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Produccion de acido citrico por
fermentacion usando Torula

candida

Giraudo Miguel, Vicente Fausto, Scollo Daniel, Caruso Susana

El acido citrico es un aditivo muy utilizado en la
Industria Alimenticia y que se puede producir a nivel
laboratorio y luego a escala industrial a partir de

hidrolizado de maiz
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Resumen:

| acido citrico es un aditivo muy

utilizado en la Industria Alimen-

ticia que debe ser importado
en Argentina de Europa, China y Bra-
sil. Se propone un proceso de produc-
cion a escala laboratorio con el objeti-
vo de llevarlo a nivel industrial , apro-
vechando un sustrato de facil obten-
cion en el mercado local (hidrolizado de
maiz), suplementado con urea, gluco-
sa y diversas sales. Dicho proceso
involucra un estudio de factibilidad acer-
ca de la obtencion de la cepa de leva-
dura de mayor rendimiento, prepara-
cion del sustrato y condiciones optimas
fermentativas. El rendimiento de la pro-
duccion fue de 0.56-0.63 gramos de
acido citrico/ gramo de glucosa

Palabras Claves:
Acido citrico, levadura mutada, me-
laza, fermentacion

Summary:

Corn hydrolysate is used as the
constituent of a medium for the
formation of citric acid by mutated
candida sp. The fermentation medium
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was supplemented with urea , as
nitrogen source, glucose and different
salts. The mutated strain produced
significantly more citric acid than other
non-mutated strains. Based in previous
experiments the citric acid production
was issued in a 5 liters batch fermenter.
Citric acid yields ranged from 0.56-0.63
grams of citric acid / gram glucose.

Key Words:
Citric acid, mutated yeast, molasse,
fermentation

Introduccion:

El acido citrico (AC) es uno de los
aditivos (commodity) mas usados en la
industria alimenticia como acidulante,
conservante y antioxidante. Sus usos se
detallan en la TABLA I, pag 30 (SAGPyA
2004). Ademas en Argentina, tiene im-
portantes usos en la industria farma-
céutica y quimica, ya sea como agente
de limpieza y de formaciéon de comple-
jos, siendo su consumo:

[=1 Alimentos y bebidas: 7954Ttn

[ Ind. Farmacéutica y Cosmética
1152tn

[] Detergentes 1268tn

[=] Otros 6626tn

En la actualidad, mas de
800.000tn/afo se producen en el

Septiembre/Octubre 2007

mundo, con una tendencia al incremen-
to del 5-8% anual , siendo los grandes
productores la Unioén Europea, China y
los Estados Unidos.

En Sudamérica hay plantas en Bra-
sil y Colombia, que lo estan producien-
do a partir de melazas diversas, mien-
tras que Argentina solo lo importa
(17.000tn en 2004), fundamentalmen-
te de Brasil a un precio aproximado de
0,62U$S/Kg (FOB) y 0,74U$S/Kg (CIF)
(INDEC, 2004).

Con respecto a su obtencion, la pri-
mera referencia la encontramos en 1917
usando diferentes hongos. Desde 1966
a partir de levaduras. Ver TABLA 11, pag.
30.

Desde hace 40 afios se ha estu-
diado mucho el proceso de produc-
cion de AC por las levaduras: se sabe
que éste se forma cuando cesa el cre-
cimiento reproductivo, lo que es cau-
sado en general cuando disminuye el
nitrégeno en el medio de fermenta-
cién (Behrens,1987), siendo gluco-
sa el mejor sustrato a usar
(Stottmeister 1992), (Anastassiadis
1993, 1994).

Con respecto al efecto de las vita-

minas, se ha estudiado la accién de la
B, (Lozinov 1982)
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También se sabe que el exceso de
nitrdgeno produce acido propidnico y
alfa-cetoglutarico en vez de AC (Li 2000).

Objetivos:

[=] Desarrollar un trabajo experimental
con levaduras, para finalmente efec-
tuar un escalamiento.

[[1 Determinar las condiciones
fermentativas (minerales, vitaminas,
nitrégeno, etc) en un proceso por
lotes.

[=] Elegir maiz como materia prima por
su costo y por su efecto sobre el
color del hidrolizado.

[ Estudiar otros parametros que son
fundamentales tales como: pH, tem-
peratura, caudal de aire a incorpo-
rar, velocidad y tipo de agitacion.

[=] Desarrollar un proceso de recupera-
cion gue no use yeso / acido sulfa-
rico o solventes.

Materiales y métodos:

1. Mi .
condiciones del cultivo:

La levadura mutada de Torula
candida (Produccion Nacional 1970)
debe producir mas cantidad de acido ci-
trico, para que acumule una concentra-
cion del acido aproximadamente 7 ve-
ces mayor que otras cepas no mutadas
(Gutiérrez 1993, Avchieva 1993).

Partiendo de cepas liofilizadas, se
hacen las diluciones correspondientes
en agua estéril, para obtener una con-
centracion final de aproximadamente
107 — 108 UFC/ml y se siembra en pla-
cas de Petri con agar-papa de modo
de obtener las colonias aisladas. De la
placa de Petri se selecciona una colo-
nia de tamano intermedio porque
morfoldgicamente son las mas estables.
Se levanta la misma y se lleva a tubo
con agar papa en pico de flauta. Una
vez desarrollada convenientemente, es
transportada con agua estéril a un
Erlenmeyer con el medio preparado
para el crecimiento celular. Finalmente
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dicho cultivo va al fermentador piloto
de 5 L (ensayos por duplicado).

El AC producido es identificado y
valorado por electroforesis capilar. Se
uso un equipo Hewlett Packard y el
método fue indirecto por desorcion del
analito en un buffer coloreado, siendo
las condiciones operativas: 20Ky, el
buffer fue acido piridindicarboxilico con-
teniendo bromuro de cetiltrimetilamonio,
el capilar de 75 mm de diametro inter-
no con una largo de 50 cm (41.5 cm
hasta el detector), pH de corrida 5.6,
longitud de onda del trabajo de 350 nm
y longitud de onda de referencia 215
nm (método desarrollado en UNLa).

2.G . iondelal i

Para llevar a cabo este proceso se
partio de un germinador de 2.4 Litros
conteniendo

Glucosa 168 gr.
Macerado de 36 gr.
maiz comercial

Carbonato de Calcio 48 gr
Urea 6 gr.

Fosfato disédico  0,0625 % p/v
Sulfato de Magnesio 0,042% p/v
Heptahidratado
Agua c.s.p. 2,4 litros
pH 5,25

Hacemos notar que el macerado de
maiz comercial es el producto obteni-
do de la molienda hiimeda del grano.
El pH fue ajustado a dicho valor con
carbonato de calcio en polvo fino. Una
vez preparado el medio, se esterilizé a
1210C durante 15 minutos. Posterior-
mente se procedid a la inoculacién de
la levadura y se colocd el germinador a
26°C con agitacion continua y en con-
diciones de aerobiosis mediante la in-
yeccion de aire. Cuando hay agitacion
mecanica se recomienda 0,25L de aire/
litro de caldo-minuto. Durante el pe-
riodo de germinacion se controld la can-
tidad de glucosa (usando en método de
Fehling Causse Bonnans) y el pH, los que
al cabo de 48 hs. alcanzaron valores de
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0,5 % de glucosa (pasé de 7 % a 0,5
%), un pH de 3,0 y una concentracion
de 10 UFC/ ml. (Por dilucién y recuen-
to en placa)

El proceso de hidrdlisis consiste en
un empaste de la harina con agua con
el agregado de la enzima o-amilasa ter-
mo resistente de origen bacteriano
producida ya sea por Bacillus lichiniformis
o por Bacillus amyloliquefaciens
(Genencor Spezyme)

Se ajustd el pH a 5,8 y se llevd el
empaste a una temperatura de 100-105
OC durante 15 minutos. Concluido este
paso se enfrid llevando a una tempera-
tura de unos 40°C, ajustando nueva-
mente el pH a un valor de 4,5 con acido
clorhidrico diluido. Se agregd la enzima
amiloglucosidasa de origen flngico (pro-
ducida por Aspergillus niger Genencor
Optidex) y se llevo la temperatura hasta
580C durante 72 horas.

Material utilizado
Harina de maiz 2,170 kg.
Agua c.s.p 6,750 L
a-amilasa (0,04 a 1,25 g.
0,08 % p/p)
(Genencor 2002)
Amiloglucosidasa 1,00 mi.

(0,29 a 0,88 L/ Ton.)
(Genencor 2002)

Pasadas las 72 horas se procedio a
filtrar el producto usando malla de
poliéster de aproximadamente 10
micrones de diametro de particula. Se
obtuvo un volumen de 3,1 L de solu-
cién de glucosa con una concentracion
de 24% p/v. Las enzimas agregadas se
eliminaron durante la esterilizacién de los
destiladores usados (121°C, 15min, 1 atm)

IE I Ve II.I l!-

Para ello se preparo6 un fermentador
con las mismas caracteristicas del
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germinador descripto anteriormente,
modificando solo el contenido de glu-
cosa (se trabajo al 16 %) y un flujo de
aire 5 veces mayor al del germinador
para obtener una buena aerobiosis.

El periodo de fermentacion se pro-
longd por 72 horas durante el cual se
controld el consumo de glucosa.

Pasado este tiempo se encontrd
un remanente de glucosa de 0.5 % y
un pH de 2.1. Alli se dio por terminada
la fermentacion. Hacemos notar que
siempre es conveniente interrumpir la
misma con un remanente de glucosa
para poder evitar la lisis de la levadura.
Si esto ocurriera, se dificultaria el filtra-

TABLA I

Sector

Bebidas

Saborizante y regulador del pH; incrementa la efectividad de los conservantes

do del caldo de fermentacioén y la cris-
talizacion del AC por las impurezas libe-
radas en la lisis.

5. R i6n del AC:
Se siguid el siguiente procedimiento:

Pasteurizacion (80°C durante 15
minutos) del medio de cultivo para
coagular las proteinas y asi facilitar el
proceso de filtrado,

Filtrado por Kitasato al vacio con
papel de filtro SS Banda Negra,

Refrigerado a 4°C y decantado de
las proteinas solubles en caliente,

Uso

antimicrobianos.

Dulces y Conservas

Acidulante y regulador del pH para lograr una éptima gelificacion.

Caramelos

Acidulante y regulador del pH con el objetivo de alcanzar la maxima dureza de

los geles.
Verduras Procesadas En combinacion con acido ascdrbico, previene la oxidacion.
Alimentos Congelados Ayuda a la accién de los antioxidantes; inactiva enzimas previniendo

pardeamientos indeseables; inhibe el deterioro del flavor y el color.

Frutas y Hortalizas Enlatadas

Disminuye el pH; al actuar como quelante, previene la oxidacién enzimatica y
la degradacion del color ; resalta el sabor.

Aceites y Grasas

Previene la oxidacion

Confiteria y Reposteria

Se utiliza como Acidulante, resaltador de sabores y para optimizar las

caracteristicas de los geles

Quesos Pasteurizados y
Procesados

Emulsionante y texturizante, en su forma sodica

Licteos

Estabilizante en cremas batidas

Productos de la Pesca

Usado para disminuir el pH en presencia de otros conservantes o

antioxidantes

Carnes

Se utiliza como auxiliar del procesado y modificador de textura

TABLA II

Microorgan Materia Recupera-
ismo Prima cion

Ventajas

Desventajas

Aspergillus ™ Cal y acido Primer fermentacidn Horas de fermentacidn. Vicente
" elaza o = i
niger sulfurico sumergida Recuperacion de la solucion. (1970)
Jugo de
Aspergillus cafa &ilenia Mejor rendimiento de Grandes volumenes de solvente. | Crolla
niger concentra recuperacion Disefio de planta especial 2004 (a)
do
- o - i Costos de las parafinas. Crolla
.,f:;mqa Parafina c::] Is;ﬂiicégn Ggfézcﬁ:dr::'oﬁ: T::;";?:::D Temperaturas de fermentacién. | 2004
yHca e Yeso y levaduras (b)
Costos de las parafinas.
Candida paiafifa Solvente + Velocidad de fermentacién Temperaturas de fermentacién. | Crolla
lipolytica acido sulfirico | 60/70 hs, mejor rendimiento Yeso y levaduras. Planta 2001 (c)
antiexplosiva
Costos de aceites.
Candida Grasas y Cal y acido | Velocidad de fermentacion 90 | Fermentaciones con dificultad | Kamzolo
lipolytica aceites sulfirico por formacion de espumas va 2005
(jabones). Yeso y levadura.
Condida | @ veiaza | Calvdcido | Velocidad de fermentacién 80 B T Tisnadja
g dii sulfurico hs, no tratamiento de melaza Y ja 1996
Candida | Hidroliza- ; - B .
gulliermon | do de Selvents Velocidad de fermentacién 80 Tratqm\ento de hld_rohzadp de |Krasikov
dii , hs, no yeso maiz y planta antiexplosiva a 1996
lii maiz
Torulla Cal y acido | Velocidad de fermentacion 80 UNLa
candida Melaza eulfirico Yeso y efluentes 2005
. Producci
Candida o ) o ;
Cal y acido Velocidad de fermentacion on
gum;?on Melaza sulfiirico 80hs Yeso y efluentes Nacional
_(1970)
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Filtrado,

Neutralizacion, con Hidrdoxido de
calcio, hasta pH de 6 y a 50°C para
obtener citrato de calcio dihidratado
insoluble,

Filtrado y lavado de los cristales con
agua a 70°cC.

Se realizo el trabajo de investigacion
hasta este punto y el producto obteni-
do fue analizado adecuadamente.

El proximo proyecto de investiga-
cion sera desarrollar un proceso de re-
cuperacion sin acido sulfdrico/yeso y sin
solvente, con columnas de intercam-
bio de iones y/o ultrafiltraciones.

A partir de 1,2 Kg de glucosa se
obtuvo 0,95 — 1.05 Kg de Citrato de
Calcio dihidratado ( n=10), lo que equi-
vale a 0,56-0,63 g. de acido citrico por
g. de glucosa. Los valores de la biblio-
grafia internacional (Rane 1995, 2003,
Crolla 2004) para Candida sp estan en-
tre 0,28-0,82 g. de acido citrico por g.
de glucosa y, usando un reactor bat-
ch, entre 0,45-0,59 g. de acido citrico
por g. de glucosa. Mediante
Electroforesis Capilar de Zona se de-
termind la pureza de dicha sal (datos
no mostrados) encontrandose un pico
puro de citrato en el electroferograma
a 2.3 minutos (correspondid a un 65%
de citrato). Por absorcién atdmica se de-
termind el calcio presente cuyo valor fue
22.5%. El contenido de agua de la sal
obtenida fue de 7,6 %, todo ello coinci-
dente con el FCC 2004 y que nos llevo a
decidir que la sal cristalizada es citrato de
calcio con 2 moléculas de agua, con un
rinde promedio del 92,2%.

= En el ensayo realizado en laborato-
rio se obtuvo citrato de calcio
dihidratado de una alta pureza (el
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65% comparado con el tedrico del
70,7% para el citrato). Este hecho
confirma que la materia prima ele-
gida (hidrolizado de almidén de maiz
como fuente de hidratos de carbo-
no) y el microorganismo utilizado son
los adecuados. De todos modos
buscaremos mejorar el rendimien-
to de glucosa a acido citrico estu-
diando mas a fondo el balance de
nitrégeno / azlcar.

[=] Los microorganismos utilizados son
factibles de reproducir facilimente y
de conservarlos liofilizados.

[z El rendimiento obtenido fue dptimo
con relacion a la bibliografia inter-
nacional consultada.

[=] Las condiciones experimentales de
la fermentacion son faciles de re-
producir, de modo que es muy facil
encarar en el futuro un escalamien-
to.
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