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Bagazo
30 %
300 kg/Ton de caina

Melaza
29 — 41.6 litros/Ton de cana

Cachaza
3 -4 %

www.fppt.info



www.fppt.info



Calcular el
rendimiento
final del acido
citrico.
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I Caracterizacidn del

/) h| @
@) () ~ (e .
/ area de estudic
Provincia Imbabura
| A Cantén Ibarra La investigacion se realizd en dos
_ . sectores: la primera fase en las calles
/)l Latitud geografica: 00°19'47" N
i Rio Chambo 3-55 entre Rio Amazonas y
/] Longitud geografica: 78° 07' 56" W )
~ Rio Blanco y la segunda fase en los
| Altitud: 2256 msnm : i ers i
‘ laboratorios de analisis fisico - quimicos
Temperatura Media (*C) Lol y microbiolégicos de la Facultad de
| Mx. absoluta. (°C) 32,8 Ingenieria en Ciencias Agropecuarias y
|| Mn. absoluta. (°C) 1,4 Ambientales de la Universidad Técnica
| Humedad relativa del 2 del Norte.
aire media (%)

jl‘U‘bicacién y'datos meteorologicos del experimento
i (INAMHI, 2015)
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Materias Primas
(@ Cachaza
» Melaza

Insumos
¢ Acido sulfarico H,SO, (10 %)
¢ Hidroxido de calcio Ca(OH), (10 %)

¢ Fuente nitrogenada; Nitrato de amonio NH,NO,

¢ Cepa de Aspergillus niger ATCC 16888
¢ Acido fosfoérico H,PO,

Materiales de laboratorio
¢ Cajas Petri

¢ Tubos de ensayo

(% Mechero de bunsen

¢ Gradilla

 Aza metalica

( Vasos de precipitacion

¢ Erlenmeyer

¢ Probeta

Equipos

¢ Biorreactor

¢ Balanza gramera digital
¢ Autoclave

¢ Cocina eléctrica

¢ Estufas

¢ Plancha agitadora

¢ Pipetas

(@ Piseta

( Barra de agitacion
¢ Soporte universal

¢ Pinza doble nuez

( Bureta

¢ Tubos de centrifuga

( Bafio maria
 Brixdmetro

¢ Centrifuga

¢ Deshidratador
¢ Microscoépico
@ Termdmetro
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Diseifio Experimental

8/
/8
¢

\[1//Para la investigacion se planteo un

(11 ‘ “ AP
(]

\ |/ disefio de blogues completo al azar

(DBCA) con arreglo factorial
AxBxC en donde A corresponde al
porcentaje de in6culo, B a la

cantl,dad de nutriente y C a las

fli: méu:erias primas.

=p

En el resultado de la investigacion
se opto por cambiar a un disefo
completo al azar (DCA) con
arreglo factorial AxB, en donde A
corresponde al porcentaje de

inbculo y B a la cantidad de

nutriente.
~

, b , W = SR el e o o d o

f'u:a@x. aristicas del experimento
Numem de repeticiones: Tres (3)
Numeuo’de tratamientos: Ocho (8)

00‘ Ndmero.de unidades experimentales: Veinte y cuatro (24)
| 'y
Numero de repeticiones: Tres (3)
NUmero de tratamientos: Cuatro (4)

/x Numero de unidades experimentales: Doce (12)
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7 o) o q’ a ﬁl NSO Y-S onl = i 4 o
i Unidad experimental

Cada unidad experimental estuvo conformada por 3 litros de materia

prima.
. /, &
g Factores en estudic
ffits Factof A Porcentaje de inéculo
e Al=1%
v A2=15%
i il _ _ Factor A: Porcentaje de inoculo
F‘actor B Cantidad de nutriente Al = 1%
i ' ** N1 =0,2 g de amoniaco /| A2=15%
% . N2=0,4 g de amoniaco /|
y .
.Iééctor C:. Materias primas Factor B: Cantidad de nutriente
M1 = Cachaza panelera N1=0,2gde amon@aco /'
J U M2 = Melaza azucarera N2 = 0,4 g de amoniaco /|
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il Tratamnientos
WAL % de Materias -
T @® Tratamientos | Cantidad de nutriente _ Combinaciones
7/ indculo primas
' T1 M1 ALNIML
. . N1
: T2 M2 AIN1IM2
0 . Al
T3 M1 A1IN2M1
g N2
AN | T4 M2 A1IN2M2
\ T5 M1 A2N1IM1
N1
T6 M2 A2N1M2
A2
A T7 M1 A2N2M1
a0 N2
L T8 M2 A2N2M2
" i Tratamientos | % de in6culo | Cantidad de nutriente | Combinaciones
ol ve: T1 N1 AIN1
A s Al
e T2 N2 A1IN2
T3 N1 A2N1
A2
_f\;\ T4 N2 A2N2
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Veaurilzbles

pH
Rendimiento de acido citrico
Pureza del producto terminado

Humedad del producto terminado

T DT T T D

Tiempo de fermentacion
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Melaza
900 ml

Agua destilads _y

2100 ml

Acido fosfonico >

18-20ml

Nitrato de amonio B—

02-04gl

121 °C, 1 atm, 13 min

Eecepcidn
Diluido
Acidificado
Adicién de nutriente
Agua destilada
* estéril 3 ml P ado de
Esterilizado Esporas de inéeulo
MICTOoTZaANnIEmo
* 1%-15%
Enfriado
284C, 200 AITeacio ‘#
Eﬁdef_as o Fermentado
§ horas Muestreado v
registrado
WVaciado
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30°C Calentado

Ca(OH) al 10 % 4>| Formado de citrato
6000 rom. 6 min Centrifugado

Agua destilada Hl Lavado —> Agua e impurezas

40°C
H2504 al 10 % —>»| Separado de citrato
6000 rpm. 6 min Centrifugado —> Yeso
Acido citrico liquido
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38°C, = 4 horas

10 ml de zolucion semilla
g1

=x1°C

Agua destilada 10 ml

=x1°C

Acido citrico lHquido 10 ml

=x1°C

Acido citnce iqudo 10 ml

3Bx1°C

33x1°C

Evaporado

40°Brixyy

Semillado

v

Concentrado

v

Lavado de cristal fino

v

Concentrado

¥

Alimentado

¥

Concentrado

¥

Alimentado

¥

Concentrado

¥

Secado

b

¥

Envazado

v

Almacenado

\

Acido citrico

Temperatura
ambiente 17,7 5C
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Antes de dar inicio a 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 uUnicamente de

melaza.
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CURVA DE pH
3,80
| o W
3,60
3,50
\I L 340
3,30
3,20
3,10
3,00
Q \Q ,»Q ":Q b&Q %Q b% (\Q %Q QQ \QQ \,\Q \.\9 \,,,Q \@ \%Q \@ D \%Q \qﬁ '\»@
Tiempo (h)
—o—AINL1 Il —o—A1IN2 I —o—A2N1 I —o—A2N2 11
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producto terminado
W FdeV | GL | SC | CM | FC |Signif.|5% | 1%
' |Total 11,00 | 42,07
. |Tratamientos | 3,00 | 34,68 [ 11,56 [1252| * |4,07 | 7,59
Factor A 1,00 | 645 | 6,45 | 699 | * |532]11,26
|\ [Factor N 1,00 | 28,21 [28,21|3056| * |532]11,26
% - axn) 1,00 | 0,01 | 001 | 001 | NS |532]11,26
A . |E. Exp. 8,00 | 7,39 | 0,92
k CV= 293 %
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13,00 ~
12,00 A
11,00 -
10,00 A
9,00 -
8,00 1
7,00 A
6,00
5,00 -
4,00 A
3,00 -
2,00 A
1,00 -
0,00

12,07
11,20 w1160

g/l)

(

Acido citrico

Ve

T1 (A1IN1) T2 (A1IN2) T3 (A2N1) T4 (A2N2)
Prom = 10,18 Prom=11,18 Prom = 10,64 Prom=11,69

Tratamientos
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e Miongllisils estadistico de la
e wavelalble TRhommedad en el

il —— i , aase 8
p&r@@@@ ro ternmibing oo

i F de V GL | scC CM | EC |Signif.|5% | 1%
Ny 4| Total 11,00 | 0,00270

Ly Tratamientos | 3,00 | 0,00097 | 0,00032 | 1,49 NS 4 07| 7,59
I\ | Factor A 1,00 | 0,00053 [ 0,00053 [ 2,46 | NS |5,32 11,26
il ‘|Factor N 1,00 | 0,00013 | 0,00013 | 0,62| NS |5,3211,26
V) 1,00 | 0,00030 [ 0,00030 [ 1,38 | NS |[5,32 11,26
x E. EXp. 8,00 |0,00173 | 0,00022

CV=291%
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Medias

0,550

0,500

0,450

0,400

0,350

0,300

|

|

T4 (A2N2)

T

T

T3 (A2N1)  T1(AIN1)
Tratamientos

T

T2 (AIN2)

T

www.fppt.info



e Andlisis estadistico de la

variable Tempo de

F de V GL| SCc | cM | FC |Signif.| 5% | 1%
Total 11,00 | 912,00
* [Tratamientos | 3,00 | 741,33 | 247,11 | 11,58 | * |4,07 | 7,59
.| Factor A 1,00 | 48,00 | 48,00 | 2,25 | NS |5,32]11,26
Factor N 1,00 | 645,33 | 645,33 | 30,25| * |532]11,26
[1 (AXN) 1,00 | 48,00 | 48,00 | 2,25 | NS |5,32]11,26
b E. EXp. 8,00 | 170,67 | 21,33
i CV= 243 %
o e



Medias

200,00 -
195,00 -
190,00 -
185,00 -
180,00 -
175,00 -

170,00 -

165,00

,\Qﬂ :b% ,\Qﬂ :b%
'\‘be"%1
'\’\?"6‘
T2 (ALN2) T4 (A2N2) T1 (A1IN1) T3 (A2N1)

Tratamiento
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Recuento de m/o
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Curva de crecimiento
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Tiempo de fermentacion (horas)
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Rendimiento

Pureza

12
11,5
11
10,5

10

97,6
97,4
97,2

97
96,8
96,6
96,4
96,2

96

INTERACCION
Rendimiento - Pureza

97,5
97
96,5
} } } } + 96
A1N1 A1N2 A2N1 A2N2
Tratamientos
——Rendimiento ——Pureza
INTERACCION
Pureza - Tiempo de Fermentacion
200
195
190
185
180
175
170
AIN1 AIN2 A2N1 A2N2
Tratamientos
——Pureza ——Tiempo de fermentacion

Pureza

Tiempo de Fermentacion
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Produccién de Acido Citrico (36,2 g)
Valor Total .
Cantidad | Unidad ) Precio
(USD) Proveedores Cantidad
(USD)
| Materia Prima | Melaza 0,9 | 0,09 i
| Alimenticio 1 kg 3,92
" 3' Agua destilada 2.1 | 1,05 MM Representaciones
JEtmos Analitico | 500g | 40,32
‘ \ Aspergillus Niger 1/4 caja 0,55 9 ;
| Nutriente (Nitrato
. 1,2 g 0,16 Alimenticio 1 kg 2,18
de amonio) -
MO - La casa de los quimicos
| . Acido fosforico 18,6 ml 0,08 [ Ctivo 100 g 3.36
WA Hidréxido de
A . 30 g 2,41
ik calcio SOLVESA Alimenticio | 50kg | 72,50
L Acido sulfarico 27,97 ml 0,44
Electricidad / QUIMATEC Alimenticio | 50 kg 67,20
Otros 10,80 kW/h 0,99
Fermentador
PROVEQUIM C.A. Alimenticio | 50 kg 66,00
TOTAL o7
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(2 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 analisis
fisicos — quimicos, en donde se evidencia un alto contenido de
e carbohidratos, mientras que al utilizar cachaza, se observo que
no existe crecimiento del microorganismo, ya que este sustrato
no aporto con los carbohidratos necesarios para el desarrollo
A, ».  del mismo, resultado que se confirma con el mismo analisis

| mencionado.
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(2 Durante toda la etapa de fermentacion, se observé que los
valores de pH se mantuvieron fluctuando entre 3,5 — 3,8; por lo

gue se concluye que, la produccion de acido citrico se lleva a

cabo durante todo el proceso de crecimiento del

microorganismo.

{2 Una vez realizado el analisis de varianza en lo que respecta al
rendimiento se determind que el tratamiento A2N2 (1,5 % de
inéculo y 0,4 g/l de nutriente) es el que mayor cantidad de

acido citrico produce, logrando un rendimiento de 12,07 g/l.

L)
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{2 En lo que respecta a la pureza del producto obtenido se realizo
el analisis para los cuatros mejores tratamientos, determinando
gue el tratamiento AIN1 (1 % de in6culo y 0,2 g/l de nutriente)
tiene una pureza del 97,38 %, encontrandose dentro de un
rango aceptable, tomando como referencia la norma de calidad
del Codex Alimentario INS N° 330.

(2 Al analizar la cinética de las curvas de crecimiento, se
determina que el tratamiento A2N2 (1,5 % de in6culo y 0,4 g/l
de nutriente) tiene un tiempo optimo de fermentacion de 160
horas, tomando en cuenta que la produccion promedio mas

alta de acido citrico fue de 35,07 g.
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{2 Al realizar el analisis de humedad del producto, tomando como
referencia la norma establecida por el Codex Alimentario en la
il que se establece que el acido citrico debe contener una
) . humedad maxima del 0,5 %, el mejor tratamiento es A2N2 (1,5

% de inoculo y 0,4 g/l de nutriente) al presentar un humedad

media de 0,497 %.

{2 En lo que se refiere a la obtencion de acido citrico en el menor
tiempo de fermentacion, se determind que el mejor tratamiento
es el A2N1 (1,5 % de inoculo y 0,2 g/l de nutriente) ya que

L)

concluye su etapa de fermentacion a las 178 horas.
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{2 Una vez realizadas las interacciones entre Rendimiento —
Pureza y Pureza — Tiempo de Fermentacion, se concluye que
el mejor tratamiento es AIN1 (1 % de inoculo 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.

(0 Se acepta parcialmente la hipotesis 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 obtencion de &acido

citrico.

www.fppt.info



RIEACOIVIEANIDA@I@©O NI SE



( La fuente de materia organica y sacarosa que se utilizd
(melaza), para el desarrollo del microorganismo fue esencial en

la investigacion, por esta razon se recomienda el analisis de

otras fuentes ricas en materia organica y sacarosa COmMoO

podrian ser otros residuos agroindustriales.

(0 Dentro del proceso de purificacion, se recomienda utilizar un
meétodo de clarificacion eficiente para el acido citrico liquido,

" antes de continuar con la fase de cristalizacion.
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(0 El procedimiento que se utilizo en la fase de cristalizacion, se
fundamento en el método de semillamiento por chogque que se

utiiza en la industria azucarera, se recomienda utilizar un

equipo especifico para realizar este proceso dentro de la

obtencion de acido citrico.

{2 Se recomienda realizar una investigacion, donde se ensaye el
proceso fermentativo de obtencion de &cido citrico, con otro tipo

de microorganismo.
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{2 Se recomienda realizar un analisis para determinar el grado de
uso (medicamentos, laboratorio o alimentos) del acido citrico

gue se obtiene, al utilizar el método que se ha establecido en

esta investigacion.

(2 Realizar un estudio de factibilidad para la implementacion 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.
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