

Preparar cajas de petri con este medio. 

NOTA: La concentración de las melazas está re- 

ferida en 3- 5- 

3. 3. 3- Medios de producción. 

Medio de producción A

KC1 0. 005 9 - 

NH
4

NO
3

0. 3 g. 

MgSO17H
2

0 o. 6 g. 

NaH
2 PO4 0. 015 g. 

Medio de producción B

KC1 0. 005 9. 

NH
4

NO
3

0. 3 g. 

M01017H 0 o. 6 g. 

NaH
2

PO
4

0. 015 9. 

Sacarosa 10. 0
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Medio de Producción C

KC1 0. 005 g. 

NH
4

NO
3

0- 3 g. 

MgSO47H
2

0 o. 6 g. 

NaH
2 PO 4 0. 015 9. 

Sacarosa 10. 0 - e. 

Melazas al 10% 0. 1 MI. 

NOTA: La concentración de las melazas está re- 

ferida en 3. 5. 

3. 4. PREPARACION DE REACTIVOS. 

3. 4. 1. Reactivos microbiológicos. 

Colorante azul de algodón lactofenol. 

Cristales de fenol fundido 20. 0 MI. 

Acido láctico 20. 0 MI. 

Gliceri-na 4o. o MI. 

Agua destilada 20. 0 MI. 

Disolver calentando la mezcla a 700 C. 

Añadir 0. 05 g. de colorante azal de Poerrier o

azul de algodón. 

Bálsamo de Canadá. 

Colorantes para tinción de Qram. 

3. 4. 2. Reactivos Químicos. 

Solución de agua de bro.mo amortiguada pH 1. 2. 

Solución de Yoduro de potasio al 50%. 
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Solución decimonormal de tiosulfato de sodio. 

Almidón S. I. 

Solución saturada de cloruro de sodio. 

Acido sulfúrico. Grado reactivo. 

Solución de fenol al 5%. 

Solución decimonormal de hidróxido de sodio. 

Fenolftaleina S. I. 

Solución de agua de bromo amortiguada pH 1. 2 - 

24). 

a) Disolver 1 ml. de bromo Y 3 g. de bromuro - 

de potasio en 100 ml. de agua destilada. 

b) Agregar 1. 87 g. de cloruro de potasio y --- 

48. 5 ml. de solución normal de ácido clorhidri

CO. 

e) Adicionar agua destilada para tener un volu

men final de 500 ml - 

d) El pH final es de 1. 21» 0. 1. 

e) Guardar en frasco ambar y en refrigeraéión. 

3- 5- DEFECACION DE MELAZAS Y CUANTIFICACION DE

AZUCARES. 

Defecaci0n de melazas. 

a) A 50 ml. de melazas, agregar 50 ml. de agua

destilada. 

b) Ajustar el pH a valor de 4. 0, con so lución- 
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al 10% de ácido sulfúrico. 

c) Calentar a fuego lento por 30 mi- utos- 

d) A temperatura ambiente, centrifugar. 

e) Separar el sobrenadante en un frasco. 

CuantificaciSn de azúcares totales. 

Curva patrón. 

a) Hacer diluciones de sacarosa U. S. P. que con

tengan 10, 20, 30, 40, 50, 60- 70, 80, 90 y -- 

100 mcg/ ml. 

Muestra. 

a) Medir 1 ml. de melazas defecadas, agregar - 

agua destilada para tener un volumen final de - 

100 ml. 

b) Medir 1 ml. de melazas defecadas, agregar - 

agua destilada para tener un volumen final de - 

500 ml. 

c) Medir 1 ml. de melazas defecadas, agregar - 

agua destilada para tener un volumen final de - 

1000 ml. 

Procedimiento. 

a) A las diluciones de sacarosa y melazas, --- 

pr-acticar el Método de fenol -sulfúrico ( 4- 3. 2) 
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Curva estándar de sacarosa

Concentración (

r
g/ m1) Absorbancia

20 0. 229

40 o. 43o

6o o. 670

8o 0. 900

100 1. 130

CALCULOS: 

Melazas de origen desconocido: 

o.. 4o x 3o X 1000 X 100 = 338 rng/ m1
1 0 - 51 10

Melazas de Morelos: 

1. 488 x 5o x l000 x 100 = 435. 714 rng/ mi. 
0. 56o 10

Melazas de Veracruz: 

o. 349 X 50 X 1000 X 100 = 311. 609 mg/ mi. 
0- 56o 10



Abs. 

ago

70

50

30

10

29

CURVA ESTANDAR DE SACAROSA

10 30 50 70 90

r- 
cg/ mi

Sacarosa. 
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Cálculos para preparar solución al 10% de azúcares conteni

das en las melazas de origen desconocido, Morelos y Vera— 

cruz. 

Melazas de origen desconocido. 

a) 0. 358 g de azúcares se encuentran en 1 mililitro de me- 

lazas. 

10. 0 g. de azúcares se encuentran en 28. 8 ml. de mela— 

zas . 

b) Medir 28. 8o ml. de melazas de origen desconocido colo— 

carlas en un matraz volumétrico de 100 ml. Adicionar -- 

agua destilada al volumen. 

e) Estj,a solución tiene una concentración de 10% de azúca— 

res. 

Proceder de la misma forma con las melazas de Veracruz - 

y Morelos, tomando en cuenta la concentración de azúca- 

res por mililitro de melaza. 
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Se realizó el estudio con una cepa de Aspergillus

terreus., NRRI, 263 o ATCC
2

10029, donada por el C entro de

Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Poli— 

técnico Nacional. Departamento de Biotecnolog:La y Bioing.1

nieria, para la variación de algunas condiciones de fer— 

meatación con sus respectivos controles químicos y micro - 

biológicos. 

4. 1. MICROBIOLOGICA. 

4. 1. 1. Conservación e Identificación de la cepa. 

Conservación, Efectuar resiembras en medio - 

de Sabouraud, 3. 3. l., cada 15 dias. 

Identificación microscópica. 

a) Preparar un microcultivo. 

b) Teñir con colorante azul de algodón lacto- 0

fenol, 3- 4- 1- 

e) Observar al microscopio las estructuras re

productivas caracteristicas de Aspergillus: 

un conidióforo conteniendo gran cantidad - 

de conidas esféricas con aspecto de una es

cobilla. 

Identificación macroscópica. 

a) Observar la morfologia micelial en el me— 

dio de Sabouraud, 3- 3- 1. 

1) NRRL.- Northern Regional Research Laboratory. 
2) ATCC.- American Type, Culturp Collection. 
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b) Observar el cambio de color del medio de — 

cultivo. 

4. 1. 2. Preparación del inóculo. 

a) Sembrar A. Terreus en medio de Sabouraud, - 

3- 3- 1- 

b) Incubar hasta crecimiento abundante a 280C. 

c) Suspender las esporas del hongo en agua --- 

destilada estéril. 

d) Sembrar en caja petri con medio de esporula

ci6n 3. 3. 2. 

47 e) Incubar a 280C durarLte 7 días. 

f) Cortar con tijeras estériles cuadros de mi- 

celio de 0. 5 cm. por lado. 

g) Inocular cada matraz para fermentación con - 

un solo cuadro así obtenido. 

4. 2. VARIACION DE LAS CONDICIONES DE FERMENTACION. 

4. 2. 1. Variación de sacarosa. 

a) En siete matraces con capacidad de 300 ml -- 

colocar en cada uno, medio de producción A, 

3. 3- 3. 

b) Afiadir a cada uno sacarosa como sigue: 
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Matraz Sacarosa Concentración

9- % 

1 0. 0 0. 0

2 2- 5 2. 5

3 5. 0'-- 5. 0

4 7- 5 7. 5

3 10. 00 10. 00

6 12. 5 12. 5

7 13. 0 15. 0

c) Disolver en una pequefia porción de agua des

tilada. 

d) Llevar a volumen de 100 ml. con agua desti- 

lada. 

e) Ajustar el pH a un valor de 3. 0 con solu--- 

ción normal de ácido clorhidrico. 

f) Esterilizar en autoclave a 1210C y 1. 5 at— 

mósferas de -presión durante 20 minutos. 

g) Incubar 24 horas a 280C como prueba de este

rilidad. 

h) Inocular, según 4. 1. 2. 

i) Incubar a 28OC, en agitación rotatoria du— 

rante 7 días. 

j) Efectuar las rnediciones y controles, 4. 3,- - 

al Uquido fermentado y a su correspondien- 

te medio sin fermentar, el cual se emplea - 
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como blanco. 

4. 2. 2. Variación de melazas. 

Variación de melazas en concentración de 1 a - 

lo%. 

a) Colocar en 4 matraces con capacidad de 300 - 

ml. el medio de producción A, 3-- 3- 3- 

b) Adicionar solución al 10% de. melaza, 3 - 5 - 

Matraz Solución 10% de Concentración

melazas

ml. % 

1 100 10. 0

2 50 5. 0

3 25 2. 5

4 10 1. 0

c) Llevar a volumen de 100 mI. con agua desti- 

lada. 

d) Ajustar el pH a un valor de 3. 0 con solu--- 

ción normal de ácido clorhídrico. 

e) Esterilizar en autoclave a 121
0

C y 1. 5 at--' 

mósferas de presión durante 20 minutos. 

f) Incubar 24 horas a 280C como prueba de este

rilidad. 

g) Inocular, según 4. 1. 2. 

h) Incubar a 280C, en agitación rotatoria du— 

rante 7 dias. 
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i) Efectuar las mediciones y controles, 4. 3-, 

al liquido fermentado y a su correspondien

te medio sin fermentar, el cual se emplea - 

como blanco. 

Variación de melazas en concentración de 0 a- 

0. 5%. 

a) ColDcar en 4 matraces con capacidad de 300

ml. el medio de pro'ducción B, 3- 3- 3- 

b) Adicionar solución al 10% de melazas, 3. 5. 

Matraz Solución 10% de Concentración

melazas

ml. % 

1 0. 0 0. 0

2 0. 05 0. 005

3 0. 10 0. 010

4 0. 25 0. 025

5 0. 50 0. 050

6 0. 75 0. 075

7 1. 00 0. 10o

a 2. 50 0. 2«50

9 5. 00 0. 500

e) Disolver en una pequeña porción de agua --- 

destilada. 

d) --- levar a volumen de 100 ml. con agua destila

da. 
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e) Ajustar el pH a un valor de 3. 0 con solu--- 

ción normal de ácido clorhidrico. 

f) Esterilizar en autoclave a 1210C y 1. 5 at—- 

mósferas de presión durante 20 minutos. 

g) Incubar 24 horas a 280C como prueba de este

rilidad. 

h) Inocular, según 4. 1. 2. 

1) Incubar a 280C, en agitación rotatoria du— 

rante 7 d3las. 

j) Efectuar las -mediciones y controles, 4. 3., - 

al liquido fermentado y a su correspondien- 

te medio sin fermentar, el cual se emplea - 

como blanco. 

4. 2. 3. Efecto de la Variación de pH inicial. 

a) El, 7 matraces con capacidad de 300 ml., co- 

locar en cada uno medio de producción C, -- 

3. 3- 3. 

b) Disolver en una pequeña porción de agua des

tilada. 

c) Llevar a volumen de 100 ml. con agua desti- 

lada. 

d). Ajustar el pH con solución normal de ácido- 

clorhidrico, de manera que cada matraz con- 

tenga valores de pH as!: 
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Matraz Ajustar el pH a: 

1 1. 5

2 2. 0

3 2. 5

4 3- 0

5 3- 5

6 4. o

7 4. 5

e) Esterilizar en autoclave a 121 0 C Y 1. 5 at— 

mósferas de presión durante 20 minutos. 

f) Incubar 24 horas a 280C como prueba de este

rilidad. 

g) Inocular, según 4. 1. 2. 

h) Incubar a 280C en agitación rotatoria duran

te 7 dias. 

i) Efectuar las mediciones y controles, 4. 3., - 

al liquido fermentado y a su correspondien- 

te medio sin fermentar, el cual se emplea - 

como blanco. 

4. 2. 4. Efecto de la Variación de temperatura. 

a) Preparar seis matraces con capacidad de 300

ml. con medio de producción C, 3- 3- 3- 

b) Disolver en una pequeña porci0n de agua des

tilada. 

c) Llevar a volumen de 100 ml. con agua desti- 

lada. 
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d) Ajustar el pH con solución normal de ácido - 

clorhídrico a un valor de 3. 0. 

e) Esterilizar en autoclave a 121 0 C Y 1. 5 at— 

mósferas de presión durante 20- ninutos. 

f) Incubar 24 horas a 280C como prueba de este

rilidad. 

9) Inocular, según 4. 1. 2. 

h) Incubar en agitación rotatoria durante 7 -- 

días. 

A cada matraz le corresponde diferente tempera

tura. 

Matraz Incubar a: 

Temperatura 0 C. 

1 24

2 26

3 28

4 30

5 32

6 34

i) Efectuar las mediciones y controles, 4. 3., - 

al líquido fermentado y a su correspondien- 

te medio sin fermentar, el cual se emplea - 

como blanco. 

4. 2,, 5. Efecto del tiempo de fermentación sobre la pro

ducci6n de ácido itacónico. 
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a) Preparar 17 matraces con capacidad de 300 - 

ml. colocando en cada uno medio de produc— 

ci6n C, 3. 3- 3. 

b) Disolver en una pequeña porción de agua des

tilada. 

e) Llevar a volumen de 100 ml. con agua desti- 

lada. 

d) Ajustar el pH con solución normal de ácido- 

clorhidrico a un valor de 3. 0. 

e) Esterilizar en autoclave a 1210C y 1. 5 at— 

mósferas de presión durante 20 minutos. 

f) Incubar 24 horas a 280C como prueba de este

rilidad. 

g) Inocular, según 4. 1. 2. 

h) Incubar a 280C en agitación rotatoria. 

Cada dia retirar un matraz de la fermentación. 

i) Efectuar las mediciones y controles, 4. 3., - 

al liquido fermentado y a su correspondien- 

te medio sin fermentar, el cual se emplea - 

como blanco. 

4. 2. 6. Estudio comparativo con melazas de distinto -- 

origen. Melazas correspondientes a la primera - 

quincena de agosto de 1977. Obtenidas del Ing.1

nio de Martinez de la Torre, Veracruz. 
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Melazas correspondientes a la primera quincena

de noviembre de 1977- Obtenidas del Ingenio de

Zacatepec, Morelos. 

a) Defecar y cuantificar azúcares totales, se- 

gún 3. 5- 

b) Seguir la metodología de variación de mela- 

zas en concentración de 0 a 0. 5%, según --- 

4. 2. 2. 

4- 3- MEDICIONES Y CONTROLES EFECTUADOS AL LIQUIDO

FERMENTADO. 

Determinación de ácido itacónico. 

Determinación de azúcares residuales. 

Acidez titulable.,, 

Determiqación de pH final. 

Creci-niento micelial. 

Control microbiológico. 

4- 3- 1- Determinación de ácido itacónico. ( 24) 

a) Medir 10 m1. del liquido fermentado en un - 

matraz yodométrico. 

b) Añadir 50 ml. de solución de agua de bromo - 

amortiguada pH 1. 2 1 0- 1, 3. 4. 2. 

c) Tapar el matraz y agregar solución saturada

de cloruro de sodio, para evitar la párdida

de vapores de bromo. 
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d) Dejar el matraz 10 minutos a temperatura am

biente y 5 minutos en baño de hielo. 

e) Agregar 5 mi. de solución al 50% de yoduro - 

de potasio en el cono del matraz. 

f) Abrir cuidadosaínente para permitir la entra

da de la solución de yoduro de potasio al - 

matraz. 

g) Dejar el matraz 10 minutos a temperatura am

biente. 

h) Valorar el yodo liberado con solución deci- 

monormal de tiosulfato de sodio, emplear co

mo indicador almidón S. I. ( Vm) 

i) Preparar un blanco de reactivos, y practi— 

car el ensayo. ( VB1). 

Reacción: ( 3 ) 

CH Br -GH
11 2 ar 1 2 1

C - COON + Br -C - COOK

27r-
0014 Exceso C"

2-
Cook4

2) Sr. t 2KI 1- Mr + 1
2

3) 12 + 214a23
2

0

M42 S
4P6
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Calculos: 

1) 

g. de A. itacónico/ 100 m1.- (
VB1- Vm) X Normalidad x o. o65x1oo

Alicuota

Donde VB1= Volumen de tiosulfato de sodio consumido por el

blanco

Vm = Volumen de tiosulfato de sodio consumido por la

muestra. 

Normalidad=Normalidad de la soluci0n de tiosulfato de sodio

4. 3. 2. Determinación de azúcares residuales. 

Preparación de la solución malbi:;,e. fútjZ114
a) En un matraz volumétrico de 100 ml. colocar, 

500 mg. de sacarosa U. S. P. 

b) Llevar a volumen con agua destilada. 

Preparación de la Solución pa

a) De la solución madre, medir 10 ml. y vertir

los en un matraz volumétrico de 1000 ml. 

b) Agregar agua destilada al volumen. 

La concentración final es de 50 cg./ Ml. 

Preparación de la muestra y blanco. 

a) En un matraz volumétrico de 1000 ml. colo— 

car 1 mI. de líquido fermentado y llevar al

volumen con agua destilada. 

b) En un matraz volumétrico de 1000 ml. colo— 

car 1 ml. de liquido sin fermentar, y lle— 
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var al volumen con agua destilada. 

Procedimiento. 

Estándar, problema y blanco tratarlos de la si

guiente manera: 

a) Medir 1 ml. de estándar, problema y blanco - 

y vertirlos a tres tubos de 16 X 150, res— 

pectivamente. 

b) Agregar 1 ml. de solución de fenol al 5%. 

c) ARadir . 5 mI. de ácido sulfúrico grado reac- 

tivo. 

d) A temperatura ambiente leer a 485 nm. en el

espectrofot6metro. 

Reacción: 

c
dt\ 

C) 0  1,0
S

1» 2. C - H
OK>

C 0
H*4' C/y

CH2 14

o 0Aj Ok 0
C, 

14 + 
0

Ck Q lb Cu- e - o— = o

Cálculos: 

A ' Lzucares presentes en el líquido sin fermentar: 

2) 

mg/ m1 de azúcar -es en el
Abs B1 X Conc. Patrón X 1000

medio sin fermentar. Abs. Patrón
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Azúcares presentes en el liquido fermentado: 

3) 

mg/ ml de azúcares en el Abs Pb X Conc. Patrón X 1000

medio fermentado Abs. Patrón

Donde Abs bl= Absorbancia del blanco. 

Abs P -i)= Absorbancia del problema. 

Abs Patrón= Absorbancia del patrón. 

Cone. Patrón= Concentración del patrón. 

Azúcares consumidas: 

4) 

Azúcares consumidas= mg/ m1 Azúcares en el medio sin fermen

tar - mg/ m1 Azúcares en el medio fer- 

mentado. X 0. 1. 

Yo de Azúcares consumidas: 

5) 

de Az. consumidas= 
mS/ m1 Azácares consumidas X 100

mg/ m1 Azúcares en el blanco

En base a los resultados de ácido itacónico -- 

producido y azúcares consumidas, se relaciona para obtener

el Rendimiento: 

6) 

Rendimiento= 
mglml de Acido Itacónico X 100

mg/ ml. de Azúcares consumidas

4. 3. 3, Acidez titulable. 

a) Medir volumoStricamente 10 mI. del líquido - 
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fermentado. 

b) Afiadir 2 gotas de fenolftaleina S. I. 

e) Valorar con solución decimonormal de hidró- 

xido de sodio a rosa tenue. 

d) Repetir el ensayo utilizando liquido no fer

mentado, éste es el blanco. 

Cálculos: 

V NaOH muestra - V NaOH Blanco) X Normalidad

Alicuota

Donde VNaO.14 muestra= Volumen de hidróxido de sodio consumi

da por la muestra. 

VNaOH Blanco = Volumen de hidróxido de sodio consumi

da por el blanco. 

Normalidad = Normalidad de la solución de hidróxi- 

do de sodio. 

4- 3. 4. Determinación de pH final. 

a) Medir potenciométricamente el pH del líqui- 

do fermentado. 

4. 3. 5. Crecimiento micelial. 

a) Transcurrido el tiempo designado a la fer— 

mentaciOn, filtrar el liquido fermentado a - 

través de papel filtro whatman # 1. 

b) Lavar el micelio con agua destilada hasta - 

que ésta quede transparente. 
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c) Secar a 70 0 C por 24 horas. 

d) Secar un papel filtro hámedo sin miestra ba

jo las mismas condiciones. 

8) 

micelio/ 100 ml=( Peso papel y micelio seco) -( Peso papel se¿ o) 

4- 3. 6. Control microbiológico. 

a) Con una asa estéril tomar una pequeña por— 

Ci0n de micelio para hacer un microcultivo. 

b) Con una asa estéril tomar una pequefia por— 

ci6n. de líquido fermentado para hacer tin— 

ci6n de Gram. 

c) Observar ambas preparaciones al microscopio. 

a
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5. R E S U L T A D 0 S . 

5, 1. VARIACION DE SACAROSA. 

Bajo las condiciones de trabajos aplicadas, 

4. 2. l., al incrementar la concentración de sacarosa, la

producción óptima' de ácido itacónico, está en el rango de - 

10 a 12. 5% y a concentraciones de sacarosa superiores solo

aumenta muy ligeramente la producción y la pendiente de la

curva se hace casi cero. 

El máximo aprovechamiento de sacarosa, se en— 

cuenta en 10 g de sacarosa por 100 mililitros, observándo- 

se que no metaboliza más azucar a mayor cantidad adminis— 

trada. 

La acidez total del medio aumenta en la misma - 

proporción que el ácido itacónico hasta una concentración - 

aproximada de sacarosa de 12, 5 g por 100 ml., en la cual - 

ocurre una desviación. La acidez total es sensiblemente ma

yor a la acidez provocada por el ácido itacónico. 

El micelio presenta un ligero aumento según se

incremente el azúcar administrada. 



VARIACION DE SACAROSA CONSTANTES VARIANTES

pH 3. 0 SACAROSA DE
TEMPERATUR-A 280C 1TABLA 5. 1 2. 5 A 20. 0 5 - 
TIEMPO 7 DIAS. 

METODOLOGIA 3. 2. 4. 3. 1 4. 3. 5. 4- 3- 3- 4 3.', - 

CALCULO 4) ( 5) 8) 7) 

GRAFICA 5. 1. 2. 5 i. l. 5. 1. 1. 

VARIACION DE
AZUCAR CONSUMIDA ITACONICO R.ENDIMIENTO MICELIO ACIDEZ

SACAROSA AZUCAR CONSUMIDA DE ITACONICO
g/ 1oom1 meq/ 1t

pli

1
g/ 1oomi % g/ 10OMIX10 POR AZUCAR CON

1 1 1
SUMIDA

1 11 1

2. 5 100 1. 34 5. 36 o. 629 0. 072 2. 162. 5 % 

5. o' % 5. 0 100 1. 938 3. 876 0. 5724 0. 079 2. 05

7. 5 % 7. 2 96 2. 948 4. lo o. 4go4 o. o84 2. 16

10. 0 % g. o go 5, 402 6. 00 0. 5 26 0. 11 2. 18

12. 5 % 7. 0 72 6. 31 7. 01 0. 5227 o. oii 2. 22

15. 0 % 8. 55 57 6. 39 7. 47 0. 5727 0. 0123 2. 12

17. 5 % 8. 22 47 6. 6o 8. 02 0. 3693 o. 144 2. 15

20. 0 % 6. 4 32 6- 70 lo. 47 o. 5943 0, 151 2. 20



ACIDO

ITACONICO

g/ lOOMI x 10

Cl ) I

20

50

VAR-FACIO-'; D,-- SACAROSA GRUPO 5. 11 --- ri

IGRAFICA 5. 1. 11 ACIDEZ MICELIO

meq/ 1t g/ 10OM1

i) (
1) 

20 . 8

01

1 . 6

1 . 4

05 - . 2

5. 0 10. 0 15. 0 20. 0 g DE SACAROSA/ 100m1
DE MEDIO

Y. DE SACAROSA GRAFICA 5. 1
CONSUMIDA 1 ii

20

15

10

5. 0

kROSA

INISTRADA

kROSA

SUMIDA

5.(, 10. 0 15. 0 20. 0 g/ 100m1 de sacarosa

15

10 . 10

@

01

1 . 6

1 . 4

05 - . 2

5. 0 10. 0 15. 0 20. 0 g DE SACAROSA/ 100m1
DE MEDIO

Y. DE SACAROSA GRAFICA 5. 1
CONSUMIDA 1 ii

20

15

10

5. 0

kROSA

INISTRADA

kROSA

SUMIDA

5.(, 10. 0 15. 0 20. 0 g/ 100m1 de sacarosa
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5. 2. VARIACION DE MELAZAS. 

Variación de melazas en concentraciones de 1 a 10%. 

Bajo las condiciones de trabajo aplicadas, 4. 2. 2., so

lo hubo un ligero crecimiento micelial, con escasa produc- 

cion de ácido itácónico a la concentración de melazas de - 

1%. Las demás concentraciones no presentaron crecimiento - 

micelial. I

Variación de melazas en concentración de 0 a 0. 5%. 

Sin embargo, bajo las mismas condiciones, 4. 2. 2., em- 

pleando sacarosa al 10% y variando las melazas a bajas con

centraciones, la producci0n de ácido itacónico es óptima a

concentracion de 0. 01% de melazas, sufriendo un marcado -- 

descenso, según aumenta la concentración de las mismas;. 

El Consumo de azúcar, es casi constante y la conver— 

si0n de ella a ácido itacónico es mejor en 0- 005% de mela- 

zas. 

La acidez total se ve incrementada en el rango de --- 

0- 005 a 0. 01%, consecuentemente, el pH final es más baj . 0. 



1 VARIACION DE MELAZAS 1 CONSTANTES VARIANTES

PH 3. 0 TIEMPO07 D
TEMPFRATURA 28 C MELAZAS DE 0 A 0. 5

TABLA 5. 2. SACAROSA lo %] E 1
METODOLOGIA

CALCULO

WRAFICA

4. 3. 2. 

1
5. 2. 1

5) 

4- 3- 1- 

1) 

5. 2. 1. 

6) 

5. 2. 1. 

4- 3- 5- 

8) - 111 5. 2. 2. 

4- 3- 3- 

7) 

5. 2. 2, 

4 - 3 - 4 - 

5. 2. 2. 

DE AZUCAR CONSUMIDA ITACONICO RENDIMIENTO MICELIO ACIDEZ

MELAZAS g/ 10OM1 g/ 10om1xlo DE ITACONICO g/ 10OM1 meq/ 1t pH

POR AZUCAR CON

los. conc. 
SUMIDA

0 3. 552 35. 52 8. 02 22. 58 1. 8877 0. 1374 2. 20

0. 005 2. 3 2. 943 29. 41 9. 207 31. 28 1. 9381 o. 1562 2. 15

0. 01 2 3. 869 38. 65 9. 708 25. 01 1. 9100 o. 1614 l 025

0. 023 1. 6 4. 037 4o. 27 5. 213 12. 91 2 1954 o. og4g 2. 65

0. 05 1. 3 3. 600 35. 81 7. 912 21. 78 2. 0950 0. 1205 2. 45

0. 075 1. 1249 2. 859 28- 38 4. 487 15 69 1. 9852 0. 0682 2. 75

o 01 1 1. 573 45. 28 6. 65o 14. 54 2. 2150 0. 1259 2. 70

0. 25 o. 6 5. 030 49. 07 7. 870 15. 65 2. 22 50 o. 1658 2. 80

0. 5 0- 3 4. 359 41. 51 3. 287 7. 54 2. 3420 0. 1309 2. 87

Q1

0



ACIDO

ITACONICO

g/ 10OM1 x 10

i) 
11

9

7

5

K, 

53

VARIACION DE MELAZAS 1 UPO 3. 2. 1
DE AZUCARES RENDIMIENTO. 

GRAFICA 5. 2. 1
CONSUMIDAS

9) ( 1

8o 1 40

6o 30

49 20

20 101

2. 3 2 1_. 6 1. 3 1 0. 6 0- 3 - log. conc. melazas

pH FINAL GRkFICA 5. 2. 21 ACIDEZ MICELIO

meq/ lt g/ 100ml. 

T

4 0. 16 2. 2

3
0. 14 2. 6

0. 12 . 1. 0. 

0. 10 11. 6

9- 3- 2 1. 6 1- 3 - 1 0. 6 0- 3 - log. conc. melazas
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5- 3- EFECW DE LA VARIACION DE pH INICIAL. 

Bajo las condiciones de trabajo aplicadas, 4. 2- 3., - 

se presentó un rango de buena producción de ácido ¡ tacón¡ 

co, entre los valores de 2. 8 Y 3 2. Se presentaro.n resul- 

tados similares en azúcares consumidas, conversión de azú

car a ácido itacónico y acidez total. 

El crecimiento micelial es aLundante a valor de pH - 

de 2 a 2. 5, disminuye paulatinamente a valores mayores y - 

menores de este rango. 

Un interesante fenómeno morfológico del hongo suce— 

dió, las esférulas en el medio, aumentan en su diámetro - 

conforme se incrementó el pH inicial. El tamaño varió des

de 1 milimetro de diámetro a valores de pH 2. 0, hasta --- 

aproximadamente 1 centimetro a pH de 4. 5. 



EFECTO DE LA VARIACION1 DEL pH INICIAL

TABLA 5- 3. 1

CONSTANTES VARIANTES

TEMP. 28 0 C TIEMPO 7

DISACAROSA lo% pH DE 1. 5 A 4. 5
MELAZAS 0. 01% 1 1

6) 

5- 3- 1- 

METODOLOGIA

CALCULO

C^ FICA 1
4. 3. 2. 

4) ( 5) 

5- 3- 1- 

4. 3. - 

1) 

RENDIMIENTO MICELIO ACIDEZVARIACION DE AZUCAR CONSUMIDA ITACONICO

SUMIDA

PH g/ 100al % g/ 10om1xlo

0. 03451. 5

2. 755

3. 91 39. 06 0. 407

8. 230

2. 0 9. 11 91. 00 2. 51

1. 0580

2. 5 7. 91 79. 02 6. 51

0- 1390

3. 0 9. 41 94. 00 13. 84

2. 45

3. 5 9. 11 91. 00 9. 5

4. o 8. 81 88. 01 4. 5

4. o5 6. 66 66. 53 5. 9

CONSTANTES VARIANTES

TEMP. 28 0 C TIEMPO 7

DISACAROSA lo% pH DE 1. 5 A 4. 5
MELAZAS 0. 01% 1 1

6) 

5- 3- 1- 

4- 3- 5- 

8) 

4- 3- 5- 1
4- 3- 3- 

7) 

4- 3- 3- 1
4. 3. 4. 

4 - 3 - 4 - 

RENDIMIENTO MICELIO ACIDEZ

DE ITACONICO g/ 1oomi meq/ 1t pil

POR AZUCAR CON

SUMIDA

1. 04 0. 2010 0. 0345 1. 87

2. 755 1. 2441 0. 0525 2. o8

8. 230 0. 9181 o. oq6o 2. 26

14. 707 1. 0580 o. 164o 2. 35

10. 428 o. 8870 0- 1390 2. 43

5. 107 o. 8482 o. o66o 2. 45

8. 858 0. 8097 0. 0720 2. 55



ACIDO

ITACONICO

g/ looml x 10

D

16

12

4

56

EFECTO DE VARIACION

DE pH INICIAL
PO 5. 3. 

GRAFICA 5. 3. 1 % DE AZUCARFS RENDIMIENTO

CONSUMIDAS

9) ( 1) 

80 8o

6o 60

pH FINAL

a) . 

3 1

2 J

GRAFICA 5. 3

1 2 3

4o 40

20 20

pH INICIAL

ACIDEZ MICELIO

meq/ 1t. T/ 10OM1

ni 1(
9) ( 5) 

0. 16 1 1. 6

0. 12

0. 08

0. 04

it plf INICIALI

1 1. 2. 

o. 8

o. 4



57

5. 4. EFECTO DE LA VARIACION DE TEMPERATURA. 

Bajo las condiciones de trabajo
1

aplicadas, 4. 2A., la

producción de ácido itacónico presentó un óptimo entre 28- 

y 290C, a estas temperaturas, el azúcar consumida, la con- 

versión a ácido itacónico y la acidez total, encontraron

su máximo. 

A temperaturas más altas, se favoreciO el desarrollo- 

micelial, pero no la producción de acido itaconico. 

Is



EFECTO DE LA VARIACION
CONSTANTES VARIANTES

DE TEMPERATURA

PH 3. 0 TIEMPO 7 D. 
EMPERATUF

SACAROSA loy¿ 
240C A <:

1 1) Z

TABLA 5. 4.1 MELAZAS 0. 01%, 1 1
METODOLOGIA

CALCULO

GRAFICA

4. 3. 2. 

4) ( 5) 1 5. 4. 1

4- 3- 1- 

1) 

5A. l. 

6) 

5. 4. 1. 

4- 3- 5- 

8) 1 5. 4. 2. 

7) 1
4. 3. 3.__ 

5. 4. 2. 

VARIACION DE AZUCAR CONSUMIDA R.FNíDIMIENTO

TEMPERATURA g/ 10OM1 % ITACONICO % DE ITACONICO MICELIO ACIDEZ PH

g/ 10om1xlo POR AZUCAR CON 5/ 100in

1 1 SUMIDA 1
paloc 5. 465 5 k - 59 1. 22 2. 23 0- 70 7 ol6, 2. 155

260C 7- 013 70. 06 2. 15 MS o. 6,li43 0. 0290 2. 70

280C 8. 207 82- 03 3. 66 4. 46 1- 0 36 0. 0500 2. 79

300C 7. 923 79- 15 3. 4o 4. 25 1- 1075 o. o450 2. 80

32(:>C 6. 663 66- 57 1, 87 2. 80 1. 6540 0. 0260 2, 88

35 oc 6. 663 66- 57 1. 28 1. 92 1. 0217 o. 016o 2. 90



ACIDO

i,rACO-'ZICO

g/ 10OM1 x 10

T 1

4

3

2

I
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FFECTO DE LA VARI

1 - lRUPO 5. 4
DE LA TEMPERATURAICIO1 1

RAFICA 5. 4 % 
DE AZUCARES RENDIMIENTO

CONSUMIDAS

1 (
1) 

1 (
1

80

pH FINAJ

11'
1' I
3

2

5 5/- 

lo - 1 4 % 

3 % 

0

2 % 

0

24 26 28 30 32 34 TEMPERATURA C'. C

GRAFICA 5. 4. 2 ACIDEZ MICELIO

meq/ 1t g/ 10OMI

l( 9) . l( 3) 

24 26 28 30 32, 34 TEMPERATURA 0 c

1. 6

0. 05

0. 04

0. 03

0. 8

10. 02

o. 4
C0. 01

24 26 28 30 32, 34 TEMPERATURA 0 c
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5- 5- EFECTO DEL TIEMPO DE FERiMENTACION SOBRE LA

PRODUCCION DE ACIDO ITACONICO. 

Bajo las condiciones de trabajo aplicadas, 4. 2. 5., - 

los primeros 5 días, ocurrieron sin producción de ácido - 

itacónico, iniciándose ásta el sexto día, hasta alcanzar - 

un máximo de producción a los 10 días. A partir de enton- 

ces, la co-icentración de ácido itacónico se mantuvo prác- 

ticamente constante. 

El consumo de azácares guardó un comportamiento seme

jante a la producción de ácido itacónico, y el rendimien- 

to fué óptimo a partir del octavo dia de fermentación. 

A los once días, presentó la máxima, producción de -- 

ácidos totales. El pH final correspondió a estos resulta- 

dos. 

El crecimiento micelial fué logarítmico, y presentó - 

su maximo crecimiento en los días octavo a d& cimo. 



EFECTO DE TIEMPO DE1 FERMENTACION CONSTANTES VARIANTES

PH 3. 0 TEMP 280C
EMPO 17 DIAS D2

TABLA 5. 5. 
SACAROSA loy. 

FERMENTACION1 1 1 MELAZAS 0. 01% 1 FT, 1
blETODOLOUlA

CALCULO

GRAFICA

4) ( 5) 

4. 3. 2. 

115. 5. 2. 

4- 3- 1- 

1) 

5- 5- 1- 

4- 3- 5- 

8) 

5. 5. 4. 

11- 3- 3- 

7) 

5- 5- 3- 

11- 3-', - 

5- 3, 3. 

D' I A 5 AZUCA-R CONSUMIDA ITACONICO
RENDIMIENTO

MICELIO ACIDEZ pil
DE ITACONICO

g/ 10OM1 % S/ 100mlxlo g/ 10OM1 meq/ 1tPOR AZUCAR CON

1 1 1 SUMIDA
1

1 0. o 0. 0 0. 0 0. 0 0. 2102 0. 011 3. o8

2 0. 0 0. 0 0. 0 0. 0 0. 422 0. 012 3. 07

3 0. 0913 0. 93 0. 0 0. 0 0. 4954 0. 012 2. 81

6 0. 7510 7. 828 o. 6274 8. 355 0. 7225 o. o26 2. 32

7 3. 3120 34 51 6. 65o4 20. 079 o. 9641 0. 1211 2. 34

8 4. 3130 37. 78 8. 7208 24. 645 1. 1468 0. 1584 2. 35

9 5. 6o56 56. 00 14. 3 25. 51 1. 05 0. 29 2. 20

10 5. 9290 61. 78 17. 2535 29. 10 1. o639 0. 303 2. 20

13 6. 8300 71. 16 17. 8809 26. 18 1. 1502 0. 3187 2. 35

14 4. 6181 48. 12 lo. 9167 23. 64 0. 9552 0. 193 2. 03

15 6. 0420 62, 96 16. 68 27. 618 1. 1132 0, 243 1. 99

16 5. 9390 62. 09 13. 183 25. 48 1. 0714 0. 267 1. 90

17 6. 37201 66. 4o 17. 567 27. 56 1. 1742 0. 324 i 88
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rFECTO DEL TIEMPO

SOBRIil rERMENTACION
lClRUPO 5. 5] 

ACIDO

ITACONICO

gllonm1 x 10 GRAFICA 5. 5 -11

16

12

8

4

DE AZUCARES

CONSUM:Fna-q

80

W

40

20, 

2 4 6 8

GRAFICA 5. 5- 21

10 12 14 16 DIAS

RENDIMIENTO

9) 

80

6o

4o

2 4 6 8 10 12 14

20

DIAS



4

3

2

1

T) H FINAL

1) 
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FECTO DEL TIEMPO SOB GRUPO 5. 5. 
A FERMENTACION 1 1 1

ACIDEZIGRAFICA 5. 5] 
meq/ 1t

4) 

0. 32

0. 24

o. 16

6 8

XICELIO

g/ loomi GRAFICA 5. 5. 4

1. 6

1. 2

0. 8

0. 4

0. 08

10 12 14 : DIAS

2 4 6 8 10 12 14 DIAS



EFECTO DE TIEMPO DE

FERMENTACION CONSTANTES VARIANTES

pH 3. 0 TEMP, 280C
TIEMPO 17 DIAS Di

SACAROSA lo% 
FERMENTACIONTABLA 5. 5. MELAZAS 0. 01% 1

METODOLOGIA 4. 3. 2. 4- 3- 1- 4- 3- 5- 3. 3. 

CALCULO 4) ( 5) 1) 8) 7)* 4

GIRAFICA 5. 5. 2. 5. 5. 1. 3. 5. 2. 5. 5. 4. 5. 5. 3. 5. 5. 3. 

D' 1 A S AZUCkR CONSUMIDA ITACONICO
RENDIMIENTO

DE ITACONICO
MICELIO ACIDEZ pl1

g/ 10OM1 % g/ 10om1xlo g/ 10OM1 meq/ 1tPOR AZUCAR

SUMIDA

1 0. 0 0. 0 0. 0 0. 0 0. 2102 0. 011 3. 08

2 0. 0 0. 0 0. 0 0. 0 0. 422 119. 012 3. 07

3 0. 0913, 0. 95 0. 0 0. 0 o. 4954 0. 012 2. 81

6 0. 7510 7. 828 o. 6274 8. 355 0. 7225 0. 026 2. 32

7 3. 3120 34. 51 6. 65o4 20. 079 o. 964i 0. 124 2. 34

8 4. 3150 37. 78 8. 7208 24. 645 1. 1468 0. 1584 2. 35

9 5. 6o56 56. 00 14. 3 25. 51 1. 05 0. 29 2. 20

10 5. 9290 61. 78 17. 2535 29. 10 1. o639 0. 303 2. 20

13 6. 8300 71. 16 17. 8809 26. 18 1. 1502 0. 3187 2. 35

14 4. 6180 48. 12 lo. 9167 23. 64 0. 9552 0. 198 P- 03

15 6. 0420 62, 96 16. 68 27. 618 1. 1152 0. 243 1. 99

16 5. 9590 62. 09 15. 183 25. 48 1. 07111 0. 267 1. 90

17 6. 3720 66. 40 17. 567 27. 56 1. 1742 0. 324 1. 85



METODOLOGIA

CALCULO

GRAFICA

DE

MELAZAS

log cone. 

0

0. 005 2. 3

0. 01 2

0. 025 1. 6

0. 05 1- 3

0. 075 1. 1249

0. 1 1

0. 25 o. 6

MFLAZAS DE MORELOS CONSTANTES VARIANTES

P 3, 0 TIEMPO 7 D. MELAZAS Dr, 
TEMPERATURA 280C

0 A 0. 25% 
TABLA 5. 6 SACAROSA lo% 11

4. 3. 2. 

4) ( 5) 

5. 6. 1. 

4- 3- 1- 

1) 1 _ 9. 6. 1

6) 

5. 6. 2. 

4- 3- 5- 

8) 

5. 6. 2. 

4. 3. 3. 

7) 

5. 6. 2. 

4. 3. 4. 

5. 6. 2.. 

AZUCAR CONSUMIDA ITACONICO
RENDIMIENTO

MICELIO ACIDEZ pH

DE ITACONICO
g/ 10OM1 % g/ 100nilx1O POR AZUCAR CON g/ 10OMI meq/ 1t

1
SUMIDA. 1 11

5. 509 55. 09 6. 65 12. 07 0. 9152 0. 13 2. 05

5. 678 56- 75 8- 79 15. 445 0. 9275 o. l64c, 2. 05

5- 703 57- 00 8. 87 15. 498 0. 9363 0- 1732 1. 99

5- 107 50. 94 4. 797 9- 39 0. 8718 0. 1377 1. 90

5- 334 55, o68 6- 387 11. 97 0. 9905 0. 1278 2. 15

5- 534 54. 93 7- 51 13. 57 o. 9698 0. 128 2. 00

5- 100 5o. 49 5. 81 11. 39 1. 0550 0. 095 2. 15

5. 66o 55. 22 6- 574 11. 61 1. 3300.. 0. 1001 2. 4o



ACIDO

ITACONICO

g/ 10OMI x 10

T

6

4

2

66

MELAZAS DZ MOREL [ GRUPO 5. 6 1
DE AZUCARES RENDIMIENTO

IGRAFICA 5. 6. . 1 CONSUMIDAS

9 ( 2) 

80 1 80

6o 60

4o 4o

20 1 20

2. 3 2 1. 6 1. 3 1 0. 6 0. 3 - log conc. melazas

pH FINAL

GRAPICA
ACIDEZ MICELIO

meq/ It

9) 

tO. 17

2

a

g/ 100ml

1. 3

0. 15 1. 1

0. 13 0. 9

0. 11 0. 7

2 L- 6 1. 3 1 0. 6 0. 3 - log conc. Melaxas



MELAZAS DE VERACRUZ

TABLA 5. 6. 

VARIANTES CONSTANTI-I' S

Wi 3. 0 TIEMP0 70D., ,
tELAZAS DE

TEMPFRATURA 213 C
0 A 0. 25', I SACAROSA 10". 11 j

NETODOLOGI A

CALCULO

GRAFICA

4. 3, 2. 

5) 

5. 6. 3. 

4. 3- 1. 

5. 6- 3. 3. 

11. 3- 5. 

8) 

5 . 6. It . 

1,, 3 - 3 - 

7) 

5. 6. 11. 

3 - 

5. o./ I.- 

DE AZUCAR CONSU' IIDA ITACONICO
RENDIMIENTO

MICELIO ACIDEZ I) IIDE ITACONICO
MELAZAS 0g/ 100ml g/ 1001111X10 g/ 100ml meq/ lt

0. 1

POR AZUCAR CON

SUMIDAI I I11

6. 65

log collc 

O 7470 0. 1224 2 65

0. 25 o. 6

0 4. 05 4o. 5 7. 277 17. 96 o. 6oig 0. 158 2. 05

0. 001) 2. 3 4. 435 411. 325 io. 916 24. 69 c). 6644 0. 2164 2. 05

0. 01 2 3. 798 37. 94 8. 375 21. 84 0, 6237 o. 1617 2. 17

0, 025 1. 6 3. 650 36. 41 9. 677 26. 69 0. 6907 0. 1922 2. 10

O 075 1. 1249 4. 631 15. 96 7. 76 17- 03 0. 682-S 0. 15A 2. 25

0. 1 1 4. o96 4o. 55 6. 65 16. 64 O 7470 0. 1224 2 65

0. 25 o. 6 0. 765 7. 46 6. 085 1. 18 0. 0100 0. 1289 2. oO

c, i



ACIDO

ITACONICO

g/ 10OM1 x 10

1) 12

10

3

6

4

2

68

111ELAZAS DE VERACRUZ [ GRUPO 5. 6

DE AZUCARES RENDIMIENTO

GR ICA 5. 6. 3 CONSUMIDAS

80 80

6o 60

4o 40

20 20

2. 3 2 1. 6 1. 3 1 o. 6 0. 3' - log conc. me -Lazas

pH FINAL 1 GRAFICA 5. 6. 41 ACIDEZ MICELIO

meq/ 1t g/ 10OM1

J" 24 0. 8* 

3

2

20 06

16 04

12 1 0. 2

2. 3 2 1. 6 1. 3 1 0. 6 0. 3 - log cone. me] Lazas
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D I S C U S 1 0 N  

0
Si bien es cierto, que en la Industria de fermentacio

nes,- es muy importante el empleo de fuentes nutritivas de- 

bajo costo y fácil disponibilidad, no debemos olvidar que - 

una fermentación. se ve afectada por la fisiología del mi— 

croorganismo, por lo cual, pueden utilizarse los nutrimen- 

tos como fuente de carbono o como factor estimulante de -- 

producción. 

A través de este trabajo, se destaca la importancia - 

del uso de las melazas a bajas concentraciones, de 0. 005 a

0. 01%, como un factor activadoreb la producción de ácido - 

itacónico por Aspergillus terreus, e inhibidor a concentra

ciones mayores de 1%. 

La producción de ácido itacónico' se ve sensiblemente - 

incrementada en la fermentación con sacarosa -melazas, res- 

pecto de sacarosa pura, a causa de posibles oligoelementos

contenidos en las melazas. 

Se efectuó un estudio comparativo empleando tres mela

zas de diferente origen y se encontró este factor de esti- 

mulación de la fermentación en todas, por lo que se supone

que los elementos estimuladores, se encuentran presentes - 

en las tres. 
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Debido al efecto inhibidor de las melazas en concen— 

traéiones mayores de 1%, se adicionó sacarosa al medio de - 

cultivo como fuente de carbono, siendo 10% la concentra--- 

ción óptima, valorada a través de la asimilacao.n por el

hongo, así como por la conversión y producción de ácido

itacónico. 

A concentraciones de sacarosa mayores del 10%, se des

via el metabolismo a otros ácidos orgánicos, baja el rend.i

miento y dificulta la purificación del ácido itacónico. ~- 

Ahora bien, utilizando las melazas a bajas concentraciones

y sacarosa al 10%, este efecto no se produce y se observan

curvas paralelas de producción de ácido itaconico y acidez

total. 

El pH inicial de 3. 0, acepta sólo una pequeña varia— 

ción de - 0. 25 unidades, para una fermentación óptima. Du- 

rante el proceso de fermentación, se produce un aumento

paulatino de la acidez del medio llegando a un valor de

pH de 2. 0 alrededor del séptimo día de fermentación, con

una consecuente inhibición de la producción del ácido ita- 

cóaico. 

Es de esperar que en todas las fermentaciones, el pH - 

final se encuentre por debajo del inicial, sin embargo, a- 

valores de pH menores del óptimo, el pH final es ligeramen

te superior quizá al poco crecimiento micelial, poca pro— 
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ducción de ácido itacónico y un consumo de iones ácidos por

el microorganismo. 

A valores de pH mayores que el óptimo, el ácido itacó

nico acumulado es suficiente para modificarlo. 

Por otro lado, el máximo crecimiento micelial, se ob— 

tuvo cuando las fermentaciones llegaron al nivel de 2. 0 en - 

el pH aunque no coincidió con el valor óptimo de producción

de ácido itacónico. En general, los resultados de la varia- 

ción de melazas, temperatura y tiempo, nos indicaron que un

máximo de crecimiento micelial, no se asocie a la produe--- 

ción de ácido itacónico. Altas temperaturas, 32 a 35OC, fa- 

vorecen el desarrollo micelial abundante y no la producción

del ácido itacónico. 

Pequeñas cantidades de inóculo, aseguran un desarrollo

micelial adecuado. 

A partir del noveno día de fermentación, el micelio al

canza su fase estacionaria y la conversión de sacarosa a -- 

ácido itacónico se mantiene constante. As!, la producc.Lon

óptima está comprendida entre 9 y 10 días de fermentación. 
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7. R E S U M E X Y C 0 N C L U S 1 0 N E S . 

La producción del ácido itacónico a nivel de laborato

rio, por la cepa de Aspergillus terreus NRRL 265, en un me

dio de cultivo compuesto de MgSO
4'

7H20 o. 6%, NH
4

NO
3 0. 3%, - 

Cl 0- 005% NaH
2

PO4 0- 010 Y sacarosa 10%, se mejora cuando

se adicionan melazas en concentraciones entre 0.' 005 a 0. 01% 
1

Estas concentraciones en el medio, se vieron favoreci

das a valor de pH 3- 0, temperatura de 28 a 300C y a los 10

dias de fermentación. 

Probablemente, los oligoelementos contenidos en las - 

melazas, sean los responsables de la estimulación de la -- 

fermentación bajo todas las condiciones estudiadas. 

a
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