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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener acido
citrico a partir de melaza o cachaza, mediante
fermentacion utilizando cepa de Aspergillus
niger ATCC 16888, esta investigacion genera
una alternativa para mejorar el uso de estas
materias primas, obtenidas de las industrias

azucareras y paneleras respectivamente.

Esta investigacion consto de tres etapas, las
cuales fueron: fermentacion, purificacion y

cristalizacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion
con la materia prima cachaza no fueron
viables, ya que no es un medio de cultivo apto
para el crecimiento de los microorganismos
por su baja cantidad de carbohidratos, caso
contrario sucedié con la materia prima melaza,
con la cual los resultados fueron favorables.
Luego de un analisis se determiné que el mejor
tratamiento es el AIN1 (1 % de inéculoy 0,2 g
de nitrato de amonio), con un rendimiento de
10,18 g/I; pureza de 97,38 % y un tiempo de

fermentacién de 186,67 horas.

ABSTRACT

The goal of this work was to obtain citric acid
from molasses or cachaza, through by
fermentation using Aspergillus niger strain,
ATCC 16888, this research generates an
alternative to improve the use of these raw
materials obtained from sugar industries and

panela respectively.

This study consisted of three stages, which
were: fermentation, purification and

crystallization.

The results obtained in this research with the
raw material (cachaza) were not viable, since it
is not a means of suitable cultivation for the
growth of microorganisms by its low
concentration of carbohydrates, otherwise
happened with the raw material molasses, so
which the results were favorable. After an
analysis it was determined that the best
treatment is the AIN1 (1 % inoculum and 0,2 g
of ammonium nitrate), in a yield of 10,18 g/l;
purity of 97,38 % and a fermentation time of
186,67 hours.
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3. INTRODUCCION

La presente investigacion tuvo como fin
establecer la mejor forma de producir acido
citrico a nivel de laboratorio tomando como
sustrato cachaza o melaza de cafia, que es un
subproducto de las industrias paneleras y
azucareras respectivamente y que tienen gran
importancia por su contenido en azucares,
fibra, proteina y otros componentes, lo cual
hace que sean un excelente medio de cultivo
para fermentaciones industriales, de esta
forma damos a conocer un nuevo método de
utilizacion de estos subproductos.
Actualmente en Ecuador no existe produccion
de &cido citrico a nivel industrial debido a la
falta de tecnologia y a una metodologia
concreta desarrollada para las condiciones
que se presentan a nivel local. Con esta
investigacién en producciéon de acido citrico a
nivel experimental (laboratorio), la comunidad
en general est4 en condiciones de adaptarlo y
llevarlo a un nivel industrial, con el fin de
aprovechar y diversificar estos subproductos
de las industrias panelera y azucarera, que
bien se convertiria en una fuente de ingresos

econémicos.

4. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé un Disefio de Bloques Completos al

Azar (DBCA) en el cual se evaluaron 8

tratamientos y 3 repeticiones. Los sustratos e
insumos utilizados se presentan en la

siguiente tabla:

Materias primas e Insumos
Melaza Agua destilada
Cachaza Alcohol industrial
Cepa de | Desinfectante
Aspergillus niger
Nitrato de amonio | Cloro
Acido fosférico Algodén
Hidréxido de calcio | Papel aluminio
Acido sulftrico

La investigacion cost6 de tres etapas: Etapa de
fermentacion, Etapa de purificacion y Etapa de

cristalizacion.

ETAPA DE FERMENTACION
Se utilizé un biorreactor de capacidad de 3
litros, el cual controla temperatura, aireacion,

agitacion y pH.

Para la fermentacion se prepar6 una solucion
gue actuard como sustrato para el desarrollo
del microorganismo que consta de 900 ml de
melaza y 2100 ml de agua destilada, se
acidifico con acido fosférico hasta llegar a un
pH entre 3,5 — 4,5 y se agreg6 nitrato de
amonio como nutriente segin indica cada
tratamiento, esto se esterilizo en el autoclave a
121 °C, 1 atm, 15 minutos, una vez enfriado se
coloc6 en el fermentador previamente
esterilizado. Se realiz6 un raspado de esporas
de acuerdo a la cantidad planteada para cada
tratamiento, esto se inoculo en la solucién
sustrato y se inicio la fermentacion en las
siguientes condiciones: temperatura de 28 °C,
200 rpm, aireacién, por un tiempo = 6 dias. La
toma de datos se realizé cada 8 horas durante

toda la etapa de fermentacion.



ETAPA DE PURIFICACION

Una vez concluida la fermentacion se obtuvo
un caldo fermentado al que se llevé a
temperatura de 50 °C para ser afadido
hidréxido de calcio al 10 % hasta llegar a un
pH neutro, esto lleva a la formacion de citrato
calcico el cual es solido y se precipita al
momento de colocarlo en la centrifuga a 6000
rom por un tiempo de 6 minutos,
posteriormente se realizé varios lavados con
agua destilada a temperatura de 40 °C con el
fin de eliminar la mayor cantidad de impurezas.
Inmediatamente a este citrato se afiadio 4cido
sulfarico al 10 % en la misma cantidad de
hidréxido de calcio mas un 5 % extra para
asegurarnos que todo el citrato calcico
reaccione y se precipite en forma de yeso o
sulfato calcico, esto se llevd a la centrifuga,
permitiendo asi liberar el acido citrico que se
encuentra en forma liquida, del yeso que se
encuentra en forma sdlida, la centrifuga

trabaj6 a 6000 rpm por un tiempo de 6 minutos.

ETAPA DE CRISTALIZACION

El &cido citrico liquido se llevé a evaporacion,
dejando 20 ml de este para ser utilizado mas
adelante en el proceso, en el evaporador se
control6 la temperatura, que debe ser de 38 +
1 °C, este proceso toma alrededor de 4 horas
dependiendo de la cantidad de agua que
contenga, se evapord hasta llegar a una
concentracion = 40 °Brix. Paralelo a este
proceso se prepard una solucion semilla,
tomando 1 g de acido citrico comercial en 100
ml de alcohol. A continuacidon se retir6 el
concentrado del evaporador y se coloc6 en un
recipiente en donde se agregé 10 ml de la
solucién semilla manteniendo la temperatura a
38 + 1 °C y con agitacion constante, en estas

condiciones se va concentrando esta miel y a

la vez formandose los primeros cristales donde
se observa gran cantidad de estos, entre finos
y gruesos, se agregd 10 ml de agua destilada
con el fin de diluir el cristal fino y que este
diluido se una al resto para formar cristales de
mayor tamafio mediante concentracion, en las
mismas condiciones que se esta trabajando,
con el propésito de obtener un cristal uniforme
y de buen tamafio se alimenta con 10 ml de
acido citrico liquido y se continua
concentrando, esta alimentacién se la realizé
por una ocasiones mas en la que se continua
concentrando hasta obtener los cristales

definitivos.

Los cristales obtenidos se encuentran con un
grado de humedad elevado, por lo que es
necesario realizar un proceso de
deshidratacién en donde la temperatura debe
serde 35 = 1 °C. Una vez concluida esta etapa
se procedi6 a pesar el producto e
inmediatamente se envasd en frascos de

vidrio.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se debe tomar en cuenta que
los resultados obtenidos fueron positivos
solamente con la materia prima melaza,
debido a que la cachaza es un medio con bajo
contenido nutricional, lo cual hace que no sea
un medio apto para el desarrollo del
microorganismo, debido a este motivo los
resultados expresados en esta investigacion

son Unicamente de melaza.



Grafico 1. Curva de crecimiento
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Se observa en el grafico 1 que el tiempo
Optimo de fermentacién corresponde al
tratamiento A2N2 (1,5 % de in6culo y 0,4 g/l de
nutriente) con la cantidad mas alta de
crecimiento del microorganismo, producido en
160 horas y por ende se obtuvo un rendimiento

de acido citrico elevado.

Gréafico 2. Interaccion Rendimiento - Pureza
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Gréfico 3. Interaccién Pureza — Tiempo de
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En los Graficos 2 y 3 podemos observar que
las interacciones entre Rendimiento — Pureza
y Pureza — Tiempo de Fermentacién, apuntan
a que el mejor tratamiento es AIN1 (1 % de
in6culo y 0,2 g/l de nutriente), debido a que el
grado de pureza es elevado en comparacion al
resto de tratamientos, 1o que nos indica que a
pesar de que su rendimiento sea menor, su
contenido de 4cido citrico se encuentra mas
libre de impurezas, de igual manera se puede
observar que el tiempo de fermentacion es
aceptable ya que no difiere del menor tiempo

con tan solo 8 horas.

6. CONCLUSIONES

Al utilizar melaza como sustrato, se observé un
excelente crecimiento del hongo Aspergillus
niger, concluyendo asi, que este sustrato es un
medio de cultivo idoneo para el desarrollo de
este, esto se confirma con los resultados de los
andlisis fisicos — quimicos, en donde se
evidencia un alto contenido de carbohidratos,
mientras que al utilizar cachaza, se observo
gue no existe crecimiento del microorganismo,
ya que este sustrato no aporto con los

carbohidratos necesarios para el desarrollo del



mismo, resultado que se confirma con el

mismo analisis mencionado.

Durante toda la etapa de fermentacion, se
observo que los valores de pH se mantuvieron
fluctuando entre 3,5 — 3,8; por lo que se
concluye que, la produccidon de acido citrico se
lleva a cabo durante todo el proceso de

crecimiento del microorganismo.

Una vez realizadas las interacciones entre
Rendimiento — Pureza y Pureza — Tiempo de
Fermentacion, se concluye que el mejor
tratamiento es A1IN1 (1 % de in6culo y 0,2 g/l
de nutriente), observando que su grado de
pureza es de 97,38 %, con un rendimiento de
10,18 g/l 'y un tiempo de fermentacion
aceptable de 186,67 horas.

Se acepta parcialmente la hip6tesis afirmativa
planteada al inicio de la investigacion, es decir,
que los subproductos de la industria azucarera
(melaza) y la cantidad de nutriente permiten
obtener acido citrico, mientras que la cachaza
no es una materia prima adecuada para la

obtencién de acido citrico.

7. RECOMENDACIONES

La fuente de materia orgénica y sacarosa que
se utiliz6 (melaza), para el desarrollo del
microorganismo  fue esencial en la
investigacion, por esta razén se recomienda el
andlisis de otras fuentes ricas en materia
organica y sacarosa como podrian ser otros

residuos agroindustriales.

Dentro del proceso de purificacion, se

recomienda utilizar un método de clarificacion

eficiente para el acido citrico liquido, antes de

continuar con el proceso de cristalizacion.

Realizar un estudio de factibilidad para la
implementacién de una planta industrial de
produccion de acido citrico a partir de melazas
de la industria azucarera, con el fin de cubrir la

demanda nacional del producto.

8. BIBLIOGRAFIA

Campués Tulcéan, J. K., & Tarupi Rosero, J. C.
(2011). Obtencion de Alcohol a partir de jugo
de cafia, cachaza y melaza, mediante la
incorporacion de dos niveles de fermento
Universidad

(saccharomyces cerevisiae).

Técnica del Norte, Ibarra.

CINCAE. (15 de Abril de 2013). Centro de
investigaciébn de la cafia de azucar del

Ecuador. Obtenido de www.cincae.org.

Espinoza Chancay, P., & Pincay Porras, S.
(2012). Elaboracion de una Bebida Probidtica

con Cultivos de Tibicos. Guayaquil.

Freire Reyes, A. E., & Land&zuri Ortiz, R. K.
(2011). Determinacién de los requisitos
minimos de calidad para Panela, Azucar
Organico y Miel Hidrolizada en la Provincia de

Imbabura.

Romero Robles, L., & Rodriguez Esparza, B.
(2014). Quimica experimental. Manual de

Laboratorio. Pearson Educacion.

Veladsquez, J., Beltrdn, D., Padilla, L., &
Giraldo, G. (2010). Obtencion de acido citrico
por fermentacion con Aspergillus niger



utilizando sustrato de platano dominico harton
(musa aab simmonds) maduro. . Tumbaga,
135.

White, M. (2010). Clasificacion del Aspergillus
niger.
http://www.ehowenespanol.com/clasificacion-
del-aspergillus-niger-sobre_47007/.



