Interferon y Biotecnologia, Vol. 5, No_ I, 18-30 {1988)

Articulos Originales Completos

Factores que afectan la produccion de acido citrico en cultivo
sumergido por Aspergillus niger 110

R. GOMEZ, I. SCHNABEL Y J. GARRIDO

Instituto de Fermentaciones Industriales. U.E.I. Tecnologia de las Fermentaciones y Bioinge-
nieria. Arganda del Rey 28500, Madrid, Espaiia

Recibido en agosto de 1987

RESUMEN

Se estudian las condiciones de cultivo para conseguir cultivos sumergidos de Aspergillus niger1 10, totalmente
dispersos en el medio y productores de rendimientos reproducibles y aceptables de dcido citrico. Los resulta-
dos de las fermentaciones llevadas a cabo con diferentes sistemas de agitacién, medios de cultivo y flujos de
aireacion, son utilizados para explicar como influyen estos parimetros en la produccion de acido citrico,

SUMMARY

Culture conditions are studied to achieve fully dispersed submerged cultures of Aspergillus niger110, produ-
cing an acceptable yield of citric acid. The results of fermentations carried out with different agitation systems,
culture media and aeration flows, are used to explain how those parameters affect citric acid production.

INTRODUCCION

La produccion de acido citrico por fermentacién de sustratos carbohidratados por Asper-
gillus niger, es una de las fermentaciones mas antiguas, pero no por ello mejor conocida. Tradi-
cionalmente, la produccion de icido citrico por fermentacion se ha realizado en cultivo super-
ficial, aunque en los tltimos afos se tiende a la produccién en cultivo sumergido, ante las ven-
tajas, sobre todo de indole economico, que tiene este procedimiento,

La fermentacion sumergida presenta también serios inconvenientes: mayor complejidad
de disefio y las terribles consecuencias de una operacion incorrecta; mas atencion en su cui-
dado, por ser mas sensible a cualquier desviacién de las condiciones ambientales iddneas;
cizalla del agitador,la cual puede evitar la formacion de pellets, que es la morfologia del cultivo
deseable en esta fermentacion.

Numerosa es la bibliografia existente sobre el efecto favorable que tienen en esta fermen-
tacidn la aireacion del cultivo (Clark y Lentz, 1961; Kubicek er al., 1980), y la utilizacion de
medios con alta concentracion de sacarosa (Currie, 1917) y concentraciones limitadas de meta-
les (Clark er al., 1966; Sanchez-Marroquin er al., 1970; Kubicek y Rohr, 1977), de fosfato (Shu y
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Johnson, 1948; Chmiel, 1975), y de nitrogeno (Kristiansen y Sinclair, 1978).

No obstante, la mayoria de los autores han tratado de encontrar una razon unica que
explique la acumulacién de acido citrico por Aspergillus niger, lo que lleva al fracaso si no se
considera que cada fase de la fermentacion depende de la precedente. De poco sirve mantener
las condiciones dptimas de cultivo durante la acidogénesis, si primero no ha sido inducida la
alteracion del metabolismo del hongo durante el desarrollo de sus esporas, la formacién del
inoculo y el crecimiento vegetativo de este.

En este trabajo se muestra la vision global del proceso, incluyendo en él: a) disefio del
equipo de fermentacion a escala de laboratorio; #) desarrollo normalizado del proceso de
manufactura de dcido citrico, para la fermentacién sumergida de azicar de cana, extensivo a
melazas tratadas.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Se utilizd la cepa Aspergillus niger |1 10, perteneciente a la coleccion de microorganismos del Instituto de Fermen-
taciones Industriales. Esta ccpa esporula abundantemente cn los medios patata-glucosa-agar (PGA) y extracto de
malta, y tolera en cultivo superficial concentraciones altas de fosfato y de hierro (Gomez et al., 1985) caracteristicas
deseables de una cepa industrial.

Preparacion de indculo

Se realizd mediante la téenica de inoculacidn que se describe seguidamente, que permite ¢l desarrollo del hongo
en pellets (GOmez et al., 1987) que es 1a morfologia del cultivo deseable en esta fermentacion. Se inocularon 2 ml de la
suspension de esporas en 100 ml del medio a fermentar,contenidos en ampollas de 300 ml (Llaguno y Garrido, 1960),
gue se incubaron en un agitador reciproco(28 °C, 26 h). El fermentador se inoculd con dos de estos precultivos, con una
relacion aproximada de volumen de indculo al de medio a fermentar del 8 %.

Las suspensiones de esporas se prepararon arrastrando con 100 ml de agua estéril, las que cubrian la supcrficie del
medio PGA de una caja petri. El nimero de esporas sc determind “turbidimétricamente”, despuésde relacionarladen-
sidad éptica con el conteo directo de esporas. La suspension final contenia de 5 a 65 x 107 esporas/ml.

Composicion de medios

Se utilizaron los medios PGA, para espoerular la cepa, diferentes medios sintéticos para preparar ¢l indculo y reali-
zar los experimentos en el fermentador. Estos ultimos han sido el medio S-17 y los resultantes de variar las concentra-
ciones de sacarosa y foslato en este, que se muestran en las leyendas de las figuras 2, 3 y 4. El medio 5-17 tiene la
siguienfe composicidn: sacarosa, 100 g/1; NaH, POy x 211,0, 0,16 g/1; (N11y) 250y, 2,4 g/1; MgSOy x TH30, 0,35 g/l
K,504, 0,33; ZnSO, xTH,0, 0,05 g/1, pH inicial 3.0.

Equipo de fermentacién

Se disefio un fermentador de vidrio pyrex, cuyas tapas superior e inferior fueron de acero inoxidable, material uti-
lizado también en las sondas y en los sistemas de agitacion (S.A.), ensayados (mostrados cn ¢l esquema 1), La tapa supe-
rior llevaba ocho orificios, por los que se introducian herméticamente los elementos que a continuacion se describen:
a) eje del agitador; b,¢,d) tubos de sujeccion de los tres primeros S, A, utilizdndosc uno de ellos para la entrada al fer-
mentador del aire estéril; e) tubo de salida de gases; f) sonda de temperatura; g-h)sondas medidoras de pll y oxigeno
disuelto (0.D.).

Procedimiento de fermentacion

Se ajusto el O.D. al 100 % de saturacién en el momento de inocular el fermentador, después de 2 h de conectar la
aireacion.

Las fermentaciones se realizaron a 28 °C, a 1 000 rpm y 0,9 0 1,3 vvm de velocidad de aireacion, utilizandose este
segundo nivel de aireacion en la fermentacion de 150 g/1 de sacarosa, tnicamente. La toma de muestras se realizo a
intervalos de 2 h, durante ¢l periodo de transicion entre las fases de crecimiento y acidogénica, y cada 24 h posterior-
mente.
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Determinaciones analiticas

La acidez total se estimo por valoracion con NaOH, 0.1 N y el acido citrico por HPLC. Los azucares reductores se
determinaron por el método Shaffer Somogyi (Browne v Zerban, 1941) en los medios fermentados, despues de neutrali-
zados. En algunos ensayos también se determinaron por HPLC. El peso seco se estimd, después de filtracion y secado
de 10 ml de muestra (85 “C, 24 h).
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RESULTADOS

Diseno del equipo de fermentacion

El sistema IV de agitacion (S.A.) es el unico de los mostrados en el esquema | que resulto
efectivo para conseguir cultivos de Aspergillus niger [1{) totalmente dispersos en el medio, y
productores de rendimientos reproducibles y aceptables de dcido citrico.

El hongo desarrollo en pellets estindares (pequefos, compactos y suaves), cuando fue
inoculado en forma de pellets en el fermentador provisto del mencionado S.A., y fue cultivado
a 1 000 rpm, desde el comienzo de la fermentacion (Gomez er al., 1987). Las hifas de estos
pellets, observadas al microscopio, presentaron unos ensanchamientos caracteristicos (proba-
blemente clamidosporas), tipicos de los cultivos productores de acido citrico (Schweiger,
1961).

Crecimiento y producciéon de icido citrico de Aspergillus niger 110

Aspergillus niger produce acido citrico por metabolismo aerobio del sustrato carbohidra-
tado. Se distinguen dos fases diferenciadas en la fermentacion, la de crecimiento y la de acido-
geénesis (Waldy Suzuki, 1976). La figura | muestra el curso de la fermentacion citrica del medio
S-17 en cultivo sumergido por la cepa Aspergillus niger 110. El hongo aumento su biomasa
exponencialmente hasta que agoto el fosfato del medio, 14 horas de cultivo, y crecid lenta-
mente durante el tiempo restante de fermentacion (figura 1a), en el que produjo acido citrico
(figura 14).
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FIG. 1. Evolucion de diferentes parametros durante la fermentacion citrica sumergida de Aspergillus niger 110, la)
oxigeno disuclo (X), incremento de materia seca (0, Nall PO, x 2H,0 residuales (V): 1b) azucar residual (0), acumula-
cion de dcido citrico (V). Los cultivos se llevaron a cabo en ¢l medio $-17.a 1 000 rpm v 0.9 vwm de velocidad de airea-
cion, durante 168 h a 28 "C.

El oxigeno disuelto en el medio (0.D.) disminuyo linealmente durante las primeras 18
horas de cultivo, fase de crecimento del hongo. Alcanzé su valor minimo al final de esta fase, y
se mantuvo a continuacion en valores superiores al minimo, durante la acidogénesis (figura
la). Evolucion semejante de este parametro, durante la fermentacion citrica, habia sido refe-
rida anteriormente por Berovic y Cimerman (1982).

La produccion de acido citrico comenzo a las 24 horas de cultivo, aumento linealmente
hasta las 120 horas, y disminuyo posteriormente la velocidad de produccion entre las 120 y 168
horas de cultivo(figura 158).

Optimizacion del proceso

Aspergillus niger produce acido citrico en medios en alta concentracion de sacarosa
(Currie,1917), y deficientes en fosfato (Shu y Johnson, 1948; Chmiel, 1975).

No obstante, si el medio esta muy limitado en la concentracion de este ultimo nutriente,
crecerd poco la biomasa que, en definitiva, es la que excreta el dcido, y probablemente la pro-
duccion de acido también serd baja. La proporcion de sacarosa a fosfato es también un factor
importante (Furukawa er al.,) para la alta productividad de acido citrico.

A continuacion se muestra el efecto de ambos nutrientes sobre la produccion de acido
citrico por A. niger 110, v su relacion con el nivel de O.D. en el medio.
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Fosfato

La figura 2a muestra que Aspergillus niger 110 produjo la maxima cantidad de acido
citrico a partir de 100 g/l de sacarosa. con 0.25 g/l de NaH,PO, x 2H,Oen el medio (relacion
sacarosa/fosfato 400, figura 3). El incremento de la concentracion de este nutriente prolongo la
duracion de la fase de crecimento (figuras 26 y 2¢), v favorecié la produccion de biomasa
(figura 2¢). Una vez finalizada la mencionada fase, o lo que es lo mismo, en ¢l comienzo de la
fase acidogénica, los valores de O.D. estuvieron en relacion inversa a la concentracion inicial

de fosfato en el medio (figura 24).
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FI1G. 2. Efecto de la concentracion inicial de NaH, PO, x 2H,0 sobre la produccion de acido citrico (2a); el nivel de
0.D. (2b), y materia secai2¢). durante la fermentacion citrica. Simbolos: 0= 0,166; V= 0,250; H= 0,333; X~ 0,500 g/i d¢
Natl; PO, x 21150, Los cultivos se efectuaron en las condiciones indicadas en la figura 1, exceptuando la concentracion
de fosfato.
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FIG. 3. Efecto de lu proporcion sacarosa/NaH; POy x 2110 sobre la praduccion de acido citrico. Las condiciones
de cultivo utilizadas fueron las indicadas en las Aguras precedentes.
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Sacarosa

La produccion de dcido citrico aumento al incrementar la concentracion de sacarosa
hasta 100 g/I, y fue similar la cantidad obtenida con 100 o 150 g/1 de sacarosa, independiente-
mente de que se mantuviese fija la concentracion de fosfato en estos medios (0,25 g/1) (tabla 1),
o se variara (figura 4a), para mantener la proporcion dptima entre ambos nutrientes. En la
misma figura se muestra que esto se debio a la interrupcién sufrida en la fermentacion de 150
g/1 de sacarosa, al haber bajado el O.D. al 25% de saturacion (figura 4¢). nivel inferior al critico

para la produccion de acido citrico (Siebert y Schultz, 1979).
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FIG. 4. Fermentacion citrica de diferentes medios (proporcion sacarosa/NaH; PO, x2H;0 = 400): 4a) acumula-
cion de acido citrico; 4b) azicar residual;4¢) oxigeno disuelto. Los medios contenian 75 g/1 de sacarosa y O, 187 g/l de
N, POg4 x 211,0 (V); 100 g/1 de sacarosa y 0,250 de NaH, PO, x 2H,0 (0): y 150 g/l de sacarosa v 0,375 g/l de Nak; PO, x
2H,0 (X). La duracion y temperatura de fermentacion, asi como las condiciones de aireacion son las indicadas en las
figuras precedentes.

Velocidad de aireacion.

Aspergilfus niger {10 produjo 61,3 v 110 g/l de dcido citrico en el medio con 150 g/] de saca-
rosa (sacarosa/losfato 400), segun se cultivase a las velocidades de aireacion 0.9 o 1,3 vvm
(figura Sa), al interrumpirse la produccion del acido a las 96 h en el primer caso. Durante cste
periodo de tiempo, la acidez producida fue similar en ambas condiciones de aircacion, a pesar
de observarse un consumo superior de azucar en la fermentacion realizada a menor aireacion
(figura 5h). Al final de la fermentacion (168 h), el consumo de azucar si fue proporcional a la
produccion de acido citrico. quedando 40,0 g/1 de azucares reductores (19.5 g/l de glucosa y
20,5 g/l de fructuosa) en medio fermentado a 0.9 vwm, y inicamente 10,0 g/1 (trazas de glucosa
y 10,0 g/1 de fructuosa) en el fermentado a mayor aireacion.

Laevolucion y nivelesde O.D. durante la fermentacion también dependieron de la airea-
cion suministrada (figura 5¢). observandose las diferencias mas notorias después de finalizar la
fase de crecimiento exponencial. Este parametro disminuy6 durante las primeras 19 h de los
cultivos (fase de crecimiento exponencial), realizados a las velocidades de aireacion 09 o 1,3
vvm (del 100 %al 38 %y 50 % de saturacion respectivamente), aumentando posteriormete en
ambos casos durante las 5 h siguientes (al 51 %y 60 % de saturacion respectivamente) (figura
5). Después de este periodo inicial de fermentacion, los niveles de 0.D. disminuyeron del
51 % de saturacion (24 h), al 47 % (30 h): 25 % (96 h), y 10 % de saturacion (168 h) en la fer-
mentacion realizada a 0,9 vvm de velocidad de aireacion, v aumentaron desde el 60 % de satu-
racion (24 h ), al 70 % (30 h),y 80 % de saturacion (96 - 168 h) en la realizada a mayor aireacion.
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FI1G. 5. Efecto de lavelocidad de aireacion sobre la fermentacion citrica de 150 /1 de sacarosa: Sa) acumulacion de
dcido citrico: Sb) azucar residual; So) oxigeno disuelto. Simbolos: X) 0.9 vwm: 0) 1.3 vwm.

DISCUSION

Los resultados de este y de previos estudios (Gomez er al., 1987), indican que el creci-
miento uniforme de biomasa en el medio y su desarrollo en pellets, son faclores importantes
para la produccion de dcido citrico por Aspergillus niger 1 10. El hongo desarrolla con esta mor-
fologia, cuando es cultivado en el fermentador provisto del IV S.A. (esquema 1), a 1 000 rpm
desde el comienzo de la fermentacion y se utiliza la téenica de inoculacidén mostrada en este
trabajo.

La fermentacion citrica consta de dos fases diferenciadas, y excluyentes: la de creci-
miento exponencial del hongo y la acidogénica (Wold y Suzuki, 1976). Nuestros resultados
indican que la alternancia entre ambas fases esta regulada por la concentracion inicial de fos-
fato del medio (figura la y b y 2b), nutriente que también controla la produccion de icido
citrico (figura 2a), el crecimiento celular (figura 2¢), v el nivel de O.D. después de finalizar la
fase de crecimiento ([igura 24). Dado que esta fermentacion necesita altas cantidades de 0.1,
(Kubicek er al., 1980), la disminucion de produccion de acido eitrico observada con las concen-
traciones crecientes de fosfato (figura 2a), posiblemente se deba a la reduccion que este
nutriente provoca en ¢l nivel de O.D., después de finalizar la fase de crecimiento.

Otro factor importante en esta fermentacion es la concentracion inicial de sacarosa en ¢l
medio (Currie, 1917), mostrindose en este trabajo que su efecto depende de la concentracion
inicial de fosfato (proporcion sacarosa/fosfato, figura 3), y principalmente de la aireacion
suministrada al cultivo. No <e observa aumento de produccion de dcido citrico al incrementar
la concentracion de sacarosa de 100 a 150 g/1. cuando los cultivos se llevan a cabo en un agita-
dor rotatorio (Gémez er al., 1987) o en ¢l fermentador a 1 000 rpm y 0.9 vvm de velocidad de
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aireacion. En cambio, se observa aumento de acidez proporcional al incremento de sacarosa, si
la fermentacion de 150 g/l de sacarosa se efectia a la misma agitacion, y a 1,3 vvm de velocidad
de aireacion.

Tabla 1
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SACAROSA SOBRE LA PRODUCCION DE ACIDO CITRICO DE
ASPERGILLUS NIGERI110
Los cultivos se llevaron a cabo en el fermentadora 1 000 rpm 0,9 vvm de velocidad de aireacion, durante 168 horas
de cultive a 28 “C, en los medios resultantes de variar la concentracion de sacarosa en el 5-17,

Acido Azicar Materia Resultado.: Acido
Sacarosa citrice residual secd cltricofazicar
utilizado
feil) felt) fe/t) fe/l) fk;
5 23 18 i )
100 63 20 12 78
150 68 40 I3 6

Lo expuesto anteriormente se debe a que en las condiciones de menor aireacidn, la fer-
mentacion del medio con 150 g/1 de sacarosa se interrumpe a las 96 h de cultivo (figura 4a) ante
el bajo nivel existente de O.D. en el medio (25% de saturacidn) (figura 4¢) inferior al nivel
critico para la produccion de dcido citrico (Siebert y Schulz, 1979).

Es importante destacar la disminucion progresiva del O.D. durante la acidogénesis; iini-
camente se observa en la fermentacion del medio con 150 g/]1 de sacarosa en las condiciones de
menor aireacidn (figura4cy Sc)enlaque el nivel de O.D. al finalizar la fase de crecimiento es el
38 % de saturacidn, inferior al nivel existente en la fermentacion realizada a mayor aireacion
(50 % de saturacion, figura 5¢) y en las de los medios con concentraciones inferiores de azucar
(56 y61 % de saturacion, figura 4¢). Las diferencias observadas en el nivel Q.D. en las fermen-
taciones de estos medios (figura 4c¢), que se realizan a la misma aireacion, se atribuyen al
aumento del consumo del oxigeno en la fase de crecimiento, al incrementar las concentracio-
nes iniciales de sacarosa y fosfato del medio.

Los resultados descritos precedentemente, indican que la producciéon de acido citrico
esta influenciada por el nivel de O.D. al finalizar la fase de crecimiento, que depende de las
condiciones de aireacion y del consumo de oxigeno durante el crecimiento de Aspergillus niger
110} que, a su vez, esta relacionada con las concentraciones iniciales de los nutrientes mencio-
nados.

Nuestra conclusion final es que la produccion de acido citrico por Aspergiilus niger 11{/no
es consecuencia de un factor Unico en una determinada etapa de la fermentacidn, sino de
varios intimamente relacionados. Preliminarmente, el crecimiento uniforme de biomasa en el
medio, preferiblemente en pellets, proporciona las condiciones homogéneas de cultivo
imprescindible para la fermentacion. El desarrollo del mencionado tipo morfoldgico estd
determinado por la densidad de esporas del inoculo, y la velocidad de agitacion durante la ger-
minacion de las esporas e inciacion de su crecimiento vegetativo (Gomez et al., 1987). Poste-
riormente, las condiciones de cultivo durante la fase de crecimiento exponencial, nivel de agi-
tacion empleado (Gomez et al., 1987) y composicion del medio (concentracion de sacarosa y
proporcion sacarosa/fosfato), son decisivas para la fase siguiente, la acidogénica. Por altimo, la
alta concentracion de sacarosa y la ausencia de fosfato en el medio, asi como niveles de O.D.
superiores al 25 % de saturacion, son condiciones de cultivo necesarias en la fase acidogénica,
para conseguir alta productividad de acido citrico.
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