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INTRODUCCION

El acido cftrico, es un sélido que forma cristales incoloros trans-
lacidos cuando estd hidratado y un polvo cristalino blanco, cuando
estd anhidro. Cuando se cristaliza de una solucién acuocsa y fria,
toma una molécula de agua. Los cristales son del sistema orto-

rrémbico, tienen una gravedad especifica de 1.553 y la siguiente
Férmula:

(‘ZHz—COOH
HO——CII———COOH H=0
CH—r~COOH

Estos cristales son estables en una atmésfera de humedad or-
dinaria: pero si se dejan permanecer en aire seco eflorescen répi-
damente (31). .

La forma anhidra del acido ciirico, cristaliza en prismas mo-
noclfnicos con una gravedad especifica de 1.665. El agua de cris-
talizacién de la molécula hidratada se pierde a 130° C., vy si el
calentamiento continGa al llegar a 153° C., se verifica la fusién.

El &cido citrico es 6pticamente inactivo: la constante de diso-
ciacién del primer 4tomo de hidrégeno es 8.2 x 10-* a 18° C,, los
valores de esta constante para el sequndo y tercer 4tomo, son res-
pectivamente, 1.77 x 10-° y 3.9 x 10-7

Este acido es facilmente soluble en agua, moderadamente en
alcohol y ligeramente en éter: un gr. se disuelve en 0.5 ml. de agua,

2 ml. de alcohol de 969, y en 30 ml. de éter siempre y cuando
la temperatura sea de 25° C. :
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Cuando se calienta a 175° C., es parcialmente convertido en
&cido aconftico, si se continGa el calentamienio, pierde més agua,
formando biéxido de carbono y &cido acetondicarboxilico, el cual
se descompone inmediatamente en bidxido de carbono y acetona.

Es un &cido tribésico, y puede por lo tanto dar tres clases
de citratos, de acuerdo que se reemplacen uno, dos o tres &to-
mos de hidrégeno por un metal; las dos primeras clases son ci-
tratos &cidos y la Gltima citrato neutro. Las sales de los meta-
les alcalinos son répidamente solubles en agua, las sales neutras
de los alcalino-térrecs, son ligeramente solubles. La sal de calcio
Cas{CeH:Os)2.4H:2O. es menos soluble en caliente que en frio y
puede ser secada a 100° C. sin pérdida del agua de cristalizacién.

Cuando el citrato de calcio es cristalino su solubilidad en agua
es de | en {180 a 14°C. y de | en 1730 a 100° C.; pero puede
suceder que el citrato de calcio se precipite en forma amorfa, y
entonces su solubilidad es mas grande: | en 707 a 18° C. y | en
1123 a 100° C.

El &cido citrico se usa en la manufactura de citratos, extrac-
tos de sabores, dulceria, bebidas suaves, como un agente en el
plateado., como un ingrediente en las tintas en el grabado, en te-
fnidos y estampados de calicot y en medicina. De acuerdo con el
U.S.D.C. (28) alrededor del 659, del consumo doméstico, fué para
usos medicinales, Incluyendo la manufactura de citratos; 15% en
alimentos; 99, en dulces y pequefias cantidades fueron usadas
en el grabado, plateado, etc. Descubrimientos recientes en resi-
nas sintéticas del tipo alquilo, le dieron importancia a los &cidos
citracdénico e itacédnico y a sus anhidridos correspondientes. Ul-
timamente se han obtenido altos rendimientos de estos productos
del &cido citrico y por lo tanto estd indicado un enorme uso po-
tencial de este &cido.

El uso del &cido cftrico, en la manufactura de esteres comes-
tibles Jde resinas, los cuales pueden ser indicados como substitutos
para el chicle, fué sugerido por Ellis. Corbellini reporta el uso del
&cido citrico en la manufactura de fenil 3 metil pirazolona el cual
es usado como intermedio en la produccién de antipirina y cier-
tos. colorantes azoicos.

El primero en aislar el &cido citrico fué Scheele en 1784,
cristalizéndolo del jugo de los limones. Se encuentra en las frutas
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excepto ciruelas y cerezas, en éstas frecuentemente se encuentra
asociado con uno o méas de los &cidos tetracarbdnicos dicarboxi-
licos y con acido oxalico. Los &cidos ftricarbalilico, isocftrico y
aconftico, que tienen una gran relacién con el &cido cffrico, se
encuentran raramente en las plantas (29).

El desarrollo de la industria de la obtencién de &cido cfirico
por fermentacién de azGcares, ha aumentado en interés durante
los dGltimos afios {13). Los éxitos obtenidos en la preduccién co-
mercial de este &cido, por este proceso han cambiado la situa-
cidn en el mundo con respecto a este producto. En un principio
fué ltalia la fuente principal de abastecimiento, obteniéndose todo
el &cido de frutas, especialmente limones: pero la obtencién de
acido citrico por un proceso fermentativo, es mdés econdmica, vy
debido al desarrollo de esta industria los E. U. han desplezado a
ltalia del primer lugar en produccién.

El interés en la produccién micoldgica del acido citrico, se
funda en el descubrimiento de Whemer hecho en 189!, de que
un nuevo género de hongos parecidos a los Peniciliium, a los cua-
les &l llamé Cifromyces, y en especial el C. glaber y el C. pfeffe-
rianum, eran capaces de sintetizarlo por fermentacién de carbo-
hidratos; creyendo que la formacién del acido oxélice,

era ca-
racteristica del género Aspergillus.

La separacién de estos dos grupos de hongos, baséndose en
sus diferencias fisicldgicas, fué abandonada, después que Zahors-
ki v Tom y Church, (24) demcstraron que las caracteristicas de
Citromyces, eran insuficientes para distinguirlo del género Asper-
gilius. .

El &cido citrico no se encuentra Gnicamente en cultivos de
especies de Aspergiilus, sino que también se ha aislado de los pro-
ductos metabdlicos de hongos de otros géneros; por ejemplo, Pe-
nicillilum y algunas razas de Botrytis cinerea, que lo pueden formar

de azificares. Whemer lo encontré también en cultivos de Mucor
piriformis Fisher.

No obstante que todos los hongos enumerados pueden pro-
ducirlo, los estudios del mecanismo por el cual se forma este
productos se han hecho con A. niger, salvo algunas otras inves-
tigaciones aisladas, que se han efectuado con especies distin-
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tas: debe hacerse notar que los estudios estdn hechos con gran
detalle.

Tom y Church, expusieron que el término Aspergillus niger no
designa una rama definida o especie, sino que es usado para
nombrar "un grupo de Aspergillus negros con caracteristicas fun-
damentales en comin''. La gran variacién en produccién de 4cido
citrico, con diferentes razas de Aspergillus niger, no es por lo tan-
to una sorpresa, y la actividad de las razas individuales frecuen-
temente varfa tanto que, la estabilizacién o mantenimiento de un
alto rendimiento, o capacidad de produccién de el organismo,
es uno de los problemas méas dificiles que se necesitan resolver:;
esta dificultad es debida, en gran parte, a que estos organismos
son muy sensibles a los factores que gobiernan la fermentacién;
ligeras variaciones en é&stos, en fermentaciones realizadas en con-

diciones aparentemente iguales, redundan en amplias variaciones
en el rendimiento del acido.

La influencia de varios factores que afectan la fermentacién,
ha sido estudiada por varios autores. En 1917, Currie [6) hizo
una investigacion determinando rendimientos de &cido citrico, por
varias razas seleccionadas de A. niger, y mostrdé que por un con-
trol cuidadoso del pH y la concentracidon de nutrientes inorga-
nicos, la proporcién de los &cidos oxélico y citrico se podia va-
riar. La importancia de una acidificacién a un pH bajo con &acido
clorhidrico, para suprimir la produccién de é&cido oxélico, parece
ser indispensable, y disminuye el peligro de contaminacién. Este
proceso se efectia usualmente a temperaturas que varian entre
25 y 35° C., aunque se han empleado temperaturas enfre 20 vy
40° C. estas amplias variaciones dependen probablemente de la
raza cue se use.

Las primeras fermentaciones cue se hicieron fueron por cul-
tivos en superficie; se usaban tinas de fermentacién en las cuales,
la relacién que habia entre superficie de &rea y volumen de me-
dio, era muy pequefia; pero las ventajas industriales de los tanques
‘de fermentacién profundos sobre los procesos superficiales son
bien conocidas. Aunque tales tanques de fermentacién profundos
han sido aplicados con bastante éxito a la produccién de ciertos
acidos orgénicos, tales como glucénico y fumérico, vy a substan-
cias antibidticas como penicilina y estreptomicina;: se han encon-
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trado dificultades considerables en otros procesos, particularmen-
te la produccién de acido citrico.

En este trabajo se ha hecho el intento de usar como substrato
las mieles finales de los ingenios azucareros. Nuestro pafs produ- ,
ce cada afic una gran cantidad de mieles finales, de las cuales :
s6lo se consume una minima parte en la produccién de alcohol;
considerando que estas mieles son muy ricas en azlGcares, se in- ’
vestigd la manera de utilizarlas, y asi librar a los ingenios de este :

subproducto, indeseable para muchos de ellos. Se encontrd poca ot
literatura a este respecto.




MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de este trabajo, se usaron como organismos

fermentativos Gnicamente los Aspergillus, ensayéndose las siguien-
tes cepas.

Aspergillus niger N.R.R.L. 598
Aspergillus niger Cepa cedida por el Prof. A. Sanchez Ma-
rroquin.

Aspergillus wentii N.R.R.L. 375
La miel final usada fué del Ingenio de Cuatotolapan que esté

ubicado en Cuatotolapan, Ver.: al hacer el andlisis de esta miel
se enconird® que tenfa la siguiente composicién:

Brix ... ... .. ... ... ... 75.2

Sacarosa .. ... .. ... ... 29.7%,
AzGcar invertida . ... ... .. 20.5%,
Ceniza .................. 6.4,

Los métodos seguidos para hacer este anélisis fueron los co-

munes y corrientes, y por lo tanto sbélo se haré. una breve expli-
cacién de ellos.

Brix.—Se disuelve una cantidad pesada de la miel final, en
una cantidad igual, en peso, de agua destilada; después que la
- solucién es uniforme, lo que se logra con un agitamiento vigoroso,

se pone en un cilindro de cristal o probeta, esperandose a que la
formacién de burbujas de aire cese: se introduce entonces un

aereémetro de Brix, procurando que no toque las paredes de la
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probeta, después que este aereémetro se ha estabilizado se hace

la lectura y se corrige por temperatura: el resultado obtenido se
multiplica por dos, v el producto es el brix real.

Sacarosa.—De la solucién dilufda de 1:1 se toma el peso nor-
mal (26.00 g.}, y se pasa cuantitativamente a un matraz aforado
de 200 ml.; se le afiaden 100 ml. de agua destilada y se defeca
con una solucién de subacetato de plomo al 509,; se afora y se
filtra; la polarizacién se hace en un tubo de 200 mm., la lectura
se multiplica por cuatro y el resultado es sacarosa en porciento.

AzGcar invertida.—Esta defterminacién se hace por el méto-
do volumétrico de Lane-Eynon (21). Se usaron soluciones de Feh-
ling, modificadas por Soxhlet.

Se prepara una solucién de CuSO:.6H:2O. pesando 34.64 g.
de la sal y disolviéndolos en 500 ml. de agua: a esta se le llama
Solucién A: ademés de ésta se necesita ofra de tartrato alcalino,

para hacerla, se disuelven 173 g. de tartrato doble de sodio vy

potasio y 50 g. de sosa cdustica en 500 mi. de agua: a esta se le
lama Solucién B.

La determinacién se hace en la siguiente forma:

Se mezclan volimenes iguales de las soluciones A y B (10 ml:
de cada una), en un matraz de 500 ml., se les agregan aproxima-
damente 100 ml. de agua destilada, y se ponen a hervir procu-
rando que la ebullicién se alcance en dos minutos; es conveniente

poner en el matraz unas cuantas perlas de vidrio, para regular la
ebullicién y evitar que haya proyecciones.

Por otro lado, se pesan 2 g. de miel final y se pasan cuanti-
fativamente a un matraz aforado de 100 ml.; esta solucién se pone
en una bureta y se va agregando a la mezcla de soluciones de
Fehling en ebullicién, hasta reduccién total del cobre, para poder
apreciar cuando se ha terminado la titulacién, se recomienda agre-
gar en las etapas finales de ésta, dos gotas de azul de metileno
y seguir agredando la solucién de miel hasta decoloracién totatl
de éste.

Antes de hacer la titulacién de miel final, se debe hacer una
con glucosa ©. P., con el objeto de tener una referencia.
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Cenizas.—Se pesa en un crisol tarado, una cantidad conve-
niente de melaza (4 a 5 g.), y se hace la calcinacién, primero sobre
un mechero, teniendo especial cuidado en que no haya proyec-
ciones, para esto se pueden agregar unas gotas de aceite de oli-
va; cuando ya no hay formacién de espuma, se introduce el crisol
en una mufla que ha sido puesta previamente a 510° C., hasta
que se obtenga una ceniza blanca: se saca el crisol y se deja en-
friar, se le agregan unas gotas de agua y se vuelve a poner en
la mufla a 510° C., durante unos minutos méas; se seca, se pone
en un desecador y cuando estd frio se pesa.

Como ya se vié en el anélisis hecho, el tipo de melazas que
se usd tiene una gran cantidad de cenizas, lo que nos indica cla-
ramente un alto contenido en cationes. En experimentos hechos,
s@ ha demostrado, que para tener buenos rendimientos en &cido
citrico, se debe tener un control exacto sobre los nutrientes in-
orgdnicos.

Las melazas sirven como un medio de crecimiento bastante
aceptable; sin embargo, cuando se usan medios de cultivo hechos
con melazas sin purificar se obtienen muy bajos rendimientos en
&cido cftrico. Para el objeto de esta purificacién se usaron los si-
guientes métodos:

Coprecipitacién con sulfato de aluminio y amonfaco.—Una
solucién de melazas conteniendo 150 g. de azGcares por litro, es
tratada con 5 ml. de una solucién de A I12(SOu4)s.18H2O, conte-
niendo un gramo de la sal por iml. en seguida se le va agregando
hidréxido de amonio [:1 hasta tener un pH de 9.0, se filtra y se
vuelve a hacer la precipitacién, agregando otros 5 ml. de la so-
lucién de sulfato de aluminio y ajustando el pH ahora a 7.0, vol-
viéndose a hacer la filtracidén. Este método de purificacién da
muy buenos resultados, cuando se trata de purificar glucosa co-
mercial (23).

Coprecipitacién con sulfato de aluminio y cal—Se emplea
el mismo método anterior, Gnicamente que en vez de alcalinizar
con amonfaco se hace con una solucién saturada de hidréxido de
calcio.

Tratamiento de las melazas por ferrocianuro de potasio—Este
método ha tenido un gran éxito en la purificacién de las melazas
de remolacha, y como tedricamente elimina varios de los meta-
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“les que deben estar mejor conirclados, se pensd que podia tener
“éxito ‘en la purificacién de melazas de cafia. El método para ha-
cer el tratamiento es como sigue:
: -Se pesan 300 g. de melazas y se aforan a | litro; se agregan
l‘8 g. de KiFe(CN)s vy dos ml. de acido sulfarico IN, la solucién
se agita durante 10 minutos y después se deja reposar dos dfas
as10> C. Al final de este tiempo se decanta la solucidén que so-
,-‘;brenada se afora a | litro. Esta solucién contiene aproximada-
T menté 150 g. de azGcares por litro (15).

- Fratamiento con carbén activado.—LlLas melazas conveniente-
_mente diluidas, son tratadas por 19, de carbén animal activado,
por: peso de melaza; en seguida se calientan durante una media
hora a 40° C., teniendo un agitamiento constante; al final de este
-hempo se agregan 2 g. de filtro ayuda, se agitean durante otros
‘cinco minutos se filtran en caliente. Se han reportado varios tra-
“bajos en los cuales se tuvo éxito por este tratamiento (12).

Tratamiento con bentonita.—Se hace la dilucién conveniente
de la miel, y se le agrega 19, de bentonita por peso de miel fi-
nal. Esta bentonita ha sido previamente puesta en solucién con
ob[eto de tener una mejor floculacién. Después de agitar la solu-
cién durante unos minutos, se pone a 10° C., durante unas dos
horas, y el liquido que sobrenada se decanta y se afcra a un li-
tro. El objeto de poner a 10° C., es evitar que haya fermentacio-
nes, lo que ocasionaria una pérdida de aztcar.

Se hicieron experiencias, con miel final tratada por cada uno
de los métodos anteriores, con el objeto de ver cudl es el maés
conveniente para el caso.

El medio de esporulacién empleado para las cepas, fué pep-
tona-glucosa en agar, (27) puesto en botellas de Blake de las que
s6lo se ocupa una delgada capa. Después de tres dias se produce
abundante esporulacién. Para la inoculacién, se hicieron suspen-
siones de esporas, en agua destilada estéril, sembrando alrededor
de tres millones de esporas por cada 100 ml. de medioc. Antes de
la inoculacién se ajusté el pH a 3.5, excepto unas pruebas que se
hicieron en condiciones de pH diferentes.

Para efectuar la fermentacién en superficie, se usaron bote-
llas de refrigerador, y para las fermentaciones en cultivo sumer-

24



i
t
i
:
:

les que deben estar mejor conirolades, se pensé que podia tener
éxito en la purificacién de melazas de cafia. El método para ha-
cer el tratamiento es como sigue:

Se pesan 300 g. de melazas y se aforan a | litro; se agregan
1.8 g. de KuFe(CN)s y dos ml. de acido sulférico IN, la solucién
se¢ agita durante 10 minutos y después se deja reposar dos dfas
a 10° C. Al final de este tiempo se decanta la solucién que so-
brenada y se afora a | litro. Esta solucién contiene aproximada-
mente 150 g. de azlGcares por litro (15).

Tratamiento con carbén activado.—las melazas conveniente-
mente diluidas, son tratadas por 19, de carbdén animal activado,
por peso de melaza; en seguida se calientan durante una media
hora a 40° C., teniendo un agitamiento constante: al final de este
tiempo, se agregan 2 g. de filtro ayuda, se agitan durante otros
cinco minutos se filiran en caliente. Se han reportado varios tra-
bajos en los cuales se tuvo éxito por este tratamiento (12).

Tratamiento con bentonita—Se hace la dilucién conveniente
de la miel, y se le agrega 19, de bentonita por peso de miel fi-
nal. Esta bentonita ha sido previamente puesta en solucién con
objeto de tener una mejor floculacién., Después de agitar la solu-
cién durante unos minutos, se pone a 10° C., durante unas dos
horas, y el liquido que sobrenada se decanta y se afora a un li-
tro. El objeto de poner a 10° C., es evitar que haya fermentacio-
nes, o que ocasionaria una pérdida de azlcar.

Se hicieron experiencias, con miel final tratada por cada uno
de los métodos antericres, con el objeto de ver cuél es el mas
conveniente para el caso.

El medio de esporulacién empleado para las cepas, fué pep-
tona-glucosa en agar, {27) puesto en botellas de Blake de las que
sélo se ocupa una delgada capa. Después de tres dias se produce
abundante esporulacién. Para la inoculacién, se hicieron suspen-
siones de esporas, en agua destilada estéril, sembrando alrededor
de tres millones de esporas por cada 100 ml. de medio. Antes de
la inoculacién se ajustd el pH a 3.5, excepto unas pruebas que se
hicieron en condiciones de pH diferentes.

Para efectuar la fermentacién en superficie, se usaron bote-
flas de refrigerador, y para las fermentaciones en cultivo sumer-
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gido, matraces erlenmeyer de 250 ml. de los cuales sélo se ocu-
parcn 100 ml.;: estos matraces son obturados con tapones de hule
bihoradados, que sostienen dos tubos de vidrio, uno que llega
hasta el fondo del frasco y ofro que apenas llega al final del ta-
pdn. Estos tubos fueron conectados por medic de mangueras de
hule, a un tanque de oxigeno, @ una compresora o a una frompa
de vacio, segin las condiciones del experimento. Se conectaron

10 matraces en serie y en otros casos se hizo uso de un tubo en
Y, conectando ocho mairaces, cuatro a cada rama.

La velocidad de flujo fué aproximadamente de medio litro
por minuto por 100 ml. de medio. Para esterilizar el aire u oxi-
geno, se le filiré a través de una capa de 20 cm. de grueso de
algodén estéril.

El azGcar residual se determina por el método del ferricianuro
alcalino como sigue: {19)

Se toma una dilucién del medio por ejemplo 5:100 y de
aguf se toma una parte alicuota de | a 5 ml. en un tubo de ensayo
de 20 x 3 cm.; el objeto de esto es que la concentracién de azi-
cares, no pase de 18 mg. en total, si se fomaron menos de 5 mi.,
se anade agua destilada hasta completarlos; en seguida se afiaden
15 ml. de soluciéon de KsFe(CiNje O.O5 N. se agita el tubo y se
introduce en un bano de agua hirviente por 20 minutos, al final
de ese tiempo, se saca el tubo y se enfria réapidamente al cho-
rro de agua. El contenido del tubo se pasa a un matraz erlenme- -
yver., lavando el tubo con 30 ml. de solucién acética {3 veces en
porciones de 10 ml.), se agregan al matraz | ml. de solucién de
yoduro de potasio y | ml. de solucién de almidén, se agita vy
se titula con solucién 0.05 N de tiosulfato de sodio.-

Reactivos:

Solucién de +tiosulfato de sodic—Se pesan 1241 g. de
Na25:20:.5H:20. se disuelven en agua vy se afora a | litro. Se de-
ben seleccionar los cristales claros que indiquen una mayor pureza
quimica, el agua usada debe ser bidestilada libre de biéxido de
carbono, destilando por segunda vez, después de agregar per-
manganato de potasio; para <

(o

lestruir la materia orgénica.

Solucién de almidén.—Un gramo de almidén soluble se di-
suelve en unos 20 ml. de agua destilada afadiendo después 60 ml.
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de agua hirviendo, en seguida se afiaden 30 g. <de sal comiin y se
afora a 100 ml. La solucién deberd ser transparente e incolora.

Solucién alcalina de ferricianuro de potasio.—Se pesan 16.5 q.
de ferricianuro de potasio seco y puro y 22.0 g. de carbonato de
sodio anhidro y se disuelven en | litro de agua destilada. La nor-
malidad es 0.05 N. Esta solucién conserva su concentracién por
un largo perfodo de tiempo, si se guarda en un frasco obscuro
fuera de la luz.

Solucién acética.—Esta solucién contiene 200 ml. de &cido
acético glacial, 70 g. de cloruro de potasio y 20 g. de sulfato Jde
zinc por litro.

Solucién de yoduro de potasio.—A una solucién de yoduro
de potasio de 509, se le agrega una gota de solucién de sosa
céustica concentrada por cada 100 ml., para impedir la destruc-

cién de la solucién. Esta no debe usarse @ menos que esté incolora.
Para poder hacer uso de este método,

se tituld una solu-
cién valorada de glucosa y se trazé la gréafica.

La acidez titulable se determina por titulacién de alfcuctas
de 5 ml. con una solucién de sosa clustica 0.25 N, usando fenolf-
talefna como indicador. Un ml. de esta solucién es equivalente a
16,0 mg. de écido citrico anhidro: pero debemos tener en cuen-
ta que no toda la acidez titulable es producida por el &4cido ci-
trico, ya que en la fermentacién se producen otros acidos, para
poder cuantear éste, se hizo uso del siguiente método: (7) (14)
Se toma una alicuota de la solucién, procurando que tenga
unos 25 mg. de &cido ciirico, se pone en un tubo de ensayo de
20 x 3 em., se le agregan dos ml. de la solucién de &cido sulfa-
rico, se ajusta el volumen a 20 ml. y se lleva a la temperatura de
ebullicién manteniendo ésta durante unos tres minutos, se enfria
vy se le agregan unos 3 ml. de agua de bromo saturada: después
de esperar 10 minutos cualquier precipitado que se haya formado
se remueve por cenirifugacién, decantando el liquido y ajustando
a 20 ml. De esta solucién se toman alicuotas que contengan de
tres a cinco mg. de 4cido citrico y se colocan en tubos de ensayo
de 150 x 18 mm., se agregan 0.5 ml. de la solucién de &cido sul-
farico, 0.5 ml. de agua de bromo y 0.5 ml. de la solucién de per-
manganato de potasio, se ajusta el volumen a 5 ml. v se dejan
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reposar los tubos durante 5 minutos, al final de este tiempo, se
sumergen en un bafio de hielo, y se agregan unas gotas de hidra-
zina, hasta decoloracién del permanganato, se ajusta el volumen
a 10 ml. y se agregan 13 ml. de éter de petrdlec; los tubos se
tapan se agitan y se centrifugan para romper {a emulsién. Final-
mente, se toman 10 ml. del éter de petrdleo y se les agrega | mi.
de la solucién de bisulfito de sodio, se deja evaporar casi todo el
éter y se agregan 10 ml. de agua destilada. El bromuro formado

se titula con solucién de nitrato de plata 0.05 N usando como in-
dicador cromato de potasio al 59%.

Cada ml. de la solucién de AgiNOas. titula 1.91 mg. de &cido
cftrico anhidro.
Reactivos.

Solucién de acido sulfirico 1:)

Agua de bromo saturada.—Se disuelven 3.6 g. de bromo en
100 ml. de agua.

Solucién 1.5 N de permanganato de potasio.—Se pesan 48 g.
de KMnOs y se disuelven en un litrvo de agua destilada, se deja
reposar esta solucidn durante ires o cuatro dias al abrigo de.la

luz, y se filira a través de lana de vidrio. Esta solucién se debe
conservar en un frasco obscuro.

Solucién de hidrazina 2N.—Para esta solucién se pesan 60.0 g.

de hidrazina y con ayuda de sosa de 509, se disuelven en aqgua
destilada, se afora a 500 ml.

Solucién normal de bisulfito de sodio.—Se disuelven 21.5 g.

de bisulfito de sodio en 200 ml. de agua. Se debe agregar sosa
clustica concentrada, hasta tener un pH de 6.0.

Solucién de nitrato de plata 0.05 N.-—Se pesan exactamente
8.497 g. de AgNOa seco y puro, y se afora a un litro.

Solucién de cromato de potasio al 59,.

Eter de petréleo.—Se debe procurar que éste tenga un pun-
to de ebullicién de alrededor de 40° C.
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En las tablas de resultado, se da el dato de por ciento de
conversién en &cido citrico, sobre la base del azticar consumida,
este dato se calculé con la siguiente férmula:

Mg. de é&cido citrico
Conversién %, = x 100.
Mg. de azticar consumida
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PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Para efectuar las fermentaciones, es necesario que los hongos
que se van a usar, estén acostumbrados a la concentracién y ca-
lidad de aziGcares con que se va a trabajar.

Las primeras cepas ensayadas, fueron las enviadas por el De-
partamento de Agricultura de Estados Unidos. Para aclimatarlas
a las condiciones necesarias, se procedié en la siguiente forma:

Se prepararon tres medios con cantidades crecientes de miel
final v se hicieron resiembras cada cinco dias. Debe hacerse no-
tar una gran diferencia en el crecimiento, pues el Aspergillus niger,
a los tres dias de inoculado presentd un crecimiento abundante y
una gran canfidad de esporas, mientras que el Aspergillus wentii,
a los 5 difas todavia no se habfa desarrollado. Para hacer crecer
el A. wentii se prepararon medios con diferente pH y menor can-

tidad de melaza., y en ninguno de ellos presentd desarrollo aién
después de siete dfas de sembrado.

‘Medios usados para el Aspergillus niger.

Medio 1)
Melaza 107.00 g.
Sacarosa 75.00 g.
NH:NOs 2.50 g.
KH=POx 1.00 g.
MgSOs.7H:0 0.25 g.
Agua para completar | litro.
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Medio 2}

Melaza 150.00
Sacarosa 38.00
NHaNOs 2.50
KH2POa 1.00
MgSOs.7HO 0.25
Agua para completar un litro.
Medic 3}
Melaza 214.00
NHisNCa 2.50
KHH2PO4 1.00
MgSO4.7H=0 0.25
Agua para completar un litro.

Los medios fueron esterilizados media hora
a una presidén de 8 Libras por pulg?, y

g-
g.
g.

g.

g.
g.
9.
.

en el autoclave

después se ajustd asépti-
camente el ptd{ a 3.5

Con objeto de ver si con un cambio en el medio, se lograba

hacer crecer el A. wentii y para determinar cuél era la cepa que
mejores resulfados daba, se hizo la siguiente prueba:

Se prepararon matraces erlenmayer de 2000 ml. con 250 mi.
cada uno de medio A: se sembraron con esporas de A. niger y
micelio precrecido de A. wentii, y se pusieron a fermentar en su-
perficie a una temperatura de 28° C. Los resultados de este ex-

perimento estén en la tabla Nam. 1.

Medio A
Melaza 21400
Urea 1.00
MgS04.7H:0 0.50
KH=PO. 0.08
KCl 0.15
MnSQO..7H:0 0.02
ZnSO..7H:0 0.0t

Agua para completar | litro

HCIi hasta pH de 3.5
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TABLA NUM. |

Investigacién de dos cepas de Aspergillus para determinar
rendimiento de &cido citrico.

Dias de Conversién % base - -
Cepa usada formentacion Azficar con.seurn.idcx Acide citrico %
A. niger 10 12.6 .4
A. wentii 15 6.4 5.2

l.a deficiencia en el crecimiento y el bajo rendimiento obte-
nido con la cepa de A. wentii nos conduce a sequir el trabajo uti-
lizando solo la cepa de A. niger.

Se han hecho muchas investigaciones para determinar cual es
la mejor fuente de nitrégeno; sin embargo estas son muy contra-
dictorias, proponiendo algunos autores el uso de una sal y otros
el de otra. Estas diferencias, son probablemente debidas a la raza
del organismo que se use. Para determinar cual es la fuente de
nitrégeno, que con la cepa que se va a usar de altos rendi-
mientos de &cido citrico, se hicieron las siguientes fermentaciones.

Se preparé medio A sin urea y se reparti® en proporciones
de 75 mi. en siete matraces erlenmeyer de 250 ml. A cada matraz
se le agregd 0.19, de diferentes sales conteniendo nitrégeno, se
inocularon con esporas de A. niger y se Jdejaron fermentar durante
10 dias en superficie. Los resultados estédn en la tabla ntimero 2.

TABLA NUM. 2

Relacién que hay entre las sales conteniendo nitrégeno vy el
rendimiento en acido cfitrico.

Fucate 4o N vossa R
MgNOs:.6H-0 26.0 24.8
NaNO: 24.7 23.6
NH«NO: 33.3 32.4
KNO: 17.8 I5.6
Agua de remojo de

maiz a 9° Bé. 18.9 18.0
Urea 13.9 12.8
— 19.5 18.6
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Como se ve, la amplia variacién en los rendimientos obteni-
dos, indica que la sal de nitrégeno afecta mucho la fermentacién.
Los bajos rendimientos pueden también indicar, que las melazas
tienen un catién o grupo de cationes que impiden que la fermen-
tacién sea normal.

Con objeto de eliminar estas impurezas, se trataron las mela-

zas con varios absorventes y se hizo la fermentacién en cultivo
sumergido.

Los detalles de esta fermentacién son como sigue:

Se prepard el siguiente medio:

Medio B
Melazas 214.00 g.
NHsNO: 1.00 g.
MgSO..7H=0 0.50 g.
KH=PO. 0.08 g.
KC 1 0.15 g.
MnSOs7H:=0 0.02 g.
ZnSO4+.7H=0 0.01 g.

Agua para completar 1 litro.

HC 1 hasta pH de 3.5.

Las melazas agregadas a este medio fueron previstamente
purificadas, por el métcdo del sulfato de aluminio e hidréxido
de amonio, y otro 'medio igual se prepard tratando las melazas
con carbdn animal activado. Estos medios sz repartieron en ma-
traces erlenmayer de 250 ml. de los que sdélo se ocuparon 100 ml.
Se prepararon matraces por duplicado, ajustando el pH antes de
hacer la inoculacién unos a pH 3.5 vy otros a pH 2.0, el método de
aeracién fué empleando una trompa de vacio. La fermentacidén
se efectud durante 10 dias a una temperatura de 28° C. Se pu-
sieron como testigos medio B con glucosa, medio B con sacarosa,

y medio B con melaza sin tratar. Los resultados de este experimen-
to estan en la tabla nim. 3.
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TABLA NUM. 3

Efecto de la purificacién de las melazas en el rendimiento en
&cido citrico por fermentacién en cultive sumergido.

Método de purificacién pH inicial Conversidn %, Acido citrico 9%
Carbén activado 3.5 37.9 36.0
Carbén activado 2.0 35.6 34.6
Sulfato de aluminio 3.5 31.9 30.0
Hidréxido de amonio

Sulfate de aluminio 2.0 33.4 32.9
Hidréoxido de amonio

Glucosa q. p. 3.5 62.8 61.2
Glucosa q. p. 2.0 56.4 55.3°
Glucosa g. p. 2.0 564 55.3
Sacarosa refinada 3.5 60.2 59.3
Sacarosa refinada 2.0 60.4 59.2
Miel sin tratar 2.5 14.2 12.9

Los resultados obtenidos en el cuadro anterior nos indican
que por una purificacidén de las melazas los rendimientos suben,
asimismo, podemos ver que aunque a un pH menor de 3.5, se pro-
duce menor cantidad de otros &cidos, la conversién es notoriamen-
te més baja, y por lo tanto, el rendimiento total en écido citrico
baja también.

Con el objeto de tratar de aumentar los rendimientos, se hizo
otra serie de fermentaciones utilizando oxigeno para airear el subs-
trato, empleando ademés otros métodos de purificacién y otra
concentracién de nutrientes inorgénicos.

Medic C
Melaza 214.00 g.
NH:NO:s 2.50 g.
MgSO..7H:0O 0.25 g.
KH2PO4 1.00 g.
KCI 0.15 g.
CuS0O:.6H=0O 0.05 q.
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ZnSO+.7H:=0 0.0

FeCls 0.0

MnSOs.7H:0 0.0
Agua para completar | litro.

HCI hasta pH de 3.5

Las melazas agregadas a este medio son purificadas en la for-
ma indicada por la tabla nim. 4. La inoculacién se hace por es-
poras de A. niger suspendidas en agua destilada estéril. La fer-
mentacién se hizo por cultivo sumergido aireado con oxigenoc de
98, de pureza a una velocidad media de fiujo de medio litro por
minuto por 100 ml. de medio. La temperatura se conservé a 30° C.,
la fermentacién se suspendid a los diez dias, haciendo determina-
ciones de acidez titulable a los seis, ocho v diez dias.

Los resultados obtenidos en esta fermentacién son bastante
buenos, los de las melazas purificadas con carbdn animal activado,
se pueden comparar con los obtenidos con glucosa q. p.; los re-
sultados de la tabla nim. 4 son los que se obtuvieron a los diez
dias de empezada la fermentacién. Debemos hacer notar que, los
medios se dejaron que desarrollaran sin aeracién durante 72 horas.

TABLA NUM. 4

Influencia de varios métodos de purificacién de melazas en

la fermentacién por cultivo sumergido aireando con una corriente
de oxigeno.

Purificacién con:

PH inicial Ceonversién % Citr}i&:;d%/,
Sulfato de aluminio hidréxido .
de calcio 3.5 11.0 9.8
Sulfato de aluminic hidréxido
de amonio 3.5 46.7 45.3
Ferrocianuro de potasio 3.5 33.6 32.2
Sulfeto de aluminio hidréxido :

e amonio y carbén activado 35 62.4 61.9
Carbén activado 3.5 70.1 69.1
Glucosa q.p. 3.5 72.9 71.2
Sacarosa refinada 3.5 73.1 72.6
Miel sin tratar 3.5 15.2 141
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Los resultados obtenidos, segin la tabla anterior, son 'muy bue-
nos para algunos métodos de purificacién de las melazas, ademés
se ve que la influencia de una corriente de oxigeno beneficia
grandemente los rendimientos en fermentaciones en cultive sumer-
gido.

Los rendimientos mas altes, hasta ahora obtenidos han sido
con melazas tratadas con carbén activado. Para ver qué efecto
tiene la bentonita sobre estas en comparacién con el carbén,
se hizo el siguiente experimento:

Al inocular esporas de A. niger en medios con un pk d& 3.5,
se observé que no hubo desarrollo, atn después de pasados seis
dias. Se hicieron siembras en varios medios con diferente pH, vy
sélo hubo crecimiento en el medio que tenfa pH 6.0. Por obser-
vaciones microscdpicas se vidé que no habfa contaminacidén, y en-
tonces, se hicieron resiembras Jdel hongo en medios con pH cada
vez més bajo, hasta tener un crecimiento éptimo en un medio con
pH de 2.5.

Después de esto, se consiguid una nueva cepa, y después
de ser aclimatada, se probdé su actividad para producir é&cido
citrico comparandola con la de la cepa usada hasta ahora. Se
preparé el siguiente medio:

Medio D
Melaza 214.00 g.
NHsNCs © 3.00 g.
Peptona 0.50 g.
KC | 0.50 g.
MgS0O.s.7H=0O 1.00 g.
KH=PO4 1.50 g.
ZnSQO4.7H=0O 1.00 g.
FeCls 1.00 g.
CuSO4.6H=0 0.00 g.

Agua para completar un litro.
HC 1 hasta tener un pH de 3.5.

La fermentacién se hizo en cultivo sumergido, la aeracién se
hizo con una trompa de vacio. La fermentacién fué llevada a 30° C.
Los resultados estéan en la tabla Nam. 5.
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TABLA NUM. 5

Rendimientos de &cido citrico con tres cepas diferentes de
Aspergillus.

‘Cepa usada lorxlzx‘ea:laieién Conversaién %/, Acido citrico %,
Aspergillus niger | 10 15.3 141
Aspergillus niger 2 10 11.2 10.1
Aspergillus wentii 15 8.7 7.9

Estas pruebas, previas al Gltimo experimento efectuado, nos
indican que se debe seguir trabajando con el hongo que se ha es-
tado usando.

Este dltimo experimento se hizo como sigue:

Se preparé medio C con melazas previamente purificadas con
carbén activado y con bentonita {10) en la forma indicada, el me-
dio se repartié en botellas de refrigerador poniendo en cada una
de ellas 100 ml. y en matraces erlenmeyer de 250 mi. de los cuales
sélo se ocuparon 100 ml.; la inoculacién se hizo con esporas de A.
niger |; antes de la inoculacién se ajusté a los pH indicados en la
tabla Ndam. 6. Se hiciercn comparaciones por fermentaciones lle-
vadas en superficie y fermentaciones en cultive sumergido. La ta-
bulacién de los resultados se encuentra en el siguiente cuadro.
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TABLA NUM. &

Comparacién de resultados por fermentaciones en superficie
y en cultivo sumergido con medios en diferentes condiciones de
nutrientes inorgénicos y a diferentes condiciones de pH.

Purificacién con: Cultivo en in!ijg al Cong/:zrsién citxi}:;ii: o
Bentonita Superficie 6.5 48.1 43.6
Bentonita Superficie 3.5 44.8 43.9
Bentonita Sumergido 6.5 51.9 46.8
Bentonita Sumergido 3.5 43.2 42.8
Bentonita Sumergido 3.5 55.7 54.1
Carbén activo Superficie 6.5 51.3 43.3
Carbén activo Superficie 3.5 47.9 46.3
Carbén activo Sumergido 6.5 53.9 48.1
Carbén activo Sumergido 35 50.3 49.5
Carbdén activo Sumergido 3.5 &61.2 60.1

No se agregdé a estos medios, nutrientes inorgénicos, es de-
cir, el medio tiene Gnicamente miel tratada y diluida.

Como se ve en el cuadro anterior, la bentonita da resultados
tan aceptables a los obtenidos cuando se usa carbén activo. La
aeracién de esta fermentacién se hizo con una compresora pa-
sando aproximadamente medio litro por minuto por 100 ml. de me-
dio. Esta fermentacion se hizo a la temperatura ambiente.
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DISCUSION

Anteriormente se dijo, que el control que se debe tener de
los diversos factores que afectan la fermentacién, debe ser muy
exacto para poder tener rendimientos uniformes. Haciendo una
consideracién de estos factores se pueden discutir los siguientes
puntos:

1) Microorganismos.
2} Medio de fermentacién.
3) Condiciones externas que afectan la fermentacion.

1}.—Condiciones del microorganismo.—Desde las investigacio-
nes iniciales de Whemer, el cual usé las especies de hongos ya
mencionadas, se han hecho estudios para encontrar otras especies
que sean capaces de sintetizarlo a partir de carbohidratos. En un
principio se tuvo el criterioc de que la capacidad de produccién
de &cido dependia del color del organismo usado, creyéndose
que las formas negras y café amarillentas eran las mejores forma-
doras de acido.

Sin embargo esto no quiere decir que los organismos negros
sean los mejores productores de &cido; hasta hoy se han utilizado

una infinidad de hongos con el mismo objeto entre los que se cuen-
tan los siguentes:

Cyltromyces pfefferianus, C. glaber, C. citrius, Aspergillus car-
bonarius, A. glaucus, A. clavatus, A. cinnmomeus, A. fumarios, A.
awamori, Var. Nakazawa, idem Var. Fumeus, A. aureus Nakazawa,
Penicillium arenarium, P. olivaceum, P. divaricatum, P. sanguifluus,
P. glaucum, M. piriformis.
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El valor de los resultados experimentales, depende en gran
parte de seguir una técnica uniforme para la fermentacién, para
poder hacer esto, se deben tener las siguientes precauciones:

Los cultivos del hongo usado, en este caso A. niger, deben
ser resembrados, a intervalos definidos, a un medio igual en com-
posicién quimica y concentracién de azdcares, al que se use en la
fermentacién. Es dificil obtener rendimientos constantes de 4&cido
citrico, si cuando menos no se han hecho cuairo
esporas a intervalos definidos (7).

Las experiencias han demostrado que cada raza de A. niger
tiene un tipo de adaptacidén. Las esporas tienden a recibir un es-
timulo definido de los constituyentes del medio, particularmente
las sales inorgénicas, y esta caracfteristica tan importante deberé
ser empleada en las operaciones de cultivo, previas a las resiem-
bras de esporas en el medio, si se necesita una produccién méaxima
de 4cido citrico. Este proceso de adaptacién estéd mejor ilustrado
por el necho, de que por resiembras sucesivas del mismo orga-
nismo, en medios de composicién uniforme, se aumentan las can-
tidades de &acido citrico producido (1}.

resiembras de

Para impedir las contaminaciones del cultivo, se debe emplear
un método de purificacién a intervalos definidos; se ha demostrado
que la capacidad del hongo para producir acido citrico, a veces
cambia sin ninguna razén aparente, o bien la naturaleza del pro-
ducto se altera. Asi, una raza puede repentinamente cesar su
produccién de &acido citrico, y dar sélo acido glucédnico: cuando
se encuentra cue tal cambio es irreversible, es posible que haya
ocurrido una mutacién, o bien se puede tener la posibilidad de
que un contaminante de apariencia similar, ha tenido acceso al
cultivo. Yuill v Yuill (25) reportaron uno de los casos més intere-
santes de este tipo: ellos aislaron de cultivos de A. niger, un nue-
vao hongo, que en su morfologia parece ser similar al A. niger hasta
antes de la aparicién de esterigmas, de donde su desarrcllo sigue
un curso enteramente diferenie. Propusieron el nombre de Cla-
dosarum, para este nuevo hongo, y los autores consideran cque no
es improbable que su origen sea del A. niger.

También se debe tener cuidado en evitar la llamada enfer-
medad de los Aspergillus, que consiste en un crecimiento de hon-
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gos del género Penicillium en las ''cabezas’’ de los Aspergillus, ha-
ciendo que éstas tomen un color verdoso.

En suma, para tener un buen crecimiento y una fermentacién
Sptima, el hongo deberd ser activado y acostumbrado al medio
en que va a trabajar; un método para activar la cepa que parece
que da buenos resultados, es el siguiente:

Se hace una suspensién de esporas en 10 ml. de agua desti-
fada estéril, contenidos en un tubo de ensaye, y enseguida se in-
troduce el tubo en un bafo de agua hirviendo durante ! minuto;
ol motivo por el cual hay una activacién puede ser el siguiente: al
calentar las esporas a es: temperatura, sélo sobreviven las maés
fuertes, o sean las mé&s activas, inhibiéndose las débiles, malas for-
madoras de &cido. Haciendo esto en varias resiembras consecu-
tivas, se obtiene una buena activacién de la cepa.

Las esporas que se siembran no deben ser ni muy viejas ni
muy [évenes, ya que por inoculacién de éstas se tienen algunos
ofectos en la fermentacién, lo mejor, es tomarlas de un cultivo
que tenga de cinco a diez dfas de inoculado. La cantidad de es-
poras tomadas como indéculo no tiene influencia en el rendimien-
to, aunque no se debe poner un gran exceso, porque entonces
quedan esporas que no desarrollaron dentro del micelio: ia influen-
cia de éstas es tal que puede inhibir la formacién de &cido cftri-
co. Cantidades que varfan entre uno y 57 millones de esporas por
litre de solucién, pueden ser sembradas sin tener ningin efecto.

Puede suceder que el hongo no desarrolle a un pH bajo, como
el necesario para la fermentacién, en este caso se preparan me-
dios con pH que va bajando gradualmente, hasta tener un pH
de 2.0; esto estd en contradiccién con los estudios de Webb (30},
efectuados en 1919 en los cuales no encontré crecimiento a un
pH menor de 2.8.

De lo dicho anteriormente, podemos concluir que en un pro-
ceso industrial, se debe tener un estricto control de los pies de
cultivo, asl como una atencién general a las condiciones de cultivo.

2).—Medio de fermentacién.—En el medio de fermentacién,
se necesita como fuente de carbono un carbohidrato. En los pri-
meros trabajos se utilizaron azcares puros (sacarosa o glucosa),
pero en el presente se usan la mayorfa de los aziicares naturales. En
general se cree que se obtienen altos rendimientos de moléculas
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de fructosa o de carbohidratos que al desdoblarse dan molécu-
las de ésta.

Amelung (26} reporté varios experimentos: cuando usaba un
medio conteniendo rafinosa al 109, obtenfa rendimientos de 14.5%,
de acido citrico sobre base de la fructosa componente del +tri-
sacérido; no obtuvo &cido citrico de melibiosa, obteniéndolo en
cambio en rendimientos variables con glicerina, glucosa, fructosa,
manosa, manitol, xilosa, arabinosa y galactosa. A los mismos re-
sultados llegd Bernhauer. Doelger y Prescott usaron sacarosa pura
con buenos resultados, pero se encontrdé que, si se substitufa una
parte de la sacarosa por glucosa o fructosa, los rendimientos ba-
jaban; no obstante un procedimiento patentado hace uso de glu-
cosa con rendimientos de 659,.

Cahn (3) impregna bagazo con melazas de cafia e inocula con
un hongo conveniente. Es de interés hacer notar que algunas me-
lazas de cafia contienen materiales téxicos a la raza de A. niger
que él usé. Para evitar esto se deben hacer los experimentos con
melazas de una misma localidad.

Moiliand hizo estudios comparativos de sacarosa glucosa vy
fructosa encontrando que la sacarosa era mejor.

En este estudio, los experimentos se hicieron Gnicamente con
melazas de cafa, utilizando medios de sacarosa o glucosa, sélo
como testigos. Los resultados obtenidos con melazas sin tratar son
bastante desalentadores, pero al purificar las melazas por los mé-
todos indicados, se obtiene un rendimiento considerablemente su-
perior, comparable al de la glucosa pura.

Otro factor que tiene mucha influencia en el rendimiento
de acido citrico es la concentracién de la solucién de azicar. Luz,
por ejemplo, mostré que en soluciones nutrientes con altas con-
centraciones de az@icar hay una mayor conversién a &cido citrico,
que en soluciones nuifrientes similares con bajas concentraciones
de azdcar. :

Currie, enconird que las soluciones de sacarosa al 10.29 eran
satisfactorias, mientras que Doelger y Prescott prefieren una so-
lucién de sacarosa al 9.89%,. Bernhauer, Iglauer v Knobloch en un
trabajo maéas recientfe y usando azGcar de remolacha encontraron
que una solucién al 22.5%, era la mé&s conveniente. Porges (17)
encontrd due soluciones nutrientes con un 12 a 20%, de azlGcares,
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eran necesarias para tener altos rendimientos del 4acido; ya que,
en soluciones bajas de azticar (59%). ésta es utilizada por el hongoe
como fuente de energia, y en consecuencia se formaba menos
acido.

Lorentz en una patente reciente, sefala el hecho de que las
melazas y otros substratos de azidcar conteniendo vitaminas y otros
factores de crecimiento, favorecen el desarrollo del hongo a ex-
pensas del rendimiento en &cido. Estos materiales, promotores del
crecimiento, son destruidos tratando las melazas por substancias
tales como H:02 o NaOH o metales finamente dividos igual a
los que se emplean en la hidrogenacién de los aceites.

Junto con el carbono, hidrégeno y oxigeno proporcionados
por el carbohidrato, en el medio en fermentacién son necesarios
nitrébgeno y otros materiales inorgéanicos. En general, tales sales
consisten de un nitrato o una sal de amonio, un fosfato y magne-
sio. Otras sales pueden ser necesarias en algunos casos, pero las
investigaciones hechas muestran grandes divergencias.

La fuente de nitrégeno que se usa varfa considerablemente
entre diferentes investigadores, y aparentemente tiene una impor-
tante relacién con la clase de hongo usado. En las concentraciones
Sptimas de nitrégeno también hay grandes diferencias, Bernhauer
e lglauer lo usaron en concentraciones de 0.07 a 0.08759%, para la
raza particular que ellos usaron, mientras que otros autores repor-
taron pequefias cantidades 0.0 a 0.039%, como suficientes. Ha-
blando generalmente, las concentraciones bajas de N favorecen
la produccién de &cido; mientras que altas concentraciones favo-
recen el crecimiento del micelio con baja produccién de &cido
citrico. Sin embargo las condiciones parecen variar de acuerdo
con la fuente de carbohidratos. Cuando se usa como substrato
melazas de cafia Nebe encontré que ya tienen suficiente cantidad
de N vy otras sales.

El Nl puede ser proporcionado por NH NGO, (NH,}.SO,, NH,C),
KNOs, y NaNQOs. Cuando se usa cloruro de amonio el acido oxa-

lico no se forma conservando, por supuesto, todas las demés con-
diciones iguales. El nitrato de litio y el nitrato de calcio se ha
encontrado que dan resultados satisfactorios en algunos casos.
De las fuentes orgénicas de N se pueden mencionar los ami-
nodcidos, Chrazacsz y Zakomorny, encontraron que el triptéfano
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no tenia efecto, mientras que la asparagina y tirosina tienen al-
guna influencia. Nossbaum también encontré que la asparagina
era valiosa y recomends la adicién de 0.5 a 1.5%,. Los precios de
la asparagina hacen tales adiciones econémicamente imposibles.

Junto con el nitrégeno, los fosfatos y el magnesio son nece-
sarios al substrato: los fosfatos pueden ser proporcionados por el
KH:PO1 6 KeHPOs. Sciicz en su método de cultivo sumergido, dice
que los fosfatos asimilables deben estar ausentes. El magnesio puede
agregarse como MgSO04.7H:0O. Se debe hacer notar que hay una
amplia variacién en la concentracién de los diferentes nutrientes y
es posible que esto pueda ser atribuido principalmente a la raza del
hongo que se investigue.

Algunas otras sales, ademéas de las mencionadas, han sido con-
sideradas como necesarias por algunos otros autores; asi, Vasilev,
indica que algunas razas de A. niger, muestran un incremento en el
rendimiento en &cido citrico en la presencia de 0.019, de ZnSO. y
Porges, dice que ambos Zn y Fe son necesarios para incrementar el
crecimiento del hongo y la produccién de &4cido. Por otra parte
Chrascsz y Peyros son de la opinién que las sales de Zn son téxicas,
mientras que Zaldivar, encontré que ni el ZnSO:s ni el FeC lz tenian
efecto en las razas que él ensayo.

En trabajos méas recientes, se agregan iones Fe, Mn, Al, Mo, Zn
y Cr, en pequedfias cantidades, también se ha estudiado la accién del
acido selenioso {16).

Teniendo en cuenta todos los datos anteriores, se puede supo-
ner que cada raza de A. niger tiene un tipo de metabolismo y, reac-

cionaréd en forma distinta con diferentes nutrientes inorgénicos y di-
versas cantidades de ellos.

El mantenimiento de una acidez apropiada en el medio de fer-
mentacién es otro factor importante en el éxito de la fermentacién.
Un pH bajo. favorece la produccién de écido citrico, y disminuye
el peligro de contaminacién; mientras que un pH alto favorece la
produccién de acido oxélico y propaga la contaminacién por orga-
nismos extrafios. Generalmente el mejor hongo productor de 4cido
cftrico, posee la més alta tolerancia a un pH bajo.

El pH conveniente, se obtiene agregando &cido al medio {ge-
neralmente HC), diversas razas de hongos acttian diferentemente

44



con distintos &cidos, ya que se ha demostrado que el HC 1 es téxico
para algunas razas mientras que el HaPOu4 lo es para otras.

Cuando el pH del medio tiene grandes variaciones resultard un
debilitamiento del hongo y por lo tanto una disminucién de su capa-
cidad de produccidn.

Fernbach, usa HC 1 para obtener un pH de 1.8. Doelger y Pres-
cott también usan este &cido para tener un pH de 1.6 a 2.2.

De acuerdo con Prescott y Dunn (18), no se considera necesario
neutralizar el dcido formado durante la fermentacién: sin embargo,
bajo ciertas condiciones, el empleo de CaCO: parece ser conve-
niente; parece que da una proteccidén al &cido citrico ya formado.
Cuando todo el aztcar ha sido gastado, el hongo tiene la tendencia
a emplear el &cido citrico en su metabolismo, cuando el azticar esté
aan presente no tiene ningin objeto agregarlo. El carbonato de so-
dio se usa en la misma forma que el de calcio, pero este inhibe la
formacién de &cido. Kirsanova, por otra parte, dice que la neutra-
lizacién parcial con carbonato de sodio o sosa céustica a un pH de
4.0 da mejores rendimientos de &cido.

Chrascsz y Peyros, consideran conveniente neutralizar parcial-
mente el dcido con CaCOa; pero la solucién debe permanecer en
el lado écido siempre. Frey indica que si la neutralizacién llega hasta
un pH de 6.0 se favorece la produccidn de &cido glucdnico en fu-
gar de la de cftrico.

En general, la fermentacién en un medio &cido favorece la pro-
duccién de &cido cfirico, mientras que en un medio alcalino se fa-
vorece la del oxdlico. La formacién del acido oxélico, de acuerdo
con Jacquot, es un verdadero fenémeno parasitico y roba nutriente
al micelio, siendo desperdiciado como CO-.

La influencia que tiene el pH es por lo tanto muy importante,
y no debe pasar desapercibida. Cuando el pH se mantiene abajo
de 3.5, las cantidades de &cido oxédlico producidas son muy peque-
fias, aumentando segin aumenta el pH. A un pH de 5.0 se produce
una gran cantidad de écido oxélico, encontréndose sdlo trazas de
citrico durante los primeros dias; después el oxalico producido es
suficiente para bajar el pH a 3.5 y la produccién de &cido citrico
comienza; pero de todos 'modos, se tiene una gran pérdida de azi-
car, ya que no se utiliza una gran parte en la produccién de &cido
citrico. Las hipétesis que se pueden formular, dependen todas de la
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transformacién de glucosa en &cido citrico, fenémeno muy compli-
cado, que hasta el presente no se ha podido dilucidar con cia-
ridad (5).

El agua usada en la preparacién de los medios de cultivo, tam-
bién tiene influencia en la produccién de &cido citrico. En algunas
razas se encuentra que los cultivos hechos con agua destilada, mues-
tran més alta produccién que los cultivos hechos con agua ordinaria,
se supone que la influencia del agua depende de las sales que puede
tener en disolucién y que pueden afectar a los constituyentes del
medio ordinario.

Para poder tener una cantidad suficiente de esporas y poder
hacer la inoculacién, se han recomendado varios medios de esporu-
lacién, en casi todos estos medios se ponen iones Mn que aceleran
la formacién de esporas. Pero por estudios hechos sobre la influen-
cia del medio de esporulacién, sobre la produccién de &cido citrico,
se ha indicado que en medios de esporulacién que tengan més de
9.3 mg./l. de iones Mn, las esporas formadas retardan la fermen-
tacién, cuando se usan como indculo (22).

Un medio de esporulacién recomendable, es aquél en que, en un
medio basico de agar, se ponen 1.5 g./. de extracto de malta, que
produce abundantes esporulacién y no tiene ningtn efecto poste-
rior. Otro medio que puede usarse es el de glucosa peptona en agar.

3).—Condiciones externas.

Fntre las condiciones externas, que afectan la fermentacién se
pueden mencionar las siguientes:

Aeracién.——Este factor es uno de los més importantes en la fer-
mentacién. Cuando ésta se hace en tinas profundas sin aeracién,
el rendimiento en &cido citrico es muy bajo, obteniéndose en cam-
bio un marcado olor a alcohol; desde el descubrimiento de que la
penicilina se podia obtener por una fermentacién sumergida y con
aeracién, se han hecho diversas experiencias para aplicar el mismo
procedimiento a la produccién de dcido citrico, en algunos casos con
bastante éxito. Se debe tener gran cuidado en la velocidad de flujo
de aire, que no deberé ser muy grande, porque la produccién de
&cido citrico baja, ni muy pecquera porque seria insuficiente; se
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recomienda un litro por hora por 100 mil. de medio. En este tra-
bajo se usé | litro por minuto por cada litro de medio con buen
resultado; sin embargo debe existir un limite ya sea porque baje
el rendimiento o por razones econdmicas.

La influencia que tiene el biéxido de carbono, es muy impos-
tante, ya que si se inserta un tubo con &lcali para absorberlo, la
produccién de &cido citrico baja considerablemente y. esto hace
suponer, que el CO:, tiene una influencia decisiva en la produc-
cién del 4cido, esto ha originado unas pruebas en que la aeracién
se hizo con una corriente de COz=; pero los resultados no han con-
cluido nada.

Agitacién.-——Cuando el hongo se desarrolla va a la superfi-
cie del medio vy ahi permanece hasta que el medio se agota.

La formacién de écido citrico se supone que se lleva a cabo
por enzimas intracelulares {11} y, por lo tanto, la fermentacién no
puede proceder si el micelio no estéd en contacto constante con
el medio. Si la fermentacién se lleva a cabo sin agitacién, la capa
de &cido se difunde en la capa de az(car del fondo a una veloci-
dad muy baja, y en tinas con un gran volumen la conversién se
retarda por la dilucién y por el hecho de que sélo hay una pequefa
superficie de micelio en contacto con el medio. Se cree que la
concentracién de acido citrico en el medio, estimula en razén di-
recta la produccién de é&cido citrico por las enzimas del micelio.

Por lo anterior, se debe fener un movimiento que ponga en
contacto constante con el micelio al medio que se quiera trans-

formar; se debe tener en cuenta que la volocidad de agitacién
es muy importante para controlar la fermentacién; esta velocidad
debe ser de intensidad suficiente para que las enzimas hagan la
conversién, pero esta no debe ser muy grande, ya que entonces

el tiempo de contacto es muy pequefo y no da tiempo suficiente
para la conversién.

Temperatura.—La naturaleza de los cambios sufridos por el
organismo depende, en gran parte, de la temperatura de incuba-
cién empleada. Hablando generalmente, si la temperatura de in-

cubacién es arriba de 30° C., la produccién de &cido citrico ba-
jaré v se formaré &cido oxélico a su costa.
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La produccién de &cido citrico se incrementa usando diferen-
tes temperaturas durante el crecimiento. El méaximo rendimiento,
se obtiene conservando el hongo a 28° C., durante el crecimiento
y. bajando durante el periocdo de fermentacién, a 20° la tempe-
ratura. Si se conserva el hongo a 28° C., por periodos mas largos
de tres dias, durante la incubacién, baja la habilidad de éste para
producir &cido citrico. Bl uso de este método de dos temperaturas
no disminuye el tiempo de fermentacién.

Hay una gran cantidad de trabajos de diferentes autores que
recomiendan distintas temperaturas como &éptimas para la fer-
mentacién. Estas grandes divergencias se deben probablemente
al tipo de raza que se use.

Por los resultados obtenidos en este trabajo, hemos podido
deducir, que las condiciones é6ptimas para la produccién méxima
de &cido citrico, son las siguientes:

El microrganismo debe ser resembrado con intervalos de diez
dfas a un medio igual en composicién al que se vaya a usar en la
fermentacién, teniendo cuidado de evitar las contaminaciones del
cultive. El medio de esporulacién que se use, no debe de contener
sales de manganeso: obteniéndose buenas resultados con el medio
peptona melaza en agar.

La forma méas conveniente para agregar el nitrégeno, es cuan-
do estéd en forma de nitrato de amonio agregéndose en la can-

tidad de 2.50 g./ 1.

Los fosfatos y el magnesio que también deben estar presen-
tes, se agregan en forma de KH:PO4, vy MgSO+.7H20 en las can-
tidades de 1.00 g./l. y 0.25 g/l. respectivamente. Respecto a la
influencia que tienen los iones metélicos sobre la produccién de
acido cftrico, no se notdé ningtn efecto. Cabe hacer notar que el
agua usada en la preparacién de los medios de cultivo, fué agua
de la llave.

De las varias pruebas que se hicieron con aeracién, los rendi-
mientos méas altos de &cido citrico se obtienen cuando el subs-
frato es aireado con una corriente de oxigeno puro. La agitacién
que se dib a los medios en fermentacién, fué sélo la producida
por el aire u oxigeno, cuando burbujean dentro del substrato: pero
teniendo en cuenta el pequefio volumen de medio en fermenta-
cién, creemos que este agitamiento fué suficiente.
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La -temperatura 6ptima fué de 28° C. La concentracién de
azGcares fué de 214.00 g. de melazas (equivalentes a 150 g. de
glucosa) por litro de medio de fermentacién.

Las diferencias entre estas condicienes éptimas y las reco-
mendadas por algunos autores, se deben probablemente a la raza
de hongo que se usé.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

|—Se estudié la produccién industrial de 4acido citrico por
fermentacién de mieles finales en cultive sumergido.

2—las melazas usadas para este trabajo fueron del Inge-
nio de Cuatotolapan, Ver.
3.—Cuando las melazas son purificadas con carbén animal

activado en las condiciones indicadas, se obtuvieron rendimientos

de 69.1%,, éstos se pueden comparar a los obtenidos con glucosa
en las mismas condiciones {71.29, ).

4.—De las cepas estudiadas, la que mejores rendimientos pro-
dujo fué Aspergillus niger N.R.R.L. 598.

5.—Para la raza usada, la mejor fuente de nitrogeno fué el
nitrato de amonio.

6 —FEl pH 6ptimo es de 3.5: a menores pH se tienen conver-
siones més bajas.

7 —~Cuando la aireacién o aeracién se efectla con oxigeno
puro, los rendimientos aumentan considerablemente.

8.—Se hicieron comparaciones de resulfados obtenidos con
melazas tratadas con carbé4n animal activado y con bentonita,
les resultados obtenidos son: medio preparado con melazas trata-
das con carbén animal activado 60.19%, de &cido citrico, medio
preparado con melazas tratadas con bentonita 54.19, de &acido
citrico.
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