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1. INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES

El acido citrico es un acido organico muy frecuente en la naturaleza ya que es un compuesto
intermedio en el ciclo de Krebs, también esta presente en gran cantidad de frutas. Fue aislado por
primera vez por Scheele al mezclar zumo de limén con cal y disolviendo el precipitado con acido
sulfurico. A principios del siglo XX la obtencidn del acido citrico se hacia a partir de limones, pero
a mediados del siglo ese proceso se hizo cada vez menos rentable, optandose posteriormente, cada

vez mas por la produccién mediante fermentacidén de un microorganismo.

La produccion de acidos organicos mediante el uso de microorganismos constituye una fuerza
motriz de gran importancia para el estudio de regulaciones metabdlicas, lo cual permite el

desarrollo de la biotecnologia.

El &cido citrico es usado principalmente en la industria de la alimentacion para la elaboracion de
bebidas y otros productos, también como saborizante, el potenciamiento de los conservantes,
retiene la carbonatacion, confiere el sabor “frutal” caracteristico, prolonga la estabilidad de la

vitamina C, reduce los cambios de color, realza los aromas y tampona el medio (al ser acido debil)

En el sector farmacéutico el &cido citrico y sus sales se usan para la fabricacion de pastillas o polvos

efervescentes, también se aprovecha su efecto antioxidante, antimicrobiano y anticongelante.

Otros sectores que usan acido citrico son: industria cosmetica, industria textil, industria agricola e

industria de detergentes (principalmente para la elaboracion de detergentes biodegradables)

Se proyecta que el mercado mundial de &cido citrico crezca con un a CAGR (tasa de crecimiento
anual compuesto) de 4.5% durante los afios de 2022-2027. Se espera que la amplia aplicabilidad

del &cido citrico resulte en un crecimiento superior durante el periodo de prondstico.

El mercado global del acido citrico se ve impulsado por la creciente demanda en paises europeos
como Alemania y el Reino Unido. Espafia e Italia. Por ejemplo, el sector de alimentos y bebidas es
un sector clave en Alemania, casi el 80% de los productos agricolas en Alemania son procesados
por la industria para obtener alimentos y bebidas de alta calidad. Existe una gran demanda de &cido
citrico entre los fabricantes alemanes de alimentos y productos farmacéuticos debido a su baja



toxicidad, en comparacion con otros acidulantes utilizados principalmente en las industrias

farmacéutica y alimentaria. Ademas, el niUmero de cervecerias en paises como Reino Unido se

ha duplicado en los ultimos afios. Los cerveceros artesanales ocasionalmente usan adiciones de

acido citrico para envasar un poco de acidez al estilo belga witbier.

En 2020 China exporto $604M en &cido citrico, convirtiéndolo en el exportador nimero 1 de acido
citrico en el mundo siendo los principales destinos del &cido citrico India, Japén, México, Turquia

y Rusia. China es el pais que mas crece en la produccion de acido citrico.

En Bolivia la industria quimica no se encuentra desarrollada al punto de proveer insumos
industriales como el cido citrico pero el sector azucarero es un area emergente donde los ingenios
azucareros producen mas de 17 mil toneladas afio (Ministerio de desarrollo rural y tierras) siendo
Tarija uno de los departamentos contribuyentes en esta produccién con el ingenio azucarero de

Bermejo con el 5% de esa produccion.
1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General
e Obtener acido citrico en solucion por fermentacion de la melaza del ingenio azucarero de

Bermejo.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar las propiedades de la materia prima, melaza del Ingenio Azucarero de
Bermejo.

e Seleccionar el proceso de obtencion de acido citrico por fermentacion de la melaza.

e Determinar las variables optimas del proceso de obtencién de acido citrico en solucién,
tomando en consideracion los estudios cientificos consultados.

e Determinar la concentracion del producto obtenido, acido citrico en solucién por
fermentacion de la melaza.

e Calcular el rendimiento del proceso experimental de obtencion de acido citrico en solucién
por fermentacién de la melaza.

e Determinar el costo de produccion del proceso de obtencidn de acido citrico en solucion.

e Comparar el rendimiento que se obtiene en &cido citrico en solucion frente al rendimiento

que se obtiene en alcohol etilico usando la melaza.



1.3. JUSTIFICACION

1.3.1. Justificacion tecnologica
Debido a que el método de obtencidn de acido citrico por medio de la fermentacion de la melaza
permite obtener un alto rendimiento tedricamente en comparacion de otros metodos usados, la
presente investigacion sirve para obtener datos del rendimiento empleando la melaza obtenida en
el ingenio azucarero de Bermejo, generando asi informacion acerca del método mas adecuado junto
al procedimiento mas efectivo a nivel de laboratorio, contribuyendo asi en el desarrollo de

proyectos o futuros estudios.

1.3.2. Justificacion Econdémica
Dado que la produccion anual a nivel mundial de &cido citrico es de mas de 600 mil toneladas al
afio con un crecimiento anual compuesto de 7% y que Bolivia busca desarrollar la industria de la
quimica basica (Bolivia produce, agosto 2021) por lo tanto se ve el interés gubernamental de poder
tener nuestra industria quimica nacional, Bolivia no es productor de &cido citrico y en la industria
alimenticia es un insumo altamente requerido, la produccién de melaza en cantidades significativas
y su alta demanda como materia prima en otros &mbitos industriales, vuelven viable el buscar

alternativas diferentes de su uso y asi darle un mayor aprovechamiento econémico.
1.4. DELIMITACION DEL ESTUDIO

El presente estudio de investigacion experimental tiene como finalidad determinar si la melaza del
ingenio azucarero de Bermejo por si misma con su sola composicion presenta rendimientos

aceptables en la obtencidn de acido citrico en solucion al ser usada como la materia prima.

Segun las investigaciones de Rosas y Teran (2015), Delta Enfoque (2009) y Guadalupe, Salazar,
Rodriguez, Brito, (2021), la obtencién de acido citrico comercial se puede dividir en dos etapas
que son la fermentacion de la melaza para la obtencion de acido citrico en solucién y la extraccion
del acido citrico en solido de la solucion, la primera etapa consiste en obtener acido citrico
fermentando la melaza y la segunda etapa consiste en aplicar técnicas para extraer el acido citrico
del fermentado, dado que la finalidad del estudio es determinar los rendimientos de obtencion de
acido citrico a partir de la melaza del ingenio azucarero de Bermejo, el presente estudio se enfocara
en obtener la mayor cantidad de &cido citrico en soluciéon en base a las variables optimas

previamente usadas en casos de estudio similares como los de Rosas y Teran (2015), Delta Enfoque



(2009), Cuauhtémoc (2012) y Guadalupe, Salazar, Rodriguez, Brito, (2021) , sentando asi una base
de investigacion para la continuacion del proceso de obtencion de &cido citrico comercial para los

futuros investigadores interesados.
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CAPITULO II

2. MARCO TEORICO
2.1. LA MELAZA

2.1.1. Definicion
La denominacion melaza se aplica al efluente final obtenido en el proceso de extraccion del azGcar

presente en el jugo de cafa de azlcar.

El efluente final del proceso de extraccion de azlcar es un liquido denso y viscoso del cual ya no

es posible cristalizar azUcar por métodos usuales, Fajardo y Sarmiento (2007).

Figura 2-1 La melaza.

Fuente: Food Champs (2021).

2.1.2. Composicion de la melaza
La melaza puede variar ligeramente dependiendo del tipo de jugo de donde se la obtuvo ya sea del

jugo de cafa de azucar, jugo de la remolacha etc.

Pero en general la melaza estd compuesta de agua y azucares como también de otros nutrientes y
compuestos organicos. Por lo general la melaza se caracteriza por tener hasta 85° Brix, un pH de
entre 5y 6, la melaza contiene otros componentes minerales, gomas y deméas componentes ademas
de la azlcar es por eso que a partir de las lecturas en °Brix no se puede suponer la concentracion

exacta de azucar.



Tabla II-1 Composicion de la melaza de cafia de azucar.

Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60-63% p/p
Azucares reductores 3-5% p/p
Componentes mayores Sustancias disueltas 4-8% plp
(diferentes azucares)
Agua 16%
Grasas 0,4%
Cenizas 9%
Calcio 0,74%
Contenido de minerales Magnesio 0,35%
Fosforo 0,08%
Potasio 3,67%
Glicina 0,10%
Leucina 0,01%
Contenido de aminoacidos Lisina 0,01%
Treonina 0,06%
Valina 0,02%
Colina 600 ppm
Niacina 48,86 ppm
Contenido de Vitaminas Acido Pantoténico 42,90 ppm
Piridoxina 44 ppm
Riboflavina 4,40 ppm
Tiamina 0,88 ppm

Fuente: Fajardo y Sarmiento (2007).




2.1.3. Clasificacion de la melaza

La melaza segin la Asociacion Americana de Control Oficial de Alimentos (AAFCO)

recomienda que la clasificacion de las melazas se debe hacer segun su contenido en azlcar total

y la humedad, considerando esos pardmetros se tiene:

Melaza Superior Blackstrap: Melaza de cafia que contiene 23,4% de agua 0 menos, y
53,5% de azucares totales.

Melaza de Cafa Alimenticia: Melaza compuesta por 23,5% a 26,4% de agua y 48,5% a
53,5% de azucares totales (Castro, 1993)

Otra clasificacion de las melazas toma en cuenta el porcentaje de la materia sélida en peso, usando

como medida los grados Brix:

Melaza Blackstrap: Melaza cuyo porcentaje de materia sdlida en peso (grados Brix),
diluido con igual peso en agua es de 42,5 grados Brix.

Melaza de cafa alimenticia: Es la melaza blackstrap diluida con agua hasta una
concentracion no menor de 39,75 grados Brix.

Melaza High Test o Jarabe Invertido: Es el producto obtenido por la concentracion de
jugo clarificado, hasta un porcentaje de materia solida en peso de 85% e invertido con acido

0 con invertasa (Castro, 1993).

2.1.4. Usos de la melaza.

La melaza puede ser utilizada:

Como alimento para animales, mas del 60% de la produccién mundial se destina para la
alimentacion de ganado como también para elaboracion de compuestos para la alimentacion
directa de la granja.

Como suplemento alimenticio.

En la produccidn de alcohol, donde se aprovechan los azucares de la melaza para garantizar
la fermentacion.

Como abono, aporta una gran cantidad de nutrientes al suelo y también beneficios como
nematostatico, fuente inicial de energia para la flora benéfica del suelo, factor agregante
para mejorar la estructura del suelo, aumenta la materia organica del suelo, fuente de

energia para el sistema reticular durante momentos de estrés. (USAID-RED, 2006).



e Como un edulcorante en sustitucion del azucar.
e En laindustria farmacéutica para la obtencién de farmacos.

e Como componentes de salsas, jarabes dulces y helados.
2.2. EL ASPERGILLUS NIGER.

2.2.1. Descripcion.
Segun Duque (2008), el Aspergillus Niger es un hongo filamentoso del grupo Deuteromycetes o
conocidos también como hongos imperfectos, su aspecto microscopico es tipico y se caracteriza
por unas estructuras esporiferas Ilamadas cabezas conidiales. Estas cabezas estan compuestas por
una vesicula rodeada por una corona de fidlides en forma de botella, en cuyo extremo

se forman cadenetas de esporas.

Figura 2-2 Morfologia del genero Aspergillus.
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Fuente: Dugue (2008).

Las caracteristicas principales del Aspergillus Niger que lo diferencian de los demas Aspergillus

es que produce un moho negro en vegetales comunes como la lechuga, el tomate y la acelga.

El Aspergillus Niger crece rapidamente en una variedad de substratos artificiales produciendo
colonias que consisten de un fieltro basal blanco o amarillo cubierto por una capa densa de conidios
de color castafio oscuro a negro. Las conidioesporas de esta especie son tipicamente de 900 — 1600
um de longitud, paredes lisas y termina en vesiculas globosas color café pélido de 40 — 60 um de
diametro. (Duque, 2008).
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Figura 2-3 El Aspergillus Niger.

Fuente: SciencephotoLibrary (2021).

2.2.2. Clasificacion taxondmica.
Tabla II-2 Taxonomia de Aspergillus Niger.

Aspergillus Niger

Aspergillus

Trichomaceae

Eurotiales

Fungi

Fuente: White (2010).

2.2.3. Aspectos nutricionales del Aspergillus Niger.
El hongo Aspergillus Niger es el principal productor de acido citrico a nivel industrial por cultivo
liquido. Se ha observado que se obtiene un alto rendimiento de &cido citrico cuando existe una alta

acumulacion de este en el micelio, que puede estar asociada con una alta concentracion de glucosa

y de oxigeno disuelto en el medio liquido. (Papagianni. 2007).
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Segun Garcia, Quintero y Lépez (2004), los aspectos nutricionales mas importantes en el
crecimiento del Aspergillus Niger en un medio liquido son la concentracion, tipo de carbohidratos
y el contenido de metales. Los carbohidratos deben ser simples y de facil transportacion a traves
de lamembrana, gracias a la presencia de invertasas extracelulares asociadas a la membrana. Estas
hidrolasas desdoblan la sacarosa a hexosas como la glucosa y son sumamente activas a las
condiciones de fermentacion. Gracias a ello el medio industrial mas usado son las melazas, tanto
de cafia como de remolacha. Estas Gltimas son en ocasiones preferidas por presentar un mayor

contenido de nitrégeno.

También Garcia, Quintero y Lépez (2004) Menciona que el fosforo juega un papel regulador
importante en las reacciones metabdlicas favoreciendo que el Aspergillus Niger en su metabolismo
de los azucares produzca mayores cantidades de acido citrico si el rango de fosforo permanece
constante entre el 0.1 y 0.2%, tomando en cuenta que la melaza de cafia comUn sin enriquecer con
nutrientes ya tiene un aproximado de 0,08% de fosforo segun Fajardo y sarmiento (2007), convierte
a la melaza de cafia de azucar en un medio propicio para que el Aspergillus Niger metabolice sus

azucares produciendo asi &cido citrico.

Figura 2-4 Curva de crecimiento del Aspergillus Niger.
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Fuente: Muiiiz (2016).
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2.2.4. Ruta metabolica del Aspergillus Niger
En el inicio del desarrollo del micelio productor, hay un cambio en el metabolismo de los hidratos
de carbono, la mayor parte de los azucare se metabolizan por la via de las pentosas fosfato y el
acido citrico se acumula, gradualmente, hasta alcanzar la concentracion necesaria para inhibir a la
enzima 6 fosfogluconato deshidrogenasa y entonces se activa la glucolisis, aproximadamente a las
27 horas de fermentacion. Legisa y Mattey, (1988). El acido citrico actta como el inhibidor de la
enzima, NADP" isocitrato deshidrogenasa impidiendo asi la formacion de &cido isocitrico y
favoreciendo la acumulacion de &cido citrico ya que segin Arisan-Atac y Kubicek (1996)
demostraron que la produccion de acido citrico supera ampliamente la capacidad de esta enzima

para tomarlo como sustrato, por lo que el exceso de &cido citrico es excretado fuera de la célula.

Segun Torres (1994) en su estudio de la cinética de incorporacion de azucares permitié establecer
que existen dos transportadores de glucosa, uno de alta afinidad constituido y otro de afinidad
menor que se expresa cuando la concentracion de carbohidratos en el medio de cultivo es alta.
Ambos transportadores son inhibidos por citrato, el de baja afinidad es méas insensible a esta
inhibicion manteniendo una actividad importante a bajo pH, mientras que la actividad del de alta
afinidad se reduce significativamente. En conclusién, en las condiciones de sobreproduccién de
acido citrico (bajo pH, alta concentracion de glucosa en el medio de cultivo y alta concentracion
de citrato intracelular) se produce el transporte de hidratos de carbono desde el exterior a través de
un transportador especifico. Inmediatamente después de su ingreso a la célula los hidratos de
carbono son fosforilados debido a que la sacarosa se hidroliza extracelularmente, a la célula ingresa
glucosa y fructuosa. Se encontr6 una sola enzima fosforilante de hexosas en el Aspergillus Niger,
cuya actividad aumenta a mayores concentraciones de azucar y es inhibida por citrato en forma no
competitiva. Probablemente esta caracteristica sea la causa de la necesidad de concentraciones altas

de carbohidratos para inducir la acidogénesis, Steibock (1994).

En presencia de altas concentraciones de hidratos de carbono se presenta la piruvato carboxilasa

Piruvato + CO, + ATP _______, Oxalacetato + ADP + P,

Segun Jaklitsch (1991) Su funcién de esta enzima (piruvato carboxilasa) es derivar parte del
piruvato producido durante la glucolisis transformandolo en oxalacetato, que por la accion de la

enzima malico deshidrogenasa citoplasmatica pasa a malato. Este malato funcionaria como
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contraion del citrato producido en la mitocondria, que se transloca al citosol. EI malato que ingresa
a la mitocondria pasaria nuevamente a oxalacetato. Este es uno de los sustratos de la citrato
sintetasa. El resto del piruvato producido en la glucolisis se convierte en acetil-CoA por efecto de

la enzima piruvato deshidrogenasa.

Piruvato + NAD + CoA _—______, acetil-CoA + NADH + H™ + CO,

El acetil-CoA y el oxalacetato originados en las reacciones anteriores son los sustratos de la citrato

sintetiza, que es el paso que finalmente produce &cido citrico, Steinock (1991).

Figura 2-5 Biosintesis del acido citrico.

glucosa ——— glucosa

l

piruvato » piruvato—s acetil-CoA
oxalacetato oxalacetato
malato » malato
citratoc «———— citrato « citrato

Fuente: Soria (1997).

Segun Muiiiz (2016), en condiciones donde la cepa de Aspergillus Niger ha agotado la reserva de
azucares reductores dentro de la fuente nutritiva el Aspergillus Niger prosigue sintetizando los
hidratos presentes como los oxalatos, malatos, acido oxalico, acido malonico y otros mientras
excreta citrato que en presencia de la solucion acuosa se convierte en &cido citrico, es por ello que
el Aspergillus Niger es el hongo preferido en esta biosintesis ya que como Ultimo recurso
metabdlico se encarga de limpiar la fuente nutritiva de los &cidos indeseables dejando
practicamente una concentracion selectiva de &cido citrico, siempre y cuando el tiempo de
fermentacion se extienda lo suficiente como para que el organismo agote o disminuya lo suficiente
la concentracion de los azucares reductores, esto se puede apreciar cuando ya no hay una variacién

en el pH con el paso del tiempo.
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2.2.5. Tolerancia a metales del Aspergillus Niger.

La presencia de los metales induce a cambios morfoldgicos y fisicoquimicos en las comunidades
microbianas, aunque no se tiene una investigacion detallada de la exacta interaccion de los iones
metalicos en toda la cadena metabdlica del Aspergillus Niger, se pudo comprobar de manera
experimental las concentraciones maximas que tolera antes de que su crecimiento sea inhibido, un
hongo filamentoso puede considerarse altamente tolerante a un metal cuando se expone a una
concentracion de al menos 1 mM vy el indice de tolerancia es igual o mayor que 0,8 Villalba, Cruz
y Azuara (2018).

Entre los metales mas comunes e influyentes en la inhibicidn del crecimiento del Aspergillus Niger

que se presentan son los iones de Cd, Hg, Pb, Ag, Cu, Zny Cr.

Se us6 una concentracion constante de 1 mM de AgNOs, CdClz, K2Cr,07, CuSOs, HgCly,
(CH3COO0)2Pbx3H20 y ZnSO4x7H20, como fuente de metales Ag, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb y Zn para
la obtencion del indice de tolerancia del Aspergillus Niger, se emplearon 7 dias de incubacién a
28°C

Tabla II-3 indice de tolerancia del Aspergillus Niger a metales.

Cd 0,89:0,12
Hg 1,03+0,14
Pb 1,05+0,18
Ag 0,94+0,11
Cu 0,88+0,04
Zn 0,87+0,07
Cr 1,2740,07

Fuente: Villalba, Cruz y Azuara (2018).

Cuando el Aspergillus Niger se expuso a una concentracion de 1 Mm de cloruro de cadmio se
obtuvo un indice de tolerancia de aproximadamente 0,89, este resultado es ligeramente mayor
que el del Penicilium que tiene un indice de tolerancia de entre 0,55 y 0,62, respectivamente

usando sulfato de cadmio como fuente de dicho elemento, otros autores mencionan que los
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niveles de tolerancia entre especies de hongos pueden ser diferentes, debido a la variacion de los

mecanismos de resistencia.

En el caso del mercurio se tuvo un indice de tolerancia aproximado de 1,03 por lo que resulto

altamente tolerante a este metal.

En cuestion del plomo se encuentra que el Aspergillus Niger es altamente tolerante al plomo, ya

que su indice fue de aproximadamente 1,05.

Se observa que el Aspergillus Niger también es considerablemente tolerante a la plata, ya que el

indice fue de un aproximado a 0,94 usando acetato de plata como fuente del elemento.

Con respecto al cobre el Aspergillus Niger mostro indices aproximados de tolerancia de 0,88, es

decir, el hongo es altamente tolerante.

El indice de tolerancia del Aspergillus Niger a 1 Mm de sulfato de zinc fue de aproximadamente

0,81, por lo tanto, el hongo es altamente tolerante.

En el caso de cromo el Aspergillus Niger tuvo un indice aproximado de 1,27 lo cual lo califica

como un hongo altamente tolerante a este elemento.

En la investigacion de Villalba, Cruz y Azuara (2018), se puede observar que el Aspergillus
Niger presente una muy considerable resistencia a la inhibicidn de su crecimiento por la
presencia de metales, considerandose uno de los hongos més aptos para sobrevivir en ambientes

con alta presencia de iones metalicos.

2.2.6. Cultivo del Aspergillus Niger.
El cultivo de Aspergillus Niger se lo hace con un periodo de incubacion de 6-7 dias en agar
sabouraud a 35 °C en cajas Petri cuidando siempre la esterilizacion del ambiente en el momento
de sembrado (usando un mechero encendido cerca del area de trabajo) la resiembra se lo hace con

un asa con un patron que recorra todo el nuevo medio de cultivo (Luna, Lozada y Trigos, 2010).
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Figura 2-6 Crecimiento del Aspergillus Niger.

Fuente: Shutterstock (2024).

2.2.7. Produccion de &cido citrico con Aspergillus Niger.
Segun la investigacion de Velasquez, Beltran, Padilla y Giraldo (2010) los microorganismos
capaces de producir &cido citrico son especies de los géneros Aspergillus, Citromyces, Penicillium,
Monilia, Candida y Pichia, aunque para la produccion comercial solo se utilizan mutantes de
Aspergillus Niger. Comparados con las cepas de Penicillium, los Aspergillus producen mas acido
por unidad de tiempo, debido a que presentan baja actividad de las enzimas isocitrato
deshidrogenasa y aconitasa hidratasa, y una alta actividad de citrato sintetasa. Las anteriores
constituyen ventajas importantes si se toma en cuenta que ademas la formacion de productos
laterales no deseados como acido oxalico, acido isocitrico y acido glucénico puede ser facilmente

suprimida en el metabolismo del Aspergillus Niger.

El empleo de Candida guillermondi, C. lipolytica y Yarrowia lipolytica fueron usadas hasta los
afios ’70 ya que pueden producir acido citrico a partir de n-alcanos derivados del petroleo, pero el
encarecimiento del petréleo hizo impracticable este método de obtencidn usando esa fuente de
carbono, si bien también estas levaduras pueden usar otras fuentes de carbono en su metabolismo
excretan mezclas de acido citrico e isocitrico, la separacion de estos dos acidos durante la
purificacién es costosa y por lo tanto encarece el proceso volviéndolo inviable econémicamente,
Soria (1997).
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El estudio de Rosas y Teran (2015) en el que se uso la melaza del Ingenio Azucarero del Norte
(Ecuador) revela los siguientes resultados al emplear la melaza como medio nutritivo para el

Aspergillus Niger.

Figura 2-7 Rendimiento de obtencion de acido citrico en solucién
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Fuente: Rosas y Teran (2015).

Los rendimientos obtenidos por Rosas y Teran (2015) son similares a los que plantean otras
investigaciones que también obtuvieron &cido citrico por fermentacion de la melaza con

Aspergillus Niger como ser:

Abin e. al. (2004) Concluyeron que “La mayor produccion de acido citrico por A. Niger 0-5

correspondid a un rendimiento de 10gr/L.

En su investigacion Velasquez et al. (2010), “obtuvieron acido citrico a partir de sustrato de pulpa

de platano Dominico Hartén en estado maduro con un rendimiento de 13,5gr/L de 4cido citrico”.

Se demuestra con la investigacion de Velazquez et al. (2010) que el empleo de la melaza como
medio nutricional para el Aspergillus Niger brinda rendimientos considerables y aceptables,

siendo aun la melaza un subproducto de la industria azucarera.
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2.3. EL ACIDO CITRICO

2.3.1. Definicion
El 4cido citrico (C6H807) es un acidulante ampliamente usado, inocuo con el medio ambiente. Es
practicamente inodoro, de sabor acido no desagradable, soluble en agua, éter y etanol a temperatura

ambiente.

Es un solido incoloro, translucido o blanco, que se presenta en forma de cristales, granular o polvo

(ver figura 2-8). Es anhidro o contiene una molécula de agua de hidratacion.

Quimicamente, el cido citrico comparte las caracteristicas de otros acidos carboxilicos. Cuando
se calienta a mas de 175°C, se descompone produciendo dioxido de carbono y agua.

Figura 2-8 El &cido citrico.

Fuente: PROQUINAT (2016).
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Figura 2-9 Molécula de acido citrico.

OH
O OH

OH O
O OH

Fuente: Merck (2023).

2.3.2. Caracteristicas generales
Tabla I1-4 Caracteristicas del acido citrico.

C6H80O7
192,13

Cristales Blancos

Sabor acido

Précticamente sin olor
En agua: 162
En etanol: 59
En éter: 0,75

153°C

Fuente: Bristhar Laboratorios C.A. (2010).

2.2.3. Resefa histdrica
En 1784, Scheedle aislé por primera vez el &cido citrico en forma cristalina a partir del jugo de

limones.

En 1860 comenzd a obtenerse el acido citrico de las frutas mediante el uso de sales de calcio. Este
proceso tenia un rendimiento muy bajo. Eran necesarias de 30 a 40 toneladas de limones para

obtener una tonelada de acido citrico.
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Welmer indico en 1863 que algunos hongos (especies de Penicillium) podian producir acido citrico

cuando se desarrollaban en soluciones azucaradas y sales inorganicas.

Desde 1920 en adelante fueron desarrollados con éxito procesos de fermentacidn, en donde se
utiliza generalmente cepas del hongo Aspergillus Niger, aunque también han sido empleadas
ciertas cepas de levaduras. En 1923, los hermanos Pfizer logran obtener &cido citrico a partir de
Aspergillus Niger y la fermentacion de azdcar, como sustrato se utilizd melazas de remolacha y se

esta diversificando en sustratos como sacarosa, melazas de cafia y jarabe de glucosa.

2.2.4. Método de obtencion del &cido citrico.
El &cido citrico se obtiene por un proceso de fermentacion. Originalmente se obtenia por extraccion
fisica del acido del zumo de limon. Hoy en dia la produccion comercial de &cido citrico se realiza
sobre todo por procesos de fermentacion que utilizan dextrosa o melaza de cafia de azticar como

materia prima y Aspergillus Niger como organismo de fermentacion.

El proceso de obtencidn tiene varias fases como la preparacién del sustrato de melaza, la
fermentacion aerobica de la sacarosa por el Aspergillus Niger, la separacion del &cido citrico del
sustrato por precipitacion al afiadir hidroxido de calcio para formar citrato de calcio. La eliminacion
de impurezas se realiza con carbdn activado o resinas de intercambio idnico, se continua con la

cristalizacion del &cido citrico, el secado o deshidratacion y el empaquetado del producto,

Segun Chinchay (2017), para obtener &cido citrico por fermentacion se deben tomar 3 parametros

claves en el proceso de fermentacion que son:

pH: el empleo de un pH ligeramente acido favorece la produccion de &cido citrico, suprime la
produccion de &cido oxalico, reduce al minimo el peligro de contaminaciones y facilita la

esterilizacion.

Temperatura: La temperatura dptima para las cepas productoras de acido citrico se encuentra
entre 30 °C y 35°C.

Aireacion: La formacion de acido citrico es un fendmeno de oxidacion y, por lo tanto, el oxigeno
no debe faltar nunca. Para cultivos de superficie, la circulacion de aire saturado de humedad debe
ser de 200 ml de aire por hora y por gramo de micelio. Para procesos a micelio sumergido se

emplean 100 mg de O por litro y por minuto.
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A continuacion, se detallan los pasos a seguir para la obtencion de acido citrico actualmente de

manera industrial segun Delta Enfoque (2009):

2.2.4.1. Preparacion del sustrato (melaza).
El objetivo de esta primera etapa del proceso es la purificacion del jarabe. Se inicia diluyendo la
melaza con agua para tener un medio menos hostil para el microorganismo ya que la alta viscosidad
del medio es un impedimento para el 6ptimo desarrollo del microorganismo, una vez diluida la
melaza se pasa por un filtro de vacio para eliminar los s6lidos suspendidos y las impurezas de la
melaza. Luego la melaza diluida pasa por una celda de intercambio idnico para retirar los iones del
flujo. Después la melaza diluida es sometida a un proceso de pasteurizacién que consiste en elevar

la temperatura a 105 °C durante 3 minutos y bajarla nuevamente hasta 37 °C.

2.2.4.2. Fermentacion
Una vez pasteurizada la melaza diluida, es bombeada al fermentador el cual es un recipiente rigido
en donde se lleva a cabo la transformacion de la sacarosa en acido citrico por medio del Aspergillus

Niger. EI Aspergillus Niger es inoculado en este fermentador.

Se hace el ajuste de pH y se afiaden nutrientes de ser necesario (NHs, sales de fermentacion). El
aire estéril se burbujea dentro del fermentador. Luego de la fermentacion, el flujo es pasado por un
filtro rotatorio al vacio para separar el micelio. La masa conformada por el micelio y el

microorganismo muerto se denomina biomasa y constituye un efluente del proceso.

La fermentacion del Aspergillus Niger se la realiza en un biorreactor donde se crea un ambiente
propicio para el crecimiento del hongo, en un biorreactor se debe poder controlar parametros como

el pH, agitacion del medio, temperatura, aireacion y también la inocuidad del medio de cultivo.

Entre sus componentes de un biorreactor mas comun se encuentra el aireador que suministra un
caudal constante de aire desde la parte inferior del biorreactor, los dosificadores de acido/base que
comunmente se encuentran en la parte superior del biorreactor, las aspas agitadoras que giran a una
velocidad constante, la mayoria de biorreactores cuentan con un intercambiador de calor en forma
de serpentin en su interior como también los que usan un bafio maria el cual regula su temperatura
desde un termostato externo Delta Enfoque (2009) y también tienen una salida de efluentes en la
parte inferior, comdnmente la obtenciéon de acido citrico por fermentacién se la hace en

biorreactores tipo Batch esto por la finalidad de obtener méximos rendimientos aprovechando méas
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eficientemente la materia prima ya que se puede controlar mejor cuando ha terminado la

fermentacion Chinchay (2017).
Figura 2-10 Biorreactor

Suministro de dcido/base, -
antiespuma [, Sistema de agitacién

Medio

Suministro de aire

Suministro de agua
de refrigeracién

Descarga de agua
de refrigeracion

Efluente

Fuente: Thomas (2024).

Figura 2-11 Esquema de un biorreactor
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Fuente: IQR (2023).

2.2.4.3. Purificacién del acido citrico.

El &cido citrico debe ser separado del micelio, el microorganismo muerto, el aztcar residual, las

proteinas producidas por la fermentacion y otras impurezas solubles. Para lo cual se lleva a cabo el

proceso denominado cal-sulfurico, el cual se basa en tratar el fermentado con una lechada de cal

(Ca(OH).) formando asi citrato de calcio (Figura 2-12). Este citrato resultante es lavado y el micelio
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es filtrado. Posteriormente se afiade acido sulfarico para descomponer el citado de calcio. Por lo
tanto, en este proceso se forma sulfato de calcio el cual es retirado de la solucion por medio de un

filtro rotatorio al vacio y se reconstituye el acido citrico (Figura 2-13).

Figura 2-12 Formacion de citrato de calcio.

0 0 0 | 0 OH 0,‘_

C o + 3Cal0H), — 3Ca?* 2 o
0 OH

Acido citrico

Fuente: Organic Chemistry universitatis chemia (2010).

Figura 2-13 Reconstitucion del acido citrico.

oH 0
“ Y]
P 07
2+ OH + H,SO " A A
[r" 2 O "\/“\ i i Gty oH CH CH,  "OH
| OH

Fuente: Organic Chemistry universitatis chemia (2010).

2.2.4.4. Celdas primarias de carbon activado
En estas celdas son removidas las impurezas solubles que producen color a la solucion de Acido
Citrico y en general sustancias organicas contenidas en el licor, debido que a lo largo del proceso
se afiaden sustancias que aumentan la cantidad de iones contenidos en la solucion de acido citrico,
antes de cristalizarlo hay que retirar estos iones (Ca?* y SO4%) para estos se usan celdas de resinas
de intercambio iénico. La corriente alimenta los evaporadores de multiples efectos donde se busca

evaporar la mayor cantidad de agua para pasar al cristalizador.
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2.2.4.5. Cristalizacion
En este proceso se separan los cristales formados del liquido saturado que se denomina licor madre.
Este licor se recircula a la etapa de intercambio ionico (celdas de carbon) o al tanque de tratamiento
por cal. Los cristales de &cido citrico humedos se redisuelven y se recristalizan al vacio. Luego
pasan a la centrifuga en donde es eliminado el licor madre de los cristales formados.

2.2.4.6. Secado
Se realiza en un equipo de lecho fluidizado, que permite retirar humedad hasta cumplir con las

especificaciones.

2.2.4.7. Clasificacion
Estos cristales son alimentados a un clasificador con 4 mallas en el interior. Aqui se separan en tres
presentaciones (Cristal, granular y granular fino). Es rechazado cualquier material fuera de los

tamafios estandares, es decir, los terrones y el polvillo.

2.2.4.8. Empaque
Los tamafos anteriormente clasificados son empacados en una bolsa interior de polietileno y

exterior de polipropileno.

Figura 2-14 Diagrama de bloques del proceso de obtencion de acido citrico.
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Fuente: Delta Enfoque (2009).
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2.2.5. Métodos de andlisis de concentracion del acido citrico en solucion,
En la determinacién de la concentracion de acido citrico en solucién un método usado es el de
cromatografia liquida (HPLC), si bien ofrece un resultado exacto también existe otro método mas
comunmente utilizado que es el de titulacion de acidez utilizado por Mufiiz (2016), donde explica
que para poder usarlo se debe evidenciar que la fermentacion se ha detenido, esto se puede
comprobar con la verificacion constante del pH, si el pH ya no disminuye es porque la
fermentacion citrica se ha detenido y también para este punto ya el Aspergillus Niger ha agotado
las reservas optimas de azucares reductores como tambien las trazas de oxalatos y malonatos

transforméandolos en citrato que posteriormente se convierte en acido citrico.

Basado en el metabolismo a favor de la produccion de acido citrico en la fermentacién Mufiiz
(2016) afirma que la acides del medio es casi en su totalidad producida por el acido citrico, por lo

tanto, emplea una titulacion con hidroxido de sodio 0,1N para determinar la acidez.

La titulacion se la realiza desde el pH final donde terminé la fermentacion hasta el pH inicial donde

inicio el experimento, Mufiiz (2016).

Frente al tema Muiiiz (2016) también afirma que este método es de analisis facil y rapido, pero no
es tan exacto para la determinacion de acido citrico. Solo se toma para calcular la acidez y de ahi
un parametro como lo es el peso equivalente de la molécula del &cido citrico. Los resultados
obtenidos pueden ser muy cercanos a su realidad los cuales sirven como una base experimental y
podemos observar la generacion de acido en la fermentacion aerdbica realizada con Aspergillus

Niger.

A continuacion, se muestra un grafico obtenido por Mufiiz (2016) en la obtencion del &cido citrico
en solucion usando diferentes concentraciones de melaza en el caldo de fermentacion el cual fue

enriquecido con azucares reductores para obtener mayores rendimientos.
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Figura 2-15 Concentracion de acido citrico por titulacion
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Fuente: Muiiiz (2016).

2.2.6. Principales usos

Segun Bristhar Laboratorios C.A. (2010), los principales usos del acido citrico son:

e Bebidas: Saborizante y regulador de pH; incrementa la efectividad de los conservantes
antimicrobianos.

e Dulcesy conservas: Acidulante y regulador del pH para lograr una 6ptima gelificacion,

e Verduras Procesadas: En combinacion con &cido ascorbico, previene la oxidacion,

e Alimentos Congelados: Ayuda a la accion de los antioxidantes; inactiva enzimas
previniendo pardeamientos indeseables; inhibe el deterioro del sabor y el color.

e Frutas y hortalizas enlatadas: Disminuye el pH; previene la oxidacion enzimética y la
degradacion del color, resalta el sabor.

e Aceitesy grasas: Previene la oxidacion.

e Confiteriay reposteria: Se utiliza como acidulante, resaltador de sabores y para optimizar
las caracteristicas de los geles.

e Quesos pasteurizados y procesados: En forma de sal, como emulsificante y texturizante.

e LA&cteos: Estabilizante en cremas batidas.

e Carnes: Se utiliza como auxiliar del procesado y modificador de textura.



27

2.2.7. Costos de produccién de acido citrico frente a otros acidos del mercado.
El &cido citrico obtenido por fermentacion tiene un costo de produccion en una manera general
ronda los 1.560.111 pesos colombianos (392,58 ddlares) por tonelada tomando en cuenta el costo

de cada paso en una obtencién industrial.

Figura 2-16 Costos de produccion del acido citrico.

Costos
Proceso Matera prima  Manode obra mdwectosde  Total
fabricacion
Fermentacon ~ $1.168.151 $28726  $363.234  §1.560.111
Purificacion $344.715 $22616  $213.250  $580.581
Recuperacion ~ $85.081 4826 $226.984  $356.891
Totales $1.597.47 §96.168  $803.468 $2497.583

Fuente: Lemos y Rodriguez (2016).

En la obtencion del &cido fosférico a partir de la roca fosfatada se tiene un costo de produccion de

281.88 dolares por tonelada.

Figura 2-17 Costo de produccién del acido fosforico.

1.1 | Costos de fabricacion $ 373921 |
 [1.1.1 [ Costo directo de fabricacion $ 4137162 ii
a. | Costo de materia prima 3889013 |
b. | Ceosto de mano de obra 70200
c. | Costo de supervisidn e ingenieria 10530
d. | Costo de mantenimiento 128784
f. Costo de auxiliares y servicios 19317 -
g. | Costo de suministros de operacion 19317
1.1.2 | Costos indirectos de fabricacion $ 42822 F||
a. |Carga a planillas 14742
b. | Gastos de laboratorio 14040
c. | Gastos generales de planta 14040
1.1.3 | Costos fijos de fabricacién $ 1674192
a. | Depreciacién 1287839
b. Impuestos 257568
il c. | Seguros 128784
1.2 | Gastos generales 1§ 202356
!l 112 ! Gastos V.AI $ 202356
|11 ]
I COSTO TOTAL DE FABRICACION $ 6 056 532
i
E’TOTAL DE UNIDADES PRODUCIDAS POR ANO 30000 toneladas
i COSTO UNITARIO DEL PRODUCTO ;231 .88 $/ton

Fuente: Mendoza y Vega (2015).
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En la obtencién de acido succinico por fermentacion el costo aproximado es de 33200 pesos

mexicanos (1861,26 ddlares) por tonelada.

Figura 2-18 Costo de producciéon del acido succinico.

Produccion (kg-a™) 10.012.482
Costo de produccion (kg $ 33.20
Costo nefo de produccidn (kel) § 31.86
Precio de venta (kg'h) $ 2.50
Inversion de capital $ 176.182.506
Costos operativos (a™) $ 332.385.617
Ganancias operacionales (a™!) $ 25.728.000
Margen bruto -1191.9%%
ROI -166.5%0
VPN (tasa de descuento 7.0%0) -5 3.091,731.000

Fuente: Zuluaga y Vargas (2018).

Podemos evidenciar que el &cido citrico tiene un costo de produccion similar al del acido fosforico,
pero también se ve que existen acidos como el acido succinico que pueden tener precios muchos

maés altos de produccion.
2.4. LA FERMENTACION.

2.4.1. Definicién
La fermentacién es un proceso metabolico de las levaduras y de varias bacterias que transforman
compuestos quimicos organicos en otras sustancias mas simples como acido citrico, etanol, &cido

lactico, acido butirico, etc.

La fermentacion se define desde un punto de vista bioguimico también se considera como el
proceso de generacion de energia en el que los compuestos organicos actuan tanto como donadores

como aceptores terminales de electrones. (Shirai y Malpica, 2013)

2.4.2. Curvas de crecimiento de un microorganismo
En el afio 2003, Herndndez describe una curva que caracteriza el comportamiento del crecimiento
de un microorganismo a lo largo del tiempo. En la figura 2-19 se muestra las diferentes fases de

crecimiento de un microorganismo.
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Figura 2-19 La curva de crecimiento de un microorganismo.

C
Log B D A) Fase de latencia
biomasa B) Fase logaritmica
C) Fase estacionaria
D) Fase de muerte
A
Tiempo

Fuente: Hernandez. A. (2003).

2.4.2.1. La fase de latencia
La fase de latencia se presenta después de la inoculacion, en esta etapa se presenta la adaptacion
de los microrganismos al nuevo medio y sus condiciones ambientales y nutricionales por lo tanto
no existe aumento en el nimero de los microorganismos ya que la energia disponible se emplea en
crear las enzimas necesarias para sobrevivir en nuevo ambiente, En caso de que en la fase
inoculacién se haya dado después de la fase logaritmica del microorganismo, la fase de latencia

puede ser muy breve o practicamente inexistente

2.4.2.2. La fase exponencial o logaritmica
En esta etapa es donde los microorganismos empiezan a multiplicarse a gran velocidad y su
crecimiento puede ser cuantificado por las células que se producen en una unidad de tiempo
(Levaduras o bacterias), también se puede observar el aumento de biomasa por unidad de tiempo
(para hongos filamentosos), la velocidad de crecimiento permanece constante siempre y cuando el

sustrato se presente en exceso. La fase exponencial continua hasta que:

e Los nutrientes se agotan.
e Las condiciones ambientales indispensables para la célula se modifican.

e La célula produce metabolitos tdxicos u otros que inhiben su reproduccion.

Si una de estas situaciones se presenta, la fase exponencial termina.
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2.4.2.3. La fase estacionaria
En esta fase la velocidad de crecimiento de las células es igual a su velocidad de muerte, esto es

debido al agotamiento de los nutrientes, cambio del medio o a la acumulacion de productos toxicos.

2.4.2.4. La fase de muerte
La fase de muerte inicia cuando los nutrientes que estan en el medio ya no son suficientes para que
el microorganismo pueda seguir su reproduccién o también esta fase puede producirse por la

formacion de sustancias toxicas.

2.4.3. Tipos de fermentacion.

Existen principalmente tres tipos de fermentacion comunmente utilizados y son:

2.4.3.1. Fermentacién sumergida.
Consiste en el cultivo de un microrganismo en un tanque profundo rico en los nutrientes que ese

microorganismo en particular requiere.

La fermentacidn sumergida es la técnica normalmente empleada para la produccion de acido citrico
ya que presenta ventajas como el alto rendimiento, la elevada productividad y el bajo consto en
mano de obra. Existen 2 tipos de fermentadores empleados: el fermentador convencional con
agitacion y el fermentador de columna de aire, aunque el ultimo es el mas usado debido a las

ventajas en el precio, tamafo y funcionamiento. (Vandenberghe et al., 1999).

Figura 2-20 Tanque de fermentacion sumergida.

Fuente: Hernandez, Diaz, Meléndez, Romero, Martinez y Lopez (2024).
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2.4.3.2. Fermentacion de superficie.
El cultivo se realiza en bandejas poco profundas con medio de cultivo liquido, el hongo se
desarrolla sobre la superficie y el acido citrico se acumula en el medio. El medio con acido se puede
retirar por salidas laterales y también agregar medio fresco sin perturbar la capa de micelio, la
principal limitacidn de este método en cuanto a rendimientos es que el contacto con el oxigeno solo
se hace en un plano, limitando asi el metabolismo maés eficiente de Aspergillus Niger00, Soria
(1997).

Este método requiere menos esfuerzo en el funcionamiento e instalacion y los costos de energia
son inferiores, aunque es necesaria mas mano de obra. A las camaras de fermentacion se les
proporciona una circulacion de aire eficaz para controlar la temperatura y la humedad, deben estar
en condiciones asépticas principalmente durante los primeros dos dias cuando las esporas germinan
(Vandenberghe et al., 1999).

Figura 2-21 Tanque de fermentacién de superficie,

LEVADURA
CALIENTE

Fuente: Hernandez, Diaz, Meléndez, Romero, Martinez y Lopez (2024).

2.4.3.3. Fermentacion en estado solido.
Consiste en el crecimiento de microorganismos sobre particulas sélidas en ausencia de agua libre
en el sistema. La extraccidn de calor metabdlico puede convertirse en un problema serio cuando se
trabaja a escala de produccidn, la velocidad de crecimiento del microrganismo es menor que en la
fermentacion sumergida y su aplicacion se encuentra limitada a microorganismos que pueden

desarrollarse en ambientes de baja humedad (Mendoza y Kulich, 2004).

Este método de produccién no se utiliza a gran escala ya que por la naturaleza del sustrato puede

ser dificil impedir la inhibicién por la traza de metales presentes por lo tanto se deben agregar
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amilasas lo cual aumenta significativamente los costos de produccidn, es por eso que este método
se lo utiliza solamente en aquellos sitios donde se necesitan satisfacer demandas reducidas en

sistemas economicos relativamente aislados. Soria (1997).

Figura 2-22 Tanque de fermentacion en estado solido,

Fuente: Hernandez, Diaz, Meléndez, Romero, Martinez y Lopez (2024).

2.4.4. Obtencion de acido citrico por fermentacion.
El &cido citrico es un producto obtenido fundamentalmente por fermentacion sumergida por ser la
mas efectiva para este proceso utilizando diversos microorganismos capaces de degradar materias
primas como almidon, sacarosa y residuos agro-industriales como bagazo, melaza, suero de leche
y otros, Rivada, (2008).

Para obtener mayores rendimientos con el objetivo de obtener la mayor cantidad de &cido citrico
se le afladen nutrientes a la melaza y metales traza que ayudan en la fermentacion, los limites

méaximos de concentracion de los mismos son los siguientes:
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Tabla I1-5 Concentracion maxima de nutrientes y metales traza.

Nitrogeno 2500
Potasio 150
Sodio 150
Magnesio 1100
Cobre 0,24
Zinc 1,50
Hierro 0,10
Fosforo 2000

Fuente: Rivada (2008).

Estos nutrientes y metales traza se afiaden a la melaza en formas de NH4Cl, KH2POg,
MgSO4*7H,0, FeSO4*7H>0, ZnCl,, CuSO4*5H,0 y NaCl, Rivada (2008).

Cationes como ser el Mn?* Son inhibidores en la fermentacion citrica por lo tanto su

concentracion es preferible que sea nula. Soria (1997).

Los niveles de azucares para una fermentacion optima se sittan en los 100g/L, pero las melazas
de cafia no alcanzan estas concentraciones por lo tanto es necesario que sean aditivos en el caldo

de fermentacion. Soria (1997).

Para que proceso de produccion de acido citrico se realice de manera adecuada se debe controlar
las condiciones y variables de operacidn, para la seccion de fermentacion, las variables a tener en
cuenta son temperatura constante y 1 atmosfera de presion. La fermentacion del hongo Aspergillus
Niger se da aun pH de 5,8, a una temperatura optima de 35 °C, durante cinco dias. (Guadalupe,
Salazar, Rodriguez, Brito, 2021).

Segun la investigacion de Rosas y Teran (2015), sobre la obtencidn de &cido citrico con melaza del
Ingenio Azucarero del Norte (Ecuador), los rendimientos 6ptimos obtenidos con la fermentacion
de la melaza por el Aspergillus Niger fueron con un tiempo de fermentacion de 6 dias usando una
proporcion de 3 litros de melaza por cada 7 litros de agua, se diluye la melaza con el fin de obtener

un medio de fermentacion menos abrasivo para el desarrollo del Aspergillus Niger.
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En la investigacion de Cuauhtémoc (2012) donde comparo el rendimiento de obtencién de acido
citrico por fomentacion de la melaza con Aspergillus Niger en México concluyo que el pH mas
adecuado para un mayor rendimiento en esa melaza fue de pH=5 con una temperatura constante de
30 °C con una cantidad de aproximadamente 8 — 10 gramos de Aspergillus Niger por cada 10 litros
de melaza diluida con Aspergillus Niger.

Por la bibliografia recopilada se puede confirmar que el tipo de melaza, composicion y su origen
es un factor importante en la obtencién de acido citrico ya que de ello depende que variables seran
las mas optimas en su proceso de fermentacion, Las dos variables mas importantes en este proceso
como sefiala Rosas y Teran (2015) son la temperatura y el pH manteniendo la presién constante a
1 atm, también sefiala que la proporcion optima de dilucion de la melaza es de 3 litros de melaza
por cada 7 litros de agua, la cantidad afiadida de cultivo de Aspergillus Niger segin Cuauhtémoc

(2012) es entre 8 — 10 gramos por cada 10 litros de melaza diluida.

2.5.5. Pretratamiento de la melaza antes de la fermentacion
Para conseguir una melaza optima que pueda albergar y permitir el desarrollo de un

microorganismo debe pasar por una serie de acondicionamientos previos.

2.5.5.1. Dilucion.
La alta concentracion de los azucares y sales en la melaza producen una alta presion osmética lo
convierte en un ambiente hostil para el desarrollo de los microrganismos y por lo tanto no puede
actuar un proceso de fermentacién, ademas la melaza presenta una alta viscosidad lo que la vuelve
poco practica al trabajar con ella, es por eso que se diluye la melaza hasta que tengan alrededor de

29°grados Brix para su uso en la obtencidn de &cido citrico. (L. Jeri, 2015).

2.5.5.2. Esterilizacion.
Debido al tratamiento que reciben las melazas durante el proceso de cristalizacion, y por la
naturaleza misma de la cafia, este sustrato puede contener varias formas de contaminacion
bacteriana como ser la bacteria Leuconostoc mesenteroides la cual polimeriza las moléculas de
sacarosa en dextranos no fermentables. (S. Garzén, 2009). También el metabolismo de las demas
bacterias existentes implica la disminucion en la actividad de Saccaromyces cerevisiae y por lo
tanto la disminucion en el rendimiento de alcohol a partir del sustrato, asi como también, la
generacion de caracteristicas indeseables en el producto final, es por esta razén que se aplica un

método de tratamiento como es la esterilizacion que tiene como objetivo la destruccion completa
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de la vida microbiana incluyendo las esporas bacterianas usando un incremento de temperatura. (L.
Jeri, 2015).

Segun Rosas y Teran (2015), se logra una esterilizacién efectiva con la melaza llevandola a una

temperatura de ebullicién y manteniéndola alrededor de unos 10 — 15 minutos.
2.5. ELABORACION GENERAL DEL PROCESO DE OBTENCION

Para la seleccion del proceso se tomaradn en cuenta las tecnologias actuales y disponibles para la

obtencion del cido citrico, los métodos a considerar seran:

e Extraccion de frutas citricas: Este método se logra a partir de una extraccion fisica del
acido citrico que se encuentra en el zumo de limén, presenta subproductos como ser las
semillas y cascaras.

e Sintesis quimica: Se logra la obtencion de acido citrico con la adicion nucleofilica de HCN
para la formacién de acido dicloroacetonico, tratando luego con KCN y con una hidrolisis,
se tienen subproductos como amoniaco.

e Fermentacion: Se emplean microorganismos que producen acido citrico en su

metabolismo de la sacarosa presente en la melaza, producen biomasa como subproducto.

Se procede a formar la matriz de decision:

Tabla II-6 Matriz de seleccion para las tecnologias analizadas.

EXTRACCION DE | SINTESIS | FERMENTACION
FRUTAS QUIMICA
CITRICAS
Materia Prima 25 4 1 4
Capacidad de
3 25 3 2 4
produccion
Subproductos 20 2 1 4
Insumos 5 4 1 3
Tecnologia
25 3 1 3
Local
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SINTESIS | FERMENTACION

QUIMICA

EXTRACCION DE
FRUTAS
CITRICAS

Puntuacion
Total

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Tabla II-7 Valoracion de la escala para la matriz de seleccién.

1 Malo

2 Regular
3 Bueno
4 Excelente

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Tabla I1-8 Puntajes de la matriz de seleccion.

Materia Prima 100 25 100
Capacidad de

y 75 50 100
produccion
Subproductos 40 20 100
Insumos 20 5 75
Tecnologia Local 75 25 75
Puntuacion Total 310 125 450

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Visualizando los resultados podemos concluir que el método més factible para la obtencién de

acido citrico con un mayor rendimiento es mediante la fermentacion de la melaza.
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Se seleccionara una fermentacion sumergida ya que segin Vandenberghe et al. (1999) es el tipo de
fermentacion donde mayores rendimientos se obtienen a la hora de obtener acido citrico por

fermentacion de la melaza con Aspergillus Niger.

En base al método seleccionado en este proyecto de investigacion aplicada se consulté varias
fuentes bibliogréficas acerca de la obtencién de cido citrico mediante el uso de microorganismos.
Segun Papagianni (2007) sefiala que el Aspergillus Niger es el microorganismo con el que se

obtienen mejores rendimientos de produccion de acido citrico a partir de la melaza.

Se elige este microorganismo para la fermentacién de la melaza debido a sus altos rendimientos en

comparacion con otros microorganismos.

Tomando en cuenta las investigaciones de Chinchay (2017), Guadalupe, Salazar, Rodriguez, Brito
(2021) y de Rosas y Teran (2015) las variables méas importantes a considerar en la fermentacion de
la melaza con Aspergillus Niger son la temperatura y el pH donde los mayores rendimientos se
dieron en temperaturas de 30 y 35 °C y pH de 5 y 5,8, los autores difirieron en la combinacién de
estos valores por el tipo de melaza que tenian, es por eso gque para esta investigacion se elegiran
sus variables mas importantes junto con sus valores donde se obtuvieron mejores rendimientos de
cada autor y se buscara la combinacion donde la fermentacion de la melaza del ingenio azucarero
de Bermejo con Aspergillus Niger obtenga el mayor rendimiento al obtener &cido citrico en

solucién.

La investigacion de Rosas y Teran (2015), sefiala que se obtuvieron los rendimientos méaximos en
6 dias de fermentacion usando una proporcion constante de 3 litros de melaza por cada 7 litros de

agua y una aireacion también constante de 4 litros de aire por minuto.

Cuauhtémoc (2012) obtuvo su rendimiento maximo de obtencion de acido citrico por fermentacion
de melaza con un pH de 5 a una temperatura de 30 °C usando una cantidad constante de 8 gramos

de Aspergillus Niger por cada 10 litros de melaza diluida.

Las investigaciones sefialadas anteriormente se usaran como precedentes para obtener el mayor
rendimiento en la obtencion de acido citrico por fermentacion de melaza del ingenio azucarero de
Bermejo por lo tanto se usaran sus variables y valores con los cuales se obtuvieron mayores

rendimientos.



Tabla I1-9 Parametros y valores éptimos

Temperatura 30y35°C
pH 5y5,8
Tiempo de fermentacién 6 dias
Aireacion 4 L/min (constante)

Proporcién de dilucion de melaza | 3 L de melaza por cada 7 L de agua

Cantidad de Aspergillus Niger 8 gramos de cultivo (constante)

Fuente: Elaboracion propia (2024).



Figura 2-23 Diagrama de flujo para la obtencion

RECEPCION

de acido citrico en solucién.
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Tabla IT-10 Parametros usados en cada fase.

Almacenamiento

Bidones de 20 L

Agua Melaza
7 litros 3 litros
pH (menor) pH (mayor)
5 5,8
Tiempo total de calentamiento hasta
- Temperatura
ebullicion
40 min 105 °C
Tiempo Temperaturas
6 dias 30y 35°C
Aireacion pH
4 L/min 5y5,8
Cantidad de
Volumen .
Cultivo
10 Litros 8 gramos

Filtrado

Filtrado cada 10 L (por cada experimento)

Almacenado
Bidones de 10L
Fuente: Elaboracion propia (2024).

2.5.1. Analisis de resultados
Se usard el disefio factorial para el andlisis de datos experimentales de esta investigacion ya que
como explica Montgomery (2007), muchos experimentos involucran el estudio de efectos de dos
0 mas factores; el disefio de experimentos factorial de dos niveles (2¥) es el mas eficiente para este

tipo de casos ya gque en un disefio factorial, consiste en una prueba completa de experimentos en la



41

cual todas las combinaciones posibles de los niveles de los factores son tenidas en cuenta como

también los niveles ya sean altos y bajos o dos valores que se consideran éptimos de los factores.

Los disefios factoriales de dos niveles (2*) son los mas utilizados y eficientes en experimentos con
dos 0 més factores ya que permite conocer con una alta asertividad su influencia de estos en la

variable respuesta lo cual es importante en una investigacion cientifica. (Fernandez, 2020).

Para el andlisis de los datos experimentales de esta investigacion se tomaran 2 niveles que se
consideran éptimos de cada factor (pH y temperatura) y con el desarrollo factorial se buscara si
son significativos y con qué combinacion se puede conseguir mayor rendimiento en la obtencion

de &cido citrico en solucion por la fermentacion de la melaza del ingenio azucarero de Bermejo.



CAPITULO III
DESCRIPCION DEL PROCESO
EXPERIMENTAL
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CAPITULO III

3. DESCRIPCION DEL PROCESO EXPERIMENTAL

3.1. INTRODUCCION

los equipos, materiales y reactivos utilizados.
3.2. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS DE LABORATORIO.

Los equipos empleados en la parte experimental fueron los siguientes:

balanza Analitica
refractometro
pH-metro
termostato
bomba de agua
filtro de agua
biorreactor
aireador

cocina
incubadora
calentador Eléctrico
frigorifico
autoclave

microscopio

En la realizacion de la parte experimental se utilizaron los siguientes materiales:

Tabla III-1 Descripcion del material utilizado.

Probeta Vidrio boro silicato 100 ml

Vidrio reloj Vidrio Pirex Mediano
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En este capitulo se describira el proceso experimental de la obtencion de acido citrico en solucion

por fermentacion de la melaza del ingenio azucarero de Bermejo como también se especificaran



Los reactivos utilizados en la obtencion del &cido citrico en solucién fueron:

Caja Petri Vidrio boro silicato Mediana 8
Varilla Vidrio pirex Mediana 1
Termometro Vidrio 0a100°C 1
Embudo Plastico Mediano 1
Cucharon Madera Grande 1
Cacerola Aluminio 17 L 1
Espatula Metalico Pequefia 1
Vasos precipitados | Vidrio boro silicato | 250, 800, 1000 ml 3
Matraz Erlenmeyer | Vidrio boro silicato 50, 250 ml 2
Asa Metalico-Madera Pequefia 1

Piseta Plastico Mediana 1
Jarras Plastico 1y25L 2

Fuente: Elaboracion propia (2023).

agua destilada

alcohol Etilico al 98%
cepa de Aspergillus Niger
agua de mesa

acido clorhidrico 1 N
melaza

peptona

glucosa

agar Raka-Ray

3.3. DISENO FACTORIAL

3.3.1. Construccion del disefio factorial 2.
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En la seleccién de las variables independientes usadas en el disefio factorial, para este tipo de

estudio se pueden considerar el tiempo, el pH, la temperatura, azucares reductores, biomasa, los

grados Brix, etc. sin embargo por la naturaleza, complejidad de toma de muestra, 0 su relevancia
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como también segun los estudios similares a este caso, se toman como mas representativos, Utiles
y relativamente accesibles de controlar a los parametros de pH y temperatura, a continuacion se
presenta una justificacion de cada parametro que pudo ser considerado como una variable
independiente junto a su justificacion del porque no se lo tomo en cuenta para este estudio en

especifico.

Tabla III-2 Justificacion de pardmetros no tomados como variables independientes.

No se consider6 la variacion de los azucares
reductores de la melaza en este estudio porque
la finalidad del mismo es encontrar que tan
Azucares reductores viable es la melaza del Ingenio Azucarero de
Bermejo por su naturaleza a la hora de ser el
principal nutriente del Aspergillus Niger en la

obtencion de acido citrico en solucion.

No se tomO en cuenta como variable
independiente porque no se encuentra de
manera homogénea en el caldo de
Biomasa fermentacion, imposibilitando la toma de una
muestra representativa del mismo y de no ser
asi es un dato impreciso de cémo evoluciona la

fermentacion.

Por la naturaleza de este estudio en donde se
plantea que la fermentacion debe proseguir
hasta que los nutrientes ya sean insuficientes
para el Aspergillus Niger para que el mismo
Tiempo de fermentacion digiera los oxalatos y malatos en solucién, el
tiempo de fermentacion debe ser una variable
fija, que por pruebas preliminares se encontro
que las condiciones antes dichas se cumplen en

el dia 6 de fermentacion.
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Los grados Brix si bien nos pueden informar de
la cantidad de azucares que estan siendo
consumidos por el Aspergillus Niger a lo largo
Grados Brix del tiempo, es un dato indirecto de la presencia
del acido citrico en el fermentado, es por ello
que no se lo considero como una variable

independiente.

La razon por la que no se lo considero como
una variable independiente es porque los
estudios de Rosas y Teran (2015), Guadalupe,
Salazar, Rodriguez, Brito, (2021) vy
Cuauhtémoc (2012), definieron como una
constante adecuada que exista entre 8 y 10
gramos de Aspergillus Niger por cada 10 L de
fermentado ya que es una cantidad adecuada
para el desarrollo inicial cuando la melaza es el
nutriente principal, de existir mayor cantidad
se observo que se metabolizan los azucares
Cantidad de Aspergillus Niger reductores pero se forma mucha mayor
biomasa que acido citrico y por esta razén el
equilibrio que plantean los autores es una
cantidad adecuada que fue corroborada en sus
estudios donde del Aspergillus Niger
metaboliza los azucares reductores y formando
una considerable cantidad de acido citrico
antes que biomasa.

Al ser una concentracion definida para la
obtencién de resultados 6ptimos, no se tomo
este  parametro como una Vvariable

independiente.
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La concentracion de la melaza fue
estandarizada en anteriores estudios como por
ejemplo el de Cuauhtémoc (2012), donde se
encuentra que para un desarrollo éptimo del
aspergillus Niger los azucares reductores del
fermentado deben ser de entre 30 y 40 g/L y
para conseguir esas concentraciones la melaza
Concentracion de melaza
es diluida con agua hasta una concentracion de
0.33 gr/L esto se obtiene al diluir 3 Litros de
melaza con 7 Litros de agua.

Por lo tanto como es una concentracion
definida para que se optima, no se considerd
este  parametro como una variable

independiente.

Fuente: Elaboracion propia (2024).

El poder sacar como minimo una muestra cada dia para controlar el avance de la fermentacion fue

una consideracién indispensable a la hora de elegir las variables independientes.

En contraparte las variables que si se tomaron como variables independientes como el pH y

temperatura tienen aspectos importantes a tomar en cuenta como ser:

e pH: El pH del medio de fermentacion es un factor esencial para el desarrollo del
microorganismo, en estudios como el de Rosas y Teran (2015) y Cuauhtémoc (2012) se
encontraron que los dos valores de pH donde se obtuvieron mayores cantidades de acido
citrico en sus respectivos estudios son 5 y 5,8 por lo tanto para saber con qué pH responde
con mayor rendimiento la melaza del ingenio azucarero de Bermejo, se la considera como
una variable independiente ademéas que tratdndose del pH si se pueden tomar muestras
diarias y representativas del medio de fermentacidn, el descenso del pH es un indicativo
directo de la formacion de &cido citrico en la fermentacion.

e Temperatura: Es un influyente caracteristico en cada fermentacion, en su variacién respecto

al Aspergillus Niger puede inducir en la mayor obtencion de &cido citrico o de mayor
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formacién de biomasa, en estudios precedentes se observa que la naturaleza de la propia
melaza influye para que un cambio de temperatura induzca un comportamiento u otro, por
ejemplo en el estudio de Rosas y Teran (2015), una temperatura propicia se la considera a
30°C pero Guadalupe, Salazar, Rodriguez, Brito, (2021) concentraron que con su melaza
el rendimiento mas Optimo se encuentran en temperaturas de 35°C, es por ello que se ve la
necesidad de tomar a la temperatura como una variable independiente para encontrar con
que temperaturas se favorece la formacion de acido citrico por encima de la biomasa usando

la melaza del ingenio azucarero de Bermejo.

Se construye el modelo con el uso de dos niveles por cada factor empleado, siendo los factores el
pH y la temperatura y sus niveles los valores 6ptimos obtenidos en investigaciones similares con
otro tipo de melaza como lo son los de Rosas y Terdn (2015), Guadalupe, Salazar, Rodriguez,
Brito, (2021) y Cuauhtémoc (2012).

El modelo del experimento sera: 22
El nimero de experiencias sera: 2° = 4

Por el tiempo de fermentacion a considerar como también con el objetivo de obtener resultados

significativos y validos se consideran 2 réplicas por cada experiencia.
El nimero de experimentos totales sera: 22 x 2 = 8 experimentos.

A continuacidn, se muestran los factores escogidos y el dominio experimental en la tabla I1I-3

Tabla III-3 Factores y dominio experimental

Nivel (+)
A: pH 5 5,8
B: Temperatura 30 35

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Para conocer la influencia de los factores se los hace variar entre los extremos de su domino

experimental: Entre el nivel -1y +1. Se debe hacer la variacion con cada posible combinacion de
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los valores de los demas factores, el disefio factorial completo 22 se puede contemplar en la tabla
11-4.

Tabla III-4 Matriz de experimentos.

A B pH | Temperatura | Respuesta
1 -1 -1 5,8 35 Y1
2 +1 -1 5 35 Y2
3 -1 +1 5,8 30 Y3
4 +1 +1 5 30 Y4
5 -1 -1 5,8 35 Y5
6 +1 -1 5 35 Y6
7 -1 +1 5,8 30 Y7
8 +1 +1 5 30 Y8

Fuente: Elaboracion propia (2023).
Donde:
Variable respuesta
Y1 = Concentracion en gr/L
3.4. CONSTRUCCION DEL BIORREACTOR

Se construyd el equipo de fermentacién de tal forma de que puedan funcionar 2 biorreactores en

simultaneo e ininterrumpidamente con una temperatura y aireacion regularizada.
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Figura 3-1 Vista frontal del equip6 de fermentacion,

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 3-2 Vista desde arriba del equipd de fermentacion,

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.4.1. Biorreactores
Para los biorreactores se usaron tapers transparentes de 12 L, se usé un volumen superior al de la

disolucion a fermentar por la precaucion que el burbujeo de aire eleve espuma y liquido, los
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biorreactores cuentan con dos mangueras de inyeccion de aire ambas con la capacidad de introducir
4 L/min de aire de tal forma que si la manguera principal sufriera un taponamiento con solidos
como la biomasa, se pueda disponer inmediatamente de la otra manguera aireadora impidiendo asi
la interrupcién de la fermentacion aerdbica, también cuenta con dos mangueras de salida de aire y
espuma en caso de un exceso de presion dentro del biorreactor, esto con el fin de evitar que se deba
parar la fermentacion por un exceso de espuma o biomasa dentro del biorreactor y se implementd

un orificio con tapa para sacar diariamente muestras del fermentado.

Figura 3-3 Biorreactor

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.4.2. Aireadores
Cada aireador tiene dos salidas de aire con la capacidad de suministrar 4 L/min de aire en cada
salida, el aire se conduce con dos mangueras desde las dos salidas del aireador hacia el biorreactor,

cada biorreactor tiene su aireador individual.
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Figura 3-4 Aireador

Fuente: SOBO (2023).

3.4.3. Filtro de aire
este aire debe tener la menor cantidad de solidos con el fin de no contaminar el interior de los
biorreactores por ello se encuentran aislados dentro de un taper de sellado hermético con dos

esponjas en la parte superior que filtran el aire que ingresa a los aireadores

Figura 3-5 Aireadores dentro del filtro de aire.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.4.4. Enfriadores
cada aireador esta dentro de su propia manguera en forma de bobina por donde circula agua a
temperatura ambiente, esta agua es recirculada por una bomba hidraulica que opera externamente
del filtro, se vio conveniente pigmentar el agua esto con el fin de facilitar la absorcion del calor y

también su disipacion fuera del filtro.
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Figura 3-6 Serpentines con refrigerante envolviendo los aireadores.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 3-7 Bomba sumergida.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.4.5. Bafio Maria
El bafio maria se estableci6 dentro de un bafiador de 50 litros con agua capaz albergar a los dos
biorreactores en simultaneo, se regularizo la temperatura usando un termostato de 200 W de
potencia, se tiene también un termostato provisional de 50 W que se activara automaticamente en

un cambio brusco de temperatura, se usé una bomba hidraulica con filtro de esponja para generar
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turbulencia dentro del bafiador con el fin de homogenizar rapidamente los cambios de temperatura
bruscos que se puedan producir a la vez que se aseguraba poder mantener limpia el agua dentro del
bafiador gracias al filtro y asi reducir lo mas posible los contaminantes circundantes a los

biorreactores haciendo posible la constante reutilizacion del agua en el bafio maria.

Figura 3-8 Biorreactores sumergidos en el bafio maria.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.4.6. Interruptores
Se agrupo el suministro de energia eléctrica al biorreactor en su conjunto bajo el dominio de tres

interruptores que son:

e Interruptor A: Controla el suministro de energia eléctrica hacia el sistema de enfriamiento
a la vez que enciende los dos aireadores.

e Interruptor Central (B): Permite encender o apagar solo la bomba hidraulica del sistema de
enfriamiento, esto permite parar el sistema de enfriamiento sin detener los aireadores y asi
hacer un cambio del agua refrigerante por si experimenta una subida de temperatura mayor
a la temperatura ambiente.

e Interruptor C: Controla el suministro de energia eléctrica tanto al filtro de agua y al

termostato que controlan el bafio maria.



Figura 3-9 Interruptores

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 3-10 Esquema del biorreactor
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3.5. Cultivo del Aspergillus Niger

INTERRUPTORES DE
CONTROL

El cultivo del Aspergillus Niger se realizé en el laboratorio de Microbiologia.

(RECEPTOR DE GASES ( )q—
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3.5.1. Almacenamiento del Aspergillus Niger
La cepa de Aspergillus Niger fue proporcionada por la Universidad Mayor de San Simon (UMSS)
en dos viales conservados en caldo Sabouraud con glicerol al 15% y fue almacenada a -20 °C por

recomendacion del proveedor.

Figura 3-11 Cepa de Aspergillus Niger recibida de la UMSS.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.5.2. Extraccién de un volumen de trabajo desde un vial con Aspergillus Niger
Se atempero gradualmente uno de los viales con Aspergillus Niger hasta la temperatura ambiente,
posteriormente se tomo una fraccion de volumen usando una pipeta para después depositarlo en
otro vial para empezar desde alli con el sembrado, se volvio a guardar de nuevo el vial original con

el Aspergillus Niger a -20 °C.

3.5.3. Preparacion del medio de cultivo

Para elaborar el medio de cultivo se uso la siguiente composicion:

e 80 ml de agua destilada

e 6,992 gr de Agar Raka-Ray
e 0,4 grde peptona

e 3,2 grde glucosa

La mezcla se homogeniza en un matraz Erlenmeyer de 250 ml para posteriormente ser calentada

hasta su punto de ebullicién y ser vertido en 4 cajas Petri esterilizadas donde se solidificara.
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Figura 3-12 Calentamiento del caldo de cultivo.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.5.4. Sembrado del Aspergillus Niger
En el vial con Aspergillus Niger que tiene el volumen de trabajo que se aislé anteriormente se
sumergid un hisopo estéril que se empleo para el sembrado del Aspergillus Niger en las cajas Petri
usando un estriado en angulo recto, una vez cultivada la cepa se llevaron las cajas Petri a una
incubadora a 35 °C.

Figura 3-13 Proceso de sembrado del Aspergillus Niger.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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58

Se empleo un hisopo estéril para extraer parte del Aspergillus Niger del vial, a continuacion, cerca
de la flama que produce un ambiente estéril se procede con el estriado usando la técnica de siembra

masiva, se repite el procedimiento anterior hasta conseguir abarcar toda la superficie posible del

medio de cultivo (incluidos los bordes).

Figura 3-14 Técnica de siembra masiva.
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Fuente: Direccidn de bromatologia de Neuquen. (2021).
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Figura 3-15 Aspergillus Niger visto desde el microscopio.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.5.6. Repique del Aspergillus Niger
Para el repique se utilizaron los cultivos que se produjeron en las cajas Petri anteriores y se usé un
asa para recolectar y repicar el cultivo en otras cajas Petri nuevas con la misma composicion del
caldo de cultivo que se uso en la siembra y se las volvieron a introducir a la incubadora a 35 °C,

usando la técnica de siembra masiva.

Figura 3-16 Repique del Aspergillus Niger.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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3.6. DESCRIPCION DEL PROCESO DE OBTENCION DE ACIDO CITRICO POR
FERMENTACION SUMERGIDA DE LA MELAZA CON CEPAS DE ASPERGILLUS
NIGER.

3.6.1. Recepcion de la materia prima: Melaza de Cafia.
La materia prima utilizada en el presente estudio es la melaza de cafia procedente del ingenio
azucarero de Bermejo, localidad de Bermejo perteneciente a la provincia Aniceto Arce del

departamento de Tarija.
Con una ubicacion geogréafica de:
Latitud: -22.702959

Longitud: -64.292095

Figura 3-17 Ubicacién geografica de la procedencia de la materia prima.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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La materia prima fue almacenada en bidones de 2 litros con tapa y almacenada en las instalaciones
del Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad Autonoma Juan Misael Saracho. Los

bidones fueron dispuestos en un ambiente seco y con poca incidencia a la luz solar.

3.6.2. Caracterizacién de la melaza
La melaza del ingenio azucarero de Bermejo ya fue caracterizada y los resultados de los analisis

de laboratorio obtenidos se encuentran en el Anexo 1, algunos parametros mas relevantes son:

Tabla ITI-5 Pardmetros de la melaza del ingenio azucarero de Bermejo.

Azucares reductores NB 38033:06 % 16,98
Azucares totales NB 38033:06 % 65,61
Fosforo SM 4500-PD Mg P/100g 82,1
Nitrégeno Total SM 4500-Norg B g/100g 0,39

Fuente: CEANID (2021).

Segun Cuauhtémoc (2012) en su investigacion define que una concentracion optima de azucares
reductores es de entre 30 y 40 gr/L, logrando esta concentracion al usar una melaza con 81,5 grados
Brix y diluirla hasta tener 29 grados Brix usando 970 ml de melaza en 7 litros de medio de
fermentacion obteniendo asi solo un 13,86% de melaza en el medio, cabe mencionar que
Cuauhtémoc (2012) usO nutrientes como ser KsFe(CN)s, KH2PO4, NH4Cl y el MgSOs4 que
ayudaron a favorecer su rendimiento, en este presente caso de estudio se usara la melaza sin
fortificar para comprobar su viabilidad por si misma a la hora de obtener &cido citrico en solucion,
es por eso que se basaremos en un caso de estudio similar en este aspecto como lo es el de Rosas
y Teran (2015) en donde se ratifica que los grados Brix para trabajar en fermentacion citrica
sumergida es a 29 grados Brix pero que también se aumenta la cantidad de melaza al punto de tener
33,33% de melaza en el medio de fermentacion, para que los grados Brix éptimos se consigan a
esta concentracion se debe aumentar el volumen de melaza utilizada al punto de tener 3L de melaza

por cada 7 litros de agua empleados.

Para fines del presente estudio el pardmetro de grados Brix iniciales de la melaza se tomaron en el

momento de la fermentacidn con el fin de tener datos exactos en el momento de los experimentos.
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Analizar los grados Brix de la melaza es elemental pues nos indica la concentracion de sacarosa en
la misma, siendo la sacarosa importante en la fermentacion ya que su hidrolisis produce glucosa

que es el sustrato selectivo del Aspergillus Niger, Soria (1997).

El analisis de los grados Brix se lo realiz6 empleando un refractometro proporcionado por el
laboratorio de operaciones unitarias UAJMS.

Figura 3-18 Refractometro

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Figura 3-19 Grados Brix de la melaza.

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Por el analisis del refractometro se observd que se tiene un aproximado de 73,2 grados Brix al

momento de empezar los experimentos con la melaza del ingenio azucarero de Bermejo.

Se hizo el analisis de los grados Brix para corroborar que los azucares no hayan sufrido ya una
fermentacion anterior, se corrobora que por el analisis de laboratorio CEANID vy el analisis
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efectuado en el momento de los experimentos con el refractometro que la melaza no sufrié ya una
fermentacion previa y que los azucares totales siguen practicamente intactos para empezar la futura

fermentacion.

3.6.3. Dilucion de la melaza.
El objetivo de la disolucion de la melaza es la lograr una concentracion optima tanto en los azucares
reductores presentes como también mermar la de reducir la viscosidad del medio para que no sea

un medio abrasivo para la cepa de Aspergillus Niger

Segun Soria (1997) si bien la concentracién alta de glucosa favorece la obtencién de acido citrico
a concentraciones mayores a 50 gr/L la inhiben ya que se produce una alta presion osmética en la
célula del Aspergillus Niger impidiendo su desarrollo, Cuauhtémoc (2012) explica que para una
fermentacion sumergida con los nutrientes requeridos para la rapida adaptacion del
microorganismo se pueden partir de concentraciones de azucares reductores de entre 30 y 40 gr/L,
pero nuestro caso de estudio es similar al de Rosas y Teran (2015) donde se busca usar los propios
nutrientes de la melaza para observar su viabilidad a la hora de obtener &cido citrico con sus propios
minerales que ya posee, para este tipo de fermentaciones citricas sumergidas se emplea una
proporcion mayor de melaza en agua que la que usa Cuauhtémoc en su investigacion, es por eso
que Rosas y Teran usan 3 Litros de melaza por cada 7 litros de agua empleados, de esa manera se
consigue obtener tener 29 grados Brix en el medio de fermentacién considerandose asi una
concentracion de 29gr de azucares reductores por litro. Si bien no se llega a los 30 gr/L de azucares
reductores como minimo recomendado por Cuauhtémoc se tiene mayor presencia de los propios
minerales de la melaza actuando como nutrientes, con esta concentracion se evita tener un medio
abrasivo y de esa manera permitir crecer al microorganismo usando solo los recursos que la melaza

le proporciona a la vez que se consigue una concentracion idonea de azucares reductores.

Por los fundamentos presentados se us6 una relacion de 3 litros de melaza por cada 7 litros de agua
para asi tener un total de 10 litros de medio que se emplearan en la fermentacion, la melaza diluida

tiene una densidad de 1,17 Kg/L aproximadamente

Se vario primero 3 litros de melaza en una cubeta de un volumen superior a 10 L, posteriormente
se agregaron 7 litros de agua desionizada, posteriormente se procede a mezclar con una varilla de

vidrio hasta tener una solucion homogénea.
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Tabla III-6 Concentracion de la melaza.

Peso de 3 L de melaza | 3500 gr

i 350 g/L
Volumen total 10 Litros

Fuente: Elaboracion Propia (2024).

Figura 3-20 Dilucion de la melaza con agua.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.6.4. Pasteurizacion de la melaza diluida
Para reducir la carga microbiana existente en el agua y la melaza diluida se llevé a un proceso de
pasteurizacion donde se calent la melaza diluida hasta su punto de ebullicién para posteriormente

enfriarlo en un bafio maria hasta los 37 °C para ser vertida en el biorreactor.

Para realizar la pasteurizacion se separaron dos volimenes de 5 L con la finalidad de conseguir el
punto de ebullicion en menor tiempo, la dilucion de melaza se vertio en dos ollas de acero
inoxidable, una vez alcanzado el punto de ebullicion se deja la melaza en este estado en un tiempo
de 10 minutos ya que segin Rosas y Terdn (2015) es el tiempo requerido para esterilizar
completamente la melaza diluida en las proporciones dadas de 3 L de melaza por cada 7 L de agua,
una vez transcurrido el tiempo se procede a unir los volimenes en uno solo de 10 L se cubre la
parte superior con nailon para evitar contacto con el exterior y evitar contaminantes luego se
procede a enfriar la disolucién de melaza con un bafio maria con agua a temperatura ambiente de

25 °C en donde se esper6 que la temperatura como minimo descienda hasta los 37°C ya que a esta
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temperatura es segura de manipular como también segin Cuauhtémoc (2012) es la temperatura

méaxima que puede resistir el Aspergillus Niger.

Figura 3-21 Pasteurizacion de la melaza.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 3-22 Enfriamiento de la melaza en bafio maria.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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3.6.5. Ajuste de pH en la disolucién
La acidificacion se realiza con el objetivo de conseguir hidronio en la solucién que es una condicion
propicia para el desarrollo de la cepa de aspergillus Niger, segin estudios como los de Rosas y
Teran (2015) se consiguieron rendimientos Optimos con un pH de 5 pero también las
investigaciones de Rivada (2008) afirman que el maximo rendimiento se obtiene a un pH de 5,8,
este Ultimo autor baso su investigacion en examinar el comportamiento de la melaza con su pH
natural (pH = 5,8) que presenta a una disolucion de 3L de melaza por cada 7L de agua y encontrd
que es un pH idoneo y 6ptimo para que Aspergillus Niger se desarrolle en la melaza que empleo
(Espafia), es por ello que en base a estos autores y a otras investigaciones ya previamente citados
se replicara el mismo acondicionamiento en cuanto al pH para examinar el comportamiento de la
melaza del ingenio azucarero de Bermejo en relacion de otras melaza que también se les aplico la

misma observacion.

El ajuste de pH se realizo con acido clorhidrico en los experimentos que se emple6 un “pH de 5 al
inicio, en los experimentos que tienen un pH de 5,8 no es necesario un acidificante ya que la
disolucion de esta melaza en las proporciones utilizadas presenta un pH de 5,8, se corrobora con el

pH-metro que se tienen los pH requeridos.

Se emple6 un pH -metro digital LAQUA con un electrodo modelo 9615S-10D con el cual se podia
verificar en tiempo real la variacion de pH mediante la adicion del &cido clorhidrico y una constante

leve agitacion hasta conseguir el pH de 5.

Figura 3-23 Ajuste de pH en la melaza.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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Figura 3-24 pH de la melaza diluida sin acidificar.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Como se mencionaba anteriormente, la melaza diluida a las proporciones ya descritas presenta un
pH ideal y por lo tanto para los experimentos que requieren ser realizados con un pH de 5,8 en el
medio ya no necesitan acidificarse para ajustar el pH, esta es una de las razones también
importantes por las que se emplean las proporciones utilizadas de melaza y agua para crear el medio

de fermentacion,

3.6.6. Proceso de fermentacion

En este paso se tomaron en consideracion hacer pruebas preliminares para corroborar que el tiempo
de fermentacion adecuado es de 6 dias como lo sugiere la bibliografia ya que para poder usar el
método de titulacion para determinar la acidez del fermentado y asociarla al &cido citrico uno de
los requisitos es que la fermentacion haya llegado a su finalidad ya que es solo en este punto donde
el Aspergillus Niger metaboliza los productos intermedios que produce como los oxalatos y
malonatos y los convierte en acido citrico dejando asi un fermentado con la concentracion selectiva
de Aspergillus Niger segun. Soria (1997).
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Figura 3-25 Biorreactor usado en la prueba preliminar de fermentacion

Fuente: Elaboracion propia (2023).

El biorreactor usado en las pruebas preliminares ya contaba con lo mas esencial para poder efectuar
las primeras pruebas de fermentacion y se empezaron las pruebas con un pH de 5,8 y una
temperatura de 28°C, se eligid esa temperatura ya que segun Villalba, Cruz y Azuara (2018) explica
que es la temperatura mas segura para tratar el desarrollo del Aspergillus Niger y como el objetivo
era encontrar el méaximo tiempo que dura la fermentacion del Aspergillus Niger se vio conveniente
el uso de esa temperatura para esta prueba preliminar y ver si el tiempo de fermentacion segun la

bibliografia también era el mas adecuado para la melaza de ingenio azucarero de Bermejo.

El factor importante a tomar en cuenta el cual revela si la fermentacidn se ha detenido es el pH, si
el pH ya no sufre variacion decreciente es porque el Aspergillus Niger ha agotado la reserva de

nutrientes y la formacion de &cido citrico se detiene, Villalba, Cruz y Azuara (2018).

Segun la bibliografia previamente ya expuesta, para la prueba preliminar de la determinacion de

tiempo de fermentacion se usaron los siguientes parametros:
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Tabla III-7 Parametros utilizados en la prueba preliminar

Temperatura 28 °C

Aireacion 4 L/min

Volumenes de disolucion 3 litros de melaza en 7 litros de agua
Cantidad de medio de cultivo 8gr

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Los resultados obtenidos del pH en las pruebas preliminares fueron los siguientes:

Tabla III-8 Resultado de pH vs tiempo en pruebas preliminares.

0 5,8
12 5,75
24 5,6
36 5,5
48 5,2
60 51
72 5
84 4,9
96 4,83
108 4,7
120 4,63
132 4,57
144 4,55

Fuente: Elaboracién propia (2023).
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Figura 3-26 Graéfica pH vs Tiempo en prueba preliminar

pH vs Tiempo
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Fuente: Elaboracién propia (2023).

Como se puede observar tanto en la tabla como el grafico anterior el pH detiene su decrecimiento
en el dia 6 y los resultados contrastan con la teoria segin Rosas y Teran (2015) que la fermentacion
de la melaza con Aspergillus Niger termina a los 6 dias bajo las condiciones previamente ya

aplicadas como aireacion, volumenes de disolucion, cantidad de cultivo.

Por lo tanto, se selecciona este tiempo de fermentacion, posteriormente se descubrié que una
temperatura a 30 °C maximizaba la obtencion de acido citrico como presentaba en su trabajo Rosas
y Teran (2015), es por ello que se decidié cambiar el nivel minimo de la temperatura del disefio
factorial a una temperatura de 30°C, dichos resultados usando esa temperatura se presentan en el

capitulo siguiente donde se evidencia que efectivamente los rendimientos fueron mejores.

Con el tiempo de fermentacion ya corroborado y contrastado con otros estudios similares como el
de Rosas y Teran (2015) se expresa a continuacion las variables fijas e independientes que fueron

seleccionadas bajo un respaldo bibliografico ya expresado a finales del capitulo 2.
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Tabla III-9 Variables independientes y dependientes en la fermentacion.

Temperatura 30y 35°C Variable independiente
Aireacion 4 L/min Variable fija
Tiempo de fermentacion 6 dias Variable fija
Voltmenes de disolucion | 3L de melaza con 7L de agua Variable fija
pH 5y5,8 Variable independiente
Cantidad de cultivo 8gr Variable fija

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Para empezar el proceso de fermentacion se verifico con un termémetro que efectivamente el
medio de fermentacidn se encuentre en la temperatura correspondiente al experimento como
también se verifica que la temperatura del bafio maria también se encuentre a esa temperatura a
continuacion se vierte los 8gr de cultivo de Aspergillus Niger dentro del reactor con el medio de
fermentacion, con el uso de un asa con el cual se rasga para desprender el medio de cultivo de la
caja Petri, en este paso se usaron medidas de bioseguridad como el uso de lentes de seguridad,
guantes de latex y barbijo ya que el Aspergillus Niger presenta un grado de toxicidad

considerable a una exposicion prolongada.

Figura 3-27 Vertido de la cepa de Aspergillus Niger en el biorreactor.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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Una vez que el Aspergillus Niger se encuentra en el biorreactor se procede a cerrarlo y llevarlo
dentro del bafio maria, una vez encendido los aireadores y comprobado el burbujeo de aire dentro

del biorreactor se considera que la fermentacion ha comenzado.

Para controlar el proceso de fermentacidn se desenrosca la valvula del centro del biorreactor por
donde se puede introducir una pequefia manguera con una jeringa de donde se saca diariamente
una muestra representativa del fermentado, se evaltan el pH y los grados Brix, un descenso en el
pH indica la formacidn de &cido citrico y un descenso en los grados Brix indica un descenso en la
concentracion de sacarosa lo cual corrobora que se estd produciendo una fermentacion citrica
Soria (1997). Cuando se cumplen los 6 dias de fermentacion, se detiene la aireacion.

Figura 3-28 Boquilla de toma de muestras.

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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Figura 3-29 Proceso de fermentado de la melaza

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.6.7. Decantado del fermentado
Una vez finalizado el tiempo de fermentacion se retird el fermentador del bafio maria y se dejé
reposar durante 30 minutos para que se precipiten los sdlidos generados, posteriormente se emplea
una manguera para extraer por un efecto sifon el fermentado clarificado a un balde cuidando que

no se extraigan los precipitados de biomasa que estan en el fondo.

Figura 3-30 Biorreactor despueés de su vaciado.

Fuente: Elaboracion propia (2023).



74

3.6.8. Filtracion de la disolucion fermentada
Este proceso se realizo con el objetivo de separar los posibles solidos que hayan sido arrastrados
en el proceso de la decantacion como también los que ya se encontraban en la superficie del

fermentado.

Para este paso se us6 un colador en donde se retiene la biomasa, esta biomasa junto con la biomasa
que quedo en el fondo del biorreactor y la que esta adherida a sus paredes se la hace secar en un
recipiente en un ambiente sin turbulencias para evitar su mezcla con impurezas, una vez secada la

biomasa se la pesa para obtener la cantidad generada de la misma en este proceso de fermentacion.

Figura 3-31 Filtrado del fermentado.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.6.9. Inactivacion del Aspergillus Niger
En una cacerola de acero inoxidable se vertio la disolucion fermentada para calentarla a una
temperatura de 60 °C con la finalidad de detener la fermentacion citrica e inactivar cualquier otro

microorganismo presente que pueda continuar con la fermentacion de la disolucion.
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Segun Cuauhtémoc (2012) basta con subir la temperatura a 60 °C del fermentado para protegerla
de futuros derramamientos de la misma, siempre y cuando se almacene en un recipiente sellado y

aislado de la luz solar.

Figura 3-32 Calentamiento del fermentado.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

3.6.10. Almacenamiento del acido citrico en solucién
Se siguieron las recomendaciones de Cuauhtémoc (2012) y el &cido citrico en solucion se almacend
en bidones blancos con tapa de 10 litros en un lugar fresco fuera de la incidencia de los rayos

solares.

Figura 3-33 Almacenamiento del acido citrico en solucion.

Vi

Fuente: Elaboracion propia (2023).
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Al ser la obtencion de &cido citrico en solucién un producto intermedio en el proceso de obtencién
de &cido citrico, el analisis mas relevante e importante del producto obtenido es la determinacién
de acido citrico en el fermentado obtenido ya que el paso siguiente del proceso es una precipitacion
en forma de citrato volviendo al medio un subproducto de descarte segun Cuauhtémoc (2012), es
por eso que para este estudio la caracterizacién del producto obtenido se centrara especificamente
en la determinacion de la concentracion de acido citrico obtenido en el fermentado, la cual se detalla

en los capitulos siguientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA
Los parametros fisicoquimicos de la melaza de cafia de IABSA fueron determinados por el Centro

de Analisis Investigacion y Desarrollo (CEANID), los resultados se pueden visualizar en la tabla

IV-1.

Tabla IV-1 Andlisis fisicoquimicos de la melaza de cafia de IABSA.

Acidez (Como Ac. Tartéarico) % 0,56
Azucares reductores % 16,98
Azucares totales % 66,61
Ceniza % 9,44
Fosforo Mg P/100 g 82,1
Humedad % 0,39
Materia Seca % 18,66
Nitrégeno total g/100 g 0,39
pH (20 °C) 6.4
Proteina total % 2,42
Solidos solubles °Brix 78

Fuente: CEANID (2021).
A continuacion, se hara una breve interpretacion y analisis de los parametros:

e Acidez (como Ac. Tartarico): Su acidez de la melaza es producida practicamente solo por
el &cido Tartarico segin Rivada, (2008), en este analisis se puede observar que se encuentra
en una muy pequefia concentracion (0,56%) lo que nos expresa que no se practicé una
previa fermentacion acida en la melaza considerandose asi propicia para el
desenvolvimiento del Aspergillus Niger ya que el acido tartarico por su baja concentracion
no le afectara en su etapa de adaptacion las primeras horas dentro del biorreactor
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Azucares reductores: Es uno de los parametros mas importantes a considerar en la melaza
para este estudio ya que nos indica la cantidad de azucares asimilables inmediatamente por
el Aspergillus Niger como la glucosa, la concentracion de azucares reductores no es tan alta
en esta melaza en comparacion con la melaza con la que se trabajé en la investigacion de
Rosas y Teran (2015), pero no es una concentracion relativamente baja ya que segin
Rivada, (2008), se obtuvieron 6ptimos rendimientos con una melaza con una concentracion
de azucares reductores de 15%.

Azucares totales: Es otro parametro fundamental a considerar ya que si bien el Aspergillus
Niger metaboliza selectivamente la glucosa también se pueden hidrolizar la sacarosa y
metabolizar otros azucares presentes, este pardmetro nos indica cuanto es la fuente
potencial de nutrientes que tiene la melaza para el Aspergillus Niger, Rosas y Teran (2015),
Rivada, (2008) y Cuauhtémoc (2012) trabajaron en sus investigaciones con melazas que
tenian una concentracion de azucares totales de entre 50 %y 73%, ratificando asi que la
melaza del ingenio azucarero de Bermejo tiene similares caracteristicas en este aspecto con
las melazas donde mayor rendimientos se obtuvieron en investigaciones similares.
Ceniza: La ceniza es un porcentaje de impureza en la melaza, para esta melaza en particular
se observa una significativa cantidad es por ello que se buscé primero tener la melaza en
reposo un periodo de 7 dias con la finalidad de que precipiten la mayor cantidad de las
mismas y asi evitar en lo posible que entren en el biorreactor.

Fosforo: El fosforo juega un papel regulador importante en las reacciones metabolicas
favoreciendo que el Aspergillus Niger en su metabolismo de los azucares produzca mayores
cantidades de &cido citrico si el rango de fosforo permanece constante entre el 0.1y 0.2%,
Fajardo y Sarmiento (2007), haciendo las conversiones se tiene que la melaza del ingenio
azucarero de Bermejo tiene una cantidad de 0,0821% de fosforo, considerandose asi una
muy buena concentracion de fosforo para una melaza que no tiene aditivos nutritivos.
Humedad: La baja cantidad de humedad en esta melaza es buena ya que impide el
desarrollo de microorganismos durante el tiempo que la melaza ha sido almacenada antes
de llegar al laboratorio.

Materia seca: Como la ceniza, la materia seca también significa para este caso de estudio
una cantidad de impurezas por lo tanto ya que en esta melaza se presenta una considerable

cantidad, también se busca precipitarlas con el reposo de la melaza antes de emplearla.
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Nitrdégeno total: El nitrogeno actla como un nutriente elemental para el Aspergillus Niger,
considerandose tener como una cantidad minima de 1,55 mg de N/gr de melaza para que el
Aspergillus Niger se desarrolle adecuadamente las primeras horas, Cuauhtémoc (2012), se
observa que en esta melaza se tiene una alta concentracion de nitrégeno por lo tanto se
considera propicia para que el Aspergillus Niger se adapte mas rapido.

pH (20°C): El pH es un indicativo si es que se estd formando una fermentacion ya
anteriormente en la melaza, considerandose un pH ideal en la melaza el de 6, Fajardo y
Sarmiento (2007), En esta melaza se observa un pH de 6,4 que indicaria que no hay una
fermentacion acida anterior, por lo tanto, es un parametro que esta dentro de lo normal.
Proteina total: La cantidad de proteina expresa la cantidad de nutrientes efectivos
asimilables en el medio, si bien no existen registros bibliograficos de una concentracion
adecuada de proteina para el Aspergillus Niger ya que el mismo tiene una preferencia
metabdlica con la glucosa, se presenta que esta melaza tiene una cantidad relativamente
baja haciendo énfasis que su principal concentracion de nutrientes se encuentra en los
disacaridos y monosacaridos.

Solidos solubles: Los solidos solubles expresados en grados Brix son una forma de
cuantificar la cantidad de sacarosa existente en el medio, en esta melaza se observa una alta
concentracion de sacarosa que al ser un disacéarido de disocia en monosacaridos como la
glucosa que es la fuente nutritiva predilecta para el Aspergillus Niger, por lo tanto, se
considera a esta melaza como 6ptima para el proceso de fermentacion por su elevada

concentracion de nutriente como la sacarosa.

La concentracion de otros parametros en la melaza como la de los metales como ser magnesio,

hierro, potasio, cobre, etc. Son relevantes para tener una mayor informacion sobre la melaza ya

que hay ciertos metales que tienen un efecto inhibidor en la fermentacion, para el presente

estudio no se realizaron estudios cuantitativos para dichos metales por el encarecimiento

econdémico del mismo como también el limitante tecnolégico de no contar con los equipos

necesarios en el Laboratorio de Operaciones Unitarias (LOU — UAJMS) para determinar la

concentracion de dichos parametros.
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4.2. ENSAYOS DE OBTENCION DE ACIDO CITRICO POR FERMENTACION DE
LA MELAZA DE IABSA.

Se realizaron 8 ensayos de obtencion de acido citrico con los parametros propuestos en el disefio

factorial, correspondiente a 2 réplicas.

Se fermentd la melaza a temperaturas de 30 y 35°C, con pH de 5 y 5,8 durante 5 dias empleando 1
medio de cultivo por cada 5 litros de melaza diluida en cada ensayo. Se extrajeron pequefias
muestras a lo largo de la fermentacion para evaluar el comportamiento de los grados Brix y del pH

dentro del biorreactor.

Experimento 1: pH 5,8 y Temperatura 30°C
Experimento 2: pH 5,8 y Temperatura 35°C
Experimento 3: pH 5 y Temperatura 35°C
Experimento 4: pH 5 y Temperatura 30°C

4.2.1. Registro de las curvas de fermentacion
En la tabla IV-2 se registran los datos que se tomaron durante el proceso de fermentacion.

Tabla I'V-2 Datos de grados Brix del proceso de fermentacion.

Brix | 24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144 | Brix | 24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144

inicial | hrs | hrs | hrs | Hrs | hrs | hrs | Inicial | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs

29 2891288 | 27 | 211191179 29 28,8 1281 | 24 | 195 16,5 16,2

29 28 | 279| 26 | 22 |179 | 16 29 289 262 | 25 |21,7|183 | 16

31 |305(243|209|191|185 | 16,8 30 29 |251(19,7| 19 |184 | 16
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Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En la tabla anterior podemos evidenciar el decrecimiento de los grados Brix a lo largo del tiempo
en la fermentacion lo que nos indica que efectivamente huno un hidrolizarian de la sacarosa
presente en la melaza y el metabolismo de los monosacaridos como la glucosa por el Aspergillus
Niger, se puede observar también algo muy importante que es el punto donde la sacarosa ya no
pude ser hidrolizada y por lo tanto se va deteniendo la fermentacion, este suceso ocurre cuando los

grados Brix decrecen hasta un valor aproximado de 16

Figura 4-1 Curva de fermentacion Grados Brix vs Tiempo, experimento 1.

Experimento 1
35
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Tiempo (hr)

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En los grados Brix del experimento 1 se puede observar que el crecimiento exponencial del
Aspergillus Niger se manifiesta aproximadamente cuando los grados Brix tienen un valor de 24 y

se experimenta la fase de muerte cuando los grados Brix llegan a un valor de entre 16 y 18.
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Figura 4-2 Curva de fermentacion Grados Brix vs Tiempo, experimento 2

Experimento 2
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Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En los Grados Brix del experimento 2 se observa que la fase exponencial de crecimiento de
Aspergillus Niger empieza aproximadamente a los 28 °Brix y culmina aproximadamente a los 16
°Brix, lo significativo de este experimento es que se observa a una fase estacionaria que recién se
estaba formando es por ello que se considera que talvez en este caso particular los grados Brix
hubieran descendido alin mas pero que no se estaba favoreciendo la formacion de mas acido citrico,

sino que se estaba favoreciendo la formacion de biomasa.
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Figura 4-3 Curva de fermentacion Grados Brix vs Tiempo, experimento 3

Experimento 3
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Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En los grados Brix del experimento 3 lo mas significativo es que se observa al Aspergillus Niger
adaptarse mas rapido al medio empezando su fase exponencial de crecimiento cuando los grados
Brix son de 28 aproximadamente pero también se evidencia que termina abruptamente cuando se
tiene 20 °Brix y luego se tienen un considerable tiempo de una fase estacionaria sin cambios
significativos hasta el final, se interpreta entonces que en la fase exponencial es en donde se obtiene
la mayor concentracion de &cido citrico como dice Cuauhtémoc (2012) en su estudio, una vez se
llega a la parte estacionaria el Aspergillus Niger empieza a metabolizar los oxalatos y malatos

enfocandose en la produccion tanto de &cido citrico como también de biomasa.
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Figura 4-4 Curva de fermentacion Grados Brix vs Tiempo, experimento 4
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Fuente: Elaboracién Propia (2023).

En los grados Brix del experimento 4 se observa que no se produce una fase exponencial muy
abrupta sino mas bien se evidencia que el metabolismo del Aspergillus Niger fue lento y en cierta
forma constante, en este experimento se observa que se favorecid la produccion de biomasa ya que
como se observara en los resultados posteriores no se obtuvieron cantidades de &cido citrico
comparables a los de los demas experimentos, pero que se llegd al final al mismo valor de °Brix lo
cual indica que el Aspergillus Niger si metabolizo una comparable cantidad de glucosa producto

del hidrolisis de la sacarosa pero que produjo en gran parte biomasa.
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4.2.2. pH en la disolucion fermentada

En la tabla IV-3 se registran los datos que se tomaron durante el proceso de fermentacion.

Tabla IV-3 Datos de pH del proceso de fermentacion.

pH 24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144 pH 24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144

Inicial | hrs | hrs | hrs | Hrs | hrs | hrs | Inicial | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs

567 | 5 48 | 477 | 455|448 | 58 57 | 52 | 495|478 | 456 | 4,51

572 | 5 | 484|472 | 46 |449| 58 |573| 53 | 49 |4,75|4,63|4,55

496 | 49 4,87 484 | 48 | 4,76 5 4,98 | 497 | 496 | 493 | 49 | 481

4,98 | 4,96 | 493 4,92 491 | 49 5 499 | 494 | 49 | 483 | 475 | 4.7

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En la anterior tabla se observa el decrecimiento del pH a lo largo de la fermentacidn evidenciandose
cuanto acido citrico se esta produciendo a lo largo del tiempo tomando en cuenta que el
metabolismo del Aspergillus Niger al final concentra el &cido citrico en el fermentado podemos
hacer una relacion grafica aproximada de como el &cido citrico se fue formando a lo largo del

tiempo de fermentacion.

Se contempla también que para cada experimento se obtiene un pH final relativamente diferente,
esto es lo mas l6gico ya que cada experimento alcanzara una concentracion distinta de acido citrico
en el medio, la tabla muestra que el experimento 1 tiene los pH finales mas bajos obtenidos por lo
tanto también la concentracion de acido citrico mas altas en el medio en comparacion con los otros

experimentos.
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Figura 4-5 Curva de fermentacion pH vs Tiempo, experimento 1.

Experimento 1
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Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En los pH obtenidos al largo del periodo de fermentacion del experimento 1 se puede observar que
hay un decrecimiento constante sin variaciones abruptas, también se evidencia que entre las 120 y
144 horas de fermentacion se presenta la fase estacionaria del crecimiento de Aspergillus Niger, lo
que nos dice que en estas horas ya no se estan produciendo cantidades significativas de acido

citrico.

Figura 4-6 Curva de fermentacion pH vs Tiempo, experimento 2.
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Fuente: Elaboracion Propia (2023).
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En los pH obtenidos al largo del periodo de fermentacion del experimento 2 lo mas llamativo es
observar es que existe un tiempo de entre las 110 a 144 horas donde no se produce acido citrico

significativamente por lo tanto se esta priorizando la formacion de biomasa.

Figura 4-7 Curva de fermentacion pH vs Tiempo, experimento 3.

Experimento 3

5,05

4,95

49

pH

4,35 —8&— Repeticion 1
42 Repeticion 2
4,75

4,7
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (hr)

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En los pH obtenidos al largo del periodo de fermentacion del experimento 3 se contempla una
caida abrupta en el pH lo cual indica una rapida asimilacion metabolica del Aspergillus Niger
como también una selectividad mas hacia la produccion de acido citrico que a la produccion de
biomasa incluso en la fase estacionaria, pero si bien se prioriza la formacion de acido citrico, no

logra llegar a una concentracion superior al del experimento 1.
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Figura 4-8 Curva de fermentacion pH vs Tiempo, experimento 4.

Experimento 4

5,05

4,95 \\.\‘\.
49
L 4,85
—&— Repeticion 1
43

Repeticion 2
4,75

4,7

4,65
0 20 40 60 20 100 120 140 160

Tiempo (hr)

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En los pH obtenidos al largo del periodo de fermentacién del experimento 4 se verifica que
efectivamente los pH en este experimento son los que menos decrecieron en relacién a su pH
inicial, se contempla que no hubo una fase exponencial relativamente significativa en comparacién
a los otros experimentos, esto debido a que el microrganismo no pudo adaptarse lo mejor posible
a ese pH inicial y por lo tanto su crecimiento no fue el adecuado a un inicio lo que no le permitié

tener una alta poblacidn para acentuar su crecimiento.

Con los resultados que se obtuvieron de pH al final de la fermentacion se procede a sacar el

promedio:
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Tabla IV-4 Resultados de la medicion de pH en el fermentado.

pH inicial Temperatura | Replica l | Replica 2
1 58 30 4,48 4,51 4,495
2 5,8 35 4,49 4,55 4,52
3 5 35 4,76 4,81 4,785
4 5 30 4,9 4,7 4,8

Fuente: Elaboracién Propia (2023).

Este promedio nos permite englobar los experimentos con su repeticidn y tener asi un solo valor

significativo del pH final para cada experimento realizado.

A continuacion, se presenta la concentracion de azucares reductores al final de la fermentacion

(los detalles del analisis se pueden observar en el ANEXO 1).

Tabla I'V-5 Concentracion final de azucares reductores en el fermentado

Azucares reductores NB 38033:14 1,609/100g

Fuente: Elaboracién Propia (2023).

Se puede apreciar una concentracion de azucares reductores relativamente baja ya en el fermentado,
se contrarresta con el descenso de los grados Brix que descendieron indicando el decaimiento de
la concentracidn en los azucares totales corroborando asi que efectivamente la fermentacién llego
a un punto de estancamiento y muerte del microorganismo por escases de nutrientes accesibles

para el mismo.

4.3.3. Titulacion del fermentado
Como el procedimiento realizado cumple los requerimientos de que el proceso de fermentacion
duro hasta que el Aspergillus Niger consumio todos los nutrientes disueltos en la melaza hasta el
punto que el pH no descendié mas indicando que la fermentacidn se detuvo. Se puede aplicar este
método de estimacion del acido citrico en solucion ya que segun la investigacion de Mufiiz (2016)
si se cumple la anterior condicion citada, la acidez del fermentado es provocada por el acido citrico

ya que segun el metabolismo del Aspergillus Niger Soria (1997) explica que a falta de una
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concentracion idonea de azucares reductores en el medio, el Aspergillus Niger empieza a
metabolizar los oxalatos, malatos y otras trazas de fuentes de carbono convirtiéndolos en citrato y
luego en acido citrico, este proceso sigue hasta que practicamente solo el acido citrico se encuentra
como acido en el medio de fermentacion y por ello la poblacion de Aspergillus Niger desciende y

se llega a la fase de muerte por la insuficiencia de mas nutrientes.

Se usa una solucidn titilante de hidréxido de sodio 0,1 N en 30 ml de fermentado y se titula desde
el pH final del fermentado hasta el pH inicial donde empez6 el experimento, Mufiiz (2016), para
tener un control exacto en tiempo real del pH se usé un pH -metro digitan LAQUA con un electrodo
modelo 9615S-10D.

Tabla IV-6 VVolumen de la solucion titulante usada.

5,8 35 4,49 29,6
5 35 476 18,4
5.8 30 4,48 39,45
5 30 4,90 15,5
5.8 35 4,55 28,7
5 35 4,81 17,1
538 30 4,51 39,1
5 30 4,70 13,8

Fuente: Elaboracién Propia (2023).
Tomando en cuenta la siguiente ecuacion de la reaccion del NaOH con el &cido citrico:
CesHgO7 + 3NaOH = NasCsHsO7 + 3H20

Calculamos la concentracion del acido citrico:
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Tabla I'V-7 Calculo del &cido citrico total obtenido en cada experimento (10 Litros).

5,8 35 4,49 | 0,00296 | 0,09866667 | 0,03288889 | 6,31874489 | 63,1874489
5 35 476 | 0,00184 | 0,06133333 | 0,02044444 | 3,92786844 | 39,2786844
58 30 4,48 | 0,003945 0,1315 0,04383333 | 8,42143533 | 84,2143533
5 30 4,90 | 0,00155 0,05166667 | 0,01722222 | 3,30880222 | 33,0880222
5,8 35 455 | 0,00287 | 0,09566667 | 0,03188889 | 6,12662089 | 61,2662089
5 35 481 | 0,00171 0,057 0,019 3,650356 36,50356
5,8 30 451 | 0,00391 0,13033333 | 0,04344444 | 8,34672044 | 83,4672044
5 30 4,70 | 0,00138 0,046 0,01533333 | 2,94590133 | 29,4590133

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Como se puede observar, se obtuvo una mayor cantidad de acido citrico con un pH inicial de 5,8 y
a una temperatura constante de 30°C con un tiempo constante de fermentacion para los 4

experimentos de 6 dias.

4.4.4. Célculo del rendimiento del proceso tecnolégico
Para el calculo del rendimiento del proceso tecnolégico se tomé en cuenta la maxima cantidad de
acido citrico obtenida en relacién a la cantidad que se puede obtener por 1 L de fermentado de

melaza.

El rendimiento referencial es el promedio que se toma en cuenta segin los rendimientos obtenidos
en otros estudios similares como ser los de Rosas y Teran (2015), Abin er al. (2004) y Velasquez
et al. (2010),

Rendimiento (%) = (Macido citrico obtenida/ Macido citrico tedrica) x 100
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Tabla IV-8 Rendimientos Obtenidos.

35 5,8 6,31874489 10 63,1874489
35 5 3,92786844 10 39,2786844
30 5,8 8,42143533 10 84,2143533
30 5 3,30880222 10 33,0880222
35 5,8 6,12662089 10 61,2662089
35 5 3,650356 10 36,50356

30 5,8 8,34672044 10 83,4672044
30 5 2,94590133 10 29,4590133

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Como se puede observar en la tabla anterior el mayor rendimiento obtenido se lo consigue a una

temperatura de 30 °C y un pH inicial de 5,8, siendo el rendimiento mas alto conseguido el de:
Rendimiento (%) = 84,21 %

Se llega a la conclusion entonces que los valores de los parametros 6ptimos para obtener el
mayor rendimiento de obtencion de acido citrico en solucidn con la melaza del ingenio azucarero

son:

Tabla I'V-9 Valores ptimos para obtener el mayor rendimiento.

Temperatura 30°C
pH 5,8
Tiempo de fermentacion 6 dias
Aireacion 4 L/min (constante)
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Proporcion de dilucion de melaza | 3 L de melaza por cada 7 L de agua
(350 g melaza/L)
Cantidad de Aspergillus Niger 8 gramos de cultivo (constante)
Rendimiento 84,21 %
Fuente: Elaboracion Propia (2023).

4.4.5. Comparacion de rendimiento con la obtencion de alcohol etilico usando la melaza.
Para la obtencidn de acido citrico en solucion se usaron 3 Litros de melaza para obtener un maximo
total con el método utilizado de 84,21 gr y por la bibliografia consultada se tiene que por cada 40
kg de melaza se obtienen aproximadamente 6,73 Litros de alcohol etilico, tenemos que:

Tabla I'V-10 Datos de densidad de la melaza y el alcohol etilico.

1,17 789

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Usando la ecuacion:

) masa
Densidad = ————
volumen

Se tiene que:

Tabla IV-11 Melaza empleada en litros y cantidad de alcohol etilico obtenido en gramos.

34,19 5309,97
Fuente: Elaboracion Propia (2023).
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Tabla IV-12 Comparacion de rendimientos

84,21

34,19 5309,97 155.31

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Como se puede observar el redimiendo masico de producto por cada litro de melaza es
considerablemente mayor en la obtencion de alcohol etilico, justificando asi porque la produccion
de alcohol etilico es la principal alternativa de aprovechamiento de la melaza en el ingenio
azucarero de Bermejo, pero hay factores a considerar como ser el precio por 100 gr de &cido citrico
anhidro a la fecha de este estudio es de aproximadamente 94,15 Bs, siendo un alto valor agregado
al acido citrico en el mercado industrial en comparacion al alcohol etilico que su precio por 5 litros
es de aproximadamente 52 Bs a la fecha del estudio, teniéndose asi un costo de 1,32 Bs por cada
100 gr de alcohol etilico, se puede observar una diferencia espectacular del valor agregado entre
los dos productos ademas de tomar en cuenta que por medio de este estudio se observd que la
melaza del ingenio azucarero de Bermejo provee un rendimiento considerablemente eficiente del
84,21% a la hora de obtener &cido citrico, plasmando asi una buena primera impresion en cuanto
al rendimiento de obtencidn de acido citrico en comparacién con otros estudios y también una
salida a otro mercado industrial con un producto de mayor costo de venta permitiendo al ingenio

azucarero de Bermejo una mayor diversificacion de sus productos.

Los estudios de rentabilidad econémica y costos de produccion del &cido citrico con el método

empleado en esta investigacion a niveles industriales no son los objetivos de este estudio.
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4.3. RESULTADOS DEL DISENO FACTORIAL

Tabla I'V-13 Resultados de la medicion de concentracién de acido citrico en el medio.

pH inicial Temperatura Replica 1 | Replica 2
1 58 30 8,42 8,35 8,39
2 5,8 35 6,32 6,13 6,23
3 5 35 3,93 3,65 3,79
4 5 30 3,31 2,95 3,13

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En la tabla anterior se engloba los datos de concentracion obtenidos con un promedio de ambos
experimentos esto con el fin de tener un valor significativo de concentracion para ser introducido

en el programa SPSS.

Tabla IV-14 Matriz de experimentos con los datos experimentales.

A B pH inicial | Temperatura | Concentracion
1 -1 -1 5,8 35 6,32
2 +1 -1 5 35 3,93
3 -1 +1 58 30 8,42
4 +1 +1 5 30 331
5) -1 -1 58 35 6,13
6 +1 -1 5 35 3,65
7 -1 +1 58 30 8,35
8 +1 +1 5 30 2,95

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

La matriz de experimentos nos muestra el orden en el que van a ser introducidos los datos en el

programa SPSS.
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4.3.1. Analisis de varianza Univariante
Se realizd un analisis de varianza unitaria para poder determinar la influencia de los factores como

la Temperatura y pH, verificando si todos los factores y sus combinaciones son significativos
respecto a la variable respuesta.

Los factores inter-sujetos se muestran en la tabla IV-15 con la codificacion de cada nivel.

Tabla IV-15 Factores Inter-sujetos.

Fuente: Elaboracion Propia, SPSS (2023).

La tabla IV-16 muestra las pruebas inter-sujetos para determinar las variables significativas.
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Tabla IV-16 Pruebas inter-sujeto

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: pH final

34,669 3 11,556 371,290

231,770 1 231,770 7446,440 | <0,001
29,568 1 29,568 949,978 | 0,001
1,125 1 1,125 36,145 | 0,004
3,975 1 3,976 127,749 | 0,001
0,125 4 0,031

266,564 8

34,794 7

R al cuadrado= 0,996 (R al cuadrado ajustada = 0,994)

Fuente: Elaboracién Propia, SPSS (2023).

En la Tabla IV-16 se observa que en los resultados de la interseccion de la variable pHinicial *
Temperatura si es significativa como también la temperatura y el pH para la determinacion del

modelo matematico, por lo tanto, se considera en el siguiente analisis.

4.3.2. Determinacion del modelo matematico
Para determinar el modelo matematico se realizé una regresion con las variables significativas,
pHinicial, Temperatura y pHinicial * Temperatura, se tom6 como la variable dependiente la

concentracion del &cido citrico en solucion.

En la Tabla IV-17 y IV-18 se muestra un resumen del modelo matemaético y del analisis ANOVA

para la concentracion.
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Tabla I'V-17 Resumen del modelo matematico.

Resumen del modelo®

1 0,998? 0,996 0,994 0,17642

a. Predictores: (Constante),pHinicial*Temperatura, pH inicial, Temperatura

b. Variable dependiente: Concentracion
Fuente: Elaboracion Propia, SPSS (2023).

En el resumen del modelo matematico se verifica que la linea de regresion generada si esta en un

rango aceptable respecto a los datos obtenidos ya que presenta un R? de 0,996.

Tabla IV-18 ANOVA?*

ANOVA?

Regresion 34,669 11,556 371,290 0,001°
Residuo 0,124 0,031
Total 34,794

Fuente: Elaboracion Propia, SPSS (2023).

Como se puede observar en la Tabla IV-18 el valor de significacién tiende a cero por lo tanto se

puede decir que el modelo matematico es correcto.

Tabla IV-19 Coeficientes del modelo matematico.

-139,424




100

27,719 2,033 5,317

3,657 0,338 4,384 10,828 | 0,001

-0,705 0,062 -6,345 -11,303 | 0,001

a. Variable dependiente: Concentracion
Fuente: Elaboracién Propia, SPSS (2023).

Segun los coeficientes indicados en la Tabla IV-19, el modelo matematico para la determinacion

de la concentracién de acido citrico el fermentado responde a la ecuacion:
Y =27,719X1 + 3,657X2 — 0,705X1*X2 — 139,424

Donde:

X1 = pH Inicial

X2 = Temperatura

Y = Concentracion

La respectiva ecuacion predice el comportamiento de Y (concentracion de &cido citrico en el
fermentado) al variar los valores de X1 (pH inicial) y X2 (Temperatura).

En la figura 4-9 se observa el modelo escogido y la posicion de los puntos respecto al modelo en
donde varios puntos se ajustan al modelo, por lo que se concluye que el modelo escogido es
correcto.



Figura 4-9 Modelo Lineal.
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Fuente: Elaboracién Propia, SPSS (2023).

Se corrobora visualmente en el grafico anterior que la linea de regresion si esta en un rango

aceptable sobre los puntos generados con los datos otorgados al programa SPSS.

Tabla I'V-20 Concentracion observada y calculada por SPSS.

1 6,32 6,13 0,19
2 3,93 3,65 0,28
3 8,42 8,35 0,07
4 3,31 2,95 0,36
5 6,13 6,32 -0,19
6 3,65 3,93 -0,28
7 8,35 8,42 -0,07
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8 2,95 3,31 -0,36

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En la tabla anterior se presentan las variaciones de error entre los datos experimentalmente
obtenidos de concentracion con los datos tedricamente obtenidos con el modelo matemético

generado por el programa SPSS.

Figura 4-10 pH final observado, calculado y error.

Concenracion observada, calculada y error

—e— Observado

pH final

—8— (Calculado

Error

10 2 4 6 8 10
N° de experimento

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

El grafico anterior nos demuestra visualmente que efectivamente el modelo matemaético estipula
datos relativamente cercanos a los valores observados considerandose asi un modelo matematico
viable para expresar matematicamente el comportamiento de la concentracion del &cido citrico
respecto a los cambios de temperatura y pH inicial en la melaza en la fermentacion.
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5. BALANCE DE MATERIA Y ANALISIS DE COSTOS

5.1. Balance de materia.

Figura 5-1 Diagrama de flujo para el proceso de obtencién de acido citrico en solucion.
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DETERMINACION DE LA
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PRODUCTO

Fuente: Elaboracion Propia (2023).
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5.1.1. Balance de materia en la disolucion de la materia prima
El balance de materia se tomara a partir de la disolucion ya que es aqui donde recién ocurren las
variaciones de masa en el procedimiento. El balance global para el primer bloque se toma que la
densidad del agua es de 1 gr/ ml y que no se toman en cuenta las perdidas por la evaporacion en la

pasteurizacién ya que no son observables.

Donde:
A = Cantidad de melaza = 3500 g
B = Cantidad de agua de mesa = 7000g
C = Cantidad de melaza diluida = 10500 g
Balance para el bloque I:

C=A+B (5.1
De la ecuacion (5.1):

C =10500¢g

5.1.2. Balance en la acidificacién del mosto
Para la acidificacion del mosto se usé un total de 1L de acido clorhidrico por cada 10 L de melaza

diluida, la densidad del acido era: 1gr/cm?,
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Donde:
C = Cantidad de melaza diluida = 10500 g
D = Cantidad de &cido clorhidrico = 1L - 1000 g
E = Cantidad de melaza acidificada = 11500 g
Balance para el bloque II:

E=D+C (5.2)
De la ecuacion (5.2):

E =11500 g

5.1.3. Balance de materia en la fermentacion de la melaza.
Para el proceso de fermentado se usd un aproximado de 8 gr de Aspergillus Niger junto al Agar
por cada 10 Litros de melaza diluida, la reaccidn que se va a tener lugar en el biorreactor es la

siguiente:
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Se consideraran las perdidas por el arrastre de agua en el aire saliente como también perdidas por

la extraccion de muestras, se tomaran pérdidas de 1000 gr aproximadamente.

| |
E H

¢ '
— —[ Il }7@_..
l
|
{

Donde:
E = La cantidad de melaza diluida y acidificada = 11500 g
F = Cantidad de Aspergillus Niger =8 g
G = Perdidas = 1000 g
H = Oxigeno consumido, Agua generada y consumida = 43,3 g
| = Cantidad de fermentado después de la reaccién = 10553,3 g
Balance para el bloque III:

E+F-G+H=1 (5.3)
De la ecuacion (5.3):

|=E+F-G+H=10551,3g
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5.1.4. Balance de materia después del decantado del fermentado
Al final de la decantacion se deposito al fondo del biorreactor la cantidad de 700 g entre biomasa

y precipitados de la melaza.

En donde:
| = Cantidad de fermentado = 10551,3 g
J = Cantidad de residuos de la fermentacion = 700 g
K = Cantidad de fermentado separado = 9853,3 ¢
Balance para el bloque 1V:

K=1+J(5.4)
De la ecuacion (5.4):

K =9851.3 g

Posteriormente se pasa al proceso de inactivacion de la cepa calentando el fermentado a 60 °C
donde las perdidas por evaporacién son despreciables, y luego se procede a su almacenamiento

en bidones de 10 litros que permaneceran sellados.



5.1.5 Resumen del balance de materia
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Figura 5-2 Resumen del balance de materia en la obtencién de acido citrico en solucién por
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Elaboracion Propia (2023).
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Tabla V-1 Resultados de corrientes en el balance de materia.

A Melaza 3500
B Agua de mesa 7000
C Melaza diluida 10500
D Acido clorhidrico 1000
E Melaza acidificada 11500
F Aspergillus Niger 10
G Perdidas 1000
H Oxigeno y agua 43,3
I Fermentado 10553,3
J Residuos 700
Acido citrico en solucion 9853,3

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

En la tabla y figura anteriores se puede observar un resumen de todo el balance de masa que se
realiz6 a lo largo del experimento tomando como referencia el experimento donde mayor

rendimiento se obtuvo, el experimento 1.
5.2. ANALISIS DE COSTOS

5.2.1. Costo del estudio
Para determinar el presupuesto de investigacion se realizé la evaluacién de costos directos, que se
realizan durante la elaboracion de todo el proyecto. Las siguientes tablas muestran los detalles de

los costos indirectos.

Tabla V-2 Detalle de costos de materia primay reactivos.

Melaza de cana 30 L 5 150
Acido clorhidrico 4 L 120 480




Agua de mesa 56 L 1 56
Glucosa 25,6 g 0,18 4,6
Alcohol 2 L 9 18

SUBTOTAL 436,62

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Tabla V-3 Detalle del costo total de materiales.

Cacerola 1 Pieza 60 60
Aireadores 2 Pieza 100 200
Bafador 1 Pieza 60 60
Termostato 2 Pieza 65 130
Filtro 1 Pieza 90 90
Bomba de agua 1 Pieza 62 62
Recipiente 12 L 2 Pieza 23 46
Interruptores 3 Pieza 5 15
Cable 12 Metro 4 48
Mangueras 8 Metro 7 56
Vélvulas de neumatico 6 Pieza 6 36
Cinta adhesiva 1 Pieza 10 10

Esponja 2 Pieza 2 4
Recipiente de 15 L 1 Pieza 26 26
SUBTOTAL 873

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

El resto de materiales necesarios fueron proporcionados por el Laboratorio de Operaciones
Unitarias de la Universidad Autdnoma Juan Misael Saracho.
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Tabla V-4 Detalles de costos de material de apoyo.

Internet Horas 200 3 600

Pasajes - 120 1 120

Papel Hojas 300 0.1 30
Mano de obra | Horas 150 70 10500
SUBTOTAL 11250

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Tabla V-5 Detalle de costos totales de estudio.

Costo de materia prima y reactivos 436,62
Costo de materiales 873
Costo de material de apoyo 11250
Imprevistos 600
Total 13159,62

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

El costo de la investigacion es de 13159,62 bolivianos.

5.2.2. Costo de produccion
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A partir de los balances de materia y los gastos energéticos de los equipos utilizados se puede

estimar el costo de produccion para la obtencidn de &cido citrico en solucion por fermentacion de

la melaza.

Los costos fijos asociados a los servicios basicos fueron: energia eléctrica 0,6 Bs/Kwh, Agua 0,7

Bs/m®y gas natural 1,55 Bs/m?®.



Tabla V-6 Detalle de costos de materia primay reactivos.

Melaza de cafia 3 L 5 15

Agua de mesa 7 L 1 7
Glucosa 3,4 g 0,18 0.612
SUBTOTAL 22.612

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Tabla V-7 Detalle de costos de energia de los equipos utilizados.

Termostato 0.3 120 36 21,6
Bomba sumergible | 0.012 144 1,728 1,04
Aireador 0.05 144 7.2 4,32

Filtro 0.015 144 2.16 1,3
SUBTOTAL 28,26

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Tabla V-8 Detalle de costo de consumo de agua.

Refrigerante en bafio Maria 43 L 0,7 30,1

Fuente: Elaboracion Propia (2023).
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Tabla V-9 Detalle de costos de consumo de gas natural.

Pasteurizacion de melaza diluida 0.1 1,55 0,16
Inactivacion de la cepa 0.1 1,55 0,16
SUBTOTAL 0,32

Fuente: Elaboracion Propia (2023).

Para el calculo del consumo de gas natural se tomo en cuenta que el consumo promedio de la
cocina de hornalla mediana es de 0,15 m3hora y el tiempo de pasteurizacion como también de

inactivacion de la cepa se tomd que seria de 40 minutos.

El costo toral de produccidn es la suma de los costos de materia prima, consumo energético de
los equipos, consumo de agua y gas natural.

Costo total = 22,612 + 28,26 + 30,1 + 0,32

Costo total = 81.3 Bs.
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Para la obtencidn de 84,21 gramos de acido citrico a partir de la melaza del ingenio azucarero de

Bermejo se tiene un costo aproximado de 81.3 Bs. Por regla de tres simples, el costo por 100 gr

de 4cido citrico es de 103,58 bolivianos.
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CAPITULOV

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. CONCLUSIONES

Se obtuvo exitosamente acido critico en solucion, a escala laboratorio por fermentacion de la

melaza del ingenio azucarero de Bermejo, departamento de Tarija.

e Se utilizd melaza de cafia de azlcar proveniente del ingenio azucarero de Bermejo, Los
resultados de los parametros fisicoquimicos determinados por el CEANID fueron: Acidez
(como é&cido tartarico) de 0,56 %, azucares totales de 66,61 %, azucares reductores del
16,98 %, ceniza del 9,44 %, humedad del 18,66 %, materia seca del 81,34 %, proteina total
2,42 %, Fosforo de 82,1 mg/100 g, nitrogeno total de 0,39 g/100 g, pH de 6,4 y 78° Brix de
solidos solubles.

e Las variables estudiadas en el proceso de obtencion de &cido citrico por fermentacion de la
melaza del ingenio azucarero de Bermejo fueron pH y temperatura en la fermentacion.
Concluida la parte experimental, se determind que las condiciones Optimas del proceso son
el pH con valor de 5,8 y la temperatura con valor de 30 °C, en estas condiciones se
obtuvieron 84,21 gr de 4cido citrico por 10 litros de fermentado.

e A partir de 3500 gramos de melaza del ingenio azucarero de Bermejo se obtienen 84,21
gramos de acido citrico con un rendimiento de 84,21 %.

e EIl rendimiento masico del acido citrico en solucion empleando el método del presente
estudio es de 28,07 gr/Lmelaza Y del rendimiento masico de la obtencién de alcohol etilico
usando la melaza es de 155,31 gr/Lwmelaza, €videnciandose asi que el rendimiento masico es
mayor a la hora de obtener alcohol etilico.

e EI costo de obtencién de &cido citrico a partir de la melaza de cafia del ingenio azucarero

de Bermejo fue de 103,58 Bs para obtener 100 gramos de &cido citrico.
6.2. RECOMENDACIONES

e Aplicar un filtrado mas eficiente o una clarificacion a la melaza antes de la fermentacion
para que no intervengan las impurezas en el desarrollo microbiano.
e Hacer estudios de metales presentes en la melaza y posteriormente hacer una precipitacion

de los mismos de ser necesario
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Usar nutrientes con nitrogeno y también fosforo para poder ayudar a que el periodo de
adaptacion de la cepa dentro de la melaza diluida sea mas rapido y eficiente.

Usar biorreactores de vidrio que puedan ser esterilizados en una autoclave, esto permitira
mayor exclusividad al desarrollo de la cepa en la fermentacion.

Para futuros estudios usar mayores cantidades de Aspergillus Niger, de esa manera se
podran obtener rendimientos mas altos.

Recomendar triturar mas uniformemente los cultivos de Aspergillus Niger en caso de que
también se lo afiada con su medio de cultivo al biorreactor.

Realizar el proyecto de obtencion de écido citrico por fermentacion de la melaza de cafia
del ingenio azucarero de Bermejo con un estudio detallado de costos para determinar si el

mismo es factible a nivel de produccién industrial.



