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PROLOGO

El estudio de las ciencias biologicas es tan amplio que abarca diferentes
disciplinas, entre ellas la medicina, la inmunologia, la microbiologia y hasta el medio
ambiente. La investigacion en las ciencias biolodgicas aporta las bases cientificas para
el mejoramiento de las diferentes disciplinas. En la actualidad hay un gran interés
sobre nuevas investigaciones en ciencias biologicas que ayudan a contestar
diferentes inquietudes ocurridas en la vida cotidiana. En este libro constituido por 12
capitulos se enfoca en dos disciplinas de las ciencias bioldgicas, la disciplina médica
y la disciplina inmunomicrobiologia.

La disciplina médica esta estructurada sobre aspectos comunes acontecidos en
el area de la salud, como es el caso de las practicas y experiencias de los enfermeros,
investigacion soportada con relevancia estadistica sobre el impacto y los factores que
influyen sobre los enfermeros al aplicar sus practicas de salud hacia a los pacientes y
a su vida personal. Estos trabajos son importantes porque demuestran que el bienestar
del enfermo contribuye al mejoramiento del paciente y del entorno ambiental. Por otro
lado, capitulos que abordan sobre el tépico neuromuscular estan incluidos en esta area
de salud. Esta investigacion neuromuscular se inserta desde estudios sobre la relacion y
las necesidades de la familia con un miembro con enfermedad patoldgica neuromuscular,
hasta investigacion relacionada con aspectos de la asociacion del tono muscular con la
vista o la relacién con el tipo de ejercicio o rutina ejercida por un individuo. Por ultimo, en
esta area de salud se adiciona un capitulo sobre COVID-19, un estudio interesante que
establece el comportamientoy la experiencia de la poblacion brasilefia sobre la enfermedad
del COVID-19, el estudio muestra como las diferentes poblaciones etarias presentaron su
sentir de miedo de contraer COVID-19 en los diferentes periodos de la pandemia.

Ellibrotiene unaseccionde ciencias bioldgicas enladisciplinainmunomicrobiologia.
En esta parte es mas diversa que incluye un capitulo que se enfoca sobre la utilizacion
de la inmunologia sobre el tratamiento del cancer, la utilizacion de diferentes anticuerpos
monoclonales dirigidos para reducir o inhibir el desarrollo del cancer. Tres capitulos
hablan sobre bacterias, uno de ellos sobre el efecto de la biopelicula de Staphylococcus
epidermidis para evadir la respuesta inmune del neutroéfilo, otro sobre la fermentacion de
Bacillus subtilis ANTO1 sobre la actividad antifungica y por ultimo, la produccion de acidos
organicos de origen fungico para la aplicacion en la lixiviacion de metales.

El libro esta dirigido a la comunidad médica y cientifica que aporta informacion
relevante en el area de ciencias bioldgica; el lector puede tener una vision general de la
investigacion de esta area bioldgica y comprender la complejidad y diversidad de topicos
relacionados con esta area.

Dr. Juan Carlos Cancino Diaz
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Ciéncias Bioldgicas e da Saude: Investigacao e Pratica

RESUMEN: Entre la variedad de
microorganismos  existentes  productores
de &cidos organicos, los mas estudiados
son Aspergillus spp. y Penicillium spp., razon
por la cual se les ha considerado de suma
importancia en procesos de biolixiviacion,
al ser una alternativa al uso de los &acidos
minerales. Es por ello que el objetivo del
presente trabajo fue la produccion de acidos
organicos por Aspergillus niger; con la finalidad
de evaluar la factibilidad de ser utilizados
en estudios de biolixiviacion indirecta. Para
llevar a cabo la evaluacién de los medios de
produccion de acidos se realizaron cinéticas
de produccion durante un periodo de 15 dias,
donde se realizaron mediciones de pH, ensayos
Yoduro-Yodato y determinacion de acidez
para monitorear la produccion de los acidos
organicos. Las mayores concentraciones de
acidos organicos para cada uno de los medios
de fermentacion segun la NMX-F-102-S-1978
fueron:193.01mg/L en el medio de fermentacion
para la produccion de acido oxalico (MFAQ)
dia 4 de incubacion, 229.72 mg/L en el medio
de fermentacion para la produccion de acido
malico (MFAM) dia 15 de incubacion y 964.77
mg/L en el medio de fermentacion para la
produccion de &acido citrico (MFAC, dia 6).
Los resultados del estudio de biolixiviacion de
metales de una muestra de mena mostraron
una mayor eficiencia en la recuperacion de Cu
(99.97+1.2%) y Zn (563.7+£17.8%).
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EVALUATION OF FERMENTATION BROTHS FOR THE PRODUCTION OF ORGANIC
ACIDS AND ITS POTENTIAL USE IN BIOLEACHING PROCESSES

ABSTRACT: Among the variety of existing microorganisms which are organic acid
producers, the most studied are Aspergillus spp. and Penicillium spp. Therefore, those
microorganisms are considered particularly important for bioleaching processes because
they are an alternative to mineral acids in mining procedures. Hence, the present work
shows the study regarding the production of organic acids by Aspergillus niger, where
it was observed that the main production is centered in citric acid, malic acid, and oxalic
acid; hence to evaluate indirect bioleaching the broth with the highest organic acids
concentration was used. To carry out the evaluations in fermentation broth, kinetics were
performed in a 15-day period where pH measurements, iodide-iodate assays, and acidity
determinations were employed for monitoring organic acid production. The highest values
of organic acids obtained in each fermentation broth (according to NMX-F-102-S-1978
procedure) were: 193.01 mg/L in fermentation broth for oxalic acid production (MFAQO) 4
days of incubation, 229.72 mg/L in fermentation broth for malic acid production (MFAM)
15 days of incubation, and 964.77 mg/L in fermentation broth for citric acid production
(MFAC) 6 days of incubation). Bioleaching results showed a higher efficiency in the
recoveries of Cu (99.97+1.2%) and Zn (53.7+17.8%).

KEYWORDS: Aspergillus niger. Citric. Malic. Oxalic. Fermentation broth.

1 INTRODUCCION

En la naturaleza existen varios microorganismos con la capacidad de producir
acidos organicos, particularmente Liaud et al. (2014) han evaluado mas de 30. Los
microorganismos productores de acidos organicos son considerados de interés en
procesos de biolixiviacion, donde se emplean hongos, bacterias o metabolitos para la
recuperacion de metales como alternativa al uso de acidos minerales. La mayoria de los
estudios orientados en biolixiviacion mediada por acidos organicos se han realizado con
cepas de Aspergillus spp. o Penicillium spp. (Deepatana y Valix, 2006), debido a que éstos
microorganismos son ampliamente conocidos por su capacidad de produccion de estos
acidos (Gholami et al., 2012).

La biolixiviacion de metales puede ser directa, cuando el microorganismo crece
junto a la matriz, o indirecta, cuando solo se ven involucrados metabolitos producidos
por el microorganismo. Esta ultima es preferida debido a que no existe la limitante del
crecimiento del microorganismo debido a la concentracion de metales a los cuales se
pudiese encontrar expuesto; por lo tanto, la biolixiviacidon indirecta permite explorar
condiciones que faciliten al microorganismo producir una mayor cantidad de los
metabolitos de interés.

Los estudios disponibles de biolixiviacion con acidos organicos se han enfocado

en la produccion bioldgica de acido citrico, malico, oxalico y gluconico. En la literatura
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se encuentran varios reportes sobre el estudio de produccion biolégica de acidos
organicos con fines de recuperacion de metales con especies de Aspergillus (, especies
de Penicillium (Nasab et al. 2020)sucrose, NaNO3, and yeast extract concentrationsy
consorcios (Nayaka et al., 2018).

Debido a la importancia de A. niger en ambitos de recuperacion de metales, el
presente trabajo plantea la produccién de acido citrico, malico y oxalico, en diferentes
medios de fermentacion con la finalidad de evaluar si alguno de los medios favorece el

proceso de biolixiviacion indirecta de metales en una muestra de mena.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MICROORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

A. niger fue donado por el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana de la FCBA-
region Orizaba-Cordoba, Universidad Veracruzana. La cepa se cultivo en cajas Petri con
agar Dextrosa Sabouraud por punto de hifa y se mantuvo en incubacion durante 8 dias a
30°C. Pasado el tiempo de incubacion, se cortaron discos de agar en las periferias de la
caja petri, con un diametro de 7 mm haciendo uso de un sacabocado. Los discos de 7 mm
fueron inoculados en matraces de 250 mL que contenian a su vez 50 mL de los medios
de fermentacion seleccionados.

La codificacion empleada para los medios de cultivo evaluados, asi como su
composicon en g/L, es la siguiente: medio de cultivo que favorece la produccion de
acido citrico, MFAC (Bahaloo-Horeh y Mousavi, 2016), contiene: 1.5g de NaNO,, 0.025g
de KCI, 0.025g MgSO,*7H,0, 1.6g de extracto de levadura, 0.5g de KH,PO, y 100g de
azucar comun; medio de fermentacion reportado para la produccion de acido malico,
MFAM (lyyappan et al., 2019), contiene: 160g de glicerol, 1.5g de extracto de levadura,
1.5g de KH,PO,, 0.001g de CaCl,*H,0 y 0.2g de MgSO,*7H,0O; por ultimo el medio de
fermentacion que favorece la produccion de acido oxalico, MFAO (Lee et al.,, 2018),
contiene: 20g de fructosa, 5g de extracto de levadura, 0.5g de KH,PO,, 0.01g de KCl y
0.01g de MgSO,*7H,0.

2.2 CINETICA DE PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS

Las cinéticas de produccién de acidos organicos del hongo A. niger se evaluaron
durante un periodo de 15 dias, 8 dias consecutivos (0-7), y un ultimo experimental al dia
15 de incubacién, manteniendo una temperatura de 30°C y una agitacion de 150 rpm en

todos los medios. El muestreo se realizd cada 24 horas, procesando un matraz elegido
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al azar y filtrando el contenido. EI medio gastado recuperado se aforé a 50 mL (volumen

inicial) utilizando agua destilada esteril y fue almacenado a 4°C para posteriores analisis.

2.3 DETECCION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS ORGANICOS
2.3.1 Deteccion de acidos organicos (Ensayo Yoduro-Yodato)

Se tomaron 200 pL del sobrenadante fungico y se anadieron 2 gotas de Kl al
1% (p/v), seguido de 2 gotas de KIO, al 1% (p/v); se incubd a bafio maria durante 1 min,
posteriormente se dejo enfriar, y al final se anadieron 2-3 gotas de solucion de almidon
al 1% (p/v). Los cambios de coloracion azul a negro fueron indicativos de la presencia de
acidos organicos (Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano [UTADEQ], 2012).

2.3.2 Determinacioén de acidez

Para llevar a cabo la medicion de acidez se siguid el procedimiento establecido
en la NMX-F-102-S-1978 (Direccion General de Normas [DGN], 1978). Con base en ello,
se prepar6 una solucion de NaOH 01 N, que posteriormente se utilizé para la titulacion;
se calibro el potencidmetro (perpHecT LogR meter modelo 310, ORION). Se realizd
un pretratamiento de las muestras, el cual consistio en tomar 10 mL del sobrenadante
fungico de A. niger y se aforé a 50 mL con agua destilada. La titulacion inicio al introducir
los electrodos limpios en la muestra bioldgica (sobrenadante fungico) manteniéndose en
agitacion constante, al mismo tiempo que se tituld con la solucion de NaOH 0.1 N hasta
alcanzar un pH de 7.0. Una vez alcanzado este pH, se agregaron 4 gotas de NaOH 041
N registrando la lectura del pH por cada 4 gotas adicionadas, hasta alcanzar un pH 8.3.

Al término de la titulacion, se interpolaron los datos obtenidos para calcular el
volumen exacto de la solucién 01 N de NaOH que se gastoé para alcanzar un pH de 8.3. El
procedimiento se realizd por duplicado. Los resultados fueron expresados como mg del
acido por cada 100 mL de muestra. Las equivalencias usadas fueron: 6.404 mg de acido
citrico anhidro, 6.704 mg de acido malico anhidro 6 4.502 mg de acido oxalico anhidro por

cada mL de la soluciéon 01 N de NaOH gastada.

2.4 ANALISIS POR HPLC DEL SOBRENADANTE FUNGICO DE A. NIGER (MFAC, DIA 6)

Para el analisis se tomaron 20 mg de los metabolitos liofilizados de A. niger y se
diluyeron en 1 mL de agua grado HPLC. Posteriormente, se inyectaron 5 pL de la muestra
y estandaresestandares (acido citrico, malico y oxalico) en el equipo LC-MS 2020 La

Shimadzu, Tokio, Japon, el cual esta acoplado a un detector de arreglo de SPD-M20A
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fotodiodos UV-Vis. La columna se opero a 40°C, la fase moévil se operd con una velocidad
de flujo de 1 mL/min modo isocratico, usando agua Mili Q con acido férmico 0.2% (v/v)

grado HPLC. Los compuestos eluidos se detectaron a 210 nm.

2.5 CARACTERIZACION METALICA DE LA MUESTRA DE MENA (MATRIZ)

La determinacion de la presencia de metales en la muestra de mena proveniente
de Zimapan, Hgo., México, fue realizada en dos pasos: primero se pesaron 50 mg de
mena por quintuplicado y se pusieron en contacto con 6 mL de HCl'y 2 mL de HNO,
(proporcion 3:1) en tubos de carburo de silicio, para su posterior digestion en microondas
(Anton para, PRO de 60 Hz), usando las siguientes condiciones de digestion: velocidad
de rampa de 0.5 bar/s y 100 W por contenedor durante 15 min, fase estacionaria de 40
bar, 210-240 °C durante 40 min y una fase de enfriamiento a 55 °C durante 15 min (Rojas-
Avelizapa et al., 2018). Al finalizar el proceso, la muestra fue filtrada y aforada con agua
destilada a 50 mL. La solucién se almacend a 4°C hasta su posterior analisis en el equipo
de Espectrometria de Emisién Optica de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES,
por sus siglas en inglés) (Varian Model 710-ES). Las longitudes de onda utilizadas para
las mediciones fueron: Ag 328.068, Al 396152, As 188.980, Cu 327.395, Fe 238.204 y
Zn 213.857. Las concentraciones de los metales se calcularon con base en curvas de
calibracion de 0-1.5 mg/L para plata (Ag) y de 0-6 mg/L para el resto de los metales,
utilizando una solucion estandar de alta pureza (Cat # ICP-200.7-6).

2.6 BIOLIXIVIACION DE METALES UTILIZANDO EL SOBRENADANTE DE A. NIGER

Para el experimental de biolixiviacidon indirecta, se utilizd como agente lixiviante
el sobrenadante fungico que presentd mayor produccion de acidez (MFAC dia 6, 30°C y
150 rpm). Los experimentales se realizaron en matraces de 250 mL, por triplicado, con
una densidad de pulpa del 10% (p/v) (matriz / sobrenadante fliingico). Las condiciones de
tratamiento fueron 30°C, 130 rpm y una incubacion de 24 horas. Al término del periodo
de incubacion, las muestras fueron filtradas con filtros de 0.45 pm, aforadas a 50 mL y

almacenadas a 4°C para su posterior andlisis de metales por ICP-OES.

3 RESULTADOS
31 MEDIO DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE ACIDO CITRICO (MFAC)

El pH en el MFAC (Figura 1) se mantuvo cercano a pH 3 entre los dias 3-15 de

la cinética. De acuerdo a Ruijter et al. (1999)no oxalic acid was formed. The activity of
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oxaloacetate acetylhydrolase (OAH, esta caracteristica de bajo pH favorece la produccion
de acido citrico. Los resultados del ensayo Yoduro-Yodato mostraron que, a partir del
primer dia de incubacion, se puede detectar la presencia de acidos organicos.

Al realizar la determinacién de acidez (Figura 1) se observo un incremento en la
concentracion de acidos organicos, expresado como acido citrico, a través del tiempo. Se
alcanzo un primer valor maximo de acidez al dia 4, manteniéndose constante hasta el dia
15 (diferencia no significativa). De igual forma, Horeh et al. (2016) mencionan que la mayor
produccién de acidos organicos, de 8078 mg/L, se obtuvo en el dia 14 al incubar A. niger

en un medio de sacarosa a 30°C y 130 rpm.

3.2 MEDIO DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE ACIDO MALICO (MFAM)

Al igual que en el MFAC, se realiz6 el ensayo de Yoduro-Yodato para la deteccion
cualitativa de acidos organicos, encontrandose que estos son detectables a partir del
tercer dia de incubacion. La mayor produccion de acidos organicos se encontroé al dia 15
de incubacion y esta fue menor de 250 mg/L de acido (Figura 1). Estos resultados difieren
de lo publicado previamente por lyyappan et al. (2019), quienes obtuvieron 92.64 g/L de
acido malico, y de West (2015), en donde el maximo obtenido fue de 23 g/L al evaluar
tres cepas de A. niger; en ambas publicaciones se utilizo glicerol como fuente de carbono
y 8 dias de incubacion para la obtencion del acido malico. Las diferencias obtenidas en
el presente estudio pueden deberse al medio de cultivo, ya que los reportes emplearon
glicerol crudo proveniente de procesos de transesterificacion de aceites usados para

freir, ademas de las diferencias en la cantidad de indculo empleado.

3.3 MEDIO DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE ACIDO OXALICO (MFAO)

Este medio (Figura 1), present6 el menor incremento de biomasa y los valores de
pH mas bajos. Dado que el acido oxalico tiende a acidificar fuertemente el medio debido
a los valores de pKa, los resultados de pH en este medio de fermentacion podrian ser
indicativos de la presencia de acido oxalico, ademas de que el medio de fermentacion
contiene una baja concentracion de fuente de carbono (2 g/L de fructosa), lo que facilita la
produccion de acido oxalico y disminuye la presencia de acido citrico (Nikfar et al., 2020).
A partir del dia 6 de incubacion se observé un incremento gradual de pH en el medio, lo que
podria deberse a la produccion de metabolitos con naturaleza de buffer alcalino, segun lo
reportado por Horeh et al. (2016), o bien por el consumo de las fuentes de carbono.

El ensayo de Yoduro-Yodato detectd la presencia de acidos organicos entre los

dias 2-7. La mayor concentracion de acidez fue cercana a los 200 mg/L en el dia 4 de
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incubacion. A partir del valor maximo, inicio una disminucion gradual en la producion de
los acidos organicos (dias 4-7) y finalmente un agotamiento al dia 15. Se sugiere, con base
en revision de literatura, que la falta de nutrientes en el medio puede provocar que A. niger
utilice los acidos organicos producidos como nutrientes para prolongar su tiempo de vida
(Nikfar et al., 2020).

3.4 COMPARACION DE LOS MEDIOS DE FERMENTACION Y TIEMPO DE INCUBACION

De los tres medios evaluados, Figura 1, el medio con la produccién mas alta
964.8 mg/L fue el MFAC, durante los dias 6 y 15 (sin diferencia significativa). En cuanto
a los MFAO y MFAM, se observé que las concentraciones producidas en el MFAO son
mayores (193.01 mg/L) a las de MFAM (101.41 mg/L) durante los dias 2-5, y en el dia 6 no
hay diferencia entre la produccion de acidos para ambos medios; después del dia 7, la
produccioén de acidos en el MFAM es mayor 229.7 mg/L. Las principales diferencias entre
los medios evaluados son la fuente de carbono y las concentraciones utilizadas, que de
acuerdo a Nikfar et al. (2020), tienen gran influencia en la produccién de metabolitos
provenientes de procesos de fermentacion.
Figura 1. Cinéticas de produccion de acidos organicos en los tres medios de fermentacién evaluados. Los resultados

se expresan segun la NMX-F-102-S-1978. El microorganismo se inoculé en 50 mL de los respectivos medios de
fermentacion, se incubd a 30°C, 150 rpm, durante 7 dias consecutivos y al dia 15.
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Teniendo en cuenta los resultados de la determinacion de acidez, se selecciono el
MFAC, y especificamente el dia 6, para realizar los estudios de biolixiviacion de metales
y analisis por HPLC (Figura 2), que confirmé la presencia del acido citrico 7650 ppm
como acido mayoritario ademas de acido malico 2220 ppm y acido oxalico 2090 ppm,

obtenidos también mediante el ciclo de krebs.
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Figura 2. Analisis HPLC del sobrenadante fungico (MFAC, dia 6).
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3.5 CONTENIDO DE METALES DE LA MUESTRA DE MENA (MATRIZ).

Del total de elementos analizados en la muestra de mena (Tabla 1), se encontro
al Au en una concentracion de 58.4 g/Ton, por lo tanto, se puede considerar como una
mena de alta ley. Con respecto al resto de los elementos, se encuentra mayoritariamente:
Fe 78.9%, Cu 15.34% y Al 4.72%; el resto de los elementos presentes en la muestra se

encuentra en porcentajes menores al 1%.

Tabla 1. Contenido metalico de la muestra de mena.

Elemento Contenido metalico (mg/Kg)
Au 584+54
Al 63285+2169
As 1957 +31.9
Cu 20556.0 + 544 .4
Fe 105701.8 + 18951
Zn 1121.1 £ 63.0

‘Promedio de error experimental: 4.06%.

3.6 EFICIENCIA DE LA BIOLIXIVIACION INDIRECTA (SOBRENADANTE FUNGICO)

En la Tabla 2 se presentan las eficiencias de biolixiviacion de los metales con el
extracto fungico. El mayor porcentaje de biolixiviacion corresponde a Cu, seguido por Zn;

éstas afinidades han sido reportadas en estudios de lixiviacion realizados por Habbache
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et al. (2009) al utilizar acidos organicos (grado reactivo) como el citrico y malico de
forma individual, en dicho estudio se obtuvieron eficiencias de lixiviacion/recuperacion
de alrededor del 80%; lo anterior se puede atribuir a la naturaleza quelante de los acidos
(Domingo et al., 1988).

La principal ventaja de la produccion bioldgica de los acidos organicos para la
recuperacion de metales via lixiviacion se encuentra en la disminucién de la competencia
entre los metales presentes en la matriz por los sitios activos de los agentes lixiviantes
(Cheng et al., 2020)the washing reagents that mixed by low-molecular weight organic
acids (citric acid, oxalic acid, and tartaric acid. Por lo tanto, y a pesar de obtener bajas
concentraciones de acidos organicos por via biologica, se sugiere que en conjunto los
acidos pueden tener un efecto sinérgico, que promueva la recuperacion de un mayor

numero de metales en diversas concentraciones.

Tabla 2. Eficiencias de biolixiviacion indirecta con sobrenadante fungico 10% (p/v) (MFAC, dia 6).

Elemento Eficiencia de biolixiviacion (%)
Au 10.1£10.4
Al 3305
As 88+28
Cu 999+1.2
Fe 75+£0.2
Zn 53.8+17.8

4 CONCLUSIONES

Los acidos organicos de origen bioldgico obtenidos por Aspergillus niger han
demostrado ser agentes lixiviantes alternativos a los acidos minerales ya que presentaron
afinidad principalmente hacia Cu y Zn; aunque tambien fueron capaces de lixiviar a
elementos como el Fe, Au, Al y As. Este estudio demostro que la presencia de mas de un
acido organico favorece la recuperacion de los metales contenidos en una menas de alta
ley, por lo que su uso permite recuperar los metales por procesos alternativos y menos

contaminantes que los procesos convencionales.
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