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Biotechnology Applied to the Production of Citric Acid Through Sugar
Fermentation by Aspergillus Mold from an Environmental Source

El acido cftrico es una de las materias primas de gran utilidad
en la industria de alimentos y en otras industrias que requieran
un &cido orgéanico. Este compuesto se obtiene en cantidades
industriales por medio de fermentacion de hidratos de carbono
como melazas y otros productos ricos en hidratos de carbono.
El presente trabajo tiene la finalidad de obtencion de acido citrico
por medio de fermentacion por medio de mohos del género
Aspergillus aislada de un medio de cultivo de control ambiental.

Luego del aislamiento e identificacion del moho del género
aspergillus por microscopia optica, fue inoculado en una solucion
azucarada que incluye sales de fosfato Luego de dos meses se
esterilizd vy filtro el cultivo, se realizaron pruebas de acidez y se
separd el acido carboxilico por métodos clasicos de precipitacion
y se caracterizd el producto por pruebas organicas clasicas,
espectroscopia infrarroja y  microscopia Optica teniendo  un
rendimiento de 15 %. Este trabajo es el primer trabajo en Tecsup.

Este articulo comprueba la importancia del estudio y anélisis
del consumo de combustible en relacion con el accionamiento
mecanico y electronico del motor diésel modelo C9, mediante
el uso de un dinamdémetro de pruebas. En conclusion, esta
herramienta permite verificar como el consumo de combustible
guarda relacion directa con los diferentes regimenes de velocidad,
ademas de otros parametros como las temperaturas y presiones

del motor.

ABSTRACT

Citric acid is a highly useful raw material in the food industry and other
industries requiring an organic acid. This compound Is produced
on an industrial scale through the fermentation of carbohydrates
such as molasses and other carbohydrate-rich products. The
present studly aims to obtain citric acid through fermentation using
Aspergillus molds isolated from an environmental control culture
medium.

After isolating and identifying the Aspergillus mold via optical
microscopy, it was inoculated into a sugar solution containing
phosphate salts. After two months, the culture was sterilized and
filtered, acidity tests were performed, and the carboxylic acid was
separated using classical precipitation methods. The product
was then characterized using classical organic tests, infrared
spectroscopy, and optical microscopy, achieving a 16% yield. This
study represents the first work of its kind conducted at Tecsup.
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INTRODUCCION

El &cido citrico es un aditivo muy usado en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmeética por sus propiedades
conservantes y antioxidantes. La demanda global de este
compuesto  crece constantemente, generando  interés
en métodos de produccion mas eficientes y sostenibles.
Tradicionalmente, se ha producido mediante procesos quimicos
de alto costo y considerable impacto ambiental, 1o que ha
impulsado la busqueda de alternativas biotecnologicas para su
fabricacion.

Carl Scheele fue un gquimico farmacéutico sueco que a finales
del siglo XVIll, descubrid no solo acido citrico sino también otros
acidos organicos de frutas y bayas, desarrollando técnicas de
aislamiento y purificacion.( Sverberg G, 2012).

Scheele desarrollo una técnica que le permitio aislar del jugo de
limén en 1784 cristales de acido citrico. (Di Lorenzo ,2022).

LLa obtencion de &cido citrico a nivel industrial se inicid extrayéndolo
del jugo de limodn, Esto evidentemente elevaba el precio del cido
citrico.

En el siglo XIX el botanico aleman Wermer en 1893 encontro la
factibilidad de obtener acido citrico a través de la fermentacion del
azlcar que contenian sales inorganicas. (Lende et al 2021).

En 1917 James Currie y Charles Thom descubrieron que el
aspergillus niger fermentaba azlcar produciendo acido citrico.
A partir de 1923, los laboratorios Pfizer patentd el proceso de
fermentacion Currie-Thom (Ksiasek, 2024)

Segun (Martin E., 1953) comenta que en Hawaii se obtenia acido
citrico a partir de restos de pifia.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la viabilidad de producir
acido cftrico mediante la fermentacion de Aspergillus niger
salvaje en una solucion azucarada. Especificamente, se busca
lo siguiente:

e |dentificar las condiciones Optimas de fermentacion,
incluyendo temperatura y pH.

e Caracterizar el acido citico mediante espectroscopia
infrarroja.

FUNDAMENTOS

Los hongos constituyen un grupo diverso de organismos mohos,
zetas y levaduras, Se estimo para el 2014, alrededor de 100000
especies de hongos. Los hongos se clasificaron como talofitas
en el antiguo sistema de clasificacion de Van Tieghem para los
vegetales (Vidal, 1938) como organismos vegetales que no
realizaban fotosintesis. La mayoria son microscopicos y terrestres.
Parasitan plantas y provocan enfermedades en animales y en
humanos (Madigan et al , 2015), invaden alimentos generando
descomposicion de ellos. Sinembargo, se les emplea en procesos
fermentativos industriales muy importantes como en la fabricacion
del vino, la cerveza, fabricacion de salsa de soya, obtencion de
aminoacidos como el glutamato monosodico empleado como
un saborizante, entre otros. Los mohos son quimiorganotrofos
es decir por medio de enzimas digieren compuestos complejos
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como polisacéridos, son en sumayoria acrobios es decir necesitan
presencia de oxigeno. Los hongos en general son pluricelulares y
forman verdaderos entramados filamentosos llamados hifas. Las
hifas visibles se denomina micelio este presenta ramas aéreas
que se les llama conidios que son esporas que realizan la funcion
de reproduccion.

Dentro de los mohos la especie Aspergillus niger es un moho
que contamina alimentos. Crece generando unas masas
aterciopeladas oscuras. Estos mohos se emplean en la
produccion de acido citrico.

El Aspergillus niger se ha utilizado tradicionalmente en cepas
especfficas debido a su robusta capacidad para metabolizar
sustratos como soluciones azucaradas y convertirlos en &cido
citrico (Martin E, 19583). El &cido citrico segun la nomenclatura
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
(acido 2-hidroxipropano -1, 2,3 tricarboxilico) es un é&cido alfa
hidroxipolicarboxilico que se encuentra en frutas citricas como el
limon, naranja pero también en otras frutas.

Monrroy et al reportaron obtener acido citrico  por
fermentaciones residuos y cascaras de Musa paradisiaca
(platano) como una alternativa sostenible de procesamiento
de residuos vegetales.
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Figura 1. Estructura quimica del &cido cftrico

Fuente: Elaboracion propia

El &cido citrico que se obtiene hoy en dia por fermentacion de
azucares como la glucosa .Desde 1930 se iniciaron estudios
sobre su biosintesis en el moho de Aspergillus, se sabe que
el proceso es a nivel mitocondrial del moho. La fermentacion
se efectla la via de la glucolisis y la via de las pentosas a nivel
mitocondrial donde esta presente la enzima citrato sintasa la que
cataliza la sintesis de acido cftrico. Estudios previos destacan
la importancia de controlar condiciones de fermentacion como
pH, temperatura y concentracion de nutrientes entre los que
destacan algunos cationes como ion Cu2+, Fe 3+; Zn 2+;
para maximizar el rendimiento y la pureza del producto final.
Ademas, la genética y capacidad de adaptacion de las cepas
de Aspergillus niger han sido areas clave de investigacion para
mejorar la eficiencia y estabilidad de la produccion industrial del
acido citrico.

Este estudio se centra en la fermentacion de una solucion
azucarada mediante Aspergillus niger salvaje para obtener acido
citrico. La investigacion parte de la premisa de que las cepas
salvajes pueden presentar variabilidad genética, 1o que podria
mejorar la produccion de acido citrico en comparacion con cepas
comerciales. No obstante, se reconocen ciertas limitaciones,
como la necesidad de optimizar las condiciones de fermentacion
para maximizar el rendimiento y mantener la calidad del producto.
También es fundamental caracterizar las cepas salvajes y evaluar
su estabilidad y capacidad de produccion a largo plazo, aspectos
criticos que este estudio abordara.
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METODOLOGIA

Se aisld de un medio de cultivo una parte de la colonia de moho
para su caracterizacion. Empleamos la metodologia (Frazier,
1992) para el reconocimiento del moho basado en la forma de
hifa, color de hifas y del micelio y en la cabeza esporal empleando
como instrumento un microscopio Optico.

Qe o
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Figura 2. Esquema de un moho de Aspergillus partes para su
identificacion

Fuente: Elaboracion propia Figura 4. Sembrado de placas del ambiente

Este estudio se realizd con el objetivo de obtener &cido citrico Fuente: Elaboracion propia.

mediante la fermentacion con Aspergillus niger. Para ello, se
siguieron los siguientes pasos:

1. PREPARACION DE MEDIOS Y SEMBRADO DE PLACAS

Se prepararon placas de cultivo con agar Saboureaud como
agente gelificante. Luego, Aspergillus niger fue inoculado del
ambiente en estas placas y se incubd en condiciones controladas
para asegurar un crecimiento éptimo, obteniendo asf una cepa
salvaje de Aspergillus.

Figura 5. Aspergillus cepa salvaje en la placa

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 3. Preparacion del agar y vaciado de placas

Fuente: Elaboracion propia.
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4. OBTENCION DEL ACIDO CITRICO

Al finalizar de la fermentacion, el licor mezcla fue llevado a
autoclave para ser esterilizado para la extraccion del &cido citrico
de Aspergillus niger.

Figura 6. Moho del género Aspergillus en el microscopio dptico
400x tincién con solucion de Lugol

Fuente: Elaboracion propia.
Nota. se observo las hifas y los conididforos caracteristicos del
Aspergillus niger.

2. ELABORACION DEL LICOR MEZCLA
Tras 15 dias, al obtener colonias adecuadas de Aspergillus niger,

se procedid a preparar el licor mezcla, utilizando azGcar como
principal fuente de carbono.

Figura 8. Muestra llevada a la autoclave

Este licor mezcla contenia los siguientes componentes: Fuente: Elaboracién propia.
Tebla 1 o . Posteriormente, para precipitar el acido citrico, se saturd la
Composicion del licor madre solucion en ebullicién con carbonato de calcio en polvo fino,
agitando continuamente y dejando reposar la mezcla varias horas
Composicion g/L para formar citrato de calcio. Luego, se filtrd y se lavo el citrato
Sacarosa 140 de calcio repetidamente con agua destilada. Posteriormente, el
Nitrato de amonio 293 citrato de calcio se disolvid en acido sulfdrico 5 M, generando
Ortofosfato dipotasico 1 sulfato de calcio insoluble y &cido citrico en solucion. Tras filtrar
: el sulfato de calcio, la solucion de acido cfitrico se enfrié para
Sulfato de magnesio 0,28 o . .
favorecer la cristalizacion, y finaimente se obtuvo cristales de
Compuesto de Cu y Fe

&cido citrico.

Fuente: Elaboracion propia.
Nota. Las concentraciones de estos componentes se ajustaron
para maximizar la produccion de &cido cftrico.

3. FERMENTACION
El licor mezcla se sometié a fermentacion durante dos meses,

asegurando la esterilidad del medio se dio permitié el ingreso de
aire la para la produccion de &cido citrico por Aspergillus niger.

Figura 9. Cristales de &cido citrico formados

Fuente: Elaboracion propia.
Figura 7. Licor mezcla inoculado con el hongo Nota. La solucion se enfrid en una refrigeradora a 5 grados por

12 horas.
Fuente: Elaboracion propia.

Nota. Se monitorean cada cuatro dias el pH y la temperatura.
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Asimismo, en todos los experimentos se observd una reduccion
RESULTADOS gradual del pH (Fig. 10), lo que indico la produccion del acido en
base al tiempo en dias.

Se realizd un proceso de fermentacion para obtener acido
citrico, durante el cual la temperatura promedio fue de 19,6 °C.

Ph vs tiempo

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 4B 52 56 60 64 6B

Figura 10. Gréfica de pH vs. Tiempo en dias

Fuente: Elaboracion propia.

CARACTERIZACION EL ACIDO CIiTRICO mostraron picos caracteristicos que confirmaron la presencia de
acido citrico.

Para caracterizar el acido citico obtenido, se utilizd

espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) A continuacion, se describe los picos relevantes observados en

con un espectrofotometro Shimadzu. Los resultados de FTIR el espectro FTIR:

% Transmitancia

T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm™)
Figura 11, Espectro del acido cftrico

Fuente: Elaboracion propia.
Nota: 3500-3200 cm': Banda ancha que representa la vibracion de los grupos O-H. 1750-1700 cm': Pico agudo que representa la vioracion del grupo C=0.

1300-1000 cm': Varios picos que representan las vibraciones de los grupos C-O
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Figura 12. Acido cftrico bajo un microscopio polarizado

Fuente: Elaboracion propia.

Nota. El acido citrico exhibe polimorfismo, presentandose en formas anhidra y monohidratada, cada una con propiedades fisicas y quimicas distintas que
afectan su solubilidad, establlidad y reactividad. Este fendmeno permite que el acido citrico se adapte a diversas condiciones, con posibles transiciones

entre formas polimdrficas en respuesta a cambios de temperatura y humedad.

CONCLUSIONES

La fermentacion del moho Aspergillus en una solucion

azucarada es viable para producir acido citrico, ofreciendo
una alternativa biotecnoldgica a los métodos quimicos
tradicionales.

La caracterizacion del acido citrico mediante espectroscopia

infrarroja confirmo su estructura molecular y pureza, validando
la viabiidad del método de produccion biotecnoldgico
empleado.

Maquinas empleadas

Microscopio Olympus CX31
Microscopio Leica DM750P
Autoclave

Campana extractora
Cémara de bioseguridad
Incubadora thermo scientific
Hormo de secado

FTIR Shimadzu Prestige
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