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RESUMEN

Mediante morfologia, se llevo a cabo la identificacion de la cepa nativa A. niger AL01. Se evalud la produccion de 4cido
citrico en diferentes medios de cultivo: un medio estandar usando como base sacarosa y en un medio a base de almidon.
Mediante un disefio experimental se evalud la produccion a diferentes concentraciones, variando las cantidades de almidon
y nitrato de amonio en un disefio de dos factores a tres niveles cada uno. La cepaA. niger ALO1 produjo bajas cantidades de
acido citrico (1,113 g// en sacarosay 0,209 g// en almiddn) comparadas con las reportadas en |a literatura.
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ABSTRACT

The wild type strain A. niger AL 01 was identified, using morphological methods. The production of citric acid was evaluated
in different culture media: a standard media with sucrose and a starch media. By means of an experimental design (two factors
at three levels each one) the production to different concentrations was evaluated, changing the quantities of starch and
ammonium nitrate. The wild strain produced low quantities of citric acid (1,113 g/l in sucrose and 0,209 g/I in starch)
compared with those reported in the literature.
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INTRODUCCION

La Biotecnologia es la aplicacion controlada y deliberada de
agentes bioldgicos sencillos (células vivas o muertas, o
componentes celulares), en operaciones técnicamente
beneficiosas, bien sea de fabricacion de productos o0 como
operaciones de servicios. (Bu'lock, 1991). El dcido citrico es
uno de estos productos, el cual se produce por la fermen-
tacion de una fuente de carbono por accion del hongo
Aspergillus niger. En algunas industrias del mundo se
alimenta el hongo con melazas o mieles de la industria del
azucar de cana y azucar de remolacha (Bada, 1996). En
Colombia inicialmente se emple6 azicar refinada como
materia prima para la obtencion de &cido citrico en
Sucromiles, generando un alto costo de produccion. Con los
anos se han buscado nuevas alternativas de produccion mas
economicas y se ha logrado cultivar el A. niger con azucar
morena obteniendo buenos resultados, pero aun el costo es
alto. Este trabajo pretende evaluar una cepa nativa en
diferentes fuentes de carbohidratos, una alternativa es el
almidon, por lo tanto se disena y evala un medio basado en
este carbohidrato.

Debido a que Colombia es uno de los paises con mayor
biodiversidad en el mundo, se puede aprovechar la gran
cantidad de variedades de cada especie de microorganismos
que han ido mutando y evolucionando a través de los arios
para desarrollar caracteristicas especiales (Atehortta, 1999).
Una forma de ampliar el conocimiento de la diversidad
colombiana es mediante el estudio de cepas nativas, algunas
de ellas podrian presentar una buena productividad de 4acido
citrico. Por esto se mide y compara la produccion de 4cido
citrico de una cepa nativa de A. niger con valores de cepas
referenciadas reportados en la literatura. Para asegurar que
la cepa nativa es A. niger se hizo una identificacion basada
en su morfologia.

CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

La cepa utilizada de Aspergillus niger, para objeto de
reconocimiento se bautizé como A. niger ALO1, se mantiene
en agar Sabouraud en el laboratorio de biotecnologia de la
Universidad EAFIT.

El Aspergillus niger se encuentra en el grupo de los
aspergilos negros, el cual se clasifica dentro de la familia
moniliaceae, orden moniliales, clase hyphomicetes, filum
deuteromycota. (Kwon-Chung, 1992). Es importante conocer

las caracteristicas del grupo de Aspergillus niger para su
identificacion, las cuales son: cabezas conidiales de tonos
negro a negro grisaceo, negro café, negro purpura 0 negro
carbon, son globosas, radiadas o divididas formando
columnas de cadenas de conidios irregulares o bien
definidas. Los conididforos son de color hialino a café,
tipicamente lisos 0 en pocas especies ligeramente
granulares, de paredes robustas, quebradizas, dividiéndose
longitudinalmente al ser trituradas. Vesiculas globosas o casi
globosas, hialinas o de color café claro a oscuro. Esterigmata
en una o dos series dependiendo de las especies, con
frecuencia profundamente coloreadas. Los conidios son
globosos o subglobosos, elipticos o achatados horizon-
talmente, lisos o0 casi lisos, espinosos, 0 con estriaciones
longitudinales marcadas. Esclerotia globosa o subglobosa, de
coloracion crema cuando es joven, tornandose rosada, gris o
café. (Raper, 1965).

Este trabajo pretende evaluar una cepa nativa
en diferentes fuentes de carbohidratos, una
alternativa es el almidon, por lo tanto se
disena y evalia un medio basado en este
carbohidrato.

La caracterizacion morfoldgica de la cepa de A. niger ALO1
confirma que la cepa empleada se trata de un Aspergillus
niger Vian Thiegem Var. Niger, y muestra las caracteristicas
principales detalladas para la identificacion, las cuales se
observan en la Figura 1.

METODOS

El objetivo de este experimento es conocer la evolucion en el
tiempo del desarrollo del hongo y su produccion de acido
citrico cultivado en un medio estandar (contiene por litro:
Sacarosa, 190 g; NH,NO,, 2,3 g; KH,PO,, 1.0 g; MgS0,, 0.3
g (Jagnow, 1991).) y en medios disefiados en almidon. El
procedimiento para el medio estandar, se resume en la
figura 2.

El'indculo esta constituido por suspensiones de conidios, las
cuales se preparan tomando tubos incubados durante cinco
dias a 30 °C en agar Sabouraud, adiciondndoles 5 mL de una
solucion estéril al 0,8% de Tween 80 a cada tubo. (Roukas,
1986). Para lograr homogeneidad en el indculo, se mezclan
las suspensiones de varios tubos segun la cantidad necesaria
de indculo para el cultivo. Este procedimiento se lleva a cabo
en la cabina de flujo laminar vertical.
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FIGURA 1
Imagenes de las caracteristicas principales para la identificacion
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Colonias en placas petri con esporulacion

FIGURA 2
Procedimiento para la determinacion de la cinética
de hiomasa y producto
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El objetivo de este experimento es conocer la
evolucion en el tiempo del desarrollo del
hongo y su produccion de acido citrico
cultivado en un medio estandar (contiene por
litro: Sacarosa,190 g; NH,NO,, 2,3 g; KH,PO,,
1.0 g; MgSO0,, 0.3 g (Jagnow, 1991).) y en
medios disefiados en almidon.

Para |a fermentacion, se emplea cultivo en superficie, el
medio se esteriliza en el autoclave a 120 °C por 20 min, se
ajusta el pH a 2,2. Se inocula 0,5 mL de suspension de
conidios, los erlenmeyers, ya inoculados se llevan a incubar
a 30 °C. Se muestrea cada dos dias y se mide biomasa, pH
y acido citrico de cada erlenmeyer con su replica, durante 16
dias.

Se disenaron medios de cultivo, en diversas concentraciones,
de almidon y nitrato amonico, fijando los demds componentes
(KH,PO4, MgS0,).

El arreglo experimental se configura al combinar los factores
que se observan en la tabla 1. Cada muestra se llevo a cabo
por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la cinética de biomasa y producto
en medio estandar

En la tabla 2, se encuentran los valores promediados de cada
muestra con su réplica, de los datos de biomasa,
concentracion de &cido citrico y pH como factor relacionado
con la produccion de dcido. La cinética de biomasa se
encuentra en 1a figura 6. El peso seco se determind de la
totalidad de caldo de cada erlenmeyer, por lo tanto, la
biomasa total estd dada para 100 mL, y se expresa en g/L.

TABLA 1
Arreglo experimental
. Nitrato amonico (g//)
< | Muestra | 0.145 0.726 1.453
=)
= 10 1 2 3
3
I 50 4 5 6
< 100 8 9

TABLA 2
Determinacion de la cinética de hiomasa y producto
Dias cl’tri:: I(dn(:g/L) BI?QT:)sa PH
0 - - 2,20
2 16,667 0,25 2,15
4 41,667 0,35 2,15
6 194,444 0,5 2,09
8 158,333 0,6 2,06
10 530,556 1,45 1,98
12 805,556 1,6 1,77
14 1113,889 1,7 1,80
16 1072,222 9,95 1,83

Los medios se preparan con las cantidades correspondientes
de almidon y nitrato de amonio, y se adicionan las mismas
cantidades de sales que en el medio estandar, se ajusta el
pHa 2,2y se sirve 100 mL de medio en erlenmeyers de 500
mL, se esterilizan a 120°C por 20 min. Se inoculan con 0,5
mL de la suspension de conidios y se incuban a 30 °C. En
este caso la fermentacion se lleva a cabo en zaranda a 120
rpm (Suzuki, 1996). Para la medicion del acido citrico, se
utiliza el método de Hartford (1962).

En la figura 3 se observa un crecimiento lento los primeros
ocho dias, seguido de un crecimiento mas acelerado que
pareciera continuar después de los 16 dias. Estas caracte-
risticas muestran una fase de adaptacion (lag) muy larga y
la fase de crecimiento exponencial pendiente, pero no se
encuentra la fase estacionaria debido a que el A. niger ALO1
tiene un desarrollo muy lento

El pH decrece los primeros ocho dias, asociado a una
produccion lenta de acido citrico, en los dias diez y doce, se
muestra una disminucién ain mas rapida con una posterior
estabilizacion.
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FIGURA 3
Cinética del crecimiento
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La figura 4, indica que la produccion del dcido citrico aumenta a medida que crece el hongo, dando un maximo a los 14 dias
de 1113,88mg/L, luego baja hasta alcanzar una concentracion final de 1072,22 mg/L a los 16 dias. Este fendmeno se puede
explicar por el decaimiento en la actividad del sistema enzimatico responsable de la produccion de acido citrico al consumirse
la sacarosa. (Kristiansen, 1979).

FIGURA 4
Cinética del acido citrico en medio estandar
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Determinacion de producto en diferentes medios de almidon

Los datos de concentracion a los 16 dias se encuentran en la tabla 3.

TABLA 3

Datos de concentracion de acido citrico, en almidon

Muestras

Concentracion (mg/L)

—

12,333

9,630

4,444

10,000

8,889

3,472

208,667

49,444

O [ | N[O |0 [P~ |[w (N

21,944

En la figura 5, se observa la relacion entre la produccion de dcido citrico con la concentracion de almidon y nitrato de amonio.
La superficie muestra una tendencia creciente de la concentracion de cido citrico al aumentar el contenido de almidon en el
medio y al reducir el contenido de nitrato de amonio sin presentar un maximo local.

FIGURA 5

Superficie de respuesta de acido citrico en almiddn
Dos factores a tres niveles

Bl 5793
Bl 721z
= 55531
O 94.051
[ 122470
1 1508859
B 179309
207728
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Bl soove

-l
.22z 3 EEg8g

z=16.217-0.025*x+0.019*x ~2
-62.918*y+57.961*y ~ 2-1.516*x*y
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Comparacion de datos de produccion de acido citrico de la cepa nativa con datos bibliograficos

En latabla 4 se resumen los datos de concentracion de dcido citrico, reportados por los diferentes autores. Analizando estos
datos, se observa que a pesar de las diferencias en los medios y tipos de cultivo (que son factores muy influyentes en la
produccion del acido citrico), se puede concluir que 1a cepa ALO1 presenta unos rendimientos muy bajos en comparacion con
las cepas altamente productoras de &cido citrico.

TABLA 4
Resumen de datos de concentracion de los diferentes autores

Autor Cepa de A. niger Conc;;t(:‘: (::I'(::‘iGT%I/l;;a L Tipo de cultivo F::ﬂ:gnge
Yun-Ling TD-01 200 Sumergido Almidon
Suzuki €192 69,500 Zaranda Almidon
Rugsaseel CHM 1-C3 69,400 - Glucosa
Saha - 68,900 MRBC Sacarosa
Rugsaseel WU-2223L 63,090 - Glucosa
Suzuki Yang #2 45,130 Zaranda Almidon
Roukas ATCC 9142 18 Superficie SGL
Kirimura Yang #2. 15,400 Zaranda Glucosa
Pazouki NCIM 548 12 Zaranda Melaza
Roukas ATCC 9142 11 Superficie LTS
Roukas ATCC 4967 9 Superficie LTS
Roukas ATCC 4967 8 Superficie SGL
Doelger Van Tieghem 5,280 Superficie Sacarosa
Cadavid y Florez ALO1 1,113 Superficie Sacarosa
Cadavid y Florez ALO1 0,209 Zaranda Almidén

CONCLUSIONES

Morfologicamente se concluye que la cepa nativa ALO1 se trata de un Aspergillus niger Van Tieghem

Se puede concluir que la cepa nativa de Aspergillus niger ALO1 es muy baja productora de acido citrico, al comparar su
productividad con la de cepas que han sido mutadas o seleccionadas para producir altas cantidades de dcido citrico.

Al comparar la produccion de dcido citrico en el medio estandar a base de sacarosa con la que se obtiene en el medio a base
de almidon se concluye que el almidon, aunque sirve como medio para la produccion de dcido citrico, no genera un alto
rendimiento.

Al usar almidén como fuente de carbono, la mayor concentracion de acido citrico se logré cuando el medio contenia 100 g/L
de almidon y 0,145 g/L de nitrato de amonio. En el caso del medio a base de sacarosa, el maximo de concentracion de dcido
citrico se alcanzo a los 14 dias.
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