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RESUMEN

El suero de leche se ha constituido en el principal residuo de la industria lactea
local a pesar de los constantes esfuerzos por aprovecharlo. El presente trabajo
tuvo por objetivo estudiar y evaluar la produccion de &cido citrico por
fermentacion sumergida utilizando el hongo del géAspergillus nigeobtenido

de un banco de cepas de P.P. de Ingenieria Biotecnolégica de la Universidad
Catdlica de Santa Maria. Como medio de cultivo se utiliz6 una muestra de
lactosuero dulce de origen parmesano generado por una empresa local con miras a
su aprovechamiento y a la reduccion del impacto ambiental. Fue evaluada la
accion y/o efecto de la temperatura como factor externo en el desarrollo
microbiano, consumo de lactosa y bioproduccion de acido citrico. Se hizo el
experimento con dos tipos de lactosuero, entero y deproteinizado, Se seleccion6 el
mejor medio de cultivo para la propagacion del inéculo y la produccion de acido
citrico y resulto ser el lactosuero deproteinizado (LSD). Entre las temperaturas
utilizadas 24 °C y 30 °C, la que dio mejor resultado ha sido la segunda
temperatura. El disefio experimental planteado dio como resultado cppalé.

niger utilizada permitié y genero extracelularmente acidos organicos cuya mayor
proporcion resulto ser acido citrico (% conversion = 69)

Palavras clave:Aspergillus nigerlactosuero entero, lactosuero deproteinizado,
BIOFLO 3000, &cido citrico
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ABSTRACT

Whey has become the main residue of the local dairy industry despite the
continuing efforts to exploit. The present work was undertaken to study and
evaluate the production of citric acid by submerged fermentation using the fungus
Aspergillus niger obtained from a bank of strains of PP Biotechnology
Engineering from the Catholic University of Santa Maria. As a sample medium
sweet whey Parmesan source generated by a local company with a view to its use
and reducing the environmental impact was used. Action was evaluated and / or
the effect of temperature external factor in controlling microbial growth and
consumption of lactose and citric acid bioproduction. Experiment with two types
of whey, whole and deproteinizado was the best medium for inoculum
propagation and production of citric acid was selected and turned the
deproteinizado whey (LSD). Between the temperatures used 24 ° C and 30 ° C,
the best result you gave was the second temperature. The experimental design
raised resulted in A. niger strain used allowed and organic acids generated
extracellularly which proved higher citric acid ratio (conversion = 69%)

Key words: Aspergillus niger, whole whey, whey deproteinizado, BIOFLO 3000, citric acid
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Capitulo I: Introduccion

La biotecnologia, como ciencia, se refiere a encontrar los fundamentos en los que
paticipan bioagentes (microorganismos, bacterias, hongos, levaduras,
actinomicetos, virus, algas, microalgas, insectos, tejidos animales y/o vegetales,
etc.) en la produccion de bienes y servicios para bien de la sociedad (29).
Particularmente, los hongos resultan ser bioagentes capaces de transformar
diferentes insumos y materias primas en bioproductos de alto valor agregado
como acidos organicos (&cido citrico, oxalico, piravico, lactico, etc.) y otros
bioactivos (antibioticos, aminoacidos, proteinas, enzimas, alcaloides, etc.) que los
hacen o vuelven atractivos para su estudio. De otro lado, la ingenieria ejerce un
papel de aplicacion importante para construir sistemas eficientes y/o eficaces para
permitir que estos bioagentes puedan desarrollarse con un control y gobierno
adecuados para obtener estos bioactivos y/o metabolitos en excelentes condiciones
(27).

De entre los acidos orgénicos obtenidos biolégicamente, el acido citrico es uno de

los mas usados en diferentes areas como la alimentaria, farmacéutica, cosmética,
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salud, etc. Su buen sabor y la facilidad con que es asimilado favorecen su
utilizacion como ingrediente acido para obtener escalas de pH convenientes y
permitir resaltar y potencializar el flavor de una extensa variedad de productos
utiles para el ser humano (11). Ademas de las areas mencionadas es utilizado en
limpieza y pulimento de hierro y acero (drea metal-mecénica y metallrgica),
como componente en ciertas soluciones ferrosas para galvanoplastia, en el
acondicionamiento y tratamiento de aguas residuales, en la preparacion de

pinturas y lacas y, finalmente, en el estampado de telas (36).

Para su obtencién se puede emplear diferentes métodos pero la sintesis quimica es
el menos deseado (2); los métodos fermentativos utilizando microorganismos son
los mas beneficiosos y extensos en uso en nuestros dias, su extraccion del jugo de
limones, limas y otros citricos y la extraccion del jugo de los residuos de pifia en
las fabricas de conservas representan algunos de los métodos mas importantes

para su fabricacion continua y sustentable (23).

El suero de leche (lactosuero) es un subproducto contaminante de la industria de
alimentos, el cual mediante su fermentacion controlada, posibilita la obtencién de
un sin numero de bioproductos de valor agregado como el &cido citrico,
reduciendo el impacto ambiental negativo debido a la gran cantidad de Demanda
Biolégica de Oxigeno (DBO) que genera su vertimiento a los cursos de agua al
contener niveles considerables de lactosa, proteinas, minerales y carga

microbiolégica (43).

Con este trabajo se aporta a la Linea de Investigacion en Biotecnologia Industrial
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnologicas de la
Universidad Catdlica de Santa Maria y en el desarrollo de moédulos productivos

sustentables en el Programa Profesional de Ingenieria Biotecnolégica.

Dentro de este contexto, se pretende plantear una alternativa de produccién de
acido citrico como metabolito extracelular usando métodos biotecnolégicos
fermentativos basados en la accién biolégica de una cepa fundalpdegillus

niger que permita obtener un producto de buena calidad implementando nuevas

fuentes de produccién aprovechables como es el caso del suero de leche.
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Por todo lo expresado anteriormente, el trabajo de investigacion se justifica
plenamente en los aspectos tecnolégicos, econdémicos, ambientales v,
principalmente, sociales debido a que la bioproduccién de acido citrico usando un
residuo industrial como el lactosuero por via fungalnjge) aporta a la sociedad

un producto limpio, puro y principalmente, mas barato que los ofertados por otras
vias y que si se logra su aplicacion a gran escala se eliminaria o disminuiria en
gran proporcion el impacto ambiental, que actualmente es considerado como
permanente, de la contaminacién de las aguas superficiales por el vertido
inescrupuloso de este desecho a las fuentes de agua (26).
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Objetivo general

Producir biolégicamente acido citrico a partir de lactosuero entero y
deproteinizado utilizando una cepa fungal Afpergillus niger sp. en cultivo

sumergido.

Objetivos especificos

1. Adaptar la ruta metabodlica de una cepa fungalAdpergillus nigerpara
orientarla hacia la producciéon de &cidos organicos, en general, y de &cido
citrico, en particular, utilizando como sustrato carbonado un residuo liquido
(lactosuero) de planta quesera.

2. Caracterizar organoléptica y fisico-quimicamente el lactosuero utilizado.

3. Evaluar el efecto de la temperatura sobre la bioproduccion de &cido citrico en
cultivo sumergido por accion microbiolégica del hongo A.niger.

4. Determinar la cinética de crecimiento en cultivo sumergido de biomasa fungal,
consumo de sustrato y produccion de acidos organicos expresados como acido
citrico del sistema de fermentacién de lactosuero us@ndoiger como
catalizador bioldgico.

5. Validar estadisticamente los resultados experimentales obtenidos con un nivel
de confiabilidad superior al 95%.
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Hipotesis

Dado que el lactosuero generado en plantas queseras es una fuente de
lactosa como sustrato carbonado y qué\.ehigeres un microorganismo
capaz de aumentar su metabolismo, es probable que la cepa fungal
direccione su ruta metabdlica hacia el consumo de lactosa vy
biotransformacion a acido citrico, debio a la concentracion de fuente de

carbono y niveles adecuados de nutrientes.
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Variables e indicadores

Las principales variables independientes y dependientes en este estudio se
presentan en las tablas 1 y 2 donde se anexan sus indicadores.

Tabla 1. Variables independientes consideradas para la evaluacion de

resultados
Variables Indicadores
Fuente carbonada LSE ; LSD
Temperatura 20;30°C

LSE: Lactosuero entero

LSD: Lactosuero deproteinizado

LSES: Lactosuero entero suplementado

LSDS: Lactosuero deproteinizado suplementado

Tabla 2. Variables dependientes consideradas para la evaluacién de

resultados
Variables dependientes Indicadores
pH del medio de cultivo <6,0
Peso de biomasa fungal M, g.
Concentracion de acido citrico Cac, 0. /L.
Concentracion de lactosa S,qg. /.

M,g: Masa expresada en gramos
Cac: Concentraciéon de acido citrico
Cs:Concentracion de sustrato
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Capitulo II: Marco Teorico

2.1. Antecedentes

La produccion de acido citrico por fermentacion a escala comercial ha constituido
un gran progreso dentro del campo de la microbiologia industrial; al mismo
tiempo que independizaba a los paises desarrollados en el abastecimiento de este
producto y ha modificado notablemente el comercio mundial de acido citrico y
citrato calcico (5). El acido citrico fue aislado por Scheele en el afio 1784 del
zumo de limon, en forma de sdlido cristalizado; luego se sintetiz6 a partir de
glicerol y de otros compuestos quimicos, para finalmente desde 1923 obtenerse
por fermentacion, utilizando microorganismos que crecian sobre la superficie de
los cultivos. Werhmer (1893) fue el primero en describir al &cido citrico como un
producto de la fermentaciébn por mohos. Dos de estos, que €l design6 como
Citromycres pfefferianugy Citromycre glabes(clasificados por Thom como
penicilios), producian el acido a partir de soluciones nutritivas de sacarosa que
contenian carbonato célcico. Mas tarde, Wehmer dio a conocer la formacion de
acido citrico porPenicillium luteumy Mucor piriformis, aunque creia que los
Aspergillus negros solo producian acido oxalico. Su descubrimiento condujo a
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extensos estudios de los factores que influyen sobre la produccion micolégica del
&cido citrico, las diversas cepas de mohos capaces de producirlo y el mecanismo
por el cual se forma una sustancia de cadena ramificada de compuestos
azucarados de tipo lineal. (24).

En 1917, Currie, del Departamento de Agricultura de Estados Unidos, publicé los
resultados de una importante investigacion sobre la produccién de acido citrico
por la variedad déspergillus niger Doelger y Prescott, en 1934, corroboraron

los resultados de Currie, contribuyendo con sus aportes de esta fermentacién (24).

En 1933, la producciéon mundial super6 las 10 000 toneladas, de las cuales, mas
del 80% se obtuvieron por fermentacion. Inicialmente se utilizaron métodos de
cultivo en superficie coAspergillus nigerDespués de la segunda guerra mundial

se introdujeron procesos de cultivo sumergido también Aonniger y
aproximadamente en 1977 se comercializd un proceso de cultivo sumergido con
levaduras del génei©@andida. Con la sustitucion de los polifosfatos por el citrato

de sodio en los detergentes en 1970, el mercado anual crecio rapidamente (28).

La produccién de acido citrico ha crecido notablemente en el presente siglo;
actualmente, la capacidad instalada mundial es de 750 000 TM/afio, con una
produccion real de 550 000 TMafo. El &cido citrico se fabrica en mas de 20
paises y la Union Europea, Estados Unidos y China reunen el 88% del total
mundial. Recientemente, se observé un aumento en la capacidad productiva de
Europa Oriental y del Lejano Oriente, particularmente en China, la cual produce
proporcionalmente menor volumen de &cido citrico de alta calidad, es decir,
purificado y refinado. Sin embargo, la capacidad de elaboracion del producto
crudo representa el 24% del total mundial. La Union Europea increment6 su
elaboracién ubicandose primera en el ranking mundial debido, fundamentalmente,
a su uso como materia prima para la fabricacion de detergentes biodegradables. Se
estima que la demanda de Estados Unidos, en el dltimo quinquenio, crecié segun
una tasa cercana al 7% anual. Este crecimiento se relaciona con la expansion de la
industria de alimentos y bebidas. Las primeras firmas productoras a nivel mundial
son Bayer y ADM, cada una con el 17% del mercado aproximadamente. Le
siguen Junbunzlauer, Cargill y Critique Belge (que produce mas de 300 toneladas
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de &cido citrico diariamente). En tabla 3, se detallan algunas importantes firmas
elaboradoras de &cido citrico.

Tabla 3. Empresas productoras de &cido cifrico

Compafia

Localizacién

Capacidad total

(TM/afio)
Miles Inc. Moricr, o 120 000
Chas Pfizer EEUU, Irlanda 115 000
A.G. J_unbunzlal_Jer Austrif_:l, Alemania_l, 100 000
Chemische fabric Francia, Indonesia
Critique Belge Bélgica 60 000
Biacor Italia 28 000
John Sturge Reino Unido 25 000
Cargill EEUU 25 000
AKTIVA Republica Checa 15 000
Gadot Israel 12 000

Extraido de* www.alimentosargentinos.gov.ar/0-3/revistas/r_12/12_06_citrico_htm

Asi mismo, paises como China (50 000 TM), Indonesia (25 000 TM), Rusia (22
000 TM), India (10 000 TM), Eslovaquia (4 500 TM) y Tailandia (4 000 TM)
cuentan con plantas pequefias que permiten elaborar un total significativo integral
de MILES de toneladas de acido citrico. La expansién de la demanda mundial de
acido citrico se debe, fundamentalmente, a su utilizacion como aditivo en la
industria de alimentos y bebidas. Por ejemplo, en Estados Unidos este sector
demanda el 72% del total. A principios de la década del 90", el producto se
destinaba a distintas industrias. EI consumo de &cido citrico en el mundo crece a
razén de 5-8% anual y la tendencia parece mantenerse estable. A continuacion se
debe observar tanto en la Tabla 4 como en la figura 1, el consumo de acido citrico

por sectores y su crecimiento anual.
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Tabla 4. Sectores consumidores de acido cittico

SECTOR CONSUMIDOR CRECIMIENTO ANUAL

PORCENTUAL
Alimentos y Bebidas 5-8
Farmacos 2-3
Detergentes 6-7
Limpiadores de Metales s/d?
Productos textiles s/d-?
Cosméticos 2-3
Otros 9-10

Extraido de! www.alimentosargentinos.gov.ar/0-3/revistas/r_12/12_06_citrico_hsin;datos

Consumo de acido citrico por destino
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Figura. 1. Consumo de acido citrico por destino sectorial industrial y/o comercial.

Extraido de: www.monografias.com/trabajos17/acido-citrico/acido-citrico.shtml
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El uso que cada uno de los sectores consumidores de &cido citrico proporciona a
este producto se describe en la Tabla 5.

Tabla 5. Usos del acido citrico por sectores productivos

SECTOR
PRODUCTIVC

USO Y/O APLICACION

Bebidas

Dulces y Conservas

Caramelos

Verduras Procesadas
Alimentos
Congelados

Frutas y Hortalizas

Enlatadas

Confiteria y

Reposteria

Quesos Pasteurizadc

y Procesados

Lacteos

Productos de la Pesc

Aceites y Grasas

Saborizante y regulador del pH; incrementa la

efectividad de los conservantes antimicrobi.
Acidulante y regulador del pH para lograr una
Optima gelificaciéon

Acidulante y regulador del pH con el objetivo de
alcanzar la maxima dureza de los geles

En combinacién con acido ascoérbico, previene la
oxidacion

Ayuda a la accion de los antioxidantes; inactiva

enzimas previniendo pardeamientos indeseables;

Disminuye el pH; al actuar como quelante; previene la

oxidacion enzimatica y la degradacion del color,

Se utiliza como acidulante, resaltador de sabores y
para optimizar las caracteristicas de los geles

En forma de sal, como emulsificante y texturizante

Estabilizante en cremas batidas

Para bajar el pH en presencia de otros conservantes o

antioxidantes

Previene la oxidacion

Extraido de*www.alimentosargentinos.gov.ar/0-3/revistas/r_12/12_06_citrico_htm
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2.2. Contaminacion de la industria lactea

La industria lactea representa un importante sector dentro de la industria
alimentaria y su contribucion material en términos de contaminacion de las
aguas receptoras es significativa, lo que hace necesario y obligatorio el
tratamiento previo de sus desechos liquidos antes del vertimiento. El caudal
producido por la industria lactea depende del consumo de agua en la planta
procesadora y este depende de la naturaleza de los productos fabricados y

varia de una fabrica a otra.

Las aguas residuales de estas industrias estan constituidas esencialmente por
residuos de leche, productos diluidos y productos de limpieza como
detergentes, acidos y alcalis fuertes. Los principales constituyentes
organicos en los residuos de la leche son sus solidos naturales: grasa de la
leche emulsionada, lactosa y proteinas (caseina y lactoalbumina), sales y

oligoelementos. A menudo también contiene sacarosa.

Las sustancias organicas de los efluentes de industrias lacteas provienen de
los productos desechados y en menor grado de los productos de limpieza y
desaglies sanitarios. La importancia de cada una de las fuentes

contaminantes se observa en la tabla 6.

Tabla 6. Contribucion de la DB€de efluentes lactebs

Kg DBO/ litro Porcentaje
DESECHOS (equivalente en presente en
leche procesada) los efluentes
Leche, productos lacteos y 3,0 94
otros materiales organicos
Productos de limpieza 0,1 3
Desinfectantes Despreciable -
Lubricantes Despreciable -
Residuos sanitarios 0,1 3

Extraido de? Baena, S. et. al. 1994. Aguas residuales de la industria lactea: Naturaleza y
composicion de las aguas residuales. Revista Ambiente y Desarrollo, pp. 85-93.
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El suero como subproducto proviene de la coagulacion de la leche durante la
fabricacion de quesos. Es un liquido compuesto principalmente de agua, materia
grasa, lactosa, proteinas, vitaminas y minerales. Constituye ademas el problema
mas dificil de resolver con respecto al tratamiento de las aguas residuales de la
industria lactea y se estima que entre el 60 y 70% de la carga orgénica total de los

efluentes industriales corresponde a suero.

De acuerdo con Nemerow (1971), la leche entera presenta una DBO de 110 000
mg./l. y la leche descremada un valor de 80.000 mg/L, donde aproximadamente
45 kilos de leche entera producen 4,5 kilos de DBO. En la Tabla 7 se especifica la
carga organica por productos fabricados en la industria lactea. En cuanto al pH, el
valor de éste en los residuimsnaturavaria entre 4,2 y 9,2, sin embargo segun
monitoreos realizados en residuos lacteos se han observados valores entre 2,0 y
12,9 con un valor promedio de 7,5. Estas aguas residuales tienen la tendencia a
volverse acidas muy rapidamente por la fermentacion de la lactosa que se
transforma en acido lactico, principalmente en ausencia de oxigeno disuelto y el
pH bajo resultante puede causar la precipitacion de la caseina. Los vertidos de las
plantas de produccién de queso son especialmente acidos por la presencia del
suero. La concentracion de sdlidos en suspension varia en funcién de las

operaciones industriales y los valores oscilan entre 400 y 2.000 mg/L.

Tabla 7. Carga organica por producto fabricado en industrias ldcteas

Kg. DBO por Kg. “equivalentes”
Tipo de proceso 1 000 Kg. de leche (variacién promedio)
Estacion receptora 0,02-1,13 0,28
Mantequilla 0,19-1,91 0,86
Ricota 1,30 - 42,00 14,64
Queso natural 0,30-4,04 2,00
Helados 1,90 -21,04 5,54
Leche condensada 0,18 -13,30 3,67
Leche deshidratada 0,40 — 13,50 6,06
Suero condensado 0,27 -0,31 0,29
Suero seco 3,40 - 57,20 22,33

Extraido deiBaena, S. et. al. 1994. Aguas residuales de la industria lactea: Naturaleza y composicion
de las aguas residuales. Revista Ambiente y Desarrollo, pp. 88-89
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La contaminacion producida por estas aguas residuales se caracteriza por la
presencia de lodos negros con fuertes olores a &cido butirico, causado por la
descomposicion de la caseina. Sin embargo, el suero constituye el problema mas
dificil de resolver con respecto al tratamiento, debido a la dificultad que
constituye su rapida degradacion por los métodos bioldégicos cominmente usados.
En cada caso el problema debe ser analizado cuidadosamente, ya que segun el tipo
de queso producido se obtendra un suero con caracteristicas diferentes.

2.3. Microorganismos como catalizadores

La actividad catalitica de los microorganismos se manifiesta como su capacidad
paa convertir sustratos en productos de alto valor agregado. A este proceso se le
denomina fermentacion. Durante la fermentacién, una pequefia cantidad de
microorganismos crece y se multiplica tomando nutrientes del medio en donde se
encuentran. Los microorganismos al desarrollarse forman una serie de sustancias
como resultado de su metabolismo. La formacion de estas sustancias, asi como la
transformacion de los nutrientes, se lleva a cabo a través de una compleja red de
reacciones bioguimicas, catalizadas todas ellas por enzimas. Por lo anterior, se

pueden considerar a los microorganismos como biocatalizadores.

El crecimiento de los microorganismos puede verse modificadas por sustancias
guimicas o por condiciones fisicas de sus medios tales como: temperatura,

actividad de agua, presion hidrostatica, pH, entre otras.

Temperatura: La temperatura es uno de los factores mas importantes a tener en
cuenta, ya que influye en la proliferacion y vida de los microorganismos. Asi,

cuando se aumenta la temperatura, las reacciones enzimaticas y quimicas se
aceleran, aumentando su crecimiento, pero cuando estas alcanzan ciertas
margenes, las proteinas, &cidos nucleicos y otros componentes celulares pueden
verse afectadas irreversiblemente. Es por esto, que los microorganismos requieren

temperaturas 6ptimas en la que el crecimiento es mas rapido.

Necesidades hidricas: Todos los microorganismos requieren agua para vivir. La

cantidad de ella varia segun el ambiente, pero su disponibilidad no depende solo
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de su contenido, sino que es una funcion compleja de factores de adsorcion y

solucién.

Actividad del agua: La actividad del agua se relaciona con la presion de vapor de

agua en el aire sobre una soluciéon o sustancia. Cuando un microorganismo se
encuentra en un medio con baja actividad de agua, éste debe realizar un trabajo
para poder obtener agua de dicho medio; este gasto energético hace que se
reduzca la velocidad de crecimiento de microorganismo.

Potencial Hidrogeno: ElI pH es un factor esencial para el crecimiento de los

microorganismos, es por eso que se determinan el pH minimo, éptimo y maximo.
La mayoria de las especies crecen a valores casi neutros, pero algunas se ven muy
favorecidas por una reaccion acida, aunque muy pocas especies pueden crecer a
valores de pH menores de dos o mayores de 10.

Potencial REDOX: En las diferentes reacciones biologicas de los

microorganismos, hay que tener en cuenta el aprovechamiento del oxigeno del

aire.

Presion osmoética: En la membrana celular que es permeable y permite el paso de

agua y algunas moléculas, el microorganismo establece un equilibrio con su
medio, estableciéndose una presion osmoética (variable segun el tipo de

microorganismo)

Oxigeno: El oxigeno ademas de ser una sustancia vital para los organismos
respiratorios, es también capaz de formar téxicos aun para los organismos que lo
respiran y necesitan (el peroxido de hidrégeno es uno de ellos). Sin embargo, los
microorganismos han desarrollado enzimas que los destruyen, tal es el caso de la

catalasa y la peroxidasa.

El conocimiento de lo anterior ayuda a disefiar métodos para controlar las
funciones microbianas o destruir organismos que puedan alterar un producto
deseado.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Especificamente, los hongos constituyen un complejo y fascinante grupo de
organismos tan grande que se calculan mas de 300.000 especies. Los hongos
mejor conocidos por todos son los macroscépicos, denominados también setas o
champifiones, con tamafio, forma y color de los méas variados. Los hongos del
géneroAspergillusse dan en gran variedad de habitats en tierra, en productos
almacenados, en productos alimenticios y en vegetacion decaida. Son abundantes
en la regién tropical y subtropical ya que son habiles para florecer en situaciones
de baja humedad y alta temperaturas.

Los hongos tienen como caracteristica comun la ausencia de clorofila, por tanto
no pueden realizar fotosintesis y deben nutrirse de materias organicas ya
elaboradas. Pueden descomponer organismos muertos o sus productos y obtener
el nutriente de otros organismos vivos o0 huésped.

Las caracteristicas fundamentales de los hongos son:

» Todos son heterotrofos por lo que tienen que alimentarse de materia organica
preformada que utilizan como fuente de carbono y de energia.

e Son eucariotas, es decir, presentan nucleo diferenciado con membrana bien
organizada.

» Tienen una pared celular formada por quitina. Esta pared es rigida, por lo que
no pueden fagocitar alimentos sino absorben nutrientes simples y soluciones
gue obtienen al desintegrar polimeros mediante enzimas extracelulares
llamadas despolimerasas.

» La estructura fungica consta de un complejo llamado talo o micelio, que a su

vez esta constituido por multiples filamentos o hifas (hyphomycetes o0 mohos)

(5)

Estructuralmente el hongAspergillusconsta de un conidioforo, una vesicula,
métulas, fidlides y conidias. Las hifas son multinucleadas, el conidiéforo se
desarroll6 de una hifa vertical, a partir de una célula horizontal llamada célula pie.
Sobre la vesicula pueden desarrollarse las metulas y las fialides, formando una
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segunda capa. Las fidlides pueden crecer directamente sobre la superficie de la
vesicula. Los hongos del géneékepergillusson hongos filamentosos que se ven
influenciados en su crecimiento y biosintesis por factores extrinsecos como agua,
temperatura, pH y composicion gaseosa del medio.

Por si mismos, los hongos sirven como alimento o se utilizan en la elaboracion de
otros: pan, vino, cerveza y quesos Roquefort y Cammembert. Se usan para
producir salsas de soya, fermentar la mandioca o yuca y producir tapioca. Se
emplean en procesos industriales como la produccién de acido citrico. También
sirven para elaborar antibiéticos como la penicilina, las cefalosporinas,

griseofulvina y &cido fusidico, asi como hormonas y enzimas. Por sus usos en la

industria se ha desarrollado mucho la ingenieria genética.
2.4. Género Aspergillus

En 1729 elAspergillusfue catalogado por primera vez en 1729 por el bidlogo
italiano Pier Antonio Micheli. El cual lo bautizo con el nombre de “Aspergillus”
por parecerse al instrumento usado para dispersar agua bendita. La descripcion
hecha por Micheli de este género de hongo en su dtoaa“ Plantarum
Genera” tiene importancia histérica, al ser reconocido como un punto inicial de

la ciencia de la micologia.

El Aspergillus es un género de alrededor de 200 especies (mohos) y se pueden

clasificar en dos formas morfolégicas bésicas: las levaduras y las hifas.

-
\B& : d
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Figura 2. Hifas deAspergillus
Extraido de: http://www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/fisiologia.php?Mostrar=quimicos
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El Aspergillus es un hongo filamentoso compuesto de cadenas de celulares,
llamadas hifas, a diferencia de las levaduras que estdn compuestas de una sola
célula redondeada. Generalmente el habitat naturdisgergillus son el henoy

el compostaje.
2.4.1 Aspergillus niger.

Es un hongo filamentoso, su noml#spergillus nigerhace referencia al
color negro de sus esporas. Se clasifica dentro de la familia
Trichocomaceae, orden Eurotiales, clase Eurotiomycetes, filum

Ascomycota.

Figura 3. Aspergillus niger
Extraido de: www.biologie.uni-hamburg.de/b online/ibc99/botanica/botanica/eurotial.htm

La estructura microscopica délspergillus niger es Unica. Tiene hifas

tabiculares y conidioforas cuya cabeza esta localizada en el extremo de una
hifa, compuesta por una vesicula rodeada por una corona de fidlides en
forma de botella directamente insertadas sobre la vesicula. De la fidlides se

desprenden las esporas (conidios).

Esporas

Vesicula

Figura 4. Estructura microscopica d&kpergillus niger
Extraido de: www.sciencephoto.com/media/13668/view
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Geogréficamente tiene una amplia distribucion mundial, su ocurrencia ha

sido documentada desde la region artica hasta el tropico. Se encuentra
distribuido en suelos con pH entre 4 a 8 y su abundancia relativa aumenta
luego de las actividades de labranza y fertilizacién del suelo, tolera altas

concentraciones de herbicidas (35mg/g de Dalapon). Habita en una variedad
de sustratos incluyendo: granos, forraje, frutos, vegetales, semillas y en la
izésfera de una gran variedad de plantas como banano, trigo, arroz, algodon,
café, papa, cafia de azucar, cebada avena, maiz y guisantes entre otros.

Este hongo es empleado en varios procesos industriales, por la variedad de
enzimas que produce y porque no necesita medios exigentes ni condiciones

estrictas para su crecimiento.

Los acidos citrico y glucénico son obtenidos comercialmente por el uso de
este microorganismo. Asi mismo se producen enzimas y algunos

antibioticos.
2.5. Suero de leche (lactosuero)

El lactosuero o suero de leche es el liquido claro de color amarillo verdoso,
color debido al pigmento de la lactoflavina o vitamina B2, que resulta de la
coagulacion de la leche durante la elaboracion del queso. Tiene una
densidad un poco superior a la densidad del agua. Frecuentemente posee
todos los componentes de la leche con excepcion de la caseina y un poco
menos de grasa, posee un sabor ligeramente acido, bastante agradable. Se
obtiene tras la separacion de las caseinas y de la grasa. Representa alrededor
del 90% del peso de la leche utilizada para la elaboracién del queso.
Contiene entre el 6% y el 6,4% de extracto seco, es decir, la mitad de la
materia seca de la leche.

Segun el procedimiento utilizado para separar la cuajada del queso
(coagulacién acida o coagulacién enzimatica), se obl@et@suero dulce
lactosuero acidoEl empleo de uno u otro procedimiento de separacion de

la cuajada del queso van a determinar también una diferente composicién
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del lactosuero. Elactosuero industrial que es otra variedad, se obtiene

coagulando las proteinas por la adicion de otros acidos como el acido

clorhidrico, sulfarico o acético (25).

Tabla 8.Composicion promedio de la leche, sub-productos y residuos ( mg./l.)

RESIDUOS
Leche Leche Suero de Suero Suero

Propiedad entera descremada  mantequilla separado
Solidos totales 125.000 82.300 77.500 72.000 54.772
Sélidos organicos 117.000 74.500 68.800 64.400 49.612
Cenizas 8.000 7.800 8.700 8.000 5.160
Sélidos solubles 54.656
Sal. suspendidos
AzUcar de leche 45.000 46.000 43.000 44.000
Caseina 38.000 39.000 36.000 8.000
Nitrégeno organico 1.300
total
Amoniaco libre 31
Sodio 648
Potasio 1.000
Calcio 350
Magnesio 78
Fésforo 450
DBO 102.500 73.000 64.600 32.000 30.100
Oxigeno consumido 37.750 32.200 28.600 25.900
Grasas 36.000 1.000 5.000 4.000

Extraido de: 1 Baena, S. et. al. 1994. Aguas residuales de la industria lactea: Naturaleza y composicién de las

aguas residuales. Revista Ambiente y Desarrollo, pp. 88-89

La composicion del suero de leche varia dependiendo de las caracteristicas

de la leche y de las condiciones de elaboracion del queso de que proceda,

pero en términos generales se puede decir que el suero contiene 4,9% de

lactosa, 0,9% de proteina cruda, 0,6% de cenizas, 0,3% de grasa, 0,2% de

acido lactico y 93,1% de agua. Aproximadamente el 70% del nitrégeno total

(proteina cruda), deriva de proteinas, las cuales tienen un valor nutritivo

superior al de la caseina, y estd compuesta pp+ldatoglobulina, laa-

lactoalbumina, las inmunoglobulinas, la proteosa-peptona y las enzimas
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nativas; el resto lo forman aminoacidos, urea, creatina, amoniaco y acidos
nucleicos (15). En la Tabla 8 se relaciona la composiciéon de la leche y sus

productos.

El contenido de grasa depende del que tuviera la leche empleada. Si el
contenido de grasa del lactosuero es superior al 0,1% se debe desnatar. La
nata obtenida se transformar en mantequilla o se utiliza para normalizar el
contenido de grasa de los quesos. En la Tabla 9 se presenta una descripcién

de la composicion del lactosuero cuando es dulce y acido.

Tabla 9. Composicion de lactosuero fredco

Componente Suero dulce Suero acido
Agua 93 — 94% 94 — 95%
Extracto seco 6—-7% 5-6%
Lactosa 4,5 - 5% 3,8-4,2%
Acido lactico TRAZAS < 0,8%
Proteinas 0,8-1% 0,8-1%
Acido citrico 0,15% 0,1%
Cenizas 0,5-0,7% 0,7 — 0,8%
Valor de pH 6,45 Alrededor de 5

Extraido de:! Spreer, E. 1991. Lactologia industrial. Editorial Acribia. Espafia. pp. 528

Para tratar el suero de leche se recomienda su enfriamiento a 7°C (0 un poco
menos) si se va a trabajar a dos horas de su obtencién o temperaturas de 4°C
para conservaciones de mas tiempo (mayores de 24horas), y se aconseja un
desnatado previo cuando se tiene un contenido graso mayor a 0,1%,

evitando asi su descomposicion.

En proceso de filtracién del lactosuero no es necesario, ya que las miscelas
de caseina que permanecen en solucion son muy pocas. Sin embargo,
debido al contenido de grasa y a los tratamientos en la elaboracion de queso
y a elementos no deseables para el tratamiento del lacto suero se hace util y

asi evitar una posible contaminacion.
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El método térmico para la concentracion de proteinas del lactosuero consiste
en que las moléculas de las proteinas sufren facilmente alteraciones
sustanciales en su estructura terciaria (despliegue) cuando una proteina
soluble se calienta a altas temperaturas (mayores a 60°) en una soluciéon
neutra o ligeramente &cida, produciendo un precipitado (coagulacién o

desnaturalizacién por calor) que no se disuelve cuando se deja enfriar.

Todas las proteinas son insolubles 0 menos solubles en su punto isoeléctrico
(P1), pero a pH por encima o pH debajo de este Pl se hacen solubles, salvo

pH extremadamente &cido o basico.

Muchos investigadores coinciden en que el proceso de calentamiento es el
mas simple y el de mayor rendimiento en la precipitacion de las proteinas
del lactosuero, proponiendo unos intervalos de pH y temperatura muy
parecidos entre si, y las diferencias entre los mismos dependen Unicamente

de las caracteristicas del suero (14).

Dentro de los usos del lactosuero se puede considerar que forman parte de
un gran numero de alimentos. Los reglamentos de Alimentos y Drogas
permiten utilizar el lactosuero en polvo en el pan, helado, queso fundido y
rellenos de carne, de pescado y de pollo. También se utiliza en muchos

alimentos no normalizados, como caramelos, dulces, pasteles, etc.

Una forma de usar el lactosuero en polvo es mezclarlo con otros

ingredientes para preparar sustitutos lacteos con fines especificos. Por
ejemplo se pueden afadir al lactosuero proteinas de origen animal, vegetal o
incluso leche, para conseguir una mezcla con unas propiedades funcionales

determinadas segun la aplicacion prevista. Ejemplos de estas mezclas son:

* Lactosuero en polvo y caseinato con un contenido proteico del 20, 25 o
30% para galleteria.

« Lactosuero en polvo, caseinato y proteinas de lactosuero, para helado

* Lactosuero en polvo y proteina de soja, para pasteles
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« Lactosuero en polvo y leche desnatada en polvo, para helado.

También se utiliza el lactosuero para producir biomasa como material
proteico y en forma liquida en la alimentacién animal de porcinos, etc. Tal
como se obtiene después de su acidificacion natural. Ademas, constituye la
materia prima para la obtencién de otros subproductos importantes como la
lactosa y las proteinas del lactosuero (3).

También se produce alcohol etilico utilizan8accharomyces fragilis o
Torula cremoris bebidas de suero alcohdlicas y no alcoholicas; mantequilla
bien sea desnatandolo mecéanicamente o arrastrando las albuminas mediante
un proceso térmico. La cantidad de mantequilla obtenida es de mediana
calidad y poca productividad. El lactosuero es también empleado en la
elaboracion de queso (requeson).

Debido a que el lactosuero es fermentable es que es un excelente medio de
cultivo ya que se compone aproximadamente en un 70% de lactosa que es la
principal fuente de carbono, por lo que se utiliza como sustrato para la
obtencibn de un buen numero de productos obtenidos a través de
fermentacion.

El suero no contiene mucho nitrégeno inorganico que pueda ser utilizado

por los microorganismos, por lo cual, frecuentemente es necesario afiadirle
sales de amonio. Por otra parte, el contenido de proteinas es relativamente
alto; debido a ello es un excelente medio para microorganismos que

requieran aminoacidos y sean capaces de hidrolizar las proteinas.

El lactosuero puede fermentarse directamente o fraccionarse antes de la
fermentacion. Los posibles fermentables son:

1. El lactosuero crudo.
2. El permeato resultante de la ultrafiltracion

3. La melaza resultante de la cristalizacion de la lactosa
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4. H suero residual resultante del procedimiento Centro-Whey; este
procedimiento ofrece la posibilidad de reintegrar las proteinas
desnaturalizadas por el calor al proceso de produccion de queso.

La acidez de estos sustratos debe ajustarse antes de la fermentacién al valor
de pH que sea favorable para el crecimiento de los microorganismos
anadidos. Pocas levaduras, si se except@&aaharomyces fragilisson
capaces de fermentar directamente y de una forma rentable, desde el punto
de vista econémico, la lactosa. El empleo de un cultivo mixto de levaduras y
bacterias (por ejemplo, de lactobacilos y de levaduras de pan) ha
demostrado ser la mejor solucion para realizar la fermentacion del suero. En
una primera fase las bacterias fermentan la lactosa a acido lactico hasta
alcanzar un valor de pH de 4,5 — 5,0. Por adicién de acidos inorganicos
como el HSQ, se puede bajar el pH hasta 2, creando condiciones todavia
mas favorables para el crecimiento de las levaduras. En una segunda fase las
levaduras consumen el acido lactico haciendo que el pH ascienda
paulatinamente hasta un valor de 6,5. Simultaneamente en estas condiciones
las células bacterianas muertas se lisan y sirven como alimento adicional

para las levaduras. Todo el proceso de fermentacion dura de 10 a 60 horas

(25).

2.6. Bio-produccion de acidos organicos

Un uso industrial importante e implementado hace afos del suero de leche
fue la obtencién acido lactico a partir de una fermentacion con bacterias
lacticas. Las especies més importantes para esta fermentacion fueron
Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus y Lactobacillus delbrueckii
ss.delbrueckii y recientemente se ha empezado a utilizactobacillus
helveticus Esta fermentacibn se realiza normalmente con suero
desproteinizado y entre un 85 y 90% de lactosa se convierte a &cido lactico
en solo 24 horas (15).
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La produccion de é&cido acético se lleva a cabo realizando primero una
fermentacion alcohdlica y posteriormente una fermentacion acética
aerdbica; las concentraciones obtenidas en estos casos son muy bajas. Se
han hecho publicaciones en las que la produccion de acido acético se realiza
mediante fermentacion anaerdébica de suero con un cultivo mixto de
Lactobacillus lactis ss.lactis y Clostridium formicoactiuna primera
bacteria transforma la lactosa en acido lactico y la segunda a éste en acido
acético en condiciones anaerObicas, con este sistema se obtuvieron

concentraciones hasta de 20 g/L en 20 horas (15).

La produccion de acido propionico a partir de suero de leche se realiza
generalmente utilizando la especiBropionibacterium freudenreichi
ss.sheimaniiptras especies deropionibacterium o mezclas de ésta con
Lactobacillus sp. ya que a las primeras les resulta més facil asimilar el
acido lactico que la lactosa. El principal problema de esta fermentacion es la
baja productividad debido al lento crecimiento de las bacterias propionicas y
a las bajas concentraciones obtenidas. Se han obtenido resultados con

sistemas de separacion de células por filtracion para su recirculacion.

También se ha propuesto la obtencion de &cido gluconico con
Gluconobacter oxidan, pero debido a que este microorganismo es incapaz de
metabolizar la lactosa es necesario primero hidrolizarla mediante un
tratamiento conf- galactosidasa. La produccion de &acido citrico con

Aspergillus nigera partir de suero ultrafiltrado también ha sido probada

(15).

Otros productos. Se ha propuesto la producciéon de glicerol dén
MArxianusen condiciones anaerébicas y en presencia de sulfito de sodio.
También ha sido propuesta la produccion de otros compuestos quimicos
como: Butanol y acetona en permeado de suero mediante células libres o
inmovilizadas deClorstridium acetobutylicum;produccién de metano

mediante fermentaciones anaerdbicas con cultivos mixtos.
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Se ha reportado la posibilidad de producir polisacarios extracelulares con
microorganismos capaces de utilizar lactora como fuente de carbono como
Alcaligenes viscosus y Zooglea ramigera, o bien utilizando suero con

lactosa hidrolizada, como es el caso de Xanthomonas campestris.

También se pueden producir vitaminas como la riboflavina (vitamiha B
con Eremothecium ashbyii y de vitamina2Bcon Propionibacterium
freudnreichi ss.shermanii y otras especies de Propionibactterium (15)

Dentro de la composicién promedio de un lactosuero se encuentra la lactosa
gue se distribuye en una concentracion de 5%, aproximadamente, en la
leche de todos los mamiferos investigados, salvo la foca de California cuya

leche parece que contiene glucosa y no lactosa.

La lactosa ademas de ser el Unico glucésido libre que existe en cantidad
importante en la leche es también el mas abundante, mas simple y mas
constante en proporcion. En la leche de vaca el contenido de lactosa varia
poco (entre 48 y 50 g/L), lo que determina una gran confiabilidad de su
presencia en el suero. Mediante experimentos de metilacion y degradacion
se ha establecido que su estructura es B-D-galactopiranosil)-D-

glucopiranosa (ver figura 5).

Unidad de glucosa

Unidad de galactosa CH,-OH
CH,-OH 0
oH AT ° OH H
0 OH
OH H
H OH
H H LacTosa

Figura 5. Estructura molecular de la lactosa.
Extraido de: http://genesis.uag.mx/edmedia/material/quimicall/Carbohidratos.cfm
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La lactosa (azucar de la leche) es un disacarido reductor de D-galactosa y D-
glucosa, unidos mediante un enlace glucosiflite4. La glucosa queda con

el carbono anomérico libre, pudiento por lo tanto presentar las
configuraciones ¢ B, siendo la forma la mas abundante.

Por hidrdlisis &cida o enzimatica, la lactosa produce una molécula de
galactosa y una molécula de glucosa. Si primero se oxida a &cido lactonico y
luego se hidroliza, los productos son galactosa acido glucoénico.

La degradacion de la lactosa se logra cuando se alcanza los 110-130 °C,
donde pierde el agua de cristalizacion. A los 150 °C se torna de un color

amarillentoy alos 175 °C se oscurece y se carameliza (21).

La lactosa es poco soluble en comparacion al azlcar ordinario. Presenta un
poder edulcorante seis veces menor que el del azlcar (sacarosa). En la leche,
éste sabor dulce estd enmascarado por la caseina. La lactosa se hidroliza por
B-galactésidasa. La hidrolisis se realiza de la sigei forma:

CHLOH £,0H
o L a } = | = o
o v i s om Bachasa 4+ He» "“U.__ y O , OH
¢ e, K W — 1 L )|
OH ", o i aH 4o OH .
s ¥ N ¢ W 4 b "
(=71} 121 [+1,] oH

ractcnn palactose glucose:

Figura. 6. Reaccion de hidrélisis enzimatica de la lactosa que logra descomponerla
en glucosa y galactosa.

La transformacion mas importante de la lactosa es la de producir acido
lactico, la cual la realizan una gran cantidad de bacterias homo y
heterofermentativas. La transformacién es en realidad compleja; en general
por cada 100 partes de lactosa transformada por las bacterias, se obtienen 96
partes de &cido lactico y cuatro de productos diversos,, (@€idos
orgénicos, etc)
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Para la determinacion de la lactosa, se han utilizado métodos como, los
colorimétricos, la reduccion del reactivo cupro-alcalino de Fehling, la
cromotografia gaseosa, la cromotografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
la espectrofotometria.

Resulta oportuno mencionar que el licor de maceraciéon de maiz (LMM) es
usado como fuente de derivados solubles de proteinas, oligoelementos y
otros minerales, asi como de sustancias activadoras de crecimiento que
aceleran la fermentacion. EIl contenido optimo de licor de remojo de maiz

es de 0.15% en volumen y debe contener un 40% de soélidos suspendidos

).

Hay mas de 3 500 usos diferentes para los productos que se extraen del

maiz.

La composicion quimica de grano de maiz es muy compleja. Reducida a un
esquema, contiene alrededor de un 10% de sustancias nitrogenadas, entre el
60 y 70% de almidén y azlcares, y del 4 al 8% de materias grasas. El resto,
hasta las 100 partes, es agua, celulosa, sustancias minerales. En la tabla 10

se observa la composicion del maiz en base seca.

Tabla 10. Composicion del grano de maiz en baseseca

COMPONENTES PROMEDIO (%) RANGO
TIPICO (%)
Fécula 71,3 64-78
Proteina 9,91 8-14
Grasa 4,45 3,1-5,7
Fibra cruda 2,66 1,8-3,5
Cenizas 1,42 1,1-3,9

Extraido de! www.sagpya.mecon.gov.ar/agricu/publicaciones/aceite/composicién.htm

2.7. Acido citrico

El &cido citrico es un &cido organico que abunda en la naturaleza muy

extendido en el reino vegetal y animal, encontrandose en considerable
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cantidad en los frutos citricos. Como &cido libre o como sal, se encuentra en
las semillas y los jugos de gran variedad de flores y plantas. Es un
componente del vino (0,4 g/L), la leche (1 a 4 g/L), los productos lacteos y

los tejidos y liquidos animales.

El acido citrico se comercializa como acido citrico monohidrato o como
acido citrico anhidro. Se emplea en la industria farmacéutica (10% de la
utilizacion total). Su buen sabor y la facilidad con es asimilado favorecen su
utilizacion como ingrediente acido para mantener el pH o para obtener un
pH conveniente y hacer resaltar el sabor de una extensa variedad de
productos en esas industrias. Recientemente se ha convertido en materia
prima importante para usos industriales de caracter general como pulimiento
y limpieza del hierro y acero, tratamiento y acondicionamiento de aguas
industriales, y en la preparacion de resinas, lacas, pinturas, y en el
estampado de telas.

El acido citrico es el acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotri-carboxilico, con
formula molecular HOOCCHC(OH) (COOH)CHCOOH con un peso
molecular de 192.12. Tiene dos formas estables: el &cido citrico
monohidrato con un 91,42% de &cido citrico anhidro y 8,5% de agua, y el
acido citrico anhidro.

Se presenta en forma de cristales incoloros, transltcidos, o polvo fino o

granular, blanco, inodoro y con un sabor acido agradable.

El &cido citrico se descompone en acido oxalico y &cido acético cuando se
funde con hidroxido de potasio o0 se oxida con acido nitrico.

El acido citrico es fundamentalmente producido por 2 especies de
aspergillus llamada&spergillus nigery Aspergillus wentjiaunque también

se han utlizado levaduras, como Saccharomycopsis lipolytica, para la
produccion de acido citrico sobre sustratos no azucarados. Otras especies
empleadas soA.clavatus Penicillium citrinum, Paecelomycesdivaricatum,
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Candida guillermondii, Trichoderma viridae, Arthrobacter parafiineus y
Corynebacterium sp.

La materia prima empleada como fuente de carbono es un carbohidrato,
principalmente el azucar impuro en forma de melazas, utilizandose también
la remolacha, la harina de trigo, el agar, la malta de cebada, la xilosa (azucar
de madera), etc. Ademas del carbono, el oxigeno y el hidrogeno
suministrados por el carbohidrato, el organismo necesita como elementos
nutritivos nitrégeno, potasio, fésforo, magnesio y azufre. Otros factores
importantes para la conversion de soluciones azucaradas en acido citrico por
los hongos son la concentracion de la solucién, las técnicas de cultivo e
inoculacion, la temperatura, el pH y la aireacién. En gran parte la influencia
de cada factor esta determinada por la cepa de hongo empleada.

Los medios de fermentacion mas utilizados para la produccion de acido
citrico han sido muy perfeccionados a lo largo de los muchos afios que se
lleva a cabo el proceso comercial. Las condiciones de los constituyentes
basicos del medio que tienen efecto sobre la fermentacion citrica se listan en
la Tabla 11.

Tabla 11.Condiciones que favorecen la produccion de acido citrico

Alta concentracion de azucar + C
Bajas concentraciones de fosfatos - RO
BajopH < 2,0
Alta concentracion de oxigeno + OD

Extraido de! DELLWEG, H.Biotechnology: A comprehensive treatise in 8 volumes. By
H-J Rehm and G. Reed, p. 424

Como fuente de carbohidrato puede ser utilizada un serie de materias
primas: almidon de papa, hidrolizados de almidon, jarabe de glucosa de
almidon sacarificado, sacarosa de diferentes niveles de pureza, jarabe de
cafia con dos tercios de sacarosa convertida en azucar invertido, melazas de
cafia de azlcar, melazas de azucar de remolacha. Si se utilizan almidén, éste
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es hidrolizado a azucares por las amilasas formadas por el hongo productor
o afadido al caldo de fermentacion.

Convencionalmente, el nitrégeno es suplido en las formas de nitrato o
sulfato de amonio. Los compuestos de amonio son preferidos porque
durante su uso el pH decrece, lo que es un prerrequisito para la fermentacion

citrica.

Mantener el valor de pH bajo es extremadamente importante para un
progreso exitoso en la fermentacion. El pH 6ptimo de produccion esta entre

1,7y 2,0.
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Figura 7. El ciclo de acidos tricarboxilicos y sus productos sintetizados en exceso en
hongos
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El cobre, manganeso, magnesio, hierro, zinc y molibdeno son necesarios
para el crecimiento 6ptimo en un rango de ppm, sin embargo, un exceso de
las concentraciones 6ptimas puede tener un efecto téxico. Mientras que para
un crecimiento Optimo se requiere una concentracion alta de hierro, sélo

0,05 — 0,5 ppm de hierro son necesarias para la produccién méaxima de acido
citrico. La sensibilidad de las cepas a metales pesados como zinc, hierro,

manganeso y cobre desciende al descender la temperatura.

Los métodos voltamperométricos son una buena y econémica opcion (a
veces la mejor opcion) para el analisis de trazas de metales pesados en aguas
y medio ambiente, en alimentos, productos quimicos y también en bafos

galvanicos.

2.8. Produccion de acido citrico poAspergillus niger.

El acido citrico se produce tanto en procesos en superficie como en procesos
sumergidos. Los procesos en superficie pueden ser subdivididos de acuerdo
con el estado del medio de cultivo que se utilice: solido o liquido. Se

utilizan dos tipos de procesos, sumergidos: fermentadores agitados o

fermentadores de elevacién por aire.

El material utilizado como inéculo para la produccion de &cido citrico es

una suspension de esporas.

Los procesos en superficie que emplean sustratos soélidos pueden utilizar
miga de pan o pulpa de almidén de papa dulce como medio de cultivo. En
este proceso las cepasAlaigerno son tan sensibles a los elementos traza

como en otros procesos.. Si hay demasiado hierro se produce acido oxalico
y se forma un pigmento amarillo que mas tarde entorpece el proceso de

recuperacion del acido citrico.
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Tabla 12.Composicion de la solucién nutritiva para un cultivo en supefficie

Sustrato g/L Sustrato

Sacarosa 160-200 ca. 320 — 400 g melazas

Nitrato de amonio 1,6 — 3,2. No se con necesita
melazas

KH2PQOy 0,3-1,0

MgSQ.7H0 0,2 — 0,5 M necesita con melazas

ZnSQ 0,01 -0,10

Ferrocianuro de potasio 0,4-20

Extraido de:'Crueger, W. 1993. Biotecnologia: Manual de microbiologia industrial. Editorial
Acribia, Espafia, pp.42.

En la tabla 12 se muestra la composicion de una solucién tipica de
nutrientes, en procesos en superficie la sacarosa se suministra como melazas

de remolacha mas que como melazas de cafia de azucar.

El uso de procesos sumergidos aunque conlleva mas tiempo (8 dias) tiene
varias ventajas: menor inversion en la construccion, 25% menos inversion

total y costes mas bajos de mano de obra. Las desventajas son los costes
mas altos de energia y la tecnologia de control mas sofisticadas que requiere
personal mas entrenado. Tres factores son especialmente importantes en

procesos sumergidos:

La calidad del material utilizado para construir el fermentador: Los

fermentadores deben ser protegidos de los acidos o construidos en acero
inoxidable. A valores de pH entre 1-2 los metales pesados se liberan de las
paredes de los fermentadores normales de acero y pueden inhibir la
formacion de &cido citrico. Con fermentadores de hasta 1.000L, las camaras
de acero inoxidable deben llevar un recubrimiento de plastico debido a la
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gran relacion de superficie a volumen. En fermentadores grandes no es

necesario el recubrimiento si se utiliza acero inoxidable.

La estructura del micelio en el bioreactor: La estructura del micelio que se

forma en el cultivo sumergido durante la trofofase es vital para un proceso
de produccion con éxito. Si el micelio es laxo y filamentoso, con

ramificaciones limitadas y sin clamidosporas, se produce poco acido citrico
en la idiofase. Para conseguir una velocidad 6ptima de produccion, el

micelio debe estar formado por bolas sélidas muy pequefias.

Las cepas de Aspergillus niger utilizadas por los fabricantes constituyen un
secreto muy conservado, asi como lo son las variaciones menores y las
mejores y las mejoras en la tecnologia del proceso. Esto se debe a que la
produccion de acido citrico es relativamente sencilla, de forma que
solamente se obtiene ventajas competitivas explotando astucias relacionadas
con el tipo de cepa o mejoras en la eficiencia de los métodos de produccion.

La produccion de acido citrico pAspergillus nigeres fuertemente sensible

a la presencia de iones manganeso en el medio, la velocidad de produccion
se reduce dramaticamente si hay manganeso presente a una concentracion
incluso tan baja como 3ug/mL. Por consiguiente es necesario pretratar el
medio conteniendo melazas con agentes como hexaferrocianuro o con cobre
para inhibir la toma de manganeso, contrarrestrando de esta manera sus
efector inhibitorios. Cuando la concentracion de manganeso aumenta, la
morfologia fungica se vuelve filamentosa, incrementando drasticamente la
viscosidad del cultivo y disminuyendo rapidamente la tensién del oxigeno
disuelto.

Para monitorear el crecimiento fungal, existen muchos métodos para la
determinacion del crecimiento de células microbianas entre los cuales
podemos mencionar: peso seco, absorcion, peso humedo, volumen de
células empacadas, numero de células, masa de componente celular,

mediciones fisicas.
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Tabla 13.Métodos para la cuantificacién de crecimiento de poblaciones microbianas

3 I I3

Recuento de Conteo directo del Requiere células
celda numero de células individuales y medio limpio
Recuento de Conteo del numero Requiere células
placa de colonias individuales, incidencia de
las condiciones de
incubaciér
N.M.P Estadistico Requiere células
individuales y medio limpio
Peso seco Medicion directa No admite sélidos en el
medio
Turbidimetria Transmision de la Requiere células
luz individuales y medios
limpios.
Volumen empacado Centrifugacion Poco preciso

2.9. Fermentacion en bioreactor tipo tanque agitado (CSTR)

Es el tipo de bioreactor mas empleado en la industria. La agitacion es
requerida para proporcionar un amplio rango en la transferencia de materia,
en la energia y en la mezcla, de forma que se asegure la homogeneidad en
cultivos con solidos en suspension. Se puede operar de tres formas
diferentes: discontinuo, discontinuo alimentado (fed-batch) y continuo,
transcurriendo los dos primeros procesos en estado no estacionario. Para
este trabajo de investigacion el reactor utilizado fue el fermentador
discontinuo de tanque agitado. Los reactores discontinuos son empleados
mayoritariamente en las industrias alimentaria, farmacéutica y
biotecnolégica en general, puesto que con ellos se pueden alcanzar y
mantener condiciones asépticas durante la operacién en periodos cortos.

En un bioreactor discontinuo, tanto el medio medio de fermentacion como
el inoculo se introducen en el sistema al comienzo de la operacion. El
reactor se encuentra perfectamente mezclado, de forma que la concentracién
de todos los componentes en cualquier punto del reactor es la misma.

Este tipo debioreactor consiste en un cuerpo cilindrico de vidrio,

encamisado en su parte inferior con acero inoxidable donde se aloja el
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circuito termostatico por el que circula agua de temperatura controlada. La
pared de vidrio dispone en su parte superior de conexiones esterilizables de
polipropileno, para permitir la adicién de nutrientes, o bien como rebosadero
para la salida de cultivo.

El cuerpo cilindrico estd cerrado superiormente por un disco de acero
inoxidable en el que se encuentran los orificios necesarios para la
inoculacién, suministro de antiespumante, adicion de acido o base para
control del pH, vaina metalica para colocar la sonda de temperatura,
distribuidor de gas, dispositivo para la toma de muestra, condensador de
humedad para el aire efluente, electrodos de oxigeno disuelto y de pH.

Asimismo, se encuentran incorporado el eje del agitador y su rodamiento,
montados sobre una junta estanca que garantiza el aislamiento del exterior a

fin de hacer posible la esterilidad del cultivo.

Vapor —— — Controlador de pH

Contenedor v bomba
de acidofbase

Salida de agua
de enfriamiento

}

Mezcla de cultivo

Entrada de
aguade —=
enfriamiento

Distribuidor de
burbujas de aire

— 4— Aire estéril

Descarga

Figura 9. Esquema del bioreactor de tanque agitado de 1.6L Bioflo 3000
Extraido de: http://newbrunswick.eppendorf.com

La agitacion es producida por un servomotor desmontable, colocado sobre
el engranaje del eje del agitador en el disco de cubierta del reactor. Puede
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retirarse y colocarse facilmente para las labores de lavado y esterilizado del

recipiente. La velocidad de agitacion puede regularse entre 25y 1000 rpm.

Sobre el eje estan fijadas dos turbinas Rushton de 6 paletas, colocadas, la
inferior a un didmetro de turbina desde el fondo del recipiente, y la superior

a un diametro y medio sobre la turbina inferior.

El diametro de las turbinas es de 5,5cm, y las paletas tienen 1,7cm de largo
1,2 cm de alto. El reactor esta provisto de cuatro tabiques deflectores de
20,3 x 1,6cm separados 0,3 cm de la superficie interna.

La temperatura a la que se realiza el cultivo puede seleccionarse en el
intervalo de 4 a 80°C (+ 0,1 °C), medida en el seno del fermentador con una
sonda de resistencia, y es gobernada por un controlador PID que actia sobre
el caudal y la temperatura del agua contenida en la camisa de

termostatacion.

El fermentador dispone de una resistencia interna que es capaz de calentar el
agua que bafa la camisa termostatizadora cuando la temperatura fijada para
el sistema es mayor que la del cultivo. En el caso contrario, el sistema
necesita de un aporte de agua de refrigeracion. La temperatura del bafio se
mantiene a un maximo de 14 °C y lo mas estable posible con el fin de
facilitar el funcionamiento del controlador que debe estar constantemente
extrayendo el calor generado. La presion de entrada de agua de refrigeracion
del fermentador se mantiene constante mediante una bomba centrifuga
provista de un circuito de derivacion con valvula para aliviar el exceso de

carga.

La medida del pH se realiza mediante un electrodo combinado Ingold

esterilizable mediante autoclave. El control, en el intervalo de 2,00 a 12,00
(+ 0,01) unidades de pH, se ejerce mediante un controlador PID que opera
sobre dos bombas conectadas a los orificios de adicion de &cido 6 base.
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2.10 Cinética de reaccion microbiana

Durante la fermentacion, el sustrato se consume, los microorganismos
crecen y se multiplican y se forma el producto. La biocinética de las
fermentaciones estudia los procesos de consumo de sustrato, de formacion

de biomasa y de biosintesis de productos.

Las fermentaciones se pueden clasificar en dependencia de los perfiles de
formacion de biomasa y de producto. Para los tipos Il y Il de
fermentaciones se distinguen la tropofase y la idiofase. La tropofase es el
periodo inicial de la fermentacion, durante la cual la biomasa crece con gran
velocidad y el producto no se forma o se forma en bajas concentraciones. La
idiofase es el periodo de la fermentacion en el cual la velocidad del producto
es alta. En la tabla 14 se puede observar la forma en que se clasifican las

fermentaciones.

Tabla 14.Clasificacion de la fermentacion segtin Gaden (1978)

Tipo Relacion especifica de Ejemplo
velocidad

Formacion de producto
| relacionada directamente con la Etanol
utilizacion del carbohidrato

Formacion de producto
1 indirectamente relacionada con el Acido citrico
uso del carbohidrato

Formacion de producto
1] aparentemente no relacionada Penicilina
con el uso del carbohidrato

Extraido de* Kafarov, V. 1979. Modelirovaniye Biojimicheskij Reacktorov, Ed. MIR. Moscow. pp. 342

Los procesos de fermentacién que transcurren dentro de los bioreactores son
bastante complejos, ya que involucran procesos biocinéticos de
transferencia de masa y calor, y en el caso de bioreactores de gran tamafo,
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fendmenos hidrodindmicos. Para analizar el régimen de trabajo de los
biorreactores y su disefio es necesario utilizar modelos matematicos. Una de
las etapas principales del modelamiento matematico de un bioreactor es la

etapa de elaboracion del modelo biocinético.

El modelo biocinético consiste en un conjunto de expresiones matematicas
que describen la velocidad de crecimiento del cultivo de microorganismos y
la influencia sobre ellos de las condiciones del medio en que éstos se

desarrollan.

Durante el proceso de cultivo microbiano cambia la composicion cualitativa
del mismo lo que influencia sobre de cultivo microbiano cambia la
composicion cualitativa del mismo lo que influye a su vez sobre la
velocidad de acumulacién de biomasa y de productos del metabolismo.

En un cultivo por lotes se observan diferentes fases de crecimiento celular.
Durante la fase de latencia que se verifica inmediatamente después de la
inoculacién, la tasa de crecimiento es esencialmente nula. Las células
aprovechan la fase latente para adaptarse a las nuevas condiciones
ambientales: sintetizas nuevas enzimas 0 nuevos componentes estructurales.
Le sigue a esta fase, la fase de crecimiento exponencial. Debido al consumo
de nutrientes o0 a la acumulacion de productos inhibidores, el crecimiento
decae y las células entran en la fase estacionaria en la que no ocurre ningun
crecimiento. En la figura 10 se muestra una curva para un cultivo por lotes.

Fase estacionaria

- = W

i -
i
1
"
i

o - Fase de muete

ol

i Fase exponancial

:
/ i !
:

i’

/
i

=

Fage latencla

Concentracion celular

"
[
¥

Tiempo

Figura 10. Curva tipica de un cultivo por lotes.
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Durante la fase de crecimiento la velocidad o tasa de crecimiento celular se
describe por el modelo de Malthus:

rx=}J..X (1)
Donde

rx: Tasa o velocidad volumétrica de formacién de biomasa, g/(L.h) 6
Kg/(m2.h)

u: Velocidad especifica de crecimientd, h
X: Concentracion de biomasa, g/L 6 Kg/m

En un proceso por lotes, que se considera un sistema cerrado y donde el
crecimiento es el unico factor del proceso que afecta la concentracion,
reemplazando en la ecuacién anterigr dX /dt, derivando la ecuacion
resultante e integrando se llega a la ecuacion 2 que representa el crecimiento

exponencial de la biomasa,
X = Xoexp (W.1) (2)

Durante la fase exponencial de crecimiento celular en un cultivo por lote, la

velocidad especifica de crecimiento depende de la concentracion de los
nutrientes en el medio. Frecuentemente, un Unico sustrato ejerce una
influencia dominante sobre la tasa de crecimiento y es denominado sustrato
limitante. Para modelar la dependencia de la velocidad de crecimiento en
funcién de la concentracién de sustrato limitante se utiliza el modelo de

Monod:

— Mmax .S (3)
Ks+S

1
donde
S: Concentracion del sustrato limitante
Umax Velocidad especifica de crecimiento celular maxima, h

Ks : Constante de Monod,
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Los valores tipicos de &son muy pequefios, del orden de mg/L para
sustratos con base en carbohidratos y de pg/L para otros compuestos como
aminoé&cidos. Normalmente el nivel de sustrato limitante en los medios de

cultivo es mucho mas grande que K

La ecuacion de Monod es la mas utilizada para expresar la relacion entre
velocidad de crecimiento y la concentracion de sustrato, s6lo que nos

aplicable a condiciones ambientales que cambien rapidamente, a niveles de
sustrato extremadamente bajos, y cuando se presenta inhibicion de por
sustrato o producto se deben agregar términos adicionales para que el

modelo tenga en cuenta estos aspectos.
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CAPITULO llI: Materiales y Métodos

3.1 Lugar de ejecuciéon

El trabajo de tesis fue ejecutado en los laboratorios H-101 y H-301 de la
Universidad Catodlica de Santa Maria de Arequipa y en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo.

3.2 Materiales

Material biol6gico. Se empleé como microorganismo productor de acido citrico
la cepa fungica dé@spergillus niger;ja cual fue proporcionada por el laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Catoélica de Santa Maria.
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Material de vidrio
* Balon de 1,0 litro
* Erlenmeyer de 250 ml
* Placas Petri
* Pipetas de 1 ml.
* Pipetas de 5 ml.
* Termodmetro digital
» Laminas porta objetos
* Laminas cubre-objetos
* Vaguetas
» Mechero de alcohol
» Beaker de 500 ml.
» Beaker de 250 ml.
* Embudos
* Tubos de ensayo

* Buretas de 50 ml.

Reactivos e insumos
15 9. Sacarosa q.p.
* 15g. Agar-Agar
e 51. Agua destilada estéril
e Suero lacteo proporcionado por Laive S.A.
* 400 g. Papa comun (Solanum tuberosum)
e 2 Maiz blanco (Zea maiz)
* 65 g. Agar Sabouraud
* 50mlI NaOH 1IN ; 0,01 N
e 30ml HCI 1IN
» Hipoclorito de sodio p.a.
* 50 ml. Reactivo de Fehling A
* 50 ml. Reactivo de Fehling B
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Equipos
* 1 Autoclave vertical a vapor
» 1 Balanza analitica electrénica
e 1 Camara de flujo laminar horizontal
» 1 Estufa de secado y esterilizacion
* 2 Microscopios binoculares
* 1 Refrigeradora
* 1 Estufa
» 2 Centrifugas
» 1 Bioreactor NBS BIOFLO 3000
» 1 Bafio termostatico
» 1 Cocinilla eléctrica

» 1 Potenciometro con sensor de pH

* 2 Asadecole

* 2 paquetes Papel filtro

* 20 pares Guantes de latex
» 1 Lente protector

e 1 rollo Cinta medidora de pH
* 1 Soporte universal

* 2 Goteros

» 5 Jeringas para inoculacion
* 1Kkg de Algodon

* 10 paquetes Gasa grande
* 2 rollos Cinta adhesiva

* 2 Rejillas

* 2 Encendedores

* 2rollos Papel film

» 2 Tijeras
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3.3 Métodos

A continuacion se presenta el flujpgrama de actividades realizadas durante el
presente trabajo de investigacion:

OBTENCION CEPA FUNGAL OBTENCION LACTOSUERO
Aspergillus niger FRESCO — LAIVE S.A.
y y
ACTIVACION POR RE- CONSERVACION
SIEMBRA LACTOSUERO POR
y A -pH
CEPA FUNGAL Aspergillus CARACTERIZACION A
Niger ACTIVA F-Q DE J - EES
-0D
A4 L -%
Lactosa
MANTENIMIENTO Y
) ! PRETRATAMIENTO
ADAPTACION DE A. niger
LACTOSUERO
|
y
PRESERVACION Y ¢ ¢
ALMACENAMIENTO E LS‘_) _
CRIOPROTECTOR DE A. niger (Entero) (Deproteinizado)

A

v

y

SUPLEMENTACION DE
LACTOSUERO CON MEDIO CA

Seed Reactor
PREPARACION DE INOCULO

y

FERMENTACION FUNGAL EN REACTOR CONTINUO
PERFECTAMENTE AGITADO — NBS BIOFLO 3000

-Volumen:1,251.
- pH:640,1

- Agitacion : 300
rpm

-OTR:1vvm

y y
Variable T1: Variable T2:
20°C 30°C

A

CINETICA DE BIOREACCION
FUNGAL

A

ACIDO CITRICO; MASA
FUNGAL ; LACTOSA
VALIDACION ESTADISTICA
ANOVA, MEDIAS (N =3, p <
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Tr atamiento Fungico

3.3.10btencidn de la cepa fungal activa

Para la experimentacién se utilizé una cepasiegergillus nigercrioconservada

en glicerol en tubo de ensayo de 5 ml. y fue proporcionada por el coordinador de
proyectos de investigacion del P.P. de Ingenieria Biotecnoldgica de los
laboratorios de la Universidad Catodlica de Santa Maria (UCSM).

3.3.2 Activacion por re-siembra.

Su etiqueta confirmo la caracterizacion de la especie fungal se manipulé de
acuerdo a su protocolo de manejo realizando una resiembra en Agar Saboraud en
placas Petri y en tubos de ensayo, incubados a 30 + 0,5 °C por 7 dias hasta que
germinaran las esporas. Luego se realizaron suspensiones en agua estéril con
Tween 80 hasta alcanzar, aproximadamente, Z,@sbras/ml. para su posterior
inoculacion en los medios elaborados para adaptacion y mantenimiento (Sanchez
et al, 2004).

3.3.3 Mantenimiento y adaptacion de la cepa fungal de A. niger

En esta etapa se realizé la adecuacion de las conidias y micelio provenientes del
medio sélido de obtencion a nuevas condiciones ambientales en cultivo liquido
permitiéndose el desarrollo del material fungal para obtener el inéculo para
medios posteriores de produccién. La composicion del medio liquido empleado en
esta etapa se muestra en la tabla 15. El licor de remojo de maiz se prepar6 dejando
en remojo durante 24 horas, 20 g. de maiz blahea (haix en 100 ml. de agua
destilada deionizada y con posterior filtracién para retira el solido agotado.
Posterior a su preparacion se ajusto el pH a un valor de 5,5 £ 0,1 usando goteo de
solucion de HCI 1N y se esterilizd por autoclavado (121°C — 15 psi) por 20
minutos. Este medio, luego de ser enfriado, fue sembrado a temperatura ambiente
realizando un raspado de las conidias Aspergillus niger procedente del

respectivo medio de obtencion (método descrito anteriormente) bajo llama de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

mechero utilizando tres erlenmeyers de 250 ml. con 100 ml. de medio liquido y se
incubaron en bafo termostéatico con agitacién constante (150 rpm ) y a 30 °C por
5 dias. El caldo asi obtenido se denominé caldo o medio de adaptacién (CA) listo
para preparar el in6culo fungal de produccion.

Tabla 15. Composicién del medio de adaptati¢GA).

Componente Concentracion (g./l.)
Papd 300
Sacarosa 15
Agua destiladh 500 — 700 ml.
Licor de remojo de mafz 15 ml.

LPor litro de medio CA?raspada y finamente molturadayasta completar 1 litro de
Medid;Preparado de acuerdo a protocolo estandarizado

3.3.4 Preservacion y almacenamiento crioprotector de la cepa

Para preservar la cepa se coloco una pequefia cantidad en tres diferentes tubos
Eppendorf agregando 0,5 ml. de glicerol como agente crioprotector y 0,5ml. de
suero fisiologico estéril a cada uno de ellos sellandolos herméticamente y se
congelaron las células fungales en suspensién conservandolos a -24 °C con que se
logré6 mantener la cepa activa en estado latente y por un largo plazo de

almacenamiento.
3.3.5 Obtencion de indculo fungal de produccian

Se conformé un semillero, denominado también “Seed Reactor, SR” (18) con la
finalidad de obtener el in6culo fungal para alimentar el reactor de produccion
CSTR utilizando un balén estéril de 250 ml. al cual se le agregé 100 ml. de caldo
CA (tabla 16) y 50 ml. de LSD, se autoclavo a 121°C — 10 psi por 20 minutos, se
permitid enfriamiento y se inoculd con la cepa fungalAdeiger adaptada del
método anterior bajo campana de flujo laminar. Se colocé el balén asi preparado
en agitador orbital a 35°C y 100 rpm por 5 dias para permitir el desarrollo de
biomasa fungal activa en lactosuero. Finalmente, al término de los cinco dias de

incubacion se sometié el contenido del SR a agitacion con pastilla magnética
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hasta homogenizar la suspension fungal y se tomé una alicuota de 10 ml. en tubo
de centrifuga y se sometio a centrifugacion a 5 000 rpm por 5 minutos luego de
los cuales se decant6 el sobenadante y se agregd 10 ml. de agua destilada estéril y
se volvié a resuspender el sedimento volviendo a repetir la centrifugacion y el
decantado. El procedimiento se replicé tres veces usando al final suero fisiolégico.
Al finalizar la metodologia descrita se peso el contenido de sedimento fungal
obtenido y se relacioné con el contenido del SR del cual fue tomada la muestra
analizada. El resultado experimental se etiqueté como masa de in6culo fungal
inicial (Mo, g.) al momento de utilizarlo en el reactor CSTR de produccion.

Tratamiento del Lactosuero

3.3.6 Obtencidén y conservacién de suero lacteo (lactosueroye obtuvo dos
muestras de 2,5 litros de lactosuero de origen parmesano obtenidas de las
instalaciones de Laive S.A. las que fueron tomadas utilizando recipientes estériles
y fueron transportadas al laboratorio en caja térmica a 4 °C para evitar su
deterioro y se conservaron en congelacion a -8 °C con la finalidad de
almacenarlas sin el agregado de ningun tipo de preservante quimico que pudiera
alterar su composicion original.

3.3.7 Caracterizacion fisico-quimica de suero lacteoLas muestras de
lactosuero asi obtenidas se caracterizaron fisico-quimicamente determinando sus
propiedades siguientes: a) pH y acidez total titulable (ATT) ; b) salinidad (S); c)
sélidos totales disueltos (TDS); d) conductividad (EC); e) Oxigeno disuelto (OD)

; y f) contenido de lactosa. El pH, S, TDS, EC y OD fueron determinados usando
el multiparametro Hannah Mod. HI-6828; la ATT fue obtenida por titulacién
usando sol. estandar de NaOH 0,1 N (12) y expresada en °D (Dornick) y el
contenido de lactosa mediante el método estandarizado de Fehling (azlcares
reductores) (22).

3.3.8 Pre-tratamiento de las muestras de lactosuerdl 50% de la muestra de

lactosuero obtenida fue derivada para ejecutar un pre-tratamiento de
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termocoagulacion a 90°C en autoclave para deproteinizarla seguida de una
centrifugacion a 6 000 rpm por 5 minutos (17) para eliminar los coagulos
obtenidos y obtener la muestra deproteinizada. De este modo se obtuvo dos tipos
de lactosuero diferentes: LSE (Lactosuero entero) y LSD (Lactosuero
deproteinizado). Cuando las muestras de lactosuero (LSE y LSD) estuvieron
preparados, se procedié a ajustar su pH a un valor aproximado de 6,02 para LSE
6,08 para LSD utilizando escasas gotas de HCI 5N ya que es el requerido para el
bioproceso de fermentacion fungal (11). Luego de ajustar el pH, se procedié a
esterilizar las muestras en autoclave a 121°C y 15 psi por 20 minutos para LSD y
usando microfiltracion continua mediante membranas de 0,2 um. y se conservaron
en erlenmeyers estériles utilizando tapones de gasa y algodén para evitar su
contaminacion (estos tapones permiten el paso de aire que se necesita para una

optima fermentacion).

3.3.9 Fermentacion Fungal en el reactor continuo perfectamente agitado —
NBS Bioflo 3000

Dos mil doscientos cincuenta ml. de las muestras de LSE y LSD fueron
suplementados con 250 ml. de caldo CA para conseguir sus suplementacion
nutritiva y conformar una relacion 1:10 v/v de CA/LSE y 1:10 v/v de CA/LSD
(22). Las muestras de lactosuero suplementadas asi obtenidas fueron
caracterizadas en su contenido de lactosa de acuerdo al método estandarizado de

Fehling para azucares reductores (22).

Mil doscientos cincuenta ml. de lactosuero suplementado CA/LSE fueron
colocados en el vessel de vidrio del NBS BIOFLO 3000 ajustando su pH a un
valor 6,02 utilizando HCI 1N para iniciar la fermentacion fungal controlada.
Seguidamente, se conformd la configuracién completa del equipo de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante cerrando el vessel con el Headplate de acero
inoxidable y utilizando los puertos de agitacion, pH (electrodo de vidrio), OD
(electrodo de polarizacién), temperatura (sensor RTD), inoculacion,
condensacion y reflujo, alimentacion de gases por sparger y toma de muestra. El
equipo asi configurado fue sometido a esterilizacion usando autoclave a 121°C —
15 psi por 25 minutos. El mismo procedimiento fue seguido usando CA/LSD y se
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ejecutd la experimentacibn con tres repeticiones para determinar validez

estadistica (9).

Utilizando el vessel del bioreactor autoclavado del método anterior, se instalo
con la consola de control automatico P-I-D del equipo y se ajustaron los set-
points en modo Fermentacion / Calibracion a las siguientes variables de
control: a) Agitacion: 300 rpm para no dafiar el desarrollo de la cepa fungal; b)
Temperatura: 20 y 30°C (de acuerdo al valor de la variable bajo estudio); c)
Alimentacién de gases (aire): 1 vwm.; d) 1 vwm; e) pH: 6, , para la primera
corrida experimental utilizando LSES y a 20C; para las primeras tres variables
se activd el modo de control P-I-D que signific6 control automético
proporcional-integral-derivativo (7) para utilizar el bucle de retro-alimentacion
controlante; es decir, si la temperatura aumentara en 1°C monitoreada por el
sensor RTD, el controlador proporcionalmente alimentaria agua de
enfriamiento a la chaqueta y ejecutaria la reduccion de la temperatura hasta su
set-point. Lo mismo se traduce para controlar las otras variables (Agitacién y
OD); mientras que para la variable pH no se activé el modo P-I-D debido a que
esta variable no se control6 sino que, Unicamente se monitore6 permitiendo, en
este caso, su variacion por la generacién de acidos organicos en el vessel de

fermentacion.

Similar procedimiento se ejecutdé para la segunda corrida usando la misma
muestra, pero a la temperatura de 30°C donde, Unicamente se cambi6 en la
pantalla el set-point de la temperatura a este nuevo valor, por lo que, ahora, el
equipo respondié controlando todo el proceso de fermentacibn a una

temperatura constante e igual a 30°C (todas las otras variables se mantuvieron
exactamente a iguales valores que a 20°C). Las muestras de LSDS se
sometieron al mismo tratamiento para estudiar el efecto de la temperatura sobre

este tipo de medio.

El equipo asi configurado trabajé en modo de operacion BATCH (por lotes)
inoculando 20 ml. del in6culo conseguido en el Seed Reactor (SR) utilizando
jeringa hipodérmica estéril y usando el puerto de inoculacion del HeadPlate. La
masa fungal inoculada (Mo) en relacion al volumen utilizado (20 ml.) se
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mantuvo constante y se recalculd la concentracion fungal (Xo, g./l.) cuando se
diluy6 en el contenido del vessel del bioreactor utilizando la siguiente relacion:

Xo =Mo/1,270 4)
donde:
Xo : Concentracion fungal del indculo (inicial) ; g./1.
Mo : Masa fungal del inéculo (inicial) ; g.

1,270 : Volumen total de trabajo en el vessel de bioreactor, |. (1 250 + 20 ml.)

La fermentacion fungal se permitié6 por un tiempo de 8 dias (192 h.) en los
cuales se monitored, en primer lugar, el crecimiento y aumento de masa fungal
(M, g) y su concentracion relacionada con el volumen que lo contiene (X, g./l.)
calculada de acuerdo a la ecuacion 4.

3.3.10 Cinética de bioreaccion fungal y parametrizacion cinética fungal

El periodo de fermentacion fungal fue de 192 h., tiempo en el cual se
determind la cinética de crecimiento de biomasa Melniger y su

parametrizacion caracteristica asociada al medio lactosuero suplementado
utilizado y a las condiciones de operacion establecidas de acuerdo a la
modelacién peletizada descrita en la literatura (2) y ajustada a la siguiente

ecuacion:

1= Mo + 15 Y't 5X
donde:
M : masa fungal a un tiempo t ; g.
Mo : Masa fungal a t=0 ; g.
Y : Constante cinética de crecimiento fungal, carestieo para la cepa
utilizada; g+ s*

t : Tiempo de fermentacion; s.
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El tiempo inicial (t=0) resulté ser el momento exacto de inoculacién y a partir

de ese instante se obtuvo muestras de 10 ml. usando el puerto de toma de
muestra del HeadPlate del NBS Bioflo 3000 cada hora durante las primeras
doce horas y, luego, cada seis horas durante las restante 180 horas para ejecutar

un barrido representativo durante todo el periodo fungal.

La muestra asi obtenida se centrifugd a 5 000 rpm por cinco minutos y se
decant6 el sobrenadante reservandolo para determinar lactosa y acidos
organicos. El sélido obtenido se llevo a estufa a 60°C para desecarlo hasta
obtener peso constante y se pes6 con una precision de 0,1 mg. determinando la
biomasa fungal asociada a cada temperatura y muestra de lactosuero utilizado.

El mecanismo de crecimiento del A. niger utilizado es caracteristico de los

hongos filamentosos en los que su crecimiento se efectia por aumento de su
masa fungal mas no de su poblacion vy, es por esta razon, que se evalud y
determiné directamente su masa en cada instante de tiempo de fermentacion en

el equipo utilizado.

La concentracion fungal (X) se determiné dividiendo la masa fungal asi
obtenida sobre el volumen de muestra utilizada (10 ml.). Finalmente, se
corrigid los datos experimentales para determinar la produccion fungica
asociada al volumen total del bioreactor NBS Bioflo 3000 utilizado para cada

tiempo analizado.

3.3.11 Biosintesis de acidos organicos expresados como acido citrico en

bioreactor de produccién batch

El sobrenadante obtenido de las muestras de caldo de fermentacion del método
anterior se sometio a andlisis para su determinacién en contenidos de lactosa,
nutriente carbonado proporcionado por el lactosuero (S, g./I.) por el método de
Fehling ( 22 ) descrito en el Anexo C de este documento; y, de acidos
organicos expresados como acido citrico (Cp, g./l.) de acuerdo al método de
titulacion potenciométrica descrito en la AOAC (2005) que consistié en
colocar 1 ml. de sobrenadante completamente limpio de sélidos en un beaker
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de 50 ml. y se le afadi6 9 ml. de agua destilada deionizada en agitador
magnético a temperatura ambiente al cual se le colocé sensor de pH de
potenciémetro, monitoreando determinando su valor y se afiadié gota a gota
solucion de NaOH 0,01N (fc=0,9981) hasta obtener rangos alcalinos vy,
utilizando su curva potenciométrica se determino el volumen de neutralizacién
con el que se calculo la concentracion de acido en la muestra de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Cp (geciticdl.) = 6,4043-10 fc-N-V/ 6]

donde:

Cp : concentracidn de acidos organicos expresado como acido citrico; g./ |.

N : normalidad de la solucion titulante de NaOH; eg-g./I.

V : volumen de la solucién titulante utilizada; I.

fc : factor de correccion de la solucion titulante

Todos los ensayos se ejecutaron por triplicado para validez y significacion

estadistica.

3.3.12 Analisis estadistico Todos los experimentos se realizaron por
triplicado y los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza de
clasificacion simple y una comparacion de medias por Duncan, (n = 3, p <0,5)
utilizando el paquete estadistico SPSS v.21 en entorno Windows 7.
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Capitulo 1V: Resultados y Discusion

Tratamiento FUngico

4.1 Activacion por re-siembra

Terminado el tiempo de incubacién (30 °C por 7 dias), periodo en el cual
germinaron las esporas, se confirmé que se obAsmergillus nigerpor su

morfologia filamentosa (mostr6 cadenas de células a manera de hifas) muy
diferente a la de levaduras que deben mostrar una sola célula redonda (figura 11).

[

Figura. 11. Cepa fungal activa dAspergillus niger spobtenida en placa agar Sabouraud a
30°C. (A) vista frontal superior mostrantidas de color negro parduzco caracteristico de la
especie; (B) vista frontal inferior mostrando las conidioesporas asexuales.
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La obtencion de la cepa fungal demostré que la temperatura de incubacion y el
medio de propagacion resultaron adecuados para su establecimiento y

colonizaciéon masiva.
4.2 Mantenimiento y adaptacion de la cepa fungal de A. Niger

Luego de cinco dias de incubacion en bafio termostéatico a 30°C con agitacion
constante a 150 rpm se obtuvo en los tres matraces la colonizacion completa que
completd su adaptacion y crecimiento a este nuevo tipo de medio “natural” lo que
permitio especular que el mecanismo de crecimiento de la cega dmyer
utilizada genera una ruta bioquimica de generacion de invertasas para desdoblar y
usar la sacarosa del medio y enzimas amiloliticas para poder descomponer el
polimero C-H de almidén y romper su estructura en moléculas simples como las
de glucosa para poder asimilar sus requerimientos de carbono y sustentar
crecimiento vigoroso lo cual se evidencio por la casi completa desaparicion de
almidén cuando se agrego6 una gota de lugol a una alicuota de 1 ml. de medio libre
de materia fungal y no presenté coloracion azul intensa lo cual es caracteristico de
ausencia de almidon. La uniformidad de crecimiento fungal superficial resulté ser
caracteristico del comportamiento de la cepa utilizada en particular y genero
confianza suficiente para su posterior aplicacion en medios de produccion que

involucren lactosuero.
4.3 Preservacion y almacenamiento crioprotector de la cepa

Al no disponer las células de agua en forma liquida, no fue posible el crecimiento
fungal. Este resulté ser el mejor método de conservacion desde todos los puntos
de vista, pero tiene el inconveniente de requerir congelador permanente v,
ademas, existe el peligro de que algun fallo del sistema de congelacion produzca
una subida no deseada de la temperatura durante el almacenamiento.

4.4 Obtencion de inoculo fungal de produccion

Los resultados en el SR mostraron una cepa fungal pura, microbiolégicamente

activa y sostenible en lactosuero (fuente de lactosa) Yy otros componentes
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naturales como almidén (papa), sacarosa y licor de maiz que sirvio como inéculo

para el medio de produccion en el bioreactor BIOFLO 3000.

El contenido fungal generado en el SR fue observado y obtenido en forma

superficial en el balon utilizado y mostré caracteristicas netamente aerobias ya
gue la colonizacion mostré tendencia a respiracion de oxigeno. Esta observacion
fue asegurada por la ausencia total de cepa fungal sumergida en el SR lo cual
demostrd que eA. nigeradaptado a lactosuero y con funcién de in6culo resulto

ser exigente y demandante de oxigeno.

El resultado de la operacion de centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos
consiguidé un sedimento fungal libre de medio agotado liquido que fue lavado dos
veces con agua destilada estéril y, una final, con suero fisiolégico para obtener por
resuspension, centrifugacion y decantacion el material fungal puro cuyo peso
resultd ser Mo = 0,0063 + 0,0008 g. (n=3 ; p<0,05) lo cual permitié determinar
gue la concentracion fungal fue de Xo = 0,0006 + 0,0001 g./ml. que se
etiquetaron como el inéculo que sirvié para alimentar el medio de produccion de
lactosuero en NBS BIOFLO 3000 para sustentar fermentacion fungal controlada.

Tratamiento del Lactosuero

4.5 Obtencion y conservacion de suero lacteo (lactosuero)

La figura 12 presenta volumenes confinados en frascos gerber de 100 ml. de las
muestras 1 y 2 obtenidas de lactosuero representativas de las muestras originales
de 2,5 litros; cada una fue tomada en diferentes horarios de producciéon y
resultaron, por analisis organoléptico, muy similares en su aspecto y textura, lo
cual, demostrg, en forma preliminar que el lactosuero obtenido proviene de la
misma poblacién y pueden, ambas muestras, ser catalogadas como de la misma

procedencia.
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Figura. 12. Muestras de lactosuero acido obtenidas de la linea de produccion de queso parmesano (
Laive S.A.). (A) Muestra 1; obtenida del turno 2 de trabajo (13:00 -21:00 h.) ; (B) Muestra 2;

obtenida del turno 1 (5:00 -13:00 h.). Los horarios descritos resultaron ser importantes ya que son los
que se trabajan en la empresa Laive S.A. y, organolépticamente no presentaron diferencias

significativas.
4.6 Caracterizacion fisico-quimica de suero lacteo

Las muestras de lactosuero asi obtenidas se caracterizaron fisico-quimicamente

determinando las propiedades fisicas y quimicas mostradas en la tabla 16.

Tabla 16. Propiedades fisico-quimicas de muestras de lactosuero dulce de origen de
linea de produccién de queso parmesano de Laivé S.A.
Propiedad Lactosuero Referencia

Muestra 1 Muestra 2

Lactosuero dulce:
Densidad?, g./ml. 1,013 1,011 1,010- 1,024 g./ml.
(Callejas y col. 2011)

pH3 Lacto suero dulce : 6,45
6,38 C:d> (Rodriguez W. J. y col., 2012)

Acidez total titulable®, G o dulce:

0,11 0,16 0,08-0,18 %

0, ’ ’ 7 7
L (Callejas y col., 2011)
Salinidad?, ppm 1,43 1,49 Sin referencia

) Lacto suero dulce : 1 300 -1
Z?I'dcl’ts ; e 1502 800 ppm

ISueltos’, ppm (Bon Rosas F. ,2009)
Conductividad?, uS/cm 2761 2 644 Sin referencia
Oxigeno Disuelto®, ppm 3,11 2,98 Sin referencia

O~ 0,

Lactosa®, % 11,64 11,82 Lacto suero dulce: 5-13 %

Callejas y col. (2011)

1 Props. fisicas: densidad, salinidad, TDS, EC, OD; Props. quimicas: pH, ATT, L&ctdgdodo
gravimétrico usando picnometrfaMultiparametro Hannah HI 6128 Método Fehling , AOAC (2000);
Titulacion con NaOH 0,1N

Como se observa en la tabla 16, todos los parametros fisico-quimicos descritos
recaen entre los limites reportados en la literatura por lo que determind que las
muestras utilizadas son representativas y normales de lactosuero dulce

(determinado asi por su valor de pH y su baja ATT).
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El valor promedio de la densidad resulté ser 1,012 g. /ml. y del contenido de
lactosa fue de 11,73 %, valores con los cuales se determiné una concentracion
promedio de este disacarido de 118,7 g. de lactosa por litro de lactosuero, el cual
resultd ser un parametro importante debido a que el Gnico componente carbonado
significativo en el lactosuero es la lactosa y con el Auaiger utilizé como
sustrato y nutriente carbonado.

4.7 Pre-tratamiento de las muestras de lactosuero

Luego de llevar la muestra a centrifugacién fue posible eliminar los coagulos

generados obtener la muestra de lactosuero deproteinizada (LSD). ). El peso
hiamedo del sedimento obtenido resulté ser 17,7145 g. contrastado con su peso
seco de 10,6263 g. (40,02 % humedad) que determind un contenido de proteina
bruta de 0,42 % que se encuentra dentro de los limites reportados por Callejas y

col. (2011) para este tipo de sueros lacteos (0,40 — 1,2%).

4.8 Fermentacion Fungal en el reactor continuo perfectamente agitado — NBS
Bioflo 3000

En la tabla 17 se muestra la composicion en lactosa de cada una de las muestras
utilizadas en la fermentacion fungal en NBS BIOFLO 3000 calculadas por simple
balance de masa asumiendo que la densidad del lactosuero entero y
deproteinizado se mantiene constante e igual a 1,012 g./ml..

Los resultados presentados en la tabla 17 demuestran que el contenido de lactosa
(como concentracién) en las muestras deproteinizadas resultan ser mayores debido
a que se concentran por la pérdida de volumen que sufren al coagular y
sedimentar su contenido proteico por lo que en la fermentacion fungal las
muestras deproteinizadas inician con un mayor contenido de lactosa que las
muestras enteras, aprox. en 0,9 g. adicionales por litro de muestra ( 0,75 % mayor
) lo cual, estadisticamente, no resulto ser significativo para evaluar su efecto en la

fermentacion fungal.

Tabla 17. Composicion en lactosa (g./l.) de las muestras de lactosuero originales y

suplementadas con medio CA.
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Muestra original Lactosa, g./ Muestra Lactosdt, g./l.
suplementada
LSE 131,9 LSES 117,9 (118,7)
LSD 132,8 LSDS 118,1 (119,6)

1 Obtenidos por balance de masa; los resultados entre paréntesis muestran el valor experimental
obtenido aplicando el método de Fehling (22).

La figura 13 presenta la configuracién experimental del bioreactor NBS BIOFLO
3000 completamente armado mostrando sus dispositivos externos, el vessel de
vidrio borosilicato, el HeadPlate de acero inoxidable, el motor de agitacion y la

chaqueta de calentamiento para mantener el equipo en estado isotérmico.

Figura. 13. Bioreactor de 1,5 I. (volumen de trabajo 1,25 |I.) mostrando el vessel de vidrio
borosilicato con la muestra de LSDS y el HeadPlate de acero inoxidable con los puertos
utilizados. Noétese en el fondo de la figura la chaqueta de calentamiento y en la parte superior el
motor de agitacién y el cierre hermético para evitar contaminacion.

La figura. 14 muestra la pantalla de control del panel del NBS BIOFLO 3000

indicando las principales variables en su disposicion.
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Figura. 14. Pantalla del BioFlo 3000 que indica los set-points y las varaibles de proceso
simultdnemante. La pantalla es alfa-numérica, monocromatica y permite facil acceso para el
control de, hasta, 13 variables e incluye calibracion de sensores, crecimiento celular y
manipulacién por el usuario.

Utilizando el inéculo conseguido en el SR y conociendo el volumen de trabajo del
bioreactor o de medio de fermentacién ( 1 250 ml.) y el volumen de inéculo
afiadido (20 ml.) se determiné que la masa inicial (Mo, g.) inicial en el periodo de
fermentacion fungal resulté ser 0,0126 £+ 0,0016 g. (n=3 ; p<0,05) dentro del
vessel del bioreactor lo cual permiti6 determinar que la concentracion fungal
resultd ser Xo = 0,0001 g./I. para todos los ensayos analizados para evaluar el
efecto de la temperatura y del medio lactosado en la fermentacion fungal de
nigeren la busqueda de produccion de acido citrico como metabolito extracelular.

La figura 15 muestra la configuracion experimental montada utilizando el NBS
BIOFLO 3000 con medio lactosado y utilizando la cepa fungaAdeiger
mostrando la conexién de todos sus dispositivos de control, incluyendo la consola
automatica, completamente mezclado y aereado y en pleno funcionamiento de
acuerdo con lo recomendado por el fabricante (New Brunswick Co. NJ-USA).
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Figura. 15. Montaje experimental utilizado para evaluar el efecto de la temperatura y de medio
lactosado (LSES y LSDS) en la bioproduccion de acidos organicos expresados como &acido citrico
utilizando la cepa fungal dA. niger Nétese el ensamble correcto del motor de agitacion, el
HeadPlate anexado herméticamente, la chaqueta de calentamiento/enfriamiento y la pantalla
monocromatica de la consola de control automético.

4.9 Cinética de bioreaccion fungal y parametrizacion cinética fungal

La figura 16 presenta los perfiles de variacion positiva (incremento) de la masa
fungal deA. niger a dos diferentes temperaturas cuando el medio lactosado
utilizado fue LSES.

El crecimiento es sostenido y la masa, en ambos casos, aumenta de manera no-
lineal como lo describe la literatura (17,21) y su exploracion demuestra un
comportamiento potencial (crecimiento peletizado) normal para este tipo de cepas
microbianas. El efecto de la temperatura es evidente, se observa mayor masa
fungal conseguida a mayor temperatura (30°C) que la conseguida a menor
temperatura (20°C) en todo el periodo analizado. A las 192 h. (tiempo final
permitido de crecimiento) el aumento en masa fungal supero6 en 79,80% cuando se
utilizé una temperatura de 30°C sobre la conseguida a 20°C, con lo que,
evidentemente, la temperatura ejercio un efecto potencialmente significativo sobre
el crecimiento fungal dé. nigercuando se uso Lactosuero entero suplementado
(LSES) como fuente natural de sustrato carbonado (lactosa). Se puede, entonces,
afirmar que la lactosa contenida en el medio de feremnetacién utilizado result6 ser
eficiente como fuente carbonada y fue asimilada éptimamente por la cepa fungal.
El mecanismo de absorcion resulté ser complejo y de accién enzimética para
lograr reducir el tamafio molecular del disacarido a moléculaso unidades mas
pequefias para que pudieran ser consumidas tal y como lo describen en la
literatura diferentes autores (17,21,22). Finalmente, después de los 8 dias de
cultivo del hongaA. nigerse pudo apreciar la profusa formaciénpgéietscon un
diametro promedio de 5 mm. La forma esférica visualiza en microscopio a 400X

y adquirida por el hongo obtenido se debid, principalmente, a la prolongada

agitacion a la que fue sometido durante la fermentaciéon en ambiente confinada.
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Figura. 16. Variacion de la masa fungal (M) @e nigercon respecto al tiempo de fermentacion
(192 h.) mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) cuando se utiliz6 LSES en NBS-
BIOFLO 3000 en modo de operacidn batch (tabla 21 del Anexo D).

Sobre este periodo de fermentacion fungal de 192 h. se determiné la cinética de
crecimiento de biomasa da&l niger y su parametrizacion caracteristica asociada
al medio lactosuero entero suplementado utilizado y en las condiciones de
operacion establecidas de acuerdo a la modelacion peletizada descrita por la
ecuacion (5) :

=20k M®=0,2321 + 7,3000-10t :y
paa

T=30°C: M°®=0,2314 + 9,2000- 1Dt

Que representan adecuadamente el comportamiento experimental mostrado en la
figura 24 y con las cuales se pudo determinar la masa fungal obtenida a t=192 h. (
4,3603 g. para 20°C y 7,9736 g. para 30°C ) que determiné el efecto real de la

temperatura en el aumento de masa fungal analizado.
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La figura 17 presenta la linealizacion de las ecuaciones que describen el
comportamiento de la variacion de masa fungal con el objetivo de determinar el
parametro cinético de crecimiento peletizado garaigeren medio LSES a 20 y

30°C utilizando los datos experimentales obtenidos durante su evaluacion;
adicionalmente, la tabla 18 presenta los valores obtenidos del par&nhpetra
caracterizar el comportamiento cinético éelnigeren medio LSES a 20 y 30°C
mostrando una variacion esperada direccionada en sentido de aumento de

temperatura.
25
M M1/3 = 0,2255 + 0,0092t
2 _
R2 = 0,9992 —20°C
—8—30°C
1.5
1
M1/3 = 0,2344 + 0,0073t
R2 = 0,9996
05
0
0 50 100 150 200 250

t,h.

Figura. 17. Linealizacion del modelo de crecimiento peletizado para ambas temperaturas bajo
andlisis usando LSES como fuente de medio carbonado (tabla 21 del Anexo D). Las ecuaciones
ajustadas proporcionan la parametrizacién cinéticé deiger(Y).

La linealizacion (3 vs. t ) mostrada en la figura adjunta permitié determinar por
regresion lineal la pendiente de las rectas obtenidas de donde se determiné el valor
del parametror a ambas temperaturas dividiendo ésta Gltima entren3o lo

determina su analisis de la ecuacioén 5 utilizada.
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Tabla 18. Parametros cinéticos de crecimiento peletizad9 para
A. nigeren medio LSES a diferentes temperaturas.

Temperatura, °C Y, g.1/3.s1 1.C.2
20 0,0219 +0,0011
30 0,0276 + 0,0008

1 Obtenidos por regresion lineal de los datos experimentales de crecimiento fungal ajustados al
modelo peletizado descrito en el capitulo3lintervalos de confianza obtenidos con la distribucion t-
Student ( n=3, v=2; p<0,05)

Los valores presentados en la tabla 18 permiten concluir quenenta a mayor
temperatura por lo que la velocidad de crecimiento y aumento de masa fungal es
mayor a 30°C potencializando su cinética con este factor; es decir, si se desea

obtener mayor masa fungal en menor tiempo se debe utilizar mayor temperatura.

0 50 100 150 200
t, h.

Figura. 18. Variacion de la masa fungal (M) de nigercon respecto al tiempo de fermentacion
(192 h.) mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) cuando se utiliz6 LSDS en NBS-
BIOFLO 3000 en modo de operacidn batch (tabla 22 del Anexo D).
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Para el caso del medio lactosuero deproteinizado suplementado ( LSDS ), la figura
18 presenta el perfil de variacion de la masa fungah.deigercon respecto al
tiempo de fermentacién la cual indica, a diferencia del uso de LSES analizado
anteriormente, la aparicién de un estado en el que la cepa entr6 en fase aparente
estacionaria a partir de las 120 h. de cultivo a 20°C y de 135 h. a 30°C.

El andlisis de la figura anterior permite determinar Unicamente entre los tiempos
de crecimiento la aplicacion de la ecuacion 5 de crecimiento peletizado. Los
resultados experimentales permitieron ajustar las siguientes ecuaciones para este
tipo de medio de cultivo (LSDS):

T=20°C : V34 0,2314 +1,0300-10t ;v
para
T=30°C : 3 0,2327 + 1,3900- 1%t

Que representan adecuadamente el comportamiento experimental mostrado en la
figura 26 y con las cuales se pudo determinar la masa fungal obtenida a cualquier
tiempo por debajo del inicio de la fase estacionaria de la cepa fungal ya que a
t=192 h. las ecuaciones anteriormente descritas no funcionarian o arrojarian
resultados fiables ; sin embargo, experimentalmente se determiné que al final del
periodo monitoreado se obtuvo 4,9401 g. para 20°C y 9,1943 g. para 30°C,
valores que determinaron el efecto real de la temperatura en el aumento de masa
fungal analizado utilizando LSDS. EI ANOVA de significacion determiné, al 95

% de confianzad=0,05) que las masas fungales obtenidas a las 1®2 reriodo
fermentativo resultaron significativamente diferentes entre mismos medios de
cultivo a diferentes temperaturas y entre diferentes medios de cultivo con lo que
se puede aseverar que la masa fungal es afectada por la temperatura en incremento
proporcional ( se consigue mayor biomasa a mayor temperatura de trabajo) y que
el medio LSDS es capaz de conseguir mejor crecimiento fungal que el medio
LSES.

La figura 19 presenta la linealizacion de las ecuaciones que describen el
comportamiento de la variacion de masa fungal con el objetivo de determinar el
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parametro cinético de crecimiento peletizado panaigeren medio LSDS a 20 y

30°C utilizando los datos experimentales obtenidos durante su evaluacion;
adicionalmente, la tabla 19 presenta los valores obtenidos del pardnpetra
caacterizar el comportamiento cinético delnigeren medio LSDS a 20 y 30°C
mostrando una variacidbn esperada direccionada en sentido de aumento de

temperatura mostrando igual o similar tendencia que al usar medio LSES.

Tabla 19. Parametros cinéticos de crecimiento peletizad9 para
A. nigeren medio LSDS a diferentes temperaturas.

Temperatura, °C Y, g./3.51 .C?
20 0,0309 +0,0042
30 0,0417 +0,0021

1 Obtenidos por regresion lineal de los datos experimentales de crecimiento fungal ajustados al
modelo peletizado descrito en el capitulodlintervalos de confianza obtenidos con la distribucion t-
Student ( n=3, v=2; p<0,05)

La linealizacién ' vs. t ) mostrada en la figura adjunta permitié determinar por
regresion lineal la pendiente de las rectas obtenidas de donde se determiné el valor
del pardmetror a ambas temperaturas dividiendo ésta ultima enttendo lo
determina su analisis de la ecuacién 5 utilizada, observandose que el grado de
ajuste es menor que sus correspondientes valores al usar medio LSES por lo que
se puede concluir que el grado de variabilidad e incertidumbre es mayor en el caso
del uso del medio LSDS, presumiblemente, debido al pre-tratamiento de
termocoagulacion que sufrid y que podrian haber cambiado la composicion del
lactosuero por efectos de la alta temperatura ala que fue sometido ya que algunos
componentes constitutivos o bioactivos (acidos grasos, vitaminas, etc.) son
termolabiles y pudieran haber afectado su composicion natural y que mostro

efecto en la fermentacién fungal al que fue sometido.
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Figura. 19. Linealizacion del modelo de crecimiento peletizado para ambas temperaturas bajo
andlisis usando LSDS como fuente de medio carbonado (tabla 22 del Anexo D). Las ecuaciones
ajustadas proporcionan la parametrizacion cinéticé deiger(Y).

Los valores presentados en la tabla 19 permiten concluir quenenta a mayor
temperatura por lo que la velocidad de crecimiento y aumento de masa fungal es
mayor a 30°C potencializando su cinética con este factor; al igual que con el uso
de LSES, por lo que si se desea obtener mayor masa fungal en menor tiempo se
debe utilizar mayor temperatura. Los valores mostradosatela tabla 19 son,
significativamente mayores para ambas temperaturas que los presentados en la
tabla 18 al igual que sus intervalos de confianza en los que se observa mayor
rango al usar LSDS por las razones anteriormente mencionadas, lo cual demuestra
gue la cinética de crecimiento fungal dehigerevaluada por sus parametros

cinéticosY es mayor cuando se utiliza LSDS sobre el uso deSL$Hue ,
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definitivamente, la temperatura ejerce, para ambos medios analizados, efecto
proporcional positivo; es decir, que se obtiene mayor rapidez de crecimiento

fungal usando medio lactosado LSDS y a 30 °C lo cual concuerda con los

resultados reportados por la mayor parte de los autores revisados en la literatura
(7,11,17).

4.10 Biosintesis de acidos organicos expresados como acido citrico en
bioreactor de produccién batch

La biotransformacion del nutriente carbonado (lactosa, principalmente)
proveniente de los medios de cultivo ensayados (LSES y LSDS) se determiné por
su consumo o desaparicion por medio del mecanismo biocatalitico ejercido por la
ruta metabdlica activa de la cepa fungal Aleniger que efectia conversién
enzimatica de la lactosa (disacarido) en sus unidades mas pequefas (glucosa y
galactosa) que resultan ser mayormente mas digeribles y asimilables por el
microorganismo tal y como lo reporta Sanchez Toro y col. (2004) , quienes
describen el mecanismo biocatalitico activo multienzimatico generado por el
metabolismo fungal del. niger ensayado para romper y craquear moléculas
poliméricas y/o de alto peso molecular en unidades mas pequefias asimilables que
permiten ejecutar mayor cinética de produccion de metabolitos primarios y

secundarios en medio sumergido.

La figura 20 presenta los perfiles de variacion de concentraciéon de lactosa, como
nutriente carbonado cuando se usé LSES como medio de cultivo a 20 y 30°C.

Como se observa en la figura abajo, la concentracion de lactosa como sustrato
limitante disminuy0 lentamente hasta las primeras 12 horas a ambas temperaturas,
pero luego disminuy6 ostensiblemente hasta el séptimo dia (alrededor de las 170
horas). A 30°C la velocidad de consumo resulté mayor que a 20°C lo cual resultd
l6gico debido a que la masa de la cepa fungal resultd6 mayor para todos los
periodos evaluados; es decir, que a mayor masa microbiana el contenido de
nutriente resulté menor; sin embargo, al final de la fermentacién no se alcanz6 a
consumir todos los azucares reductores disponibles en el medio expresados como

lactosa quedando mayor cantidad de lactosa en el medio LSES a menor
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temperatura, lo que demostré que la conversion de lactosa por accion fungal fue
mayor a mayor temperatura pero no pudo, en ninguno de los casos, llegar a
consumo total (conversion 100%), lo que indicé que es necesario aumentar la
conversion del sustrato estudiando el efecto de otras variables ademas de la

temperatura.

140 === === e
Cs, g.Lactosa/I.

120
100

80

et 20°C
60

et 30°C

40

20 [mmmmmmmmm e

0 50 100 150 200 t, 5o

Figura. 20. Variacién de la concentracion de lactosa (Cs) con respecto al tiempo de fermentacion
(192 h.) mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) cuando se utiliz6 LSES en NBS-
BIOFLO 3000 en modo de operacidn batch (tabla 21 del Anexo D).

El porcentaje de utilizacion de la lactosa como sustrato resulté de 59,56 % a 20°C
y de 45,78% a 30°C, lo que demostré que es posible aumentar esta conversion
moviendo otros factores o, permitiendo un mayor periodo de fermentacion lo cual
se evidencio para dl. nigerevaluado en este medio debido a que finalizados los

8 dias de monitoreo la cepa fungal no presenta estado estacionario que no podria
ser descrito por las ecuaciones de crecimiento analizadas en el sistema batch

conformado.
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De otro lado, la figura 21 muestra los perfiles de variacion de la concentracion de

lactosa (Cs, g./l.) en funcion del tiempo de fermentacion para el caso del medio de
cultivo LSDS donde se observa que a menor temperatura el consumo es mas lento
y que al cabo de las 192 h. de fermentacion la conversion de lactosa es mucho

mayor a 30°C.
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Figura. 21. Variacién de la concentracion de lactosa (Cs) con respecto al tiempo de fermentacion
(192 h.) mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) cuando se utiliz6 LSDS en NBS-
BIOFLO 3000 en modo de operacién batch (tabla 22 del Anexo D).

Como se observa en la figura 21, la concentracién de lactosa como sustrato
limitante disminuyo lentamente hasta las primeras 8 horas a ambas temperaturas a
diferencia del medio LSES que fue de 12 h, pero luego disminuyd

ostensiblemente hasta el ultimo dia (192 horas) para la operacién a 20°C y hasta
el séptimo dia (172 h) para el caso a 30°C determinandose que a 30°C la

velocidad de consumo resulté mayor que a 20°C, como en el caso anterior, lo
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cual resulté l6gico debido a que la masa de la cepa fungal resultd mayor para
todos los periodos evaluados; es decir, que a mayor masa microbiana el contenido
de nutriente resulté menor; sin embargo, al final de la fermentacién con este

medio LSDS no se alcanz6 a consumir todos los azucares reductores disponibles
en el medio expresados como lactosa quedando mayor cantidad de lactosa en el
medio LSDS a menor temperatura como en el caso del LSES pero que se
demostré que la conversion de lactosa por acciéon fungal fue mayor a mayor

temperatura pero no pudo, en ninguno de los casos, llegar a consumo total
(conversion 100%). El porcentaje de utilizacion de la lactosa como sustrato

resultd mayor en ambas temperaturas que en el caso del medio LSES (51,10 % a
20°C vy de 69,06 % a 30°C), lo que demostr6 que es posible aumentar esta
conversion cambiando los medios de cultivo, modificandolos y/o suplementando

como fue este caso. El andlisis del crecimiento fungal indicé que presentd estado
estacionario a partir de las 130 h., aproximadamente para ambas temperaturas
porque se especula que el consumo de nutriente carbonado lo utilice la cepa
fungal para sustentar la produccion de metabolitos extracelular mas que para
sustentar aumento y crecimiento celular lo cual lo hace completamente deseable

para los objetivos de esta investigacion.

La cepa fungal empleada demostré su capacidad de biosintetizar &cidos organicos
debido a la evidencia experimental de la disminucion del pH de ambos medios
lactosados empleados y a ambas temperaturas, tal y como se observa en la figura
22 que presenta la variacion del pH como variable de sustento para demostrar

generacion de acidos en solucion.

La tendencia de decrecimiento en el perfil de variacion de pH es concluyente en la
capacidad de generacion de acidos por la cepa. addgerempleada y de que

éstos resultan ser acidos organicos débiles cuya concentracion debe ser
necesariamente significativa ya que sus constantes de disociacion resultan ser
pequeiilas a las temperaturas evaluadas. De acuerdo con su equilibrio
termodinamico, es posible la mezcla de acidos como el citrico (Callejas y col.
2001), oxalico, piravico, itaconico entre otros que los diferentes géneros de
Aspergillus pueden generar y de las condiciones en las que son generados, pero
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debido a que A. niger es especifico y la lactosa es componente carbonado
reportado por otros autores, la obtencion de &cido citrico es selectiva sobre la
formacion de otros acidos organicos, lo cual se evidencié en la titulacién
potenciométrica que mostrd tres mesetas indicando tres diferentes equilibrios
termodinamicos recordando que el acido citrico es tri-carboxilico y que el &cido
oxalico, por ejemplo, es di-carboxilico.

.50 [
pH ——LSES 20°C
6.00
s SES 30°C
>-20 e | SDS 20°C
>.00 =>é=LSDS 30°C
4.50 -\l
4.00 N- LR e .
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Figura. 22. Variacion del pH de los medios lactosados liquidos (LSES y LSDS) después de
iniciada la fermentacion fungal coh niger con respecto al tiempo de fermentacién (192 h.)
mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) en NBS-BIOFLO 3000 en modo de operaciéon
batch (tablas 21y 22 del Anexo D).

Como se observa en la figura anterior en todos los casos trabajados a 30°C a partir
de las 100 h. de fermentacion se inicia un periodo de estancamiento en el pH
debido a la posible inhibicion por producto que sufre el medio utilizado y a que,
debido a conclusiones anteriores, a mayor temperatura la velocidad de generacion
nde producto (acidos organicos, citrico en particular, resulté mayor. Sin embargo,
a 20°C los medios utilizados muestran una cinética menor pero mayormente

sostenida ya que la inhibicion se presenta mas alla de 170 h. lo cual seria deseable
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si se estuvieran produciendo metabolitos secundarios, lo cual no fue objetivo de
este estudio. El pH minimo obtenido resultd ser 2,50 obtenido en el trabajo del
medio LSDS a 30°C por lo que se presume es el medio adecuado para gnerar
mayor cinética de produccion metabdlica con esta cepa fungal.

La bioproduccion de acidos organicos en general y de citrico utilizando lactosuero
entero y deproteinizado se presentan de acuerdo a las concentraciones obtenidas y
expresadas en gramos por litro fueron calculadas utilizando la ecuacion 6 y
después de ejecutar la valoracion potenciométrica con solucion de NaOH 0,01N
(tablas 21 y 22 del Anexo D) en las figuras 23 y 24 en los que se diferencia
claramente la trofofase (etapa de formacion de biomasa) de la idiofase (etapa de
biosintesis de producto) que se inicia claramente a partir de las 12 h. de
fermentacion. La formacion de acido citrico en el tiempo demuestra que este
metabolito esta indirectamente relacionado con el crecimiento celular, ya que se
puede observar un desfase entre las curvas correspondientes y relacionadas lo cual
indicé que a medida que el microorganismo fungal consume el sustrato (lactosa)
expresa metabolismo segregando acidos como metabolitos extracelulares lo cual
se evidencia completamente por la disminucion del pH del medio durante todo el

proceso fermentativo.

Lo expresado anteriormente fundamenta y sustenta claramente la eleccion del
lactosuero como fuente natural y considerada como sub.producto con poco valor
comercial para obtener una alternativa biotecnoldgica para la produccion de acido
citrico con las aplicaciones y sustentabilidad que éste y otros acidos organicos
poseen (Capitulo I).

La figura 23 muestra los perfiles de variacion de la concentracion de acido citrico
generada en sistema cerrado controlado (BIOFLO 3000) cuando se usé como
medio nutritivo LSES a las temperaturas de 20 y 30°C y donde se puede apreciar
gue para las 192 h. de fermentacion se generdé mayor cantidad de &cido citrico a
30°C vy que de acuerdo a la tendencia observada a partir de las 170 h,
aproximadamente, su produccion se estabiliza o adquiere constancia por lo que se

puede determinar que a partir de este periodo la produccién de &cido citrico puede
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sufrir inhibicidon por pH y generar a partir de ese tiempo metabolitos secundarios
indeseables.

La cinética de produccién de acido citrico es comparable con la de generacion y
crecimiento de biomasa pues es mayor en todos los casos a 30°C. El parametro
cinético de produccion pudo ser calculado dividiendo la concentracion de &cido a
las 192 h. sobre el consumo determinado de lactosa en el medio de fermentacion.
Para 30°C se obtuvo un coeficiente cinético de 0,000217 g. AC/g. lactosa. h 'y
para 20°C de 0,000208 g. AC/g. lactosa. h y concluyendo que se formé mayor
cantidad de acido por unidad de tiempo y por g. de lactosa a 30°C utilizando
LSES.
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Figura. 23. Variacion de la concentracion de acido citrica(Cg./l.) con respecto al tiempo de
fermentacion (192 h.) mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) cuando se utilizé6 LSES
en NBS-BIOFLO 3000 en modo de operacion batch (tabla 21 del Anexo D).

Existen pocos reportes sobre la produccién de acido citrico a partir de lactosuero;

Somkuti y Bencivengo (1981) realizaron ensayos en Erlenmeyers, mientras
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Hossainet al. (1983), intentaron optimizar el proceso en bioreactores a nivel de
laboratorio utilizando cepas mutantes y modificando las condiciones del cultivo
sumergido. En estos cultivos se empled el hahgaiger, pero sin suplementos a

la lactosa y sin deproteinizar el lactosuero. Abou-£eidl (1983) reportaron la
obtencién de acido citrico a partir de una mezcla de semillas de datiles y suero de
leche utilizanddCandida lypolitica pero no utilizaron cepas fungalEtsSamragy

et al. (1996) investigd la produccion de acido citrico a partir de suero de leche con
la adicion de sal y metanol para dos cepa#.deiger, pero las concentraciones
obtenidas fueron muy bajas. El-Holi y Al-Delaimy (2003) adicionaron
concentraciones significativas de diferentes azucares al suero de leche, asi como
metanol, fosfatos y riboflavina, con el fin de aumentar la concentracién de acido
citrico en cultivos superficiales utilizanda niger, con resultados positivos. Sin
embargo, la concentracion obtenida sin aditivos fue sustancialmente baja. En estos
estudios tampoco se ensayo la suplementacion ni pre-tratamiento de la lactosa del
suero por lo que los resultados obtenidos son alicientes y demandan mayores

ensayos Yy esfuerzos de investigacion.

De otro lado, la figura 24 presenta los perfiles de variacion de la concentracion de
acido citrico generada en sistema cerrado controlado (BIOFLO 3000) cuando se
us6 como medio nutritivo LSDS a las temperaturas de 20 y 30°C y donde se
puede apreciar que para las 192 h. de fermentacién se generdé mayor cantidad de
acido citrico a 30°C mucho mas significativa que cuando se us6 LSES y que de
acuerdo a la tendencia observada a partir de las 150 h, aproximadamente, su
produccion se estabiliza o adquiere constancia por lo que se puede determinar que
a partir de este periodo menor al obtenido usando LSES la produccion de acido
citrico puede sufrir inhibicién por pH y generar a partir de ese tiempo metabolitos
secundarios indeseables por lo que el medio LSDS es apropiado para conseguir
mayor cantidad de &cido citrico en menor tiempo y minimizar su inhibicion o

estacionariedad para evitar metabolismos secundarios indeseables.

La cinética de produccion de acido citrico en este medio resultd ser
completamente comparable con la de generacién y crecimiento de biomasa pues
es mayor en todos los casos a 30°C. El parametro cinético de produccion para el
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medio LSDS pudo ser obtenido a partir de los datos experimentales y resultaron
en de 0,000213 g. AC/g. lactosa. h para 30°C y 0,000211 g. AC/g. lactosa .h
para 20°C. Como se puede observar estos parametros cinéticos no revistieron
diferencia significativa (n=3; p<0,05) con el uso de LSES y LSDS vy a diferentes
temperaturas por lo que la cinética representé un estado poco significativo en la
generacion de acido citrico durante las 192 h. de fermentacion pues se
desarrollaron casi con idéntica velocidad. La aplicacion de ANOVA en ambos
casos determind, sin embargo, diferencia significativa (n=3, p>0,05) entre las
concentraciones obtenidas de 4cido citrico y entre los medios utilizados (LSES y
LSDS) y entre las temperaturas ensayadas (20 y 30°C).

Como se observa en la figura 32, se obtuvo mayor concentracion de acido citrico
en 40% superior a una temperatura de 30°C sobre la obtenida a 20°C, lo que
evidenci6 el efecto significativo de incremento en la produccién de &cidos

organicos.

Cac, 8/

0 50 100 150 200 250
t, h.

Figura. 24. Variacion de la concentracion de acido citricadCg./l.) con respecto al tiempo de
fermentacién (192 h.) mostrando el efecto de la temperatura ( 20 y 30°C ) cuando se utilizé LSDS
en NBS-BIOFLO 3000 en modo de operacion batch (tabla 22 del Anexo D).
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Finalmente, la tabla 20 presenta una tabla resumen de los principales pardmetros
obtenidos durante la fermentacién fungal de A. niger cuando se utiliz6 dos
diferentes medios nutritivos (LSES y LSDS) y dos diferentes temperaturas (20 y
30 °C)

Tabla 20. Resumen de parametros obtenidos durante la fermentacion fungal de A. niger
por 192 h. en ambiente controlado NBS BIOFLO 3000 para la bioproduccién de acido

citrico
Medio de
cultivd LSES LSDS
Temperatura 20°C 30°C 20°C 30°C
pH 4,09 4,15 2,89 2,94
M, g. 4,4393 7,9822 4,9401 9,1943
Y, g1 st 0,0219 0,0276 0,0309 0,0417
Cs, g./l. 58,5 37 59,5600 45,78
% Conversion 49,82 61,43 51,10 69,06
Chac, 9./l 2,3970 2,8189 2,4354 3,4390
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Capitulo V: Conclusiones

1. Se adapto la ruta metabdlica d&dpergillus nigerlogrando orientarla hacia
la produccién de acido citrico.

2. Se caracteriz6 el lactosuero utilizado obteniendo: a) apariencia poco viscosa y
transldcida; b) pH cercanos a la neutralidad; c) contenidos sélidos disueltos
escasos; d) conductividad media y alto contenido de lactosa lo cual resultd
deseable para los objetivos de este estudio.

3. Se evalu6 el efecto de la temperatura resultando ser la de 30°C como
temperatura Optima. Temperaturas menores parecen reducir su actividad por

el decremento de sus energias libres termodinamicas.

4. Se logr6 determinar su parametro caracteristjcque presenté un valor
maximo de 0,0417 §2.s* cuando la cepa fungal trabajé con LSDS y a 30°C
y se logré obtener hasta 0,047 g. de &cido citrico por gramo consumido de
lactosa en 8 dias de operaciéon a 30°C.

5. Los resultados experimentales obtenidos se validaron estadisticamente a un
nivel de confiabilidd igual a 95% con ayuda de SPSS v.21.
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Recomendaciones

1. Se recomienda explorar la posibilidad de utilizar cepas industriales o

registradas tipo ATCC da. nigerque garanticen un alto nivel de produccion

y selectividad de acido citrico.

. Se requiere una interaccion entre industria y universidad que garantice secreto
industrial para llevar a cabo estos estudios con las cepas mencionadas.

. Se sugiere utilizar la misma muestra de lactosuero como medio de adaptacion o
incluir una etapa de pre-adaptacion en medio nutritivo liquido con una

posterior adaptacion en suero de leche.

. Se invita a continuar los estudios de obtencion de acido citrichspamngillus
niger en erlenmeyer con diferentes grados de agitacion para definir otras
condiciones de cultivo en el bioreactor que posibiliten un aumento del

rendimiento del producto.

. Se propone utilizar un mejor control de temperatura en la biosintesis del acido
citrico, como por ejemplo un dispositivo electronico ya que éste es un factor

gue afecta el rendimiento en la produccion de &cido citrico.
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Anexo A

Composicion del medio sabouraud

Condiciones de
Medio de cultivo | Composicion (g/L)
preparacion

Suspender 65g del polvo en 1
litro de agua purificada.
Reposar 5 minutos y mezclar

hasta uniformar. Calentar

Peptona: 10g/L agitando frecuentemente
Agar Sabouraud D-Glucosa: 40g/L | hervir 1 minuto hasta disolver
Agar: 12g/L completamente.

Distribuir en tubo o en otrog
recipientes apropiados y
esterilizar en autoclave a 121

°C durante 15-20 minutos.
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Anexo B

Composicion del medio de adaptacion

Condiciones
Medio de cultivo | Composicion (g./l.)

de preparacion

Se ralla 300 g de papa con
cascara blanca y se agrega 1
Extracto de papa: | L de agua. Se calienta en

300g/L cocinilla durante 45 minutos.
Agar Sacarosa-Papa Sacarosa: 15g/L Luego se filtra por gasa, se
Agua destilada: 1000m| repone el agua perdida y se

Agar: 15¢g/L agrega 15g sacarosa y 135 g
de agar. Se esterilizan 15-20

minutos a 121°C.
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Anexo C

Método de Fehling para determinacion de lactosa en medio
liquido

Cepa utiliza en la fermentacion: Aspergillus niger

M étodo: de Fehling
Fundamento: Poder reductor del azlcar sobre la sal ciprica del reactivo
Nomenclatura empleada en la tabla:
N°: Nomero de la muestra
Procedimiento:
a) Célculo del Titulo de Fehling
e Colocar en una bureta la solucion de glucosa al 5 x 1000
* Colocar en un erlenmeyer de 250 ml, 10 ml de Fehling A y 10ml de
Fehling B exactamente medidos, afiadir 25ml de agua destilada y someter
a fuego directo hasta ebullicion constante.
» Dejar caer gota a gota desde la bureta la solucion de glucosa hasta viraje
del color azul al amarillo, para terminar en pardo. Anotar elogast

obtenido.

Gasto de aziacar reductor x 5

Titulo de Fehling = 000

b) Obtencién del Lactosueo
Medir 20 ml de leche y transferir a un matraz de 100ml, adicionar 40 ml de
agua destilada que esté entre 40 a 42 °C y afiadir 1 ml de acido acético. Luego

someter a bafio maria hasta completa coagulacion, enfriar y transferir el
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lactosuero a una fiola de 100ml, completar a volumen vy filtrar.

c) Determinacién de Lactosa

Colocar el lactosuero en una bureta y dejar caer gota a gota sobre un matraz
gue contiene 10ml de Fehling A y 10ml de Fehling B mas los 25 ml de agua
destilada y continuar en forma similar al céalculo de titulo de Fehling, hasta

obtener el color pardo o rojo ladrillo (&Dj).

Titulo de Fehli
g% de Lactosa =——————9_ x 100

Gasto de lactosuero
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