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Contenido

Resumen

Se estudié el efecto de variar el nivel del P y K en el proceso de fermentacion de acido
citrico. Los ensayos se realizaron a escala de frascos agitados, usando sacarosa
(250g/L) y una formulacion de base (micro y macro-nutrientes), 250rpm, 34.5°C con una
cepa de Aspergillus niger mejorada por luz UV y seleccionada por su buen desempefio.
Los resultados fueron analizados utilizando el paquete estadistico Minitab 15. Se
demostré la importancia de ambos nutrientes para lograr buena productividad y
eficiencia. Su presencia en niveles adecuados esta asociada con la formacion de la
biomasa necesaria y de una morfologia definida como pellets compactos con hifas
cortas que tienen ventajas en la reologia, aireacion, transferencia de oxigeno y mezcla
del cultivo. Los mejores resultados se obtuvieron con 300ppm de Ky 380ppm de P,
superiores a los reportados por diferentes autores dado que se utilizé una cepa industrial
y condiciones Optimas para la producciéon. Se obtuvo un modelo de regresion de
superficie de respuesta para cada variable que permite predecir resultados dentro del

rango de evaluacion.

Palabras clave: Acido citrico, fermentacion, Aspergillus niger, fésforo, potasio.:
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Abstract

The effect of varying the level of P and K in the process of citric acid fermentation was
studied. Trails were performed at shake flask scale, using sucrose (250g / L) and a base
formulation (micro and macro-nutrients), 250rpm, 34.5 °C with an improved Aspergillus
niger strain selected for its good performance. The results were analyzed using the
statistical package Minitab 15. It showed the importance of both nutrients to achieve good
productivity and efficiency, presence that was associated with adequate levels of biomass
and morphology with advantages in rheology, aeration, oxygen transfer and mixing. The
best results were obtained with K 300ppm and 380ppm of P, greater than those reported
by various authors as an industrial strain and optimum conditions for production were
used. A regression model was obtained for each variable that predicts results within the

range of evaluation.

Keywords: Citric acid, fermentation, Aspergillus niger, potasium phosphorus.:
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Contenido Efecto de la variacion de los niveles de P & K en la produccién de &cido citrico

usando una cepa de Aspergillus niger

Introduccion

El &cido citrico es una sustancia natural que tiene multiples usos. En la industria
alimenticia y de bebidas, permite incrementar y/o preservar el sabor, en la industria
farmacéutica, puede ser utilizado para preservar sangre o fabricar pastillas, también
puede ser usado como detergente y puede remplazar los poli-fosfatos. El acido citrico se
extrae de los vegetales desde finales del siglo XIX, en el afio 1983 varios cientificos
demostraron que podia producirse industrialmente usando microorganismos

filamentosos mediante un proceso fermentativo.

En la produccién industrial de &cido citrico, el microorganismo mas utilizado es el
hongo Aspergillus niger, el cual utiliza aztcar como sustrato, una fuente de nitrégeno,
micro y macro-elementos, bajo condiciones ambientales definidas. Mediante una serie
de reacciones quimicas, el acido citrico se recupera y purifica del caldo de

fermentacion

Dentro de los macro-elementos, el fésforo (P) y el potasio (K) son fundamentales en el
proceso de fermentacion. ElI P, no solo se requiere para las fosforilaciones de sustrato,
para la produccion de ATP/ADP, sino también en la sintesis de ADN / ARN de nuevas
células 6 células en crecimiento. El K por su parte es co-factor de varias enzimas
glicoliticas y activador de enzimas del ciclo de Krebs, determinantes en el proceso de
acumulacién del acido citrico. ElI K igualmente, juega papel importante como

osmoregulador (Bomba Na'/ K*) (Stryer, 1995; Papagianni, 2007).

Las empresas productoras de acido citrico necesitan tener procesos altamente
competitivos con el objetivo de obtener el producto al menor costo posible, ya que la

produccion mundial se ha incrementado considerablemente y la oferta supera la
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demanda. Esta situacion genera guerra de precios, ocasionando que productores con
alto costo de produccién y por lo tanto, alto precio de venta, estén abocados a salir del

mercado Yy cerrar sus plantas.

En esta bldsqueda, las compafiias se preocupan continuamente por una parte, de
obtener materias primas e insumos de bajo costo y elevada calidad, y por otra, de
optimizar los procesos. Una de las estrategias de optimizacion de procesos es el
desarrollo de microorganismos mas productivos y eficientes a través de extensivos
programas de mutacién y seleccion. Sin embargo, las cepas resultantes se implementan
con los niveles tradicionales de P y K o aquellos utilizados con sus parentales. Dado
gue en los procesos de mutacion y seleccion son frecuentes las duplicaciones de genes
codificantes por enzimas determinantes en el proceso, el requerimiento de nutrientes y/o

co-factores también puede verse incrementado.

Estudios preliminares a nivel de laboratorio' muestran que una reduccién en el P
acompaifiada de un incremento en el K, genera aumento en la productividad (g/L x h) y
eficiencia (%) del proceso, resultados que sefalan la importancia de estudiar con detalle
el efecto de niveles de estos dos elementos y comprender su participacion en el

proceso. De alli, el motivo de esta investigacion.

! Resultados preliminares obtenidos por la autora del proyecto, 2010.



1.GENERALIDADES DEL ACIDO CITRICO.

La produccién de acido citrico ha crecido notablemente en el presente siglo. En 1950,
alcanzaba 50.000 toneladas/afio, posteriormente y con el desarrollo de la fermentacion
sumergida, que constituye un proceso mucho mas economico que la fermentacion en
superficie, se registré una importante expansion, actualmente, la capacidad instalada
mundial es de aproximadamente 2180000 toneladas/afio (Malveda et al, 2009) (CCM

International Market research report, 2006).

El &cido citrico es un “commodity” , producto genérico con margen de utilidad pequefio,
que se fabrica en aproximadamente 20 paises. En Europa, USA y China se reune el
88% de la produccién mundial. Un aumento importante de la capacidad de produccion
se ha observado en los dltimos afios en Europa oriental y el Lejano Oriente,
particularmente en China (Malveda et al, 2009) (CCM International Market research
report, 2006).

La industria alimenticia y de bebidas procesadas estimula el mercado del acido citrico
dada su contintia utilizacion como aditivo, su uso se ha hecho extensivo en la industria
farmacéutica y de jabones generando expansién de la demanda mundial. EI consumo
crece a razén de 5-8% al afio, tendencia que parece mantenerse estable (Malveda et al,
2009) (CCM International Market research report, 2006).

Por ser el 4cido citrico un producto “commodity” y por el incremento dia tras dias en la
oferta de producto, en el mercado del acido citrico se ha generado una guerra de
precios entre los productores, razén por la cual todas las empresas del mundo se

preocupan por tener sus productos al menor costo posible lo que los hace competitivos.
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Dentro de esta competitividad el desarrollo y mejoramiento de cepas ha adquirido
importante valor por el hecho de permitir tener elevadas concentraciones de producto en

el menor tiempo posible (Malveda et al., 2009).

Los capitulos son las principales divisiones del documento. En estos, se desarrolla el
tema del documento. Cada capitulo debe corresponder a uno de los temas o aspectos
tratados en el documento y por tanto debe llevar un titulo que indique el contenido del

capitulo.

Los titulos de los capitulos deben ser concertados entre el alumno y el director de la tesis
o trabajo de investigacion, teniendo en cuenta los lineamientos que cada unidad
académica brinda. Asi por ejemplo, en algunas facultades se especifica que cada
capitulo debe corresponder a un articulo cientifico, de tal manera que se pueda publicar

posteriormente en una revista.

1.1 Produccion de acido citrico.

Wehmer, en 1907 fue el primero en observar la presencia de &cido citrico como un
subproducto en la produccion de oxalato de calcio utilizando  cultivos de Penicillium
glaucum. En 1913 Zahorsky, obtuvo la patente de produccién de &acido citrico via
fermentacion con Aspergillus niger. Tom y Currie en 1916, establecieron que algunas
especies del género Penicillium podian producir acido citrico, sin embargo, el medio de
fermentacion se contaminaba facilmente debido al pH neutro que requeria el proceso, vy
en 1917 Currie desarroll6 la via industrial  basado en la observacién de que A. niger
crece bien en un pH entre 2.5 - 3.5, lo que permitia eliminar los problemas de
contaminacion. Observé ademas que a mayor concentracion de azlcar mejor era la
produccion y que los mayores rendimientos se obtenian restringiendo el desarrollo del
micelio (Rhem y Reed, 1983).
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El género fungoso mas importante en la produccion industrial de &cido citrico es el
Aspergillus con las siguientes especies niger, awamori, clavatus, fenicis, fumaricus, wentii
(Waksman, 1946; Betancourt, 2003 y Kamzolova et al., 2011).

La primera planta productora de &cido citrico industrial se construyd en Bélgica en 1919,
y después en Nueva York por la compafia Pfizer en 1923. En 1928 se construyd una
planta en Checoslovaquia que usaba las melazas de remolacha, sustrato muy
economico. Sin embargo, se presentaban serias dificultades debido a las impurezas
presentes en este material, lo cual se resolvié con el uso de hexacianoferrato, producto

toxico, que precipitaba los materiales indeseables (Rhem y Reed, 1983).

En 1933 ya se producian en el mundo cerca de 10400 toneladas de acido citrico, de las
cuales 1800 toneladas las procesaba Italia a partir de limones, el resto, se obtenian via
fermentacion (Rhem y Reed, 1983).

Se han realizado muchos esfuerzos para elucidar los fundamentos bioquimicos y
microbiol6gicos del proceso, asi como para encontrar vias para optimizarlo. El hallazgo
mas relevante fue el hecho que el &cido citrico se obtiene como resultado del
metabolismo primario de A. niger, donde la reaccién clave es la condensacién del acetyl
— CoA y el oxalacetato ambos formados a partir del piruvato obtenido de la glicélisis, al
inicio del ciclo de Krebs (Rhem y Reed, 1983).

Originalmente la fermentacion de acido citrico se llevaba a cabo en cultivo en superficie
llamada también fermentacién en estado sdlido. La introduccién de un proceso de
fermentacion sumergida con respecto a los procesos tradicionales de fermentacion en
superficie representd grandes mejorias (Bleyer, 1924). Sin embargo, la aplicacion

industrial del proceso sumergido no se inicié hasta los afios 50.
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En 1944, Szucs, demostr6 que la fermentacibn sumergida era posible en un medio
conteniendo una fuente de fosforo no asimilable, hecho que le permitié6 disefar un
proceso en dos etapas, una primera conteniendo fésforo para asegurar un correcto
desarrollo del micelio; y una segunda, en ausencia del fésforo para producir el acido

citrico.

Shu y Jonson en 1947, mejoraron el método, logrando los dos objetivos en una sola
etapa, determinando que el balance de Zn, Mn, y fosfato son los elementos mas criticos

en la fermentacion sumergida.

Para poder hacer viable el proceso sumergido, era necesario encontrar sustratos
econdémicos como melazas de cafia o remolacha, almidén o jarabes de glucosa. Multiples
autores realizaron investigaciones en este sentido (Shu, 1948a; Schweiger y Snell,
1951; Moyer, 1953).

En los afios 60, nuevos estudios se realizaron demostrando la posibilidad de utilizar n -
alcanos como fuente de carbono para el proceso a partir de levaduras, proceso que
dejé de ser viable rapidamente. Entre las levaduras productoras de acido citrico se
encuentran Candida, Pichia, Hansenula. Una de las desventajas de este proceso es la
elevada produccion de acido isocitrico que dificiimente se separa del acido citrico
(Papagianni, 2007).

Actualmente se puede decir que muchas compafiias multinacionales, han adquirido el
“Know How” de la operacion de cultivos sumergidos con ventajas muy especificas. La
experiencia adquirida en el sector industrial se mantiene como un secreto. En general, el
éxito del proceso fermentativo depende no solo de tener una cepa adecuada sino

también del control riguroso de las condiciones dptimas requeridas.
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El &cido citrico, en condiciones naturales no puede ser producido como metabolito
primario en altas cantidades. Por lo tanto cualquier excrecion elevada se interpreta como
el resultado de una irregularidad metabdlica causada genéticamente o de un

desbalance metabdlico severo, que puede obedecer también a condiciones ambientales.

A pesar de una larga y exitosa historia de produccion de &cido citrico no existe una Unica
explicaciébn para las bases bioguimicas que expliqguen en forma consistente el
comportamiento de la fermentacion. Adicionalmente, los estudios cientificos, utilizan
cepas de baja o0 moderada sobreproduccién o condiciones no dptimas de la fermentacion
para la acumulacion de citrico. Esto hace muy dificil la comparacion de datos y ha
afectado adversamente los prospectos para crear una imagen real del estado actual de

la fermentacion comercial del &cido citrico (Papagianni, 2007).

1.1.1 El actor principal del proceso:  Aspergillus niger

Muchos organismos pueden producir acido citrico, sin embargo, A. niger, es el principal
microorganismo utilizado en la produccion industrial (Soccol et al., 2006; Papagianni,
2007; Rywinska et al.,, 2009). Dentro del género Aspergillus se agrupan hongos
filamentosos que han sido reclasificados y actualmente pertenecen al grupo de los
Ascomicetos (Lutzoni et al, 2004). Su reproduccion es asexual exclusivamente por
conidios o pueden presentar fragmentacion del micelio, forman conidios expuestas sobre
la superficie del micelio, normalmente agrupados sobre una cabezuela

(http://www.doctorfungus.org/thefungi/Aspergillus _spp.htm, 2004).

Para poder realizar una descripcion de las colonias de A. niger, mdltiples autores
coinciden en que la composicion del sustrato, la temperatura de incubacion, las
condiciones de iluminacion, y la edad del cultivo deben ser especificadas. En medio CYA,
Czapeck Yeast Extract, las colonias del género Aspergillus tienen textura que va desde
suave hasta polvorosa. El color de la superficie de la colonia depende de la especie; en
A. niger, es de color negro y el reverso entre blanco y amarillo (Raper KB y Fennel DI,
1965).
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Las caracteristicas macroscopicas que normalmente se especifican al hacer un proceso

de identificacion son las siguientes:
- El color de las partes aéreas incluyendo el micelio vegetativo, cabezas conidiales.

- La pigmentacion del medio basal asi como del sustrato permiten realizar

confirmaciones.

- La tasa del crecimiento colonial y el didmetro alcanzado en un tiempo particular y en un

medio especifico es caracteristico de una especie.

- El borde de la colonia puede ser grueso y afilado, delgado y difuso, liso y entero o
irregular, sumergido o aéreo (Raper KBy Fennel DI, 1965).

La identificacion microscopica del género Aspergillus estd basada en caracteristicas
similares existentes en todas las especies y en caracteristicas especificas presentes en

ciertas especies. Entre las comunes a todas las especies se encuentran:

Las especies del género Aspergillus estan conformadas por hifas hialinas septadas.
Aspegillus niger en particular presenta conidioforos largos, lisos, incoloros o de color
café, con fialides bi-seriadas y conidios redondos. La cabeza conidial, su color, forma,
tamafio y organizacion de las partes de la cabeza conidial es caracteristico de cada
especie. Las cabezas de A. niger son mas largas, radiadas y negras, amarillosas —

cafesosas (Figura 1-1. 1zg G).

El “foot Cell", la primera indicacion del desarrollo de la estructura conidial en A. niger es
el alargamiento de ciertas células en el micelio y subsecuente desarrollo de una pared
muy gruesa. Cada una de estas células produce un conidi6foro como una ramificacion
perpendicular al largo eje de la célula. El “foot cell’ normalmente se vuelve curvado y
torcido con la edad y su conexion con las hifas vegetativas puede volverse dificil de

determinar. Puede estar sumergido en el sustrato 6 levantarse de la hifa aérea. La
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presencia de “foot cell”, es fuerte evidencia que el aislamiento obtenido corresponde a

una especie del género Aspergillus (Figura 1-1. 1zq A).

La ramificacion erecta perpendicular que parte desde el “foot Cell” y finalmente
produce en su extremo final la cabeza conidial se conoce como conidiéforo o tallo. En la
mayoria de las especies de Aspergillus, los conidiéforos son individuales y cada uno
porta una Unica cabeza conidial. El conidi6foro puede ser septado o no; pueden ser
luminosos o tener colores llamativos desde verdes, pasando por amarillos y marrén o la
pigmentacion puede estar confinada a la pared o alguna porcion de ella. La
pigmentacion, es una caracteristica inherente de cada especie y puede reflejar la
capacidad de absorcién de algin pigmento de una fuente externa. En Aspergillus niger,
la pigmentacion del conidiéforo es progresiva desde la vesicula hacia la base y resulta de

la absorcién de un pigmento soluble llamado aspergillina (Figura 1-1. 1zg B).

El conidi6foro se alarga para formar una estructura eliptica, globosa y hemisférica
llamada vesicula, la cual provee gran superficie para la adherencia de las esporas. En
pasos posteriores la perforacion de la vesicula se produce por la formacion del
esterigma. Las vesiculas pueden ser hialinas o pigmentadas (Figura 1-1. 1zq C, D, E1 y
E2). Existen dos capas de células derivadas de la vesicula, la primera llamada pro-
fidlides (uni-seriadas) y la segunda fialides (Figura 1-1. Izq F y G). Los conidios de la

mayoria de especies de Aspergillus son uninucleadas (Raper KBy Fennel DI, 1965).
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Figura 1-1: .Morfologia microscopica de hongos pertencientes al género Aspergillus.

Izquierda. Desarrollo del aparato conidial en A. niger A: Foot Cell B. Desarrollo del conidiéforo C
y D: Dearrollo de la vesicula. E1 y E2: Vesicula y sterigmata. F: Dearrollo avanzado del
esterigma. G: Cabeza conidial joven mostrando esterigma secundario con cadenas de conidias.
Derecha: A: Aparato conidial de A. niveo glaucus con una sola serie de esterigma. B: Aparato
conidial de A. versicolor: mostrando 2 series de esterigma. Tomado de Raper KB y Fennel DI,

1965; Abarca L, 2000; Lutzoni et al, 2004.
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Figura 1-2:  Fotografia de Aspergillus niger al microscopio electronico. Fuente:

http://kacatko.files.wordpress.com/2008/11/asexual-structures-of-asperqillus-niger.jpg
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Figura 1-3:  Fotografia al microscopio O6ptico. Aumento 400X, Conidi6foro de
Aspergillus niger, cepa en estudio. Imagen no publicada (Gémez, 2011).

§ Caracterizacion molecular.

La micologia, estudio de los hongos, tradicionalmente ha sido una subdisciplina de la
botanica, pero andlisis filogenéticos para ADN ribosomal y genes que codifican para
proteinas, han demostrado que los hongos estan mas cerca de los animales que de la
plantas (Lutzoni et al, 2004).

El hongo Aspergillus niger es ampliamente explotado por fermentacion industrial para la
produccion de enzimas y acido citrico. EI genoma de la cepa CBS 513.88, ancestro de
una cepa productora de enzimas, fue secuenciado por la empresa DSM y sus
resultados publicados en 2007. Su genoma esta compuesto por un total de 33.9
megabases (Pel, J. H et al, 2007).
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A partir de la caracterizacion molecular se realiz6 el arbol filogenético encontrando que A.
niger estd ampliamente relacionado con A. terrreus y A. oryzae y separado de A.
fumigatus y A. clavatus quienes tiene genomas mas pequefios (29-30Mb) (Pel, J. H et al,
2007).

Segmentos grandes del genoma de A. niger muestran alta conservacion en el orden de
los genes con respecto a otras especies del género, sin embargo, dentro de esas
regiones, se observan numerosos re-arreglos intra- cromosémicos y micro-inversiones.
La extremada flexibilidad en su metabolismo y la alta versatilidad nutricional, fue
confirmada por la presencia de varias clases de transportadores, 461 genes se
encontraron relacionados con el transporte de un elevado nimero de sustratos algunos

de los cuales, trabajan como sensores de nutrientes (Pel, J. H et al, 2007).

A partir de la construccion de las rutas metabolicas los autores investigaron porqué A.
niger es un eficiente productor de acidos organicos. Lo que se explica por el hallazgo de
numerosas enzimas involucradas en la formacién del principal precursor del citrato el
oxaloacetato. En total se encontraron 2 piruvato carboxilasas (una citoplasmatica y una
mitocondrial), 4 malatos deshidrogrenasas (3 citoplasmaticas y una mitocondrial),
ademdas se encontré un transportador mitocondrial de oxaloacetato, 4 citrato sintasas
(una citosdlica y tres mitocondriales). También se encontré redundancia de la enzima
aconitasa. Adicionalmente se encontraron tres transportadores de acido citrico en la

membrana citosélica (Pel, J. H et al, 2007).

Flipphi et al., 2009, estudiaron la gen6mica y bases evolutivas de la versatilidad de las
especies del género Aspergillus. Anotaron 155 genes por genoma que incluyen genes de
la glicdlisis, pentosas fosfatos, y ciclo de Krebs entre otros, detectando que las cepas de
este géner tiene refuerzos en muchas areas de su metabolito primario generados por

duplicacion transferencia horizontal de genes.
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Andersen et al, 2011 realizaron un estudio gendmico comparativo de una cepa de A.
niger productora de acido citrico ATCC1015 y de una cepa productora de enzimas CBS

que deriva de la cepa NRRL 3122 con el objeto de elucidar las diferencias genéticas
responsables de las diferencias en el fenotipo. Cabe notar, que la cepa ATCC1015
muestra una produccién de &cido citrico modesta con respecto a los rendimientos

industrialmente obtenidos (Andersen et al, 2011).

El estudio reveld un total de 396 y 510 genes unicos en las cepas CBA 513.88 y
ATCC1015 respectivamente. Examinando los genes que solo estan presentes en la cepa
ATCC1015, se encontraron cuatro poliquetidos sintasas sugiriendo que esta cepa
produce metabolitos secundarios Unicos.Adicionalmente, se encontré mayor expresion
de la via oxidativa en esta cepa, mientras que en la cepa CBS 523.88 la glicdlisis y el

ciclo de acidos tricarboxilicos se encuentra sobre regulada (Andersen et al, 2011).

En general en el estudio, se observo alta similaridad a nivel de cromosomas y en el
orden de los genes entre las dos cepas, adicionalmente se observaron muchas

inserciones y deleciones por encima de 200Kb (Andersen et al, 2011).

Condiciones para la fermentacién

El mecanismo bioquimico a través del cual A. niger acumula acido citrico ha atraido
mucho interés. Desde los afios 30s, varias explicaciones se han propuesto. El acido
citrico solo se acumula cuando varios nutrientes se encuentran a alta concentracion
(azucar, acidez y oxigeno disuelto) y otros, se encuentran en condiciones sub-Optimas
(elementos traza, nitrégeno y fosfato); observacién que realizaron Shu y Johnson
(1948). Papagianni, 2007, en acuerdo con reportes anteriores, comenta que son
muchos los eventos bioquimicos que contribuyen en conjunto a esta sobre-produccion y
qgque dada su naturaleza bioquimica, es imposible valorar la influencia de factores

individuales sin tener en cuenta la influencia de los otros.
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§ En cuanto a los nutrientes.

Fuente de Carbono . De acuerdo a Kubicek y Rohr (1989) la sacarosa es el sustrato
preferencial dado la existencia de una invertasa extracelular activa a bajos pH, la cual
rapidamente hidroliza la sacarosa. La preferencia de la sacarosa sobre la glucosa y
fructosa también fue registrada por Xu et al., 1989. Entre otros sustratos utilizados estan
las melazas y en algunos casos la fructosa y/o glucosa (Bizukojc M., Ledakowicz S.
2004). Ademéas de la fuente de carbono, la concentracion de este nutriente es critica
para la produccion de &cido citrico. Una alta concentracién de azucar incrementa la
actividad de algunas enzimas glicoliticas y sobretodo, de la importante enzima piruvato
carboxilasa que promueve la sintesis de oxalacetato necesario para el ciclo de Krebs.
Honeker et al., 1989, mencionan que la concentracién éptima de sacarosa se encuentra
entre 14y 22%.

pH del caldo: ElI pH es importante primero, porque las esporas requieren un pH
relativamente alto para germinar (3-5); y segundo, porque mantener un pH bajo favorece
el proceso de la fermentacion. El pH Optimo para la fermentacion se encuentra entre 1.7
y 2.0, valor que favorece la produccién de &cido citrico y que permite controlar
poblaciones contaminantes y la produccion de otros metabolitos como el 4cido oxalico y
glucédnico que tienden a acumularse a pH superiores (Sassi et al., 1991). De acuerdo con
Papagianni, 1995, incrementar el pH a 4.5 durante la fase de produccion podria reducir
el rendimiento de la fermentacion en 80% y afectar negativamente la morfologia del

microorganismo.

Aireacion. El proceso de obtencion de acido citrico es estrictamente aerobio, el oxigeno
suministrado mantiene activa la via metabdlica. La produccidbn se suspende por la
ausencia de oxigeno por unos pocos minutos y en algunos casos no se reestablece

completamente después de recuperar la aireacion (Rhem y Reed, 1983; Yigitoglu, 1992).
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Limitacién de Nitrogeno y Fosfatos. El nitrégeno, es importante para la formacién de
la biomasa y para el control del pH. Fisiolégicamente los compuestos de amonio son los
preferidos, debido a que durante su consumo, el pH del medio disminuye, pre-requisito
para la producciébn de &cido citrico (Mattey, 1992). Sephard, 1963, obtuvo buenos
resultados cuando se adicioné amonio a la fermentacion en el momento en
decrecimiento de la tasa de produccion, explicable probablemente por el efecto

regulador del amonio en la acumulacion del acido citrico.

Los registros concernientes al efecto limitante de nitrégeno y fosfato son contradictorios.
De acuerdo con Shu & Johnson (1948) los fosfatos son limitantes para la produccién de
acido citrico. Sin embargo, cuando los metales trazas o menores no son limitantes,
incrementar la concentracion de fosfatos puede resultar en reacciones colaterales e
incremento de la biomasa, con detrimento de la produccion de &cido citrico (Papagianni
et al, 1999 a,b,c).

Elementos trazas 0 menores . Tomlinson 1950, encontré que el Fe, Cu, Mn y Zn, en
concentraciones muy bajas y controladas, son esenciales para una Optima acumulacion
de &cido citrico, hecho reportado anteriormente por Mattey (1992). Shu y Jhonson, 1948,
demostraron que la produccion de &cido citrico se ve drasticamente afectada por altas
concentraciones de Mn. Scheiweiger, 1961, registré6 que el efecto negativo del hierro
se puede controlar con altas concentraciones de cobre, este Ultimo también controla el
exceso de Mn (Rhem y Reed, 1983).

La deficiencia de Mn ocasiona reduccion de la actividad de algunas enzimas de la via
anabdlica de las pentosas fosfato y concentra la actividad en el ciclo de acidos
tricarboxilicos, hecho favorable al proceso industrial. Adicionalmente resulta en dafios en
el anabolismo, entre los cuales se destaca la generacion de un pool de iones amonio

como resultado de la degradacién proteica, esta alta concentracion de amonio
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intracelular es un potente regulador de la fosfofructokinasa, ya que la libera de la

inhibicion por citrato (Rhem y Reed, 1983).

El cobre, se utiliza para controlar la morfologia. Si se utliza en exceso, inhibe
completamente el crecimiento y genera una estructura peletizada muy densa, la cual es
improductiva. Tsekova et al.,, 2000, demostraron que el cobre no sélo inhibe el
crecimiento sino también la produccién de acido citrico, por inhibicion de enzimas como
la aconitasa e isocitrato deshidrogenasa. Observaron que el contenido de ADN vy
proteinas decrecia mientras que los lipidos y polisacaridos aumentaban por efecto de
este elemento. Neitik et al.,, 1997, también demostraron que altos niveles de cobre

pueden inhibir el transporte de citrato.

El hierro y el manganeso, en exceso, por su parte tienen efectos completamente
contrarios al presentado por el cobre. Siendo activadores del crecimiento, ocasionan
elongacion de hifas y finalmente un caldo espeso donde la transferencia de oxigeno es
ineficiente y ocasiona baja acumulacion de acido citrico. Neitk et al., 1997,
demostraron que la excrecion del citrato al exterior de la célula s6lo puede demostrarse
previo cultivo de A niger en condiciones deficientes de Mn, esta deficiencia como
requerimiento para la acumulacion de acido citrico estd ampliamente documentada
(Rhem y Reed, 1983).

§ En cuanto al hongo.

Cambios en Morfologia. Aunque se ha establecido que existe una estrecha relacion
entre la morfologia del hongo y la productividad en acido citrico (Papagianni et al., 1994,
1998, 1999a,c); no existe un acuerdo acerca de si la morfologia mas adecuada es la
filamentosa o la peletizada, morfologias ambas que dependen de condiciones de cultivo

y genotipo de la cepa.
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Varios autores han demostrado la superioridad de la estructura pelletizada (Takahashi et
al.,, 1958 y Schweiger y Snell, 1951). Estos Ultimos, demostraron la necesidad de
formacion de agregados compactos o pellets (< 5mm de diametro). En contraste, Moyer

(1953), concluyo6 que la formacion de pellets es indeseable para el proceso.

Las principales condiciones de cultivo que afectan la morfologia son la agitacién, el pH,
la tasa de crecimiento, factores nutricionales y la concentracion de indculo. La agitaciéon
intensa se relaciona con el desarrollo de filamentos altamente ramificados, delgados,
cortos, y muy productivos, aunque puede generar fragmentacion. El pH bajo, ademas
de mantener activas enzimas determinantes para el proceso, mantiene una morfologia
adecuada. Desde el punto de vista nutricional, sélo se ha demostrado la influencia del Mn
en la morfologia, Kisser et al., 1980. La omision de Mn, induce la presencia de esporas
hinchadas e hifas bulbosas. La presencia por su parte, conduce a la pérdida de
polaridad de las hifas, incrementa la ramificacion y la sintesis de quitina, observaciones

corroboradas por Papagianni en 1995.

Bioguimica de la produccion del acido citrico

Las rutas metabdlicas utilizadas por Aspergillus niger para la produccion de acido citrico
a partir de sacarosa son la Glicolisis o via Embden Meyerhof Parnas y el Ciclo de

Acidos Tricarboxilicos 6 Ciclo de Krebs.

La sacarosa, es inicialmente hidrolizada por un invertasa extracelular activa a bajo pH
generando una molécula de glucosa y una de fructosa las cuales son asimiladas por el
microorganismo (Boddy et al., 1993) (Rubio y Maldonado, 1995).

La glicdlisis, via degradativa que se lleva a cabo en el citosol celular, consiste en la

degradacion de la glucosa o glucosa 1-fosfato en acido pirtvico. Transformacion que se
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da en dos etapas: en la primera, la molécula de glucosa de seis carbonos, se transforma
en dos moléculas de tres carbonos; en la segunda, las moléculas de tres carbonos se
transforman en acido pirivico, ATP y NADH. El balance energético neto de la glicélisis
es la produccion de 2ATP por cada mol de glucosa (4ATP producidos y 2 ATP
consumidos) (Stryer L, 1995; Alvares-Vasquez et al., 2000y Peksel et al., 2002).

En presencia de oxigeno, el acido piravico proveniente de la glicélisis se oxida totalmente
en la matriz mitocondrial hasta liberar CO. a través del ciclo de Krebs. Como oxidantes
actlan coenzimas que a su vez son reducidas. El hidrégeno unido a las coenzimas, es
transferido en la segunda fase al oxigeno molecular, con formacién de agua. El ciclo es
la via final para la oxidacion de moléculas combustibles como los azlcares y suministra
intermediarios diferentes para la biosintesis (Crueguer, 1989). El balance energético neto
del ciclo de Krebs y la glicélisis es la formacion de 38ATP (2ATP producidos en
glicdlisis y 36 ATP producidos en ciclo de Krebs) (Stryer L, 1995) (Figura 1-4).

Como se puede observar, la produccion de acido citrico ocurre en las primeras etapas
del ciclo de Krebs. Aungue numerosos trabajos han registrado como etapa determinante
para su acumulacion, la inhibicion de las enzimas que permiten su degradacion
(aconitasa o isocitrato deshidrogenada) (Kubicek y Rohr, 1989; Rohr, 1996), existen
sblidas evidencias de la realizacién del ciclo total durante el proceso de fermentacion.
Ahmed et al., 1972 demostraron la presencia de un set de enzimas completo requeridas
para el ciclo; adicionalmente, Jernejc et al., 1992, demostraron un incremento en el nivel
de proteina celular; ambas observaciones sugieren que el ciclo se encuentra activo

durante el proceso de produccién de acido citrico.

Una hipétesis para la acumulacion de &cido citrico, esta asociada con la actividad de un
transportador, con alta afinidad por citrato, que compite con la enzima aconitasa. El
transportador, bombea el citrato por fuera de la mitocondria sin la necesidad de inhibir
ninguna enzima del ciclo de Krebs, en los mamiferos se sabe que este transportador

esta igualmente asociado al transporte de malato (Kubicek, 1988 y Karaffa et al., 2003).
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Torres et al., 1994a demostraron que existen tres etapas de control determinantes en la

produccion de &cido citrico, todas ellas blancos importantes para el mejoramiento de
cepas (Karaffa et al., 2003).

- Toma y fosforilacion de las hexosas: Existen 2 transportadores de glucosa, sin
embargo, su papel no estid claro. Uno de los transportadores, de baja afinidad, se
encuentra activo en condiciones de alta concentraciébn de azlcar como las utilizadas
para la produccion de citrico. La toma de la glucosa no se inhibe ni siquiera en
condiciones de alta concentracién de citrico en el medio, pero las permeasas si (Torres

et al., 1996 a). Al parecer, en esta condicion la entrada de la glucosa se da por difusion
pasiva.

Figura 1-4: Rutas metabdlicas utilizadas para la produccion de &cido citrico, glicélisis y
ciclo de Krebs. Tomado textualmente de Papagianni, 2007.
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- Excrecién de acido citrico de la mitocondria al ¢ itosol: Como se mencioné
anteriormente, la excrecion del citrico de la mitocondria ocurre gracias a la existencia de
un transportador de tricarboxilato, la excrecion esta adicionalmente acoplada a la
entrada de malato, hecho que se ha soportado en la observacién de un incremento en la

concentracion de malato previo a la acumulacion de acido citrico (Evans et al., 1983).

- Excrecion del acido citrico del citosol al exteri or: Ocurre en condiciones de una alta
concentracion de citrato dentro de las células, por lo que requiere ATP. El proceso
requiere adicionalmente de una permeasa, que se incrementa, segun estudios
realizados en cultivos del hongo bajo condiciones de deficiencia de manganeso (Netik et
al., 1997; Madigan et al., 2000).

El Fésforo y el potasio, elementos claves del proce  so.

Una visidon cronolégica sobre el conocimiento de este proceso productivo, permite
conocer que Perquin (1938) realiz6 un estudio de la produccion de acido citrico en
frascos agitados utilizando A. niger y desarroll6 el concepto del sobre-flujo del &cido
citrico como resultado de la deficiencia de fosfatos. Existe una patente basada en esta

observacion (Szucs, 1944).

Posteriormente se estableci6 que la concentracibn de fésforo esta regulada por la
presencia de los metales i6nicos cémo hierro, cobre, zinc y manganeso. En condiciones
donde los metales no pueden ser totalmente controlados, como por ejemplo, en
sustratos como melazas, es aconsejable trabajar con bajos niveles de fosfatos. En estas
condiciones, un incremento en los fosfatos puede generar la formacion de azucares
acidos infermentables (Martin & Steel, 1954), otras reacciones colaterales e incremento

de biomasa (Papagianni et al., 1999a,b,c).
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El efecto del KCl y NaCl fue estudiado por Allaway & Jennings, 1970, quienes
encontraron que el crecimiento se puede reducir entre 40 y 25% en presencia de 200Mm
de NaCl y KCI. Los iones de sodio inhibieron la absorcion de la glucosa y su
catabolismo. Al mismo tiempo, se observo excrecion de K del micelio hacia el medio.
Esta inhibicion de absorcién de la glucosa se contrarrestd con la adicion de cloruro de

calcio, el cual redujo también la pérdida de potasio.

En condiciones ideales para la produccién de acido citrico, de nitrégeno limitante, se
favorece la formacion de pellets en estos hongos filamentosos (Braun y Vecht-Lifshitz,
1991). Por el contrario, el exceso de fosfatos, afecta negativamente la formacion de

pellets y estimula el crecimiento hifal (Kantz et al., 1972).

Papagianni, 1995, 1999a, en un reactor tubular, encontré una relacion cuantitativa entre
la concentracion de fosfato en el medio, la morfologia de Aspergillus niger y la
produccion de &cido citrico. Pequefios aumentos en la concentracion de fosfato y
potasio (KH.POs) conllevaron a decrecimiento de la productividad en &cido citrico,
mientras la biomasa se dobl6. Los cambios en la morfologia observados fueron
drasticos: aumento de la frecuencia de ramificacion y de la longitud de las hifas,
generando impacto negativo en la viscosidad del medio y concentracion de oxigeno

disuelto.

Se ha sugerido que la homeéstasis del pH intracelular en estos hongos filamentosos se
logra por la operacién paralela de una ATPasa y un sistema de toma de protones de

alta afinidad (simporte) para potasio (Hesse et al., 2002).

Actualmente se tiene plenamente establecido que la produccién de &cido citrico por
Aspergillus niger depende de la presencia de nutrientes como el nitrdégeno, el fésforo,
el potasio y otras sales (Jianlong y Pig, 1998; Wen y Chen, 2001; Jin Woo Kim, 2004).

Nutrientes esenciales como N, P, K y Na deben ser proveidos en cantidades 6ptimas
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para maximizar la produccion de acido citrico y controlar el crecimiento micelial de
Aspergillus niger. Distintos investigadores han corroborado que la produccion de acido
citrico es funcion de la suplementacion del medio con glucosa, N, P. El nitrégeno y el P
son esenciales dado que representan el 12.5% y 0.75% respectivamente de la biomasa
del hongo en base seca (Kim et al., 2006). El exceso de nitrégeno y potasio, promueven
el crecimiento desviando la fuente de carbono hacia la produccion de biomasa y energia

y restringiendo la produccion de &cido citrico (Pintado et al., 1998; Niamul et al., 2009).

Papagianni en el 2007, describe la bioguimica de la produccion del acido citrico. En esta
descripcion se destacan varias fosforilaciones de sustrato y oxidativas ambas
dependientes de P, al igual que la via pentosas fosfatos para fabricacion de ADN y ARN
donde igualmente esté involucrado el P. Las siguientes enzimas de las rutas glicolitica y
ciclo de Krebs requieren como co-factor el potasio: piruvato kinasas, piruvato carboxilasa,
citrato sintasa (Rhem y Redd, 1983).

Optimizacion de la produccion

La optimizacion de la produccion de acido citrico se ha emprendido bajo diferentes
estrategias que incluyen el mejoramiento de cepas y optimizacion de la formulacion de

nutrientes.

Mejoramiento de cepas

Muy pocas industrias utilizan en sus procesos productivos cepas silvestres aisladas
directamente de la naturaleza, normalmente se acude a la utilizacion de mutantes o
cepas recombinantes obtenidas por ingenieria genética. El objetivo principal del
mejoramiento de cepas esta dirigido a acortar los ciclos de fermentacion, incrementar la
productividad y mejorar los rendimientos del proceso. Es preciso anotar, que una

elevada acumulacion de acido citrico, genera condiciones de cultivo drasticas como bajo
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pH y alta acidez, por lo cual es importante que la sensibilidad de las cepas a éstas
condiciones se reduzca concomitantemente con mejoras en productividad y eficiencia
(Gémez, 2004).

Pocos registros de mejoramiento de cepas para la produccién industrial de acido citrico
aparecen en la literatura, sin embargo, numerosas investigaciones de mutacion y
seleccion 6 recombinacion han sido realizadas de manera exitosa pero que no han
sido publicadas dado que constituyen “know how” de las empresas y les permiten

mantener su competitividad (Gémez, 2004).

§ Mutacion y seleccion.

Las mutaciones pueden ocurrir in vivo de una manera espontdnea. Sin embargo, debido
a su baja frecuencia no se considera como practica efectiva aislar mutantes
espontaneos para el desarrollo de cepas industriales (Crueguer, 1989) y se acude

entonces a la induccion con la utilizacién de agentes mutagénicos.

Los agentes mutagénicos mas ampliamente utilizados para hongos son la luz ultra
violeta, el acido nitroso y la nitroquinolona, su uso incrementa considerablemente la
frecuencia de mutacion. Las mutaciones (tiles en el mejoramiento de cepas microbianas
son principalmente mutaciones puntuales, mutaciones cromosémicas pueden ocurrir

pero son de menor significancia.

Altas dosis del agente mutagénico incrementan la probabilidad de obtener mas de una
mutacion al tiempo en el mismo genoma, lo que puede resultar en el incremento de
produccion de acido citrico y a la vez, en una disminucién de la viabilidad de la cepa.
Para minimizar la probabilidad de obtener caracteristicas indeseadas, es necesario
optimizar el proceso hasta el punto de obtener una elevada frecuencia de mutacion y

viabilidad de la cepa resultante (Crueguer, 1989).
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Las cepas mutantes deben ser preservadas adecuadamente para evitar el
decaimiento 6 pérdida de la caracteristica de interés. Dado que el decaimiento se
da normalmente durante las etapas vegetativas, la mejor forma de preservar las

cepas mejoradas es bajo la forma de esporas o conidiosporas.

H. Ikram Ul et al., 2004, realizaron ensayos de produccién de acido citrico a partir de
melazas de cafia con mutantes seleccionados de A. niger. Después de realizar una
mutacion con luz ultra violeta a una suspension conidial, tres variantes se
seleccionaron por presentar la mejor productividad, los cuales fueron mejorados por
posterior mutacion, con N-metil N-nitro N- nitroso guanidina (MNNG). A partir de ésta
segunda mutacion, variantes resistentes a la 2, 3 deoxy D- glucosa se seleccionaron
como los méas productivos con melazas pre-tratadas con ferrocianuro de potasio y acido

sulfdrico.

Estudios similares fueron realizados y registrados por Lofty et al, 2007, quienes
obtuvieron cepas sobre-productoras de &cido citrico, las cuales se probaron con diversas

fuentes alternativas de nitrégeno y carbono derivadas de desechos industriales.

§ Ingenieria genética.

Las técnicas de mejoramiento anteriormente descritas, son procesos de ensayo y error
gue involucran laboriosos programas de seleccion y en los cuales en la mayoria de los
casos, se desconoce el mecanismo particularmente afectado. Por el contrario, la
ingenieria genética realiza una aproximacion mas racional y permite la manipulacién

de etapas especificas de la ruta bioquimica definida (Kristiansen et al., 2002).
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Los registros del uso de las técnicas de ADN recombinante en A. niger son relativamente
recientes (Buxton et al.,, 1985 ; y Kelly y Hye, 1985). La transformacion de Candida
lipolitica es muy posible, sin embargo no existen reportes en donde esta cepa se

transforme para mejorar su produccion de acido citrico (Davidow et al., 1985).

Diferentes protocolos de transformacion de A. niger se han registrado, el mas utilizado
involucra el polietilenglicol como mediador de la captura DNA por parte de protoplastos,
seguido de una regeneracion en un medio adecuado y selectivo. Este ADN ya sea lineal
o circular se integra posteriormente al genoma. La integracion puede ocurrir en el locus
homologo o en otro loci. Mdltiples copias del gene introducido pueden obtenerse
dependiendo del numero de copias en el sitio de integracion. Nielsen et al., 2008,
insertaron genes involucrados en la via reductiva del ciclo de Krebs en Aspergillus niger.
Muchos genes individuales asi como diferentes combinaciones fueron evaluados: malato
deshidrogenesa (mdh2) de Saccharomyces cerevisiae, fumarasas (Fumls y FumRs) de
Saccharomyces cerevisiae y Rhyzopus oryzae. Todos los transformantes presentaron

rendimiento y productividad en &cido citrico superior a las cepas de origen.

Estudio de la formulacion de nutrientes.

Son mudltiples las investigaciones que se encuentran con respecto al estudio de la
formulacion de nutrientes para la fermentacion de acido citrico. Sin embargo, la mayoria
de ellos estan enfocados a la utilizaciébn de sub-productos o residuos agroindustriales ya

que el costo de sustrato tiene un impacto significativo en el costo de produccion.

Kim et al.,, 2006, evaluaron la optimizacion de la formulaciébn de nutrientes para la
produccion de acido citrico por fermentacion en estado solido utilizando una cepa de A.
niger NRRL 567 crecida en turba suplementada con glucosa. Las variables evaluadas
fueron la concentracion de nitrdgeno, fosforo, glucosa y NaCl. Los resultados obtenidos

fueron analizados utilizando un disefio de tratamientos punto central a partir del cudl
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produjeron una ecuacion polindmica de segundo orden para predecir la concentracion de

acido citrico como una funcién de las variables evaluadas.

Imandi et al., 2007, optimizaron los componentes del medio para la produccién de &acido
citrico por fermentacion sumergida con una cepa de levadura de Yarrowia lipolitica
NCIM3589 a partir de glicerol, un sub-producto de la produccion de biodiesel,
utilizando un disefio experimental Doehlert. Las variables estudiadas fueron la
concentracion de glicerol (20-80g/L), extracto de levadura (0.1-0.5¢g/L) y cloruro de sodio
(10-20g/L). Para analizar los datos utilizaron la metodologia de andlisis de superficie de

respuesta la cual permite rapida y eficientemente acercarse al éptimo.

Imandi et al., 2008, aplicaron disefios experimentales para optimizar los componentes
del medio para la produccién de acido citrico a partir de residuos de pifia. El trabajo se
realizé utilizando la cepa de levadura de Yarrowia lipolytica NCIM 3589 en fermentacion
en estado sélido. Utilizando el disefio de tratamientos de Plackett-Burman las variables
de extracto de levadura, el contenido de humedad, KH;PO. y Na;HPO. fueron
identificadas como las variables que mas influencian la produccion de citrico y fueron por

lo tanto subsecuentemente optimizadas utilizando un disefio de punto central.

Niamul et al., 2009, realizaron una optimizacién secuencial basada en un disefio de un
factor al tiempo utilizando residuos vegetales como sustrato de la fermentacion sélida
encontrando como factores mas importantes la concentracion de sustrato y la presencia
de minerales como Zn, Cu, Mn y Mg los cuales fueron posteriormente optimizados

utilizando un disefio de punto central y la metodologia de superficie de respuesta.
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2.METODOLOGIA

Con el propésito de cumplir con los objetivos propuestos se disefiaron tres ensayos que
buscaban probar las hipotesis planteadas. El ensayo 1, se disefi6 con el objeto de
probar la hipotesis que el Ky el P son elementos fundamentales y determinantes de los
resultados de la fermentaciéon. Los ensayos 2 y 3, se disefiaron para demostrar que un
incremento en la concentracion de K y una reduccion de P, en una formulacién base,
generan un aumento significativo en el rendimiento y productividad de la fermentacion

de acido citrico.

Los tres ensayos tuvieron en comun el tipo y concentracion de sustrato, la formulacion
de base (Ca, Mg, Cu, Fe, Zn, Mn) y fuente de nitrdgeno (urea y sulfato de amonio), el
pH, la agitacién, la concentracion de inéculo, el volumen y el tiempo de fermentacion.
Las variables de respuesta analizadas fueron la morfologia fungica y biomasa generada
(g/L) y para el ensayo 1, y la productividad (g/Lxh) y el rendimiento (%) de la

fermentacion de acido citrico para los tres los ensayos.

La unidad experimental consistid6 en un erlenmeyer de 250mL de capacidad con tres
bafles en el fondo conteniendo 30mL de medio cultivo y una suspension de esporas

como inoculo.
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Ensayo 1.

En el ensayo 1 se evalu6 el efecto de la ausencia y presencia del P y el K
(individualmente y en conjunto), sobre la morfologia de la cepa seleccionada y su

produccion de acido citrico.

Disefio Experimental

Se utilizd6 un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones. La
estructura del disefio de los tratamientos fue multifactorial completo con dos factores

(fésforo y potasio) y dos niveles (2°) (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Tratamientos para evaluar el efecto de ausencia y presencia de P y K

sobre la morfologia de la cepa en estudio y su producciéon de &cido citrico.

Tratamiento Fosforo (P) (ppm) Potasio (K)(ppm)
1 0 0
2 0 271
3 329 0
4* 329 271

*Tratamiento 4: Nivel estandar para pruebas de laboratorio en frascos agitados.
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Analisis de la informacion.

Para el andlisis de la informacién se utilizd el paquete estadistico Minitab version 15
(2008). Las variables de respuesta obtenidas a partir de los resultados obtenidos en
cada tratamiento propuesto fueron analizadas utlizando graficos de contorno y
superficie, gréficos de efectos principales e interacciones. Adicionalmente se realizd un
andlisis de varianza para evaluar los efectos de los niveles de fésforo y potasio y su

interaccion.

Montaje de las fermentaciones.

§ Preparacion de sustrato.

El sustrato utilizado en las fermentaciones fue sacarosa de cafla azlUcar a una
concentracion de 250 g/L. La solucion de azlcar previamente diluida se decationizé a
través de una resina cationica (referencia Lewatit Mono Plus S100 de Lanxess) con la de
la cual se retiraron los cationes presentes. La solucion decationizada, se esterilizd6 en

autoclave durante 5min a 121°C y 15 libras de presion.

§ Preparacion de inéculo.

El microorganismo utilizado en la presente investigacion fue una cepa de Aspergillus
niger mejorada por mutacién con luz ultravioleta (Lampara UVG-54 de 254nm, 3min de
exposicion) y seleccionada por su elevada produccion de &cido citrico en comparaciéon
con su parental (cepa mejorada por 45 afios), se utilizO como sustrato la sacarosa de
cafa. La cepa fue mantenida en silica gel. Los cultivos de trabajo fueron preparados
en Agar Sabouraud a partir de la cepa preservada y fueron incubados por 7 dias a
30°C antes de su utilizacion. Las esporas fueron recuperadas y contadas en un
contador de particulas HIAC 8000. A partir de los recuentos, se prepararon
suspensiones con una concentracion fija de 4X10’sp/mL con el objeto de tener

poblaciones similares en todas las fermentaciones. 0.3mL de la suspension de esporas,
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es decir 10% del volumen total, fueron utilizados como inéculo para cada una de las

fermentaciones.

§ Condiciones y medio de produccion.

Las diferentes fermentaciones se realizaron en un agitador orbital a 225 RPM ubicado
en un cuarto con temperatura y humedad controlada (34,5 +/-0.5°C y 60-70%). El medio
en el cual se realizaron las diferentes fermentaciones ademéas de tener sacarosa como
fuente de carbono, fue suplementado con micro-nutrientes (Cu, Zn, Fe, Mn) y macro-
nutrientes (Ca, Mg, K & P) del orden de partes por millén, adicionalmente contiene urea
y fosfato de amonio como fuente de nitrdgeno. El pH inicial del medio se ajusté a un
valor alrededor de 3.0. Las fermentaciones se dejaron corriendo durante 143h. A cada

erlenmeyer o fermentacion se le adicionaron 29.7ml del medio de cultivo.

§ Técnicas Analiticas.

Una vez finalizada la fermentacion, es decir después de 143h, los erlenmeyers fueron
retirados del agitador orbital y su contenido procesado. El volumen de total y de biomasa
fue medido después de permitir la sedimentacion de las muestra por 15 min en tubos
de centrifuga graduados. El sobrenadante, se filtré utilizando filtros Whatman de 0.45u
referencia 69702504. El filtrado obtenido se utilizé para medir el pH, la produccion de
acido citrico por titulacion acido —base; la concentracion de azlcar por Brix. La biomasa

se midio por peso seco (g/l).
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Figura 2-1: Agitador Orbital. Cuarto con temperatura (34.5°C) y humedad relativa (60-70%)

controladas.

§ Calculo de las variables de respuesta.

La productividad de la fermentacion de acido citrico (g/Lxh), se calcul6 dividiendo la
concentracion de &cido citrico obtenida (g/L) sobre el tiempo de fermentacion (h). El
rendimiento de la fermentacion (%) por su parte, se calculdé dividiendo la cantidad de
acido citrico obtenida en la fermentacion (g) sobre la cantidad de sustrato (g) y se

expreso en porcentaje (%).
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Ensayo 2.

Se evaluaron cinco tratamientos resultantes de combinaciones de P & K que surgieron a
partir de resultados preliminares (ver tabla 1) obtenidos al utilizar los niveles de frascos

agitados y de planta piloto. Adicionalmente, se incluyeron niveles intermedios (Tabla 2-
2).

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones. La
estructura del disefio de los tratamientos fue multifactorial completo aumentado, con dos

factores (fésforo y potasio) y dos niveles mas un punto central (2° + PC).

Tabla 2-2: Tratamientos para determinar los niveles adecuados de P y K para
la fermentacion de acido citrico.

Tratamiento Faosforo (P) (ppm) Potasio (K) (ppm)
1 329 208
2 329 271
3 430 208
4 430 271
5 380 240

Tratamiento 2: K altoy P bajo estandar para frascos agitados. Tratamiento 3 : K bajo y P alto
estandar para planta piloto. Unidades codificadas Bajo: -1, Medio: 0, Alto: +1.
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El analisis de la informacion, asi como el montaje de las fermentaciones incluida la
preparacion de sustrato y de indculo, las condiciones de cultivo, el medio de produccion
y las técnicas analiticas utilizadas para este ensayo fueron las mismas descritas para el

ensayo 1 en los literales 2.1.3.

Modelo estadistico.

El siguiente modelo estadistico se ajusta bien a los ensayos dos y tres:

Yijk=p+Pi+Kj+(PxK)ij+Eijk

Y ijk: Variable de respuesta para nivel de fosforo i, nivel de potasio j, repeticion K.
M. Media general.

P i: Nivel de fosforo i.

K j: Nivel de potasio j.

(P x K)ij: Interaccion fésforo i por potasio j.

E ij k:Error experimental fésforo i, potasio j, réplica k.
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Ensayo 3.

El nuevo ensayo pretendi6 comprobar si continuar reduciendo el P y aumentando el K
por encima de los niveles evaluados en el ensayo 2, continuaria mostrando la misma
tendencia en la productividad y rendimiento de la fermentacion de acido citrico. Se
retomaron algunas combinaciones evaluadas en el ensayo 2. La relacién entre los

ensayos 2 y 3, se muestra en la figura 2-2.

Figura 2-2: Relacion entre ensayos 2 y 3.
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Disefio Experimental.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones. La
estructura del disefio de los tratamientos fue multifactorial completo aumentado, con dos

factores (fosforo y potasio) y dos niveles mas un punto central (2° + PC).
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Tabla 2-3: Matriz de combinaciones evaluadas en el Ensayo 3.
Tratamiento Potasio (K) (ppm) Fosforo (P) (ppm)
1 240 280
2 300 280
3 240 380
4 300 380
5 271 329

K alto y P bajo estandar para frascos agitados. K bajo y P alto estandar para planta
piloto.Unidades codificadas Bajo: -1, Medio: 0, Alto: +1.

El analisis de la informacion, asi como el montaje de las fermentaciones incluida la

preparacion de sustrato, de inéculo, las condiciones de cultivo, el medio de produccion y

las técnicas analiticas utilizadas para este ensayo, son las mismas descritas para el

ensayo 1. El modelo estadistico planteado para el ensayo 2 también se ajusta a este

ensayo.






3.RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Ensayo 1.

El analisis de varianza muestra que los nutrientes P y K individuales y en interaccion

tuvieron influencia altamente significativa (p < 0.01) — Tabla 3 -1 - sobre los resultados

obtenidos en la fermentacibn de &cido citrico en

productividad (g/l x h) y biomasa fungica (g/l) - Anexo A.

las variables rendimiento (%),

Tabla 3-1: Ensayo 1. Andlisis de Varianza para rendimiento (%), productividad (g/L*h) y

biomasa (g/L).

Fuente GL Rendimiento (%)

Productividad (g/Lxh)

Biomasa (g/L)

CM
P 1 2580.16
K 1 4071.56
PxK 1 2705.40

a. Altamente significativo a p (a<0.01).

p
0.00012

0.00012

0.00012

CM

0.85800

1.32667

0.89107

0.00012

0.00012

0.00012

CM p
178.79  0.00012
206.62 0.00012

172.36  0.00012
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El alto coeficiente de correlacion entre las diferentes variables de respuesta, en todos
los casos, demuestra estrecha asociacion entre ellas, es decir que si una se
incrementa, la otra también (Figura 3-1, Anexo A).

Analisis del rendimiento.

Un coeficiente de variacibn bajo (<5%) en esa variable, excepto en el caso del
tratamiento 3, muestra un adecuado control de las condiciones ambientales durante el
ensayo. Con base en los valores p (Tabla 3-1), se concluye que los efectos principales de
P y K son altamente significativos sobre el rendimiento y que existe interaccion entre los
factores.

Figura 3-1: Ensayo 1. Rendimiento (%), biomasa (g/L) y productividad (g/L*h) en la
fermentacion de acido Citrico en ausencia y /o presencia de P y K individualmente y en

conjunto.
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Los efectos del foésforo (P) y del potasio (K) son positivos, lo que indica que al pasar
del nivel bajo (ausencia) al alto (presencia), el rendimiento de la fermentacion se
incrementa drasticamente como lo confirma la Figura 3-2 de efectos principales.
Adicionalmente, se representa la interaccién de los factores con la interseccién de las
dos lineas (Figura 3-3). La figura 3-4 de analisis de contorno muestra que el
rendimiento (%) de la fermentacion de &cido citrico aumenta a medida que los niveles de

Fosforo y Potasio aumentan.

Figura 3-2:  Ensayo 1. Efectos principales rendimiento de la fermentacion.
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Figura 3-3:  Ensayo 1. Interaccion para el rendimiento de la fermentacion.
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Figura 3-4:  Ensayo 1. Contorno para el rendimiento de la fermentacion.
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Analisis de Productividad.

El coeficiente de variacion de la productividad obtenida muestra adecuado control de las

condiciones de evaluacion y valores muy similares entre réplicas (Anexo A).

Con base en los valores p (Tabla 3-1), se concluye que los efectos principales son
estadisticamente significativos y que existe interaccion altamente significativa entre los
factores (p valor < 0.01). Es decir que, los niveles de fésforo y potasio influyen en la
productividad (g/L*h) de la fermentacién del acido citrico de la misma forma que influyen

en el rendimiento (%).

Se observa adicionalmente, como el efecto de los factores de fosforo (P) y potasio (K) es
positivo, lo que sugiere que al incrementarlos del nivel bajo (ausencia) al alto
(presencia), la productividad en la fermentacion se incrementa y, por lo tanto, ambos
nutrientes son fundamentales en la productividad, lo cual se corrobora con las figuras 3-

5y 3-7 de efectos principales y de contorno, respectivamente.
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En la interaccion K x P (Figura 3-6) se observa que el efecto del potasio es pequefio

cuando hay ausencia de fosforo, y los mejores resultados en productividad en la

fermentacion de acido citrico, se obtienen en presencia de ambos nutrientes.

Figura 3-5: Ensayol. Efectos principales para

fermentacion.
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Figura 3-6:  Ensayol. Interaccion para la Productividad (g/L*h) de la fermentacion.
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Figura 3-7:  Ensayol. Contorno para la productividad (g/Lxh) de la fermentacion.
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Andlisis de Aspergillus niger

§ Biomasa fangica.

De acuerdo con los valores de p, se observa como el efecto de los factores de fésforo

(P) y potasio (K) es estadisticamente significativo y positivo; lo que sugiere que
incrementar del nivel bajo (ausencia) al alto (presencia), la biomasa fungica formada
durante la fermentacion sufre un incremento como sucede con la productividad y el
rendimiento, analizados con anterioridad. Adicionalmente, existe interaccion altamente
significativa entre los factores (p valor < 0.01), es decir los niveles de fosforo y potasio
influyen directamente en la formacion biomasa fungica durante la fermentacion del acido

citrico.
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Tanto en la figura de efectos principales (Figura 3-8) como la de contorno (Figura 3-10)
se muestra que el nivel de fésforo (P) y el de potasio (K) ejercen un efecto positivo

sobre la formacién de biomasa fungica.

En la interaccion K x P (Figura 3-9), se observa que el efecto del K sobre la formacién
de biomasa fungica es pequefio cuando hay ausencia de fosforo y se incrementa en

presencia de ambos nutrientes.

Figura 3-8: En sayo 1. Efectos principales para Biomasa (g/L) de la fermentacion.
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Figura 3-9: En sayo 1. Interaccion para Biomasa (g/L) de la fermentacion.
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Figura 3-10: En sayo 1. Contorno para la Biomasa (g/L) en la fermentacion.
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§ Morfologiafungica

La ausencia o presencia de P y K tienen marcada influencia en la morfologia del hongo.
Como se puede observar en microscopia éptica (400x), la ausencia de P y K predispone
a la formacion de un pellet disperso y difuso, con hifas extremadamente largas, que se
entrecruzan (Figura 3-11a), mientras que la presencia de P y ausencia de K (Figura 3-
11c) llevan a que se forme un pellet muy grande, las hifas se agrupan mas densamente,
sin embargo, el efecto de no tener K lleva a la formacion de hifas quebradizas

(observacion de la autora en otras investigaciones).

La ausencia de P y presencia de K generan pellets compactos, pero pequefios con hifas
medianas, menos densas (Figura 3-11b). En la presencia de ambos nutrientes (en la
formulacion del tratamiento 4) se observa un pellet grande, més definido y redondo e
individualidad muy definida, con hifas muy cortas y sus puntas redondeadas (Figura 3-
11d).

Esta morfologia se considera como la mas apropiada para la produccion de acido citrico
y corrobora que cuando los dos elementos, P y K, estan presentes al tiempo (tratamiento
4), se logra la condicion ideal, de conformidad con la experimentacion cotidiana en la

produccioén industrial y las observaciones de diferentes investigadores.

Papagianni en el afio 2007 investigé la relacion entre la morfologia del hongo vy la
productividad en la fermentacion de acido citrico en cultivos sumergidos. En esta
bdsqueda, registr6 los desacuerdos que existen acerca de si la morfologia peletizada
y/o la filamentosa es la méas deseable para la produccién de &cido citrico. Sus
principales hallazgos son recopilados a continuacién y comparados con los resultados

obtenidos en el ensayol:

La morfologia ideal para A. niger fue descrita por primera vez por Snell y Schweiger

(1951): "Ramificaciones hifales cortas, hinchadas con puntas redondeadas’, similar a la
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observada en el tratamiento 4 de la presente investigacion. En cultivos sumergidos, la
morfologia del hongo varia desde pellets hasta filamentos libres dependiendo de las

condiciones de cultivo y del genotipo de la cepa.

Figura 3-11: Ensayo 1. Pellets de Aspergillus niger formados en las formulaciones

evaluadas en los cuatro tratamientos. Microscopia Optica, aumento 400x.

a. Tratamiento 1. b. Tratamiento 2.

Ausencia P, Ausencia K. Ausencia P, Presencia K.

.

c. Tratamiento 3. d. Tratamiento 4.

Presencia P, Ausencia K. Presencia P, Presencia K.
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Snell y Schweiger (1951) encontraron que la formacion de agregados compactos 6
pellets de 0.5 mm (500u) diametro son requisito para la produccién de &cido citrico,
tamafio que coincide con el obtenido en el tratamiento 4 de esta investigacién y en
muestras finales de fermentacion (75u a 24h, 350 a 72h y 500 a partir de las 100h).

Takahashi et al., 1958, también encontraron que en el crecimiento peletizado es
superior la acumulacion de acidos en comparacién con la presencia de filamentos
difusos. En contraste, Moyer (1953) sostiene que la formacion del pellets es indeseable
para la produccion de citrico. Papagianni et al.,1994, 1998 y 1999a,c; mediante estudios
de imagenes encontraron alta relaciéon entre la morfologia y la productividad de la
fermentacion en diferentes tipos de bio-reactores en los cuales las cepas crecian en

“clumps”, definidos como agrupaciones en particulas estables o filamentos

interconectados con un nucleo pequefio.

La interpretacion de los resultados obtenidos por diferentes autores llevan a pensar que
ademas de los factores nutricionales, otras condiciones tienen influencia en la morfologia
del hongo en cultivos sumergidos, entre ellos, la agitacién, el pH del medio, la

concentracion de indculo y la cepa fungosa utilizada.

La agitacion esta asociada con el desarrollo de filamentos cortos, delgados y altamente
ramificados que conllevan sobreproduccion de acido citrico. Sin embargo, podria causar
rompimiento de los filamentos. Las fracciones de micelio que son mas susceptibles de
ruptura son fragmentos viejos con alto nimero de vacuolas, fragmentos que son inactivos
(Papagianni et al., 1999c).

De acuerdo con Kristiansen et al., 2002, un beneficio importante de tener una
morfologia de pellets compactos, es una mejor reologia (Reologia Newtoniana) del
medio de cultivo. La menor viscosidad del medio hace que sea mas facil mezclar,

resultando esto en una mayor tensiéon de oxigeno disuelto.
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Tener una aireacion eficiente es muy importante para evitar reduccion de la productividad
por decrecimiento de la tension superficial de oxigeno disuelto. Adicionalmente, la
morfologia compacta, ocasiona que el crecimiento celular sélo se dé en la superficie del
pellet donde el contacto e intercambio con el oxigeno y otros nutrientes, ocurre de
manera eficiente. La fraccion interior del pellet, se encuentra en condiciones muy

diferentes y gradualmente se muere por la limitada transferencia de masa.

El oxigeno actia como un regulador directo de la acumulacién de acido citrico y se
puede favorecer incrementando la tension de oxigeno disuelto en el medio de
fermentacion. Bajos niveles de oxigeno disuelto ocurren con morfologias no peletizadas.
Aungue no parece existir relacion directa entre la morfologia y el oxigeno disuelto, se ha
observado mayor produccion de &cido citrico cuando se tiene una morfologia peletizada
y se incrementa la concentracion de oxigeno disuelto en cada etapa del proceso
(Kristiansen et al., 2002).

De acuerdo con Dai et al., 2004, la morfologia de hongos filamentosos en procesos
fermentativos es critica para la maxima obtencién de producto. La morfologia 6ptima para
la produccion de acidos organicos difiere entre hongos, pero los pellets pequefios
usualmente estan correlacionados con procesos fungicos eficientes. La morfologia
peletizada es importante para una maxima produccion no sélo de acido citrico por A.
niger, sino también de &cido itaconico por A. terreus, pravastatina precursor de la

penicilina por Penicillium entre otros.

La habilidad de obtener y mantener una morfologia particular es uno de los parametros
claves en el desarrollo de fermentaciones fungicas. La determinacién de condiciones
como la agitacion, el concentracion de oxigeno disuelto, la concentracion de sustrato, la
concentraciones de P, N y micronutrientes, el pH, y la concentracion de indculo, tiene un

efecto morfologico diferente en cada hongo (Dai et al., 2004).
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La adopcién de una morfologia de pellets fungosos pequefios (<1lmm o 1000y de
diametro), reduce la limitaciobn por transferencia de masa en las fermentaciones
sumergidas. En estos tamarfios decrece la viscosidad del medio de cultivo lo que a su vez
incrementa la eficiencia de la agitacion o mezclado y por tanto mejora la transferencia de

masa (Serizawa et al., 1997 y Dai et al., 2004).

Michel et al., 1992 y Dai et al., 2004, mostraron que la concentracion de oxigeno cae
rapidamente en la superficie de los pellets, estudio que demuestra que existe un limite

méaximo de tamafio de pellets asociado a alta productividad en procesos aerobicos.

Yigitoglu (1992), destaca algunos beneficios adicionales al tener una morfologia
peletizada en vez de filamentosa como, por ejemplo, la disminucién de crecimiento en la
pared y la mejor eficiencia en la filtracion de la biomasa en las etapas subsiguientes de

la fermentacion.

La revision anterior da soporte teoérico y experimental de que la morfologia de A.niger
peletizada con hifa corta y con tamafio promedio de 500y, obtenida en el tratamiento 4
del ensayo 1 de la presente investigacion. Esta morfologia se obtiene en presencia de la
formulacion de base en la cual, el P y K combinados, tienen influencia altamente
significativa, no sélo en la presentacion de estas caracteristicas fenologicas sino también

en el rendimiento y productividad del proceso de produccién de acido citrico, en conjunto.

Los factores nutricionales son de extrema importancia en la acumulaciéon del &cido citrico,
porque para maximizar esta acumulacion, el crecimiento debe restringirse. El exceso de
fosfatos y/o fuente de fésforo por ejemplo, reduce la formacion del pellets e induce una
morfologia filamentosa y excesiva formacion de biomasa deletérea para maximizar la

produccioén de citrico.
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Ensayo 2.

El andlisis de varianza del ensayo 2 (Tabla 3-2) s6lo arroja diferencias altamente
significativas para los niveles de K planteados en esta fase, tanto en productividad
(gxl/h) como en rendimiento (%). Los resultados promedio de cada tratamiento evaluado
asi como los coeficientes de variacion obtenidos se presentan en el Anexo B. El
coeficiente de variacion bajo y menor al 0.5%, demuestra un adecuado control en las

condiciones del ensayo.

Tabla 3-2: Ensayo 2. Andlisis de Varianza para la productividad (g/Ixh) y rendimiento

(%) de acido citrico.

Término Produc tividad (g/L*h) Rendimiento (%)
GL CM P CM p
P 1 0.0005070  0.4600 1.04430000 0.5671
K 1 0.0203363 0.00072 60.8400333 0.00112
PxK 1 0.0307200 0.0878 11.1747000 0.0816
Punto Central 1 0.0028843 0.09670 1.466406667 0.4991

a. Allamente signnicante a p ( a = 0.01).

Los mejores resultados en términos de rendimiento y productividad de la fermentacion,
se obtuvieron con el nivel catalogado como alto de K (271ppm) y bajo de P (329ppm),
dentro de los niveles evaluados en este ensayo, lo que est4 acorde con la hipétesis
planteada. Aunque sélo el efecto del K muestra alta significancia, los incrementos

obtenidos en términos de rendimiento y productividad de la fermentacion son
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representativos y generan ahorros potenciales importantes, como se discute con

posterioridad (numeral 3.2.4).

En el analisis de los efectos principales (K y P), sélo el primero es estadisticamente
significativos (p valor < 0.05) y no hay interaccion estadisticamente significativa entre
los factores Ky P (p > 0.05). Es decir, que los niveles de fosforo y potasio influyen de
manera directa en la productividad y rendimiento de la fermentacién del &cido citrico

pero en forma independiente.

El coeficiente de correlacion (Rc) entre rendimiento (%) y productividad (g/L*h) fue de
0.216, el cual es bajo y no significativo e indica que las variables de rendimiento y

productividad se comportan como independientes en el presente ensayo.

En los niveles de P y K evaluados en este ensayo, la morfologia observada, es similar

a la obtenida en el tratamiento 4 del ensayo 1.

Analisis de Productividad.

La figura 3-12 de efectos principales indica que el nivel de Ky de P ejercen efecto en la
productividad de la fermentacion de acido citrico. Sin embargo, el P no es
estadisticamente significativo, lo que se confirma con la ligera pendiente de la variable.
En cambio, se observa que al pasar de un nivel denominado bajo en K a uno alto se

incrementa la productividad considerablemente.

En la figura 3-13, la interaccibn K x P sobre la productividad de la fermentacion es
independiente el P del nivel de potasio, obteniéndose mayor productividad, cuando el

K se encuentra en un nivel alto. El grafico de Pareto (Figura 3-14) confirma que
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Unicamente

la variable K tiene efecto estadisticamente significativo sobre

productividad de &cido citrico.

Figura 3-12: Ensayo 2. Efectos principales para la productividad de la fermentacion.
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Figura 3-13: Ensayo 2. Interaccion para Productividad (g/Lxh) en la fermentacion.
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Figura 3-14: Ensayo 2. Gréafica de Pareto para Productividad (g/Lxh) de la

fermentacion.
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Analisis del Rendimiento.

La figura 3-15, de efectos principales, indica que el nivel de potasio (K) tiene efecto
positivo sobre el rendimiento de la fermentacion de acido citrico, es decir que pasar del
nivel denominado bajo (208 ppm) al alto (271ppm) ocasiona un incremento de esta
variable. Por su parte, el efecto del fosforo es contrario, al pasar de un nivel bajo
(329ppm) a alto (430 ppm) el rendimiento se reduce y se favorece la formacion de

biomasa.

En la interaccién K x P (Figura 3-16), se observa que el efecto del nivel del P sobre el

rendimiento de la fermentacion es independiente del nivel K. La grafica de Pareto (Figura
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3-17) confirma que Unicamente el efecto de variar el factor K es estadisticamente

significativo.

Figura 3-15: Ensayo 2. Efectos principales para el rendimiento de la fermentacion.
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Figura 3-16: Ensayo 2. Interaccion para Rendimiento (%) en la fermentacion.

Media

Grafica de interaccion para Rendimiento (%)

83+

62+

61

60

Potasio Tipo de

(K) punto
—e— 208 Esguina
—8— 2995 Centrc
2710 Esquina




iError! No se encuentra el origen de la referencia. apitulo 3 57
Figura 3-17: Ensayo 2. Gréfica de Pareto para el Rendimiento (%) en la fermentacion.
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Modelo de Regresion.
A partir de los coeficientes de regresion de superficie de respuesta para las variables

de productividad (g/Lxh) y rendimiento (%) obtenidos (Tabla 3-3) y del modelo

presentado en la metodologia, se obtienen ecuaciones que permiten predecir la

respuesta ante variaciones de P y K, dentro del rango de evaluacion y para la cepa en

estudio.
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Tabla 3-3:Ensayo 2. Coeficientes de regresion y nivel de significancia ( p) para el

modelo de superficie de respuesta.

Término Productividad(g/L*h) Rendimiento (%)
Coeficiente p Coeficiente p
Constante 1.14633 0.0002 59.6517 0.0002
P 0.00650 0.460 -0.2950 0.567
K 0.04117 0.0012 2.2517 0.0012
PxK -0.01600 0.088 -0.9650 0.082
Punto central 0.03467 0.097 0.7817 0.499

a.  olgnncanie ap (a=<0.05).

Modelo para estimar la productividad:

Y = 1.14633 + (0.04117 x K) + (0.0065 x P) - (0.016 x P x K) + (0.03467 x Pcp x Kcp)
R?=0.9199

Modelo para estimar el rendimiento:

Y= 59.65170 — (0.2950 x P) + (2.2517 x K) - (0.9650 x P x K) + (0.7817 x Pcp x Kcp)
R?=0.5206

Los valores estimados utilizando las ecuaciones obtenidas asi como los valores
experimentales se resumen en la tabla 3-4. La correlacion entre los valores
experimentales y los estimados es mejor cuando el valor de R se encuentra mas cerca
de 1. En este experimento, el valor de R fue de 0.9591 y 0.7215 para la productividad vy
el rendimiento respectivamente. Demostrando alto grado de correlacion entre los valores

experimentales y estimados para la variable de rendimiento.
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El valor de R? coeficiente de determinacion, indica que el 91.99% de las variables

evaluadas para el caso de la productividad y 51.06% en el caso del rendimiento

contribuyen positivamente a la respuesta, también es una medida del ajuste del modelo

y se puede decir que el 8.01% de la variacion total para la productividad de la

fermentacion y el 48.94% de la variacion total para el rendimiento no se explican con el

modelo.

Tabla 3-4:

de acido citrico. Valores experimentales vs valores estimados.

Ensayo2. Productividad (g/L x h) y Rendimiento (%) de la fermentacion

P Unidad K Unidad Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
codificada codificada (g/Lxh) (g/Lxh) (%) (%)
(ppm) Experimental Experimental
(ppm) Estimadat Estimado!
329 -1 208 -1 1.11 1.08 57.01 56.7
430 1 271 1 1.18 1.18 60.64 60.7
329 -1 271 1 1.20 1.19 63.20 62.2
430 1 208 -1 1.13 1.13 58.10 60.6
380 0 240 0 1.18 1.18 60.43 59.6

Evaluacion econdémica.

La mejor de las formulaciones evaluadas en el ensayo 2, resulta de la combinacién de K

alto (271ppm) y P bajo (329 ppm). Aunque, como se menciond anteriormente, solo la

variacion del K resultdé ser significativo, el incremento obtenido en el rendimiento y

productividad de la fermentacion de &cido citrico genera ahorros potenciales importantes.
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A partir de los resultados obtenidos con la mejor formulacién del ensayo 2 (tratamiento
2), se calcularon los ahorros potenciales con respecto a la formulacion estandar para

planta piloto (Tabla 3-5).

Tabla 3-5: Ensayo 2. Ahorros potenciales al incrementar el Ky reducir el P.
Tratamiento Rendimiento Aumento Ahorros Productividad Aumento Ahorros
(%) (%)
(U$/afo)+ (9/L*h) (%) (U$/ano)+
T2
(K270-P329ppm) 63.2 8.8 2°480.026 1.20 6.2 37303.360
T3
(k208-P430ppm) 58.1 — — 1.13 — —

T2: Estandar para frascos agitados, T3: Estandar para planta piloto. + Ahorros por azlcar dejada de
consumir calculados utilizando un precio promedio 612.15U$/ton y una base de produccion 31044 ton
ACA/afio. ++Ahorros por citrico de mas producido al afio utilizando un precio promedio de venta
1800U$/ton.

En el ensayo 2 al evaluar otros niveles adicionales de K y P a los evaluados en el
ensayo 1, incrementando y/o disminuyéndolos con relacion a los utilizados inicialmente,
se logra demostrar que el nivel de P de 329 ppm (ensayo 1) es adecuado al igual que el
K, tanto para la obtencion de los mejores rendimientos y productividad entre las

combinaciones evaluadas.
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Ensayo 3.

Es de recordar que con este ensayo se busca comprobar si se mantiene la tendencia en
los resultados al aumentar el K y reducir el P con respecto a los niveles evaluados en el

ensayo 2.

El andlisis de varianza (Tabla 3-6) s6lo muestra diferencias significativas en productividad
y rendimiento de &cido citrico en el caso del P (p valor < 0.05). Al igual que en los
anteriores ensayos se observan coeficientes de variacion bajos excepto para el
tratamiento 2, lo cual indica adecuado control de las condiciones de ambientales a lo

largo del ensayo y de la presente investigacion.

Tabla 3-6: Ensayo 3. Andlisis de Varianza para la productividad (g/Lxh) y rendimiento
(%).

Término Productividad (g/L*h) Rendimiento (%)
GL CM P CM p
P 1 0.03339075 0.0165? 80.5490083 0.02242
K 1 0.00630208 0.2398 15.2100083 0.2681
PxK 1 0.00678100  0.2230 27.1000000 0.1486
Punto Central 1 0.00499290 0.2190 18.9300000 0.2200

a. Significanie ap (a < 0.05).

La ausencia de interaccion entre P y K en los niveles evaluados, sefiala la importancia
en la fermentacion de cada uno de ellos, en forma independiente. Las gréficas de
Pareto (Figura 3-20 y 3-23) corroboran que, en los niveles utilizados, Unicamente el P

tiene efecto estadisticamente significativo.
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En términos generales se observa que la mejor combinacion de las evaluadas en este
ensayo, fue cuando se incrementa el K de 271 ppm (ensayos 1y 2) a 300 ppmy el
P, de 329 (ensayos 1 y 2) a 380 ppm, combinacién en la cual se obtiene la mejor

expresion de rendimiento y productividad.

El coeficiente de correlacion entre rendimiento (%) y productividad (g/I*h) fue de 0,995 lo
cual refleja una elevada asociacion de las variables. Dado que el coeficiente de
correlacion tabulado (Rt = 0.878) es menor que el calculado se acepta la Ha de que

existe correlacion entre las variables.

En los niveles de P y K evaluados en el presente ensayo, la morfologia observada es
similar a la obtenida en el tratamiento 4 del ensayo 1 y en todos los tratamientos

evaluados del ensayo 2.

Analisis de la Productividad.

El analisis de efectos principales (Figura 3-18) indica que el K en los niveles evaluados
en este ensayo, ejerce efecto en la productividad pero en sentido opuesto al observado

en los ensayos 1y 2, mientras que en el P se conserva la tendencia.

Aunque el efecto del K no es estadisticamente significativo, se observa que al pasar de
un nivel bajo P (280ppm) a uno alto (380ppm) se incrementa la productividad de manera
sustancial pasando de 1,193 y 1,098 g/l x h a 1,249 y 1,25 g/l x h para los niveles bajo y

alto de potasio, respectivamente, Tabla 3-7.
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Tabla 3-7: Resultados promedio y coeficientes de variacion del Ensayo 3.

Tratamiento Rendimiento (%) Productividad (g/L*h)
Media CV (%) Media CV (%)
1 (K 240ppm - P 280ppm) 62.20 2.1 1.193 1.7
2 (K 300ppm - P 280ppm) 56.95 12.6 1.098 12.0
3 (K 240ppm - P 380ppm) 64.38 1.9 1.249 1.9
4 (K 300ppm - P 380ppm) 65.14 11 1.250 3.2
5 (K 271ppm - P 329ppm) 59.36 0.9 1.151 0.9

A pesar de la interseccion de las lineas en la interaccién P x K, se observa en el analisis

de varianza que ésta no es estadisticamente significativa (Figura 3-19). En este ensayo,

en los niveles utilizados de los dos nutrientes, el efecto del P sobre la productividad es

independiente de los niveles de K.

Figura 3-18: Ensayo 3.Efectos principales para la Productividad (g/L*h) de la

fermentacion.
Grafica de efectos principales para Productividad (g/L*h)
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Figura 3-19: Ensayo 3.Interaccién para la Productividad (g/L*h) de la fermentacion.
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Figura 3-20: Ensayo 3.Grafico de Pareto para la Productividad (g/L*h) de la fermentacion.
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Analisis de rendimiento.

La grafica de efectos principales indica que tanto el nivel de potasio (K) como el de
fosforo (P) ejercen efecto sobre el rendimiento de la fermentacién; sin embargo el

efecto presentado es en sentido contrario (Figura 3-21).

Aunque el efecto del potasio (K) no es significativo, se observa que al pasar del nivel
bajo al alto de fésforo se incrementa el rendimiento en 3.5 y 14.4% respectivamente
para los niveles bajo y alto de potasio lo cual representa ahorros significativos como se

presenta en el literal 3.3.4.

En la gréfica de interaccion K x P (Figura 3-22) se observa que el efecto del fésforo (P)
sobre el rendimiento es independiente de los niveles que se tengan de potasio,
obteniéndose mejores resultados, es decir mayor rendimiento en la fermentacion de
acido citrico cuando el fésforo se encuentra en un nivel alto. Aunque se observa
interseccion de las dos lineas, lo que indica que hay interaccion, ésta no es

estadisticamente significativa.
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Figura 3-21:

Ensayo 3.Efectos principales para el Rendimiento (%) de la fermentacion.
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Figura 3-22: Ensayo 3.Interaccién para el Rendimiento (%) de la fermentacion.

Grafica de interaccidn para Rendimiento (%)

Medias de datos‘

66
654
54+
63
62
614
60
59
584

574

Potasio Tipo de

(K} punto
—l— =1 Esquima
—— 0 Centra
1 Exguins

0 1
Fosforo ( P)




iError! No se encuentra el origen de la referencia. apitulo 3 67

Figura 3-23: Ensayo 3.Gréfico de Pareto para el Rendimiento (% ) de la fermentacion.
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Modelo de Regresion.

A partir de los coeficientes de regresién estimados para productividad (g/lxh) y
rendimiento (%) de la fermentacion (Tabla 3-8) y del modelo presentado en la
metodologia se obtienen ecuaciones que permiten estimar las variables de respuesta

ante variaciones en el P y K dentro del rango en evaluacién y para la cepa en estudio.
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Tabla 3-8: Ensayo 3. Coeficientes de regresion y nivel de significancia ( p) para el

modelo de superficie de respuesta.

Término Productividad (g/L*h) Rendimiento (%)
Coeficiente p Coeficiente p
Constante 1.19752 0.0002 62.168 0.0002
P 0.05200 0.0172 2.591 0.0222
K - 0.02361 0.226 -1.126 0.269
PxK 0.02377 0.223 1.503 0.149
Punto Central - 0.04561 0.291 - 2.809 0.220

a. Significante a p (a <0.05).

Modelo para estimar la productividad:

Y = 1.19752 + (0.052 x P) - (0.02361 x K) + (0.02377 x P x K - (0.04561 x Ppc x Kpc)

R?=0.8845

Modelo para estimar el rendimiento:
Y=62.168 + (2.591 x P) — (1.125 x K) + (1.503 x P x K) - (2.809 x Ppc x Kpc)

R?=0.8433

Los valores estimados utilizando las ecuaciones obtenidas asi como los valores
experimentales se resumen en la tabla 3-9. La correlacibn entre los valores
experimentales y los estimados es mejor cuando el valor de R se encuentra mas cerca
de 1. En este experimento, el valor de R fue de 0.94 y 0.92 para la productividad y el
rendimiento respectivamente. Demostrando alto grado de correlacién entre los valores

experimentales y estimados para ambas variables de respuesta.
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El valor de R? coeficiente de determinacion, indica que el 88.45% de las variables

evaluadas para el caso de la productividad y 84.33% en el caso del rendimiento

contribuyen positivamente a la respuesta, también es una medida del ajuste del modelo

y se puede decir que el 11.55% de la variacion total obtenida para la productividad de

la fermentacion y el 15.67% de la variacion total para el rendimiento no se explican con

el modelo.

Tabla 3-9: Ensayo 3. Productividad (g/Lxh) y rendimiento (%) de la fermentacion de

acido citrico.Valores experimentales vs valores estimados.

P Unidad K Unidad Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
codificada codificada (g/Lxh) (g/Lxh) (%) (%)
(ppm) (ppm) Experimental Experimental
Estimadot Estimado?
280 -1 240 -1 1.193 1.1929 62.20 62.205
380 1 300 1 1.250 1.2497 65.14 65.139
280 -1 300 1 1.098 1.0981 56.95 56.945
380 1 300 -1 1.249 1.2490 64.38 64.38
329 0 271 0 1.151 1.19752 59.36 62.168

Evaluacion econémica

La mejor de las formulaciones evaluadas, resultd ser la combinacion de K alto y P alto

gue en este caso corresponden a concentraciones de 300 y 380 ppm respectivamente,

lo que no esté acorde con la hipotesis propuesta de que al aumentar el potasio y reducir

el fosforo con respecto a la formulacion de base, los resultados mejoran.
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A partir de los resultados obtenidos con la mejor formulacién, se calcularon los ahorros
potenciales por incremento en rendimiento y productividad con respecto a la mejor
formulacion obtenida en el ensayo 2, que en el ensayo actual corresponde a la

formulacidén o tratamiento 5.

Tabla 3-10: Ahorros potenciales por mejorar el rendimiento y productividad de la

fermentacion con la mejor combinacion del Ensayo 3y la mejor del Ensayo 2.

Tratamiento Rendimient Incremento Ahorros Productividad Incremento Ahorros
0 (%)
(%) (Us/afio)+ (g/L*h) (%) (Us/afio)++
T4 (K 300- P 380 ppm) 65.14 9.7 2°736.581 1.250 8.6 4'577.780
T5 (K270-P 329ppm) 59.36 --- 1.151 -

T4: Mejor tratamiento en ensayo 3. T5: Mejor tratamiento en ensayo 2 (T2 en Ensayo 2 y T5 en
Ensayo 3). +Ahorros por azlcar que se dejé de consumir calculados utilizando un precio promedio
de 612.15U$/ton azlcar y una base de produccion de é&cido citrico de 31044 ton ACA/afio.

++Ahorros por citrico de més producido al afio utilizando un precio promedio de venta 1800U$/ton.

Los ahorros potenciales obtenidos con la mejor formulacion evaluada y la cepa en
estudio en el presente ensayo como en el ensayo 2, estan acorde con lo reportado por
Parekh et al, 2000, quienes explican las razones y los beneficios de mejorar las cepas.
Ellos mencionan que la economia de las fermentaciones se maneja a través de las
ganancias del producto en el mercado, donde el costo por unidad de producto es un

factor clave.

Doran (1995), registrd6 también que a través de los mejoramientos en el disefio de los
fermentadores puede generar una reduccion de los costos de fermentacion,
manufactura, y costos de capital; sin embargo, Stanbury et al, en el mismo afio,
aseguraron que los mejoramientos en las cepas ofrecen la mejor oportunidad de

reduccion de costos sin inversién de capital. Esto se logra cuando una cepa, puede
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sintetizar una mayor proporcioén de producto utilizando la misma cantidad de sustrato; es
decir mejorando el rendimiento de la cepa, o cuando la cepa es capaz de producir la
misma o mayor cantidad de producto en menos tiempo (mejorando la productividad).
Otra alternativa, se presenta cudndo se encuentran cepas que pueden utilizar de manera
eficiente y productiva sustratos o desechos mucho menos costosos que los sustratos

tradicionales.

Comparacién de resultados con otras investigaciones

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son validos para hacer mas
rentable el proceso en términos de rendimiento y productividad que se espera, se
expresen en Ultimas en las condiciones econdémicas concomitantes, dentro de las

condiciones tecnolégicas y ambientales en las cuales fue planteada.

Entre los factores que han sido estudiados como fundamentales para los resultados que
se obtienen, algunos se relacionan con condiciones de obtencién y de cultivo como:
procedencia de cepas, tratamiento al cual han sido sometidos, medios de cultivo

utilizados, entre otros.

Como referente de lo afirmado, a continuacion se presenta un ejemplo de estudios de
fermentacion de &cido citrico utilizando diferentes cepas de A. niger con sacarosa 0O

sustratos compuestos por las mismas unidades monoméricas.

En la tabla 3-11 se presenta una comparacion de los resultados de la presente
investigacion con los registrados por Lofty et al.,2007, quienes usaron una cepa de

Aspergillus niger silvestre directamente aislada del suelo y cepas derivadas obtenidas por
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mutacion con luz UV. Esta metodologia fue utilizada para la obtencion de la cepa

utilizada en estudio y su parental, la cual ha sido mejorada por méas de 45 afios.

Tabla 3-11: Comparacion de condiciones en la presente investigacion y usadas por

Lofty et al, 2007.

Cepa Sustrato Formulacién Tiempo Agitacion Temperatura
(rpm) (°C)
(h)
Aspergillus niger UMIP2564* Melaza Medio basal 152 300 30
160g/L (Khan et al, 1970)
W5 Mutante derivado
UMIP2564*
Aspergillus niger ** Sacarosa Descrito en literal 144 225 34,5
6.1.3.3.
250g/L

*Aislamiento silvestre de suelo en Egipto y Mutante derivado (Lofty et al, 2007). **Cepa en estudio,

mejorada por mas de 45 afios. Mejor formulacion de la presente investigacién tratamiento 4 del ensayo 3.

Se observa en los resultados (Tabla 3-12) como la cepa utilizada en el presente
estudio obtiene mayor produccion de &cido citrico (+78,7%), mayor rendimiento y
productividad (+8.6 y +89% respectivamente), que la mejor cepa obtenida y reportada
por Lofty et al., 2007.
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Tabla 3-12: Comparacion de resultados obtenidos en la presente investigacion y por
Lofty et al., 2007.

Cepa Acido citrico Rendimiento Productividad
(g/L)
(%) (9/L*h)
Aspergillus niger UMIP2564* 30 19 0.197
W5Mutante derivado UMIP2564 100 60 0.659
Aspergillus niger A** 178,7 65.2 1.250

*Aislamiento silvestre de suelo en Egipto y Mutante derivado (Lofty et al, 2007). **Cepa en estudio,

mejorada por mas de 45 afios. Mejor formulacion de la presente investigacién tratamiento 4 del ensayo 3.

Como se puede observar en la Tabla 3-11 hay diferencias tanto en el tipo como en la
concentracion de sustrato y algunas condiciones de fermentacion. Existen registros en
los cuales se presentan el efecto negativo sobre el rendimiento de la fermentacion,
debido a iones metdlicos contenidos en las melazas, sustrato utilizado por Lofty et al,
una razon que podria explicar las diferencias observadas con respecto a los resultados

obtenidos en esta investigacion (Yigitoglu, 1992).

Peksel y Kubicek, en 2003, estudiaron el efecto de la concentracion de sacarosa durante
la acumulaciéon de acido citrico por Aspergillus niger ATCC11414, cepa de coleccién que
no ha sido objeto de mejoramiento. Los mejores resultados, 10.7% y 16% en
rendimiento, 0.21 y 0.22g/Lxh en productividad los obtuvieron con las mas altas
concentraciones de sacarosa 140 y 100g/L respectivamente, lo cual se explica por la
presencia de mas sustrato disponible. Sin embargo, estos resultados son muy bajos en
comparacion con los obtenidos en la presente investigacion (rendimiento 56%-66% y
productividad 1.0-1.3 g/l x h).

Papagianni (2007), ha enfatizado en la dificultad de lograr una comparacion de datos,

debido a diferentes situaciones: condiciones suboOptimas, cepas de coleccion de baja



74 Efecto de la variacion de los niveles de P & K en la produccion de acido

citrico usando una cepa de  Aspergillus niger n

produccion en comparacion con cepas industriales, lo cual no refleja la realidad de la
fermentacion industrial. A estos factores, se suma el hecho de que las industrias no
estan interesadas en publicar sus resultados por un lado por considerarlo Know How y

adicionalmente, como estrategia de competitividad.

Aunque existen innumerables estudios cientificos recientes, éstos se enfocan en la
utilizacién de sustratos alternativos a la sacarosa, considerada la fuente de carbono
preferencial para el hongo Aspergillus niger, como por ejemplo, diversos residuos
agroindustriales y glicerol subproducto de la produccién de biodiesel. Adicionalmente, en
algunos casos, usan otros microorganismos como la levadura Yarrowia lipolytica, se
acude a la fermentacion en estado sélido en vez de fermentacion sumergida,
bioreactores agitados en vez de frascos agitados, entre otros (Kim et al, 2006, Nielsen J.
y Jongh de W.A. 2007, Imandi et al., 2007, Levinson et al., 2007, Imandi et al., 2008 y
Niamul et al., 2009).

Nielsen et al., 2008, publicaron resultados de produccion de cepas derivadas
Aspergillus niger A742 con incrementada produccién de citrico, lograda por insercion
de genes que codifican para malato deshidrogenasa, fumarasas y fumarato reductasas,

las cuales se comparon con la cepa silvestre A. niger N402.

La produccion fue evaluada en bioreactores agitados de 5L y utilizando como sustrato
glucosa a 50g/L, agitacion de 150-500rpm y un pH de 5. La cepa mejorada mas eficiente
generd una concentracion de 20g/L de &cido citrico y 5g/L de &cido oxalico con glucosa
residual de 10g/L en 204h de fermentacion, comparado con la cepa silvestre que no

produjo citrico en estas condiciones.

Experiencias en el proceso han mostrado que el &cido oxalico es un subproducto
indeseable, que se obtiene cuando la fermentacion se inicia a pH elevados. Su

produccion, genera una reduccién en el rendimiento en &cido citrico. Tanto la cepa
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utilizada en esta investigacion como su parental no producen &cido oxalico (oxalico
negativo) aun en pH elevados, caracteristica resultante de un programa de mejoramiento
gue tiene impacto positivo en el rendimiento en &cido citrico (experiencias de la autora,
2012).

Nielsen et al., 2008, también evaluaron la produccién de &cido citrico en frascos agitados
con 100g/L de glucosa, obteniendo 7g/L en 60h vs 4.5¢g/L de la cepa silvestre,
resultados bajos si se comparan con los encontrados en la presente investigacion de

178,7g/L en 143h con una concentracion de sacarosa de 250g/L.

Yigitoglu (1992) ha sefialado que el mejoramiento de cepas por mutacion para lograr
altos rendimientos, es un objetivo continuo en la procesos industriales y su importancia
ha sido ampliamente demostrada en microorganismos como Penicillium chrysogenum
para la produccion de antibiéticos, pero que, en forma inexplicable pocos trabajos han
sido publicados para la produccién de acido citrico, probablemente porque como se
habia dicho anteriormente, las compafias quieren guardar en secreto sus métodos mas

exitosos.

Aunque la mutacién constituye un acercamiento que puede resultar en cambios
inesperados, es una herramienta que ha demostrado ser exitosa y esa es la razon para
que se continde utilizando adn en la era de biotecnologia de punta, la cual hacia el futuro

inmediato puede generar respuestas complementarias para su utilizacion.

La tendencia actual en el mundo, es utilizar estrategias combinadas de técnicas
clasicas, moleculares y de ingenieria bioguimica con el objetivo de obtener un efecto

sinérgico en los procesos de mejoramiento (Bailey, 1998).
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Existen mdltiples investigaciones de optimizacion de la formulacion de nutrientes para
la fermentacion de acido citrico los cuales en su mayoria estan enfocados al uso de sub-
productos o residuos agroindustriales que constituyen sustratos menos costosos en los
cuales se han utilizados metodologias similares y /o comunes a las utilizadas en la

presente investigacion.

Kim et al.,, 2006, optimizacion la concentracion de glucosa y de nutrientes como
nitrégeno, fésforo y cloruro de sodio para la produccién de &cido citrico por fermentacion
en estado solido utilizando una cepa de A. niger NRRL 567 crecida en turba. Los
resultados obtenidos fueron analizados y produjeron una ecuacion polinbmica de
segundo orden que permite predecir la concentracion de acido citrico en funcién de las
variables evaluadas con un R?* de 0.99 y 0.97 para 48 y 72h de fermentacion. La
concentracion inicial de glucosa y de N mostraron tener un efecto significante positivo y
negativo en la produccion de &cido citrico respectivamente, mientras que el P tienen un
efecto positivo limitado comparado con los resultados de la presente investigacion
(Ensayo 3) donde el efecto del P mostrd ser significativo y positivo. El cloruro de sodio,

por su parte, no fue significativo.

Imandi et al., 2007, optimizaron los componentes del medio para la produccién de acido
citrico por fermentacibn sumergida con una cepa de levadura de Yarrowia lipolitica
NCIM3589 a partir de glicerol. Las variables estudiadas fueron la concentracion de
glicerol (20-80g/L), extracto de levadura (0.1-0.5g/L) y cloruro de sodio (10-20g/L). Para
analizar los datos utilizaron la metodologia de analisis de superficie de respuesta,
metodologia utilizada en la presente investigacion. Obtuvieron una concentracion maxima
de 77.399 g/l de acido citrico con las condiciones 6ptimas, concentracion inferior a la

registrada en el curso de este estudio.

Imandi et al., 2008, optimizaron los componentes del medio para la producciéon de acido
citrico en estado solido, a partir de residuos de pifia utilizando y con una cepa de

levadura Yarrowia lipolytica NCIM 3589. Las variables extracto de levadura, contenido
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de humedad, KH>PO4y Na;HPO, fueron identificadas como las que mas influencian la
produccion de citrico presentandose interaccion significativa entre ellas y fueron por lo

tanto subsecuentemente optimizadas.

Se deben incluir tantos capitulos como se requieran; sin embargo, se recomienda que la
tesis o trabajo de investigacion tenga un minimo 3 capitulos y maximo de 6 capitulos

(incluyendo las conclusiones).






4.Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

e Los resultados obtenidos en esta investigacibn muestran que el P y K son
nutrientes fundamentales y determinantes para el rendimiento y productividad de
la fermentacion de acido citrico, asi como para la produccion de biomasa

y expresion morfolégica conveniente de la cepa de Aspergillus niger utilizada en

estos ensayos.

e La presencia de Py K en niveles adecuados dentro de una formulacién de
base, estd asociada con la formacién de la biomasa necesaria y de una
morfologia fangica adecuada para este proceso fermentativo, constituida por

pellets compactos con hifas cortas que tiene ventajas en la reologia del medio
permitiendo la adecuada aireacion, transferencia de oxigeno y mezcla completa

del cultivo.

e En los ensayos 1 y 2 hubo coincidencia en los niveles de Ky P (271 ppm y 329
ppm, respectivamente) que propiciaron el mejor rendimiento y productividad en el
proceso de fermentacion. Sin embargo, en el ensayo 3 el incremento en K a

300ppm y en P a 380ppm bajo las mismas condiciones y en presencia de una
formulacion de base, ocasioné aumentos significativos en el rendimiento y
productividad que representan ahorros potenciales de alrededor de 7°313.000
U$ / afio. La morfologia de los pellets y biomasa flngica se mantuvo similar en

estos niveles de nutrientes.
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A partir de los resultados obtenidos en los ensayos 2 y 3 se obtuvo un modelo de
regresion de superficie de respuesta tanto para el rendimiento como para la
productividad de la fermentacién de &cido citrico que permite  predecir

resultados dentro del rango de evaluacion. Se presentd buena correlacién entre
los valores experimentales y los estimados, y se corrobor6 un adecuado ajuste
del modelo a través del coeficiente de determinacion indicando que un alto
porcentaje de la variacion obtenida se explica bien a través del modelo en la

mayoria de los casos.

Las distintas condiciones tecnoldégicas y ambientales en las cuales se han
realizado las investigaciones concordantes con los objetivos del presente trabajo,
dificultan la comparacién de resultados, como ha sido reconocido por otros

autores. Sin embargo, el conocimiento generado en esta investigacion es
importante econdmicamente y es una tecnologia aplicable para las condiciones

establecidas en la industria financiadora de este proyecto.
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Recomendaciones

Se hace importante validar los resultados obtenidos a mayor escala (planta
piloto), antes de evaluarlos a nivel industrial, esto con el objeto de garantizar el
logro de los resultados y maximizar los ahorros potenciales estimados.

Para nuevos estudios a escala de frascos agitados se recomienda evaluar todas
las combinaciones posibles en el mismo ensayo e incluir combinaciones con
valores intermedios.

La mejor formulacién de las evaluadas en la presente investigacion, debe
validarse para todas las cepas derivados de la cepa en estudio utilizada en la
presente investigacion.






A.

correlacion ensayo 1

Anexo: Resultados promedio,
coeficientes de variacion y de

Tratamiento Rendimiento Productividad Biomasa
(%) (9/L*h) (g/L)
Media CV (%) Media CV (%) Media CV (%)
1 (K Oppm-P Oppm) 1.59 3.14 0.003 0 0.6 18
2 (K 271ppm-P Oppm) 8.4 0.95 0.15 0 1.3 5.4
3 (K Oppm- P 329ppm) 0.9 8.9 0.02 0 0.8 8.8
4 (K271ppm-P 67.8 1.55 1.23 2.20 16.6 5.2
329ppm)
Coeficientes de correlaciéon Ensayo 1.
Variables Coeficiente de correlacion Rz

Rendimiento (%) vs Productividad (g/Lxh)

Rendimiento (%) vs Biomasa (g/L)

Productividad (g/Lxh) vs Biomasa(g/L)

0.9997

0.9974

0.9971







B. Anexo: Resultados promedioy
coeficientes de variacion ensayo 2

Tratamiento Rendimiento Productividad
(%) (g9/L*h)
Media CV (%) Media CV (%)
1 (K 208ppm - P 329ppm) 57.0 1.3 1.11 0.9
2 (K 271ppm - P 329ppm) 63.2 4.7 1.20 2.5
3 (K 208ppm - P 430ppm) 58.1 3.3 1.13 2.7
4 (K271ppm - P 430ppm) 50.6 2.1 1.18 1.7
5 (K 240ppm - P 380ppm) 60.4 2.1 1.18 0.0
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