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GLOSARIO

Consorcio microbiano: Se denomina consorcio a un sistema de dos o mas
miembros en el cual cada organismo hace algo en beneficio a otro [1].
Bioacumulacion: Proceso de depdsito gradual y durante un determinado tiempo,
de una sustancia quimica en el organismo de un ser vivo, ya sea porque el producto
es absorbido mas rapidamente de lo que puede ser utilizado o porque no puede ser
metabolizado [2].

Biomagnificacion: Aumento progresivo de la concentracién de un contaminante en
los organismos vivos, a medida que se transfiere a través de la cadena alimenticia.
[3].

Microalgas: Organismos microscépicos fotosintéticos, esto es, capaces de producir
oxigeno a partir de la radiacion solar. Esta actividad la llevan a cabo gracias a unas
estructuras especiales denominadas cloroplastos, en las cuales se encuentran
diversos pigmentos (clorofilas, ficobilinas, carotenos y xantofilas) capaces de
atrapar la luz solar [4].

Cianobacterias: Las cianobacterias o algas verde azules son microorganismos
fotoautotrofos, acostumbradas a vivir sin demasiadas exigencias nutricionales,
pueden crecer en medios minerales y el CO2 atmosférico constituye una excelente
fuente de carbono (alimento) para ellas. En su morfologia las cianobacterias pueden
ser unicelulares, coloniales o filamentosas [5]. Presentan la capacidad de realizar
fotosintesis oxigénica, proceso por el cual se convierte la energia luminica en
quimica, liberandose oxigeno procedente de la ruptura de moléculas de agua [6].
Sorcidn: Interaccion de un atomo, molécula o particula con la superficie solida de
una interfaz sélido-liquido o una interfaz sélido-gas. Este término general incluye la

absorcion, la adsorcion, la quimisorcion y la fisisorcion [7].



RESUMEN

La mineria en Taxco, Guerrero comenzo desde la época prehispanica, actualmente
se encuentra inactiva debido a una huelga iniciada en el afio 2007, como resultado
de lo anterior el plan de cierre y post-operacién no fue aplicado, aunado a la mala
planeacién de la disposicidn de los residuos generados de los procesos de beneficio
para la obtencién de Ag, Au, Cu, Pb y Zn, en la actualidad han presentado diversos
problemas de contaminacion a la biota de la zona, el principal: drenaje acido de
mina (DAM).

El DAM generado del Socavén 1412 (interior mina), ha sido tratado con rocas
calizas y lutitas calcareas de la zona, asi como por un sistema de piletas que
intercala filtros de rocas calizas (FRC) y sedimentadores, sin embargo, la eficiencia
de remocién para metales como el Cd, Mn y Zn no ha sido suficiente para cumplir
con la NOM-001-SEMARNAT-1996 en materia de metales pesados para descargas

mensuales a rios [8].

En el presente escrito se plantea una opcidon de tratamiento pasivo, basado en la
biorremediacion microbiana, en el que se ha evaluado la resistencia de un consorcio
microbiano fotosintético (CMF) para la remocién de Cd, Mn y Zn en el drenaje acido
de mina, que ha sido previamente tratado con un sistema de rocas calizas, a fin de
implementarlo en un sistema biogeoquimico que permita una disposicion adecuada

de las aguas tratadas.

Las condiciones mas importantes para el desarrollo del CMF son: nutrientes, por lo
que se bioestimulé el drenaje acido de mina tratado con rocas calizas (DAM TRC),
con 5% de medio basal de Bold (MBB), las mejores condiciones en las que el CMF

alcanza su mayor crecimiento es, a pH 5.5 a los 8 dias.

Conociendo las mejores condiciones de crecimiento se realizaron pruebas a
diferentes concentraciones de Cd, Mn y Zn, para determinar la remocién de estos
en el DAM TRC. Las concentraciones utilizadas en la prueba de remocién para los
tres metales de interés fueron: 343.8 mg/L de Cd, 80.4 mg/L de Mn, 1773.4 mg/L de

Zn y una combinacion de los tres metales a 349.5 mg/L de Cd, 83.6 mg/L de Mn y
8



1719.6 mg/L de Zn.

Los porcentajes de remocién para el cadmio van de 8.3 a 11.6%, de manganeso de
0 a10.2% y de zinc de 3.8 a 10.7% en 19 dias, lo dicho hasta aqui supone que, si
se realiza la bioestimulacion del DAM TRC, el desarrollo del consorcio microbiano
fotosintético permitira disminuir la concentracion de Cd, Mn y Zn, hasta alcanzar la
concentracion adecuada para su disposicion en el rio Taxco, en poco mas de un
ano. Ademas de evidenciar la resistencia del CMF a altas concentraciones de Cd,

Mn y Zn que podrian derivar en otras aplicaciones de este.



1 INTRODUCCION

La contaminacién por metales pesados es seguramente uno de los problemas
ambientales mas serios. Industrias como la minero-metalurgica, petroquimica, de
produccion de fertilizantes y pesticidas, curtidora, de produccion de energia nuclear,
entre otras, producen residuos que contienen metales pesados como (Cd, Cu, Cr,
Co, Mn, Ni, Pb y Zn) los cuales, terminan transfiriéndose al medio ambiente debido

a un incorrecto tratamiento o disposicion final.

Los metales pesados pueden ser acumulados en los distintos eslabones de la
cadena trofica, (bioacumulacion), e incluso trasladados a sitios muy alejados del
punto de origen de la contaminacién, usualmente a través de cursos de agua
(biomagnificacion). Estos dos procesos traen consecuencias ambientales graves

para el ecosistema y para la salud del hombre [9].

La peligrosidad de los metales pesados es aun mayor al no ser ni quimica ni
biolégicamente degradables. Actualmente, se conocen mas sobre los efectos
adversos de estos elementos tanto en la salud humana como en los animales y
plantas. Los efectos de los metales sobre el funcionamiento de los ecosistemas
varian considerablemente y son de importancia econémica y de salud publica. Entre
los mecanismos moleculares que determinan la toxicidad de los metales pesados

se encuentran:

1. El desplazamiento de iones metalicos esenciales y bloqueo de sus grupos
funcionales.

2. Modificacion de la conformacion activa de biomoléculas, enzimas y
polinucledtidos.

3. Ruptura de la integridad de biomoléculas y modificacién de otros agentes

biolégicamente activos [10].
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En la actualidad diversos grupos de investigacion han estudiado la utilizacién de
microorganismos con el fin de biorremediar los sitios contaminados con metales
pesados, y se ha demostrado la capacidad que poseen algunas algas, bacterias y
hongos de sobrevivir a la exposicion y al mismo tiempo la capacidad de remover

metales pesados del medio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la remocion de cadmio, manganeso y zinc del drenaje acido de mina

previamente tratado con filtros de roca caliza, mediante el uso de microalgas y

cianobacterias presentes en un consorcio microbiano fotosintético, aislado de

Taxco, Guerrero.

2.2 Objetivos particulares

o

Obtener un CMF resistente a las condiciones del DAM de Taxco,
Guerrero, mediante bioestimulacién.

Determinar la cinética de crecimiento del consorcio microbiano
fotosintético, para encontrar el tiempo 6ptimo de crecimiento a las
condiciones del DAM TRC bioestimulado.

Determinar el pH o6ptimo de crecimiento del consorcio microbiano
fotosintético, que sera utilizado en las pruebas de remocién de Cd, Mn y
Zn.

Evaluar el efecto de la concentracion de Cd, Mn y Zn en el crecimiento
del consorcio microbiano fotosintético.

Valorar la remocion de Cd, Mn y Zn por el consorcio microbiano

fotosintético en el tratamiento del DAM TRC.

12



3 HIPOTESIS

El uso de un consorcio microbiano fotosintético resistente a las condiciones del DAM
tratado con rocas calizas puede mejorar la remocién de elementos como el cadmio,
manganeso Y zinc en un sistema de tratamiento si se logran determinar sus mejores

condiciones de crecimiento.
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4 MARCO TEORICO

4.1 Generacién del Drenaje Acido de Mina (DAM)

El drenaje acido de mina (DAM, por sus siglas en espafol) es un problema
importante en todo el mundo, principalmente por aguas residuales acidas ricas en
azufre subproductos de una variedad de operaciones industriales tales como el
procesamiento galvanico y el lavado de los gases de combustidén en las centrales
eléctricas, sin embargo, el principal productor de tales efluentes, la industria minera.
Las aguas que drenan minas activas, en particular, abandonadas y desechos
mineros a menudo son acidas (a veces extremadamente) [11]. Una vez que se

genera el DAM, es dificil controlar el proceso y el tratamiento requiere un alto costo.

El DAM causa impactos ambientales severos, particularmente en el suelo, los
recursos hidricos y las comunidades acuaticas. La fuente principal de DAM es la
oxidacion de minerales sulfurados, que inicialmente se exponen al medio ambiente
mediante intensas actividades mineras. En particular, entre los sulfuros metalicos,
el mineral de pirita (FeS2, comunmente conocido como el oro de los tontos) es uno
de los principales minerales responsables de la generacion de DAM debido a su
facilidad de oxidacion cuando se expone al oxigeno, agua y microorganismos. La
oxidacion de pirita esta representada por diferentes reacciones en diferentes

condiciones, las cuales se presentan a continuacion:

7

FeSy + 50, + H0 = Fe®* + 2507~ + 2H* (1)

Fe?* + 10 + HY > Fe3t + 1H 0
4% 22 (2)
Fe3* +3H,0 —» Fe(OH); + 3H* (3)

15 7 ~
FeSy + — 02+ 5 Hy0 ~ Fe(OH); + 2502~ + 4H™ @)
FeS, + 14 Fe?* + 8H,0 — 15Fe?* + 250%™ + 16H* (5)
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15 1
FeSy + 0z + 5 H0 = Fe3* + 2507~ + H* (6)

Por ejemplo, las reacciones (1) - (6) representan los procesos principales y
comunes para la oxidacion de pirita. La reaccidn (1) muestra la oxidacién de pirita
bajo oxigeno molecular en presencia de exceso de agua a pH neutro. La reaccion
global para la oxidacién de pirita (reacciones (1) - (3)) esta representada por la
reaccion (4). La reaccién (5) muestra la oxidacion completa de la pirita donde el ion
férrico actia como agente oxidante, y también se considera una reaccion mas
rapida que la reaccién (1). Del mismo modo, la oxidacion completa de la pirita en

presencia de bajo contenido de agua esta representada por la reaccion (6) [12].

4.1.1 Factores que influyen en la generacién de DAM

Los principales factores que determinan la tasa de generacién de acido son:

e pH.

e Temperatura.

e Contenido de oxigeno de la fase gaseosa, si la saturacion es menor al 100%.
e Concentracidon de oxigeno en la fase de agua.

e Grado de saturacion con agua.

e Actividad quimica de Fe3*.

e Area superficial del sulfuro de metal expuesto.

e Serequiere energia de activacidon quimica para iniciar la generacion de acido.

e Actividad bacteriana.

Los factores quimicos, biolégicos y fisicos son importantes para determinar la tasa
de generacién de acido; los factores fisicos, en particular la permeabilidad de la roca
mineral de desecho, son particularmente importantes. Los vertederos con alta
permeabilidad tienen un alto ingreso de oxigeno, lo que contribuye a mayores
velocidades de reaccion quimica, por lo tanto, temperaturas mas altas y un aumento

de la entrada de oxigeno a través de la conveccion. La mayoria de las pruebas de
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Acidithiobacillus ferrooxidans han implicado la oxidacion de pirita (FeS2); sin
embargo, la bacteria puede acelerar la oxidacion de sulfuros de antimonio, galio,
molibdeno, arsénico, cobre, cadmio, cobalto, niquel, plomo y zinc. Para que las
bacterias prosperen, las condiciones ambientales deben ser favorables. Por
ejemplo, A. ferrooxidans es mas activo en agua con un pH menor a 3.2. Si las
condiciones no son favorables, la influencia bacteriana sobre la generacion de acido
sera minima. Esta aparente importancia de las condiciones ambientales explica la
contradiccién en la experimentacion informada que muestra que la influencia
bacteriana varia de mayor a menor. En situaciones donde la aceleracién bacteriana
es significativa, existen factores adicionales que determinan el grado de actividad

bacteriana y la tasa asociada de generacion de acido. [13].

4.2 Problematica del DAM
El DAM plantea un grave problema de contaminacién para las generaciones
actuales y futuras, especialmente debido al bajo pH, altas concentraciones de

metales disueltos potencialmente toxicos, metaloides y sulfatos [14].

Entre los metales disueltos, el Fe?* es el mas abundante y comun en la mayoria del
DAM. El Fe?* en el DAM reacciona con el oxigeno disuelto para producir
precipitados de 6xido de hierro, y puede sofocar la vida a lo largo del camino al
incrustarse en los lechos de arroyos u océanos. En consecuencia, la vida acuatica
pequefia que se alimenta del fondo del océano o de los arroyos puede verse
gravemente afectada y finalmente desaparecer [15]. Ademas, el problema no
termina con la vida acuatica pequefa; también tiene un impacto negativo en la

cadena alimentaria.

Ademas, la formacién de precipitado de hidroxido férrico agrava la condicion al
disminuir el pH y dafiar la mayoria de los microorganismos existentes en él. Debido
a la naturaleza corrosiva, el DAM interactua con las rocas que contienen diferentes
tipos de minerales y provoca facilmente la solubilidad de los metales téxicos. El agua
generada en el DAM eleva el nivel de metal disuelto en la corriente de agua

superficial receptora y afecta negativamente a la biota de la corriente [12].
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El cobre y zinc son elementos traza en la vida de animales y plantas, pero en altas
dosis son toxicos [16]. Se conoce que metales como el cadmio, es altamente toxico
para plantas, animales y humanos, y que cuando esta presente en formas
biodisponibles, existe la bioacumulacién tanto en organismos terrestres y acuaticos.
Otros metales como arsénico, manganeso y mercurio, tipicos productos del DAM
son conocidos por ser carcindégenos, por causar dermatitis y desérdenes
neurolégicos [17]. En la Figura 1, se muestran imagenes de la contaminacién

causada por DAM en diferentes partes del mundo.

Figura 1. Imdgenes de la contaminacion causada por DAM: A) Efluentes de DAM, (B) Desbaste de
minerales eflorescentes secundarios en Marruecos, (Cy D) DAM en Suddfrica, (E) Lixiviacion con
cianuro, (F) Depdsitos de sulfuros en Canadd generados por la mineria [12].

El tratamiento del DAM que se compone de varios metales toxicos disueltos es
demasiado complejo y costoso. Si el DAM no se maneja adecuadamente, causa
una considerable degradacion ambiental, contaminacién del agua y del suelo, un
grave impacto en la salud de las comunidades cercanas, pérdida de biodiversidad

y ecosistema acuatico [18].
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4.3 Métodos de remediacién de DAM

Dadas las dificultades practicas que conlleva inhibir la formacién de DAM en la
fuente, a menudo, la unica alternativa es minimizar el impacto que esta agua
contaminante tiene en los arroyos y rios receptores y en el entorno en general. Este

enfoque implica medidas de control de la migracion.

Los métodos de remediacién se pueden clasificar dependiendo de la tecnologia y
materiales que se requieren en activos o pasivos, o por factores que intervienen, es

decir si estan regidos por factores vivos o sin vida en, abioticos y bioldgicos.

Los métodos de tratamiento activo incluyen la aplicacion de productos quimicos
alcalinos para precipitar metales y otras técnicas como la adsorcién [19, 20], el

intercambio idnico [21] y la tecnologia de membranas [22, 23].

Los sistemas de tratamiento pasivos como los humedales se caracterizan por utilizar
elementos naturales que permiten regular el pH, ademas de procesos quimicos y
bioldgicos para retener los elementos metalicos en solucion. Se basan en la energia
suministrada por la luz solar y/o el medio ambiente. Los sistemas pasivos tienen la
ventaja de que requieren relativamente poco mantenimiento (y costos recurrentes)
que los sistemas activos, aunque pueden ser costosos y/o poco practicos de

configurar en primer lugar [11].

En realidad, todas las tecnologias de tratamiento pasivo requieren una cierta

cantidad de costos de mantenimiento.

Una subdivision mas util es entre aquellas tecnologias de remediacion que
dependen de actividades biologicas y aquellas que no lo hacen. Dentro de estos

grupos principales, hay procesos que pueden describirse como activos o pasivos.
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Sistema activo:
aireacion y adicion
de cal.
Abidticos ) .
Sistema pasivo:
drenaje de piedra
caliza anoxica.
MetOd_os _d,e Bioreactores
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T aerobios.
Biologicos

Reactor/ humedal
r organico.
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\ Barrera reactiva
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Bioreactor de
oxidacién de hierro
en paquetes.

Figura 2. Estrategias bioldgicas y abidticas para la remedicion de aguas dcidas de drenaje de minas

[11].

En la figura 2 se han clasificado los principales métodos de remediacion bidticos y

abidticos, utilizando como subclasificacion si son activos o pasivos.

La opcidn de tratamiento pasivo es mas apropiada para la aplicacion en minas
abandonadas donde existe flujo continuo de agua de DAM [24], ya que tiene
beneficios de bajo costo operativo y mantenimiento. La eleccién del tratamiento
pasivo para remediar el DAM depende de la capacidad del sistema particular de
producir alcalinidad y su eficiencia de eliminacion de metales. Por ejemplo, metales
como Zn y Mn no se eliminan facilmente a un pH inferior a 6, por lo tanto, el
tratamiento pasivo en el que se usan drenajes de piedra caliza no es el método de
eleccion para la eliminacion de altas concentraciones de Zn y Mn. Para la

eliminacidon exitosa de la alta concentracion de estos metales es la aplicacion de

19



MgO o combinacién de piedra caliza y MgO como un método alternativo en el
tratamiento pasivo de DAM [25, 26].

La eleccién de las opciones de tratamiento de DAM esta determinada por una serie
de factores ambientales, de composicién de DAM, de pH y econdmicos. En general,
no existe una tecnologia universal para el tratamiento del DAM, ya que la
composicion del DAM varia segun sus fuentes, la eleccién del tratamiento de DAM
y los residuos producidos durante el tratamiento también difieren. Sin embargo,
algunos investigadores recomendaron que la tecnologia de sustrato alcalino

disperso para tratar el DAM con altas concentraciones de metales [12].

Actualmente, el interés de reducir el costo del tratamiento motivd a las
investigaciones a buscar opciones de tratamiento de DAM de bajo costo. Por
ejemplo, las aplicaciones de materiales naturalmente disponibles, subproductos
industriales y sustratos organicos han surgido recientemente como opciones de

tratamiento de bajo costo de DAM.

Las ventajas y desventajas de estas opciones de tratamiento y otras se presentan

en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de las opciones de tratamiento de DAM con sus ventajas y desventajas.

Opciones de Ventajas Desventajas Referencias
tratamiento
Pasivo: carbonatos. cal Rentable en relacion con | La sobredosis puede
marmol. ceniza. | €l tratamiento activo. movilizar [27]
compuest(’) de arc’illa Efectvo ~a  pequefia | contaminantes. '
bentonita. escala. Requiere agitacion.
Reduccién acida y | Insignificante, dificultad 28]
Biochar toxicidad del metal. de recuperacion de
recursos.
Rentable. Necesidad de calentar a
Tratamiento pasivo | 500°C, limpiar, [29]
Harina de hueso efectivo de DAM. comprimir,  hervir y
secar; dificultad de
aumentar el pH.
Rentabilidad relativa por | INsignificantes. [30]
Lodo BOS quimicos alcalinos
industriales.
(continta)
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Tabla 1. Resumen de las opciones de tratamiento de DAM con sus ventajas y desventajas.

(continuacion)

Opciones de Ventajas Desventajas Referencias
tratamiento
Rentabilidad relativa por | Baja tasa de remocion de
cglislzgg?l-ssteB quimicos alcalinos. metal. [31]
Mayor eficacia que el | Adicion alta de reactivos
Estiércol de pollo estiércol y el aserr_l'n_. Un | organicos. [32]
+SBR producto costo-beneficio en
relacion con la cal o la piedra
caliza
Eficiente y  rentabilidad | No adecuado para la
Cenizas volatiles relativa. recgperacién de meta]gs 33]
de carbén debido a la concentracion
elevada de un elemento
radiactivo.
Rentable. No disponible, segun los
Concha triturada requerimientos; necesita [34]
ser triturada.
Campostade | G T O e e e | 159
estiércol de vacas S : pH para 1a remaocion
por quimicos alcalinos. selectiva de metales.
Bacillus drentensis No se requiere suministro Insignificante
sp. muertos en contlpuo de nut’rlente:s,
polimero de efectlvq a un_’pH mas bajo [36]
polisulfona para eliminacion de metales
téxicos de DAM afectado
aguas subterraneas.
Dunita Rentable, elimina la mayoria | Necesidad de trituracion y [37]
de los metales del DAM. tamizado.
No se adicionan reactivos | La corrosion del catodo
Neutralizacién qufm!cos para eliminar | puede _ ocurrir en
electroquimica quimicos. presencia de exceso de [38]
Formacion de acido sulfarico. | Fe3* en DAM.
Rentable en relacién con los | Adsorcion  dependiente
Algas verdes productos quimicos | del pH.
filamentosas industriales alcalinos; podria [40]
ser reutilizado.
) Buena capacidad de union de | Baja eficiencia de
Zeolita metal y facilmente disponible. | remocion. [41]
Mas efectivo que el | Costoso, presencia de
Electrodialisis tratamiento convencional con | incrustaciones. [39]
cal.
Escoria de acero en | Mejora de la alcalinidad. Decremento de la
camas de alcalinidad a través del [42]
lixiviacion tiempo.
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4.4 Uso de microorganismos para remover metales pesados de DAM

Varios microorganismos, como protozoos, bacterias, hongos y microalgas, han sido
evaluados en cuanto a su capacidad para acumular metales pesados. La
acumulacion de metales por estos organismos implica la absorcion en los
compartimentos intracelulares mediante un proceso dependiente de la energia y la
unién pasiva a la superficie de la célula (adsorcion). Sin embargo, el término sorcion,
que abarca todos los mecanismos mediante los cuales los microorganismos vivos y
muertos eliminan los iones metalicos del entorno externo [43], ha sido utilizado con

frecuencia por investigadores anteriores.

Las microalgas se pueden usar como biosorbentes metalicos tanto en formas vitales
como en formas desvitalizadas (muertas). Se ha demostrado que las microalgas
muertas tienen una mayor capacidad de sorcion de metal, pero algunos
trabajadores informan que las células vivas son mas eficientes para este propésito
[44]. Para aplicaciones de eliminacion de metales, se puede preferir el uso de
biomasa muerta o desnaturalizada, ya que sus grandes cantidades estan facilmente
disponibles. Ademas, la biomasa desvitalizada no esta sujeta a la toxicidad del
metal, por lo que se toleran altas concentraciones de metales y se obvian las

necesidades de suministro de nutrientes y mantenimiento del cultivo.

La algas y microalgas poseen muchas caracteristicas que las hacen posibles
candidatas en el terreno de la biorremediacion de suelos y aguas contaminadas. A
pesar de esto se han hecho pocos esfuerzos para utilizar su biomasa con el fin de
remover iones metalicos de soluciones acuosas. Se conocen miles de especies de
algas y solo algunas han sido investigadas por su capacidad de sorcion de metales
y su potencia en el tratamiento de aguas residuales. Los experimentos de biosorcion
de metales se han realizado en algas verdes de agua dulce como Chorella spp.,

Cladophora spp., Scenedesmus spp. y Chlamydomonas reinhardtii entre otras [45].

La acumulaciéon de metales por microorganismos, incluidas las algas, se conoce
desde hace algunas décadas, pero solo ha recibido mayor atencién en los ultimos
anos debido a su potencial de aplicaciéon en la proteccion ambiental o la

recuperacion de metales preciosos o estratégicos. La capacidad de acumulacion de
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metales de la biomasa de algas es comparable o, a veces, superior a la de los

sorbentes quimicos, en la Tabla 2 y Tabla 3, presentadas a continuacion, se ha

realizado una recopilacién de ejemplos de microorganismos utilizados para la

remocién de cadmio, manganeso y zinc de aguas contaminadas.

Tabla 2. Ejemplos de microorganismos que se han utilizado en la biorremediacion de aguas
contaminadas por cadmio.

Concentracion

Eficiencia de

Alga Metal Sorcidn inicial remocion del Referencia
[mg/g] [mg/L] metal
(%)

Anabaena 9.78 i 82 [46]
nodosum

A. nodosum 91.04 - 72 [47]

Ceramium rubrum 8.21 - 72 [46]

Chlorella vulgaris 12.48 - 96 [48]

Costera marina 9.55 - >90 [46]

Ecklonia maxima 83.5 - 13 [49]

Fucus vesiculosus 9.78 10 99 [46]

Gigartina 17.98 ] 48 [50]
salicornia

G. acicularis 9.67 10 40 [46]

Cd

Gracilaria fisheri 70.81 EIG <99 [51]

Laminaria digitata 9.78 50uM 49 [46]

L. japonica 146.12 - - [52]

Lyngbya taylorii 41.59 - - [46]

Nannochloropsis 100.04 i ) 53]

oculata
Padina sp. 123.64 - 25 [54]
Pha_;eodactylon 8330 ) ) 53]
tricornutum

Pilayella littoralis 64.97 - - [55]

Porphyridium 8.88 ) ) [46]
cruentum
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Tabla 3. Ejemplos de microorganismos que se han utilizado

contaminadas por manganeso y zinc.

en la biorremediacion de aguas

‘. Eficiencia de
‘s Concentracion ‘s
Sorciéon C . remocion del .
Alga Metal inicial Referencia
[mg/g] [mg/L] metal
(%)
A. subcylindrica - El 100 [56]
Mn
N. muscorum - El 33 [56]
Sargassum sp. - 98 99 [57]
Spirulina sp. - - 67 [58]
Yeast Zn
granula’do i EIG <99 [59]
Escherichia coli
(ingenieril) ) 500uM 99 [60]

El: Efluente industrial, EIG: Efluente de la industria del galvanizado

4.5 Consorcios microbianos fotosintéticos

Los consorcios microbianos (CM) constituidos por microorganismos fotosintéticos
(Cyanophyta) tienen una distribucion muy amplia en la naturaleza, tanto en
ambientes acuaticos como terrestres. Los CM resultan clave en los ciclos
biogeoquimicos, lo que les confiere importancia ecoldgica dada la gran cantidad de
estrategias metabdlicas que pueden desarrollar. Desde el punto de vista
tecnolégico, los CM se han utilizado para la remocion de metales pesados y de
contaminantes organicos presentes en aguas residuales, para la obtencion de
biodiesel y de energia eléctrica, y para la conversion de carbono y generacion de
biogas, han demostrado mayor eficiencia de sintesis de productos y conversion de
nutrientes a menor costo, comparado con la utilizacién de cultivos puros. Otras
ventajas del empleo de consorcios microbianos es su produccién a gran escala,
dado que los cultivos puros no son con frecuencia, econdémicamente factibles debido
a los altos costos de mantenimiento, sustratos, esterilizacion, y recuperaciéon de
biomasa, entre otros factores. Muchos microorganismos en ambientes naturales no

viven aislados, sino que forman parte de consorcios que tienen una dinamica
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poblacional interna. La competencia por los recursos y la cooperacion entre los
microorganismos que integran un CM pueden determinar el éxito de su desempefio

biotecnolégico [61].

4.5.1 Bioestimulacion

En algunos sitios contaminados con tal de acortar los tiempos de remediacion
necesarios, se decide acelerar los procesos naturales de atenuacion, en concreto
los de biodegradacion (responsables de la reduccién de la masa de contaminante)
mediante la adicidon de estimulantes de la actividad microbiana: aceptores de
electrones, nutrientes, o dadores de electrones. Es lo que se denomina técnicas de

bioestimulacion.

La bioestimulacién implica la circulacion de soluciones acuosas (que contengan
nutrientes y/u oxigeno) a través del recurso contaminado, para estimular la actividad
de los microorganismos autoctonos, y mejorar asi la biodegradacion de
contaminantes organicos o bien, la inmovilizacion de contaminantes inorganicos in
situ [62].

Se ha demostrado que en la mayoria de los casos el factor limitante de los procesos
de biodegradacion es el agotamiento de aceptores de electrones mas que el
agotamiento de nutrientes como nitrogeno y fosforo. Entre los aceptores de
electrones finales que se adicionan comunmente al medio, se encuentran el oxigeno
(comunmente utilizado por los microorganismos para biodegradar aerdbicamente

los hidrocarburos de petréleo) [62].

4.6 Cianobacterias / microalgas: eliminacion de contaminantes

Las cianobacterias que poseen capacidades de fijacion de dinitrdgeno y microalgas
que probablemente representan hasta el 27% de la biomasa microbiana del suelo
total estan muy extendidas en los ecosistemas del suelo y acuaticos. Estos
organismos no solo ayudan a detectar la contaminacion, sino que también

transforman muchos contaminantes en el medio ambiente [63].
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Las cianobacterias (particularmente las especies fijadoras de dinitrégeno de
Anabaena y Nostoc) transformaron preferentemente el DDT en DDD (1,1-dicloro-
2,2 bis (p-clorofenil) etano), mientras que las algas verdes (Chlorococcum spp.)
Convirtieron el DDT en DDE (1, 1-dicloro-2,2-bis (p-clorofenil) etileno). La toxicidad
y transformacion de contaminantes por cianobacterias o microalgas puede cambiar
dependiendo de la especie. Caceres et al., 2008 [64], observaron la transformacion
de un pesticida organofosforado, fenamifos (etil 4-metiltio-m-tolil isopropil
fosforamidato) en su producto de oxidacion primaria, fenamifos sulféxido (FSO) por
cinco especies diferentes de cianobacterias y cinco de algas verdes. Tanto el
pesticida como sus metabolitos (FSO, fenamifos sulfona, fenamifos fenol, fenamifos
sulféxido fenol y fenamifos sulfona fenol) se bioacumularon en el alga terrestre
Chlorococcum sp. mientras que solo se acumularon metabolitos en el alga acuatica
Pseudokirchneriella subcapitata. Las habilidades para transformar o degradar los
contaminantes de las cianobacterias y microalgas se aprovechan de manera
provechosa en las tecnologias de biorremediacion de muchos sistemas

contaminados [61].

Las paredes celulares de las microalgas y cianobacterias estan compuestas de
polisacaridos y carbohidratos que tienen grupos cargados negativamente (amino,
carboxilo, hidroxilo o sulfuro). La mayoria de los metales estan unidos a los grupos
de ligandos con carga negativa, que es la base para la eliminacion de metales de
las aguas residuales. Ademas de este mecanismo de adsorcion de metales sobre
superficies celulares y polisacaridos extracelulares, puede producirse la absorcién
en las células, la incorporacién a vacuolas o estructuras de aragonito (CaCO3) y la
precipitacion en la superficie celular o internamente. Pero, los metales pesados son
potentes inhibidores de la fotosintesis, ya que pueden reemplazar o bloquear los
atomos de metal protésicos en los sitios activos de ciertas enzimas. Asimismo, los
grupos funcionales acidos de las paredes celulares bacterianas también pueden
unirse a concentraciones significativas de cationes acuosos, lo que puede afectar la
especiacion, distribucion y movilidad de esos cationes. Las algas que crecen en las

aguas residuales pueden proporcionar una estrategia simple a largo plazo para la
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eliminacién de contaminantes metalicos. Con este fin, se describié un proceso de
tres pasos para la desintoxicacion del uranio de las aguas residuales. Inicialmente,
los ligandos en las paredes celulares de algas eliminan eficazmente U (VI) de las
aguas residuales, seguido de la eliminacién de particulas de algas U de la columna
de agua a los sedimentos. Posteriormente, las células de algas muertas
proporcionan carbono, nitrogeno y fosforo a las bacterias heterétrofas para la

reduccion final de U (VI) a U (IV) [61].

A continuacion, en la Tabla 4, se han compilado ejemplos de corsorcios algal-

bacterianos utilizados en la remocidén de metales.

Tabla 4. Eliminacion de metales pesados de las aguas residuales por consorcios de

cianobacterias/microalgas y bacterias.

. . Fuente de . .| Sistemal
Cianobacteria/ . Metal y eficiencia .
microalga Bacteria aguas de remocion reactor | Referencia
residuales usado
Cobre 79.2%
Est
Bacteria sulfato- Efluente de (500 mg/L) dse aaT;::
Spirulina platensis . zinc 88.0% (500 mg/L) [65]
Reductora curtidora Hierro 100% de alta
(500 mg/L) velocidad
Copper 62%
(0.04 mg/L)
Chlorella sp. AQUas nickel 62%
Scenedesmus Rhodococcus sp. re si%u ales (0.21 mg/L)
obliquus Kibdelosporangium contaminadas zinc 90% (0.10 mg/L) - [66]
Stichococcus sp. aridum con aceite hierro 64%
Phormidium sp. (6.43 mg/L)
manganeso 70%
(0.20 mg/L)
C. R. basilensis MedlgoErlstol Cobre 57.5% clzﬁi:(:?jre [67]
sorokiniana (biomass) (biomasa) . (20 mg/L) apH 5.0 S
contaminantes vidrio
Bacterias de la Soluciones o
Algas de la planta de planta de metalicas Cobre 80% Columna
) . e s (100 mg/L) X
tratamiento de aguas tratamiento de artificiales que Cadmio100% de flujo [68]
residuales (biomasa) | aguas residuales contienen N continuo
; . (100 mg/L) apH 4.0
(biomasa). cadmio y cobre.
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Se encontrdé que el consorcio algal-bacteriano que comprende C. sorokiniana y R.
basilensis metaboliza el salicilato con una posterior eliminacion de metales pesados
de las soluciones. El consorcio elimind el cobre mas eficientemente que el
organismo individual a pH 5.0, y el niquel, el cadmio y el zinc se eliminaron de
manera menos eficiente. La biomasa seca de una mezcla de cianobacterias y
bacterias se utiliza para eliminar los metales pesados de las aguas residuales, y los
metales se recuperan posteriormente por desorcion. Se observo una remocién muy
eficiente de cobre (= 80%) y cadmio (= 100%) de los desechos metalicos con una
tasa de remocidén maxima dentro de los 5 minutos del tiempo de contacto con la
masa seca de un cultivo mixto de microalgas (Scenedesmus sp., Tetraedron sp.,
Chilorella sp., Chlorococcus sp.), Cianobacterias (Chroococcus sp., Pseudoanbaena
sp., Leptolyngby sp.), Diatomeas (Navicula sp., Nitzschia sp., Cyclotella sp.) y
bacterias en un biofiltro [68]. La adaptacién fisioldgica, los cambios genéticos o la
sucesion de especies sensibles por bacterias mas tolerantes contribuyen a la
tolerancia del metal en las comunidades bacterianas. En respuesta de bacterias a
metales, existe una correlacion entre la estructura genética y fisiologica de las
comunidades bacterianas y la composicién de especies de la comunidad de algas,
pero no el nivel de contaminacion de metales. Existe un vinculo fuerte y especifico

de la especie entre las especies de bacterias y algas [59].
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4.7 Sitio de estudio

El estudio se efectu6 con muestras provenientes del area minera de Taxco de
Alarcén que se encuentra en la region norte del estado de Guerrero (Figura 3). Se
localiza en la Provincia de la Sierra Madre del Sur, subprovincia 67 en la Depresion
del Balsas, con un sistema de topoformas de sierras con canadas. Debido a la
fisiografia del municipio, se presenta una variedad de climas que van desde calido
hasta templado subhumedo con lluvias en verano (Acwp) segun la clasificacion
climatica de Kdeppen. En la zona de estudio, la época de lluvias abarca los meses
de junio a octubre, con una precipitacion maxima en septiembre de 275 mm,
mientras que en la época de secas la precipitacion promedio es de 21.2 mm en el
mes de febrero [69, 70].

Los principales minerales sulfurosos en el area son pirita (10-15%), esfalerita (11%)
y galena (4%). Entre los principales minerales de la ganga, se han reportado cuarzo,
calcita y feldespato [71]. Otros minerales de sulfuro primarios en las venas en el
area de Taxco son calcopirita, argentita, pirargirita, proustita y arsenopirita. El
mineral también contiene pequenas cantidades de goethita, hematita, cerusita,

anglesita, melanterita y barita [70].

ESTADO DE
ESTADO DE MEXICO
MICHOACAN ESTADO DE
MORELOS
ESTADODH & Elfraile
PUEBLA

18°32°307"

& La Concha

W Taxco
& Jales
OCEANO PACIFICO

Figura 3. Localizacion del municipio de Taxco de Alarcdn, Guerrero.
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4.7.1 Problematica en Taxco, Guerrero

El distrito minero de Taxco es uno de los sitios mineros mas antiguos de América
que se remonta a la época prehispanica (antes de 1521). Sus minas fueron famosas
en todo el mundo durante el siglo XVII por sus altas tasas de produccion de plata,
metales base (Zn, Cu, Pb) y metales preciosos (Ag, Au), sin embargo, actualmente
las actividades en el sitio se encuentran inactivas [72]. Una consecuencia negativa
de esta explotacion intensiva de mineral fue la generacidén de grandes cantidades
de desechos mineros solidos, que se acumularon en depdésitos de jales en los

alrededores de las minas [73].

En Taxco, la interaccién de los jales oxidados con el agua metedrica produce DAM
y lixiviados ricos en metales, que drenan a los rios Cacalotenango y Taxco; o estos
lixiviados son utilizados por los habitantes como fuentes alternativas de suministro
de agua doméstica [74, 75]. La dispersion aérea de particulas ha movido los
contaminantes a los suelos y cultivos urbanos, aumentando su contenido de metales
muy por encima de los niveles de fondo [76], y hay evidencia de afectacion de jales
en plantas nativas y de cultivos en el distrito [77, 78]. Finalmente, la afectacion en
humanos ha sido demostrada por [79], quienes encontraron que los ninos que viven
cerca de relaves en Taxco estaban expuestos a varios metales y que un alto
porcentaje de ellos tenian niveles de Ni, Ba, Cr, Co, Cd, As, Hg y Pb por encima de

los valores de referencia.

A principios del siglo XXI, el complejo minero de Taxco constaba de varias minas
subterraneas (San Antonio, Guerrero y Remedios) y una planta de flotacion que
producia concentrados de Zn, Pb y ciertas cantidades de Ag y Au, sin embargo, la
actividad minera se suspendio desde julio de 2007 debido a una huelga [80], lo cual
ocasiond un serio problema de drenaje acido de mina (DAM), el cual comenzo a
salir del Socavon 1412, al pie de la presa de jales Guerrero, como se muestra en la

Figura 4, con un volumen estimado de 820 galones/min. (3104 L/min) [81].
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Figura 4. A) Patio de la bocamina 1412, B) Interior Socavén 1412, en ambas imdgenes se puede
observar las dimensiones de la generacion de DAM, en Taxco, Guerrero.

4.7.2 Estrategias de remediacion en Taxco, Guerrero

Segun informacion previa del tratamiento del DAM en el sitio, se han aplicado
estrategias de remediacion por neutralizacion con rocas calizas y lutitas calcareas

de la zona.

En pruebas de laboratorio, se obtuvo una elevada eficiencia en la remocion de
elementos como el Fe, Cd, As, Pb y Cu, pero baja en elementos como el Zn y Mn
[82].

Figura 5. Prueba de neutralizacion de DAM en Taxco, Guerrero con rocas calizas y lutita calcdrea
de la zona.

En trabajos realizados a inicios del 2016, se desarrollé una planta piloto “in situ” con
5 modulos en serie de filtros de rocas calizas del sitio, como de observa en la Figura

5, alternados con sedimentadores, que lograron remover eficientemente Al, Fe y Cu
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(=100%) y de manera limitada Cd, Mn y Zn (60.5,15.2 y 52.3 % respectivamente).
Todos estos elementos se encontraron asociados a los sedimentos en las piletas

en forma de hidroxidos, sulfatos u 6xidos.

Figura 6. Tratamiento pasivo in situ en Taxco, Guerrero. Sistema de piletas que funcionan como
barreras geoquimicas al paso de DAM.
A partir de los resultados obtenidos se desarrollé una planta piloto “in situ” como se
muestra en la Figura 6, con modulos en serie de 3 filtros de rocas calizas, alternados

con sedimentadores.

Sin embargo, elementos como el Cd, Mn y Zn no cumplen con la concentraciéon
adecuada para su disposicidén en aguas nacionales segun lo establecido en la NOM
-001-SEMARNAT-1996 en materia de metales pesados para descargas mensuales
a rios buscando la proteccion de la vida acuatica, por tanto, es necesario proponer
un sistema de remediacion de bajo costo para disminuir la concentracion de Cd, Mn
y Zn al final del proceso.
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4.7.3 Configuracion de la planta piloto con filtros de caliza desarrollada en

Taxco, Guerrero

Bombeo de
Socavén 1412 a

tanque de
almacenamiento

Pileta 0.
Homogenizacion

Pileta 1.
Sedimentador

Pileta 2. FRC.
Pileta 3.
Sedimentacién Pileta 4. FRC
DAM tratado
con FRC
Pileta 5. FRC Aleta 6.
Sedimentacién
Pileta 7. FRC
Aislamiento /

CMF

Figura 7. Configuracion del sistema de tratamiento pasivo in situ aplicado en Taxco, Guerrero.

En la Figura 7 se ha representado el sistema de tratamiento in situ, que se ha llevado
a cabo en Taxco, Guerrero, el sistema consta de 7 piletas que intercala
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sedimentadores con filtros de roca caliza, en medio de cada una se colocd una

mampara para aumentar el tiempo de retencion en el sistema.

En cada parte del sistema se lleva a cabo una funcién importante: en la pileta 0, el
DAM proveniente del bombeo de la bocamina realiza la funcién de homogeneizar y
sedimentar materiales arcillosos, arenas y limos arrastrados en el DAM, en la pileta
1, se lleva a cabo la recoleccion de sedimentos procedentes de la mina y oxidacion
de trazas de Fe?*, en la pileta 3, se da la precipitacion de hierro en forma de
oxihidroxidos e hidroxisulfatos, en la pileta 4, se realiza la recoleccion de é6xidos e
hidroxidos de hierro precipitados, en la pileta 5, se da la precipitacion de Al, Cuy Zn
en forma de hidroxidos de aluminio, mientras que en la pileta 6 se lleva a cabo la
recoleccion de precipitados de Al, por ultimo en la pileta 7 se promuve la disolucion
de la roca fosférica para lograr precipitar Zn y Cd. Compuesto por capas

consecutivas de rocas fosférica y zeolita [8].

Basado en el sistema de tratamiento del DAM, y los resultados obtenidos de este,
se determiné trabajar con el DAM de la pileta 6 y el consorcio microbiano

fotosintético detectado en la pileta 7.
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5 MATERIALES Y EQUIPO

5.1 Materiales

Tubos de ensayo.

Tubos Falcon de 50 mL.

Matraces de Erlenmeyer de 100 y 250 mL.
Matraces volumétricos de 10, 25, 50 mL y 1L.
Tubos para centrifuga de 15y 50 mL.
Crioviales de 0.5y 5 mL.

Camara de Neubauer.

Portaobjetos.

Puente de tincion.

5.2 Equipos

Parrilla de calentamiento y agitacion Daigger modelo Hotplate-Stirrer.
Agitador orbital analogo Thermo Barnstead modelo MAXQ2000.
Medidor de pH Ultra Basic UP2509C172.

Cromatégrafo iénico IC Metrohm modelo 883 Basic IC plus.

Bano Ultrasonico con heater y timer Cole Parmer modelo 08895-02.
Balanza analitica OHAUS modelo Adventure Pro.

Enfriador vertical 1 puerta Ojeda modelo RVP500.

Pipeta automatica Sartorius de 20-200 pL.

Pipeta automatica de 500-5000 pL.

Pipeta automatica de 1-10 mL.

Centrifuga Refrigerada Centurion Pro-Research modelo PRO-K241R.
Espectrofotometro UV-Visible Thermo-Scientific modelo Evolution-201.
HotBlock Enviormental Expres, modelo SC154.

Microscopio polarizable OLYMPUS BX51P.
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5.3 Reactivos

Alcohol etilico absoluto, CTR scientific.

Hidréxido de sodio (NaOH), Sigma Aldrich, pureza 99.99%.

Acido clorhidrico (HCI), J.T. Baker, pureza 38%.

Sulfato de cadmio (CdSOQa), Alyt Reactivos Analiticos, pureza 99.0%.
Sulfato manganoso monohidratado (MnSO4-H20), J. T. Baker, pureza
99.9%.

Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4-7H20), Sigma Aldrich, pureza
99.0%.

Fosfato de potasio monobasico (KH2POs), Productos Quimicos
Monterrey, pureza 99.8%.

Cloruro de calcio (CaCly), Merck, pureza 98%.

Sulfato de magnesio (MgSOs), J. T. Baker, pureza 100%.

Nitrato de sodio (NaNO3), Sigma Aldrich, reactivo ACS.

Fosfato dipotasico (KoHPOs), Productos Quimicos Monterrey, pureza
99.8%.

Cloruro de sodio (NaCl), Alyt Reactivos Analiticos, pureza 102%.

Acido bérico (HsBOs3), Sigma Aldrich, pureza 99.99%.

Hidroxido de potasio (KOH), J.T. Baker, pureza 86.60%.

Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4 7H20), J. T. Baker, pureza 99.6%.
EDTA, sal disddica dihidratada (C1oH14N2Na20s2-:H20), Sigma Aldrich,
pureza 101.0%.

Solucién de cristal violeta al 1 %.

Solucién de safranina al 1 %.

Solucién decolorante (alcohol etilico y acetona 1:1).

Lugol: Solucién de I2 /| (yodo / yoduro al 0.1 %).
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6 METODOLOGIA

A continuacion, en la Figura 8, se visualiza el disefio experimental que se siguid

para para caracterizar al CMF y realizar la prueba de remocién de Cd, Mn y Zn.

Desarrollo experimental

Muestreo

Caracterizacion

de las muestras

del sistema del
DAM TRC

Bioestimulacion

Preparacion del
medio basal de

Cationes mayoritarios y

elementos traza

SG: Caracterizacion
microbiana

Tincién de Gram
y observacion en
fresco

Pruebas de pH

Pruebas de
cinética de
crecimiento del
CMF

Conteo en Camara de Neubauer

Determinacion de clorofila

condiciones

Prueba de remocioén
de metales (Cd, Mn,
Zn) a las mejores

Concentracién
inhibitoria de Cd,
Mn'y Zn para el
crecimiento del
CMF

Concentracion de
metales por

Figura 8. Diagrama de flujo del desarrollo experimental.

cromatografia
i6nica
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6.1 Muestreo y caracterizacion del DAM TRC proveniente de Taxco,
Guerrero

A continuacion, se describen las pruebas de caracterizacion del sistema de

tratamiento de DAM, asi como del DAM TRC de la pileta 6, que es con la que se

realizaran todas las pruebas experimentales para encontrar las mejores condiciones

de desarrollo del CMF y de remocion de metales.

6.1.1 Muestreo
Se colecté una muestra de cada pileta de sistema de tratamiento del DAM (Figura

7) desarrollado en Taxco, Guerrero.

Las muestras fueron filtradas por membranas de 0.45 ym y acidificadas con HNO3

concentrado hasta un pH< 2 para el analisis de elementos solubles por ICP OES.

Para la determinacion de elementos mayoritarios las muestras fueron unicamente

filtradas por membranas de 0.45 ym.

Todas las muestras fueron preservadas en refrigeracion a 5°C hasta su analisis.

6.1.2 Determinacion de cationes mayoritarios y elementos traza
El analisis de cationes mayoritarios se llevé a cabo en un cromatdgrafo de iones

Metrohm 883 Basic ICPlus con un detector de conductividad.

Para el andlisis de cationes Li*, Na*, NH4*,Zn?*,K*, Mn?*, Mg?* y Ca?*, se utiliz6é una
columna empacada con una fase estacionaria de silica gel modelo MetrosepC4

250/4.0con una fase movil compuesta de HNOs3 y acido oxalico.

Se determind la concentracion de Fe y Cd por ICP OES segun las longitudes de
onda especificadas en la normatividad mexicana [83], en un equipo Marca Agilent
Tecnologies Modelo 5100 con un modo de lectura dual, equipado con un
nebulizador concéntrico con un flujo de 0.07 L/min. Un flujo del plasma de 12 L/min
y un flujo auxiliar de 1.7 L/min, en todos los casos se utilizé Ar de alta pureza marca
Infra [8].
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6.2 Caracterizacion microbiana
Conociendo que la muestra de la pileta 7 contenia un consorcio microbiano con

capacidad de remocion de metales se realiz6 una caracterizacion microbiana.

La muestra fue filtrada por membrana de 0.22 ym. A los filtros con los
microorganismos presentes se les aplico un proceso de extraccion del material
genético, el cual fue amplificado por PCR y secuenciado por lllumina MiSeq para su
identificacion mediante el uso del gen 16 S rRNA. Las secuencias obtenidas fueron
analizadas mediante QIIME y comparadas mediante una base de datos de

GreenGenes [8].

6.2.1 Bioestimulacion
El Medio Basal de Bold se eligié como bioestimulante considerando que es un medio
de algas de agua dulce que se ha utilizado para una variedad de cultivos de algas

verdes sin la necesidad de extracto de suelo o vitaminas.

6.2.1.1 Preparacion del Medio Basal de Bold (MBB)
Se prepard 1 L del Medio Basal de Bold que se utilizara como bioestimulador. En

teoria las condiciones del cultivo deben semejarse al ambiente natural del CMF.

Componentes para el MBB En un litro
KH2PO4 175 mg
CaCl; 25 mg
MgSO4 75 mg
NaNOs3 250 mg
KoHPO4 75 mg
NaCl 25 mg
H3BOs3 11.42 mg
Solucién de microelementos 1mL
Solucién 1 1 mL
Solucion 2 1 mL
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*Solucion de microelementos En un litro

ZnS0O4 8.82¢g
MnCl2 144 g
MoOs 0.71¢
CuSOq4 1.57 g
Co (NO3)2 0.49¢g

*La solucién de micronutrientes no se preparé ya que el DAM que es el medio en el
que se ha desarrollado el consorcio microbiano fotosintético cuenta los elementos

gue actuan como micronutrientes.

Solucién 1 En un litro
Na2EDTA 50 g
KOH 319
Solucién 2 En un litro
FeSO4 498¢
H2SO4 (Conc.) 1 mL

Se prepararon 5 L de DAM TRC + 5% de MBB, para esto se utilizaron 0.25 L de
MBB y 4.75 L de DAM TRC. La soluciéon se mantuvo en refrigeracién a 5°C.

6.3 Tinciéon de Gram y observacion en fresco. Disefio experimental

Se limpiaron 5 portaobjetos con acetona, en cada uno se colocaron las muestras
identificadas: Blanco inoculado, Cd, Mn, Zn y Cd/ Mn/ Zn.

La muestra se fijo en el portaobjeto indicado de modo que no sea arrastrado durante
el proceso de tincidn, al terminar la fijacion se pasé el portaobjeto 3 veces por flama.
En el portaobjeto con la muestra, se coloco en el puente de tincion y se cubrid la
superficie con solucion de Cristal violeta (colorante primario) por 1 minuto. Pasado
el minuto, se lavd con agua destilada.

La superficie del portaobjetos con muestra se cubrié con Lugol por 1 minuto. Se lavd

nuevamente con agua destilada.
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En la superficie con muestra se colocaron unas gotas del decolorante: alcohol-
acetona, por 30 segundos. Al terminar se lavé con agua destilada.

Se cubrio la superficie con Safranina (contracolor), durante 1 minuto. Se lavo con
agua destilada.

Se colocd el preparado en el puente de tincion en posicion vertical, dejando que el
exceso de agua escurriera y que secara extendido.

El procedimiento anterior se realizé a cada muestra.

Una vez que las cinco muestras se secaron, se observaron en el Microscopio
polarizable OLYMPUS, con objetivo de inmersién (100 X).

Adicionalmente se realizd la observacion de la muestra en fresco usando una
camara de Neubauer.

Las bacterias Gram positivas se observaron de color azul intenso o violeta. Las

bacterias Gram negativas se observaron de color rojo o rosado.

6.4 Pruebas de pH. Diseio experimental

A fin de determinar el pH 6ptimo de crecimiento del CMF se realizaron cultivos en
lotes con DAM TRC bioestimulado con el 5 % MBB como se muestran en la Tabla

5, a continuacion.

Tabla 5. Pruebas experimentales para determinar el pH dptimo de crecimiento del CMF.

DAM TRC + 5 % MBB con inoculaciéon de 1 mL CMF
pH
4 45 5 55 6 6.5 7

El volumen por experimento fue de: 25 mL (15)

En tubos falcon de 50 mL se colocd un volumen de 25 mL de la preparacion de DAM
TRC con bioestimulante (5% MBB), se esterilizaron todos los tubos por tindalizacion,
cuando alcanzaron la temperatura ambiente, se ajustdé el pH agregando HCI o
NaOH, segun fue necesario, siendo el pH inicial del DAM TRC de 5.1.

Cada tubo se inoculé con 1 mL de CMF aislado, y se coloco una torunda de algodoén,
cada prueba contd con su duplicado. Los tubos se mantuvieron en agitacion

constante a 250 rpmy a la luz del sol durante 10 dias.
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Se superviso el crecimiento del CMF diariamente, transcurridos 10 dias se tomaron
muestras para determinar la concentracion por camara de Neubauer vy
determinacién de clorofila.

La alicuota de muestreo consistié de 200 pL para conteo en camara de Neubauer y
lo restante para determinacién de clorofila.

Para el conteo de células por camara de Neubauer se observa en el microscopio a
40 X, se realiz6 conteo por cuadruplicado.

Se determind la concentracion de clorofila producida por el CMF como método
indirecto para la evaluacién de su crecimiento (véase ANEXO I).

A partir de este experimento se determiné el pH éptimo para las siguientes pruebas.

6.5 Pruebas para cinética de crecimiento del CMF. Disefio experimental
Para conocer la cinética de crecimiento del CMF, se realizé el siguiente lote de
experimentos, tomando en cuenta el pH 6ptimo de crecimiento de 5.5, como se

muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Pruebas experimentales de cinética de crecimiento del CMF.

pH 5.5
Blanco (DAM TRC+5 % MBB)
DAM TRC+ 5% BBM+ inoculacién con 1 mL CMF

El volumen por experimento fue de: 100 mL (3)

En tres matraces Erlenmeyer de 250 mL se coloc6 un volumen de 100 mL de la
preparacion de DAM TRC con bioestimulante (5% MBB), las muestras se
esterilizaron por tindalizacion, al finalizar se dejaron enfriar a temperatura ambiente,
posteriormente se inoculd la muestra y su duplicado con 1 mL de CMF y se les
coloco una torunda de algodon, se tomd una muestra diaria por 9 dias para conteo
por camara de Neubauer y una cada dos dias para concentracion de clorofila. Los
tubos se mantuvieron en agitacidén constante a 250 rpmy a la luz del sol. La duracién

del experimento fue de 9 dias.
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La alicuota de muestreo consistio en tomar diariamente 200 uL para conteo en
camara de Neubauer y 5 mL para determinacién de clorofila.

Para el conteo de células por camara de Neubauer se observé en el microscopio a
40 X'y se realizo conteo por cuatriplicado.

Se determind la concentracion de clorofila producida por el CMF como método
indirecto para la evaluacién de su crecimiento (véase ANEXO I).

A partir de este experimento se determinaron las fases de crecimiento del consorcio

microbiano fotosintético.

6.6 Concentracion inhibitoria de crecimiento del CMF a diferentes
concentraciones de Cd, Mn y Zn. Diseio experimental

Una vez determinados los parametros mas importantes de desarrollo del CMF, se

realizo el siguiente lote de experimentos para encontrar la concentracion inhibitoria

de crecimiento a diferentes concentraciones de Cd, Mn y Zn, lo que se muestra en

la Tabla 7.

Tabla 7. Concentracion inhibitoria de Cd, Mn y Zn para CMF en DAM TRC bioestimulado con 5% de
MBB.

DAM TRC + 5 % MBB + inoculacién con 0.2 yL CMF
pH5.5
Cd [mg/L] Mn [mg/L] Zn [mg/L]
238 83 867
435 177.32 1000
612 207 1606
977 354 2110
- - 2900

El volumen por experimento fue de: 25 mL (15)

Para la prueba de concentracion inhibitoria de crecimiento del CMF, se realizaron
pruebas a diferentes concentraciones de Cd, Mn y Zn, tomando en cuenta la
concentracion inicial del DAM producido en Taxco. Se prepararon soluciones a las
concentraciones de la Tabla 7, tomando en cuenta la concentracion inicial del DAM
TRC bioesmulado con 5 % MBB (Tabla 16), se calcularon los gramos a adicionar

de los reactivos (sulfato de cadmio, sulfato manganoso monohidratado y sulfato de
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zinc heptahidratado) para aumentar la concentracion a partir de la concentracion
que ya posee el DAM TRC. Se manejaron muestras control, un blanco (DAM TRC+
5% BBM) y un blanco (DAM TRC+ 5 % BBM+ 0.2 yL CMF) inoculado, ademas de

los duplicados de cada prueba de la Tabla 7.

En tubos falcon de 50 mL se colocd un volumen de 25 mL de DAM TRC con
bioestimulante (5% MBB), las soluciones se esterilizaron por tindalizacion, cada
tubo se inoculé con 0.2 pL del CMF, se tom6 una muestra de 0.5 mL para analisis
por cromatografia idnica, los resultados se utilizaron como concentracion inicial de
las pruebas. A los tubos se les colocé una torunda de algoddn y se mantuvieron en
agitacion constante a 250 rpmy a la luz del sol. La duracién del experimento fue de

9 dias, al finalizar se tom6 una muestra de 0.5 mL para cromatografia idnica.

La alicuota de muestreo consistio en 1 mL para cromatografia i6nica, 200 uL para
conteo en camara de Neubauer y lo restante para determinacion de clorofila.

Para el conteo de células por camara de Neubauer se observo en el microscopio a
40 X'y se realiz6é conteo por cuatriplicado.

Se determind la concentracion de clorofila producida por el CMF como método
indirecto para la evaluacién de su crecimiento (véase ANEXO I).

A partir de este experimento se eligieron las concentraciones de Cd, Mn y Zn a las
que el CMF se desarrollé de manera adecuada, y se realiz6é un ultimo experimento
a las mejores condiciones (pH 6ptimo, cinética de crecimiento y concentracién de
Cd, Mn y Zn).

6.7 Prueba de remocion de metales (Cd, Mn, Zn) a las mejores
condiciones de desarrollo del CMF. Diseno experimental

Con lo obtenido en los experimentos anteriores se plantedé un ultimo lote de

experimentos, en el que se utilizaron las mejores condiciones de desarrollo para el

CMF, lo anterior se simplificd en la Tabla 8.
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Tabla 8. Concentraciones de Cd, Mn y Zn para su remocion de DAM TRC con bioestimulante (5%
MBB), a las mejores condiciones de crecimiento.

pH 5.5 + inoculacién de 1 mL de CMF
Cd + Mn+ Zn
Cd [mg/L] Mn [mg/L] Zn [mg/L] [mg/L]
349.5 Cd
343.8 80.4 1773 83.6 Mn
1719 Zn

El volumen por experimento fue de: 100 mL (9)

Se prepararon soluciones a las concentraciones de la Tabla 8, tomando en cuenta
la concentracion inicial del DAM TRC registrado en la Tabla 16, se calcularon los
gramos a adicionar de los reactivos (sulfato de cadmio, sulfato manganoso
monohidratado y sulfato de zinc heptahidratado) para aumentar la concentracion a

partir de la concentracién que ya posee el DAM TRC.

En matraces Erlenmeyer de 250 mL se colocé un volumen de 100 mL de DAM TRC
bioestimulado con 5 % de MBB, las soluciones se esterilizaron por tindalizacion, se
inoculé con 1 mL del CMF a cada tubo, cada tubo se cubrié con una torunda de
algodon y conté con su duplicado. Como muestra control se tuvo un blanco (DAM
TRC+ 5 % BBM).

Se tomdé una muestra inicial de 0.5 mL para cromatografia iénica. Cada dos dias se
tomo6 una muestra para conteo por Camara de Neubauer, para la determinacion de
clorofila y para cromatografia iénica. Los matraces se mantuvieron en agitacion
constante a 250 rpm y a la luz del sol 15 dias para Cd, Zn y Mn por separado y 19
dias para el experimento con la combinacion de los tres metales del experimento.
La alicuota de muestreo consistio de 200 yL diarios para conteo en camara de
Neubauer y 5 mL cada dos dias para determinacion de clorofila y cromatografia
idnica.

Para el conteo de células por camara de Neubauer se observé en el microscopio a

40 Xy se realizé conteo por quintuplicado.
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Se determind la concentracion de clorofila producida por el CMF como método

indirecto para la evaluacién de su crecimiento (véase ANEXO I).

6.8 Analisis por cromatografia idnica

Para la determinacion de las concentraciones iniciales, intermedias y finales de los
experimentos de inhibicion y remocion de Cd, Mn y Zn se utilizé la técnica de
cromatografia de iones, las muestras se leyeron en un cromatografo de iones 883

Basic IC plus.

Para la determinacién de cationes se utilizé una columna empacada con una fase
estacionaria de silica gel modelo Metrosep C4 250/4.0 con una fase movil

compuesta de HNO3 y acido oxalico.

Se realizé una curva de calibracion con un estandar multielemental High-Purity
Standards de 7 puntos (0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20) mg/L.

Debido a que las pruebas se realizaron a altas concentraciones de Cd, Mny Zn se
utilizaron factores de dilucién de 1/10 y 1/50 (0.1 y 0.02).
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7 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los métodos de remediacién que se han aplicado en la zona de Taxco, Guerrero
han sido en su totalidad pasivos. En el caso particular del DAM generado por el
socavon 1412, en el afio 2016 se iniciaron pruebas de remediacion con rocas calizas
y lutitas calcareas al no ser efectivo ya que el tiempo de vida de las rocas era de
una semana, se implementé una planta piloto de filtros de rocas calizas al paso del

caudal de DAM conformado de 7 piletas.

7.1 Muestreo y caracterizacion del DAM TRC proveniente de Taxco,
Guerrero

A continuacion, en la Tabla 9, se encuentra la caracterizacion quimica por ICP OES

y cromatografia idnica del sistema de tratamiento del DAM, en la que se han

reportado los cationes mayoritarios y elementos traza.

Tabla 9. Determinacion de cationes por ICP OES y IC, en el sistema de tratamiento de DAM en Taxco,

Guerrero.
Cationes por IC Metales por
ICP OES

Pileta Li* Na* NH4* Zn%* K* Mn?* Mg?* Ca** Fe Cd
(mg/L) | (mglL) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
PO <0.05 23.19 <01 581.23 <0.03 44 .4 232.88 281.5 41.716 4.449
P1 <0.05 23.48 <01 574.7 <0.03 33.18 231.48 | 270.68 | 46.683 4.259
P2 <0.05 23.25 <01 544.69 <0.03 38.37 222.25 | 261.26 | 56.497 4.24
P3 <0.05 23.36 <01 546.43 <0.03 41.94 236.77 377.7 0.245 4.235
P4 <0.05 23.55 <01 539.31 <0.03 41.97 235.57 | 376.48 0.239 4.072
P5 <0.05 23.69 <01 534.89 <0.03 42.99 239.92 | 468.47 0.055 4.19
P6 <0.05 24.42 <01 507.11 16.15 44.21 244.82 | 552.15 | <0.003 3.837
P7 <0.05 26.09 <01 510.51 17.93 43.05 241.79 | 516.68 | <0.003 4.132

Con lo obtenido en la Tabla 9, se pueden observar las concentraciones de inicio y
a lo largo del sistema de tratamiento del DAM, la concentracion de los metales de
interés en este trabajo son Cd, Mn y Zn, sin embargo, se han reportado también los

cationes mayoritarios Na*, K*, Ca* y Mg*.
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La pileta O que representa las concentraciones mayores de metales como Zn, Mn y
Cd, siendo de 581.23 mg/L, 44.40 mg/L y 4.449 mg/L respectivamente, hasta llegar
a la pileta 7, con concentraciones de 510.51 mg/L de Zn, 43.05 mg/L de Mn y 4.132
mg/L de Cd, es evidente la casi nula remocion de estos elementos a lo largo del
sistema de tratamiento, en contraste con el Fe que llega a <0.003 mg/L a partir de
la pileta 6. Mientras que para unos elementos como el Fe, el sistema funciona para

otros como el Cd, Mn y Zn no es suficiente.

Consultando la NOM -001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales, especificamente en lo reportado en la Tabla 10 para proteccion
de vida acuatica en la que se reporta el promedio mensual de 0.1 mg/L para cadmio
y 10 mg/L para zinc, es evidente que las concentraciones de estos metales es alta
y no puede disponerse con esas concentraciones al efluente mas cercano que es el

rio Taxco.

Tabla 10. Limites mdximos permisibles para metales pesados [84].

Parametros [mg/L] Rios

Proteccion de vida acuatica

Promedio mensual | Promedio diario
Cadmio 0.1 0.2
Zinc 10 20

En el presente trabajo realizaron pruebas para determinar si el CMF aislado de la

zona de estudio puede ser utilizado para la remocién de Cd, Mn y Zn.

En el tratamiento que se ha llevado a cabo en Taxco, Guerrero, se detecto la
presencia de microorganismos en la pileta 7, por lo que se ha estudiado la
interaccion de estos con el tratamiento de DAM y la posible remocion de elementos
gue se encuentran en altas concentraciones para una adecuada disposicidén a la

descarga del rio Taxco.
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7.2 Caracterizacion microbiana.

Para caracterizar los microorganismos que constituyen el CMF se realiz6 un estudio
de secuenciacion rRNA 16S. Los resultados se encuentran en la Figura 9, en donde
once géneros representan el 93% de la composicion del CMF, mientras 31 géneros
el 7%, cada una esta en una proporcién menor al 1%, por lo que se han reportado

las mas distintivas.

% Relativo de microorganismos

H Oophila sp. (Chlorophyta) B Bacteria

W Burkholderiales m Novosphingobium sp. (Sphingomonadales)
B Polaromonas sp. (Burkholderiales) B Sediminibacterium sp. (Saprospirales)

® Rhodanobacter sp. (Xanthomonadales) W Saprospirales

B Sphingobacteriales B Cytophagales

B Prosthecobacter sp. (Verrucomicrobiales) W Otros

% Relativo

0% 10% 20% 3% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 9. % Relativo de microorganismos que constituyen el CMF aislado de Taxco, Guerrero.

Las mas representativas la Oophila sp. con un 32% de la familia
Chlamydomonadaceae, microalgas fotosintéticas tunicadas, en las que
encontramos una pared o membrana delgada de una sola pieza, esta especie ha
sido identificada en otros estudios de biorremediacion de rellenos sanitarios con
materia organica, nutrientes, metales pesados, compuestos recalcitrantes y

xenobidticos [85].
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Los microorganismos identificados como bacteria con un 23% de la composicion
total, no se encontraron en la base de datos utilizada, pero se ha relacionado con
las cianobacterias las cuales son organismos eficientes en la conversion de energia
solar y producen una gran variedad de metabolitos, se ha reportado su existencia
en aguas contaminadas [86], el orden Burkholderiales con un 13% son bacterias
Gram negativas de metabolismo aerobio en [87], fueron identificadas en DAM,
mientras Polaromonas sp. su presencia ya ha sido reportada en la rizosfera de

plantas bioacumuladoras de Cd y Zn como A. haleri [88].

En la actualidad se estudia el uso de estos microorganismos para aprovechar sus
caracteristicas para la remocion de metales pesados. Los sitios contaminados con
DAM constituyen modelos ideales para comprender los mecanismos que permiten
a los microorganismos desarrollarse y evolucionar en condiciones adversas y por lo

tanto generar estos ecosistemas especiales.

Una vez caracterizado el CMF, se procedi6 a la observacion en el microscopio para

identificar las especies morfolégicamente.

Pirenoide

Figura 10. A la izquierda, Clorophyta, género Chlamydomonas (familia Chlamydomonadaceae) [4],
a la derecha, se observa una imagen en cdmara de Neubauer a 40X del CMF.
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En la Figura 10 se ha realizado una comparacion de lo reportado en la literatura y
lo observado en el microscopio. A la derecha una imagen del DAM TRC
bioestimulado con 5% de MBB e inoculado con el CMF, en el recuadro rojo se puede
notar la similitud de las Chlamydomonas sp. a la izquierda algas verdes unicelulares
biflageladas, de 10 ym de diametro, con lo observado en el CMF, en el recuadro
azul se ha sefalado una especie mas pequefa la cual ha sido referida a las

cianobacterias.

Las Chlamydomonas sp. y las cianobaterias son las que representan la mayor
composicion del CMF y las que han sido identificadas en el microscopio, se ha
determinado utilizar la técnica de conteo por camara de Neubauer, ya que, el CMF
estd compuesto por microorganismos que no se pueden observar a simple vista y
la determinacién de clorofila para cuantificar su desarrollo, dado que, ambas

especies son fotosintéticas.

A lo largo de este trabajo se nombrara microalgas a la Chlamydomonas sp y

cianobacterias a las mas pequefas.

51



7.3 Tincion de Gram y observacion en fresco

Para identificar el grupo de bacterias al que pertenece el CMF, se realizd una tincion
de Gram, los resultados se encuentran en la Tabla 11, en la que se puede observar
la coloracion que obtuvo cada muestra, las bacterias Gram positivas tienden a una
coloracion azul oscuro a morado y las bacterias Gram negativas se observan de

color rosa a rojo.

Las muestras representativas para esta prueba fueron el DAM TRC y con Cd, Zny

Mn del dia 10 de la prueba de remocién, cada muestra inoculada con el CMF.

La muestra a la que se le afiadié Mn presenta ambas coloraciones, en el centro se
puede notar un color azul obscuro y a los alrededores rojizo por lo que la muestra
estd compuesta por bacterias Gram positivas y Gram negativas, contrastando con
las demas que tiene una coloracion rojiza en su totalidad por lo que las bacterias

que conforman el CMF son bacterias Gram negativas.

La caracteristica clave que diferencia una bacteria Gram negativa de una bacteria
Gram positiva es la composicion y estructura de la pared celular. La pared celular
de las bacterias Gram negativas esta formada por dos membranas lipidicas, una
interna (citoplasmatica) y otra externa, con un espacio entre ellas denominado
espacio periplasmatico en el que se dispone una capa de una sustancia llamada
peptidoglicano. Las bacterias Gram positivas no cuentan con membrana externa y

la capa de peptidoglicano es generalmente mucho mas gruesa.

La tincion de Gram es solo una técnica diferencial e inicial para identificar dos
grandes grupos de bacterias, en este caso, como se ha analizado en la
caracterizacidén microbiana los grupos de microorganismos identificados pertenecen
al grupo de las bacterias Gram negativas, de esta manera, la tincion de Gram

permite confirmar esta caracteristica del CMF.
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Tabla 11. Caracterizacion por tincion de Gram del CMF, con adicion de Cd, Mn y Zn.

Muestra inoculada CMF

Imagen a 100 X

DAM TRC

Clasificacion

Cd

Presencia de cocos Gram
negativos

Presencia de cocos Gram
negativos

Zn

Presencia de cocos Gram
negativos y algunos Gram
positivos

Cd/Mn/Zn

Presencia de cocos Gram
negativos

Presencia de cocos Gram
negativos y algunos Gram
positivos
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7.4 Pruebas de pH
El experimento se realizd a siete valores de pH diferentes, siendo el del DAM TRC

de 5.1 que se tom6 como muestra control.

Puesto que se busca no solo disminuir la concentracion de metales, sino que el pH

sea cercano al neutro y adecuado para el CMF se realizaron las pruebas en el

intervalo de pH 4.0 a pH 7.0, con incrementos de 0.5 unidades.

Figura 11. Comparacion del desarrollo del CMF a diferentes valores de pH al finalizar el
experimento.

En la Figura 11, se muestra la configuracion de la prueba de pH al dia 9, a simple
vista es notorio que el tubo Falcon a pH 5.5 es en el que se ha desarrollado mas el
CMF, mientras que va aumentando el pH el crecimiento disminuye y se observa
turbidez, sin embargo, se tomaran otros parametros para determinar cual es el pH
optimo de crecimiento; el conteo por camara de Neubauer y la determinacion de

clorofila.

7.4.1 Recuento celular en Camara de Neubauer

Las celdas de la camara de Neubauer permiten realizar varias lecturas a la vez,
asi que se realizaron 4 conteos a cada pH, los promedios se han resumido en la
Tabla 12, que se encuentra a continuacion.

54



Tabla 12. Conteo por cdmara de Neubauer de microalgas y cianobacterias que conforman el CMF,
para determinacion de pH doptimo.

Microalgas Cianobacterias
Namero de Numero de Promedio Promedio o Promedio Promedio o

PH microalgas | cianobacterias | [células/mm?®] | [células/mL] | [células/mL] | [células/mm?] | [células/mL] | [células/mL]
4 6 12 60 60,000 1.41 120 120,000 2.71
4.5 5 15 50 50,000 1.26 150 150,000 1.83

5 5 17 50 50,000 1.29 170 170,000 4.97
5.5 6 16 60 60,000 0.82 160 160,000 4.08

6 7 13 70 70,000 3.32 130 130,000 3.37
6.5 5 11 50 50,000 2.63 110 110,000 5.19

7 4 14 40 40,000 2.16 140 140,000 4.79

Concentracion de bacterias

180000
160000
140000
120000
100000

80000 Cianobacterias

@ Microalgas
60000 ® ®

Concentracion [células/mL]

40000 ®
20000

0
3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

pH

Figura 12. Efecto del pH en la concentracion de microalgas y cianobacterias.
En la Figura 12, se muestra el efecto del pH sobre el crecimiento de microalgas y
cianobacterias, es importante la tendencia de un maximo de crecimiento a pH 5 para

cianobacterias y pH 6 para microalgas, ambas se comportan de manera similar al

aumentar o disminuir el pH del 6ptimo el crecimiento disminuye.
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7.4.2 Determinacion de clorofila
Para definir el pH éptimo de desarrollo del CMF, se tomaron en cuenta los resultados
de conteo por camara de Neubauer y los de determinacion de clorofila, estos ultimos

mostrados en la Tabla 13.

Tabla 13. Determinacion de la concentracion de clorofila obtenida a diferentes valores de pH.

pH Clorofila a [mg/m®] | Clorofila almg/mL] o [mg/mL]
4 0.2239 2.24E-07 4 57E-08
4.5 0.2447 2.45E-07 8.00E-09
5 0.2285 2.29E-07 0.00E+00
5.5 0.4317 4.32E-07 8.00E-09
6 0.1616 1.62E-07 1.56E-08
6.5 0.1293 1.29E-07 8.00E-09
7 0.1062 1.06E-07 3.58E-09

pH 6ptimo de crecimiento del consorcio
fotosintético

0.0000005
4.5E-07
0.0000004
3.5E-07
0.0000003
2.5E-07
0.0000002
1.5E-07
0.0000001
5E-08
0

3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

pH

Concentracion de clorofila [mg/mL]

Figura 13. Efecto del pH en el crecimiento del consorcio microbiano fotosintético por determinacion
de clorofila.
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Para las pruebas de pH se dejo crecer el consorcio microbiano fotosintético a
distintos pH siendo el intervalo de 4 a 7. En la Figura 13 se puede notar una
concentracion baja de clorofila a pH de 4 a 5, mientras que a pH 5.5 se presento el
maximo de 4.32 x 107 mg/mL, y en las pruebas restantes de pH 6 a 7 la
concentracion de clorofila fue minima, por lo que el pH o6ptimo segun las

extracciones de clorofila del consorcio microbiano fotosintético es a pH 5.5.

En la prueba de extraccion de clorofila el pH éptimo de crecimiento, se presenté a
pH 5.5, ya que cada microorganismo tiene un pH éptimo de crecimiento diferente,
como se menciono anteriormente, y segun se observa en los resultados obtenidos
de concentracidn de microorganismos en camara de Neubauer en la Figura 12, se
decidié utilizar el pH al que el CMF en conjunto presenta la mayor concentracion,

es decir, lo obtenido con determinacion de clorofila.

El valor del pH 6ptimo de 5.5 se definié para las siguientes pruebas.
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7.5 Cinética de crecimiento del CMF
A partir de la determinacién del pH éptimo de crecimiento de 5.5, se realizaron los

experimentos para determinar la cinética de crecimiento del CMF.

7.5.1 Recuento celular en Camara de Neubauer
Los resultados de las observaciones diarias y recuento microscopico por camara de
Neubauer se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Determinacion de la concentracion de microalgas y cianobacterias en cdmara de Neubauer
para cinética de crecimiento.

Tiempo [dias] [in;fJ:)aaslfln?E] o [células/mL] Si[izcl)ut::(s:;fnrla] o [células/mL]
1 2,500 5,000 52,500 26,458
2 7,500 8,292 32,500 33,040
3 2,500 5,000 40,000 14,142
4 7,500 9,574 325,000 26,458
5 10,000 8,165 275,000 55,678
7 7,500 5,000 590,000 176,446
8 37,500 15,000 630,000 46,368
9 20,000 8,165 530,000 114,891

La relacion de concentracion entre microalgas y cianobacterias es diferente, el
conteo de cianobacterias es mayor, aunque su tamafio es inferior al de las
microalgas, por lo que se han graficado de manera separada, asimismo se busca
identificar si su cinética de crecimiento es diferente debido a que con la técnica de
conteo por Camara de Neubauer se pueden diferenciar ambas especies, lo que no

es posible con determinacién de clorofila.

El crecimiento microbiano consta de 4 etapas, en la primera la fase de adaptacién
denominada A) fase lag, en la que no hay un aumento significativo en la densidad
celular, la segunda de crecimiento B) exponencial fase log en la que se alcanza la

maxima velocidad de crecimiento, la tercera el periodo estacionario C) fase
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estacionaria no hay cambios de densidad celular en relacién al tiempo y la cuarta
D) fase de decaimiento en la que predominan los microorganismos muertos. Para
fines de este proyecto, el CMF se debe mantener en la fase log, por esta razén el

tiempo de crecimiento 6ptimo se tiene que encontrar en tal fase.

Se identificaron las 4 etapas para ambos constituyentes del CMF, es decir

microalgas y cianobacterias.

Cinética de crecimiento para microalgas
40,000
35,000
30,000
25,000
20,000
15,000 Microalgas
10,000
5,000

Concentracion [células/mL]

0 2 4 6 8 10

Tiempo [dias]

Figura 14. Cinética de crecimiento para microalgas en 9 dias.
A) Fase lag (0-6 dias)
B) Fase log (7-8 dias)
C) Fase estacionaria (8-9 dias)
D)Fase de muerte (9 dias)
La Figura 14 representa la curva de crecimiento para las microalgas a partir del dia
1 con 2,500 células/mL el CMF comienza a aumentar su densidad, hasta llegar al
dia 6 en el que se observa un cambio significativo de crecimiento y alcanza el
maximo con 37,500 células/mL al dia 8, |a fase estacionaria es casi nula, de manera

inmediata comienza la etapa de muerte al dia 9, la concentracion es de casi la mitad,
con 20,000 células/mL.
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Cinética de crecimiento para cianobacterias
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Figura 15. Cinética de crecimiento para cianobacterias en 9 dias.
A) Fase lag (0-5 dias)
B) Fase log (5-7 dias)
C) Fase estacionaria (7-8 dias)
D)Fase de muerte (9 dias)
La curva de crecimiento para las cianobacterias se encuentra en la Figura 14, la
fase de adaptacioén inicia con 52,500 células/mL y termina en el dia 5, alcanza un
maximo de 590,000 células/mL en el dia 7, manteniendo la fase estacionaria hasta

el dia 8, la fase de muerte comienza el dia 9 y se determinan 530,000 células/mL.

Las curvas de crecimiento para las especies mayoritarias del CMF son diferentes
en la fase lag, la etapa log comienza en el dia 5 para cianobacterias y el dia 6 para
microalgas, mientras que el maximo crecimiento para las cianobacterias es al dia 7
y se mantiene hasta el dia 8, las microalgas pasan sin mucha diferencia las dos

etapas en el dia 8, coincidiendo ambas en la fase de decaimiento al dia 9.

7.5.2 Determinacién de clorofila
Con lo observado en el conteo por camara de Neubauer el experimento se detuvo
al dia 9, en la Figura 16 se observa el avance del experimento de cinética de

crecimiento a simple vista, el dia 0 no se observa ninguna coloracion, el dia 6 la
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coloracion verde caracteristica del CMF es significativa, mientras que en el dia 9 fue
notable la disminucidn de la coloracion verde de las microalgas y cianobacterias.

Figura 16. Experimento de cinética de crecimiento en diferentes dias, A) Dia 0, B) Dia 6, C) Dia 9.

En la Tabla 15 se encuentran los resultados obtenidos en la determinacién de
clorofila, los dias 1,2,4,6,8 y 9.

Tabla 15. Determinacion de clorofila para conocer la cinética de crecimiento del CMF.

Tiempo [Dias] Clorofila a [mg/m?] Clorofila a [mg/mL] o [mg/mL]
1 0.0000 0.00E+00 0
2 0.0000 0.00E+00 0
4 0.0014 1.39E-09 2.34E-24
6 0.0014 1.39E-09 2.34E-24
8 0.0055 5.51E-09 3.63E-11
9 0.0048 4.85E-09 9.79E-10
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Curva de crecimento corsorcio fotosintético
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Figura 17. Curva de crecimiento obtenida por extraccion de clorofila.
A) Fase lag (0-6 dias)
B) Fase log (6-8 dias)
C) Fase estacionaria (8-9 dias)
D)Fase de muerte (9 dias)
La curva de crecimiento del CMF mostrada en la Figura 17, es similar a las obtenidas

de manera separada con el conteo por camara de Neubauer, los dias de

diferenciacién de fases coinciden con la curva de crecimiento de las microalgas.

A partir del dia 6 el CMF comienza con el crecimiento exponencial hasta llegar a un

maximo en dia 8, la fase de muerte comienza a partir del dia 9.

Con lo obtenido anteriormente se ha establecido que el dia 8 se alcanza el maximo
crecimiento y la fase estacionaria del CMF, representando el equilibrio entre las
células vivas y muertas, sin embargo, el tiempo de muerte se alcanza rapidamente
al dia 9.
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7.6 Concentracion inhibitoria de crecimiento del CMF a diferentes
concentraciones de Cd, Mn y Zn.

Para conocer la concentracion inhibitoria de crecimiento del CMF a concentraciones

altas de Cd, Mn y Zn, se ha analizado de manera separada a cada elemento.

Tomando en cuenta que el DAM TRC sobrepasa los niveles permitidos de los
elementos de estudio, se ha aumentado la concentracion de estos, debido a que en
épocas de lluvias el DAM proveniente del socavon 1412 aumenta
considerablemente, lo que no ha permitido que las estrategias de remediacion que
se han aplicado con anterioridad sean eficientes en cuanto a la remocion de Cd, Zn
y Mn, pues no se tienen condiciones controladas, esto también podria ser una
limitante en la implementacién de estrategias de biorremediacién, ya que la
concentracion de estos elementos puede llegar a ser un factor de inhibicion que
perjudique al sistema de remocion de metales del DAM, por tal motivo, la
identificacion de la concentracion inhibitoria de estos elementos en el DAM, es de

relevancia.

Las condiciones mas relevantes que se deben conocer para el desarrollo del CMF
son nutrientes, pH, cinética de crecimiento, exposicion a la luz del sol, aireacién y
concentracion inhibitoria de crecimiento con Cd, Mn y Zn, estos parametros se
pueden aplicar de manera real en un sistema de tratamiento pasivo y son lo que se

han manejado en todos los experimentos.

Al inicio se analiz6 la muestra de DAM TRC bioestimulado con 5 % del MBB por IC,
para conocer la concentracién inicial con la que cuenta el DAM, los resultados se

encuentran en la Tabla 16.

Tabla 16. Concentracion de cationes en el DAM TRC bioestimulado con 5 % MBB, analizado por IC.

Li* Na* NH* | Zn? K* Mn% | Mg?* | Cd* Ca*

Concentracion
promedio 1.28 25.30 0.79 | 295.56 | 7.79 20.42 | 130.07 | <LD | 269.96
[mg/L]
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Los cationes de interés son el Cd, Mn y Zn, el Cd se encuentra por debajo del limite
de deteccidon del equipo, para el caso del Mn?* la concentracién promedio es de
20.42 mg/L y para el Zn?* de 259.56 mg/L. estas concentraciones han sido tomadas
en cuenta para determinar las concentraciones que se usaron para conocer la

concentracion inhibitoria del CMF.

7.6.1 Concentracion inhibitoria de cadmio en el crecimiento del CMF
Se usaron 4 concentraciones diferentes de Cd, 232 mg/L, 435 mg/L, 612 mg/L y

977.6 mg/L, las concentraciones iniciales de Mn y Zn se mantienen constantes.

7.6.1.1 Recuento celular en camara de Neubauer

El cadmio es un elemento muy dafino para la biota en general, las concentraciones
reportadas anteriormente en el DAM TRC, el cadmio aparece por debajo del limite
de deteccidn, pero se han detectado concentraciones de 21mg/L segun lo reportado
por Ramos, 2018 [8]

Enla Tabla 17 se encuentran los promedios obtenidos en la observacién por camara

de Neubauer al dia 9 del experimento.

Tabla 17. Concentracion de microalgas y cianobacterias a diferentes concentraciones de Cd.

‘s Microalgas Cianobacterias
Concentraciéon Cd _ _
[mg/L] Promedio o Promedio o
[células/mL] [células/mL] [células/mL] [células/mL]
238.72 18000 8366.60 394000 58137.77
435.27 2000 447214 564000 63874.88
612.20 2000 447214 374000 74699.40
977.60 0 0.00 554000 84734.88

Para observar el comportamiento de las microalgas y cianobacterias se han
representado graficamente lo obtenido en la Tabla 17, la Figura 18 para microalgas

y en la Figura 19 para cianobacterias.

Las microalgas presentan una tendencia muy marcada cuando aumenta la
concentracion de Cd rapidamente se observa una disminucion considerable de

células. Cuando la concentracion de Cd es menor de 239 mg/L se encuentran
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18,000 células/mL, al aumentar drasticamente a 978 mg/L las condiciones no han
permitido que las microalgas se desarrollen, se ha alcanzado la dosis letal, ver figura
18.

Concentracion inhibitoria de Cd para el
crecimiento de microalgas
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Figura 18. Efecto de la concentracion de Cd en el crecimiento de microalgas.
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Figura 19. Efecto de la concentracion de Cd en la concentracion de cianobacterias.
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Las cianobacterias al contrario de las microalgas, no se ven afectadas al aumentar
la concentracién de Cd, la concentracion maxima es de 564,000 células/mL a 435

mg/L de Cd, esto se puede observar en la Figura 18.

7.6.1.2 Determinacién de clorofila
Para complementar los resultados del conteo por camara de Neubauer, se realizd
la prueba de determinacion de clorofila. Los resultados se encuentran a

continuaciéon en la Tabla 18.

Tabla 18. Determinaciones de clorofila a del CMF a diferentes concentraciones de Cd.

Concentracion Cd Promedio
[mg/L] Promedio[mg/m?] [mg/mL] o [mg/L]
238.72 0.0092 9.23E-09 1.60E-09
612.20 0.0046 4.62E-09 3.20E-09
977.60 0.0011 1.11E-09 2.87E-24

Concentracion 6ptima de Cd para crecimiento de
consorcio microbiano fotosintético
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Figura 20. Efecto de la concentracion de Cd en el crecimiento del consorcio microbiano
fotosintético.
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En la Figura 20 se observa el efecto del Cd en el CMF de manera general, se tiene
una tendencia similar al de las microalgas al aumentar la concentracion de Cd, la
concentracion de clorofila disminuye, de esta manera se puede notar la influencia
de las microalgas en la determinacion de clorofila, la concentracion de

cianobacterias no es suficiente para mantener su color verde caracteristico.

La concentracion adecuada para el desarrollo del CMF es de 238.72 mg/L de Cd.

7.6.2 Concentracion inhibitoria de manganeso en el crecimiento del CMF

Para el caso de las pruebas de concentracidon inhibitoria se eligieron 4
concentraciones diferentes de Mn, 83.14 mg/L, 177.32 mg/L, 207.49 mg/L y 354.77
mg/L, la concentracion de Cd y Zn se mantuvieron iguales a la inicial del CMF

bioestimulado con 5 % del MBB.

7.6.2.1 Recuento celular en camara de Neubauer
A continuacién, en la Tabla 19 se muestran los promedios de microalgas y

cianobacterias observadas en el microscopio

Tabla 19. Concentracion de microalgas y cianobacterias a diferentes concentraciones de Mn.

Microalgas Cianobacterias
Concentraciéon Mn Promedio o Promedio (o}
[mg/L] [células/mL] [células/mL] [células/mL] [células/mL]
83.14 14000 5477.23 588000 121119.78
177.32 24000 20736.44 648000 63403.47
207.49 8000 8366.60 450000 69282.03
354.77 2000 4472 14 314000 43358.97
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Concentracion 6ptima de Mn para el crecimiento
de microalgas
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Figura 21. Efecto de la concentracion de Mn en el crecimiento de microalgas.

En la Figura 21 se observa el efecto del Mn, en el desarrollo de las microalgas, a la
concentracion de 83 mg/L de Mn la concentracién de células es de 5,477.23
células/mL, el maximo se encuentra a 177.32 mg/L Mn con 648,000 células/mL, a
partir de aqui al aumentar la concentracion de Mn el numero de células disminuye,
a 350 mg/L de Mn el numero de cianobacterias es de 314,000 células/mL menos de

la mitad del maximo.

El efecto del Mn a diferentes concentraciones para las cianobacterias se observa
en la Figura 22, se comporta de manera similar a las microalgas, a la misma
concentracion de 177.32 mg/L se encuentra el maximo conteo celular de 648
células/mL, al aumentar mas la concentracion de Mn la concentracion de
cianobacterias disminuye, sin embargo, aun se mantienen viables, lo cual indica que

estos microorganismos pueden resistir concentraciones elevadas de este elemento.

Ademas, es de notar que para el caso del Mn las microalgas y cianobacterias se

comportan de la misma manera al aumentar su concentracion.
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Concentracion 6ptima de Mn para el crecimiento
de cianobacterias
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Figura 22. Determinacion de la concentracion de microalgas y cianobacterias a diferentes

concentraciones de Mn.

7.6.3 Determinacion de clorofila

La determinacion de clorofila del CMF permite conocer el comportamiento en

conjunto del CMF a las concentraciones de Mn, los resultados se han colocado en

la Tabla 20, a continuacion.

Tabla 20. Determinaciones de clorofila a, del CMF a diferentes concentraciones de Mn.

Clorofila a promedio

Clorofila a

Concentracion Mn [mg/L] [mg/m?] promedio [mg/mL]| o [mg/L]
83.14 0.0185 1.85E-08 2.86E-09

177.32 0.0028 2.77E-09 1.10E-23

207.49 0.0028 2.77E-09 7.65E-24

354.77 0.0035 9.23E-10 1.60E-09
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Concentracion 6ptima de Mn para el crecimiento
del consorcio microbiano fotosintético
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Figura 23. Efecto de la concentracion de Mn en el crecimiento del consorcio microbiano
fotosintético.

El efecto de la concentracion de Mn, para el CMF se observa en la Figura 23, al
aumentar la concentracion de Mn, la concentracién de clorofila disminuye
considerablemente, la maxima concentracion de clorofila es de 1.85x10® mg/mL, a

la concentracion mas baja usada en la prueba siendo de 83.14 mg/L.

Al comparar los resultados de recuento de camara de Neubauer y determinacion de
clorofila y considerando que nos interesa el adecuado desarrollo del CMF se eligid
utilizar la concentraciéon de 83.12 mg/L de Mn para la prueba de remocién, pues la

determinacién de clorofila muestra de manera conjunta el desarrollo del CMF.

7.6.4 Concentracion inhibitoria de zinc en el crecimiento del CMF
La prueba se realizé a 5 concentraciones diferentes de Zn siendo 867 mg/L, 1000
mg/L, 1606 mg/L, 2110 mg/L y 2900 mg/L mientras que el Cd y Mn se mantuvieron

constantes, es decir a la concentracion de inicio.

7.6.4.1 Conteo en camara de Neubauer
Los resultados de la concentracion de microalgas y cianobacterias se han reportado
en la Tabla 21.
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Partiendo de una concentracion de 260 mg/L, y teniendo en cuenta que la pileta O
presenta una concentracion de 600 mg/L, se plantean concentraciones superiores
para asegurar el que CMF resistira condiciones adversas.

Tabla 21. Concentracion de microalgas y cianobacterias a diferentes concentraciones de Zn por
conteo en cdmara de Neubauer.

Microalgas Cianobacterias
Concentracion
Zn [mg/L] Promedio o Promedio (o}
[células/mL] [células/L] [células/mL] [células/mL]

867.24 20,000 7,071.07 804,000 135,388.33
1000.00 17,500 5,000.00 650,000 59,160.80
1606.89 15,000 5,773.50 637,500 60,156.05
2110.42 24,000 8,944.27 650,000 76,811,457.48
2900.96 14,000 8,944.27 642,000 100,846.42

Al aumentar de manera importante la concentracién de Zn se esperaba que el CMF
no se desarrollara en el DAM TRC, pero al transcurrir los 9 dias del experimento se

observo la coloraciéon verde caracteristica.

En las Figuras 24 y 25 se observa graficamente el comportamiento de las
microalgas y cianobacterias respectivamente, al aumento en la concentracion de
Zn.
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Concentracion éptima de Zn para el crecimiento
de microalgas
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Figura 24. Efecto de la concentracion de Zn en el crecimiento de microalgas.

La concentracién de microalgas a 867 mg/L de Zn es de 20,000 células/mL, al
aumentar la concentracion de Zn el numero de células disminuye observando el
maximo a 2,110 mg/L de Zn donde la concentracion es de 24,000 células/mL, a la
concentracion mas alta el numero de células disminuye siendo la menor en toda la
grafica de 14,000 células/mL a 2,900 mg/L de Zn.

Concentracion éptima de Zn para el crecimiento
de cianobacterias
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Figura 25. Efecto de la concentracion de Zn en el crecimiento de cianobacterias.
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Respecto a las cianobacterias se observa una tendencia diferente, al aumentar la
concentracion de Zn, el numero de células disminuye, siendo a 867mg/L, la maxima
concentracion con 804,000 células/mL, mientras que a las concentraciones
posteriores el CMF se mantiene casi constante con un numero de células poco

superior a 650,000 células/mL.

7.6.4.2 Determinacion de clorofila
Para comparar los resultados que se obtuvieron en el conteo por camara de
Neubauer se ha realizado determinacion de clorofila, los datos se encuentran en la

Tabla 22, la cual se muestra a continuacion.

Tabla 22. Determinacion de clorofila a, a diferentes concentraciones de Zn.

Clorofila a promedio | Clorofila a promedio
Concentracion Zn [mg/L] [mg/m?] [mg/mL] o [mg/L]
867.24 0.027 2.68E-08 3.20E-09
1000.00 0.015 1.48E-08 1.60E-09
1606.89 0.003 4.62E-09 1.60E-09
2110.42 0.009 9.23E-09 1.60E-09
2900.96 0.003 3.69E-09 1.60E-09

Concentracion 6ptima de Zn para crecimiento
de consorcio fotosintético.
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Figura 26. Efecto de la concentracion de Zn en el crecimiento del consorcio microbiano
fotosintético.
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Como se observa en la Figura 26, en relacion al comportamiento del CMF a las
diferentes concentraciones de Zn probadas, al aumentar la concentracion de Zn, la
concentracion de clorofila disminuye, siendo la mayor concentracién de clorofila de
2.68 x 10 mg/mL a 2110 mg/L, después de lo cual, se vuelve a observar un
aumento de clorofila, pero menor a la mitad del maximo, por tanto, se eligio esta

concentracion para las siguientes pruebas.

7.6.5 Efecto de la concentracion de Cd, Mn y Zn en el tamaino de microalgas
y cianobacterias

Otro aspecto que no se habia tomado en cuenta, pero es significativo es el efecto

de la concentracion de Cd, Zn y Mn, en el tamafo de las microalgas vy

cianobacterias, de esta manera se podra relacionar el recuento en camara de

Neubauer y la determinacion de clorofila.

Al realizar el recuento por camara de Neubauer también es posible medir el tamafio
de las microalgas y cianobacterias, al notar que en algunos casos el tamarfo de
ambas variaba, se decidio realizar mediciones a algunas concentraciones, teniendo
en cuenta que el tamafio promedio para las microalgas en el DAM TRC es de 10.059

pum y el de cianobacterias de 2.521um.

7.6.5.1 Cadmio

La concentracién a la que el CMF tiene el maximo crecimiento fue a 238.7 mg/L, en
la Tabla 23 se encuentran los diametros promedio de microalgas y cianobacterias a
dos concentraciones diferentes.

Tabla 23. Diametros promedio de microalgas y cianobacterias a dos diferentes concentraciones de
Cd.

Diametro promedio [um]
Cd? [mg/L] | Microalgas |Cianobacterias
238.7 8.142 2.129
612.2 5.812 1.845
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Figura 27. Observacion en cdmara de Neubauer del CMF, A) CMF a 238.7mg/L de Cd, a 40X, B)
Microalga a 612mg/L de Cd a 40X.

El tamafno promedio de las microalgas a 238.7mg/L de Cd es de 8.142 um, casi 2
MM menos que el tamafio inicial de las microalgas, mientras que a 612.2mg/L de
Cd, el tamafo de las microalgas es casi de la mitad del tamafo original con un

diametro promedio de 5.812um, lo anterior se puede observar en la Figura 27.

Los efectos del Cd no solo se dan en el tamafo, como ya se analizé anteriormente
también afectan el desarrollo ya que a concentraciones superiores a 612mg/L de
Cd las microalgas son muy escasas o no se desarrollan. Sin embargo, cabe resaltar
que estas concentraciones son muy altas y se esperaria que aun a 238.7 mg/L las

microalgas no crecieran.

Por otra parte, el efecto de la concentracion de Cd en las cianobacterias es muy
diferente, a 238.7 mg/L de Cd el diametro promedio es de 2.129umy a 612.2 mg/L
de 1.845um, a pesar de ser muy pequefas las cianobacterias siguen creciendo a
1000 mg/L de Cd.

7.6.5.2 Manganeso
La concentracién 6ptima de crecimiento del CMF con Mn es de 83.1 mg/L, en la
Tabla 24 se han reportado los diametros promedio del CMF a tres concentraciones

diferentes de Mn.
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Tabla 24. Diametros promedio de microalgas y cianobacterias a dos diferentes concentraciones de
Mn.

Diametro [um]

Mn?* [mg/L] | Microalgas | Cianobacterias
83.1 7.510 1.882
177.3 7.499 1.539

QJ\

Figura 28. Observacion en cdmara de Neubauer del CMF, A) Microalga a 83.1mg/L de Mn, a 40X,
B) Microalga a 177.3mg/L de Mn a 40X.

El efecto del Mn en el tamano de las microalgas es visible como se observa en la
Figura 28, el tamano inicial de las microalgas en el DAM TRC es de 10.049 um,
mientras que a 83.1 mg/L, el diametro promedio es de 7.510 ymy a 177.3 mg/L de
7.499 um, al aumentar la concentraciéon de Mn el tamafo de las microalgas se

mantiene casi constante.

Aunque el tamafo de las microalgas ya no se ve afectado al aumentar la
concentracion, si el numero de microalgas, de esta manera al realizar determinacién

de clorofila no coincide con la observacién con camara de Neubauer.

En el caso de las cianobacterias el tamafio inicial es de 2.521 ym, a 83.1 mg/L el
didmetro ha disminuido a 1.882 ym y a 177.3 mg/L 1.539 um, al continuar

aumentando la concentracion de Mn el diametro disminuye.
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7.6.5.3 Zinc
La concentracion adecuada a la que el CMF es a 867.2 mg/L, no obstante, las
microalgas se comportan de manera muy diferente a lo obtenido con determinacion

de clorofila.

En la Tabla 25 se muestran los diametros para microalgas y cianobacterias a

diferentes concentraciones de Zn.

Tabla 25. Diadmetros promedio de microalgas y cianobacterias a dos diferentes concentraciones de Zn.

Diametro [um]
Zn2+
[mg/L] |Microalgas | Cianobacterias
867.5 9.662 1.978
1606 7.676 2174
2110 6.134 1.763

Figura 29. Observacion en cdmara de Neubauer del CMF, A) Microalgas a 867.5mg/L de Zn, a 40X,
B) Microalga a 2110mg/L de Zn a 40X.

El tamario de las microalgas no disminuy6 drasticamente con la concentracion mas
baja de Zn utilizada, si es comparado con lo obtenido con Cd y Mn, ya que a la
concentracion de 867.5 mg/L su diametro es de 9.662 uym casi 0.5 pm que el tamafo
normal de las microalgas, en cambio al aumentar la concentracion de Zn a 1606
mg/L el tamafno disminuy6 a 7.676 um, y a 2110 mg/L a 6.134 um, esto se puede

observar en la Figura 29.
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Para las cianobacterias a 867.5 mg/L de Zn el diametro disminuyd a 1.987 um, poco
mas de 0.5 ym, a 1606 mg/L el diametro es de 2.174 ym, 0.347um menos que las
microalgas del DAM TRC, a 2110mg/L las cianobacterias disminuyeron su diametro
a1.763um.

Para la prueba de retencion se decidio utilizar la concentracion de 1606 mg/L de Zn,
para determinar el porcentaje de remocion a esa concentracion debido a que al
inicio del tratamiento el DAM TRC presentaba concentraciones de Zn promedio de
1303 mg/L de Zn, y como las concentraciones tanto de Cd y Mn han sido superiores

a las presentadas por al DAM TRC se establecio utilizar tal concentracion.
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7.7 Remocién de Cd, Mn y Zn a las mejores condiciones de desarrollo
del CMF

Las condiciones 6ptimas para que el CMF se desarrolle a su maximo se aplicaron

en esta prueba.

El pH se llevo a 5.5 al inicio de la prueba, no fue necesario mantener un control de
este durante el experimento, pues finalizar la prueba, el pH se encontré alrededor
de 6, por esta razon puede ser no necesario aumentar el pH a 5.5 cuando se realice
la prueba piloto, ya que el DAM TRC tiene un pH de 5.1 y el CMF permite que el
DAM TRC aumente aproximadamente 0.5 unidades de pH.

El tiempo de residencia es otra condicion importante, la prueba se mantuvo durante
15 dias para Cd, Mn y Zn separados y 19 dias para la combinacion de los tres
elementos, cabe destacar que durante toda la prueba se mantuvo en agitacién

constante y a la luz del sol para garantizar el crecimiento del CMF.

En la Tabla 26, se encuentran los resultados de la prueba de retencion de metales,
se muestreo regularmente cada lote, iniciando en el dia 0, para mantener un control

a lo largo de la prueba hasta el dia 15.

El lote Cd/Mn/Zn se mantuvo 19 dias, la razon se debe a que se observé que la
cinética de crecimiento era mas lenta, debido a que el CMF no se desarroll6 como

en los casos en la que solo se aumento la concentracion de un metal.

La muestra control, es el DAM TRC, que no ha sido inoculada con el CMF. La
muestra DAM TRC bioestimulada e inoculada con el CMF mostrara el
comportamiento de este a la concentracion real del DAM en Taxco. Se probaron
cuatro concentraciones diferentes, en el primero se llevd la concentracion de Cd a
343.8 mg/L, Mn y Zn se mantuvieron constantes, para Mn la concentracion utilizada
fue de 80.4mg/L, Cd y Zn se mantuvieron constantes, en el tercero la concentracion
de Zn fue de 1773.4 mg/L, Cd y Mn se mantuvieron constantes, por ultimo se decidio
realizar una prueba en la que los tres metales se encontraran a altas
concentraciones, las cuales fueron de 349.5 mg/L de Cd, 83.6 mg/L de Mny 1719.6

mg/L de Zn.
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Tabla 26. Cambio en la concentracion de Cd**, Mn?*, Zn**, Na** NH*, K*, Mg?* y Ca**en el DAM TRC,

al ser tratado con un consorcio microbiano fotosintético.

Muestra | D39e | coor | mn2r | zp> | Na?* | NH* | K* | Mg | ca*
muestreo

1 <D 220 | 2871 235 11 7.9 1238 | 258.0

2 <D 226 | 2913 | 233 05 73 1253 | 2605

DAM TRC 10 <D 212 | 2767 | 214 0.8 6.0 1195 | 235.7

(Blanco) 13 <LD 202 | 2622 | 202 <LD 5.9 113.0 | 2327

15 <LD 203 | 2614 | 223 13 3.1 114.4 | 2328

16 <LD 202 | 2888 | 226 2.9 9.2 117.2 | 2408

1 <D 230 | 3028 | 255 0.1 8.6 128.0 | 2641

2 <LD 226 | 3007 | 261 <LD 8.1 129.8 | 269.9

4 <LD 233 | 3013 | 228 <LD 6.5 129.3 | 2844

DAM TRC 6 <LD 20.3 | 287.1 31.7 0.2 7.8 1291 | 261.7
inoculado

10 <LD 222 | 2912 | 218 <LD 55 1234 | 257.8

13 <LD 212 | 2845 | 215 0.1 6.0 118.3 | 2457

15 <LD 225 | 2738 | 206 <D 5.1 116.1 | 240.3

1 3438 | 21.7 | 2855 | 243 <D 7.4 1233 | 2582

2 3417 | 218 | 2852 | 238 <D 7.6 1226 | 2554

4 3335 | 212 | 2770 | 226 <LD 6.4 119.7 | 2487

cd 6 3306 | 232 | 2721 21.8 <D 5.9 1156 | 245.0

10 3322 | 214 | 2772 | 246 <LD 6.4 1213 | 2514

13 330.8 | 216 | 2773 | 226 1.9 5.9 1203 | 2505

15 3152 | 203 | 2620 | 259 <LD 5.8 113.7 | 2371

1 <LD 804 | 3110 | 275 0.3 8.3 134.0 | 2822

2 <LD 815 | 3084 | 248 <LD 7.7 1264 | 265.3

4 <LD 831 | 313.6 | 241 0.1 6.3 133.8 | 266.0

Mn 6 <LD 815 | 2818 | 235 1.0 6.5 122.0 | 250.9

10 <LD 83.9 | 292.1 25.6 0.9 6.4 126.6 | 2621

13 <LD 822 | 284.1 23.7 <LD 5.8 1241 | 257.8

15 <LD 835 | 281.1 26.3 <LD 6.5 1243 | 2516

1 <LD 219 | 17734 | 274 <LD 6.3 132.0 | 270.4

2 <LD 238 | 17622 | 26.0 05 7.0 1277 | 271.0

4 <LD 32.7 | 17248 | 249 <LD 6.4 1284 | 264.4

Zn 6 <LD 224 | 16869 | 231 <LD 1.8 1271 | 257.9

10 <LD 218 | 1691.7 | 258 <LD 55 1290 | 279.8

13 <LD 175 | 16124 | 22.6 <LD 4.8 1354 | 2466

15 <LD 202 | 15899 | 253 2.0 5.9 1201 | 252.0

1 3495 | 836 | 17196 | 493 0.8 8.4 129.7 | 267.7

2 3439 | 828 | 17248 | 454 0.9 8.0 1276 | 265.4

4 3356 | 855 | 16594 | 455 0.6 74 122.7 | 2572

Cd,Mn,Zn 6 3290 | 836 | 1604.2 | 400 <LD 438 1185 | 2495

13 3277 | 788 | 1617.8 | 441 05 6.1 1210 | 2523

16 3265 | 791 | 1596.0 | 39.7 0.3 53 118.6 | 2482

19 309.1 751 | 15362 | 381 2.9 5.2 114.2 | 238.0
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La Figura 30, es la representacion grafica de la Tabla 26, se puede visualizar de
una mejor manera, la disminucion de las concentraciones de Cd, Mn y Zn, en
relacion a la muestra blanco, los cambios en la concentracidon no son significativos,
la muestra que ha sido inoculada pero no se han realizado cambios en la
concentracion, se observa una tendencia diferente en cuanto al Zn, a partir del dia
2 y de manera consecuente en los siguientes dias la concentracién va del dia 1 con
302.8 mg/L al dia 15 con 273.8 mg/L.

Por otra parte, las muestras en las que se ha variado la concentracion de los tres
metales de estudio, se observa un cambio de concentracién mas significativo, sobre
todo en la que se ha aumentado la concentracion de Cd/Mn/Zn, que se mantuvo en
constante agitacion y a la luz del sol durante 19 dias, debido a que la cinética de
crecimiento fue mas lenta que en los otros casos, sin embargo es en la que la

concentracion de los metales ha disminuido mas.

Para comparar el porcentaje de remocion de las diferentes concentraciones
manejadas se ha realizado la Tabla 27, en la que se ha comparado la concentraciéon

del dia 0 al dia 15y 19 segun sea el caso.

Tabla 27. Porcentaje de remocion de Cd, Mn y Zn a las diferentes condiciones de concentracion.

%Remocion
Muestra Cd* Mn?* Zn*
DAM TRC blanco 0.0 0.0 3.8
DAM TRC inoculado 0.0 21 9.6
Cd 8.3 8.2 8.2
Mn 0.0 0.0 9.6
Zn 0.0 7.6 10.3
Cd/Mn/Zn 11.6 10.2 10.7

El beneficio de realizar la bioestimulacion del DAM TRC con el MBB, se puede

comparar entre las muestras DAM TRC blanco y DAM TRC inoculado, pues al
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inocular la muestra el desarrollo del CMF es factible y la remocion del Mn y Zn

aumenta de 0.0 a 2.1% para Mn y de 3.8% a 9.6% para Zn.

El Cd presenta buenos porcentajes de remocion en las dos pruebas en las que se
aumento su concentracién, con 8.3%, en la que el Mn y Zn se mantuvieron a la
concentracion del DAM TRC, y de 11.6% para la prueba en la que se aumento la

concentracion de los tres metales.

Para el caso del Mn, su comportamiento es variable, puesto que en la prueba que
se aumentd su concentracion a 80.4 mg/L, el porcentaje de remocién es cero, en
cambio cuando se aumenta la concentracion de Cd, Zn y los tres metales juntos la

remocion de Mn puede llegar al 10.2 %.

El Zn es el metal que tiene el mejor comportamiento en las pruebas, en todas hay
una disminucion de su concentracién siendo la mayor de 10.7 %, en la que los tres

metales han aumentado su concentracion.

De esta manera se puede asumir que el CMF actua de una mejor manera cuando
los tres metales estan a altas concentraciones y se puede tener otras variaciones

en las que el Cd y el Zn pueden estar en altas concentraciones.

En cuanto a los mecanismos por los cuales, se lleva a cabo la remociéon de estos
elementos, se puede considerar lo encontrado por Subashchandrabose, et al., 2011
[61], que mencionan que estos microorganismos pueden retener estos metales en
su pared celular por adsorcion superficial debido a la presencia de grupos cargados
negativamente, ademas de otros mecanismos como es la absorcién y retencion
dentro de estructuras como las vacuolas o la precipitacion en la superficie celular o
interna. Por lo anterior, es posible hacer uso de la accion biologica del CMF para
disminuir la concentracion de Cd, Mn y Zn en el DAM TRC, para mejorar el sistema
biogeoquimico que se ha estado desarrollando como prueba piloto para la

remediacion del DAM en Taxco, Guerrero.

El uso del CMF como un tratamiento de remediacién pasivo para el DAM TRC, es

una opcioén viable, aunque la remocion Mn y Zn, no es suficiente en las pruebas
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realizadas, es bien sabido que los tratamientos pasivos conllevan tiempo, si el CMF
se dejara actuar por 148 dias para Zn y 407 dias para Mn, la concentracion de

ambos metales seria adecuada para su disposicion al rio Taxco.

La resistencia del CMF a Cd, Mn y Zn, es sumamente buena, pueden sobrevivir a
concentraciones altas de estos elementos y puede ser una opcién otros tratamientos
de DAM.

84



8 CONCLUSIONES

e El tiempo 6ptimo de crecimiento del CMF en el que se alcanza el maximo
crecimiento con bioestimulacion es de 8 dias. EI MBB, permite que el CMF

se desarrolle a partir del dia 1 de inoculacién.

e Se lograron observar las fases de crecimiento para el CMF aislado de Taxco,
Guerrero, encontrando tadaptacion:0 @ 5 dias, tcrecimiento exponencial: & a 7 dias,

testacionario: 7 @ 8 dias Y tdecaimiento: 9 dias.

e Se encontré que el consorcio presenta un pH 6ptimo de 5.5, similar al de las

aguas de DAM tratadas con calizas.

e Se determind que las mejores concentraciones de desarrollo del CMF son
343.8 mg/L para Cd, 80.4 mg/L para Mn y 1773.4 mg/L para Zn. A partir de
las concentraciones de 600 mg/L para Cd, 170 mg/L para Mn y 2000 mg/L

para Zn, se observa un efecto negativo en su crecimiento.

¢ El porcentaje de remocion en 15 dias para el DAM TRC es de 2.1 % para Mn

y de 9.6 % para Zn.

¢ El porcentaje de remocion en 19 dias cuando se aumenta la concentracién de
los tres metales de estudios en el DAM TRC es de 11.6 % para Cd, 10.2 %
para Mny 10.7 % para Zn.

e De manera general los porcentajes de remocion para el cadmio van de 8.3 a
11.6 %, de manganeso de 0 a 10.2 % y de zinc de 3.8 a 10.7 % en 19 dias
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9 RECOMENDACIONES

La implementacidén de una prueba piloto a las condiciones que requiere el CMF, en
el sistema de remedicidén que se esta utilizando en Taxco, Guerrero, es necesario

para conocer si su desarrollo y porcentaje de remocidon se mantendran.

Por otro lado, el uso del CMF puede traer otros beneficios, en el tema del aumento
de la concentracion de CO: en la atmésfera, que supone un problema ambiental y

econdmico a nivel mundial.

Uno de los mecanismos que ha utilizado la economia ambiental para tratar de
mitigar las emisiones de gases efecto invernadero (GEI) a nivel mundial, es por el
mercado de bonos de carbono. Una de las tecnologias disponibles para combatir

este problema consiste en la biofijacién de CO2 con microalgas [89].

Las microalgas son adecuadas para la eliminacién directa del CO2 en gases de
combustién, porque son los Unicos organismos capaces de utilizar altas
concentraciones de este gas y de adaptarse a ambientes extremos (temperatura,
salinidad, pH, etc.). Por otro lado, el pequefio tamafio de estos seres fotosintéticos
y su alta relacion superficie/volumen permite una facil y rapida difusion de nutrientes
y CO:2 desde el seno del medio de cultivo hasta la célula, reduciendo, ademas, el

gasto energético de agitacion y posibilitando cultivos de alta densidad [90].

Las microalgas y cianobacterias son plantas microscopicas que normalmente
crecen suspendidas en agua y realizan los mismos procesos fotosintéticos que las
plantas superiores terrestres: la conversion de agua y CO2, utilizando la energia de
la luz solar, en oxigeno y biomasa. Sin embargo, de todos los organismos capaces
de fijar o acumular CO2, microalgas y cianobacterias cobran una importancia

especial debido a que presentan ciertas ventajas unicas.

Son los unicos organismos fotosintéticos capaces de utilizar directamente el CO2 de
una corriente de gases de combustion, como puede ser el de centrales térmicas (a
base de carbdn, fuel o metano), sin necesidad de tratamientos previos, ya que son

resistentes a altas concentraciones de CO.. A diferencia de los cultivos vegetales o
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arboles, las microalgas mejoran su productividad con el aumento, hasta cierto limite,
de la concentracién de CO2 respecto a la atmosférica. Poseen un potencial de
productividad mucho mayor que el de las plantas superiores y otras plantas
acuaticas. Para su producciéon pueden utilizarse ciertos recursos que no son
adecuados para la agricultura, como aguas salobres, agua marina y aguas
residuales y suelos arcillosos, duros o salinizados, por lo que no compiten con la

agricultura respecto a los usos del suelo y el agua [89].

Actualmente existe un renovado interés en la investigacion con microalgas debido
a los problemas ambientales y econémicos que augura el cambio climatico y la
prevista escasez de petroleo, y es que las microalgas tienen el potencial de fijar
grandes cantidades de CO2 en su biomasa y ésta de ser transformada a

biocombustibles.

En México actualmente se cuenta con una plataforma llamada MéxiCO2 en la cual
las empresas podran comenzar a invertir en los proyectos que se generen para
cumplir con los objetivos de disminucion de GEI a través de la compensacion con el
financiamiento en estos proyectos y la emision de bonos de carbono para aquellos

inversores que decidan participar.

La informacion antes mencionada nos hace resaltar la importancia que el CMF
puede tomar si se utiliza, no solo para disminuir la concentracion de metales como
el Cd, Mn y Zn, sino buscando al mismo tiempo utilizar sus propiedades de fijacion
de COo, y obtener un financiamiento por medio de los bonos de carbono y cubrir los

costos que conlleva el tratamiento de remediacion del DAM.
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11 ANEXO

11.1 DETERMINACION DE CLOROFILA

La clorofila a es el pigmento principal en las plantas, indicador de biomasa de

microalgas. Para su determinacion se realizé el siguiente procedimiento:

1.

Los extractos verdes de muestra, se transfirieron a tubos de centrifuga de 50
mL, cubiertos totalmente con papel aluminio para evitar la degradacién de los
pigmentos, se agregaron 5 mL de etanol al 98 % que funcion6 como
extractante, durante 24 horas.

Después de terminada la extraccion se centrifugd la muestra a 3500 rpm, 20
°C durante 10 minutos.

El extracto se coloco en un matraz aforado de 10 mL y se adicion? lo faltante
de etanol hasta llegar a aforo.

Se midio la absorbancia del extracto en un equipo de espectrofotometria UV-
visible de muestra a 750 nm (E7s00) Y 665 nm (Eess0) frente a un blanco de
etanol al 98 % (Figura 31).

Figura 31. A) Espectrofotometro UV-Visible Thermo-Scientific, B) Muestras obtenidas de la

extraccion de clorofila del CMF.

Se agregaron 0.2 mL de acido clorhidrico al 1% v / v y se mezcl6 para

homogeneizar la muestra.

6. Se dejo reposar de 2 a 5 minutos.

7. Se midié nuevamente la absorbancia a 750 nm (E7s0a) y 665 nm (Eessa) contra

un 98% de etanol usado como blanco.
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8. Se calculé la concentracion de clorofila segun la ecuacion de Lorenzen, 1967
[91]:
Clorofila a = 11.4 * K * ((E6650 - E7500) - (E665a - E750a)) *Ve /L * Vf 7

Donde:

L = trayectoria de luz de cubeta en [cm].
Ve = Volumen de extraccion en [mL].
Vf = Volumen filtrado [L].

R = relacion de absorbancia maxima de Eeeso / Esssa €n ausencia de feopigmentos
=17

K=R/(R-1)=243.
Las concentraciones estan en unidades [mg-m-3].

Se verifico el retraso de la reaccion después de la acidificacién (absorbancia

estable).
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