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RESUMEN 

Durante las etapas de beneficio y extracción de metales presentes en minerales de baja ley se 

generan desechos mineros üales), que son depositados en el ambiente, pese a contener 

metales tóxicos. La remediación de jales puede ser detonada empleando microorganismos 

tolerantes a metales. Muestras superticiales del jal Valenciana reciente (Guanajuato, México) se 

emplearon en bioensayos (BioE) con microorganismos, bajo condiciones estables de laboratorio 

y durante cinco meses. Antes de los BioE, las muestras se analizaron, mineralógica y 

flsicoquímicamente. Se realizó la extracción secuencial de cinco pasos: fracciones 

intercambiables, carbonatos, óxidos de Fe y Mn, materia orgánica (MO)-sulfuros y residual, en 

muestras del jal antes y después de los BioE. Las soluciones extraídas y los lixiviados se 

analizaron por espectrofotometría de plasma-masas. Los resultados indican que el jal es un 

material heterogéneo, compuesto principalmente por cuarzo y silicatos, con bajos valores de 

MO, de sulfuros, capacidad de intercambio catiónico y permeabilidad hídrica. Es un sustrato 

ligeramente alcalino, dada la abundancia de carbonatos. La relación carbonatos-sulfuros (12:1 ), 

indican bajo potencial de generar drenajes ácidos. Se detectaron 30 elementos, 16 de los 

cuales fueron determinados mediante extracciones secuenciales y se verificó que, tales 

elementos están presentes en las fracciones no residuales, principalmente como óxidos de Fe

Mn. La concentración de Zn, As, Se y Pb totales y las formas Intercambiables de Cu y Pb, 

sobrepasan los límites recomendables para suelos. Los lixiviados poseen muy baja 

concentración de los elementos. Los procesos químicos que controlan la especiación de los 

metales puede atribuirse a fenómenos superficiales que derivan en la formación de complejos 

inorgánicos (carbonatos, óxidos, sulfuros). En presencia de las blopelfculas durante los BloE, 

las concentraciones de NI, Cu, As, y Pb asociados a carbonatos, así como las de Cr, Ni y Cu en 

MO-sulfuros incrementaron significativamente, mientras que la lixiviación de Zn y Pb fue 

significativamente menor en los BioE que en muestras no colonizadas por biopelículas. Por lo 

anterior, y puesto que la presencia de biopelfculas derivó en un incremento de la MO, se 

sugiere su empleo como el primer paso en la remediación de jales. Las biopelfculas estaban 

conformadas por bacterias (18 especies), cianoprocariontes (10), algas (6), hongos (5) y 

levaduras (3). La tolerancia de algas y cianoprocariontes a metales parece ser consecuencia de 

un incremento en la producción de exopolisacáridos, así como por el papel de las blopelfculas 

en la estabilización de metales. 

Palabras clave Desechos mineros, EX1racciones secuenciales, metales, Biopelículas, Algas 

tolerantes a metales, Biorremediación 
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ABSTRACT 

During the extraction of metals from ore deposits, hlgh amounts of mine-tailing or jales, are 
produced, which are depositad in piles, although the presence of toxic elements. Mine tailings 
remediation could be detonated using metal toleran! microorganisms, slnce their may solve !he 
limiting characteristics for the healthy development of plants. The aim of this study was 
investigate the consequences of the microbial colonization on the chemical speciation of 
elements. Samples of Valenciana mine tailing surface (Guanajuato, Mexico) were used for long
term bioassays (BA), which consisted in promoting !he microorganisms development on tailing 
samples, under stable laboratory conditions (moist, temperatura and light) during five months. 
Before the BA. the tailing samples were analyzed to know their mineralogy and certain physic
chemical characteristics. A five steps sequential extraction (exchangeable, carbonates/ 
specifically adsorbed, Fe-Mn oxides, OM/sulfide, and residual) was performed, before and alter 
the bioassays (BA). Extraction solutions and leachates were analyzed by inductively coupled 
plasma-mass spectrometry (ICP-MS). The surface !ayer of the Valenciana tailing is a 
heterogeneous material, mainly composed by silicates, and with a low organic matter content, a 
relatively low cation exchange capacity, and a low vertical permeability. 11 has slightly alkaline 
character, dueto the abundance of carbonates. The high carbonate-sulfide ratio (12:1) lndicates 
low risk for generation of acid leachates. The chemical analyses indicare the presence of 30 
elemenJs. The results of the sequential extractions lndlcate that elements are present in non
residual fractions, mainly in Fe·Mn oxides fraction. The concentratlon of Zn, As, Se and Pb totals 
and Cu and Pb exchangeable are over the recommendable limits for soils, and the fractions 
available/mobilisables (exchangeable and speciflcally adsorbed) of these elements, were In hlgh 
proportlon (up to 20%). The results lndicate low metals leachates of both, the control and BA. 
Alter the BA, Ni, Cu, As, and Pb in carbonates/specifically adsorbed, and Cr, NI and Cu in OM
sulfldes Jncrease slgnlflcantly. Also, leachates Pb and Zn were significan! lower In BA than In 
non-colonizad samples. Chemical processes of elements could be attributed to absorptlon onto 
inorganlc complexas (carbonates and metal-oxides), while blofilm occurrence seems to enhance 
the complexation and the immobilizalion of Cr, NI, Cu, Zn, As, and Pb. Because the blofllm 
colonization does not increases lhe bloavailable forms and, therefore, lhe leaching of the metals, 
but Jmproves the OM contents (natural fertilizatlon) and dld not provoke pH variation, il was 
suggested thelr use during the flrst steps of the mine taillngs remedlatlon. The blofllms were 
composed by bacteria (18 species), cyanobacteria (10), algae (6), fungl (5) and yeast (3). The 
metal tolerance of algae seems to be a consequence of the lncrease In the exopolysaccharldes 
productlon, as well as the active role of the blofilms on the metal stablllzallon. 

Kevwords Mine taillngs; Sequenllal extractlon; metals; Blofllms; Metal-Tolerant Algae 
Bloremedlatlon 
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El costo estimado del deterioro ambiental anual en México representa 10 puntos 

porcentuales del P.l.B. por contaminación y merma de la capacidad productiva causada 

por pérdida de los recursos naturales (SEMARNAP 2000). México produce 40 mil 

toneladas de residuos industriales al año tales como los generados por la industria 

minera. Sin embargo, la minería representa una de las Industrias vitales en la economía 

nacional y de las más lucrativas como lo constatan algunos datos: hacia 1970, 28 de 32 

entidades federativas del país se dedicaban a esta actividad (Vizcaíno 1975); entre 1980-

1990, la producción minera representó cerca del 50% de las exportaciones de materiales 

no combustibles (Wiliiams y Sims 1993; SEDESOL-INE 1994). Hoy, el 5% del P.l.B. 

proviene de la minería, con 15 entidades sosteniendo la producción 1, lo que permite que 

México se mantenga dentro de los principales productores de plata a nivel mundial (INEGI 

2000). En esta trama, Guanajuato figura como uno de los centros mineros aurífero

argentrferos más productivos del país desde hace más de 450 años, conservando en la 

actualidad una notable posición en la explotación de oro (13% de la producción nacional) 

y ocupando el cuarto puesto en la extracción de plata (7- 8%)2 (INEGI 2000). 

No obstante, las consecuencias de índole ambiental impiden ver con buenos ojos el 

desarrollo de tal industria, ya que durante todas las fases de la actividad minera 

(exploración, construcción de la mina, extracción y beneficio de minerales, 

industrialización y comercialización de metales y abandono de instalaciones) se generan 

contaminantes de aguas (superficiales y subterráneas), suelo, aire, y otras alteraciones al 

medio (deforestación, erosión, desplome de tierras, abatimiento de recursos hídricos). En 

particular, durante el beneficio3 se generan residuos sólidos conocidos en el ambiente 

minero como ja/ o jale (del Náhuatl, xs//i: arenas finas; Santamaría 2000) o colas. El jal es, 

pues, la fracción no aprovechable, residual y de desecho procedente del beneflcio4
, que 

1 Baja California. Chihuahua, Coahuila, Colima, Dumngo, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo. Jalisco, Michoacán, Nuevo León. San Luis 
Potosi, Sina/oa, Sonora y laca/ocas 
2 Los tras principales Estados productores de /VJ son Zacatecas (34%), Chihuahua 115%) y Durango (13%); en el caso del Au, Durango 
123%), Guanajualo (13%) y Zacatocas (4%) (INEG/ 2000) 
3 En la Ley Minera 'bone/icio" se define como los trabajos de praparación, tratamiento, lundición de primera mano y ra/inación de 
producios minerales, en cualquiera de sus fases, con el propósito de racuperar u obtener minerales o sustancias, al Igual que de e/ovar 
la concentración y puraza de sus contenidos 
• La Ley General de Equilibrio Ecológico y Protección al Ambiente ·LEGEEPA (OOF 19938) deline a los jalas como resldJos 
generados en las operaciones de separación y concentrado de minora/es 

2 
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es vertido-hidráulicamente en una hondonada extensa conocida como presa de jales o 

]alero (Fig. 1 )5
• 

Fig. 1: Trabajos de operación minera (Segun Ferguson y &lckson, 1988) 

El beneficio mineral implica operaciones de preparación mecánica y procesamiento 

químico sobre mineral crudo, recién extraído, para sustraer del mismo los metales 

deseados, como Ag y Au. En Guanajuato y en otras zonas mineras de México, desde 

1 554 y durante los siglos XVII hasta inicios del siglo XX el beneficio se efectuaba 

mediante la técnica de patio o amalgamación, durante la cual se mezclaban los minerales 

con mercurio, óxidos de plomo, sales de cobre y tequesquite8
, una combinación de 

cloruro, hidróxido y carbonato de sodio7
• Hacia 1905, las compañías mineras de la región 

adoptaron un nuevo sistema de beneficio, por cianuración, procedimiento que permite 

• En 1934 ol rlo Guanajualo sulrió un asolv..nienlo, afoclando el drenaje de la ciudad; esle evenlo eslimuló a las autoridades para 
impedir ol vertido de jales en los rlos de la zona. Desde entonces, las empresas mineras comenzaron a usar las prosas de jales (in 
Basullo 1984). No obslanle, la calidad de las obras es dudosa (si son adecuadas para evitar secuelas al arnbienle) (Chappel y Crnw 
2002). La LGEEPA define a las prosas de jales como las obras de ingeniería para el almacenamien!o o disposición final de los jales 
• Del NáhuaU. tel piedra y , dzquid brolar 
1 Un interesante y completo analisis del efecto de la técnica del palio en ol ambiente a nivel local lanlo como global, sa enc:oonlra en 
Camargo (2001) 
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separar los metales preciosos disolviendo el mineral con soluciones de cianuroª. Muy 

pronto esta técnica se optimizó y además, se implementó otro proceso (años 30's) la 

flotación, método aún más eficiente, que, al Igual que la cianuración, inicia con la 

molienda y trituración mecánica del mineral, hasta partículas de 200 µm de diámetro, 

reduciéndose el área superficial de las partículas sobre las cuales actuarán los diversos 

agentes químicos, mismos que permiten separar, lavar y hacer flotar hacia la superficie a 

los minerales de interés. Lo anterior se logra burbujeando y adicionando agentes 

espumantes (sustancias heteropolares, alcoholes aromáticos, glicoéteres y otros), 

detergentes, sales de cianuro y colectores como xantatos, ácidos, bases, sales. El 

proceso de flotación inicia cuando entran en contacto las partículas trituradas (cabezas) y 

los reactivos químicos; éstos las rodean selectivamente, haciéndolas hidrofóbicas; al 

bombear aire, las partículas del mineral suben a superficie, separándose del mineral 

estéril, ganga o cofa, que tiende a caer al fondo. Los minerales concentrados, 

conteniendo los sulfuros de metales de valor, son recuperados de la superficie y el 

remanente (más del 90% del mineral) es bombeado hacia la presa de jales en forma de 

una pulpa con alto contenido de sólidos. Así, mientras en la cianuraclón los minerales de 

baja ley son disueltos, durante la flotación los minerales son concentrados. 

Entonces, los jales son desechos heterogéneos, conformados por finas partículas 

minerales, que incluyen restos minerales, cantidades variables de metales originalmente 

presentes en el material procesado y restos de los reactivos químicos empleados durante 

el beneficio, tales como cianuros, en el caso de la cianuració~o espumantes, colectores u 

otros, en el caso de la flotación. 

La creciente demanda de metales y minerales en las sociedades industriales, se ha 

traducido en una sobre explotación de yacimientos, algunos con minerales de baja ley". 

Ésto, su vez, ha implicado la puesta en práctica de técnicas de beneficio aún más 

efectivas, con el concomitante incremento en la producción de colas. Ciertamente, en la 

actualidad se desecha más del 90% del material procesado (Cervantes y Aguilera 1992; 

Ailan 1995). En el Distrito Minero de Guanajuato, por ejemplo, se estiman 150 millones de 

• Ciertas baclerias, como Chromobactenum violaceum, generan cianalos, al raacllvo empleado por las compalllas mineras para 
eX1raer Au. No obslanle, le aclividad foloslnlélica de cianoprocariooles es sulicienle para pracipilar el Au de soluciones: en prasencla 
de oxigeno y cartl6n on elevadas conconlraciooos, el Au floculo -sale de solución·, por lo que cualquier colonia de baclerias 
loloslnlélicas puede participar en eslo fenómeno, pues producen compueslos ricoS en cartl6n y afias concentraciones de oxigeno, 
quedando et Au doposilado a lo largo de bancos y lechos de antiguas riveras, hoy secas (Margulis y Sagan 1986) 
' La 'ley" Indica la canlidad del melar deseable en el mineral. Asl por ejemplo, se eslima que en los yacimientos de Guanejuato se 
posee menos del 1 % de Au y Ag 

TE' C'TC' C'":H 
-'Vll.J V1V 

FALLA DE ORIGEN 
4 



toneladas de jales dispersos en un área de aproximadamente 100 km2 en torno a la 

ciudad de Guanajuato (Carrillo-Chávez el al. 2003a;Carrillo-Chávez el al. 2003b) 10
• 

En virtud de su procedencia, origen y composición, Ortiz-Monasterio el al. (1987) 

Incluyen a los jales en la categoria de "Desechos Industriales Peligrosos" y otros autores 

consideran a los jales como "agentes contaminantes peligrosos" (Vizcalno 1975; 

Bradshaw y Chadwick 1980; Kelly y Spottiswood 1990; Allan 1995; Lan el al. 1998), dada 

la presencia de metales que son depositados en el ambiente sin ninguna consideración 

de sus efectos nocivos. En particular, la contaminación de sustratos sólidos por metales 

parece ser virtualmente permanente; así, Babich y Stotzky (1985) comentan que, aún 

después de 30 años de que la actividad minera cesó en ciertas regiones del Mundo, se 

continúan detectando elevadas concentraciones de metales en los sedimentos de 

desecho o en cuerpos de agua cercanos a los mismos. Por su parte, Davranche el al. 

(2003) resumen los efectos negativos de los desechos ricos en metales en términos de: 

cambios en los sistemas hidrogeoquímlcos, deterioro y contamínaclón de suelos, 

contaminación de cuerpos de agua superficiales y subterráneas y varios Impactos de 

salud pública. 

El riesgo ambiental de los jales ya ha sido considerado en la legislación mexicana en 

materia ambiental y por el propio sector minero. El Reglamento a la Ley General de 

Equilibrio Ecológico y Protección al Ambiente (LGEEPA) en materia de Residuos 

Peligrosos, incluye en la norma ecológica NOM-053-ECOL-1993 a los jales mineros 

dentro de la categoría de "Residuos Peligrosos por su toxicidad al ambiente y dada la 

concentración de ciertos metales pesados" (DOF 1993b), por lo que el beneficio de 

minerales y la disposición final de los residuos en presas de jales, son actividades y obras 

que requieren autorización (DOF 2000), asl como cumplir con criterios de construcción y 

operación para garantizar la estabilidad de las presas de jales, evitar la contaminación de 

mantos freáticos y se proteja a la población de tolvaneras (SEDESOL-INE 1994). Sin 

embargo, pocos autores destacan el daño y la destrucción de suelos provocados por la 

minerfa, así como la inexistencia de normas o leyes que regulen y den carácter de 

obligatoriedad a la conservación y restauración de la capa edáfica (Bradshaw 1997; 

Garcla-Meza 1999). Por último, las presas de jales son zonas que deben considerarse 

"En Sudáfrica, la extracción de 800 toneladas de Au, por ejemplo, han generado mAs de 8 000 hectAreas de desechos (Bradshaw y 
Chadwick 1980) 
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como "parches" o "islas" de residuos tóxicos que rompen la continuidad y, por lo tanto, la 

integridad del ecosistema en el que se asientan. 

Una descripción dual, los jales no se consideran solo como contaminantes peligrosos, 

sino también como recursos potencialmente útiles. Así, resultados de investigaciones 

desarrolladas en el Centro de Investigaciones de Química Inorgánica y en la Facultad de 

Química de la Universidad de Guanajuato, sugieren la posibilidad de recuperar de los 

jales óxidos de silicio, minerales no metálicos, tales como calcita y feldespatos, y metales 

preciosos (in Cervantes y Aguilera 1992; Cervantes et al. 1993) 11
• Cabe destacar que 

estas investigaciones representan ahora un importante antecedente de métodos de 

análisis químicos específicos para jales, así como de métodos de tratamiento para la 

recuperación (Cervantes y Aguilera 1992). 

Por su parte, como desechos peligrosos, es claro que se requieren investigaciones 

encaminadas a la generación de propuestas para atender los desechos mineros, cuyos 

objetivos sean de largo alcance. Es decir, para proponer la biorremediación de las presas 

de jales, así también Ja biorrestauración del ambiente en el que se establecieron. En 

medios alterados por efecto de contaminantes, la remedlación persigue minimizar sus 

efectos, evitar que los agentes tóxicos escapen, proveer de agentes que sirvan de 

centinela para prevenir la exportación de materiales tóxicos a ecosistemas aledaños y 

estimular la biotransformación de sustancias peligrosas, entre otros (Cairns 1991; 

Atkinson y Cairns 1994). Por su parte, la restauración ambiental implica recrear la 

estructura y función de un ecosistema dañado y alterado con el propósito de restablecer 

los procesos naturales de sucesión12
, sin que ello sea sinónimo de retorno a las 

condiciones previas al disturbio; por lo que todo esfuerzo de restauración es un ejercicio 

de aproximación'3• 

" No obslanle, de las diversas lécnicas propueslas para su aprovochamionlo, no se ha logrado Implementar aquella que sea cosleable 
" Sucesión ecológica es el conjunlo de cambios progresivos, a lravés del tiempo, en la comunidad de un ecosislema; dándose la 
sustilución de un lipo de comunidad por olre. La sucasión primaria liene lugar en siliOs carenles de vida o donde ésta ha sido 
complelamenle suprimida (lavas volcénicas. isla recién amer¡¡idas, dunas). En ta sucasión 68CUndaria, la vegetación de una zona ha 
sido eliminada de manera total o parcial, pero se conservan un suelo desarroflado y un número conveniente do semillas, esporas o 
reslos vogelales que recolonizan la zona después del d1slurllio (!alas, incendios, Vlenlos). En ecologla, la sucesión claramenle indica 
una respuesla general a un dislurllio independ1enlomenle de si el proceso es gradual o no (McCook 19941 
13 Pese a no ser pertocta, la restauración busca rostablecer las condiciones naturales, reconociendo el carácter dinAmico en espacio y 
liempo del am!Menlo; a diferencia de los objo11vos de la reslauración, la rohabi/1tacidn y la recuperación indican el reemplazo de 
ciMo(s) alnbulo(s) original( es) por olro, generelmenle de inlerés humano (Caims 1991) 
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La remediación de ambientes donde se han establecido presas de jales 

frecuentemente han sido visualizadas como tareas de reforestación con un número 

limitado de especies (sólo tolerantes). Tal práctica no sólo compromete la diversidad 

vegetal sino que, además, es costosa por la condición necesaria de fertilizar el sustrato, 

limitada en sus alcances ya que no se da una biotransformación sino sólo acumulación de 

los tóxicos, que, al ser consumidos por herbívoros, hace que se biomagnifique su efecto 14 

e, incluso, inoperante por la lixiviación de nutrientes adicionados. De hecho, Shu y 

Bradshaw (1995) recomiendan que las plantas no deben estar en contacto con los 

desechos tóxicos a fin de evitar que asimilen metales. 

En el presente trabajo se asume como una responsabilidad que la remediación de 

jales implica atender desechos con diversas sustancias tóxicas como metales, cianuros y 

reactivos químicos diversos y zonas alteradas de manera drástica e inexorable por la 

completa desaparición del suelo. Por lo tanto, el trabajo debe enfocarse a la estabilidad 

de los agentes contaminantes o biorremediación y a la regeneración del suelo o 

blorrestauración o, si el suelo ya no existe, al establecimiento de una capa edáflca. 

Ambos intentos pueden ser atendidos simultáneamente con el empleo de 

microorganismos capaces de tolerar las características del medio en cuestión, propiciar la 

blotransformación de metales a formas químicas menos tóxicas, con elevados ritmos de 

crecimiento poblaclonal y que jueguen un papel determinante en la estabilización del 

sustrato y la formación de suelos. Dichos microorganismos colaboran en procesos 

biogeoquímicos en Jos que las plantas no participan o sólo en el perímetro que 

determinan sus raíces, en la rizosfera, sector donde se realiza una mayor transferencia de 

mlcronutrientes. Además, mientras las plantas son receptores pasivos de metales 

(Kabata-Pendias y Pendias 1992), pues tienden a acumularlos y transferirlos a otros 

organismos (Chaney et al. 2000; in Raí et al. 2002), los microorganismos son capaces de 

biotransformarlos y propiciar su remineralización, evitando la biomagnificación de sus 

efectos tóxicos vía cadena alimenticia. 

TE~:C' CON 
FALLA DE ORIGEN 

" La remodiación de jales mediante relorestación mquiere de un pretratamiento del depósito. como lertilizar, que es tremendamente 
costoso. El establecimiento de plantas suele ser dllcil ante la elevada salinidad, la presencia de tóxicos y ta dellciencia de nutrientes 
(Emst 1988; Vangronsveld el al. 1996). El uso de plantas que acumulan metales, puede ser letal para las espades hert>lvolaa y 
provocar una blomagnillcación del electo tóxico vla cadena allmenlicia (Lan et al. 1998; Cardwell el al. 2002) 
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HIPÓTESIS 

Microorganismos tolerantes a las características del desecho minero o jal Valenciana 

son capaces de desarrollarse bajo condiciones controladas sobre la superficie de 

muestras del jal, propiciando cambios en ciertas características físicas o químicas del jal. 

ESTRATEGIA DE TRABA.JO PARA PROBAR LA HIPÓTESIS 

Un proyecto de biorremediación, cuya meta sea la restauración ambiental, debe iniciar· 

con un análisis diagnóstico del ambiente para evaluar su capacidad de sostener 

comunidades biológicas (Bradshaw y Chadwick 1980). En el caso específico de los jales, 

es indispensable conocer las características del sustrato; la caracterización debe incluir 

algunas propiedades físicas y químicas del material con la finalidad de originar 

información que ayude a decidir la conducción que deberá darse a los ensayos de 

remediación y que sirvan para valorar el estado inicial del jal ante su posible 

biotransformación. Para lograr esto, es indiscutible la necesidad de inducir el desarrollo 

de la microbiota sobre muestras de jales, estudiar su dinámica y evaluar los factores que 

promueven e inhiben su desarrollo y las alteraciones que la blocenosis generará. En 

efecto, ya que los seres vivos poseen la capacidad de alterar o modificar el ambiente en 

que se desarrollan, se debe analizar el estado en el que se encontrará el jal una vez 

desarrollada la microbiota, lo que permitirá evaluar el impacto que la presencia de ésta 

tendrá sobre las características del sustrato. El análisis de las modificaciones antes y 

después de los bioensayos se justifica dado su valor predictivo, y como antecedente para 

formular propuestas integrales de remediación de zonas jalaras. 

Para estimular el desarrollo de microorganismos en jales, se puede partir de diferentes 

enfoques. Dadas experiencias previas (García-Meza 1999), en el presente trabajo, se 

presupone que los microorganismos están presentes en los jales en formas potenciales 

de latencia o resistencia, capaces de manifestarse cuando las condiciones del medio son 

las apropiadas; dichas condiciones pueden ser resultado de la manipulación experimental, 

como son la adición de nutrientes y la dotación periódica de agua. Un ejemplo de este 

tipo de manejo in vitro, es el estudio de cianoprocariontes y microalgas de suelo y aire, 

ficoflora que generalmente debe inducirse con la utilización de medios de cultivo (Novelo 

1985). 
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OBJETIVOS 

Objetivos generales 

• Identificar los efectos del desarrollo de microorganismos como bacterias y mlcroalgas 

en ciertas características físicas y químicas de muestras del jal minero reciente de la 

Valenciana, Guanajuato 

• Evaluar el papel que juegan los microorganismos en la estabilización de los elementos 

tóxicos y en la adición de materia orgánica, bajo diferentes condiciones experimentales 

o bíoensayos 

Explicar la presencia de microorganismos en desechos mineros con relación a los 

mecanismos de tolerancia a metales 

• Generar información y elementos de discusión para la remediación de zonas con 

presencia de jales 

Objetivos psrt/cu/sres: 

• Caracterizar física y qufmicamente el jal antes y después de los bioensayos 

• Inducir el desarrollo de microalgas y bacterias en muestras de jal en los bloensayos 

• Identificar bacterias y mlcroalgas desarrollados en bioensayos 

• Evaluar los cambios generados en las muestras de jal por la microbiota en bioensayos 

• Describir las respuestas a Cu y Zn de especies algales aisladas del jal 

TESIS CON 
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CAPÍTULO 11 

ANTECEDENTES 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Es justo recordar que el conocimiento 

es un proceso dinámico, en construcción constante, 

cada fase del mismo es meta y punto de partida 

J. González-Glz. 
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Bacterias y microalgas promueven activamente la transformación y el flujo de 

materia y energía, modificando al ambiente en el que se desarrollan, hecho que 

inició desde el Archeano, hace 3,000 millones de años, con bacterias 

interactuando con minerales de las rocas más superficiales (Margulis y Sagan 

1986). De tal magnitud son los efectos transformadores del microcosmos que la 

fotosíntesis oxigénica de cianoprocariontes modificaron la atmósfera primitiva de 

reductora a oxidante hace dos mil millones de años, en el Proterozoico 

temprano'. De manera paralela, los microorganismos responden relativamente 

rápido a perturbaciones ambientales, lo cual se explica considerando los 

acelerados ritmos de crecimiento poblacional2 que posibilitan la generación de 

individuos con mutaciones favorables para subsistir ante los cambios del medio. 

Finalmente, tales microorganismos forman consorcios heterogéneos e 

intrincados, cooperando entre si con enzimas y rutas metabólicas 

complementarias, generando alimento y energía para otros grupos biológicos, 

manera por la cual propician el reciclaje de elementos químicos, siendo, los 

microorganismos, el principal actor del ingrediente bios en los ciclos 

biogeoqufmicos, evento que se magnifica al recordar su antigüedad, predominio 

y ubicuidad. Al reconocer tales hechos, se admite el potencial transformador y la 

capacidad de alterar de los microorganismos, en su devenir espacio temporal. 

Al sugerir un ensayo para la biorremediación del ]al Valenciana empleando 

bacterias y microalgas, se partió de consideraciones como las expuestas 

previamente. De manera adicional, se aceptaron ciertos supuestos, basados en 

experiencias previas y extraídas de la literatura, relativas al papel de estos 

microorganismos en la formación y consolidación de suelos o edafogénesls, su 

desarrollo e Influencia en el ambiente edáfico, su reconocida tolerancia a 

metales en concentraciones superiores a los niveles traza y su expresión en 

cultivosconjales. l T'ESlS CON l 

, FALLA DE ORIGEN 
1 Hecho que representa el pnmer gran holocausto on la otrora biosfera, dada la elevada reactividad del oxigeno gaseoso 
2 Las bacterias pueden dividirse cada 20 minutos: Iras cuatro días de crecimiento ilimitado se generarfan 21M bactonas: número mayor 

al estimado por los llsicos en cuanto al número de prnlones existentes en el Universo (2"") (Margulis y Sagan 1966) 
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2.1. PROCESOS EDAFOGÉNICOS 

Se define suelo al cuerpo natural, material, dinámico en espacio y tiempo, producto de 

fuerzas destructivas y constructivas, que forma la capa superficial de la corteza terrestre, 

constituido por un esqueleto mineral básico, compuestos inorgánicos como sales y 

mlnerales3, compuestos orgánicos, aire, agua y seres vivos4
, en proporciones que varían. 

Así, el origen y el desarrollo de los suelos es producto de interacciones entre litosfera, 

atmósfera, hidrosfera y biosfera, en una vasta orquestación de procesos biogeoquírnicos 

interrelacionados (Fig. 2. 1 ): los minerales constitutivos de rocas son intemperizados5 

física, química y bioquímicamente, hasta su simplificación y la generación de diversos 

compuestos, resultando, paulatinamente, en la génesis del suelo, proceso constructivo de 

naturaleza química y bioquímica, que propicia la consolidación de residuos, en mayor o 

menor grado. Ambos procesos, intemperización y consolidación de los residuos, están 

fuertemente determinadas por la naturaleza del material, el clima (humedad, temperatura, 

gases atmosféricos) y la presencia de seres vivos (Fig. 2.1)5
• 

La intemperización microbiológica por acidificación7 y disolución, síntesis de complejos 

organometálicos8 y coloides minerales y óxido-reducción, es un conjunto de procesos 

bioquímicos que alteran, a la larga, la configuración cristalina, las propiedades de carga, 

' POf su origen, los mienarles se agrupan en minerales ptimarios, parte del material parenlal que repmsenlan las tracciones más 
gruesas del mismo (limos, 0.02-0.002 mm y arenas, 2-0.02 mm) y minerales secundarios o por minerales de afcilla (2 µm), 
fOfmados in situ, no presenlos en ol material original. y que ejercen gran influencia on las propiedades llsicas. qulmicas y biológicas 
del suelo (agregación de partlculas, capaciclad de inlercambio i6nico, lertilidad, relención de agua). La lransfonnación flslcoqulmica 
de minerales primarios resulta en minerales secundarios. Por su composición, los minerales se dividen en silicatos y no silicatos, 
quo conosponden a óxidos, hidróxidos, sullatos. cloruros, carbonatos y loslatos (F1tzpatrick 1980; Bomemisza 1982) 

' Que varlan desde microorganismos hasla plantas y dilerenles grupos de animales, como artrópodos y vertebrados, Incluido el ser 
humano. Se estima que un gramo de suelo agricola (peso seco) contiene varios millones de bacterias, cientos de miles de hongos 
protistas y decenas de milos de protozoarios y microalgas (Campbell 1977) 

• lntemperización: Proceso nalural e lnevilablo, de agolamienlo y lransf0fmaci6n de las rocas y minerales constituyenles en residuos 
no consolidados; hay dos tipos: Flslcos y qulmicos. La inlemperización flsica as un proceso mecánico que dasinlagra la roca 
maciza; los principales agonlas de esla lipo de inlemperización son agua (lluvia, COfrientes), temperatura (conlracción y álalación 
d1lerenciales en las capas superlicialos de la roca}. vionlo y presión. la inlempenzación qulmica produce cambios en la naluraleza y 
composición de roca y minerales y sólo os poS1ble por la acción hidralante y solvenle del agua (los minerales hidralados son más 
blandos y las soluciones ecoosas incromentan su acción inlemperizadora por la presencia de bióxido da carbono, llcidos orgánicos 
e inorgánicos o sales}. O!ras reacciones de inlemperización química son oxidación, raducción y carbonalación (Tamh.Jve el al. 
1978} 

• Tamhave et al. (19781 y Fitzpalrick (19801 seiialan cinco laclores que inlervienon en la génesis del suelo: Malenat parenlal, clima, 
seros vrvos, topografía y, como cualquier proceso, ltempo. los cuatro primeros son los más tangibles, que dependen entre si en 
mayor o menor grado; por 01emplo: El hpo de vegelac1ón so da en función del clima; la vegelación determina, a su vez, el grado de 
humedad sobre el suelo y la humedad propiciara reacciones de descomposición, hidralación o solubilización del malaria! orgánico e 
1norgAnico presentes 

1 Generándose écidos orgánicos o inorgánicos; por ejemplo, ácidos sullúnco, por oxidación do sulfuros, y nitrico, durante la 
nilnlicación; la acidez propicia descomposición de minerales 

• Un complejo or¡¡anomelalico consiste en un Ión molalico conlral unido modianle enlaces coordinados a dos o más Iones, los ligantes, 
de naluraleza orgánica (principatmonle acidos fulvicos y humicos). remplazando moléculas de agua. La Lfli6n se realiza a tlllvés de 
uno o más élOfflOS de carbono de un radical orgánico 
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la reactividad en superficie y la composición química de los minerales, particularmente de 

los arcillosos. A su vez, los minerales poseen actividad catalítica en las reacciones 

bioquímicas, dándose una transformación abiótica de compuestos orgánicos, como en 

ciertas reacciones de humificación9 (Huang 1993). Además, al descomponer los restos 

orgánicos se liberan varios principios biogénicos de combinaciones orgánicas como N, S 

y P, con lo que se controla el abastecimiento de nutrimentos en el medio (Tamhave et al. 

1978; Fitzpatrick 1980). De los procesos ·de biosíntesis de sue.lo resultan agregados 

estables que posibilitan la estructuración del suelo, mitigando la erosión de las partículas 

constitutivas. Dichos agregados se forman vía secreción de compuestos mucilaginosos o 

durante la descomposición de la MO (Durrell y Shields 1961; Tamhave et al. 1978; 

Fitzpatrick 1980). Así, las uniones entre MO, cationes polivalentes como Al, Fe y Ca y 

minerales arcillosos, generan complejos que actúan como agentes cementantes (Huang 

1993). Otros cementantes son inorgánicos, como carbonatos, silicatos y sulfatos 

(Tamhave et al. 1978). 

FACTORES 
PRIMARIOS 

PROCESOS 
INICIALES 

PRODUCTOS DE LA 
DESCOMPOSICIÓN 

tinnpo 

PROCESOS 
SECUNDARIOS 

Flg 2.1. Resumen de procesos edalogénicos 
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2.2. BIOPELíCULAS Y SUELOS 

Las biopelículas, flóculos o parches consisten en un conjunto de microorganismos 

procariontes y eucariontes embebidos en una matriz extracelular tridimensional, tipo gel'º, 

altamente hidratada, conformada por sustancias poliméricas extracelulares (SPE), 

cationes. partículas inorgánicas y biogénicas, coloides y compuestos disueltos: La matriz 

extracelular actúa como un microambiente funcional, independiente y relativamente 

estable, donde los microorganismos embebidos se mantienen más o menos inmóviles 

(Wingender et al. 1999; Percival et al. 2000). 

Las biopeliculas de suelos y rocas han sido objeto de numerosas investigaciones. 

Particularmente interesantes son los de zonas desérticas o semiáridas y que tienden a 

formarse durante los períodos de estiaje: cianoprocariontes y algas se asientan en el 

sustrato gracias al mucílago que agrupa y consolida partículas del suelo, formándose una 

capa mono o multiespecílica 11
, que posee la capacidad de absorber grandes cantidades 

de agua, resultando en cierta estabilidad hídrica que protege a los microorganismos de la 

desecación. Además, las costras retardan la erosión, aminoran temperaturas extremas 

del suelo, contribuyen en la fijación de nitrógeno, proporcionan oxígeno y son una fuente 

Importante de MO y minerales (Booth 1941; Durrell y Shields 1961; Lund 1962; Cameron 

y Blank 1966; Campbell 1977; Novelo 1978). 

El electo desintegrador y los proceso de consolidación de partículas por las 

biopelículas líticas y edálicas, son importantes transformaciones edalogénicas. Así, Trueb 

(1888) enfatiza el papel de cianoprocariontes, pioneros tras la erupción volcánica en 

Krakatoa, explosión que dejó sin vegetación y suelo a la Isla. Campbell (1977) también 

destaca el papel de cianoprocariontes y algas verdes en la colonización de rocas y 

cenizas volcánicas como evento previo a la sucesión vegetal. Finalmente, en tierras 

erosionadas por estar sometidas a tala intensa, bacterias y algas costrosas son los 

primeros organismos en recolonizar el ambiente (Davey 1988). Es decir, en zonas de 

erosión severa, algunas plantas nativas son incapaces de reestablecerse sino hasta que 

el medio posea las características propicias; las bacterias y las algas asociadas inician la 

colonización, estructurando y fertilizando el sustrato" (Booth 1941; Saint-Clair et al. 1964; 

Campbell 1977; Novelo 1978). 

" Sistema o entramado poliménco, lndimenS1onal coo un gran exceso de solvente, como agua (gel acuoso) 
11 Una o mAs especies 
"Cabo añadir que la lonnación de costras algales fue comprobada experimenlalmenle por Bailey el a/. (1973), quienes cuanülicaron 

el porcentaje de partlculas de suelo agrupadas en las costras 
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Las biopelículas autótrofas representan un sustrato ideal para el desarrollo de diversos 

organismos, como bacterias, mixomicetos, actinomicetos, protozoarios, nemátodos y 

musgos, con los que cianoprocariontes y algas establecen importantes relaciones y 

asociaciones ecológicas. Las bacterias toman parte vital en el proceso, ya que 

prácticamente todas las especies participan en los ciclos de la mayor parte de los 

elementos químicos (Tabla 2.1 ), propiciando también la generación y fertilización de 

suelos. 

Tabla 2.1. Ejemplo de bacterias quimioautótrofas oxidantes que participan en ciclos 
bioaeoaufmicos de C, H, O, N, S v Fe (Modificado de Stanler et al. 1979) 

Gruoo (metabollsmol Sustrato Producto Elemolos 
Bacterias fijadoras de nitrógeno carbohidratos CO, Rhizobium, Azolobacter, Azomonas 

alcoholes, ácidos Derxia 
Bacterias nitrificantes 

nitrito-oxidantes N0 2 NO> Nitrobactor 
amonio-oxidantes NH, NO'" Nitrosomonas 

Bacteria sulfurosas H,S, S. S20J2· so.2· Del aruoo Rnnniatoa; Thiobacillus 
Ferrobacterias Fe" Fe" Sohaerotilus, Gallionel/a 

Bacterias del hidrógeno H, H,O Hydrogenommonas, Pseudomonas, 
Nocardia 

2.3. METALES V MICROORGANISMOS 

Durante su desarrollo, los seres vivos precisan de elementos esenciales en cantidades 

muy pequeñas, del orden de unas cuantas partes por millón, que se designan como 

elementos traza, elementos menores, micronutrientes u oligoelementos (Tabla 2.2). 

Algunos de los elementos son constituyentes de biomoléculas, como Mg en clorofila, Ni 

en ureasa13, Cu en plastocianinas14. Mn en la superóxidodismutasa15
, Zn en Ja 

RNApoiimerasa (Hughes y Poole 1989; Fishbein 1995). Una característica común de Jos 

microelementos es que, si bien su deficiencia limita severamente el crecimiento y la 

reproducción de los seres vivos, en cantidadas superiores a los niveles traza, son tóxicos. 

Cabe decir que ciertos elementos son tóxicos, como Ag, Cd, Hg y Pb, 

independientemente de su concentración, pues carecen de función biológica relevante y 

tienden a competir o reemplazar a los elementos esenciales. 

u Ureasa: Enzima que calaliza la hidrólisis de urea en amonio y ~ 
" Plastoclaninas: Protelnas Involucradas en ol flujo de electrones durante la foloslnfesis, inlennediartas enlm los fotosistemas 11y1 
" Metalopmtelna que catallza la reducción del radical 0'"; pmsonte en bacterias, ctoroplestos y mitocondrlas 
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Tabla 2.2. Elementos químicos clasificados según los requerimientos nutrimentales de 
microorganismos (In: Hughes y Poole 1989) 

LI Be O F 

Na 

K 

Ab 

Cs 

Fr 

Mg 

Ca Se ~~rr~;f\it.#'.c~~ 'íMn'. ·'Fe· 

Sr y "'·¡;->'"Nt;·;:MO~' ;-~- ·A~. 

Ba La HI Ta w Re Os Ir Pt 

Aa 

Elementos esenciales o 
macronutriontes 

Mlcronutrieiltes 

S CI 

Se Br 

Te 

Po At 

Elementos toxu o.:. 1 

no PSPr1( 1,1lp<; 

Cuando se hallan en niveles tóxicos, los metales pueden causar muerte celular, al 

igual que los elementos tóxicos. La toxicidad se manifiesta en diversos eventos, tales 

como la facultad de reemplazar metales nativos (p.e.: el Al3+ desplaza al Mg2 +, 
desactivando enzimas dependientes del Mg), modifican la conformación y las funciones 

de proteínas y ácidos nucleicos (la unión del Cd al DNA modifica sustancialmente su 

estructura; el Cu puede reaccionar con enzimas ricas en -SH, rompiendo los sitios 

activos), entorpecen reacciones metabólicas medulares (p.e.: la fosforilación oxldativa) o 

trastornan la permeabilidad de membranas, como la Ag que inhibe el ingreso de Zn o el 

Cu que interfiere en la permeabilidad de membrana celular (Stauber y Florence 1987; 

Hughes y Poole 1989; Fishbein 1995). La toxicidad de metales depende de factores 

diversos, entre los que destacan la sensibilidad, el estado fisiológico y los mecanismos 

desintoxicantes de los microorganismos, la composición química y biológica del medio, la 

presencia de otros iones, especialmente cationes, y el estado de oxidación de los metales 

como iones libres o en combinación química como ácidos o bases de Lewis11 (Stokes 

1963; Margan y Stumm 1995). 

2.3.1. MECANISMOS DE TOLERANCIA A METALES 

Mecanismos extrace/ulares 

Un ejemplo notable de la desintoxicación ex1racelular es en bacterias sulfurosas que, 

al liberar H2 S favorecen la formación de sulfuros metálicos Insolubles, no tóxicos para si o 

para otros microorganismos (Dvorak et al. 1992; Olson y Panigrahl 1995). O bien, la 

coprecipitación de diversos Cd, Cr, Ni, Pb y Zn con óxidos de Fe que propicia la bacteria 
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C/ostridium sp. (Francis y Dodge 1990) o diveros tipos de cianoprocariontes y algas 

(Podda et al. 2000. Ver 2.4). Asimismo, los cationes metálicos pueden ser adsorbidos en 

el contorno celular por sitios cargados negativamente y que forman parte de moléculas de 

pared y membrana celulares, así como de los compuestos extracelulares17
• Es importante 

destacar que la composición de la membrana y pared celular representa el primer 

mecanismo de tolerancia a metales; así, las bacterias Gram negativas tienden a ser más 

tolerantes que las Gram positivas (Hughes y Poole 1989). 

Mecanismos Intracelulares 

Los metales pueden ingresar a la célula por diversos mecanismos, como la fagocitosis 

(en vacuolas). Sin embargo, el principal mecanismo es el transporte activo mediado por 

moléculas portadoras de naturaleza proteica'ª. La concentración del metal en citoplasma 

dependerá de la disponibilidad de los ligantes, el ritmo y la eficiencia del transporte 

transmembranal, su acumulación y la posibilidad de que el metal sea expelido (Hughes y 

Poole 1989; Summers y Silver 1978; Margan y Stumm 1995; Olson y Panigrahi 1995). 

Una vez en el citoplasma, el metal puede ser transformado químicamente, lo que 

determinará la naturaleza de los efectos fisiológicos en el microorganismo (Margan y 

Stumm 1995). Así, en citoplasma, la desintoxicación puede deberse a eventos tales como 

la unión de metales a proteínas intracelulares (Stokes 1983; Gekeler et al. 1988; Kaplan 

et al. 1995), o bien a metalotioneínas y quelantantes. Las metalotloneínas son pequeñas 

proteínas intracelulares de bajo peso molecular y elevada proporción de cisteína19
, 

comunes en eucariontes y que pueden unirse a metales como Cd, Zn, Cu, Ag, Au y Hg, 

propiciando la desintoxicación, homeostasis y transferencia de metales: las microalgas 

Ch/ore/la vulgaris y C. el/ipsoidea desencadenan la síntesis de metalotioneínas cuando las 

células son expuestas a Zn y Cd. Existen proteínas tipo metalotioneínas en procariontes, 

como Bacil/us subtillis, Pseudomonas f/uorescencens, Ps. pulida, Ps. aureginosa, 

11 Aesulla interesante mencionar quo, mediante ingeniería genética se ha logrado inducir que las células bacterianas sinleticen y 
exporten péptidos ricos en aminoácidos con grupos nucleofílicos (como la cistelna) que poseen la capacidad de retener elementos 
tóxicos como Cd y Cu extracelularmente (Kotrba el al. t 999). Ver 2.4 

11 Por ejemplo: Mn, Zn, Cd, Coy N1 pueden reemplazar al Mg de pretelnas involucradas en el transporte de fosfatos para acceder al 
citoplasma; Co, Mn y N1 ingresan al citoplasma de Bacillus subUl/is gracias a la formación de un complejo de citrato; el Cd usa el 
sistema de transporte del Mn para acceder al citosot de microoryanismos y los aniones de arsanato y vanadalo Ingresan como lo 
hacan los iones fosfato 

11 La cislolna es un aminoácido con un grupo sullhldnco (tiot), agente nucleolílico. muy reactivo y susceptible a la oxidación, que tiende 
a lonnar enlaces con los metales tales como Hg• y Ag• (formando mercaptanos) 
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Synechococcus, Escherichia coli y otras bacterias (in Hughes y Poole 1989; Maeda et al. 

1990b)20
• 

Otro mecanismo intracelular que confiere tolerancia a metales en bacterias, es la 

tolerancia mediada por plásmidos. Un plásmido es una molécula de DNA con capacidad 

de replicarse de manera autónoma e incluye un factor que transfiere resistencia a 

bactericidas, antibióticos y metales y que puede ser transmitido de una célula bacteriana 

a otra (Novick y Roth 1968; Hasnain y Nasim 1992; Taghavi et al. 2001; Tom-Petersen et 

al. 2001 ). Es importante destacar, sin embargo, que los genes responden a su entorno 

bioquímico inmediato, por lo que son las alteraciones de este entorno lo que resulta 

relevante en la interacción metal-célula (Goodwin 1998). 

2.3.2. BIOTRANSFORMACIÓN DE METALES 

La biotransformación de metales se refiere a la capacidad que tienen los 

microorganismos de provocar cambios en estado de óxido reducción de los metales, 

mediados por variables tales como la presencia de compuestos orgánicos e inorgánicos, 

agentes biológicos, pH, temperatura, potencial rédox, luz solar, cantidad y composición 

del agua, suelo o sedimentos (Olson y Panigrahi 1995; Summers y Silver 1978). 

Summers y Silver (1978) dividen en dos grandes categorías los mecanismos mediante los 

cuales los microorganismos biotransforman elementos metálicos: (1) oxidación y 

reducción de formas inorgánicas y (2) conversión de formas inorgánicas a orgánicas o 

viceversa. 

El primero se ilustra con: la reducción del H92
• por microalgas del género 

Chlamydomonas y diversas bacterias Gram negtivas y Gram positivas (Pseudomonas, 

Staphylococcus, Bacil/us, Serratia y Thiobacil/us ferrooxidans); oxidación del arsenito 

(As3+) a arsenato (Ass.) por bacterias de los géneros Achromobacter, Xanthomonas, y 

Pseudomonas y, finalmente, Thiobacillus ferrooxidans participa en diversas reacciones 

rédox, tales como las oxidaciones de Fe2
' a Fe3

• y de minerales de As (arsenopirita, FeS2• 

FeAs2), entre otros. 

El segundo mecanismo de transformación de metales se ejemplifica con la metilación21 

y dimetilación22 de ciertos metales (As, Cd, Hg, Pb, Se y Sn, entre otros) en la que 

20 Resulta interesante agregar quo, empleando las técnicas do DNA recomblnante se ha inducido la slntesis do una mayor producción 
do matalolionelnas en bactenas, las que Incrementan su capacidad do bloabsort>er Cd(ll) en proporciones suficientes, como para 
permitir el crecimiento do la planta del tabaco, NicoUsna bentamiana, en suelos contaminados con 1 SO µM do Cd por kilogramo do 
suelo (Barkay y Schaefer 2001) 

" Metilación o afquilación: adición do un radical metilo o alquilo, en general, una molécola 
" T amblén denominada volatilización 
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participan varios microorganismos, como microalgas23 y, especialmente, hongos y 

bacterias (Brierley et al. 1989; Trevors 1989; Maeda et al., 1990a; Suzuki et al. 1992; Von 

Burg y Greenwood 1995; Newman et al. 1997; lwahori et al. 2000). Es importante señalar 

que algunas metilaciones resultan en compuestos más tóxicos. 

La formación de quelatos es otro caso muy común de transformación de metales. 

Éstos son complejos en los que el metal se coordina a dos átomos donadores, resultando 

un complejo cíclico, muy estable, de baja constante de disociación, que reduce la 

toxicidad del metal libre24
• Por ejemplo, algunos compuestos extracelulares de algas 

(péptidos y ácidos orgánicos) forman anillos de quelatación con iones de Cu, que les 

permite crecer aún en presencia de elevadas concentraciones de este metal alguicida 

(Fogg, 1962). 

,, 
2.4. POLIMEROS EXTRACELULARES Y METALES 

Las sustancias poliméricas ex1racelulares (SPE) representan del 50 al 90% del total de 

la MO de las biopelículas y consisten en polisacáridos, proteínas, polipéptidos, ácidos 

nucleicos, (fosfo)lípidos y otras moléculas orgánicas formadas por polimerización, que 

presentan sustitutos orgánicos (acetílicos, succínicos, pirúvicos y otros) e inorgánicos 

(p.e. sulfatos) (Nalewajko 1977; Kotrba el al. 1999; Wingender et al. 1999). Las SPE 

varían en su composición, pero siempre se trata de macromoléculas polianlónlcas, 

solubles en agua o disueltas en soluciones salinas que se unen a membrana celular 

mediante enlaces covalentes, establecidos con polímeros de superficie celular. 

Las funciones que juegan las SPE en las biopelículas son diversas y de vital 

importancia para la estructura de la misma, ya que conforman una matriz adhesiva que 

permite la adhesión de la biopelícula al sustrato o colonización, posibilitan la asociación 

celular contribuyendo a la formación de colonias y agregados celulares, incrementa la 

posibilidad de acceder a nutrientes, aseguran un alto grado de hidratación en la vecindad 

inmediata de las células, protegiéndolas en condiciones de sequedad, representan una 

barrera funcional que protege de los valores ex1remos de pH, temperatura, desecación, 

congelación y de depredadores, entre otros (sensu Sutherland 1999; Wlngender et al. 

1 999; Wolfaardt et al. 1999; Percival et al. 2000). 

" Por ejemplo, la metilec16n do As por le microalge Ch/ore/la vulgans 
" Ejemplos do estos anillos son la clorollla con Mg como ion central y la hemoglobina con Fe 
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En especies tolerantes a tóxicos, la secreción de SPE representa una barrera funcional 

que reduce la asimilación de blocidas, antibióticos, anticuerpos y cationes tóxicos, cual 

si capas orgánicas que atrapan y retienen los elementos tóxicos (bioadsorción). De 

hecho, algunas SPE actúan como agentes quelantantes (Stokes 1983), por lo que son 

aprovechados para remover metales pesados de ambientes acuáticos, mediante biomasa 

viva o muerta de bacterias, hongos y algas (Brierley et al. 1989; Hughes y Poole 1989; 

Maeda et al. 1990b; Morgan y Stumm 1995; Olson y Panigrahi 1995). 

La bioadsorción de cationes metálicos en SPE involucra reacciones de intercambio 

iónico, dada la elevada cantidad de grupos funcionales cargados negativamente 

(Sutherland 1984), representados por grupos fosfóricos (fosfodiésteres), carboxílicos 

(carbohidratos ácidos, proteínas), sulfhídricos (proteínas) e hidroxílicos (carbohidratos) 

(Sutherland 1984; Kaplan et al. 1987). La adsorción es una fase rápida, reversible y 

mediada por mecanismos electroestáticos, no energéticos, que depende de la 

selectividad entre el ión metálico y el ligante, que a su vez está subordinada a: 

concentración del metal, síntesis, liberación y disponibilidad del ligante: 25
, presencia de 

otros iones, cantidad de MO y de microorganismos, factores estéricos y ciertas 

características del medio, como pH y potencial rédox (Kapian et al. 1987; Crist el al. 

1981). 

2.5. BIOPELÍCULAS Y BIOMINERALIZACIÓN 

Algunos procesos de mineralización son, en esencia, procesos biológicos 

(biomineralización), que sólo se llevan a cabo en presencia de microorganismos (Parmar 

et al. 2000). La biomineralización se refiere a Ja formación de precipitados metálicos 

insolubles por interacción microbiana con productos metabólicos de microorganismos y 

sulfuros, hidróxidos, fosfatos y carbonatos, favoreciendo la formación de minerales y las 

dinámicas geoquímicas (Beveridge 1989; Podda et al. 2000; Barkay y Schaefer 2001 ). 

Para explicar este proceso, que mejor que recurrir al trabajo de Phoenix et al. (2000), 

elegante e inteligible, como un ejemplo del papel de los microorganismos en la 

mineralización. El objeto de estudio de los investigadores fue la cianoprocarionte 

filamentosa Calothrix sp., aislada de aguas termales en Krisuvik, Islandia. Se incubó a 

Calothrix en una solución de Si02 y en una solución de Fe-Si02 por 12 días, al cabo de 

los cuales se había desarrollado una costra de Si02 de 5 y de 1 O .Llm de espesor. 

,. Que, a su vez, depende dol estado fisiológico dol microoryanismo 
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La siliclficaclón sucede principalmente en la cara externa de la vaina celular y en las 

SPE. La mineralización resultó de la unión de coloides de Si02 , previamente formados. 

Phoenix y colaboradores notaron que la biomineralización extracelular en SPE y vaina 

prevenía el ingreso de Fe al citoplasma y la mineralización de la pared celular y 

citoplasma, sin limitar afectar a Calothrix sp., que continuaba fotosintéticamente activa. 

Procesos similares de blomineralización en el contorno celular se han documentado en 

algas clorofilas filamentosas de aguas ácidas (Lawrence et al. 1998). 

' 
• Coloide de 6'02 

'-Vaina } 

c .. 1u1ar. 

¡' f-----; 

•• 
Medio Extracelular 

Zona Externa: pH; 7-9. Si02 coloidol. pricip0ilmente. Coloides que 
se unen D la superficie de la vaina celular de Calotrhrix sp 

Figura 2.2. Descripción del proceso de mineralización de la superficie externa de la vaina celular de 
Calothrix sp. sensu Phoenix el al. (2000): La producción de iones OH. en la fotosíntesis alcaliniza 
moderadamente el medio exterior (7-9). En este intervalo de pH, el Si~ adyacente predomina 
como coloide, que se une electrostáticamente a la superficie externa de la vaina, sin ingresar a 
matriz. En la interfase matriz-zona externa de la pared celular, el pH asciende a 10. A este pH, se 
incrementan las formas solubles y los monómeros de SIOz, que no tienden a unirse a la superficie 
orgánica. pH externo: 7-9 

La biomineralización sucede en la superficie celular y en SPE, tanto en 

microorganismos heterótrofos (Beveridge y Murray 1980), como autótrofos (Podda et al. 

2000), sin que se afecte la actividad metabólica de los microorganismos (Phoenix et al. 

2000). Por el contrario, se ha constatado que la presencia de minerales hidróxido

metállcos (Cr, Fe, Mn y Al) en tomo las células algales, reducen la toxicidad de ciertos 

metales (Stauber y Florence 1987; Lawrence et al. 1998; Admlraal el al. 1999; Wilson et 

al. 2001). Stauber y Florence (1987), por ejemplo, afirman que el efecto tóxico del Cu en 
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la diatomea Nitzschia c/osterium, disminuye en presencia de hidróxidos metálicos de 

metales trlvalentes como Mn, Fe, Cr y Al o divalentes como Mn y Ca, al formarse una 

capa extraceluar de minerales que adsorbe Cu antes de que éste pueda ingresar al 

citoplasma. Lawrence el al. (1998). Phoenix et al. (2000) y Sabater et al. (2000) 

argumentan que la biomineralización permite generar una reserva de nutrientes 

fácilmente intercambiables, mitigar los efectos de las radiaciones fotoinhibitorias, evitar la 

desecación, dado el carácter coloidal de los precipitados, y proteger a los 

microorganismos de tóxicos y predadores. 

2.6. DESECHOS MINEROS Y MICROORGANISMOS 

Dado que ciertas especies de algas y bacterias han sido reconocidas por su tolerancia 

a elevadas concentraciones de metales y por su capacidad de adsorberlos, se ha 

propuesto reiteradamente su empleo como indicadores biológicos de metales (Keeney et 

al. 1976) y para el tratamiento de ambientes afectados por tales elementos (Beveridge y 

Murray 1976 y 1980; Darnall et al. 1986; Bradshaw y Chadwick 1980; Bender et al. 1994; 

Kotrba el al. 1999; Sosa com. pers.). De hecho, cianoprocariontes y algas han sido 

empleados de manera comercial para remover metales de efluentes mineros (Badell y 

Darnall 1990; Vymazal 1990). 

En los últimos años se han intensificado los trabajos sobre microorganismos de 

desechos mineros. John (1993) examinó la composición de poblaciones de diatomeas en 

lagos en los que se descargaban tales residuos. En aguas contaminadas por desechos 

mineros, Podda et al. (2000) observaron el desarrollo de Scytonema sp. 

(cianoprocarionte) y Ch/ore/la sp. (clorofila) y Takamura et al. (1989) reportan seis 

especies de Chlorococcales (clorofitas) que califican de tolerantes a Cu, Cd y Zn, 

mientras que Cladophora sp. (clorofila) ha sido observada en desechos mineros (Nord y 

Wixon 1979). Finalmente, Babich y Stotzky (1985) comentan que tan solo 63 grupos 

taxonómicos de algas bentónicas, han sido reportadas en cuerpos de agua cercanos a 

zonas de desechos mineros. Así mismo, ciertas especies de bacterias, como 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp., Bacil/us cerus, Bacil/us spp., y de hongos 

como Aspergil/us sp., Aspergillus niger, Penici/lium sp., han sido documentadas como 

residentes de zonas afectadas por desechos mineros (Babich y Stotzky 1985; Chappell y 

Craw2002). 
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Los estudios de algas residentes en desechos mineros de Guanajuato tienen sus 

antecedentes en Jos estudios desarrollados por Rodríguez et al. (1997) y Ramos-Arroyo 

(1993), quienes verifican Ja presencia de algas en desechos y reconocen su potencial de 

eventual uso biotecnológico, para el tratamiento de zonas afectadas por desechos 

mineros. Esto último ha motivado a diversos grupos de investigación para conocer Jos 

microorganismos residentes o asociados a diversos jales. Los resultados indican que 

microorganismos tales como cianoprocariontes, clorofilas y diatomeas, hongos 

deuteromicetos como Cryptococcus, Penicillium y Fusarium, hongos zigomicetos como 

R/Jizopus y Mucor, asi como diversas bacterias, son residentes comunes en desechos 

mineros de Guanajuato (Ramos-Arroyo 1993; Garcia-Meza et al. 1995; Rodríguez et al. 

1997; Garcia-Meza 1997 y 1999; Cano-Canchola com. pers.; Sosa-Luna com. pers.). 
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3.1. ZONA DE ESTUDIO 

El Distrito Minero de Guanajuato (Fig. 3.1), a 350 km NE de la Ciudad de México, es 

una Importante comarca que ocupa 2200 km2 dentro de la provincia fisiográfica de la 

Mesa Central en la Sierra de Guanajuato. La Sierra de Guanajuato es una estructura 

anticlinal de 100 km de largo, 20 km de ancho, con tendencia noroeste. El Distrito 

representa la zona central del cinturón de mineralización, poli-metálico (Ag-Pb-Zn), que 

corre paralelo at flanco este de la Sierra Madre Occidental, desde Taxco (México centro

sur) pasando por Guanajuato (México central), hasta Santa Bárbara, Chihuahua (norte de 

México) (Carrilio-Chávez et al. 2003b). El Distrito de Guanajuato es famoso por la 

presencia de yacimientos minerales tipo vetas, tales como "La Luz", "Veta de la Sierra" y, 

la más extensa, "La Veta Madre", cada sistema con diferente mineralogía, que tienen un 

origen común: los fluidos mineralizantes que precipitaron minerales de ganga tales como 

cuarzo, calcita y feldespatos y sulfuros como pirita (FeS,), calcopirita (CuFeS,), 

esfaerelita ((Zn,Fe)S), galena (PbS) y cinabrio (HgS), principalmente (Ramos 1991; 

Ramos-Arroyo y Siebe 1998). 

A 4 kilómetros al norte de la Ciudad de Guanajuato, cabecera municipal y capital del 

estado de Guanajuato (21º01'-21º14' N y 101º15'-101º26' O, 2008 msnm), se localiza el 

depósito de desechos mineros de Valenciana, en la zona baja de la Sierra de Guanajuato, 

con una altitud promedio de 2100 msnm (Fig. 3.1 ). Para llegar a estos depósitos, se toma 

la primera brecha descendente sobre el km 4 de la carretera No. 110, Guanajuato

Dolores Hidalgo. Tales jales deben su nombre a su ubicación, cercanos a la mina y al 

poblado de La Valenciana. 

El sistema de jales de Valenciana se integra por tres presas, dos continuas (presas 1 y 

2) y una escalonada (presa 3), dada la accidentada topografía de la zona (Fig. 3.2). Cada 

presa representa un episodio de acumulación: conforme la presa en uso llegaba a sus 

límites de relleno, se iniciaba la adecuación del terreno para establecer la nueva, 

colindante con la anterior. El sistema de presas de jales de Valenciana representa 20 

millones de toneladas, cubriendo un área de 4.5 km2 de 1 O a 15 m de profundidad, con 

remanentes generados por el beneficio por flotación de minerales de diversas minas de la 

zona: Valenciana, Cata, Rayas, San Vicente, Sirio y San Ignacio, ubicadas las 5 primeras 

sobre la Veta Madre y, las dos últimas, sobre la Veta La Luz Todas son explotadas por la 

Sociedad Cooperativa Minero-Metalúrgica Santa Fe de Guanajuato. Dicha compañía 
. . .. . 
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procesa cerca de 750 ton/día de mineral por flotación (Carrillo-Chávez et al. 2003b), lo 

que se traduce en, por lo menos, 710 ton/día de desechos (considerando el 95% de 

residuos obtenidos por cada tonelada de mineral procesado). 

Figura 3.1. Municipio de Guanajuato. V: Ubicación de las presas de jales Valenciana (Comisión de 
Estudios del Territorio Nacional, Cartas de uso de Suelo, mapa F14-C-43. Escala 1:50 000) 
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Figura 3.2. Sistema de presas de jales de Valenciana (Escala 1: 5000) 

Según Ramos (1991 ), en las vetas mencionadas predominan cuarzos y 

aluminosilicatos diversos, así como elevados porcentajes de calcita: 10 a 25% en la Veta 

La Luz y 10% en la Veta Madre. 

La presa número tres fue la elegida para el presente trabajo (Fig. 3.3), por ser la más 

reciente, en desuso desde 1997. La presa de jales bajo estudio es un confinamiento de 

0.5 ha, bordeado por una cortina de concreto al extremo norte, un declive (barranco) 

hacia el sur y laderas montañosas al este y oeste; estas últimas aportan al desecho 

fracciones de rocas, partículas del suelo, restos orgánicos e, incluso, determinan la 

presencia de algunas especies vegetales tolerantes. Una característica particular de la 

presa seleccionada es que, una vez vertidos los desechos del beneficio quedó una 

acumulación de arenas cerca del punto de vaciado en el sur y arcillas hacia los extremos 

noreste, norte y noroeste. que migraron al permanecer en suspensión y por efecto del 

gradiente topográfico (Ramos-Arroyo y Siebe 1998). Durante la estación de lluvias, 

pequeños charcos o cuerpos de agua se forman sobre la superficie. 
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Figura 3.3. Presa de jales recientes de Valenciana 

En el municipio de Guanajuato se distinguen dos tipos de clima: templado subhúmedo 

con lluvias en verano y lluvias aisladas en invierno en las zonas de mayor altitud y, en las 

regiones más bajas, semicálido, subhúmedo con lluvias esporádicas en invierno y más 

regulares durante el verano (Fig. 3.4). La temperatura media anual es de 17.9ºC, con 

máximas en verano de 30ºC y mínimas en invierno de -3ºC. La precipitación media anual 

varía entre 659 y 691 mm. Los vientos dominantes poseen una dirección este noroeste y 

velocidad media anual de 4.6 rn/seg, que tiende a intensificarse durante los primeros 

meses del año (INEGI 1993). 

El sistema de jales Valenciana se localiza en una zona intermedia entre las partes 

bajas y altas del municipio' y el sustrato está sometido a fluctuaciones bruscas de 

1 La altura máxima promedio do las elevaciones en el Municipio de Guanajuato so estima en 2400 msnm 
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temperatura, dada la ausencia de plantas u otros elementos de sombra y la intensa 

radiación solar durante el día, particularmente en estaciones secas, de otoño a primavera. 

Finalmente, cabe decir que en el Distrito los suelos presentan estructuras blocosas, de 

consistencia friable (disgregable) a muy firme y la textura varía de franco-arenosa a 

arcillo-limosa (Guiza 1949; INEGI 1993; Ramos-Arroyo com pers.). 

Figura 3.4. Principales climas del Municipio de Guanajuato (INEGI, 
1993; Escala 1: 1 000 000) 

3.2. COLECTA DEL JAL 

Se realizó una primera visita al depósito de jales de Valenciana el 18 de septiembre de 

1999, con la finalidad de seleccionar el método y sitio de muestreo. Se reconoció la 

heterogeneidad del jal en te;.1ura al tacto, color, grado de humedad. Esta heterogeneidad 

es consecuencia de los episodios de relleno durante las diferentes épocas del año y la 

periodicidad, la inclinación del terreno, los elementos que colindan al jalero y, muy 

particularmente, las características de procedencia y composición del material procesado. 

La colecta del material se realizó en noviembre 4 de 1999, de la siguiente manera: en la 

parte centro-proximal de la presa se escogieron 1 O puntos de colecta en torno a un 

círculo de 15 m de diámetro; en cada punto se tomaron muestras superficiales, de hasta 
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.1Cm de profundidad. Todas las submuestras fueron reunidas y mezcladas, para obtener 

una única y homogénea, la muestra final se distribuyó en bolsas de polietileno, para su 

manipulación. De la misma forma, se colectó suelo control de la zona (Fig. 3.5). 

Se eligió el sitio de muestreo por poseer características tales como mayor proporción 

de arcillas, de textura más fina y con mayor proporción de carbonatos en el lado opuesto 

al punto de vaciado. Así mismo, la colecta en la parte central aseguró la ausencia de 

elementos contaminantes de laderas cercanas, como rocas y materia orgánica. 

La elección del método de colecta se realizaron bajo la asesoría del Dr. Y. René 

Ramos (Instituto de Geología, UNAM). Se buscó colectar un número adecuado de 

muestras y que cada una fuese representativa, al ser tomada a intervalos regulares. 

Además, este método de colecta permitió obtener una estimación válida de la media de 

las propiedades del sustrato y reducir el efecto de la varianza en una matriz heterogénea, 

a partir de un solo análisis (Dick et al. 1996). Se realizó una sola colecta pues no se 

requerían análisis temporales . ... ..,. 
.10• ..,. -3 

B m ... 
ª• - ... ·::::::::::• Áre& do colect• 

. .r -Puntes de colect& 

.... (jd de superficie) 

IB •1+•2+ ....... +•10= -WUCA 1 
. homog6na.a 

Figura 3.5. Método de colecta de submuestras superficiales del jal Valenciana reciente 
(A) y mezcla de las mismas para obtener una muestra única (B) 

3.3. EXPERIMENTACIÓN 

3.3.1. CARACTERIZACIÓN DE MUESTRAS DE JAL ANTES DE LOS BIOENSAYOS 

Anál/sls flslcoquímlcos 

Se obtuvo el porcentaje de los óxidos de elementos mayoritarios, Si, Al, Fe, Ca, Mg, 

Na y K, por fusión de la muestra con metaborato de litio y ácido bórico a 950ºC, se 

determinó la concentración de los elementos indicados por espectrofotometría de 

absorción atómica (EAA) y se calculó el porcentaje de los óxidos según las relaciones 

estequlométricas correspondientes (Ramos 1991 ). Se realizó un análisis semlcuantitativo 
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de los principales minerales no amorfos por difracción de rayos X (DRX) (Difractómetro 

SIEMENS D-500; ver Apéndice A 1 ). La matriz de comparación para la DRX consistió en 

datos previamente obtenidos de muestras originales de residuos mineros generados por 

la Sociedad Cooperativa Minero Metalúrgica Santa Fé de Guanajuato, la cual tiene la 

siguiente composición por DRX: cuarzo (58%), ortoclasa (11%), albinita (10%), calcita 

(7%), clorita (2%), caolinita (1%), pirita (2%), hematita (<1%) (sensu Ramos 1991 y 

Ramos com. pers.). Se estableció la reconstrucción mineralógica con los datos obtenidos 

de los análisis anteriores, así como de la ecuación balanceada de la reacción de 

oxidación total de cada uno de los minerales detectados (Apéndice A 1. Sensu Ramos 

1991). 

Los análisis anteriores se realizaron en los laboratorios del Centro de Investigación en 

Química Inorgánica (CIQI) de la Facultad de Química, Universidad de Guanajuato, bajo la 

dirección de la Dra. Esthela Ramos, la asesoría de la M. en C. Carmen Sandoval. 

Particularmente, la DRX para el análisis de componentes cristalinos de las muestras del 

desecho minero, fue desarrollado por la M. en C. Yolanda Gallaga, responsable de la 

DRX del CIQI, siguiendo los protocolos establecidos en el mismo. 

Se determinaron textura, utilizando un hidrómetro por el método de Bouyoucos (in 

Black 1965), color, densidad aparente, densidad real, porosidad, pH y conductividad 

eléctrica (Ce) según Richards (1974), capacidad de intercambio catiónico (CIC) (Bower 

1952; adecuado para EAA por Sandoval com. pers.), porcentaje de materia orgánica 

(MO) mediante pérdida de peso por calcinación a 400ºC y por titulación (Waikley 1974); P 

total según Chapman y Pratt (1961 ), presencia de carbonatos por efervescencia con 

ácido, porcentaje de carbonatos alcalino-térreos por titulación (Richard 1974). Las 

determinaciones de densidad, porosidad, pH, Ce, CIC, contenido de carbonatos y 

contenido MO, se realizaron en los laboratorios del CIQI de la Universidad de Guanajuato. 

El análisis elemental y la determinación de fósforo se llevaron a cabo en las instalaciones 

del PIQAyQA de la Facultad de Química, UNAM. 

Se realizó un análisis semicuantitativo de elementos metálicos extraídos con HNO" al 

50%, por espectrometria de plasma masa inductivamente acopiados (ICP-MS). 

Empleando reactivos específicos como agentes para la extracción, se determina la 

proporción de las fases en las que puede encontrarse un metal: en solución, formas 

TPC'TC' rr?.r 
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Intercambiables', formas precipitadas3
, como parte de minerales o en la blofase). De esta 

manera, se cuantificó por EAA la concentración de Cr, Ni, Cu, Zn, Cd y Pb extraídos con 

HN03+HCI, con HN03 1: 1, metales biodisponibles extraídos con ácido 

etilendiaminotetracético (EDTA) O.OS M, pH 7, extraídos con CH3COOH y solubles en 

agua (Page et al. 1982; Archer y Hodgson 1987). La determinación de los metales 

señalados por EAA fue realizada por el lng. Ciro Márquez, en el Departamento de 

Metalurgia de la Facultad de Química, UNAM. 

Asimismo, se determinó la concentración de 9Be, 47Ti, 51 V, 52Cr, 53Cr, 55Mn, 57Fe, 59Co, 
60Ni, 63Cu, 66Zn, 75As, 82Se, 97Mo, 114Cd, 121 Sb, 205r1 y 200Pb mediante ICP·MS de cada 

fracción obtenida por extracción secuencial, según el esquema de Tessier et al. (1979) y 

modificado por Li el al. (1995). Las fracciones fueron: (i) intercambiable, (ii) unida a 

carbonatos y específicamente adsorbida, (iii) unida a óxido de Fe y Mn, (iv) unida a MO y 

sulfuros, y (v) residual, correspondiente a las formas presentes en estructuras cristalinas 

de minerales primarios y secundarios, que representa los metales presentes en 

estructuras internas de minerales. La suma de estas cinco fracciones se consideró la 

concentración total de cada elemento. Los detalles del proceso de extracciones 

secuenciales se detalla en el Apéndice A3.1. y en Li et al. (1995). El espectrofotómetro 

ICP·MS (PQ3 VG·Elemental), fue empleado para el análisis de las tracciones extraídas 

secuencialmente. Los análisis fueron hechos por duplicado. 

La extracción secuencial de las muestras se realizó en el PIQAyQA de la Facultad de 

Química, UNAM. La cuantificación de metales por ICP·MS se realizó en el Laboratorio de 

Geoquímlca de la Universidad de Wyoming bajo la dirección del Dr. Alejandro Carrillo

Chávez, del Centro de Geociencias, UNAM (CampusJuriquilla). 

Todas las técnicas analíticas mencionadas se describen en el Apéndice A3.1. 

Inducción de la expresión de micros/gas 

Se preparó 1 litro de medio basal Bold (MBB, sensu Nicholson y Bold, 1965 in: Stein, 

1973. Apéndice A3.2) en agar al 2% y se repartió en cajas de Petri esterilizadas. En cada 

caja se espolvoreó 1 g del jal. Se partió de un lote de 10 cajas, que fueron colocadas en 

un cuarto a temperatura controlada entre 20·25ºC y sometidos a fotoperíodos de 16/8 hrs. 

Después de 15 días se observaron los primeros crecimientos visibles de algas y hacia la 

tercera semana se inició la identificación de las especies. Una vez concluida la 

z Unidos a sitios de erclllas, matena orgánica, complejos quolados 
3 En carbonatos, sulfuros, hidróxidos u otros 
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observación, las poblaciones de las especies identificadas se resembraron en matraces 

Erlenmeyer con MBB-sin EDTA4
, para su posterior difusión en los bioenyasos (BioE) 

experimentales. 

El trabajo previamente descrito se llevó a cabo en el Laboratorio de Ficología de la 

Facultad de Ciencias, UNAM, bajo la asesoría del Dr. Eberto Novelo. 

3.3.2 BIOENSAYOS 

En diez celdas de acrílico de 24 cm de altura, 20.5 cm de ancho y 40 cm de largo (Fig. 

3.6) se vertió jal hasta obtener una capa de 5 cm de altura, para un volumen total de 

aproximadamente 4000 cm3
• 

Las celdas fueron colocadas en un cuarto a temperatura controlada (26±2ºC) y 

adecuando un sistema de iluminación con lámparas de luz de día (15 watts) sobre cada 

una, con fotoperíodos de 14/10 horas. 

Ocho celdas se emplearon para el desarrollo experimental (cuatro tratamientos por 

duplicado) y dos controles, como se indica a continuación: 

BloE T1 BloET2 BloET3 BloET4 CONTROL 
jal + jal + jal estéril + jal estéril + jal estéril 

fotoautótrofos + fotoautótrofos + fotoautótrofos agua (sin 
agua corriente agua residual (sin agua) corriente fotoautótrofos 

esterilizada sintética esterilizada 
sin ~aual 

Los tratamientos anteriores se eligieron con el objetivo de probar si el o los factores 

limitantes para el desarrollo de la microbiota eran el agua o los compuestos orgánicos 

disueltos en ella. 

El agua residual sintética se preparó manteniendo una proporción 15:1 :0.1 de C:N:P y 

ajustando a un valor de pH de 7 con HCI 0.1 N o NaOH 0.1 N, según el caso (Apéndice 

A3.4). Se diseminaron los microorganismos fotótrofos aislados previamente en los lotes 

que los incluían asperjando las poblaciones contenidas en MBB líquido sin EDTA. 

'La presencia de EDTA y Fe disminuye el eleclo lóxicoa melales (ver 3.3.4) 
~ .fo ,.... • • ·"' • 
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Los BioE se sostuvieron por un período de cinco meses, durante los que se regaron 

con 100-200 ml del agua correspondiente, primero diario y después de tres meses, cada 

segundo día. Se midió el área cubierta por las biopelículas sobre la superficie del jal una 

vez por semana, en los lotes con crecimienlos visibles. 

Al adicionar agua a cada uno de Jos BioE que Ja incluían como parte del tratamiento, 

se advirtió que ésta drenaba con mayor rapidez en las celdas sin biopelfculas. Por ello, se 

decidió evaluar si Ja presencia de microorganismos retardaba la infiltración del agua 

adicionada, empleando un dispositivo como el de Ja Figura 3.7. El experimento se realizó 

por triplicado. 

De manera paralela, se inició el asilamlento y la identificación de bacterias, algas y, al 

constatar su presencia, de hongos y levaduras. La identificación de los microorganismos 

se realizó tomando muestras superficiales, particularmente de las zonas que presentaban 

crecimientos visibles._----:::-::=.::;--;;:;í~:T-"--
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~;:;¡iZ~E~;:;:Jr-----Super!icie porosa 
(papel fil~o) 

Figura 3.7. Dispositivo empleado para evaluar la velocidad de drenado 
en muestras del jal con y sin blopelículas. Las muestras del jal se 
colocan sobre la superficie porosa (papel filtro Wathmann). El agua 
adicionada (cantidad total conocida, mi), es recuperada en un matraz, 
mientras se mide el tiempo de drenado 

Identificación de c/anoprocar/ontes y mlcroa/gas 

Se realizaron observaciones directas y periódicas en microscopio de contraste de fase 

a 1 OOOX, integrando la descripción, el dibujo y las mediciones morfométricas pertinentes 

para cada ejemplar. Las observaciones se hicieron sobre material vivo. La determinación 

de las especies se realizó bajo la asesoría del Dr. Novelo, del Laboratorio de Ficologfa de 

la Facultad de Ciencias de la UNAM y con ayuda de claves y descripciones 

especializadas (Desikachary 1959; Komárek y Fott 1983; Prescott et al. 1981; 

Anagnostidis y Komárek 1988; Bourrelly 1970; Bourrelly1972; Etti y Giirtner 1988; 

Krammer y Lange-Bertalot 1991a, 1991b; Novelo 1998). No se trabajaron sinonimias. La 

información referente a ambientes, formas de vida y distribución fue extraída 

directamente de la literatura citada y ampliada con la base de datos para algas 

dulceacufcolas, mantenida por Novelo (1998). 
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Identificación de bacterias 

Para la identificación de bacterias aerobias, se tomaron muestras superficiales (O a 2 

cm de profundidad) de aproximadamente 1 g del jal de los BioE; cada muestra fue 

colocada en un tubo de ensaye con caldo de caselna y soya (Caldo Casoy) y se incubó 

durante 24 horas a 35ºC. Una vez que los crecimientos bacterianos fueron evidentes, se 

tomó de cada tubo una muestra del liquido mediante una pipeta Pasteur y se vertió sobre 

medio fenil-etanol agar (FEA), en medio sólido de gelosa y sangre (Gel-S) y en medio 

sólido McCoonkey (Me) y se incubaron por 24 horas a 35ºC. De las cajas con 

crecimientos bacterianos, se tomaron muestras de las colonias presentes, iniciándose la 

segregación de las cepas para la obtención de cultivos puros (monoespecíficos), 

registrando el medio en el que cada colonia se desarrolló (FEA, Gel-S ó Me). En esta 

etapa del trabajo, se realizaron tinciones Gram cada vez que fue necesario, con la 

finalidad de discernir entre las bacterias Gram positivas de las negativas, así como para 

verificar la pureza de las colonias. La separación final de las cepas se realizó utilizando 

medio cerebro-corazón (BHI, siglas en inglés); las cepas bacilares Gram negativas fueron 

segregadas en medio agar Tergitol-7. Una vez obtenidos los monocultivos o cultivos 

puros, se realizaron los siguientes análisis de rutina, con el objetivo de decidir el tipo de 

estudios bioqulmicos posteriores: Tinción Gram, ensayos para catalasa, oxidasa, nitratos, 

citrato de Simmons, ureasa, oxidación/fermentación de glucosa, SIM5
, Klieger y Voges

Proksauer/rojo de metilo. Con los datos obtenidos en las determinaciones preliminares, se 

decidió realizar pruebas específicas, como gelatina nutritiva, caldo nutritivo, agar-leche 

descremada, agar-almidón, agar-tiosulfato-citrato-sales biliares, crecimiento a 42ºC, 

esculina, urea, ornitina, glucosa, fructosa, xilosa, manosa, manitol, lactosa, sacarosa, 

salicina, pigmentación en agar Müller-Hinton a 37 y 42ºC; asl como pruebas derivadas de 

APl-STAPH, específico para estafilococos, y APl-20E, para bacilos Gram negativos, entre 

otras (Apéndice A3.2). 

La identificación de bacterias anaerobias inició con la toma de aproximadamente 1 g 

de muestras superficiales del jal; cada muestra se vertió en la parte más profunda de un 

tubo de ensaye con medio de tioglicolato semisólido. Se colocaron los tubos en las jarras 

de incubación para bacterias anaerobias y se incubaron durante 48 horas a 35ºC. 

Después, se tomó una muestra de los crecimientos con una pipeta Pasteur que se vertió 

sobre medio FEA, en medio sólido Gel-S y en medio sólido MC; se repitió la técnica de 

'Para diferenciar enterobactenas. Esta prueba indica movilidad IMI initot 11) y presencia de écido sulfhídrico, H,S IS) 
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incubación para bacterias anaerobias. Finalmente, las colonias desarrolladas se 

resembraron, iniciando así la segregación de las cepas para la obtención de cultivos 

monoespecíficos o puros en medio BHl-agar y con ayuda de la técnica de Unción Gram. 

Las cepas puras fueron observadas para determinar respuesta a la Unción Gram y posible 

formación de exo o endoesporas. Asimismo, se realizaron las pruebas del RAPID-ID32A y 

la de catalasa, empleando los medios y los métodos de cultivo específico para bacterias 

anaerobias (Apéndice A3.2). 

El aislamiento de bacterias y las pruebas bioquímicas para su identificación se 

realizaron en el Cepario de la Facultad de Química, UNAM, bajo la dirección del Biol. 

Luciano Hernández y el apoyo de la Tec. Lab. Laura Ramírez-Mauricio. 

Identificación de hongos y levaduras 

Se vertió 1 g de jal en 10 mL de medio líquido Sabouraud específico para hongos y 

levaduras, contenido en tubos de ensaye. Los tubos inoculados fueron colocados en la 

incubadora a 21 ºC durante 3-5 días, al cabo de los cuales se inició la separación de las 

colonias de hongos y levaduras presentes, usando cajas Petri con medio agar-Sabouraud 

(Apéndice A3.2). La identificación de los hongos se realizó mediante observación directa 

al microscopio óptico (400X y 1 OOOX), empleando el colorante azul de lactofenol o azul 

de algodón para resaltar las estructuras vegetativas y reproductoras, así como las 

técnicas de microcultivo con medio Czapek. Las características generales de la colonia, 

de las hilas y de las estructuras reproductoras, fueron consideradas para determinar los 

géneros. 

La identificación de las levaduras se elaboró registrando las características 

macroscópicas y microscópicas de las cepas desarrolladas en agar Sabouraud, usando el 

colorante cristal violeta (1000X, microscopio óptico). Aunado a lo anterior, se llevaron a 

cabo las siguientes pruebas bioquímicas: resiembra en medio selectivo para la 

identificación de especies del género Gandida (Sanofi-Pasteur), desarrollo de seudohifas 

en medio agar CORN, formación de ascoesporas6 resembrando las cepas en medio VB y 

en medio de agua peptonada con zanahoria (Apéndice A3.2) y empleo del APl-C20AUX 

específico para levaduras, que consiste en un conjunto de pruebas estandarizadas que 

indican la respuesta de levaduras ante diversos carbohidratos. 

• Del griego. askós: Saco. Esporas haploides que se desanollan en el inlenor de células en fonna de sacos o ascas, después de una 
división mei611ca 
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Las pruebas descritas fueron realizadas bajo la asesoría de la QFB Antonieta Silva del 

Cepario de la Facultad de Química, UNAM. La identificación final de hongos y levaduras 

fue realizada por la QFB Antonieta Silva. 

3.3.3. CARACTERIZACIÓN DE MUESTRAS DE JAL DESPUÉS DE LOS BioE 

Una vez finalizados los BioE, la muestra de jal de cada celda fue recolectada en bolsas 

de plástico. Las muestras del jal y los frascos con los lixiviados recuperados durante los 

BioE con riego se almacenaron a -4ºC para los análisis posteriores. 

Se repitieron algunos de los análisis realizados antes de los BioE: color, textura, 

densidad real y aparente, porosidad, pH, CIC, por ciento de MO y carbonatos, así como 

Incluyendo la concentración de 98e, 47Ti, 51 V, 52Cr, 53Cr, 55Mn, 57Fe, 59Co, 60Ni, 63Cu, 66Zn, 
75As, 82Se, 97Mo, 114Cd, 121 Sb, 205T1 y 208Pb, en las diferentes fracciones obtenidas mediante 

extracción secuencial (ver apartado 3.3.1) empleando el ICP-MS. Se obtuvo el porcentaje 

de biodisponibilidad de los metales considerando la concentración total y las fracciones 

intercambiables (Apéndice A3). 

Finalmente, se determinó la concentración de metales solubles en lixiviados generados 

en los BioE irrigados, por lectura directa de muestras acidificadas con HN03 10% 

ultrapuro (García-Meza 1999) empleando el ICP-MS. 

La extracción secuencial se realizó en las instalaciones del PiOAyQA de la Facultad de 

Química, UNAM. Las determinaciones de metales por ICP·MS se realizaron en el 

Laboratorio de Geoquímica de la Universidad de Wyoming, con la dirección del Dr. 

Alejandro Carrillo-Chávez, del Centro de Geociencias, UNAM, Campus Juriquilla. 

3.3.4. ENSAYO TOXICOLÓGICO 

Montaje del experimento 

Se colectaron las biopelículas autotróficas desarrolladas en el jal de los BioE. Las 

biopelículas estaban conformados principalmente por las especies Phormidium sp. 

(Cyanoprokariota) y Chloroccocum sp. (Chlorophyceae). Las especies se identificaron por 

observaciones directas al microscopio (Olympus BH-2). Para la determinación de los 

géneros se usó la propuesta de Anagnostidis y Komárek (1988) para Cyanoprokariota, y 

la de Bourrelly (1972) en el caso de la Chlorophyceae. 

Las biopelículas fueron lavadas con agua esterilizada para eliminar las partículas del 

desecho y, posteriormente, se cultivaron en cajas de Petri con medio Wood Hola 

esterilizado (Apéndice A3.3), usando discos de vidrio como sustrato artificial 
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(superficie:1.5 cm2
). Un día antes del experimento, 105 discos de vidrio colonizados por 

biopelículas, fueron distribuidos en 21 cajas de Petri (3 réplicas por muestra y por 

tratamiento) con medio Wood Hola esterilizado sin Fe ni EDTA, ya que el EDTA tiene 

acción quelatante, formando complejos metálicos (Morris y Aussell 1973) con 

fotoperlodos de 10/14 h con luz blanca de 15 watts y a T de 25±2ºC. 

Las biopelículas fueron expuestas durante cinco dlas a CuCl2 (Tritrisol estándar de Cu) 

y ZnCl2 , (Tritrisol estándar de Zn) y a una mezcla de Cu y Zn, de acuerdo a la relación 

Cu:Zn de las fracciones biodisponibles en el jal. Las concentraciones nominales finales 

fueron O (sin adición: controles). 1 O y 100 µ M de Cu (0.635 y 6.35 mg·r', 

respectivamente), 100 y 1000 µM de Zn (6.537 y 65.37 mg·l'1 , respectivamente), 10 y 100 

µM de Cu y Zn (10 µM Zn: 0.6537 mg·l'1). 

La intensidad de luz se mantuvo constante a 48 µmol m·2s·1 (medida con un LICOR Ll-

1858) siguiendo fotoperíodos de 14/1 O luz/oscuridad. La temperatura ambiente fue fijada 

a 25±5ºC. 

Las muestras fueron tomadas en los dlas O (inicial), el dla 1 y el día 5 del experimento. 

El pH se midió en las fechas en que se tomaron las muestras, así como la concentración 

de fosfato en el medio, obtenida mediante la técnica de amonio-molibdato sensu Murphy 

y Ailey (1962). 

Concentración de metales 

Las concentraciones totales de Cu y Zn en el medio de cultivo previamente acidificado, 

en las biopelículas y en las fracciones extra e intracelulares de los polisacáridos fueron 

analizados (por triplicado) en la flama del EAA (Perkin Elmer 11 OOB) (Apéndice A3.3). 

Fracciones orgánicas de las blopelículas 

Para cada metal probado, se tomaron tres discos de vidrio a fin de extraer las 

fracciones extra- e intracelular de polisacáridos (SPE), de acuerdo a Barranguet et al. 

(2003) (Apéndice A3.3). Una vez extraídos los carbohidratos, las muestras de las 

fracciones extracelular (SPE: suma de las fracciones "difusa" y "capsular") e intracelular, 

se mantuvieron a -20• C en la oscuridad, hasta la determinación de la concentración de 

carbohidratos mediante el método fenal-sulfúrico (Dubois 1959). Cada fracción de 

carbohidratos extraída se analizó por duplicado. La intensidad del color de los complejos 

de fenal, se midieron espectrofotométricamente (Espectro Shimadzu UV-1601) a 488 nm. 

Se usaron estándares de glucosa para la calibración. 
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Se estimó la blomasa en forma de carbono orgánico total (COT) y clorofila total, 

empleando tres discos de vidrios colonizados por biopelfculas. Para el COT se usó el 

analizador TICfTOC (modal 700 C, 1.0. Analytical Corporation) y la clorofila total se 

extrajo con metanol al 100% (Apéndice A3.3). Se decidió usar el metano! como 

disolvente, pues la acetona no fue efectiva para la extracción de la clorofila de los 

cianoprocariontes. 

Determinación de la fluorescencia In vivo 

La técnica de fluorescencia mediante el Pulso de Amplitud Modulada (PAM) fue 

empleada para medir la fluorescencia de la clorofila de las células vivas de la biopelícula. 

Dicha técnica PAM provee información cualitativa y cuantitativa relativa a los procesos 

fotosintéticos en el fotosistema 11 (PSll) (Genty et al. 1989). Así, los cambios en la 

fluorescencia algal permiten determinar si hay alteraciones en la eficiencia fotosintética de 

las algas; además, permiten estimar la biomasa y evaluar el estatus fisiológico de la 

biopelfcula autofototrófica con relación a las condiciones y alteraciones de medio, tales 

como la presencia de metales tóxicos (Barranguet et al. 2000)7
• 

Los parámetros de fluorescencia usados en el presente estudio fueron: F0 , la señal de 

mínima fluorescencia en células adaptadas a la oscuridad, que fue empleada como un 

indicador indirecto de la biomasa; Fm. la señal de máxima fluorescencia en células 

adaptadas a la oscuridad, obtenida mediante un pulso de saturación. Bajo condiciones de 

luz actínica, los parámetros fueron: F., señal de fluorescencia cuando parte de los centros 

de reacción están cerrados (reducidos) y la ruta fotoqufmica está completamente 

ocupada (reducida); F'm· la intensidad de máxima fluorescencia, obtenida saturando los 

centros de reacción bajo condiciones estables. Estos parámetros permiten calcular la 

eficiencia del campo cuántico en la conversión de la energía fotosintética en el PSll 4'ii. y 

el campo cuántico máximo cp.¡, como: 

<l>u=(F'm·F,)/F'm 

<l>o=(Fm·Fo)/Fm 

' La clorofila a es el pigmento más abundante en algas; juega un papel detenninanle an la transferencia de la energfa lumfnica, 
recibida en fonna de fotones; ef folón excita un electrón, el cual es transferido a lravés del pigmento anlena hacia el centro de reacción, 
s1lio donde es donado pare que 1ngrase a la cadena de lranspo~o de electrones. Esta rufa, denominada foloqufmica, es una de las 
posibles rutas por medio de las cuales el cenlro de reacción puede perder energfa; otras rulas son la f/uorascencia y la disipación por 
calor. La ffuorascencia os la disipación do la energía del electrón en un nuevo folón do menor energla al Inicial. Este proceso parece 
ocurrir excfuSlvamente en ef folosistema lf (PSlf). La fluorascencia y la rula foloqulmica son procesos que compilen enlre sf. Los 
cambios en la lluomscencia so emplean para dolerminar cambios en la eficiencia foloqufmica y para evaluar el estado fisiológico del 
biopelfcula (Ferrero 1998) 
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Para las determinaciones, se colocó un disco de vidrio en la base de un vial de vidrio 

perfectamente limpio, con 3 mL de agua. Después de 20 min en la oscuridad, se 

obtuvieron el Fo y el <l>o. empleando el fluorómetrro PHYTO-PAM (Walz, Alemania). el cual 

permite discriminar la contribución de los tres principales grupos de organismos 

fotosintétlcos (cianoprocariontes, clorofilas y diatomeas) a la biomasa total (F0 ). El 

PHYTO-PAM posee diodos emisores de luz (LEO) que generan pulsos de luz a 470 nm 

(azul), 525 nm (verde), 640 nm (anaranjado) y 665 nm (rojo), por lo que se obtiene 

información simultánea de la fluorescencia del pigmento excitado con cuatro longitudes 

de onda diferentes, notificando sobre la contribución de varios tipos de organismos 

pigmentados a la señal total de fluorescencia (Schreiber et al. 2002). 

Después de realizar las mediciones en la oscuridad, las biopelfculas fueron expuestas 

a luz actínica durante 20 min para obtener cp11 • Se utilizó un disco de vidrio perfectamente 

limpio para hacer la corrección del sonido de fondo, Ya que el tipo de PHYTO-PAM no 

permite realizar mediciones bajo condiciones de luz actínica, se usó el Fluorómetro 

WATER-PAM (Walz 222) para calcular la eficiencia fotosintética (4>11 ) de células adaptadas 

a la luz. El WATER-PAM es más sensible que el PHYTO-PAM, pero no sirve para 

discriminar entre los grupos de organismos fotosintéticos. La iluminación actínica se hizo 

usando una fuente externa de iluminación; se aplicaron seis pulsos saturados de luz a 

intervalos de 20 s; sólo se promediaron los últimos tres pulsos para el cálculo de 4>11 

(Kromkamp et al. 1998). 

Ya que la fluorometría empleando el PAM es una técnica no destructiva, las muestras 

empleadas para el PHYTO-PAM y el WATER-PAM sirvieron para la determinación de 

clorofila total; para ello, después de realizar las mediciones, los discos fueron previamente 

congelados a -BOºC. 

Observaciones con el microscopio de láser de barrido (CLSM) 

Se realizó una reconstrucción tridimensional de las biopelfculas empleando como 

colorante para visualizar las SPE, la lactina Canavalia ensiformis (Con-A. Molecular proba 

lnc.). Las observaciones al CLSM se hicieron en el día 5 de los bioensayos toxicológicos y 

sólo para las concentraciones más altas ensayadas (Cu 100 µM, Zn 1000 µM y Cu+Zn 

100 µM). Para cada caso, se emplearon 5 discos (0.2 mm grosor) colonizado con 

biopelículas. Después de retirar el exceso de agua en cada disco, se adicionaron varias 

gotas de solución de Con-A 0.1 g·l"1
• Al cabo de 30 min de incubación a 30°C, los discos 

fueron lavados. Inmediatamente después, se examinaron los discos usando el CLSM 

T~'01c; """f\N ----, 
-· ... ' 1 f ' ,, 
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(Zelss modelo LSM 510) equipado con dos fuentes de láser: helio-neón (emisión 543 nm 

y 633 nm) y argón (488 nm). Todas las observaciones se realizaron usando aceite Plan 

Neofluar 1 OOx/1.3 NA. 

Las blopelfculas fueron barridas en 3 cortes consecutivos a intervalos de 5µm de 

profundidad, a longitudes de onda de excitación y con filtros de emisión óptimos para 

diferenciar entre los fotosintetizadores y las SPE. Los microorganismos fueron excitados 

a 633 nm y la señal emitida fue detectada empleando un filtro de 650 nm (long pass filler). 

La Con-A fue excitada a 543 nm y la señal emitida se detectó mediante un filtro de banda 

de 560-561. Parar cada imagen-z, la intensidad de señal relativa de los 3 grupos de 

cortes fue observada empleando el programa Zeiss LSM imagine browser v. 1.3.99. Los 

datos fueron corregidos para evitar señales de fondo. 

El trabajo experimental correspondiente a este apartado (3.3.4), se realizó en el 

Departamento de Ecología Acuática y Ecotoxlcología (AEE) de la Facultad de Ciencias de 

la Universidad de Ámsterdam, Países Bajos. El trabajo fue dirigido por la Dra. Chrlstiane 

Barranguet. El manejo de CLSM y la obtención de las imágenes fue realizado por Bas van 

Beusekom, del AEE. 

3.4. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Análisis estadístico 

Las diferencias significativas entre los tratamientos se probaron mediante la prueba no 

paramétrica Kruskal y Wallis, a niveles de significancia p<0.05. Los tratamientos 

pareados se evaluaron con la prueba de T'student con dos colas, también para p<0.05 

(Sokal y Rohlf 1995). 

Para conocer el nivel de asociación entre los elementos en las diferentes fracciones y 

la relación entre las fracciones para cada elemento, se calculó el índice de correlación de 

Pearson (r), que refleja la relación lineal entre un par de datos (Sokal y Rohlf 1995). 

Las pruebas estadísticas anteriores fueron hechas con el programa SPSS 10.0.5 para 

Windows (Microsoft 1999). 

Para comprobar si existían o no diferencias en la toxicidad entre dos tratamientos de 

los ensayos toxicológicos (Cu y Zn, Cu y Cu+Zn, Zn y Cu+Zn), los datos de toxicidad 

fueron fijados a un modelo logístico no linear (Haanstra et al. 1985) para de esta manera, 

comparar las curvas obtenidas, usando cp,, como indicador. Las curvas se obtuvieron con 

el programa KaleldaGraph 3.0 para Windows (KaleidaGraph 1996). 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 
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4.1. CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE LAS MUESTRAS DE JAL 

Componentes minoritarios, mayoritarios y mineralogía 

Los resultados de los análisis semicuantitativos para elementos minoritarios y 

cuantitativo de los elementos mayoritarios (<1 % y >1 % en peso seco, respectivamente), 

indican la presencia de más 30 elementos en concentraciones del orden de partes por 

millón (ppm ó mg·kg") y por billón (ppb ó µg·kg'1) (Tabla 4.1), así como 7 elementos 

mayoritarios (Na, Mg, Al, Si, K, Ca y Fe) en forma de óxidos constituyentes de restos 

minerales (Tabla 4.2), algunos de los cuales se detectaron por difracción de rayos X 

(DRX) (Tabla 4.3. Ver Apéndice A 1.1 ). 

Tabla 4.1. Componentes minoritarios detectados en la muestra superficial del jal 
Valenciana 
~n ·k ., ~~Be, B, TI, V, Gr, Mn, Fe, Co, NI, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Cd, Ba, Hg, Sb, TI, Pb y 

En Se, Ga, Ge, Br, Pd, Ag, Sn, Cs, Au y 81 

·k " 

Tabla 4.2. Componentes mayoritarios (óxidos) de la muestra· 
1 IV 1 superficial de ia a anciana reciente v del suelo control 

Componente Jall%oeaol Suelo l'lW>eaol 
SI02 n.45 70.7 
Al203 5.97 13.3 
Fe20> 1.95 6.4 
Ca O 7.20 0.2 
MgO 3.13 0.7 
Na20 0.36 0.4 
K,O 3.35 2.3 
Pérdida oor calcinación 1950ºCl 5.09 5.3 

lolal 104.5 99.3 

El SI02 fue el componente presente en mayor proporción 1• Los silicatos fueron la fase 

mineralógica mayoritaria en la muestra del jal, con el predominio de aluminosilicatos 

(cuarzo, ortoclasa y plagioclasa) y un considerable porcentaje de arcillas (caoiinita y 

clorita), que juntos suman el 83.4%. El resto del jal lo conforman carbonatos (calcita y 

magnesita), sulfatos (yeso) y óxido de Fe o hematita (Tabla 4.3). 

1 Después del oxigeno el Si es ol olemenlo mas abundante en la liloslera y en práclicamenle cualquier tipo de suelo y roca, pues se 
!rala de un mineral eX!remadamenle resistente al lnlompensmo (Bomemlsza 1982). ---------------, 
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Tabla 4.3. Reconstrucción mineralógica de la muestra 
su erficial del ·a1 Valenciana reciente suelo control 

JAL VALENCIANA SUELO 

Cuarzo, SiO, 57.0% Cuarzo 45.8% 

Ortoclasa, KAISiJOo 16.0% Caolinila 29.9% 

Calcita, eaco, 8.3% Ortoclasa t3.6% 

Caolinila, AJ,Si>Os(OH)• 5.6% Hematita 6.4% 

Yeso, CaSQ,.2H20 3.2% Plagioclasa 3.4% 

Magnesila, MgCO, 3.1% Clorila 1.4% 

Plagioclasa, NaAISbO. 2.5% Yeso 0.6% 

Clorila, MgsAl(SbAl)0100Ha 2.3% Magnesita 0.2% 

Hematita, F02Q, 1.9% 

Sulfatos en forma iónica <1% 

Características físicas y químicas del ja/ 

En la Tabla 4.4 se observa que el jal Valenciana reciente posee una coloración de gris 

claro a gris olivo claro, así como un bajo contenido de MO (0.8%) y un alto contenido de 

carbonatos alcalino-térreos (12.80%), resultados consistentes entre sí. 

El pH registrado de 7.8, indica que el jal es un material ligeramente alcalino. 

En la tabla 4.4. se indica un bajo contenido de fósforo (P) total, valor· común en suelos 

pobres. También se indica que el jal posee una baja ere (2.7 meq·100g'1). La deficiencia 

de P y la baja ere son resultado estrechamente vinculado con el bajo contenido de MO y 

la baja proporción de arcillas2
• 

La textura franco-limosa del jal Valenciana es consecuente con el análisis mineralógico 

realizado, ya que corresponde a un sustrato con bajo contenido de arcillas como caolinita 

y clorita, y un elevado porcentaje de arenas y limos (cuarzo, plagioclasa, ortoclasa, calcita 

y magnesita). 

Los valores de densidad real (llr: 2.37 g·ml''), densidad aparente (oa: 1.34 g·ml'') y de 

porosidad (47.68%) del jal (Tabla 4.4), son propios de sustratos con textura franco-limosa. 

'Que, además, poseen bajos valores de CIC como caolinila y clorila (Tabla 4.3), minerales con baja a mediana CIC (6 a 10 y 10 a 20 
meq·100 g·•, respeclivamenl•) 
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Tabla 4.4. Algunas propiedades físicas y químicas de la 
muestra superficial del jal Valenciana reciente y suelo 
control 

Parametro Jal Suelo 
Color seco gris claro amarillo rojizo 

húmedo oris olivo claro amarillo rojo 
Arcillas f%l 6 8 
Limosf%l 52 44 
Arenas 1%1 42 48 
Texlura franco· limosa arcilla·arenosa 
Densidad real {Q·ml"'l 2.37 2.70 
Densidad aoarenle fo·ml·'l 1.24 1.24 
Porosidad f%l 47.7 54.07 

10H 7.8+-0.3 7.1 
Conduclividad eléclrica lmS·cm· 1l 1.7 0.1 
CIC {meq·100Q·1) 2.7+-0.06 17.8 
Carbonatos alcalino-térreos {%) 12.80 ND 
Materia oroánica {%) 0.77+-0.38 5.6 
Fósloro tolal 1%1 0.08 ND 

NO: no se delecló 

Extracción de metales 

Los resultados de las extracciones secuenciales para el jal Valenciana reciente, indican 

que la mayoría de los metales determinados están adsorbidos a óxidos de Mn y Fe 

(Figura 4.1 y Tabla 4.5); excepto el Se, adsorbido principalmente a MO-sulfuros (50.05%), 

y el Mo en forma intercambiable (57.76%). 

Ninguno de los elementos permanece asociado a minerales (fracción residual), 

excepto el Ti, presente en un 87.71% en forma residual. 

La segunda fracción (carbonatos/específicamente adsorbida) representó la segunda 

fase en orden de abundancia de Cd (31.52%), Mn (18.87%) y Ni (16.79%), mientras que 

la cuarta fracción (MO-sulfuros) fue la segunda fase de Cu (39.05%), Co (27.47%), Cr 

(14.75 %), Ni (16.2%) y Be (12.5%) (Fig. 4.1 y Tabla 4.5). 

Resulta notable que la fracción intercambiable, figuró como la segunda fase en orden 

de abundancia de Zn (34.84%), As (27.01 %), Se (15.82%) y Pb (11.93%). Así mismo, Mo, 

Cd, Sb y TI intercambiables también están en una elevada proporción: 57.67%, 16.83%, 

18.68% y 30.14%, respectivamente (Fig. 4.1 y Tabla 4.5) . 
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Figura 4.1. Abundancia relativa de metales extraídos secuencialmente de muestras superficiales 
del jal Valenciana. Porcentajes de cada Jracción respecto a la concentración total. Datos: 
promedios 
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Tabla 4.5. Concentración de ciertos metales extraídos secuencialmente de la muestra superficial del jal Valenciaf\a, antes de 
bioensa~o. Concenlración: m~·k¡¡'. Datos: !!remedio+ dsv est !n=3l 

Be Ti V "Cr "Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn k; Se Mo Cd Sb TI Pb 

0.012 0.03 0.28 0.26 0.38 18.4 5794 0.27 0.76 2.28 399 1.4 0.16 0.56 0.18 0.05 0.02 2.67 

±Q.004 ±Q.01 ±Q.10 ±Q.11 ±Q.02 ± 1.56 ±'14.84 ±Q.03 ±Q.06 ±Q.91 ±62 ±1.62 ±Q.1 ±Q.08 ±Q.04 o ±Q.001 ±1.23 

0.003 0.017 0.037 0.25 0.127 !02 40.03 0.158 0.876 5.008 139 0.12 0.063 0.046 0.332 0.035 0.008 2.303 

;!:0.002 ;!:0.01 ;!:0.02 ;!:0.006 ;!:0.018 !,6.59 ±18.33 ;!:0.03 ;!:0.16 ;!:0.21 ±170 ;!:0.02 ;!:0.02 ;!:0.02 ;!:0.06 ±Q.01 ;!:0.001 ;!:0.87 

lil 0.53 0.09 2.87 7.90 7.62 374.8 3473 127 726 15.88 513 1.82 0.10 0.30 0.44 0.14 OQ21 14.6 

;!:0.03 ;!:0.01 ±0.28 ;i-0.48 ±0.54 ±30 ±0.14 ±0.56 ±0.99 ±178 ±Q.02 ±Q.03 ±Q.02 ±Q.03 ±0.01 ±Q.003 ±1.04 

lv 0.092 0.58 0.19 1.72 1.66 44.75 147.33 0.69 1.80 15.17 83.3 o.s 0.52 0.03 0.1 0.03 0.02 1.56 

±0.02 ±Q.63 ;i-0.19 ±0.22 ±0-22 ±10.85 ±46.21 ;i-0.09 ±0.22 ±0.37 ±2713 ±Q.06 ±Q.08 ±Q.01 ±Q.01 ;i-0.01 ±Q.003 ±Q.25 

0.01 O.SI 0.12 0.13 0.13 0.94 3.82 0.01 0.04 0.06 1.09 0.16 0.02 0.004 0.004 0.00 o.oo 0.024 

±Q.005 ;i-0.05 ±0.02 ;i-0.02 ±0.01 ±Q.001 ±Q.02 ±O ±O ;i-0.01 ±Q.01 ±Q.01 o o o ±Q.001 

T 0.65 1.2 3.53 I0.26 10.28 541 3722 2.4 10.74 38.38 1135 3.66 0.80 0.94 1.05 0.25 0.07 22.16 

F: Fracciones: i: intercambiable, ii: unida a carbonatoslespecmcamente adsorbida, iii: unida a óxidos de Fe y Mn, iv: unida a materia orgánica y 
sulfatos, v: residual. Total: representa la suma de las cinco fracciones 
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4.2. CARACTERIZACIÓN DE LAS MUESTRAS DE JAL DESPUÉS DE LOS 

BIOENSAYOS 

Características físicas y químicas del ja/ 

Ciertas características del jal variaron con relación a su estado inicial. Después de 21 

semanas de los BioE, sobresale un incremento muy significativo (p<0.05) del contenido de 

MO en la superficie de los tratamientos con presencia de biopelículas (tratamientos 1 y 2 ó T1 

y T2, respectivamente), con relación a la muestra original, representando un incremento de 

hasta 4 veces más MO en los lotes con biopelículas (hasta 3.12±0. 7%) que en el control 

(0.77±0.38%), como se observa en la Figura 4.2. Solamente en T1, el contenido de MO 

superficial fue significativamente mayor que en el fondo del reactor. 
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Fl_gura 4.2: Contenido de materia orgánica en muestras superficiales (S) y 
profundas (F) del jal antes y después de los bioensayos. Tratamientos: 1 
(barras punteadas), 2 (lfneas horizontales), 3 (lineas inclinadas), 4 (lineas 
verticales) y antes de los bioensayos (A: barra blanca). Las barras 
representan promedios (n= 6) y los ejes sobre las barras, la desviación 
estándar (dsv est) 

Según Tavera (1985), contenidos de MO que fluctúan entre 1-1.9%, 2-2.9% y 3-5%, 

corresponden a suelos pobres, medios y ricos, respectivamente. Por lo anterior, el sustrato 

superficial en T1 y T2, son ligeramente ricos en MO. 

La CIC también mostró incrementos significativos (p<0.05) en las muestras superficiales 

de los lotes con biopelículas, T1 y T2 (Fig. 4.3). 
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Figura 4.3. Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC) de muestras 
superficiales (S) y profundas (F) del jal antes y después de los bioensayos, 
para los tratamientos 1 (barras con puntos), 2 (líneas horizontales), 3 
(líneas inclinadas), 4 (lineas verticales) y del control (barra blanca). Las 
barras representan promedios (n= 6) y tos ejes sobre las barras, la dsv est) 

El pH en las muestras superficiales de T1 y T2 incrementó ligeramente (8.13±0.06 y 

8.45±0.02, respectivamente), sin que se manifestaran diferencias significativas entre ellos, ni 

respecto a su valor original, antes de los BioE. No obstante, dada la sensibilidad de los 

microorganismos a las fluctuaciones del pH, así como el papel del pH en la dinámica de los 

elementos traza, esta ligera alcalinización no debe menospreciarse. 

Otro cambio registrado en el jal fue su color. En los BioE con biopelículas (T1 y T2), la 

coloración del desecho en condiciones de humedad, pasó de gris olivo claro a gris fuerte, 

mientras que los demás tratamientos (3 y control) se mantuvieron gris claro. Por supuesto, la 

presencia de microorganismos, confirió tonalidades de verde, cian y pardo en la superficie. 

La presencia de las biopelículas también repercutió en la tasa de difusión del agua. Al 

respecto, los resultados señalan que su desarrollo en la superficie del jal, se tradujo en menor 

volumen de agua drenada por unidad de tiempo que en la superficie sin biopelículas, como se 

aprecia en la Tabla 4.6. 

Tabla 4.6. Tasa de volumen de agua drenada 
(ml·mln"1

) en muestras de jal Valenciana con y sin 
bio ellculas n=3 + dsv est 

Con bio ellculas 
1.3±0.2 

13% 

Sin bio ellculas 
7.1 ±0.1 

71% 

Tan notables fueron las alteraciones señaladas, como la constancia de otras 

características fisicoquímicas del jal, tales como el que no se registran cambios significativos 
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en el contenido de carbonatos alcalino-térreos en los tratamientos con relación al control y a 

la concentración inicial (p<0.05). 

Concentración de elementos traza del ja/ después de los bloensayos 

La determinación de los elementos traza por el proceso de extracción secuencial arroja 

resultados muy interesantes (Fig. 4.4 y Tabla 4.7). Lo primero que salta a la vista es que la 

proporción de las fases se mantuvo relativamente similar en ambos tiempos (antes y después 

de los BioE), así como un ligero descenso, no significativo, de las formas intercambiables. 

Los cambios más significativos se reportan a continuación. 

La fase intercambiable del cobalto (Co) fue significativamente menor (p<0.05) en los lotes 

con blopelículas al término de los BioE, respecto a su valor en el jal original (3.3% y 10.73%, 

respectivamente). 

El Cu asociado a carbonatos se incrementó significativamente (p<0.05) al finalizar los BioE 

(15.07±2.21%) y, aunque se manifestó un descenso no significativo en la concentración de la 

fase intercambiable, las proporciones de las primeras dos fases, no difieren de lo hallado en 

el jal antes de los BioE. Adicionalmente, se registró un incremento significativo del Cu en la 

fase MO-sulfuros (48.44%), respecto al jal original (39%). 

También las concentraciones de Cr y Ni asociados a la cuarta fracción (MO-sulfuros) 

fueron significativamente mayores al terminó de los BioE, respecto a la muestra original (Fig. 

4.4). 

Se observó un incremento significativo (p<0.05) del Zn incorporado a carbonatos o 

específicamente adsorbido (Fig. 4.4). 

El Ni asociado a carbonatos/específicamente adsorbido también se incrementó 

significativamente (p<0.05) después de los BloE (Fig. 4.4). 

El As asociado a carbonatos incrementó significativamente (2.8%), mientras que el As 

intercambiable se mantuvo en una elevada proporción (32.69%) (Fig. 4.4). 

El Pb intercambiable disminuyó significativamente (p<0.05) en los lotes de los BioE con 

relación a la muestra original del jal, 4.9% y 11.93%, respectivamente (Fig. 4.4). 
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Figura 4.4. Abundancia relativa de metales extrafdos secuencialmente de muestras superficiales del 

jal Valenciana después de los BioE. Porcentajes de cada fracción respecto a la concentración total. 

Datos: promedios de los tratamientos con crecimientos de biopeHculas (T1 y T2) 

Como ya se dijo, las lracciones intercambiables, las más biodlsponibles, no variaron 

significativamente en las muestras de los BioE con respecto a las originales. Las excepciones 

fueron Ca y Pb (Figs. 4.1 y 4.4 ). Por lo tanto, la biodisponibilidad de algunos de los elementos 

extraídos secuencialmente se mantuvo sobre el 10%: Zn: 21.38%, As: 35.12%, Se: 11.79%, 

Mo: 50.37%, Cd: 22.03, Sb: 16% y TI: 29.44%. 

Los resultados de la Tabla 4.9 indican que los elementos traza en los lixiviados del control 

y de los tratamientos (T1 y T2) no presentan diferencias significativas entre sí (p<0.05), 

excepto Zn y Pb, ambos significativamente menores en los lixiviados de los tratamientos. Al 

comparar los tratamientos, sólo el Co en los lixiviados de T2 fue significativamente mayor que 

en T1 (p<0.05). 
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Tabla 4.7. Concentración (nig:kg:') d~etales_ext~dos_sec~ncj¡¡lrne~ d¡¡_la niues~a su¡ierfic_ial ~jal_Valenda~ an1es y_después_de BioE.Datos: Pr()medios (dsv est) n:2. 
Be Ti V 52Cr -,,Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn As Se Mo Cd Sb TI Pb 

l I 0.012 0.03 0.28 0.26 0.38 18.4 57.94 0.27 0.76 2.28 399 1.4 0.16 0.56 0.18 0.05 0.02 

'-xj 
(0.004) (0.012) (0.10) (0.11) (0.02) (1.56) (44.84) (0.03) (0.06) (0.91) (62) (1.62) (0.1) (0.08) (0.04) (0.003) (0.001) 

¡;: li 0.003 0.017 0.037 0.25 0.127 102 40.03 0.158 0.876 5.008 139 0.12 0.063 0.046 0.332 0.035 0.008 
(0.002) (0.01) (0.02) (0.006) (0.018) (6.59) (18.33) (0.03) (0.16) (0.21) (170) (0.02) (0.02) (0.02) (0.06) (0.01) (0.001) 

i:-' .-3 li 0.53 0.09 2.87 7.90 7.62 374.8 3473 1.27 7.26 15.88 513 1.82 0.10 0.30 0.44 0.14 00.21 
~ tx:l (0.03) (0.01) (0.28) (0.48) (0.54) (30) (0.14) (0.56) (0.99) (178) (0.02) (0.03) (0.02) (0.03) (0.01) (0.003) 
CJ~ . 0.092 0.58 0.19 1.72 1.66 44.75 147.33 0.69 1.80 15.17 83.3 0.5 0.52 0.03 0.1 0.03 0.02 
~en (0.02) (0.63) (0.19) (0.22) (0.22) (10.85) (46.21) (0.09) (0.22) (0.37) (27.8) (0.06) (0.08) (0.01) (0.01) (0.01) (0.003) 

0.01 0.51 0.12 0.13 0.13 0.94 3.82 0.01 0.04 0.06 1.09 0.16 0.02 0.004 0.004 0.00 0.00 oº ::aº (0.005) (0.05) (0.02) (0.02) (0.01) (0.001) (0.02) (O) (O) (0.01) (0.01) (0.01) (0.002) (O) (O) ,_..... :;z: 
o, 
t_'S:j 

z 
0.65 1.2 3.53 

1 

(0.01) 
0.50 

(0.01) 
0.10 

(0.01) 
V 0.01 

(O) 
1 0.64 

(0.02) (0.05) 
0.08 2.92 

(0.04) (0.5) 
0.12 0.05 

(0.05) (O) 
0.56 0.17 

(0) (0.02) 
0.86 3.40 

10.26 

(0.06) 
7.39 

(1.68) 
2.20 

(0.26) 
0.19 

(0.03) 
10.35 

10.28 541 3722 2.4 10.74 38.38 1135 3.66 

(0.06) (16.74) (23.89) (0.01) (0.15) (0.14) (101.9) (0.01) 
7.20 361.12 3100 1.22 6.41 14.08 438.93 1.77 

(1.68) (79.6) (0 .. 35) (2 .. 32) (4.52) (3.26) (0.11) 
2.13 51.55 177 0.79 2.22 18.78• 213.3 0.24 

(0.25) (6.8) (41) (0.04) (0.22) (1.73) (105) (0.11) 
0.19 1.28 5.46 0.02 0.07 0.07 1.75 0.22 

(0.03) (0.17) 0.87 (O) (0.01) (0.01) (1) (0.04) 
10.10 524.56 3383.4 2. 31 11.05 40.52 1253 4.86 

0.80 0.94 1.05 

(0.07) (0.01) (O) 
0.12 0.28 0.309 

(0.05) (0.06) (0.12) 
0.57 0.03 0.07 

(0.02) (O) (0.01) 
0.02 o.o 0.01 

(0) (O) 
0.93 0.92 1.09 

0.25 

(O) 
0.13 

(0.04) 
0.03 
(.0) 
o.o 

0.26 

0.07 

(0.01) 
0.02 

(0.01) 
0.02 

(O) 
o.o 

0.08 

2.67 
(1.23) 
2.303 
(0.87) 

14.6 
(1.04) 

1.56 
(025) 
0.024 

(0.001) 
22.16 

(0.4) 
13.33 
(3.88) 

1.61 
(0.17) 

0.05 
(0.02) 
18.90 

Fracciones: i: inlercambiable, ii carbonatos, iii: óxidos de Fe y Mn, iv: materia orgánica y su~atos, v: residual. Total: suma de las cinco fracciones (tratamientos: 1). ': diferencias 
significativas entre ambos tiempos. 

Tabla 4.8. Concentración (mg-1'1) de metales extraídos con HN03 1% en lixiviados de bioensayos irrigados Datos: promedios (dsv est) n=3 
8e Ti V Cr" Cr" Mn Fe Co Ni Cu Zn As Se Mo Cd Sb TI Pb 

T 
<0.001 0.02 0.007 0.011 0.011 0.21 2.99 0.004 0.021 0.078 0.74 0.015 0.019 0.105 0.02t 0.003 <0.001 0.02 

(0) (0.013) (0.004) (0.006) _{0.()()6) J9.1!4) jQ.19l_l0.002) (0.013) (0.05) (0.142) (0.009) (0.02) (0.116) (0.026) (0.002) (O) (0.009) 
Co 1 <0.001 o.os 0.02 0.03 0.03 0.55 0.76 0.01 0.02 0.09 1.46' 0.02 0.01 0.04 0.01 <0.001 <0.001 0.04' 

ntro (O) (0.04) (0.01) (0.02) {0.02) (0.46) (0.63) (0) (0.01) (0.03) (024) (0.02) (O) (0) (0) (O) (O) (0.003) 
•: dfferencias signfficativas entre tratamientos y control (p<0.05) (T: tratamientos 1y 2.Control: tratamiento 4). 
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4.3. MICROORGANISMOS DESARROLLADOS EN LOS BIOENSAYOS 

Colonlzaclón de crecimientos visibles 

Since the Archae, in the primitiva Earth, 
the surface is kept in a hospitable state for the mlcrocosm 

Lynn Margu/is 

El desarrollo de microorganismos fue observable en los BioE a los que se les adicionó 

agua y con muestra de jal sin esteriliza: T1 y T2, humedecidos periódicamente con agua 

corriente esterilizada y agua residual sintética, respectivamente. 
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Los crecimientos correspondieron a biopelfculas fototróficas, denominadas así por ser 

mlcroalgas y cianoprocarlontes los microorganismos predominantes y responsables de 

la es_tructura de las blopelfculas (Fig. 4.5). 

También se Identificaron bacterias no fotosintéticas, hongos y levaduras, que estaban 

asociados a las blopelfculas o como constituyentes de las mismas. 

Los blopelfculas fotoautótrofas fueron perceptibles a simple vista 3 y 4 semanas 

después de dar inicio los BioE (T1 y T2, respectivamente); las levaduras fueron también 

evidentes, por formar crecimientos visibles, excepto Gandida sp. El ritmo de colonización 

de las biopelfculas sobre la superficie del desecho, fue más rápido bajo Tl que T2; pero 

hacia la semana 19, el área cubierta por. las biopelículas fue similar en ambos 

tratamientos, por lo que, al finalizar los BioE (semana 21 ), las biopelículas cubrieron 

hasta el 76% de la superficie del jal en los lotes de ambos tratamientos (Fig. 4.6). 
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Flgura 4.6. Área cubierta (%) por biolilmes sobre superlicie del 1al, en los loles con crecimienlos visibles y duranle las 21 

semanas do expelimenlación. T1: jal +agua comenle eslelilizada. T2: 1al +agua residual sinlélica. a y b: réplicas (n=2) 

Aunque la presencia de C, N y P del agua residual sintética (T2) no fomentó un 

desarrollo inicial acelerado de las biopelículas fotoautótrofas, sí implicó un crecimiento 
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relativamente más temprano de las colonias de microorganismos heterótrofos, 

particularmente de levaduras. 

Microorganismos Identificados: algas y clanoprocarlontes 

The sun lovers 

Los microorganismos fotoautótrofos que colonizaron los jales en los BioE, incluyeron 

1 O especies de Cyanoprokarionta, 4 especies de algas verdes o Chlorophyta y 2 de 

diatomeas o Baciilariophyceae (Tabla 4.9), especies presentes bajo ambos tratamientos, 

Tl y T2. La descripción de las especies se condensa en el Apéndice A2.2. 

Tabla 4.9. Microorganismos fotoautólrofos desarrollos en 
tratamientos T1 yT2 de bioensayos sobre muestras del jal 
Valenciana 
CYANOPAOKARIOTA CHLOROPHYfA BACILLAAIOPHYCEAE 

Aphanothocs sp. 
Synechococcus sp. 

Cyanobium sp. 
Cyanothocs sp. 

Aphanocapsa sp. 
Pseudllnabasna sp. 

Phormic11um sp. 
Planktolyngbya sp. 

Anabasna sp. 
Borzia so. 

Chlorosan:inopsis sp. 
Chlotella vutgaris 

Chfamydomonsa sp. 
Chforococcum sp. 

Fragilaria C011Struens 
lorma consl/Usns 

Cccconeis placentula 

En orden cronológico, las primeras especie en manifestarse fueron los 

cianoprocariontes filamentosos de los géneros Phormidium y Pseudanabaena; en una 

fase posterior, sobrevino el predominio de las especies de clorofilas, destacando, por su 

abundancia, Chlorococcum sp. Finalmente, se advirtió la presencia de otros 

cianoprocariontes, particularmente la especies del Anabaena, importantes en términos 

ecológicos dado su papel en la fijación de nitrógeno. Cabe destacar que todos los 

géneros de lotoautótrofos reportados en el presente poseen representantes con formas 

de vida que incluyen la condición edáfica y epilltica (Anagnostidis y Komárek 1988; 

Bourrelly 1988; Ettl y Gartner 1988; Novelo 1998). 
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Microorganismos identificados: bacterias 

Bacteria confedera/ion 

De los tratamientos T1 y T2 se aislaron y diferenciaron 16 especies de bacterias 

aerobias, tanto Gram positivas, Gram negativas, como Gram variables, y 2 de bacterias 

anaerobias Gram positivas (Tabla 4.10). Las bacterias aerobias se desarrollaron en las 

zonas previamente colonizadas por biopelículas autotróficas, excepto el bacilo 

Actinomyces naesiundii, que se aisló de una muestra no superficial. 

Los resultados de las pruebas bioquímicas indican el requerimiento de carbohidratos 

simples (principalmente glucosa) como fuentes de carbono para el metabolismo aerobio. 

Por su parte, las bacterias anaerobias fueron negativas a las pruebas de carbohidratos 

simples (vr. gr. a y p-glucosidasas); su metabolismo está relacionado con proteínas, 

pues fueron indol positivas, indicando la presencia de triptofanasa. Las especies de 

Clostridium, además, fueron ureasa positivas, es decir, utilizan compuestos derivados de 

aminoácidos con la concomitante generación de amoníaco, mientras que Peptococcus 

sp. reduce nitratos (Apéndices A2.1 y A3.2). 

Tabla 4.10. Bacterias desarrolladas en los tratamientos 1 y 2 de los BioE con muestra del 
·a1 Valenciana 

BACTERIAS Tratamiento Nexo-
blooollcula 

Actinomyces naesiundii t -(1) 

Bacilos 
Baci//us bruvis 1 ! 

Gram+ B. ceruus 1 ! 
8.pumillus 1,2 + .. ± 
B. subtillis 1, 2 + + 

Acinetobacter sp. 1 ± 
Bacilos 

Klebsiella 2 + 

Gram· 
Pleisiomona shigelloides 1 + 

AEROBIAS 
Pseudomonas aeruginosa 1,2 ± 
Pseudomonas nuorescens 1,2 + 

Coiynebectetium sp. 1 2 +±-
Coccobacilos Corynebectotium sp. 2 2 + 

Gram+ Cotynebacterium aquaticum 2 ± 
Rhodococcus so. 2 +.-

Coceos Staphylococcus sp. 1 +,• 

Gram+ 
Staphylococcus saprophyticus 1 + 

Stanhv/ococcus xilosus 2 +,· 
Bacilos 

ANAERO· Gram+ 
Clostndium sp. 2 +,· 

BIAS Coceos Poptococcus sp. 1,2 
Gramt +,· 

+: lomada en zona de croc1m1ento consp¡cuo de la biopelfcula; ±: crec1m1ento moderado; •: sin 
crecimiento 
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Microorganismos Identificados: hongos y levaduras 

Finalmente, se diferenciaron 5 especies de hongos y 3 especies de levaduras (Tabla 

4.11 ). Una especie de levadura no fue identificada (morfotipo denominado "coralito"), 

que se caracterizó por desarrollarse en crecimientos visibles en los lotes experimentales, 

creciendo en colonias tipo coral (Fig. 4.7), así como por formar pseudohifas pero no 

esporas y por ser positivas a las pruebas de varios carbohidratos, como glucosa, 

arabinosa, xilosa, galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa, entre otros. Sólo las levaduras 

Gandida albicans y Rhodotrula rubra no mostraron estar asociadas a la blopelícula, 

desarrollándose en pequeñas colonias separadas, de tonos blancos y rojizos, 

respectivamente. 

Tabla 4.11. Hongos y levaduras desarrollados en los tratamientos 1 
v 2 de bioensavos con muestras superficiales del ial Valenciana 

LOTE Nexo con 
b1opellculE s 

Asporgillus niger 2 + 
Asporgillus ruber 2 + 

HONGOS 
Cophalosporium sp. 2 + 
Cladosporium sp. 2 + 

Fusariumsp. 1,2 + 
Penicill1um so. 1, 2 + 

Gandida a/bicans 2 

LEVADURAS Cand1dasp. 1 
Rhodo/orula rubra 2 + 

•coro/ita• 2 
+: Jornada en zona de crec1m1enlo do b1opellculas; ·: zona sm blopellculas 

Figura 4.7. Cul1ivo en Sabouraud-agar con la levadura aislada de los 
bioensayos (tratamientos T1 y T2). Especie no identificada: mortotipo 
denominado "coralito" 
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4.4. ENSAYO TOXICOLÓGICO CON BIOPELÍCULAS AUTOTRÓFICAS 

DESARROLLADOS EN JAL 

Efectos de los metales en la producción de carbohldratos 

La concentración total de los carbohidratos extra e intracelulares de las biopelículas 

configuradas por cianoprocariontes y clorofilas, se incrementó proporcionalmente con el 

aumento en la concentración del metal adicionado al medio de cultivo (Fig. 4.8). El 

incremento fue más evidente en la fracción extracelular (SPE), que constituyeron la 

mayor proporción de carbohidratos de las biopelículas. 

Después de 5 días de exposición, la concentración de SPE en controles fue de 2 a 

5.6 veces menor (88.3 ± 4.19 µg cm·2¡ que en las biopelículas tratadas con metales, Jo 

cual fue especialmente notorio para las concentraciones más altas ensayadas (350 a 

500 µg cm·2¡ (Fig. 4.8). La producción intracelular. por su parte, no mostró un patrón 

claro, manteniéndose siempre en bajas concentraciones. 

450 

a fracctón difusa 

400 D Fracctón capsular 

o 
Control 

•Fracción lntracellular 

o o o 
10~M Cu 100µM Cu 100¡JM Zn 

o 
1000<JM 

Zn 

o 
10µM 

Cu+Zn 

JLj 
o 

100µM 
Cu+Zn 

Figura 4.8. Concentración de carbohidratos (µg carbohidratos ·cm·') producidos en las fracciones "difusa" 
(barras blancas), capsular (barras grises) e intracelular (barras negras) en tos tiempos O (inicio), y t y 5 días 
de exposición al( os) meta( es), para diferentes concentraciones de los metales adicionados. Control: sin 
metal adicionado. Datos: romedi 
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Acumulación de metales en b/opelículas 

Las biopelfculas acumularon los metales adicionados al medio de cultivo, lo cual es 

consistente con el descenso en la concentración de Cu y Zn en el medio (Tabla 4.12). 

La acumulación inició y fue prácticamente completa desde el primer día de exposición 

de las biopelículas al metal. 

En la mayoría de los tratamientos se encontraron diferencias significativas entre la 

concentración del o los metales en el medio de cultivo del primero y del quinto día 

(p<0.05), excepto para el Cu en la mezcla Cu+Zn 100 ¡1M, y del Zn, en Cu+Zn 1 O µM. 

En la Tabla 4.12 se aprecia también que la cantidad de metales adsorbidos por las 

SPE de las biopellcuias, fue directamente proporcional a su concentración en el medio 

de cultivo. 

Tabla 4.12. Concentración de Cu y Zn (µM) en medio de cultivo después de 1 y 

5 días de exposición a los metales, a las diferentes concentraciones probadas 

durante el ensayo de toxicidad. Datos: promedio± dsv est; n= 6 

Control Cu 10 Cu 100 Zn 100 Zn 1000 Cu+Zn10 Cu+Zn100 

Cu 
1 dla 5.33 27.6 ND NO 4.77 33.5 

± 1.54 + 0.17 ;t0.38 ;t8.37 
5dlas 6.5 -22.5 ND NO 4.43 18.3 

+0.28 + 3.6 +0.25 +2.5 
Zn 

1 dla 0.03 NO NO 66.3 734 20.2 94.6 
± 0.004 ± 1.27 ± 13.76 ±3.22 ± 7.44 

5dlas 0.01 NO NO 61.4 776 13.1 93.4 
+ 0.009 + 2.76 + 73 +0.5 +6.65 

Control: sin adición de metal al medro de cultivo. NO: no detenninado 

La Figura 4.9 muestra que los carbohidratos de las SPE fueron los principales 

responsables de la acumulación de metales en las biopelículas. Además, la Figura 4.9 

permite afirmar que la adición de los metales por separado se tradujo en una mayor 

adsorción de Cu que de Zn, y que la adsorción fue mayor cuando los metales se 

adicionaron por separado que en las mezclas Cu+Zn. 
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Figura 4.9. Concentración de (a) Cu y (b) Zn (µg metal·cm ') sorbidos en las fracciones difusa (columnas 
blancas), capsular (grises) e intracelular (negras) de carbohidratos de biopellculas después de 1 y 5 dlas de 
exposición a las dilerentes concentraciones de metales ensayadas. Control: sin adición de metal. Datos: 
promedios (n=6) 

Efectos de los metales en la blomasa 

La biomasa se estimó como el COT y clorofila total; no obstante, esta última 

representó un parámetro más sensible a las condiciones experimentales que, en 

términos generales, tendió a disminuir cuando las biopelfculas fueron expuestas a Cu 

(ambas concentraciones), Cu+Zn 100 µM y Zn 1000 µM (Fig. 4.10), sin que se 

manifestaran diferencias significativas entre "'"tos resultados (p<0.05). 
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Figura 4.10. Clorofila lolal (µg·cm·') al tiempo O (inicio o un dla antes de la exposición 
al melal) y después de t y 5 dlas de exposición de las biopellculas para fas diferentes 
concentraciones aplicadas (1tM melal). Control: sin metal adicionado. Barras de error: 
dsv est (n=6) 

El F0 , indicador de la contribución relativa de cada especie a la biomasa total de las 

biopelfculas, reveló que los cianoprocariontes conforman el grupo dominante (hasta un 

60%), manteniéndose más o menos estables en los ensayos con Zn y Cu+Zn. Por su 

parte, las biopelículas tratadas con Cu 100 µM mostraron un cambio en la composición 

de especies: de una biopelícula compuesta mayoritariamente por cianoprocariontes 

(10.75% clorofilas en el día O o inicial), a una con las clorofilas como grupo dominante 

(99% clorofilas, en el día 5) (Fig. 4.11 ). 

Este cambio se observó desde el primer día de exposición al Cu, haciéndose más 

evidente hacia el día 5. En contraste, la presencia de clorofilas se mantuvo baja en los 

tratamientos con Zn (hasta 28.8 ± 14.71 %), especialmente con Zn 1000 ¡tM (6.96 ± 

0.8%), sin mostrar cambios significativos durante los cinco días de exposición (Fig. 

4.11). 
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Figura 4.11. Clorofila total (¡1g.cm·2¡ de Cyanprokarionta (gris) y Chlorophyta (negro) 
blopelículas, para las diferentes concentraciones de metal ensayadas. Las columnas 
representan los valores Iniciales (primera), del día 1 y del dla 5 (segunda y tercera 
columna) para las diferentes concentraciones de metal. O: control (sin adición del metal) 

En las biopelículas tratadas con Cu+Zn, la composición de las especies se mantuvo 

sin cambios notables durante los cinco días de exposición a los metales. De hecho, la 

concentración de clorofila más elevada se registró en estos tratamientos, sin considerar 

al control (Fig. 4.11 ). Al parecer, la presencia de ambos metales amortiguó el efecto 

tóxico sobre la biomasa que cada metal tuvo al ser adicionado por separado. 

Efectos de los metales en la actividad fotos/ntétlca 

El campo cuántico máximo o capacidad fotosintética global (<Po). parámetro indicador 

del estado metabólico de las especies, fue consistente con los resultados obtenidos para 

blomasa fotosintética. El <Po de clorofilas las ubica como más tolerantes al Cu que al Zn, 

mientras que los cianoprocariontes resultaron tolerantes al Zn pero sensibles al Cu, 

como lo indica su <1>o (Fig. 4.12). Así, El <l>o de las ciorofitas se mantuvo más o menos 

constante en todos los tratamientos, pero ante Zn 1000 ,..M su • o bajó a valores 

cercanos a O (0.126 ± 0.03) (Fig 4.12a). Entre los demás tratamientos no se registraron 

diferencias significativas (p<0.05), obteniéndose valores finales de <l>o igual a 0.54 ± 0.04 

(Fig. 4.12b), que representan valores normales para algas bénticas sanas (Kromkamp et 

al. 1998). Por el contrario, el <i1o de cianoprocariontes se incrementó con Zn, aún con 

1000 µM Zn. Sin embargo, en las biopelículas expuestas a Cu en ambas 
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concentraciones (10 y 100 µM) y a la mezcla Cu+Zn 100 ,...M, se registró un fuerte 

descenso del ol>o de cianoprocarlontes, cercano o Igual a O, desde el primer día de 

exposición (Flg. 4.12b). 

1 OOµt-1 Zn 1 QOOµM Zn 1 OmM Cu+ 1 OOmM Cu+ 
1 OµM Zn 1 OOµM Zn 

·.~~ 

~;: ~" ~-.. 
___ .___._____,__._,:;·. • ~~1 

10µM Cu 10011M Cu 100~MZn 1000¡1MZn 10µMCu+ 100µMCu+ 
10µMZn 100µMZn 

. ··--· _____________ _, 

Figura 4.12. Campo cuántico máximo (<l>o) de Chlorophyta (a) y <l>o de 
Cyanoprokarionta (b), antes de adicionar el(los) metal(es) (barras blancas) y después 
de cinco dlas (negras) de tratamiento para las diferentes concentraciones de metal 
ensayadas. O: control (sin adición de metal). Barras de Error: dsv est (n=6). •: valores 
de cero 
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Las observaciones del CLSM corroboraron la ausencia de la cianoprocarionta en los 

tratamientos de Cu 100 µM, la ausencia de clorofilas ante Zn 1000 µM y la baja 

fluorescencia de ambas especies ante Cu+Zn 100 µM (Fig. 4.13). 

Figuro 4.13. Fotografías obtenidas con el microscopio láser-confocal de barrido usando tinción Con-A, de (a) 

-~~;¡U~~~ilff~f<l'iSc;;";;"~) Cu 100,.. M, (c) Zn HXX;.tM. y (d) Cu 100,..M + Zn 100,..M 
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El efecto de los metales sobre la actividad fotosintética, 4>Ps11. de las biopelículas, fue 

menos pronunciado que el observado para la biomasa y sólo se manifestó una 

disminución de la lj>p511 ante las concentraciones más elevadas ensayadas (100 µM Cu, 

1000 µM Zn y 100 µM Cu+Zn). Cabe decir, que no se encontraron diferencias 

significativas entre las blopelfculas tratadas (p<0.05), obteniéndose una <l>Psu final del 55 

al 70% menor a la inicial (Fig. 4.14). 
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~-----·-----·- ·--'---- ------- '"'---·-------- ------------~----=~~ 
Figura 4.14.Transporte relativo de electrones, como medida de la eficiencia fotosintética del fotosistema 11 
(<l>PS11) lnlclal (dfa O; barras blancas) y final (dfa 5; barras negras) de biopelfculas expuestas al metal en las 
concentraciones ensayadas. Control: sin metal adicionado. Barras de error. dsv est (n=6) 

La presencia de ambos metales no se tradujo en una menor eficiencia fotosintética 

que en las biopelículas tratadas con un solo metal, por separado. Sin embargo, las 

curvas de dosis-respuesta (Fig. 4.15) sugieren que existen diferencias interesantes en 

el modo de acción de cada uno de los metales, por separado, y los metales adicionados 

conjuntamente: Ante el Cu 100 µM, la disminución del lj>p511 delinea una curva con un 

descenso abrupto, típica de compuestos tóxicos muy específicos, mientras que la curva 

del Zn 1000 µM indica un efecto tóxico más gradual. Por su parte, la curva de Cu+Zn 

1 00 µM presenta un patrón que puede calificarse de intermedio entre los casos 

anteriores, lo cual sugiere que el efecto tóxico de ambos metales se ve amortiguado 

cuando están presentes en la mezcla (Fig. 4.15). Las curvas difieren significativamente 

entre sí (p<0.05). 
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cuando están presentes en la mezcla (Flg. 4.15). Las curvas difieren significativamente 

entre sí (p<0.05). 
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Figura 4.15. Curva de respuesla de las biopellculas a las dosis ensayadas de Cu 100¡JM 

(rombos negros), Zn 1000µM (rombos blancos) y Cu+Zn 100µM (clrculos con punto 

central), calculadas medianle el uso de la eficiencia folosintélica <l>PS11 (n=6) 
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5.1. El JAL VALENCIANA RECIENTE 

5.1.1. PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DEL JAL 

Mineralogía y características físicas y químicas del Ja/ 

Las muestras analizadas del jal Valenciana reciente indican que se trata de un material 

muy heterogéneo, tipo franco limoso, constituido principalmente por cuarzo y silicatos, una 

elevada proporción de carbonatos, muy baja proporción de sulfuros minerales y más de 

30 elementos, algunos de los cuales corresponden a metales tóxicos. 

Aún cuando los desechos mineros suelen ser salinos (Nelson y Peterson 1972), la 

muestra del jal reveló una baja concentración de sales (Ce.1. 7 mS·cm·1
, promedio), lo cual 

puede deberse a que se trata de un jal reciente (Ye el al. 2002). Estos valores de 

salinidad indican que las sales no dañarían a microorganismos sensibles (Richards 

1974)1
• 

El jal es también un sustrato pobre, en el que no se propician actividades microbianas 

vitales para suelos, tales como la nitrificación y la amonificación (Flores-Delgadillo com. 

pers) debido al prácticamente nulo contenido de MO, propio de suelos infértiles (Tavera 

1985), un exiguo contenido de P que limita el desarrollo vegetal (in Ye el al. 2002) y a una 

escasa capacidad hldrica de absorción y retención de cationes nutrientes, tal como lo 

indican los relativamente bajos valores de la CIC, posiblemente debido al bajo contenido 

de arcillas y coloides orgánicos (Tamhave el al. 1978; Donahue el al. 1981; Abollino el al. 

2002). En realidad, los resultados de MO entran dentro de lo esperado, ya que una baja 

proporción de compuestos orgánicos es una característica intrinseca a los desechos 

mineros (Smith y Bradshaw 1979), al ser éstos material mineral altamente procesado. 

Los desechos mineros se asocian frecuentemente con sustratos generadores de 

drenajes ácidos, por la oxidación de sulfuros minerales (MS)2 que libera al ambiente iones 

sulfato y protones (H.), según la ecuación general (Sand et al. 2001 ): 

BMS + BH' + BFe" ~ BM" +Seº+ BFe" + BH' (1) 

s.º+ 120, + aH,o ~ aso/·+ 1eH' (2) 

Sin embargo, el carácter ligeramente alcalino del jal Valenciana (pH 7.8:!:_0.3) indica un 

elevado potencial de neutralización, que puede deberse a la elevada proporción de 

carbonatos alcalino-térreos, principalmente Caco,, con una gran capacidad 

1 Richards (1974) seflala que suelos con valores de Ce menores a 2 O mS cm 1, las sales no afectan Jos cultivo; si. por el contrario, 
este valor fluctúa entre 2.0 y4.0 mS cm·1, los cultivos sensibles son dañados por tas sales 
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amortiguadora3, que permiten se mantengan las condiciones neutras (Lin 1997). La 

disolución de carbonatos minerales consume H': 

CaC03 + H' ~ Ca" + HC03' 

CaCQ3 + 2H' -> Ca2' + H2C03 

(3) 

(4) 

También los aluminosilicatos contribuyen a amortiguar el pH ácido. 

Asl, la elevada relación calcita:sulfuros del jal, 12:1, indica que cualquier acidez 

generada por la oxidación de sulfuros será amortiguada inmediatamente por la calcita. Por 

lo anterior, Bloomberg (1992) y Oelsner (2001) concluyen que la lixiviación ácida no 

representa un riesgo ambiental en el Distrito Minero de Guanajuato (in Carrillo-Chávez et 

al. 2003b). A conclusiones similares llegaron Chappell y Craw (2002) al explorar las 

caracteristicas de desechos generados por el beneficio de minerales auriferos mediante 

cianuración, en Otago, Nueva Zelanda. Cabe agregar que el bajo contenido de sulfuros 

sugiere, además, que la extracción y el benefido por flotación fueron muy eficientes 

(Cervantes com. pers.)4
• 

La reconstrucción mineralógica indica la presencia del material riolitico5
, material de 

ganga y minerales alterados por la trituración. Se trata, principalmente, de minerales 

primarios (sensu Jambor y Owens 1993), como cuarzo, calcita, magnetita, hematita y 

sulfuros. Menos del 4% del material del residuo corresponde a minerales secundarios 

formados in situ, como yeso, caolinita y minerales arcillosos. 

Los resultados de la mineralogia son consistentes con lo reportado para los 

yacimientos de la Veta Madre (in Carrillo-Chávez et al. 2003b). Los resultados de la 

caracterización fisicoquimica del jal Valenciana, son similares a aquellos reportados por 

Ramos (1991), Ramos-Arroyo y Siebe (1998) y Garcia-Meza (1999), quienes 

caracterizaron jales del Distrito Minero de Guanajuato, y son similares a los reportados en 

otros paises (Zhixun-Lin 1997; Simón el al. 1999; Ye el al. 2002). 

1 Sulfuros minerales como pinta (FeS1). pirrot1a (Fe11 .• 1S), arsenopinta (AsFeS) y esfarellta (ZnS), entre otros 
3 Se define como capacidad amortiguadora del suelo como el número de moles de H• o OH que se requieren para subir o bajar una 
unidad el pH de 1 g de suelo (rn Gee el al. 2000) 
•Según Chappell y Craw (2002). un eliciente proceso de beneficio por flotación (>90% de elicienc1a) conlnbuye a generar desechos 
con bajo contenido de sulfuros. Esto es relat1vamenle cierto, no debe olvidarse el 11po de yac1m1enlo explotado 
~Rocas ricas en minerales 
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Metales del ja/ Valenciana reciente 

Ya Basulto (1984) y Ramos (1991) habían reportado15 de los metales detectados en 

este trabajo (8, Ti, Mn, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Mo, Ag, Au, Sb, Ba, Hg y Pb) en otros jales del 

Distrito Minero de Guanajuato. Por lo que los resultados obtenidos para Valenciana 

reciente, sólo confirman la presencia de tales elementos en los desechos de la región, 

añadiéndose 15 más al Inventario. Diferentes autores reportan diferentes metales en 

desechos mlneros.(Grimalt et al. 1999; Alastuey et al. 1999; Benvenuti et al. 1997; Wong 

et al. 1999), lo que refleja la variabilidad existente entre desechos de diferentes regiones, 

en relación de la geología y geoquimica de los yacimientos explotados. No obstante, Alfan 

(1995) considera que Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, As, Cd, Sn, Hg y al Pb son los componentes 

más comunes. 

En Valenciana, destaca la elevada concentración de Zn y Se totales, los cuales 

rebasan los valores comunes en suelos y los límites aceptables para suelos agrícolas 

(sensu Bornemisza 1982; Allowey 1990; Kabata-Pendias y Pendías 1992; Fishbein 1995; 

Abollino et al. 2002). Las elevadas concentraciones del Zn y del Se es consecuencia de 

su abundancia relativa en las venas de Guanajuato (Carrillo-Chávez et al. 2003b)6
• 

Además en las muestras del jal Valenciana analizadas, Cr, Zn, Se y Cd totales están 

por encima de los valores estipulados en las legislaciones ambientales de Estados Unidos 

de América (EUA) y la Comunidad Europea (CE) (Leonard 1995), mientras que Cu y Pb 

intercambiables sobrepasan los límites sugeridos por la Guia Suiza para Suelos (Gupta et 

al. 1996). Por último, la presencia del Hg en intervalos por encima de mg·k9·1 (Tabla 4.1), 

indica que el Hg es potencialmente tóxico, ya que la concentración de Hg en suelos debe 

ser 0.3 mg·kg·1
, como máximo (Kabata-Pendias y Pendias 1992). 

Al comparar con datos de otros paises, se constata que la muestra superficial del jal 

Valenciana reciente posee concentraciones muy bajas de la mayoría de los metales 

analizados. En efecto, en suelos afectados por remanentes mineros del Reino Unido (RU) 

se han detectado hasta 540 mg·kg·1 de Cr (Alloway 1990) y hasta 2570 mg·kg"1 de Pb. (Li 

y Thornton 2001 ), mientras que en suelos de EUA con la misma vocación, se reportan 

hasta 750 mg·kg·1 de Cr (Alloway 1990). Por su parte, He et al. (2002) informan de hasta 

136 mg·k9·1 de As en zonas con residuos de minas de carbón; mientras que en suelos del 

RU severamente dañados por actividad minera, se cuantificaron hasta 900 mg·kg·1 de As 

(in Kabata-Pendias y Pendías 1992). Especialmente contrastante con los resultados del 

& En goneral, los minerales de Se asociados al Au son muy comunes 
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presente, son los hallados por Simón et al. (2001) en suelos afectados por el derrame de 

desechos mineros en Aznalcóllar, España: hasta 2175 mg·kg·1 Cu, 36.8 mg·kg·' Cd, 

4293.4 mg·kg·1 As y 65.6 mg·kg·1 de Ti. 

Lo anterior no debe ser motivo de relajamiento en torno a los estudios sobre los jales 

mineros de Guanajuato. Por un lado, se realizó la caracterización de la zona más 

superficial del desecho, zona parcialmente oxidada (Carrillo-Chávez et al. 2003b), donde, 

por lo general, las concentraciones de metales son más bajas. Por debajo de esta zona, 

los metales tienden a ser retenidos creándose una zona de enriquecimiento (Carlsson et 

al. 2002). Por otro lado, aún a bajas concentraciones los metales ejercen efectos sobre 

las propiedades de las comunidades bióticas (Dahlin et al. 1997). Además, aunque la 

concentración total de un metal indica el grado de contaminación potencial, no permite 

Inferir su potencial tóxico, ya que este parámetro no ofrece información referente a su 

movilidad y biodisponibilidad (Li et al. 1995; Gupta et al. 1996). Para conocer el 

comportamiento de los metales en el medio, es necesario conocer las formas químicas en 

las que están presentes, como iones libres, óxidos, carbonatos, sulfuros o estructuras 

cristalinas (Salomons y Forstner 1980; Morgan y Stumm 1995; Li et al. 1995; Li y Thornton 

2001 ). Así, la extracción secuencial informa acerca de la proporción de metales 

biodisponibles o móviles (fracciones intercambiable, adsorbida a carbonatos o 

específicamente adsorbida) y de la proporción de metales fuertemente unidos a los 

constituyentes del suelo (fracción residual) (Tessier et al.1979; Li et al. 1995). Es 

importante acotar, sin embargo, que la distribución de un elemento en las fases químicas 

de cada paso de la extracción secuencial, no necesariamente refleja la acción adsorbente 

de cada fase del material o matriz; cada fracción se define en términos de los reactivos 

empleados, por lo que deben ser consideradas como especiaciones químicas relativas y 

no absolutas (Tessier et al. 1979; Li et al. 1995). 

Formas químicas de los metales del /al Valenciana reciente 

Al inspeccionar los resultados de las extracciones secuenciales (Tabla 4.5), se verifica 

que ninguno de los metales está fuertemente unido a los minerales de la matriz (fracción 

residual), exactamente lo contrario a lo que sucede comúnmente en suelos, en los que las 

fases no residuales se asocian a material exógeno (Balasoiu et al. 2001; Aboilino et al. 

2002). El único metal relativamente inerte en el desecho de Valenciana, fue el Ti. Cabe 

recordar que ninguno de los metales detectados (Tabla 4.1) y analizados (Tabla 4.5) está 
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asociado con los minerales detectados por DRX (Tabla 4.3). Lo anterior se explica como 

consecuencia del nivel de procesamiento que impacta al material durante su beneficio. 

Los resultados de las extracciones secuenciales indican que la mayoría de los metales 

está asociado a óxidos de Fe y Mn, principalmente (Tabla 4.5). La preponderancia de 

metales en forma de óxidos de Fe y Mn7
, relativamente insolubles al pH registrado, se 

explica por que tales óxidos son adeptos a metales, particularmente a pH>7.0 (Tessier et 

al. 1 979), lo que sugiere que el Fe y el Mn juegan un importante papel en la adsorción de 

los demás cationes en el jal, especialmente el Fe, elemento mayoritario, que constituye el 

1.9% de los óxidos presentes (Tabla 4.2). De hecho, Carrillo-Chávez et al. (2003b) 

proponen que las superficies de hidróxidos de Fe son las que, probablemente, ejercen 

mayor control en la complejación de los cationes metálicos en los desechos de 

Guanajuato, sin despreciar el papel que juegan la calcita y, en menor grado, los minerales 

de arcilla. 

La tercera fracción (óxidos de Fe y Mn) y las dos últimas (MO-sulfuros y residual, 

respectivamenteª) son, por lo general, las más estables, no biodisponibles para plantas (LI 

y Thornton 2001) siempre y cuando no se manifiesten cambios en el pH9 y en el potencial 

rédox'º. Cabe recordar que la cuarta fracción representó la primera y segunda fase en 

orden de abundancia del Se" y Cu, respectivamente. 

La primera fase, la intercambiable12
, indica que tan biodisponibles están los metales 

(Gupta et al. 1996). Así, una disponibilidad superior al 10% señala que el catión no está 

siendo retenido por los materiales del suelo (Kabata-Pendias y Pendias 1992). Aplicando 

lo anterior al desecho minero, es posible afirmar que Zn, As, Se, Mo, Cd, Sb, TI y Pb son 

elementos eminentemente biodisponibles (Tessier et al. 1979; U et al. 1995) y con un 

elevado potencial de lixiviarse (Gupta et al. 1996). Adicionalmente, se ha encontrado una 

fuerte correlación entre la suma de las fracciones intercambiable y unida a carbonatos con 

la asimilación de ciertos metales por plantas (Ma y Rao 1997; Li y Thornton 2001 ), de 

'Recordando, la lraccióo de metales unidos a óxidos do Fe·Mn fueron ex1raldos con NH>-OH·HCI 0.04M en y ácido acético al 25% a 
96'C por6 h 
•La fracción asociada a MO·sulluros operacionalmente definida por su ex1racción con HNO, 0.02 y H,O, al 30% a 85'C durante 2 h. 
La fracción residual, la última do la ex1racci6n secuencial se define por la ex1racci6n del residuo obtenido tras las cuatro ex1racciones 
previas con agua regia, HNO, (70%), HCIO, (60%) y HF (40%) 
•Bajo condiciones oxidantes, al descenso del pH propicia la solub<lizac16n do los complejos metálicos (SM), liberándose melales (M) 
al modio por la ecuación: 

SM + .>tt• - SHx+ M• 
Oondo x representa el número do moles o protones por ión do metal hberado. 
10 El polencial rédox puede cambiar directa o ind1roctamente el eslado de oxidación de los metales: indirectamente, la forma qufmica 
del i6n metálico puede mod1l1carse mediante cambios en el estado de oxidación de los ligantas -C, N, O, S (Schmitt y Slicller 1995) 
"Las principales fuentes de Se en la naturaleza son los sulfuros (F1shbein 1995) 
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manera que al sumar ambas fracciones, se obtienen las siguientes abundancias relativas: 

18.74% del Cu, 46.98% Zn, 29.79% As, 21.9% Se, 49.06% Cd y 22.22% Pb. Estos 

elementos pueden ser un factor restrictivo para el desarrollo de la biela. 

En resumen, si bien la mayoría de los elementos están primordialmente adsorbidos en 

óxidos de Fe y Mn, en primer término, y a carbonatos y compuestos orgánicos/sulfuros en 

segundo término, todos relativamente insolubles al pH registrado. Si el pH del desecho se 

mantiene circumneutro a ligeramente alcalino, los metales permanecerán en estas 

fracciones, inmovilizados (Margan y Stumm 1995; Stark et al. 1996). Esta condición del 

pH es favorecida por la presencia de carbonatos. 

Sin embargo, el jal Valenciana representa un riesgo ambiental dadas las bajas 

proporcione de metales en la fase residual, por la elevada proporción de metales en fases 

lábiles, no residuales, y por la presencia de, al menos, 1 O elementos en forma 

intercambiable o movilizables ante posibles variaciones de pH y el potencial rédox del 

sustrato (especialmente Cu, Zn, As, Se, Mo, Cd y Pb). He et al. (2002), por ejemplo, 

observan que el exceso de As lábil en las minas de carbón de China está fuertemente 

correlacionado con concentraciones de As en aguas subterráneas. 

Ciertamente, no todos Jos metales están en concentración superior a lo recomendable 

o común para suelos, pero su presencia simultánea, en adición a los metales que si 

sobrepasan tales límites, puede maximizar su efecto tóxico (Fargasová 2001). 

5.1.2. CIERTAS CARACTERÍSTICAS DEL JAL DESPUÉS DE LOS BIOENSAYOS 

Pese a ser un sustrato equiparable a un suelo muy pobre en MO, rico en minerales, 

con una pobre estructura física, poco apta para el biodesarrollo, y con ciertos metales en 

concentraciones por encima de los niveles traza, el jal Valenciana fue colonizado por 

microorganismos durante los BioE. 

Los resultados sugieren que los cambios significativos en las características químicas 

del jal, se produjeron como consecuencia del desarrollo de las biopellculas en los BioE, 

estimuladas por la adición periódica de agua. El por qué las biopellculas se desarrollaron 

sobre las muestras del desecho minero se explica posteriormente (sección 5.2). En la 

presente sección se analizarán las consecuencias de la colonización de biopellculas en 

ciertas características del jal. 

" La tracción inlen:ambiable se obluvo med1anle la extracc16n de melales de la mueslra original con MgCJ, 0.5 M a lemperalura 
ambienle y duranle 5 h 
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Los principales cambios en ciertas características del desecho minero, después de los 

BioE se resumen en la figura 5.1. 

,-~, .. :::~: 1 
~ después 

----------=-•lncramonto de la materia orgánica (de O. 7 a 3.4°.-<,) 

•Incremento de la etc (de 2.7 a 4 meq/100 g jal) 

•Incremento do Cu, Zn, Ni y Aa adaorbidoa a carbonatos 

•Incremento da Cu adsorbido a mnterin orgimicn/aulíuroa 

•Di&minución do Zn y Pb en lixivi211doa 

oguo 

Figura 5.1. Principales cambios en ciertas caracterlsticas del jal Valenciana después de la colonización de 
microorganismos duranle los bioensayos en lotes irrigados 

lmpl/caclones del Incremento de la ma:erla orgánica 

Indudablemente, la MO del jal incrementó como consecuencia de la presencia y la 

actividad de las biopelículas fotosintéticas en los BioE; el aumento fue de un orden de 

magnitud tal que la muestra de jal se tornó de pobre (0.77±0.38%) a ligeramente rica 

(hasta 3.12+0.76%) en MO (Tavera 1985), lo que indica un proceso de fertilización natural 

después de 21 semanas de BioE, proceso que puede ser aplicado in situ. Cabe 

mencionar que Jahnke y Priefer (2002), al evaluar el desarrollo de las biopelícuias 

fototróficas en zonas en proceso de remediación de minas de lignita, reportan 

incrementos del 4 al 12% del carbono total después de un mes y debido a la actividad 

fotosintética de microalgas, dada la ausencia de plantas. 

Al incrementar la MO del sustrato y durante los BioE, asciende la proporción de 

metales en esta fracción (Abollino et al. 2002), lo que podría explicar por qué Cu y As 

adsorbidos a la MO fueron significativamente mayores respecto a la muestra original 

(Tabla 4.7). Balasoiu et al. (2001) encontraron que el Cu retenido en suelos se incrementó 

paralelamente al contenido de MO. Lo anterior se debe a que los compuestos orgánicos 

presentan grupos funcionales en superficie (-OH, ;; ROH, R-COOH), que actúan como 
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sitios de coordinación, formando complejos estables (Margan y Stumm 1995), 

disminuyendo las formas biodisponibles de los metales (Arias et al. 2002; Shan et al. 

2002) a un amplio intervalo de pH (Morgan y Stumm 1995). Entre todos los metales, el Cu 

posee una gran capacidad de interaccionar qulmicamente con los compuestos orgánicos 

del suelo, debido a la elevada constante de formación de los complejos orgánicos de Cu 

(Margan y Stumm 1995), los que tienden a acumularse en el horizonte superior (Kabata

Pendias y Pendías 1992). Algo similar podrla estar sucediendo en los desechos 

colonizados por biopelfculas. Cabe agregar que en suelos neutros y ricos en MO, se ha 

encontrado que el Cu tiende a estar asociado a MO y arcillas, mayoritariamente (>30%) 

(Schmitt y Sticher 1995). 

La adición de coloides orgánicos, que deriva en una mayor superficie químicamente 

activa (superficie coloidal polianiónica). posibilita, a su vez, un ascenso en la CIC 

(Tamhave el al. 1978; In Arias et al. 2002), como se registró al finalizar los BioE en los 

lotes colonizados por las biopeliculas. Respecto a la CIC, Babich y Stotzky (1985) indican 

que la proporción de metales intercambiables depende, en parte, de la CIC del medio y, 

éste, a su vez, de la cantidad de MO y minerales arcillosos. Por lo tanto, un metal en 

sedimentos con elevado CIC, estará menos biodisponible y será menos lixiviable 13
. 

Especies químicas de metales y desarrollo de biope/ículas 

En suelos alcalinos calcáreos, los metales intercambiables suelen estar en menor 

proporción que en suelos ácidos (Chlopeka et al. 1996; Flores-Delgadillo el al. 1998), ya 

que se favorece la precipitación de metales en las fases minerales secundarias. Lo 

anterior redunda en una fijación de metales en superficie de suelos (Gee et al. 2000), asl 

como en la superficie de desechos mineros (Lin 1997; Newmam y Ross in Gee et al. 

2000; Carrillo-Chávez et al. 2003a). Lo último fue especialmente evidente en el caso del 

Pb, ya que el Pb en lixiviados y en la segunda fracción (asociada a carbonatos) se 

correlacionan fuertemente. Así, el elevado contenido de carbonatos en el jal Valenciana 

(Tablas 4.3 y 4.4) puede estar jugando un importante rol en la fijación de ciertos metales, 

como el Pb. 

Asf. el desarrollo de las biopelículas no sólo se tradujo en una capitalización de la 

materia orgánica. Tan importante como ello, es el hecho de que biopeliculas autotróficas 

1lAsi. al 1ncremenlar la cantidad de coloides orgánicos, éstas se adsorben a las particuras minerales promov1endo la adsorción de 
compuestos inorgánicos hldrofóbicos y cationes metálicos los minerales unidos a coloides orgánicos modifican las superficies 
inorgánicas, cambiando el número y la carga de silios de complejac1ón y proveyendo. por lo tanto, de más sitios para la adsorción de 
metales (Arias el al 2002) 
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y, particularmente, la presencia de SPE, ayudan a configurar las condiciones propicias 

para la fijación de metales al favorecer el ascenso del pH: las SPE de las biopellculas 

crean un mlcroamblente de características particulares, tales como su alcalinización 

durante la fotosíntesis (fijación de C02), resultando un pH mayor en el interior y la 

vecindad de las biopellculas (Kuenen el al. 1986). Al elevarse el pH, se promueve la 

precipitación de metales, lo cual se traduce, en primera instancia, en una reducción de las 

formas solubles (Liehr el al. 1995), ya que un ascenso del pH favorece la adsorción de 

metales en Ja fase sólida (Parmar et al. 2000), asl como la precipitación de cationes en 

formas estables, como oxihidróxidos y carbonatos (Lawrence et al. 1998; Rose el al. 

1998; Parmar el a/. 2000; Liehr et al. 1995). El incremento significativo (p<0.05) de Cu, As 

y Pb adsorbidos a carbonatos después de los BioE (Tabla 4.7) pudo ser consecuencia de 

esta alcalinización del sustrato superficial. 

Según Lawrence et al. (1998) y Rose et al. (1998) los proceso de coprecipitación de 

minerales secundarios (carbonatos, oxihidróxidos) son favorecidos por la presencia de 

biopellculas fototróficas. Particularmente, ha sido documentado el papel de 

cianoprocariontes en la formación de precipitados de carbonatos metálicos (Thompson y 

Ferris 1990; Ferris et al. 1995; in Phoenix et al. 2000. Ver sección 2.5). Por ejemplo, las 

observaciones experimentales de Podda et al. (2000) sustentan la biomineralización 

epicelular de la hidrozincita [Zn5(C03),(0H) 6] inducida por la actividad fotosintética de 

fotótrofos presentes en las biopelículas -Scytonema sp. (cianoprocarionte) y Ch/ore/la sp. 

(clorofila)- al darse una alcalinización del microambiente, dada la fijación del C02 a partir 

del HCo,· disuelto y la liberación de OH', de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

HCO," + H20 -> (CH20) + OH' + 0 2 (fotoslntesis) (5) 

HC03' + OH" ->CO/· + H20 

2co,2· + 5Zn2
· + 6H20 -> Zns(CO,h(OH)s + 6H' 

(6) 

(7) 

En este proceso, las SPE adsorben el Zn" que, junto con el C03"generado, provocan 

una sobresaturación local respecto a la fase de carbonatos, favoreciendo la precipitación 

de la hidrozincita (Podda et al. 2000). 

Además de favorecer el incremento de nutrientes (MO) y de pH, la presencia de 

biopeliculas en la superficie del sustrato propicia la conformación de gradientes de gases 

como 0 2 y C02 (Liehr et al. 1995). Según Percival et al. (2000), al alcanzar un grosor de 

10 a 25 ~tm, las condiciones en la superficie de la biopelícula se mantienen aerobias, 
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mientras que las de la base se tornan anaerobias. El estrato superior, fundamentalmente 

fotosintético y aerobio, representa una barrera que minimiza la difusión de 0 2 hacia los 

estratos Inferiores, asl como la difusión de agua (Peppas el al. 2000) y, por lo tanto, la 

oxidación de sulfuros metálicos14
. Asl, por ejemplo, el Se del desecho Valenciana fue el 

único elemento mayoritariamente presente en la fracción MO-sulfuros (Tabla 4.7), la cual 

se correlacionó fuertemente con el Se total (r= 0.99). Además, no se manifestaron 

cambios significativos en el Se asociado a esta fracción después del BioE, respecto a la 

muestra de jal original, lo que parece indicar que la presencia de microorganismos 

oxigénicos en biopelículas, o la barrera que representa la biopelícula a la difusión del 0 2, 

no provocó la oxidación de los minerales de Se-sulfuro15
. 

Si bien las condiciones oxidantes en superficie favorecen la oxidación de minerales 

sulfurosos y la liberación de Fe" (ecuaciones 1 y 2), hacia la base de las biopeliculas 

(zona anóxica) y bajo condiciones de pH neutro a alcalino se favorece la adsorción de 

metales en la fase sólida (Parmar el al. 2000) y la precipitación de iones de, por ejemplo, 

Fe y Mn en forma de oxihidróxidos (a-FeOOH, Fe(OH)J y Mn(OH),) o carbonatos (FeCO,, 

MnCOJ), disminuyendo la presencia de las formas solubles (Lin 1997; Blowes el al. 1998): 

2Fe" + 11202 + 5H,O -7 2Fe(OHh + 4H' (8) 

La formación de los precipitados de Fe" incrementa ante la presencia de carbonatos a 

pH circumneutro (ecuaciones 3 y 4) y la oxidación global puede ser presentada por la 

ecuación siguiente (Lin 1997): 

FeS2 + 151402 + 712H20 + 4Co,2· -7 Fe(OH)J + 2so2·• + 4HCO» (9) 

La ecuación (9) Indica que el ácido generado es consumido, el pH permanece 

circumneutro (Lin 1997) y el Hco3• puede quedar disponible para la fijación fotosintética 

de C02 (ecuaciones 5-7). 

Después de la precipitación de Fe3
', el As y el Zn pueden ser removidos de los 

lixiviados. dada su elevada capacidad para adsorberse en los hidróxidos de Fe" (Lin 

1997). Adicionalmente, sobre las superficies de los oxihidróxidos puede adsorberse Pb 

(Davranche el al. 2003). Como se indica en la figura 5. 1, Zn. As y Pb lixiviados en los 

BioE fueron significativamente menores que en el control (ver más adelante). 

u Cabe recordar que el agua y la cantidad de oxigeno en el sed1men10 influyen el estado rédox del mismo (Schmitt y Sticher 1995) 
1 ~ Que son los minerales en los que comúnmente se encuentra el Se (F1shbein 1995) 
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Lixiviación de metales en lotes de b/oensayos y de control 

La lixiviación experimental del jal Valenciana no muestra cantidades considerables de 

los metales, representando menos del 7% de las formas totales, a excepción del Mo 

(>50%). Estos resultados coinciden con lo observado por Carrillo-Chávez et al. (2003a), 

quienes indican que la adsorción y complejación superficial son los factores que controlan 

la movilidad de los metales en jales del Distrito de Minero de Guanajuato, particularmente 

si se compara con lixiviados de otros tipos de depósitos, procedentes de yacimientos ricos 

en sulfuros (generadores de drenajes ácidos). Las bajas concentraciones de los metales a 

valores de pH circumneutro parecen ser caracterlsticos de depósitos de yacimientos de 

cuarzo-calcita (Plumlee 1999). 

Sin embargo, la concentración de Zn y Pb lixiviados sobrepasan el limite máximo 

permisible en descargas de aguas residuales y lixiviados de suelo (5 mg Zn·l'1 y 0.5 6 mg 

Pb·l'1) estipulados por la normatividad mexicana (NOM-001-ECOL-1996). 

La presencia de biopellculas no implicó un incremento de metales lixiviados; por el 

contrario, favoreció Ja disminución de Zn y Pb, en concentraciones significativamente 

menores (p<0.05) que en los lixiviados de los Jotes control (Tabla 4.8). 

El Zn en lixiviados y el incremento de la MO (la presencia de biopellculas) en Jos BioE, 

se correlacionaron significativa y negativamente (r= -0.99), Indicando que Ja presencia de 

biopellculas redujo la difusión vertical de Zn, incrementándose o manteniéndose las 

formas adsorbidas a las distintas fracciones del desecho, particularmente en carbonatos 

(Zn-carbonatos, significativamente mayor en los BioE). Cabe decir que, a pesar de la 

significativa disminución del Zn lixiviado en los lotes con desarrollo de las biopellculas, su 

concentración al finalizar los BioE continuó por encima del limite máximo permitido en 

lixiviados de suelo. 

Por su parte, Ja retención de Pb pudo ser consecuencia de su precipitación en 

carbonatos, como Jo sugiere el que las cantidades de Pb en esta fracción y en lixiviados 

muestren una correlación significativa e inversa (r= -0.90). Asl, la presencia de 

biopellculas parece favorecer la precipitación e inmovilización del Pb, dada las diferencias 

significativas entre el control y Jos BioE para ambas fracciones del Pb. 

·; 
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El As determinado en lixiviados sobrepasó los lfmites de la norma mexicana (0.2 mg·l'1) 

y se mostró muy por encima de lo recomendado para agua potable en la CE (10Jl'g·l'1 As) 

(Battaglia-Burnet et al. 2002; Katsoyiannis et al. 2002). La presencia de biopelículas, sin 

embargo, disminuyó significativamente (p<0.05) la proporción relativa de As lixiviado 

(Tabla 4.8), de 6.10% en el control al 2.18% en BioE, con el concomitante incremento de 

su forma biodisponible. Los resultados relacionados al As lixiviado coinciden con las 

observaciones vertidas por Carrillo-Chávez et al. (2003b), quienes alertan sobre un peligro 

potencial de lixiviación de As hacia agua subterráneas y cuerpos de agua superficiales de 

la región, con concentraciones de 0.009 a 0.50 mg·As 1' 1• 

Además del Zn, As y Pb, el Mn y Se lixiviados en control también sobrepasan los 

límites permitidos para agua potable de la CE (De Gregori et al. 2002; Katsoyiannis et al. 

2002). 

Por último, las biopelículas, pero especialmente sus SPE, favorecen también la 

reducción en la difusión del agua (Tabla 4.7), interfiriendo, a la larga, en la lixiviación de 

metales (Simms et al. 2000). 

5.2. MICROORGANISMOS ASOCIADOS AL JAL VALENCIANA 

5.2.1. COLONIZACIÓN DE MICROORGANISMOS DURANTE LOS BIOENSAYOS 

Con humedad suficiente, la superficie del suelo pronto es colonizada por comunidades 

de microalgas y clanoprocariontes en asociación con bacterias y hongos y, en los BloE 

con el desecho minero, los resultados obtenidos indican que la condición de riego fue 

necesaria y suficiente para inducir el desarrollo de microorganismos en la superficie de la 

muestra de ]al Valenciana. SI bien el T4 también lnclufa riego, pero sobre una muestra de 

jal esterilizado, la ausencia de biopelfculas en este lote confirma que los microorganismos 

desarrollados en los lotes no son producto de la contaminación, sino de la inoculación ex

profeso. 

Los resultados también indican que el preestablecimiento de autótrofos favoreció el 

desarrollo de los microorganismos heterótrofos (bacterias y hongos)16
, ya que la mayorfa 

fueron aislados de muestras de jal previamente colonizadas por las biopelfculas 

fotosintéticos. Se ha encontrado que ciertas bacterias dependen del carbón presente en 

"Como se recordaré, ladas las baclerias aerobias dolorminadas respondieron posilivamenle a la prueba do glucosa. Los hongos, 
como los géneros Asporgillusy Penicillium, por ejemplo, requtoron do MO, además de humedad (Herrera y Ulloa 1990) 
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las SPE de algas (Nalewajko 1977). De hecho, Jahnke y Priefer (2002) encontraron que el 

notable incremento en la materia orgánica como consecuencia de la actividad 

fotosintética, provoca el establecimiento de formas heterótrofas. Sólo las levaduras 

Gandida albicans y Rhodotorula rubra se desarrollaron apartadas de las biopelículas y, 

únicamente, en lotes del T2. Lo anterior sugiere que los nutrientes adicionados en el agua 

fueron necesarios y suficientes para el desarrollo de ambas especies, logrando, por ello, 

independencia respecto a las biopelículas fotosintéticas. En el caso particular de las 

bacterias anaerobias de los BioE, especies ávidas por compuestos nitrogenados, su 

presencia se explica con relación a la de los otros microorganismos, dados sus 

requerimientos nutricionales. Así, la coexistencia de especies aerobias y anaerobias es 

viable, y lo es gracias a la estructura misma de las biopelículas, con zonas de menor 

difusión de oxígeno (Barranguet et al. 2000), por lo que la ocurrencia de ambientes 

microaerofflicos y anaerobios es viable. 

Existen pocos trabajos que den cuenta de los eventos de colonización microbiológica 

de sustratos afectados por contaminantes generados en la industria minera; tres de ellos, 

relatan la sucesión de microorganismos en zonas afectadas por desechos de minas de 

carbón (Lukesová y Komárek 1987; Frouz et al. 2001) y de !ignita (Jahnke y Priefer 2002), 

en Jos que se comenta que los organismos fotosintéticos son los pioneros (ver 

antecedentes). El trabajo de Lukesová y Komárek (1987) se concentra en algas 

colonizadoras del desecho de las minas de carbón; los investigadores comparan las 

comunidades en relación con la vegetación presente (como parámetro temporal) y 

reportan que, en las etapas tempranas de la sucesión (3-6 meses, sin vegetación), las 

algas se desarrollan como células solitarias y esporádicas (Chlamydomonas thomassonii 

y Ch/ore/la vu/garis); siendo las clorofilas las formas pioneras, mientras que el desarrollo 

de cianoprocariontes (tales como Leptolyngbya edaphica y Nostoc sp.) sobreviene 

después al cabo de año. 

Así, los resultados de los BioE sólo representan una corroboración más de que los 

eventos de colonización en ambientes oligotróficos17
, como el jal, son desatados 

fundamentalmente por microorganismos fotosintéticos (Booth 1941; Lukesová y Komárek 

1987). Además, los resultados del presente dan cuenta de eventos de colonización más 

acelerados, por tratarse de un proceso in vitro bajo condiciones controladas de luz, 

temperatura y humedad. 

11 Bajo a nulo contenido do nutrientes 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 83 



5.2.2. LAS CARACTERÍSTICAS DEL SUSTRATO Y DE LOS MICROORGANISMOS 

Cabe preguntarse por qué fue posible el desarrollo de microorganismos sobre 

muestras del jal, inhóspito y con metales tóxicos, en los BioE irrigados. 

Si bien la biodiversidad reportada es baja, es claro que los microorganismos 

desarrollados en los BioE con jal son especies tolerantes a las condiciones del mismo, 

particularmente a ciertos metales como lo indican los resultados obtenidos de los ensayos 

toxicológicos. De hecho, entre los microorganismos identificados, sobresale la presencia 

de especies tipificadas por su relativa tolerancia a metales, tales como las bacterias 

Bacillus spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter sp., los cianoprocariontes Anabaena sp. 

y Nostoc sp., las algas Ch/ore/la vulgaris, Chlorococcum sp., Cocconeis placentula y 

Fragilaria construens, y los hongos Penicil/ium sp. y Aspergil/us niger. Algunas de estas 

especies ya habían sido descritas en jales de Guanajuato (Rodríguez-Vergil 1997; García

Meza 1999). 

Tolerancia específica 

Tras ser crónicamente expuestas a altas concentraciones de Cu y Zn in vitro, 

cianoprocariontes y las clorofilas de la biopelícula del jal Valenciana, mostraron ser muy 

tolerantes a estos metales'ª. De hecho, ambos grupos de organismos han sido reportados 

en biopelículas de corrientes afectadas por desechos mineros (Anagnostidis y 

Roussomoustakaki 1988; Genter y Lehman 2000; Pawlik-Skowronska 2001) y en cultivos 

enriquecidos con metales comúnmente presentes en desechos mineros tales como Cu, 

Pb y Zn (Foster 1982; Takamura et al. 1990; Shehata et al. 1999) 

Las especies de las biopeliculas respondieron de manera particular ante los metales 

adicionados al medio de cultivo, lo cual influyó, finalmente, en su capacidad fotosintétlca y 

abundancia relativa, tal y como lo revelan los valores de 4> 0 y de Fo obtenidos con el 

PHYTO-PAM. En efecto, en las biopelículas expuestas al Cu, incrementó la proporción 

relativa de clorofilas, de magnitud tal que estas algas verdes resultaron ser el grupo 

dominante desde el primer día del tratamiento, mientras que el 4'o de cianoprocariontes 

18 La tolerancia de la biopelícula se loma más evidente al comparar la tolerancia a Cu y Zn de microalgas y cianoprocariontes 
provemenles de otros ambientes y con d1feren1es niveles de melales. A pesar de que el número de concenlrnciones ensayadas en el 
eKpenmento no porm11en oblener una eslimación real del limite de concentración tolerable (EC.-.0), los resultados mvelan un descenso 
en la aclividad lolosinlél1ca de Jan sólo el 30 y 44% para Zn 1000 µM y Cu 100 µM. respectivamenle, mienlras que Paulsson et al. 
(2000) obluvieron EC.. de Zn 56 µM (3.66 mg·kg ')en penlilon expueslo a Zn en el rlo GOia />Jv (Suecia), y Takamura et al. (1989) 

TESfS CON 
FALLA DE ORIGEN 

84 



mostró tan notable reducción que, hacia el quinto día, mostró valores de cero. De lo 

anterior, resultó un cambio en la estructura taxonómica original de la biopellcula, como se 

ha reportado en diversas comunidades de fitoplancton (in Babich y Stotzky 1985). Este 

cambio pudo deberse a que, en general, las clorofilas, especialmente las Chlorococcales, 

son más resistentes al Cu que los cianoprocariontes (Takamura et al. 1989; Takamura et 

al. 1990). De hecho, Guasch et al. (2002) notifican la omisión total del cianoprocarionte 

Phormidium (aislada de un río oligotrófico y calcáreo en la zona del Mediterráneo, 

España) en cultivos enriquecidos con Cu en concentraciones superiores a 1 µ M (0.064 

mg·kg'1). Por lo tanto, si un ambiente comienza a contaminarse con Cu, es de esperarse 

que se den cambios en la estructura taxonómica de las biopelículas residentes, de 

cianoprocariontes a clorofilas, como ya ha sido documentado por Soldo y Behra (2000). 

Por el contrario, en los tratamientos con Zn 1000,µM y de la mezcla Cu+Zn, el fl 0 de 

clorofilas disminuyó y el de cianoprocariontes fue menos afectado, manteniéndose como 

el grupo dominante de la biopellcula, pues los cianoprocariontes son más tolerantes al Zn 

(Genter et al. 1987) y a la presencia de los dos metales (Genter y Lehman 2000; Shehata 

et al. 1999), aún en condiciones naturales (Guasch et al. 2002). En efecto, ante Cu+Zn, 

los resultados sugieren que el Zn atenúa el efecto tóxico del Cu para Phormidium, 

actuando como antagonista, propuesta que se refuerza en las curvas de la Figura 4.15, en 

las que se aprecia un descenso paulatino del~ ps11 ante Cu+Zn al 100 PM, mientras que el 

declive de la curva del Cu 100 ... M es abrupto. 

Diversos autores han reportado la existencia de efectos antagonistas en metales (Les y 

Walker 1987). Particularmente, el Zn ha sido señalado como antagonista de varios 

metales, provocando una rápida disminución del efecto tóxico de éstos (Lee et al. 1994; 

Fargasová 2001 ), particularmente al Cu (Starodub et al. 1987). Adicionalmente, se ha 

demostrado que algunas respuestas contra metales tóxicos tales como la producción de 

fitoqueiatinas en clorofilas filamentosas, es más pronunciada ante la presencia de un 

metal individual, que a una mezcla de metales (Pawlik-Skowronska 2001 ). El efecto 

antagonista de una mezcla de metales puede también explicar, parcialmente, la presencia 

de cianoprocariontes sensibles al Cu en las biopellculas del jal Valenciana con varios 

metales presentes19
• 

reportan una EC,,, en la lolosíntesis de 20 µM de Cu (1.27 mg·kg·•)y 1000 µM de Zn (65.3mg·kg 1), para l1tobentos lluvia! en regiones 
con desechos mineros 
"Gabe agregar que Cu y Zn dilieren en su lipo de acción, lo cual es claramente visible en las curvas de la Figura 4.13. La clferencia 
entre Cu y Zn sa debe a ta actuacioo tan especifica del Cu, un polenta inhitMdor de la fotosfntesis, que inactiva el transporte de 
electrones on el PSll, provocando la disminución del campo cultntico (Shi<>i et at. 1978; Unbe y Stark 1982; Samson et al. 1988; 
Mohanlhy et al. 1989). Por el contrano, el Zn opera de manera inespocifica sobre el aparto lotosintélico y, por ende, sobre la aC1ividad 

-··----·----·-· ---- --
TP. c:'f~ rir:H 

• • • • ¡ \ •••• •• ~ 
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Mecanismos de protección a metales en blopelícu/as 

Uno de los resultados más evidentes del ensayo toxicológico, fue el aumento en la 

producción de SPE, directa y proporcional a la concentración de los metales adicionados 

al medio de cultivo. El incremento en la producción de SPE ha sido hallado como una 

respuesta general de bacterias (in Teitzel y Párselr< 2003) algas y cianoprocariontes (Les y 

Walker 1984; Pistocchi et al. 1997; Pistocchi et al. 2000; Jang et al. 2001) sometidos a 

estrés por metales tóxicos La presencia de SPE eleva la posibilidad de que los cationes 

metálicos sean acumulados e inmovilizados extracelularmente, retardando así su ingreso 

a citoplasma y, por lo tanto, su efecto tóxico sobre procesos metabólicos vitales (Lombardi 

et al. 2002). Lo anterior se evidencia al comparar la concentración de Cu y Zn en Ja 

fracción celular de carbohidratos: 20 y 50 veces menos Cu y Zn, respectivamente, que en 

las SPE. 

Entonces, se puede decir que, en electo, las SPE son una protección efectiva contra 

metales en biopelículas. Esta efectividad también se indica en función de que su alta 

capacidad de sorber metales fue completa desde el primer día de exposición, debido a 

que los sitios de unión se saturan rápidamente, tal y como ha sido sugerido por Vymazal 

(1984) y confirmado por Harris y Ramelow (1990). Los últimos notaron que el 90% del Cu 

es adsorbido por las SPE dentro de los primeros 15 min de interacción y el metal 

remanente es adsorbido de manera más lenta. 

Considerando el mecanismo general en la producción de SPE, se advirtieron 

diferencias importantes entre las biopellculas tratadas con los metales individuales y la 

mezcla de ambos, resultando en menos Cu y menos Zn sorbido por unidad de área en los 

últimos, que en las biopelículas tratadas con los metales agregados por separado. Lo 

anterior se puede explicar como efecto de la existencia de relaciones de competencia 

entre los iones metálicos (Crist et al. 1981; Arias et al. 2002), que resulta en una 

capacidad de unión diferencial a los sitios cargados, siendo mayor para el Cu que para el 

Zn (Kaplan et al. 1987; Crist et al. 1981; Harris y Ramelow 1990), debido a que el 

potencial iónico y la eiectronegatividad del Cu son mayores20 (Arias et al. 2002). 

fotosmtética (lehmann et al. 1999). La toxicidad del Zn se relaciona comúnmente con su interferencia en el metabolismo de fósforo, 
disminuyoooa la d1spon1bilidad do oslo nulnenlo. aun a ba¡as concenlraciones de Zn (<O.OS µM 6 3.18 µg kg·•¡ (Paulsson el al. 2000; 
Paulsson et al. 2002). Lo ulhmo, permite aseverar quo las especies del biopellcula no sufneron estrés adicional por deliciencia de 
nulnentes durante los expenmenlos, como lo indican la concenlración final de fosfatos en lodos los ensayos (<0.03 µM) y el 
incremento del ~de ambas ospecios en los conlrolos (Fig. 4.10) (Parkhill el al. 2001) 
"'Suponieooa que la adson:ión a las SPE 1 s olectroestáticas 
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Mecanismos de tolerancia en los blopelículas adaptadas a metales 

Existe una vasta literatura relativa a Jos mecanismos que confieren resistencia a 

metales a especies algales y cianoprocariontes (Capítulo JI, apartado 2.3). Otra respuesta 

en biopelículas de hábitat contaminados con metales, es la que permite mantener una 

elevada eficiencia fotosintélica en el PS-11 (lvorra et al. 2002), pese a que la biomasa se 

vea afectada. Es decir, es posible que el Cu, por ejemplo, induzca una reducción del 

contenido de clorofila, mientras que Jacp Ps11 no cesa del todo, como Jo reportan Barranguet 

et al. (2002). Los resultados de Jos ensayos realizados confirman la observación anterior 

ya que, aún cuando parte de Ja biomasa de la biopelícula se perdió, Jos organismos que 

permanecieron continuaron efectuando la fotosíntesis, como Jo indican los valores de 

~PSll• 
Los resultados del ensayo toxicológico sustentan la hipótesis de Guasch et al. (2002), 

la cual plantea que Jos cambios estructurales (biomasa y abundancia relativa de Jos laxa) 

son más comunes que Jos daños funcionales (v. gr. eficiencia fotosintética) como 

resultado de Ja exposición de biopelículas a metales tóxicos21
, ya que las especies que 

permanecen, continúan activas. 

Comunidades tolerantes a metales 

Las observaciones anteriores se sintetizan en la hipótesis propuesta por Blanck et al. 

(1988) de que Ja Contaminación Induce a Comunidades Tolerantes (PJTC, por sus siglas 

en inglés), y que ha sido considerada por otros investigadores, particularmente en 

biopelículas de ambientes acuáticos (in Babich y Stotzky 1985; Admiraal et al. 1999; 

Lehmann et al. 1999; lvorra et al. 2000). Algunas investigaciones con comunidades 

edáficas apuntan hacia Ja misma dirección (Dfaz-Raviña et al. 1994; Dfaz-Raviña y Baath 

1996; Baath et al. 1998; Giller et al. 1998). Cabe agregar que Dfaz-Raviña et al. (1994) 

reportan tolerancia en comunidades microbianas de suelo, no sólo cuando éstas eran 

expuestas a un metal (como Ni, Cu, Zn o Cd), también como respuesta a Ja presencia de 

una mezcla de metales; así, observaron que el Cu inducía Ja tolerancia a Cu, pero 

también a Ni, Zn y Cd, aunque no a Pb. Algo similar podría suceder en las biopelfculas del 

desecho minero. 

"Ensayos 1ox1cológ1cos con liloplanclon. por ejemplo, han demoslrado que exisle la sensibilidad a melales varia notablemente entre 
las diferentes especies y que el incremenlar la concentración del metal en el medio. se venfican cambios en la cooiposlción (cambios 
eslructuralesJ, Slempre que el metal esté en concenlraciones que no afeclen las funciones bllsicas, como la loloslntesis (Guslavson et 
al 19991 
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El desarrollo de microorganismos en el desecho minero también puede ser explicado 

dada su capacidad de crecer asociados, creando un microambiente particular, tal como la 

biopelícula fototrófica. Los resultados indican de que las biopelículas que se desarrollaron 

in vitro, sobre la muestra del jal, gozan de una relativa biodiversidad microbiana, 

especialmente en cuanto a tipos metabólicos (autótrofos y heterótrofos, aerobios y 

anaerobios). Ello es relevante en términos ecológicos, ya que la agregación de 

microorganismos maximiza las capacidades metabólicas22 debido a interacciones 

interespecíficas (Sutherland 1999). Justamente, se sabe que los productos extracelulares 

de cianoprocariontes y algas (ácidos orgánicos, carbohidratos, compuestos nitrogenados 

y vitaminas, principalmente) mantienen selectivamente el desarrollo de una gran variedad 

de bacterias (Nalewajko 1977)23 24
• Se sugiere entonces, que la estancia y el devenir de 

los microorganismos de los BioE, también resulta de su potencialidad de conformar 

unidades dinámicas o biopelículas, con propiedades emergentes particulares como son 

las interacciones descritas, de interdependencia, y que reflejan cierta madurez y 

estabilidad del sistema biológico. Adicionalmente, las biopelículas fototróficas actúan 

como reservas de nutrientes y energía25
, por lo que son el sustrato ideal para el desarrollo 

de microorganismos de niveles tróficos más complejos. 

En general, las relaciones interespecíficas modifican la reacción de las especies a la 

presencia de tóxicos en el ambiente (Bérard et al. 2002). 

Por tanto, dado su hábitat original y considerando la permanencia de formas tolerantes, 

fotosintéticamente activas, se infiere que la elevada tolerancia a metales en las 

22 Se oplimiza la u~lización de los raour.;os med1an1e enzimas lrulas melabólicas) complemenlarias; los productos de desecho de un 
~de microorganismo pueden ser tuonle de energla para otro (Margulis y Segan 1986) 

Particulannente inleresanlo, y un buen ejemplo de una relación simbiótica, es ta liberación de Vllamina 812 y tiamina (por 
Pseudomonas spp. y Baeillus spp.) que oslimulan el crecimienlo de ciertas dialomeas y clorofilas (Fogg 1962; Nafewajko 1977). 
Rhodolorula y Gandida, los géneros de levaduras mAs comunes de la naluraJeza, son tamt>én importanles productOl8S de vitaminas 
del complejo B. que adicionan al ambionle (Herrera y Ulloa 1990). aaro esté, algunas secreciones celulares inhiben el desarrollo de 
otros microorganismos; tal es el caso do anübtóticos como la penicilina y la e~treplomicina, a k>s cuaJes los cianoprocarionles son muy 
sensibles (Skujins 19921 
14 Respecto a las interacciones tróficas. las especies lolosintélicas aseguran el abastecimiento de carbohidratos, fuente de energla 
durante la respiración aerobia y el motabol1smo anaerobio, pero que son elicienlemente oxidados hasla COz por especies aerobias, 
gracias a la producción de oxigeno. Entro tanlo, las bactenas secretan polisacéndos en cantidades tales que pueden exceder su 
biomasa y son aprovechados por los otros grupos m1crobiol6g1cos. Por su parto, Pseudomonas participan en la reducción de nilratos y 
algunas Bacillus fijan nitrógeno, mienlras que las baclerias llpo croslndio dotan do compueslos nitrogenados mediante el cata~ismo 
do proloinas. Simulláncamento. los c1anoprocanontos f1¡an nitrógeno atmoslénco. los hongos, por su par1e, liberan alcoholes, ácido 
orgánicos, pohsacándos, enzimas, lodos vahosos para la lemientac16n, la pulrefacc16n y otros procesos de descomposición 
baclenana. El que baclenas de los géneros Pscudomonas y Bac1/fus l1gurcn como parte del microcosmos asociado al jal, es muy 
alentador. dado el papel ccológ1co que 1uegan en suelos, como su capacidad do descomponer casi cualquier llpo de compuesto 
orgénico, como azúcares. ácidos organ1cos. alcoholes y hasla compuestos clcl1cos. Particularmente Bacillus, importantes pobladores 
del suelo, pueden descomponer necias sustancias de ongen vegetal, incluyendo celulosa, pues se sabe que los metales Inhiben la 
tasa de descomposición de ciertos compuestos orgánicos (in Chew el al. 200t) 
..s Función debida a las SPE, pnncipalmonlo, que rolienen y acumulan nutrientes; ver anlecedonles 2.3 
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blopelfculas del jal Valenciana es consecuencia de las presiones de selección que operan 

en el hábitat original, en concordancia con el concepto de PICT (Blanck et al. 1988), tanto 

como de su capacidad de desarrollarse en biopelfculas, donde cohabitan especies 

tolerantes y sensibles a metales, sustentados por la actividad fotoslntética. Los principales 

constituyentes de biopelículas, las SPE, representan un importante mecanismo de 

tolerancia contra metales tóxicos. Esta tolerancia hace de las biopelículas potenciales 

agentes para la remediación del desecho minero. 

5.3. PROPUESTA PARA LA BIORREMEDIACIÓN DEL JAL VALENCIANA 

Características estructurales del /al Valenciana: lmpl/cac/ones para su 

blorremed/ac/ón 

Un sistema dinámico como el suelo, representa un proceso continuo de Interacciones 

entre sus tres principales componentes: compuestos inorgánicos, orgánicos y 

comunidades microbianas. El jal, que no es un suelo, sólo posee el primero y pobremente 

estructurado; por lo que las oportunidades para el desarrollo exitoso de comunidades 

vegetales como una propuesta de remediación, son prácticamente nulas. Además, el jal 

Valenciana es un sustrato infértil y, bajo las condiciones originales, continuará 

presentando problemas de fertilidad, dado los valores registrados de la CIC, por lo que la 

adición de fertilizantes tampoco es de utilidad en el corto plazo. 

Algunas propuestas sugieren fertilizar los desechos. Los resultados de esta 

investigación indican que ello es inoperante, ya que se dará una pérdida de los nutrientes 

por lixiviación. Propuestas más específicas consideran adicionar materia orgánica 

proveniente de aguas negras o residuales. Aunque los resultados no permitieron llegar a 

una conclusión al respecto, se considera que adicionar aguas residuales es 

particularmente riesgoso, no sólo porque contienen cantidades significativas de metales, 

provocando problemas de contaminación a veces irreversibles (Khan y Scullion 2002); 

además, se ha observado en suelos que la aplicación de aguas negras acelera la pérdida 

de C y la lixiviación de nitrógeno, eleva la concentración de las fracciones lábiles de 

metales, particularmente de las formas biodisponibles dada la conformación de complejos 

orgánicos muy inestables y solubles, asi como la solubilización y lixiviación de metales, 

sobre todo en épocas de lluvia (Stacy et al. 2001; Wilden et al. 2001; Kaschl et al. 2002; 

Khan y Scullion 2002). 
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Adicionalmente, el jal Valenciana presenta, al menos, 18 metales, la mayoría de los 

cuales se encuentran en fracciones no residuales, por lo que existe un potencial tóxico 

inminente, mientras que las fracciones intercambiables de Zn, As, Se, Cd y Pb reflejan 

claramente que se trata de metales potencialmente biodisponibles. Por último, se constató 

la presencia de Hg en el intervalo de mg·kg''. 

En síntesis, la elevada disponibilidad de ciertos metales, el bajo contenido de materia 

orgánica y la pobre estructura física del desecho minero son los principales impedimentos 

para el establecimiento y desarrollo de plantas, como también lo advierten Bradshaw y 

Chadwick (1980) y Ye et al. (2002). Las plantas, además, acumulan melales en sus 

tejidos, particularmente en raíces y tallos, y también en semillas (Ernst 1988; Madejón et 

al. 2002; Raí et al. 2002)26
• Finalmente, la acumulación de metales maximiza los efectos 

tóxicos de los mismos vía cadenas alimenticias. 

La remediación del jal requiere, entonces, de seres vivos que gocen de una relativa 

independencia respecto al abasto de nutrientes, que desaten la generación de MO 

(fertilización natural), propicien la fijación de metales tóxicos y que reaccionen 

favorablemente a la presencia simultánea de las diferentes fracciones de tales elementos. 

Una vez consolidada esta cobertura orgánica, el desecho es susceptible a la colonización 

exitosa de especies vegetales. 

Uso de blopelículas para la remed/ac/ón del /al Valenciana 

La elevada tolerancia de las biopelículas a las condiciones del jal, particularmente a fa 

presencia de metales tóxicos, los hacen potenciales agentes para la remediación del 

desecho minero. 

Las propiedades emergentes de la biopelícula, particularmente las ligadas a la 

secreción de las SPE, también hacen de éstas candidatas Idóneas para subsanar la pobre 

estructura física del jal Valenciana, ya que las SPE unen las partículas del suelo en una 

capa única y consolidada (Zulpa de Caire et al. 1997), contribuyen a reducir la erosión de 

partículas así como a menguar la difusión vertical de agua, incrementan, a su vez, la 

,. Rai el al. (2002) dan cuenla do la acumulación de Cr, Cd, Pb y Cu en semillas de Euryale lerox, proceso correlacionado con la 
concentración do estos metales en el sedimento y en charcos 
"Chinampas, doi Náhuall Chmam1U (le¡ido do ramas y caña~y pan (encima do) lerreno de corta extensión en los lagos de la Cuenca 
de México, donde se cullivan llores y legumbres ' 
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expansión hídrica de manera horizontal en el área que ocupe la biopelícula. 

Especialmente importante para el jal, un material pobre y susceptible de permanecer 

infértil, fue el incremento de MO y la CIC: la fertilización natural del jal, representando una 

consecuencia más de la presencia de estas unidades biológicas. 

La producción de SPE puede favorecer el establecimiento de gradientes físicos y 

químicos que propicien la biomineralización y precipitación de minerales. De hecho; las 

SPE participan en la biomineralización, secuestrando metales (Phoenix el al. 2000, Podda 

et al. 2000; ver sección 2.4). Así, las SPE y las costras biominerales pueden estar 

actuando de manera recíproca, maximizando el importante papel que las SPE juegan en 

el devenir de la biopelícula, particularmente en su acción protectora en ambientes 

extremos (v. gr. elevada irradiación solar, periodos largos de sequía), y por su acción 

desintoxicante y de protección contra metales (Stauber y Florence 1987; Lawrence et al. 

1998; Admiraal el al. 1999; Wilson et al. 2001 ). 

Se juzga entonces, que el desarrollo de biopelículas es el primer paso de la 

remediación de jales, como detonador del establecimiento de redes tróficas más .. 
complicadas. Estas, además, representan un mecanismo de remediación no agresivo 

para el ambiente y que impide cambios bruscos en el ecosistema, lo que lo hace aún más 

atractivo (Brierley et al. 1989; García-Meza 1999). Así una unidad dinámica, con 

propiedades emergentes que: 

Promueve el incremento de materia orgánica 

Genera gradientes químicos y condiciones físicas para la precipitación de metales 

Favorece la biomineralización de metales 

Limita la difusión de agua y de oxígeno 

Consume la producción de acidez 

Retiene metales en forma de complejos orgánicos o adsorbidos en SPE 

Es relativamente autosuficiente una vez desarrollada 

Representa una excelente opción para remediar desechos mineros, configurando un 

sistema cuaternario de microorganismos-MO-metales-minerales, en una vasta 

orquestación de reacciones que controlan la movilidad de los metales, a valores de CIC, 

potencial rédox y pH dados. 
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Surge, ciertamente, la pregunta de por qué las biopelículas no se desarrollan de 

manera espontánea y considerable sobre los desechos mineros. Se sugiere que los 

factores limitantes son la radiación solar directa, que provoca elevadas temperaturas en la 

superficie del sustrato, y la nula humedad durante el período de estiaje. En efecto, en los 

períodos de lluvia es posible constatar la presencia de incipientes biopelículas 

fotoautótrofas y se han observado biopelículas en jales antiguos y localizados en 

microclimas favorables para su desarrollo: cañadas con una mayor humedad ambiental 

relativa y presencia de plantas proveedoras de sombra (Sosa-Luna 1995; García-Meza 

1999). 

Una propuesta interesante para la remediación de jales, se ha denominado 

chinampas"!jal (Sosa com pers.), que no implica la producción de cultivos para su 

consumo, sino un sistema de manejo para fomentar el crecimiento de microorganismos en 

aquellas fracciones de los jalaros que han sido abandonados. Las chinampas-ja/ tendrán 

tres características fundamentales: (a) la superficie del jalero será parcelado en recuadros 

de dimensiones adecuadas para su fácil manejo; (b) un sistema de canaletas 

Impermeabilizadas en torno a cada parcela que posibiliten el riego por goteo, muy 

somero, para mantener cierto grado de humedad, y (c) agentes que generen sombra y 

participen mitigando la pérdida de humedad por evaporación. Los fotoautótrofos se 

desarrollarán con el aporte periódico de agua en torno a las chinampas-jal. Los demás 

microorganismos lograrán su desarrollo gracias a la presencia de los pioneros. Cabe 

añadir que Stark et al. ( 1996) recomiendan emplear caliza como sustrato principal en 

labores de restauración de zonas afectadas por metales, para que el pH no disminuya, se 

mantenga bajo el potencial rédox y los metales libres formen carbonatos, reduciendo asl 

su biodisponibilidad. Es justo recordar que el jal de Valenciana no requiere de carbonato 

adicional30
, ofreciendo de manera natural los beneficios descritos. 

"' La zona aledaña al ja! Valenciana posee caracterlslicas calcáreas; de hecho, hay vestigios de hornos antiguos de cal (Cervantes 
com. pers.) 
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CAPÍTULO VI 

CONCLUSIONES 

l- TESIS CON l 
FALLA DE ORIGEKJ 

Para que comience la vida, se necesita una rica red de relaciones facililadoras. 

Se trata de cooperación, ayuda. enriquecimiento mutuo. 

No es un mal modelo para principiantes! 

Brian Goodwin 



6.1. CONCLUSIONES 

Las muestras superficiales del jal Valenciana reciente es un material heterogéneo, 

altamente procesado, no consolidado y conformado principalmente por cuarzo y silicatos 

diversos. Su elevada proporción de carbonatos y bajo contenido de sulfuros indican un 

bajo potencial de generar drenajes ácidos (carbonatos:sulfuros, 12:1). Además, posee 

baja proporción de sales, bajo contenido de materia orgánica y baja capacidad de 

intercambio catiónico. 

El material presenta 18 metales traza, algunos potencialmente tóxicos y presentes en 

concentraciones que sobrepasan los límites permitidos para suelos en las legislaciones 

de algunos países de la CE: Zn Se, Gr y Cd totales y Cu y Pb intercambiables. En la 

legislación nacional no se estipulan los límites permitidos de la mayoría de los metales 

(formas totales) para suelos y no existe una legislación que delina los límites de las 

formas biodisponibles. 

Los metales se presentan en formas no residuales, químicamente activas, 

principalmente asociados a la fracción de óxidos de Fe y Mn. Adicionalmente, Zn, As, Se, 

Mo, Cd, Sb, TI y Pb intercambiables están en proporciones por encima del 10%, es decir, 

poseen un elevado potencial de ser asimilados por la biota. 

Los resultados sugieren que la especiación de los elementos en el residuo minero 

Valenciana está gobernada por reacciones superficiales de complejación en compuestos 

inorgánicos como carbonatos, óxidos y sulfuros, dada la baja proporción de elementos 

lixiviados. 

A pesar de ser un sustrato inhóspito y potencialmente tóxico, se desarrollaron 

biopelículas fotosintéticas en la superficie de las muestras del jal Valenciana. Éstas 

incluyeron 6 especies de algas y 1 O de cianoprocariontes, entre las que se destacaron, 

por su abundancia y permanencia, los cianoprocariontes Oscillatoriales (Phormidium y 

Pseudanabaena) y las clorofilas Chlorococcum sp. y Ch/ore/la vu/garis. También se 

constató la presencia de bacterias aerobias (16 especies), bacterias anaerobias (2 

especies) hongos (5 especies) y levaduras (3 especies). 

Las biopelículas colonizaron la superficie del jal en los bioensayos hasta cubrir el 76% 

del área durante 21 semanas, favorecidas por el aporte periódico de agua y las 

condiciones relativamente estables de los bioensayos (humedad, temperatura e 

incidencia de luz). La adición de nutrientes (C, N, P) en el agua de riego, no se tradujo en 

cambios significativos en la diversidad microbiana. 
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La presencia de biopelículas implicó alteraciones en ciertas características de un 

ambiente alterado per se, como un incremento en el contenido de materia orgánica del 

jal, superior al 200%. Lo anterior indica el activo papel de los microorganismos en la 

capitalización de nutrientes. 

Se sugiere que las condici.ones microambientales que controlan la especiación de la 

mayoría de los metales no son alteradas por la presencia de biopelículas, como lo indican 

los resultados de las extracciones secuenciales antes y después de los BioE. Los 

cambios más significativos después de los bioensayos implican a metales muy tóxicos: 

(i) incremento de Ni, Cu y As adsorbidos a carbonatos/especificamente adsorbidos, 

(ii) incremento de Cr, Ni y Cu adsorbido a MO-sulfuros, 

(iii) disminución de las formas intercambiables de Co y Pb, 

(iv) Incremento de la forma biodisponible del As, y 

(v) disminución de las concentraciones absolutas de Zn y Pb y la proporción relativa 

de As en los lotes colonizados por biopelículas. 

Pese a la disminución de Zn y As lixiviados en lotes colonizados por biopelículas 

respecto al control, sus concentraciones continuaron por encima de los límites 

permitidos por las normas mexicanas para lixiviados de suelo. 

Los resultados anteriores sugieren que el desarrollo de biopelículas contribuye a 

disminuir el potencial tóxico del desecho minero. La movilidad de metales, sin embargo, 

requiere de un análisis más exhaustivo de las condiciones del medio y en diferentes 

estratos. Particularmente, se debe evaluar, el efecto de la presencia de los 

microorganismos en el pH y las condiciones oxido-reductoras del desecho, pues éstas 

propician la absorción, adsorción, deserción y coprecipitación de metales en las diferentes 

fases mineralógicas, tales como los oxihidróxidos, sulfuros y carbonatos. Así mismo, se 

recomienda hacer análisis minuciosos de los productos de alteración microbiana 

(complejos metálicos formados durante el procesos de recolonización) mediante pruebas 

microscópicas (microscopio de barrido, microscopio de fuerza atómica o CLSM) y 

espectroscópicas para describir la dinámica de los metales a lo largo de los estratos 

(Monroy com. pers.). 

Las biopeliculas son una unidad ecológica integral, que representan un paradigma de 

la optimización de los recursos en condiciones extremas. Sus características Intrínsecas 
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posibilitan la residencia de microorganismos sobre la superficie del jai Valenciana, pese a 

las características del mismo en términos de nutrientes y presencia de elementos tóxicos. 

Los resultados de toxicidad sustentan la propuesta de esta investigación, de que la 

elevada tolerancia de los fotoautótrofos en biopelículas emana como propiedad 

emergente de una unidad dinámica, la biopelícula en s(, y no como la suma de las 

tolerancias individuales de los microorganismos integrantes, al crearse una estructura 

gelatinosa que protege contra los metales, vía la secreción de SPE, donde los metales 

son inmovilizados extracelularmente. 

El activo papel en la fertilización natural del desecho, la reducción de la filtración de 

agua, la disminución de la lixiviación de Zn y Pb, así como su tolerancia a Jos metales, 

hace de las biopelículas potenciales agentes para desatar la remediación del desecho 

minero, como detonadores y catalizadores del incremento de la biodiversidad y el futuro 

establecimiento de redes tróficas más complejas. Además, las biopelículas, como una 

cobertura orgánica que propicia la agregación de partículas, contribuyen a mitigar la 

dispersión de partículas superficiales (erosión eólica). Esto tiene importantes 

implicaciones de salud pública, al atenuarse la propagación del jal sobre poblaciones 

aledañas. 

6.2. PERSPECTIVAS 

Aún existen grandes dudas acerca de la diversidad y el papel que juegan los distintos 

grupos de microorganismos presentes en sitos con residuos mineros expuestos a 

condiciones semiáridas y condiciones cercanas a la neutralidad, donde la alteración 

químico y/o biológica de los compuestos metálicos pudieran favorecer la movilidad/fijación 

de metales (Monroy 2001 ). Documentar tal diversidad y profundizar en el estudio del 

efecto que los microorganismos y sus productos metabólicos tienen sobre los metales y 

los minerales metálicos (oxihidróxidos, sulfuros, carbonatos) es, a mi parecer, la principal 

línea de investigación que debe seguirse para la formulación de propuestas de 

remediación de zonas afectadas por jales. 

En el presente trabajo he hecho énfasis en que las biopellculas son unidades 

dinámicas, como lo es también el suelo y los ecosistemas. Ciertamente, el primero 

(biopelicula) y el tercero (ecosistema), representan dos niveles de organización biológica, 

se trata, en última instancia, de sistemas complejos y dinámicos. Por su parte, el suelo es 

TE("(' r<!"''P..J ..; ,,.) lJ \,,/ I 
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En el presente trabajo he hecho énfasis en que las biopeliculas son unidades 

dinámicas, como lo es también el suelo y los ecosistemas. Ciertamente, el primero 

(biopellcula) y el tercero (ecosistema), representan dos niveles de organización biológica, 

se trata, en última instancia, de sistemas complejos y dinámicos. Por su parte, el suelo es 

un tipo particular de ambiente que, entre otros atributos, sustenta la vida en el medio 

terrestre. 

Si bien el jal minero no es un suelo, al ser colonizado por las biopeliculas, adquiere 

nuevos rasgos, los derivados de las interacciones de microorganismos con los 

componentes inorgánicos del jal. Además, el suelo es la meta hacia la cual la remediación 

de un jal debiera estar siempre apuntando. En este contexto, propongo el desarrollo de 

las siguientes lineas de investigación: 

Analizar el efecto de la colonización de microorganismos en la 

especiación de metales a lo largo de gradientes fisicoquímicos, 

empleando columnas y comparando con lotes no colonizados 

Analizar el efecto de biopeliculas en caracterlsticas del jal tales como las 

condiciones óxido-reductoras y el pH del desecho en los diferentes 

estratos 

Analizar los productos de alteración microbiana mediante pruebas 

microscópicas y espectroscópicas 

Evaluar el papel de las SPE en los procesos de biomineralización y 

precipitación (fijación) de metales 

Intensificar los estudios sobre el efecto de los metales en la actividad 

metabólica de las comunidades microbianas desarrolladas en desechos 

mineros 

Profundizar en la identificación de las especies, con el objetivo de 

elucidar el papel que juegan en el proceso (generación o descomposición 

de materia orgánica, oxidación o reducción de minerales, volatilización, 

biomineralización o solubilización de metales) 

Ensayar el pretratamiento de los jales, aprovechando la capacidad de los 

biopeliculas de adsorber, precipitar e inmovilizar metales (solubilización, 

adsorción, absorción o precipitación y floculación) en sistemas biológicos 
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6.3. CONSIDERACIONES FINALES 

El ecosistema es un sistema abierto, dinámico y complejo, que responde a factores 

multivariados, siempre cambiantes, conformado por elementos que interactúan en 

complejas tramas de diversa naturaleza como ciclos biogeoquimicos, redes tróficas, 

dinámicas demográficas, entre otros. Dichos tejidos son enlaces que interconectan a las 

partes constituyentes y representan, a su vez, mecanismos estabilizadores del sistema, 

que posibilitan su devenir, en tanto su integridad se mantenga. Por consiguiente, el 

principal cometido de la remediación es el de lograr restablecer estos mecanismos, 

propiciando la sucesión, gracias a la presencia y permanencia de los elementos que lo 

posibiliten (Cairns 1991; Atkinson y Cairns 1994; Bradshaw 1997). 

La remediación de desechos mineros sólo será completa si se analizan los factores 

físicos. quimicos, geológicos y biológicos, más aún si se comprenden las interacciones 

entre ellos (Bradshaw y Hüttl, 2001; Ye et al. 2002), de tal manera que se evite una 

restauración cosmética en favor de una natural; es decir, la restauración del sistema, no 

de un atributo aislado. Tal propósito es consecuente con los ecosistemas, como un todo 

integrado y, como tal, suma las ventajas que en términos humanos conlleva, 

fundamentalmente, el reestablecimiento y la recuperación de recursos y subsidios 

naturales. Entonces, el éxito de la remediación involucra más que colocar un conjunto de 

especies de plantas, implica el desarrollo de un completo mecanismo de acumulación de 

nutrientes, por lo que, y como lo señalan Bradshaw y Hüttl (2001), la salud y actividad de 

los microorganismos son esenciales. 

De lo anterior se desprende un corolario importante: las legislaciones ambientales 

concernientes a contaminantes de suelo por metales, deben considerar los efectos de los 

elementos tóxicos en la composición y los procesos microbiológicos (Dahlin el al. 1997; 

Giller et al. 1998), asi como las formas totales y biodisponibles de los elementos'. Más 

sensato será limitar la descarga de metales mediante legislaciones más estrictas. En el 

caso especifico de los jales, debe darse carácter de obligatoriedad al tratamiento de los 

desechos mineros antes de ser vertidos al ambiente. Lo anterior se fundamenta en los 

efectos irreversibles de los metales en suelos y aguas subterráneas (Dahlin el al. 1997; 

Gupta el al. 1996) y el complejo escenario, en términos de remediación, que desatan las 

prácticas existentes. 

1 Un imporlante antecedenle es la legislación Surza (Guia de Valores para Contaminantes del Suelo in Gupta et af. 1996), en la que se 
estipulan los lim11es perm1t1dos las formas tofales y mov1les de los tóxicos 
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APÉNDICE A 1.1 

CÁLCULOS PARA LA RECONSTRUCCIÓN MINERALÓGICA 

(Difracción de Rayos X y Análisis de Óxidos mayoritarios por 

Espectrofotometría de Absorción Atómica) 

Las sustancias cristalinas producen un patrón de difracción característico (una especie de huella 

digital), por el cual la sustancia puede ser identificada, ya sea pura o en una mezcla. Difracción de rayos X 

(DRX): Cuando un haz de rayos X monocromático incide sobre la superficie de un cristal, se refleja siempre y 

cuando el ángulo de incidencia tome ciertos valores, mismos que dependen de la longitud de onda y las 

dimensiones del cristal. El rayo incidente se refleja parcialmente en diferentes planos y los rayos reflejados se 

colectan simultáneamente en un detector; sin embargo, sólo hay difracción si se cumple la Ley de Bragg, 

principio en el cual se basa el análisis por difracción de rayos X: 

2dseno = nA. 

d:distancia interplanar n: orden de la difracción (generalmente = 1) 

O: ángulo de incidencia (se lee de la gráfica) i..: longitud de onda de los rayos X (1.5418 A) 

Cada vez que se cumpla la Ley de Bragg, el fenómeno de difracción ha ocurrido en el cristal; el 

rayo difractado se detecta como una señal en una gráfica que se llama "difractograma" o "patrón de 

difracción". El difractograma se obtiene al graficar O contra la Intensidad. Una ventaja de la DRX es que 

inlorma el estado real de combinación química de una sustancia y no en términos de sus elementos 

constituyentes. La identificación de la sustancia se realiza comparando las líneas del difractograma obtenido, 

en cuanto a sus posiciones e intensidad, con respecto a patrones conocidos. 

La muestra se muele en mortero de ágata y se homogeniza perfectamente. Posteriormente se 

coloca en un portamuestras y se somete al análisis de DRX (en el presente trabajo se empleó el Difractómelro 

SIEMENS D-500, Cu-Ka -1 =2.5405 A a potencia de 3 kV y corriente de 20 mA). Después de obtenido el 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

116 



difractograma, los picos obtenidos (en 2 0) se comparan con el archivo PDF (Powder Difraclion File). Una vez 

identificados los minerales más abundantes por DRX y cuantificados sus principales elementos por Absorción 

Atómica (y en algunos casos por temoanálisis), se realiza la reconstrucción mineralógica. 

De esta manera: 

1. A partir de los datos siguientes 

Óxidos de elementos mavoritarios Minerales detectados oor DRX 
SiOi 77.45% Cuarzo (SiOi) 

AJ,Q, 5.97% Minerales arcillosos lipo esmectita (probablemenle montmorillon1ta o saporila) 

Fe2Q3 

Ca o 

MgO 

NruO 

1<20 

1.95% 

7.20% 

3.13% 

0.38% 

3.35% 

Caolinita (Al2Si20s(OH)•) 

Yeso (Caso •. 2H20) 

Ortoclasa (KalSbOa) 

Plgioclasa (NaA!SbOa) 

Hematita (F02Q3) 

Calcita (Caco,¡ 

Magnesita (MgCO:i) 

2. Se realizó la reconstrucción mineralógica de la muestra superficial del jal Valenciana, efectuando los 

siguientes cálculos: 

% Plagioclasa (lodo el Na~) 

2NaAISb0a ~ 2Na,0 + 3Si02 + 2Al203 

(0.38%)(8.47%) = 3.22% 

- Si0,:(3.22%)(0.657%) = 2.21% (-74.45% SiO,: 75.24%) 

• AliQ,: (3.22%)(0.195%) = 0.628% (-5.97% AJ,Q,: 5.342%) 

% Ortoclasa (lodo el K:.0) 

(04.35%)(5.92%)= 19.38% 

-SiO,: (19.38%)(0.648%) = 12.85% (-75.24%: 62.39%) 

-Al,O,: (19.83%)(0.195%) = 3.86% (-5.345%: 1.482%) 

• Consideración: se emite mineral arcilloso, el AJ,Q, restante corresponde a la caolinila 

% Caolinita 

(1.482%)(2.53%) = 3.75% 

• SiCh: (3.75%)(0.465%) = 1.749% (-62.39%: 60.65%) 

• H,O: (3.75%)(0.14%) = 0.525% (·5.05% ppc: 4.525%) 

% Calcita: 5.09% 

• CaO: (5.09%)(0.56%) = 2.85% (·7.2% CaO: 4.34%, yeso) 

• CÜ2: (5.09%)(0.44%) = 2.44% (·4.525% HiO: 2.285% yeso+ MgCO,) 
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% Magnesita: 3.12% 

• MgO: (3.12%)(0.48%) = 1.49% (·3.13% CaO: 1.6%, MgSi03) 

• CO.: (3.12%)(0.52%) = 1.62% (·2.285% H~: 0.665%, yeso) 

% Cuarzo 

• MgSiQ3: (1.64%)(4.1%) = 4.1% 

• 8102: (4.1%)(0.6%) = 2.46°/o (·60.65%: 58.19%, cuarzo) 

% Yeso: 

(4.76%)(0.665%) = 3.14% 

(3.14%)(0.21%) = 0.66% (·0.665%: O, sin materia orgánica) 

3. Concluyendo, 

Cuarzo, SIO. 57.0% 

Ortoclasa, KAISbO. 16.0% 

Calcita, caco, B.3% 

Caolinita, Al1Sl1Q,(OH)• 5.6% 

Yeso, CaS0•·2HiO 3.2% 

Magnesita. MgCO, 3.1 % 

Plagloclasa, NaAISbO. 2.5% 

Clorita, Mg.Al(SIJAl)01oOHa 2.3% 

Hematita, Feio, 1.9% 

Sulfatos en forma iónica < 1 % 

ll8 
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'NOTAS: 

Datos generales para Interpretar el termo-análisis de la muestra de jal Valenciana reciente 

Almóslera: N2 Po~a-muestras: platino T alcanzada: 1300 •e (Vel. 10'C·min-1) 

Peso Inicial muestra: 12.7228 m Peso inicial linal: 11.72 m Pérdida de so total: 7.87% 

Temperatura ºC Reacción Pérdida de peso(%) Valor máximo Interpretación DTA' 
30.454 endoté nnica 0.8 Matona orgánica; egua de deshidratación 

455.559 0.9 548.6 Deshidroxidación do caolín 

560-758 3.86 685.9 Descomposición do magnesita 

759·1229 1.85 1104 Descomposición de suliatos 

1230-1300 0.17 1257 Feldespatos 

APÉNDICE A 1.2 

Índices de correlación entre las fracciones metales, materia 
orgánica (MO), capacidad de intercambio catiónico (CIC) y 

concentración de elementos en lixiviados (lix) 

Be m iv Total MO CIC lix 

-0.14711 -0.44282 0.481374 ·099920 -0.63606 ·0.4394 -0.5515 -0.6459 

-0.06168 0258242 0.131095 0.177873 0.79671 0.7003 0.5765 

m 0.484341 0.41419 o 951294 0.55142 0.6532 0.7455 

iv -0.49454 0.366329 0.4S056 0.4061 0.3469 

0.607978 0.40979 0.5221 0.8175 

total 0.73298 0.827 09034 

MO o 9863 09435 

C1C 09852 

TI ru 1v Total MO CIC llx 

0.870083 0.31484 0.062129 o 9657.St' 0.636666 o.n2B4 0.0068 -0.0062 

0.184944 -0.34093 0.720608 0211381 o ~105'..!1 0.8634 -0.4444 
¡¡¡ ·0.39065 0.433075 0.014005 0.55142 0.6532 -02651 

iv 0.199919 0.795292 ·0.5828 -0.5049 09938 
0.752861 0.67013 0.7448 0.1666 

lllla1 0.02171 0.1217 0.767 
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MO 09863 --0.6186 

CIC --0.5202 

V lv Tolal MO CIC 1ix 

--0.6241 -o.580n 0948535 -0.47608 -027796 -0.7548 -o.1on 0921 

0.936788 --0.62429 0.76762 0.746745 0.72378 0.7748 --0.5424 

111 --0.33304 0.815825 0.891897 0.55142 0.6632 -02283 

lv --0.17636 0.034497 ·0.5702 --0.4832 0.9913 
<:,,:: 0.62211 J ')().i~~ --0.1312 

IO!al 0.55432 0.6834 0.1162 

MO 09A53 ·0.5788 

CIC --0.4758 

"Cr tv Total MO CIC llx 

1 -0.3408 ·024603 ·0.01862 ·0.5n18 ·0.26424 --0.4416 --0.526 --0.4400 

u 0.109167 0.521392 0.55575 0.311959 0.86819 0.8108 --0.831 

w 0.828023 0.852166 0977301 0.55142 0.6532 -02422 

lv 0.82249 o ~115587 0.60149 0.8133 --0.733 

V 0 91764.i 0.86659 09366 --0.3099 

1otal 0.70875 0.7853 ·0.3981 

MO 09863 --0.&a;G 

CIC --0.5041 

"Cr lv Total MO CIC lix 

1 0.007557 ·0.9591 --0.64431 --0.82553 --0.6973 --0.426 --0.5613 --0.1755 

0.152945 0.565499 0.557211 0.369357 09004 0.8201 -0.4695 

~ 0.825962 0.874646 o 97477 0.55142 0.6632 --0.1097 

lv 0.649168 o 912513 0.60134 0.8125 -0.5643 

V 0.945379 0.86298 09302 --0.0915 

lotal 0.72015 0.7967 -02187 

MO 09863 --0.3339 

CIC --02237 

Mn 111 lv Total MO CIC llx 

0.179418 --0.42385 0.176099 -0.6492 -022354 --0.7162 -0.7823 --0.1313 

-0.68864 ·0.10941 ·029915 ·0.50859 0.14621 --0.0127 ·0.4962 

0.853727 0.876988 0951169 0.55142 0.6632 -02175 

lv 0.628n5 0.855289 0.45379 0.4361 -0.6004 

V 0.860972 0.86444 o 9333 -0.4647 

lo tal 0.56983 0.6317 --0.4792 

MO 09863 --0.5925 
CIC -o.48n 

Fe lü lv Total MO CIC lix 

0.111134 --0.4111 0.643964 --0.40174 ·026297 --0.3057 --0.4302 --0.5644 

0.855673 o. 176222 0.789943 \1!l.:'!'60.t 0.51071 0.5424 --0.8678 

ül -023664 0.893369 !J 9B3233 0.55142 0.6532 --02691 

lv o. 106459 ·0.06834 0.45088 0.3007 -0.85 
r,1r,5flfi 0.86739 0.9198 --0.4881 

lotal 0.60854 0.6656 --0.4385 

MO 09863 -0.5952 

CIC ·0.49n 
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Co ¡¡¡ " Total MO CIC llx 
-OB3123 -0.46368 -0.786 -0.80068 -OA0961 ·0.9836 ·0.9424 0.521 

0.316352 o 923"91 0.613407 0.383647 0.72946 0.6364 -0.7522 
w 0.639354 0.89574 0977657 0.55142 0.6632 0.3839 

" 0.805393 0.70706 0.72904 0.6941 -0.447 
0.849012 0.66207 09109 0.0049 

total 0.46898 0.5562 0.3162 

MO 09863 -0.367 

CIC -0209 

NI 111 " Total MO CIC lbc 
0260244 -024137 0.15936 021138 0.02546 0.67118 0.577 ·0.484 

0.775889 0.99412J 0925108 O ~HJ61CI 0.85102 0.85 0.078 
111 0.604035 0.895512 095745 0.55142 0.6632 0.6636 

" 0910086 O!l2050J 0.78995 0.7945 0.1002 
0.981172 0.86492 o 9176 0.4135 

total 0.75806 0.824 0.474 
MO 09863 0.0418 
CIC 0.2057 

cu m " Total MO CIC llx 
-0.43728 -0.0702 0.137185 -0.83595 0.090278 -0.6329 -0.6503 0.1214 

0.682121 0.830579 0.700201 0.798171 0.97158 0.9599 -02755 
111 0.668769 0.806269 0900018 0.55142 0.6632 0.499 
iv 0.362969 o 923995 0.67943 0.652 ·02511 

0.598269 0.73449 0.8354 0.3956 
total 0.64281 0.8798 0.1257 

MO 09863 -0.316 
CIC -0.156 

Zn HI iv Total MO CIC llx 
-020201 0.373975 0.072958 0.410727 0.403816 -0.5371 -0.3988 0.5932 

0.700632 0.859242 0.690539 0.749162 0.66966 0.6498 -0.7501 
w 0.949046 0.998979 0.9883" 0.55142 0.6632 ·0.5212 

" 0.93764~ o 939023 0.74781 0.0055 -0.7464 
0991902 0.51392 0.6164 ·0.485 

total 0.48125 0.5751 -0.472t 
MO o 9863 ·O 9868 
CIC ·O 9537 

As 111 " Tolal MO CIC llx 
0.695039 0.512082 -02848 0.4t6468 0934516 0.50977 0.6205 0.5323 

0.623673 0.329996 0.806278 0.869595 o 97222 o 9936 -02288 
ili -0.34903 0911256 0.733182 0.55t42 0.6632 0.00t4 

" 0.067876 -O.t533t 0.50973 0.3626 -0.8577 
0.7tt978 0.8104t 0.854 ·02911 

total 0.73243 0.8296 02705 

MO o 9863 ·0.450t 

CIC -0.3121 
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Se fil jy Total MO CIC llx 

0.079334 -0.47559 0.673206 0.006375 0.719367 -02639 -0.4001 -02265 
-0.54157 0.205106 -0.54252 0245646 0.36236 0279 -0.6796 

m 0.123903 0.676049 0.043472 0.55142 0.6532 09564 
jy 0.526214 (l ~·~#j724 0.51747 0.4017 02624 
y 0.462023 0.51216 05503 09579 

letal 047166 0.3471 0.166 

MO 0 9Bfi3 0.4154 

CIC 0.4961 

Mo jy Total MO CIC llx 

0.145463 0.666133 -0.31432 0.561067 (lfofi4319 -0.1902 -0.0666 0.7255 
0.698657 ·0.54313 0.885263 0.383631 íl ~>(JJ 17 0.6879 0.6795 

fil -0.195 1\•,.:1••1-l 0.850051 0.55142 0.6532 09!)64 
jy -0.45643 -0.34789 -0.1907 -0.1046 -02216 

0.756458 0.7025 0.7541 o 9373 

1otal 0.07542 0.1778 0.8786 

MO 09863 0511 

CIC 0.6133 

Cd lü jy Tolal MO CIC lix 

0.646953 0.893854 -0.38843 -0.01595 o 991844 0.64766 0.6824 0.6501 

023607 -0.74353 o.1n451 0.544<188 0.48052 0.3818 0.1549 
¡¡¡ -0.06494 -0.11381 o 943536 0.55142 0.6532 0991 
jy -0.79001 -0.30251 -0.8017 -0.6924 o.oo;e 
y -0.04791 0.74353 0.6741 -0233 
1otal 0.63179 0.6863 o 9092 

MO 09863 0.'372 

CIC 0.5518 

Sb iü jy Tolal MO CIC lix 

-0.32649 0.5244 -0.31879 0.613835 0.420278 -0.4017 -02593 0.5519 
0.609694 0.683714 0.533726 o.1m11 09080!1 0.873 05915 

¡¡¡ 0.420268 0~2817 o 982733 0.55142 0.6532 09293 

jy 0.380195 0.579878 0.61727 0.5433 0.5764 
V o 970685 0.44937 0.556 o 9486 

1otal 0.6039 0.6806 0.9581 

MO 09863 0.3809 

CIC 0.4553 

TI w jy Tola! MO CIC lix 
0.635904 o 960784 0.663682 o 90078 o [)2822 0.31441 0.4439 05637 

i 0.955285 o 959722 o 97.i908 0.980096 0.75239 0.815 0.0634 

™ 0.841403 O :JBJ;if12 o 99.¡93-1 0.55142 0.6532 0.3333 
jy 0.87471 0.890665 0.62667 0.8438 -0.1294 

'l ~1~9404 0.66008 o.n4 0.1719 
1otal 0.62274 0.7119 02479 

MO 09863 -0.6027 

CIC -0.4899 
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Pb m /y V Total MO CIC llx 

0.015081 ·0.37933 0.398198 -0.60224 0.048161 -0.8115 -0.8476 0.0813 

0.605114 0.899013 0.691765 0.793822 0.5533 0.51n ·09 

UI 0.539961 {) ~t?21H1 0.868153 0.55142 0.6532 -02813 
/y 0.466159 0.654623 0.1513 0.1366 -0.6808 

0.756929 0.82912 0.6665 -0.5149 

101a1 0.32049 0.3866 -0.4482 

MO o ~863 -0.6376 

~ ~g 

Fracciones, 1: lnlercamblable, ii: unida a cartxmatos/especilicamente adsorbida, iri: absorbida en óxidos de Fe y Mn, lv: 
absorbida en materia orgánica y sulfatos, v: residual. Total: representa la suma de las cinco fracciones. Ao¡o: f'?;0.95; 
Lila: 0.95>r>0.90 

APÉNDICE A2.1 

RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUÍMICAS BACTERIAS Y 

LEVADURAS 

BACTERIAS AEROBIAS 

COCOBACILOS GRAM POSITIVOS 
C3m 3C4 2C4a 2CI C3s 3C6 2C5 3C2b 201 02 

es 
Klioer ·1 

HS 
lndol 

Movmdad 
Esculina 

GN 
Urea 
VP 

RoioMeblo + 
ALO ·? 

Aaar Almidón +? 
Gluoosa 
Xi losa 
Manitol 
Lactosa 

Sacarosa 
Maltosa 
Salicina 
Cala lasa 
Nitra los 
0.ddasa + 

CN + + + + 
Género Corynob Rhodococc Rhodococc Rhodococc Cot)nebact Cot)neooct Cotynebact Cotynebact R/Jodococc Cotyneooct 

acterium us us us onum erium erium erium us erium 
E'"""" so BI so so so soB3 so81 soB1 olQW""11 so 5083 

CLAVES: CS. citrato de Srmmons: GN: gelatina nutnuva, VP. prueba de Vogol y Proksauer, ALD. agar·leche descremada; CN: caldo 
nutntivo con NaCI al 6% 

TESIS CON 
124 

FALLA DE ORIGEN 



BACTERIAS AEROBIAS (Cont.) 

COCOS GRAM POSITIVOS y GRAM VARIABLES 
2C4b 3C1 3C3 2C3 28 3A1 

Glucosa + + + + 
Fructosa + + 
Manosa 
Mallosa + 
Lllclosa + 
Trealosa 
Manito! 
Xiliiol 

Mellblosa + + 
Nilralos + 

VP + + 
Ralinosa 

Xi losa + 
Sacarosa + ...., 

Nao 
Amlnlna 
Ureasa + 
Calalasa + + + + + 
Oxidasa 
ONAsa 

Coagulasa 
Omitlna NO 

MH 
RM-VP •· •· •· •· +/· +/· NO 

Frudosa2 
Trualosa2 
Manilol2 
Xllosa2 + + 
Género S••nhVlococcus 

s. xi/osus 1 S.so 1 S.Bll 1 s. 
Pruebas de lennenalc16n de los azúcares 5'1ilalados. CLAVES: NAG: N·Aceül-glucosamlnidasa; ADH: arginlna 
dihidrolasa; MH: pigmentación en egar de Müller·Hinlon a 37 y 42"C; VP: prueba de Vogel y Proksauer, RM: rojo de 
metilo 
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.) 

BACILOS GRAM POSITIVOS 
582 2C2 3C2a L261 b 203 L261 e l261 a 561 e 561 a 

es + + + 
Klleaer 

HS . . 
Indo! 

Movilidad + + + + + + + . 
Esculina + + + + + + + + + 

GN + + + + + + + 
Urea 
VP . + + 
RM . 

ALD + + + + + + + + + 
AA + + + + + + + + 

Glucosa + + + + + + + + + 
Xi losa 
Mani1ol + + + . + + 
Laclosa 
S11a1rosa + + + + + + + + + 
Mal losa + + + + + + + + + 
Salicina + + + + + + + 
Calalasa + + + + + + + + + 
Nilmlos + + + + + + 
Oxidasa + + + + + + + + + 

CN + + + + + + + + 
42"C • + • + • • + • • 

Género Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus 
Esoecie ¡¡umillus oomillus brovis subW/is oomi//us suMl/is subUl/is subUl/is subU/lis 

CLAVES: CS: c11ralo de S1mmons; GN: golal1na nutnliva; VP: prueba de Vogel y Proksauer, RM: 10fO de meülo; ALD: agar~eche 
descremada; AA: agar-almidón; CN: calda nulriüvo con NaCI al 6% 
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.) 

BACILOS GRAM POSITIVOS ICont. 
L2A 482 4Al11 4B5n C2a C2b 

es + 
Klloer 
HS 

Indo! 
Movilidad + + 
Esculina + + + + + + 

GN + + . 
Urea 
VP + + + + + 

RoioMelilo 
ALD + + + + + 

Aoar Almidón + + + + + 
Glucosa + + + + + + 
Xi losa 
Manitol + . + + + 
Lactosa 

Sacarosa + + + + + + 
Maltosa + + + 
Salicina + + + + + 
Calalasa + + + + + 
Nitratos + + + 
Oxidase + + + + + 

CN + + + 
42-C + + + + 

Género Bacillus Bacillus Adinomyces Bacillus Bacillus Bacillus 
Esoecie subliflis cereus naesiundii ~·""llus oumillus mmjJ/us 

(1): mayor desarrolló en Gelosa-chocolate que en BHI: CLAVES: CS: c1tra10 de S1mmoos; GN: gelatina 
nutntiva; VP: prueba de Vogel y Proksauer, ALD: agar-leche descremada; CN: caldo nulntivo y NaCI 6% 

~" .. 
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.) 

BACILOS GRAM NEGATIVOS 
C6b 4B5b 463 3C5 L1B3 be B2 281 

Oxldasa • • • • • 
Ox alucosa + • • • • • • 

Faluc + • + 
42ºC ' • + + + + • 
MH . NO 
es + + • + + • 

Klleaer + 
Manosa + NO NO 

Sacarosa . • NO NO 
VP ' • + + + 

Rolo Metilo . 
HS 

lndol 
Movilidad + • • + • 

Urea . 
McConkev NO NO 
Sacarosa NO NO 

TCBS NO NO NO NO NO 
DNAsa NO NO NO NO 

GN NO NO NO 
Nitratos NO NO NO NO NO • • 
Esculina NO NO NO NO NO 

MIO ·,·,· NO NO NO NO +,-, + +,·,+ 
Malonato + NO NO NO NO NO 
Género Klebslefla PS6udomot>U -.. l'Nudomooas Acinflobactllf Pleslomona Pleslcmona 
Esoocie K.sp P. a eruginosa P. aorugi>osa P. BerogiJosa A. sp sh~ sh~ 

CLAVES. Ox gluc. ox1dac16n de gluoosa, F gluc. tennentación de glucosa, MH. plgmentac16n en agar de Muller·Hmton a 37 y 42"C; CS: 
citrato de Simmons; VP: prueba de Vogel y Proksauer, TCBS: agar tlosulfato citrato y sales biliares; GN: gelatina nutritiva; MIO: movilidad. 
indol y omitina; NO: no detenninado 
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.) 

BACILOS GRAM NEGATIVOS NE C+Aoi 20 NEI 
4B4 CSa CSb 

Nilralo + + + 
TID 

Fermenlaclón de olucosa 
AOH + + + 

Uraasa 
Escuhna + + 
Ge lama + 
PNPG 
Glu·a + + + 
Ara + + 

Manosa + 
Manilol + + + 
NAG + + 

Mallosa + + + 
Gnt + + + 

Caoralo + + + 
Adioalo + -
Mala lo + + + 
Citralo + + + 
Pac 
Ox + + + 

42"C + + + 
HS NO NO NO 

lndol NO NO NO 
Movilidad NO NO NO 

OF-Oxldación 
Qf.farmenlaclón 

Fructosa 
Mac + + NO 

Ca!rim NO NO NO 
Género Pseudomona 
Especie P.aeruainosa P.nuorescens 1 P. nuorescens 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN_ 
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BACTERIAS ANAEROBIAS GRAM POSITIVAS (Cont.) 

cocos BACILOS 
A101b C110 2C100 C108 

Ureasa t + t 

AOH t 

aGalaclosidasa 
llGalaclosidasa 

BGP 
aGlucosidasa 
BGlucosidasa 

uARA 
UGUR . 
l\NAG 

Manosa t . 
Ralinosa 

GDC 
aFucosidasa 

Nilralos t . 
Indo! t t + + 
PAL + + 

A!llininaA 
ProllnaA 

LOA 
fenilalanlna A 

Leucina A t + 
PirlnaA + 

TiroslnaA 
Alanina A 
Glicina A 

Histi<ina A t 

GlutamlnaA 
SerlnaA 
Calalasa 
Esporas t t t 

Clénaro Peptococcus C/ostridium C/ostridium C/ostridium 
ADH: ar¡¡lmna dlh1drolasa; GP: galactoSldasa-6-loslalo; ARA: arab1nosldasa; GUR: 
glucuronldasa; NAG: N·Acetil-glucosaminidasa; GDC: écido glutámico docarboxilasa; 
PAL: fosfalasa alcalina; A: arilamldasa; LG: leucil glicina 
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LEVADURAS 
L1A4 L2A "corallto" IL2Acl 

Pseudomlcello . . + 
Ascosooras . . . 

Glucosa + . + 
Glicerol + + + 

2-ceto-D-gluconato + . + 
Arabinosa . + 
D·Xilosa . . ' + 
Adonitol + + ·. . 
Xilitol . . . 

Galactosa + . + 
lnositot . . + 
Sorbitol + . + 

a-metil·D-<llucosa . + 
N·acelil-glucosa . . 

Celoblosa + . + 
Lactosa . + 
Maltosa + + + 

Sacarosa + + + 
Trealosa + . . 

Melezitosa + + + 
Rafinosa . + + 

Sacarosa fa/fl nd nd ·I· 
Glucosa at1 nd nd +/· 
Maltosa 1at1 nd nd ·I· 
Lactosa (a/I nd nd .¡. 

Mortotioo Gandida Rhodolorula nd 
Esoecie R. rubra nd 

NOTA:. (811}: aslmllaaónlfermenlación 

APÉNDICE A2.2 

DESCRIPCIONES DE CIANOPROCARIONTAS, CLOROFITAS Y 
DIATOMEAS 

CYANOPROKARYOTA Kom,rek 1989 
CYANOPHYCEAE Sachs 1874 
CHROOCOCCALES Wettsteln 1924 

SYNECHOCOCCACEAE Komárek et Anagnostidis 1992 
APHANOTHECOIDEAE Komárek et Anagnostidis 1992 
Aphanothece Nageli 1849 

Cfr. A. saxico/a. In Desikachary 1959, Pag. t38, lámina 22 li9. 1 t 
Cenobio amorfo con mucilago incoloro, difuso; células verde-azules, elipsoidales o ligeramente bacillares, distribuidas 
irregularmente en et mucilago, solitarias o en pares, más o menos separadas enlre si. División celular en dos planos. 
Contenido celular homogéneo, no se observó granulaciones, nanocitos ni aerotopos. Dimensión de las células: diámetro 
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(O) y largo (L)= 1.9·2.4µm, ancho (a)= 0.9 µm. Especies de este género han sido caracterizadas como edálica y epilltica 
(Novelo 1998). En suelos pantanosos, en desagOes o en cultivos de muestras de suelo. 

oc:,((:¡ 
OC> 00 

r>.í:9o~ 
'U~~ o 
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SYNECHOCOCCOIDEAE Komárek et Anagnostidis 1992 
Synechococcus Nageli 1849 

Cfr. S. elongalus (Nageli) Nageli 1849. In Komárek y AnagnoS11dis, 1999, pag. 123, fig. 137 
Células bacilares (cillndricas), rectas, con ápices redondeados; solitarias o en grupos de 2-4, sin mucilago común; 
contenido celular homogéneo sin granulaciones, verde cian pálido; división celular transversal por fisión binaria; después 
de fa división, las células tienden a mantenerse unidas. formando pseudolilamentos de hasta 4 células. L: 3·4 µm; a: 1-2 
µm. Especies de esle género poseen formas de vida edáfica y epilílica: suelo de zonas áridas, suelos húmedos, lodos, 
rocas húmedas (Novelo, 1998). S. etongatus ha sido reportada en rocas sumergidas de un lago en India (Desikachary 
1959). Subaerofilica en suelos húmedos, zonas pedregosas y paredes húmedas; reportadas para zonas tropicales 
(Komárek y Anagnostidis 1999) 

MERISMOPEDIACEAE Elenkin 1934 
Aphanocapsa Nageli 1849 

Clr. A. grevillei (Berkeley) Rabenhors/ 1865. In Desikachary (1959) pag. 134, lamina 21 fig. 9; In Komárek y Anagnostidis (1999) pag. 
159, fig. 194 
Cenobio más o menos esférico con mucilago homogéneo común, incoloro. Células esféricas a subesféricas, localizadas 
de manera irregular dentro de la colonia (hasta 40 células por colonia); contenido celular homogéneo azul-verde, sin 
granulaciones; división celular en dos direcciones o planos; células hijas en una vaina común. D < 3 µm. Especies de 
este género pueden ser edálicas y epilítica (suelos de zonas áridas, suelos húmedos, lodos, rocas húmedas) (Novelo 
1998). A. grevillei ha sido reportada en suelos húmedos de India (Desikachary 1959); ocasionalmente en sustratos 
pedregosos húmedos o en suelos pantanosos (Komárek y Anagnostidis 1999) 

' (\ il ~ ~ . 
....,; '(o .li.º\ 
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OSCILLATORIALES Elenkin 1934 
PHORMIDIACEAE Anagnoslidis el Komárek 1988 

PHORMIDIUOIDEAE Anagnostidis et Komárek 1988 
PHORMIOIUM Kützing ex Gomont 1892 

Phormidium Cfr. mucosumGardner In Desikachary (1959) Pag. 265, lamina 43 fig. 6 
Filamenlos largos, formando una mata intrincada; vaina lisa e incolora; filamento que tiende a trenzarse, no forma 
pseudorramificaciones; sin constricciones en septos; células más largas que anchas, algunas ligeramente más largas 
que otras; citoplasma homogéneo sin vacuolas ni granulaciones; célula apical similar a las intercalares, ligeramente más 
larga, con ápice redondeado y sin caliptra. División del tricoma por muerte de célula Intercalar. Forman hormogonlos. L 
célula: 2-3 µm (3.6 apical); a: 1.7-2.4 µm 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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PSEUDOANABAENACEAE Anagnostidis el Komárek 1988 
PLANKTOL YNGBYA Anagnostidis el Komárek 1988 

Planklo/ygnbya Cfr. subU/is (Lemmennan 1898) Anagnoslidis el Kornarek (1988); Desikachary (1959) pag. 294, lig. 50: 11 (=Lyngbya 
limnolica Lemmennan 1898). Anegnoslidis y Kornarek (1988) 
Colonias postradas, costrosas. Filamentos con vaina individual formando un agrupamiento con tricomas enredados, sin 
falsas ramificaciones; constricciones en septos. Células ligeramente más largas que anchas, con citoplasma homogéneo 
aunque más denso hacia la periferia, algunas con 1·2 aerotopos hacia la región apical de la célula que la presenta, 
aerotopos más comunes en hormogonios; célula apical hemiesférica, redondeada y sin caliptra; división celular 
transversal, sin zonas meristemáticas y no forman necridios. Hormogonios móviles, por deslizamiento. L= 1.7·2.1 µm, a= 
1.7·2.3 µm 

J,,,, 
'• 

BORZIACEAE Borzil 1914 
BORZIA Cohn el Grom 1892 

Clr. Bo12ia periklei Anegnostidis ( 1983). In Anagnoslidis y Komárok (1988), pag 370, lig.18:8 
Tricoma corto, de 2·8 células, sin ramificaciones, vaina ni movimiento, con constricciones muy evidentes. Células en 
forma de barril con citoplasma homogéneo, tilacoides periféricos; no se observan necrldios, división celular transversal. 
Células ligeramente más largas que anchas, L= 3.2-4.7, a= 2.8·4.2 µm 

NOSTOCALES (Borzi 1914) GeiUer 1925 
NOSTOCACEAE Dumont 1829 

~H 
_.) í~ 
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ANABAENOIDEAE (Borne! elFlahault 1886) Kirchner t900 
Anabaena Bory de SI. Vincent 1822 ex. Borne! et Flahault 1886 

In Bourrely ( 1970); Novelo ( 1998) 
Tricornas en agrupaciones, mucilago común, difluente; filamentos isopolares, sin ramificaciones. Células en forma de 
barriles, más largas que anchas, con granulaciones citoplasrnáticas; célula apical muy ligeramente mayor y esférica. 
Acinetos elipsoidales, que se desarrollan adyacentes a heterocitos o terminales; aclnetos sin ornamentaciones, 
separados entre si por 20-30 células; heterocitos intercalares, esféricos. División celular por fragmentación del filamento 
(hormogonios), por constricción de una célula. Dimensiones de células L= 3.8 µm, a= 3.6 µm; heterocito: D= 4.18-4.85 
µm; acineto: L= 5.04µm, a= 4.28 µm. Especies de este género han sido tipificadas como edáficas (suelos húmedos o 
secos, arcillosos o arenosos) (Novelo 1998) 
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CHLOROPHYTA 
CHLOROPHYCEAE Kützing 1843 (sensu Silva 1982) 
CHLOROSARCINALES Groover e/Bold 1969 

CHLOAOSARC/NACEAE Groover et Bold 1969 
CHLOROSARCINOPSIS Herdon 1958 

Chlorosarcinopsis sp. 
Colonias verde pardo y, con el tiempo, tonos zanahoria oscuro, costroso. Sarcinas densas; talos formando paquetes de 
células con desmoesquisis, más o menos cúbicos con vaina común de 2, 4 u 8 (16) células. Células con pared celular 
gruesa, discontinua (ondulaciones), un núcleo, granulaciones citoplasmáticas refringentes de color naranja-zanahoria 
que toman una ce/oración negra con lugol, en células adultas, periféricas. Cloroplasto parietal, esponjoso: pirenoide 
basal ccn 5·6 cojine/es; se observaron células con 2·5 pirenoides. Células jóvenes solitarias con cloroplasto parietal, de 
urna con abertura en /res direcciones; presentan vacuo/as. División celular ccn formación del septo de manera unilateral, 
las células hijas aprovechan la pared malerna; pared rígida. Durante la división celular desaparece el pirenoide. 
Aplanosporas ovoides. Zooporas biflageladas. 

CHLORELLALES Bold etWynne 1978 
CHLORELLACEAE (Willei) Brunlhaler 1915 
CHLORELLA Beijerinck 1890 

Ch/ore/ta vulgaris Beijorinck 1890 
In Komárek y Fon (1983), pag. 594, fig. 168 
Células solitarias, elipsoidales (jóvenes) a esféricas (adultas); cloroplasto en forma de copa, parietal; un plrenolde con 2 
a 5 gránulos do almidón, lateral a la abertura del cloroplasto. Multiplicación mediante 2, 4 u 8 autoesporas elipsoidales, 
tocias del mismo tamaño; la pared celular materna se rompe en 2 ó 4 gajos más o menos triangulares que persisten 
unidos después de la liberación de las esporas. Vacuo/as grandes de llpidos en células viejas. D: 5·8.5 µm 

BACILLARIOPHYCEAE Frltsch 1953 
PENNALES Kirchner 1878 

(~..., 

\.:.) 

ARAPHIDINEAE Hustedt 1930 sensu Simonsen 1979 
FRAGILARIACEAE Greville 1883 
FRAGILARIALyngbye t819 

Fragilaria construens fo. construens (Ehrenberg) Hustedt 1957 
In Krammery Lange·Bertalol (1991a). pag. 153, fig. 129:21·27, 132:1·34 
Frústulo con simetría bipolar; márgenes muy convexos en el centro, de manera que tiene apariencia de cruz (es/auras); 
ápices redondos; área central ausente; área axial lineal-lanceolada; estrías paralelas. L: de 14.31 a 20 µm; A: de 6.57 a 
9.87 µm; estrías: de 10 a 11 en 10 µm 
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RAPHIDINEAE Hustedt 1930 sensu Simonsen 1979 
ACHNANTHACEAE Kützing 1844 
COCCONEISEhrenberg 1838 

Cocconeis placentula Ehrenberg 1838 
In Krammer y Lange·Be~alot, 1991ab. pag. 86. fig. 5:1·5 
Células elípticas ampliamente redondeadas, valva con rala: área axial estrecha y lineal, área central más o menos 
circular y pequeña; rafe filiforme, recto, central, terminaciones proximales cercanas, terminaciones distales rectas e 
internas al área marginal; estrías finamente punteadas, curvas, con interrupción hialina. Valva sin rafe: pseudorrafe 
lineal, mas o menos recto; sin área central; estrías radiadas, curvas, punteadas, ondulantes. L: 20µm; A: hasta 15 µm; 
estrías: 12·18 (valva con rafe) y t3·20 (~valva sin rafe) en 10 µm 

. 
. . 

APÉNDICEA3 

TÉCNICAS ANALÍTICAS 

A3.1 CARACTERIZACIÓN FÍSICO-QUÍMICA DE JAL 

MANEJO DE MUESTRAS (Rlchards 1974) 

Colectar la muestra con pala de plástico; guardar en bolsa de plástico. Secar la muestra el tiempo necesario 

Cernir en tamiz con malla de 2 milímetros (mm) de abertura, pasarla a una bolsa de plástico nueva 

ANÁLISIS CUALITATIVO MINERALóGICO POR DIFRACCIÓN DE RAYOS X (R•mos 1991) 

1. Se coloca una porción de muestra finamente molida y seca en el porta-muestras, barriendo la muestra con un 
portaobjetos para que quede perfectamente plana 

2. Se coloca el porta-muestras en el difraclómetro SIEMENS 0500 y se indican las condiciones de operación 

3. Una vez obtenido el difractograma se miden los ángulos y la longitud de cada curva y se comparan estos datos con 
los compilados en el archivo de datos "Powder Diffraction Data" (Joint Committee on Powder Oiffraction Standards 
1976), a fin de establecer los minerales detectados 

CONCENTRACIÓN DE ELEMENTOS MAYORES POR FUSIÓN (Ramos 1991) 

1. Secar la muestra a t 1 OºC durante 2 h 

2. En un crisol de platino, pesar 1 g de carbonato de litio (LiCOi); posteriormente, 0.3 g de muestra seca y, por último, 1 
g de ácido bórico (H,BOi). Mezclar hasta homogeneizar, evitar pérdida del material 

3. Calcinar la mezcla anterior a 9SOºC durante 30 min 

4. Colocar el crisol en un vaso de precipitados, añadir SO mi de ácido nítrico (HNOi) al 10%, tapar con un vidrio de reloj 
y agitar magnéticamente hasta la disolución total de los cristales 

5. Transferir la muestra disuelta a un matraz de 250 mi y aforar con agua destilada (AD), lavando del crisol y el vaso 
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6. Preparar las disoluciones necesarias (1:10, 1:20, 1:50 ó 1:100, según se requiera), en matraces de 100 mi, aforar 
con AD y por duplicado, a un duplicado añadir el estándar anles de aforar (mueslra con adición de estándar). Para la 
delerminación de Ca y Mg, añadir 1 mi de óxido de lanlano al 10%, para eliminar inlerferencias del AJ 

7. Delerminar la absorbancia de Si, Al, Fe, Mg, Na y K por especlrofolomelrla de absorción alómlca, preparar las 
soluciones estándar necesarias. Realizar la delerrninación de Si el dla de la preparación de la mueslra, ya que en la 
prácllca se observan alleraciones en los resullados de un dla para olro 

8. Calcular el porcenlaje del óxido melálico correspondienle de la siguiente manera: 

Concenlración elemenlos 

Cd = (Am)(Cs)/As 

Cd: concentración muestra en disolución 
Cs: concenlración eslándar (ppm) 
Am: absorbancia muestra 
As: absorbancia eslándar 

b) Porcenlaje del óxido metálico correspondienle 

Cm = (Cd){Vd) (fd)/w 

Cm: concenlración mueslra (mg·kg·•) 
Vd: volumen de muestra en disolución PI de aforo) 
w: peso mueslra (g) 
fd: faclor de dilución 
fd= Vol muestra diluida (mJY Vol alícuota dilución (mi) 

% R.0,= (Cm)(Vt)(Vd)(100/w)( R,O,/ R,)(10') 

VI: dilución letal 
A.o,¡ A,: relación de pesos moleculares 

El balance de malaria incluye la delerminación de la pérdida de peso por calcinación a 950ºC de 1 g de muestra seca 

DETERMINACIÓN DE COLOR (Rlchards 1974) 

1. Colocar 0.5 g de mueslra (aproximadamenle) en una placa de porcelana 

2. Comparar el color con la Tabla de Colores Munsell (Munsell Color Soil Char1S 1975) hasta encontrar el color 
adecuado; anotar la clave del mismo y buscar el color correspondienle en la lista de nombres de colores 

3. Humedecer la mueslra y delerrninar el color nuevamenle 

TEXTURA (Bouyoucos In Black 1965) 

1. Destrucción de malaria orgánica: Pesar 55·60 g de muestra y colocar en un vaso de precipitados de 500 mi; 
humedecer el suelo con AD; agregar 20 mi de peróxido de hidrógeno (H,O,) 8%; calentar en la parrilla hasta que 
deje de hacer efervescencia y se evapore la mayor parte del HiO,; añadir 20 mi de H20, y perrnilir que evapore 
hasta que seque completamenle. Esle paso puede omilirse si la mueslra posee menos del 1 % de materia orgánica 

2. Secar la muestra en horno durante 24 h a 105 •C. Pesar 50 g de la muestra seca 

3. Colocar la muestra en el vaso de la balidora; agregar 10 mi de solución dispersante (solución 1:1de metasilicato de 
sodio, Na.SiO" y oxalato de sodio) y la canlidad de AO necesaria hasta la segunda marca del vaso. Agitar durante 3-
5 min 

4. Vaciar en una probeta de 1000 mi, aforar a 1000 mi con AD y agitar 1 min, para volver a suspender las partículas 

5. Tomar lectura con el hidrómetro a los 40 seg 

6. Tomar una segunda lectura a las 2 h 

7. Calcular el porcenlaje de limos, arcillas y arenas empleando las siguientes fórmulas: 

% do limos y arcillas lleolura hidrómetro a los 40•/oeso suelo socol• 100 
%do arcillas (loclura hidrómetro a las 2 IVooso suelo seoo)' 100 
%do arenes 100 • % do limos v arcillas 
%do limos % de limos v arcillas·% de arcillas 
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DENSIDAD REAL (Rlchards 1974) 

1. Pesar 10 g de muestra (dato w) y vaciar en un matraz de 100 mi 

2. Llenar una probeta analllica con 100 mi de agua 

3. Aforar a 100 mi el matraz con la muestra 

4. Medir el volumen de agua que quedó en la probeta (dato V) 

5. Obtener la densidad real (&) con la siguiente fórmula: 

&=wN 

DENSIDAD APARENTE (Rlchards 1974) 

1. Pesar una probeta de 1 O mi completamente seca (dato P) 

2. Agregar muestra hasta que se compacte lo más posible (golpeando); medir el volumen que ocupa la muestra en la 
probeta (dato V) 

3. Pesar la probeta con la muestra (dato Pm) 

4. Calcular la densidad aparente (lla) con la siguiente fórmula: 

lia=Pm·PN 

POROSIDAD (Rlchards 1974) 

1. Calcular a partir de los datos de las densidades real y aparente, mediante la fórmula: 

Porosidad = & • º' /& 

pH y CONDUCnVIDAD ELÉCTRICA (CE) (Richard• 1974) 

1. Pesar 10 g de muestra y verter en un vaso de precipitados de 100 mi 

2. Madir 10 mi de AD (pH 7); sellar vaso. Agitar durante 30 min 

3. Hacer lecturas. Para la CE. calibrar con una solución de KCI de concentración conocida 

CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CA nóNICO (Bower 1952) 

Las soluciones se preparan con agua deslonlzada; el material se lava con agua deslonlzada 

1 . Pesar 5 g de muestra 

2. Madir 25 mi de una solución 1: 1 de BaC~ 1 M y Trietanolamina al 9% pH 8.1 

3. Agitar fuertemente durante 10 min a temperatura ln ambiente. Centrifugar 5 a 10 min a 2000 revoluciones por 
minuto (rpm), decantar sobrenadante. Repetir 3 veces 

4. Madir 25 mi de agua deslonizada, agitar durante 5-10 mina T ambiente. Centrifugar 5 mina 2000 rpm, decantar 
sobrenadante. Repetir lavado con agua desionizada 3 a 4 veces 

5. Madir 25 mi de MgSQ, 0.01 N y agitar durante 5-10 min a T ambiente. Centrifugar 1 O min a 2000 rpm 

6. Decantar sobrenadante en un matraz 

7. Hacer las diluciones necesarias por duplicado, a ~no de los duplicados, añadir 1 mi del es1ándar (0.1 ppm de Mg) 
antes de aforar (muestra con adición de estándar) 

8. Leer en espectrofotómetro de absorción atómica la absorbancia de Mg en la solución de MgSO. 0.01 N y en las 
diluciones, para calcular la CIC 

TESIS CON 
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PORCENTAJE OE MATERIA ORGÁNICA POR PÉRDIDA OE PESO POR CALCINACIÓN 

1. Secar la muestra a 110ºC durante 2h. Pesar 1 g de muestra en un crisol de platino 

2. Hornear hasta 350ºC durante 30 min 

3. Dejar enfriar y pesar el crisol con muestra y determinar pérdida de peso de muestra por calcinación 

4. Calcular el porcentaje de peso perdido 

PORCENTAJE OE MATERIA ORGÁNICA POR TITULACIÓN (Walkley 1947) 

1. Secar Ja muestra a 1 lOºC durante 2h. Pesar 0.5 g de muestra y pasarla a un matraz Erlenmeyer de 250 mi 

2. Agregar 5 111' de dicromato de potasio (K2Cr201) 1 N. Madir 1 O mi de ácido sulfúrico (H2SO•) concentrado; agilar 1 
min. Dejar reaccionar por 30 min 

3. Madir a Ja muestra 100 mi de AD, 5 mi de ácido fosfórico (H,PQ,) concentrado y 6 gotas de indicador (bariosulfonato 
de dilnilalanina) 

4. Titular muestra con sullato ferroso (FeSO•) 0.5 N hasta que vire de un color rojizo a olivo-azulosos y, finalmente, 
verde esmeralda bandera. De manera previa, deben prepararse y titularse los blancos 

5. Calcular el porcentaje de materia orgánica (%MO) de Ja siguiente manera: 

%MO = (5 mi de K2Cr2üj N) ·(mi de gastado X 0.5N X FC) I 0.5 g de muestra 
FC: relación entre Jos 1 O 1 de uo so astarán, toóncsmento los mi astados realmente en el blanco 

ANÁLISIS ELEMENTAL (por ciento de C, H, O, N y S TOTALES) 

1. Iniciar el ascenso de temperatura en el horno del Analizador Elemental (Cario Erlba, modelo EA 1100 para CHNS-0) 
hasta 1020ºC. Abrir llaves de gases (O, y He), ajustar presión a 150 kP y flujo a 120 mVmin 

2. Pesar 1 ·3 mg de muestra seca, perlectamente homogeneizada en un crisol de aluminio. Colocar ol crisol en et auto
muestreador del Analizador Elemental e iniciar la calcinación de Ja muestra cuando se alcancen los 1020ºC. 
Registrar los porcentajes de C, H y N (dados automáticamente por el Analizador Elemental) 

3. Pesar 5· 1 O mg de muestra seca en et crisol; pesar 10·20 mg de pentóxido de vanadio (V.O.); mezclar perlectamente 
bien. Colocar el crisol en el automuestreador del Analizador Elemental e iniciar Ja calcinación a 1020ºC. Registrar et 
porcentaje de C, H, N y S totales 

4. Calcular el porcentaje de óxido total presente, a partir de los datos obtenidos 

FÓSFORO TOTAL (Chapman y Pratt 1961) 

1. Preparar las siguientes soluciones: 

a) Molibdato de amonio, (NH),)oMo'°2•·4H,O: Disolver 1.5 g del molibdato de amonio en 30 mi de AD hasta 50ºC, 

para que se disuelva; dejar enlriar y filtrar si es necesario; añadir 35 mi de HCI 1 O N; dejar enfriar y atorar a 100 mi 

b) Cloruro de estaño, SnC~. concentrado: disolver 10 g de SnC'2 en 25 mi de HCI concentrado; pasar a un frasco 

ámbar (almacenar por no más de 2 meses) 

c) SnC'2 diluido: A 1 mi de la solución anterior, añadir 332 mi de AD. Agitar bien antes de usarse (preparar cada B h) 

d) Estándares de fósforo: Secar 1 g de KH2PO• y pesar 0.2195 g; verter en un matraz volumétrico de 1 I; aforar con 

AD. Esta solución posee 50 ppm de P. Tomar allcuotas para preparar las soluciones para la curva de titulación 
,.---_ __ 
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2. Pesar 2 g de muestra seca y molida; pasar a un vaso de precipitado de 50 mi y añadir mi de HCJQ, al 72%; cubrir 

con un vidrio de reloj y calentar hasta que el residuo tome un aspecto de sal blanca; agitar de vez en cuando y evitar 

que la muestra salpique y llegue a la sequedad 

3. Dejar enfriar y añadir AD para disolver a 30 mi, aproximadamente 

4. Filtrar a un matraz volumétrico de 100 mi, lavando los residuos y aforar con AD 

5. Tomar 20 mi de alícuota y pasar a un matraz volumétrico de 50 mi; medir pH. Madir 1 gota de indicador; si éste 

conserva la tonalidad roja, agregar NaOH 0.2N hasta que el indicador cambie de color 

6. Madir 10 mi de AD, 10 mi de la solución de molibdalo y 5 mi de la solución diluida de SnC~; aforar con AD 

7. Leer en espectrofotómetro la transmitancia a 660·680 mµ de longitud de onda después de 10 mln de preparada la 

muestra, pero no antes de 20 min 

B. Calcular la concentración de P total, a partir de la curva de calibración 

CARBONATOS ALCALINO-TÉRREOS POR EFERVESCENCIA (Rlchard1 1974) 

1. Poner 1 a 2 g de suelo en un vidrio de reloj; añadir suficiente agua para saturar el suelo y eliminar asl et aire 

2. Agregar unas cuantas gotas de HCI concentrado y observar et grado de efervescencia 

3. El suelo puede considerarse como ligera, moderada o altamente calcAreo de acuerdo al grado de efervescencia 

CARBONATOS ALCALINO-TÉRREOS POR TITULACIÓN (Rlchard1 1974) 

1. Pesar 5 g de muestra seca y colocar en un vaso de precipitado de 150 mi 

2. Madir 50 mi de HCI 0.5N estándar; cubrir con un vidrio de reloj y hervir por 5 min, agitando un poco. Dejar enfriar 

3. Filtrar en matraz volumétrico de 50 mi con papel filtro Whatman No. 42, lavar y aforar con AD 

4. litular con NaOH 0.25 N estandarizado y dos gotas de solución de fenoltaleina al 1 % en etanol al 6%, hasta que vire 
a rosa fuerte o lila 

5. Calcular el equivalente en porcentaje de carbonatos con la fórmula siguiente: 

Eg%CQ, = (50 1 HCI X Noo) • (mi NaOH X NNoCHY g do muestra 

METALES ASOCIADOS A ÓXIDOS EXTRAÍOOS CON HNO. y HCI 

t. Secar la muestra a 110 ºC durante 2 h 

2. Pesar 2 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100 mi y añadir 10 mi de HNO.. concentrado y 3 ml 
de HCI concentrado, poner en agitación (16 h) y en calentamiento (2 h) 

3. Dejar enfriar. Filtrar con papel Whatman No. 42, lavar los residuos y atorar a 100 mi con agua deslonlzada (AD!) 

4. Determinar la absorbancia de los metales, preparando las soluciones estándar necesarias 

5. Calcular la concentración de los elementos en mg·kg·1 ó ppm de la siguiente manera: 

1 Cd = (Am)(Cs)/As 
Cd: concentración muestra en disolución 
Cs: concentración estándar (mg·kg· 1) 

Am: absorbancia muestra 
As: absorbancia estándar 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Cm = (Cd)(Vd) (fd)lw 
Cm: concentración muestra (mg·kg·1) 

Vd: volumen de muestra en 1isolución (V de aforo) 
w: peso muestra (g) 
Id: factor de dilución 
Id= Vol muestra diluida (mi)/ Vol alicata dilución (mi) 
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METALES EXTRAÍDOS CON HNO• AL 50% (Page et al. 1982) 

1. Secar la mueslra a 110 ºC durante 2 h 

2. Pesar 5 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100 mi; añadir 50 mi de HNO, al 50%. Poner en 
agitación durante 1 h 

3. Dejar enfriar. Filtrar con papel Whatman No. 42, lavar los residuos y aforar a 100 mi con ADI 

4. Determinar la absorbancia de los metales, preparando las soluciones estándar necesarias 

5. Calcular la concentración de los elementos como en el paso 5 de la técnica anterior 

METALES BIODISPONIBLES, EXTRAÍDOS CON EDTA (Archer y Hodgson 1987) 

1. Preparar una solución de ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.05M y pH 7.0 

2. Pesar 10 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100 mi y añadir 50 mi de EDTA 0.05M. Agitar 
durante 2 h a temperatura ambiente 

3. Dejar enfriar. Filtrar con papel Whatman No. 42, lavar los residuos y aforar a 100 mi con ADI 

4. Determinar la absorbancia de los metales, preparando las soluciones estándar necesarias 

5. Calcular la concentración de los elementos como en el paso 5 de la técnica anterior 

METALES EXTRA(DOS CON ÁCIDO ACÉTICO (NOM·CRP-001) 

1. Preparar una solución de ácido acético(Hac) M y pH 7.0 

2. Pesar 50 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 1 OOml. Añadir 50 mi de la solución de ácido 

acético. Agitar durante 72 h a temperatura ambiente 

3. Filtrar la solución con papel Whatman No. 42; lavar residuos y aforar a 100 mi con ADI 

4. Determinar la absorbancia de metales, preparar las soluciones estándar necesarias 

5. Calcular la concentración de los elementos en como en el paso 5 de la técnica anterior 

METALES SOLUBLES EN AGUA 

Lavar el material con EXTRAN, dejar 24 h en HNO, 10% y enjuagar con ADI 

t. Secar (a 11 O ºC por 2 h) muestra previamente tamizada. Pesar 1 o g peso seco de muestra. Añadir 50 mi de ADI 

2. Agitar durante 1 ha T ambiente. Centrilugar 20 mina 2000 rpm 

3. Recuperar sobrenadante, filtrar (Whatman # 42); lavar residuos y aforar a 50 mi con ADI 

4. Determinar la absorbancia de metales, rreparar las soluciones estándar necesarias 

5. Calcular la concentración de los elementos en como en el paso 5 de la técnica anlerior 

EXTRACCIÓN SECUENCIAL DE METALES (LI et al. 1995) 

Todo el material empleado deberá estar lavado con HNO, al 10%; usar ADI para soluciones 

1. Secar (a 110 ºC por 2 h) muestra previamente molida en mortero de ágata y tamizada. Pesar 1·2 g peso seco de 
muestra y pasar a tubo de ensaye con tapa de rosca 

2. Fracción Intercambiable: aiíadir 8 mi de MgCl2 0.5 M, pH 7. Agitar (50 oscilaciones por minuto) durante 30 min, a 
T ambiente. Centrifugar a 2000 rpm por 20 min; recuperar sobrenadante por filtración al vaclo; añadir 8 mi de ADI, 
agitar 5 min, centrifugar 20 min; desechar sobrenadante 
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3. Fracción unida a carbonatos: añadir al residuo 8 mi de acelato de sodio1 M, pH 5, agilar 5 h; centrilugar 20 min; 
recuperar sobrenadante por filtración al vacío; añadir 8 mi de ADI, agilar 5 min, centrilugar 20 min; desechar 
sobrenadante 

4. Fracción unida a óxidos de Fe y Mn: añadir al residuo 20 mi de NH2.0H.HCI 0.04 M; agilar ocasionalmente 
durante 6 h a 96'C; agregar 20 mi de ADI y agitar por 10 min a 96'C; centrifugar 20 min; recuperar sobrenadante 
por filtración al vacío; añadir 8 mi de ADI, agilar 5 min, centrilugar 20 min; desechar sobrenadante 

5. Fracción unida a materia orgánica y sulfatos: añadir al residuo 3 mi de HNQ, 0.02 M y 5 mi de H10z al 30%; 
calentar progresivamente hasta 85'C; una vez alcanzada la T anterior, mantener por 2 h en agilación; dejar enfriar. 
Agregar 3 mi de HzOz al 30% y volver a llevar a 85'C; mantener a esta T duranle 3 h con agitación intermitente. 
Dejar enfriar. Madir 5 mi de NH,QAc 3.2 M en HNO, al 20%. Diluir hasta 20 mi con ADI y agilar por 30 min; 
cenlrifugar 20 min; recuperar sobrenadante por fillración al vaclo 

6. Fracción residual: recuperar el residuo del paso anlerior. Digerir fa muestra con 4 mi de HNO, concenlrado (70%), 
2 mi de HCIO• (60%) y 15 mi de HF (40%), hasta la sequedad usando el siguienle régimen de calenlamienlo: 90'C 
por 6h, 120·c por 10 h. 190'C por 6 h. El material remanenle se mantiene en 5 mi de HCI 4 M a 70'C por 1h, y se 
diluye a 25 mi con HCI 0.3 M 

DISPONIBILIDAD 

Para el manejo de la canlidad de metales disponibles en porcenlaje, hacer 

I % de disponibilidad = (melal disponible o inlercamblable / melal tolal) X 100 

A3.2. TÉCNICAS MICROBIOLÓGICAS 

MEDIOS DE CULTIVO 

Medio Basal Bold (MBB) para algas pH 6.6 (Nlcholson y Bold 1965 In Steln 1973) 

Se preparan seis soluciones base (stock) de macronutrientes, tres soluciones stock de componentes mlnorilariios y una 
solución única de micronutrientes. Se emplea para algas (Clorophyceae, Bacillariophyceae y Rhodophyceae) y 
Cianoprocariontes. 

a. Macronutrlentes. Unr 10 mi de cada uno para 940 mi de medio 

Na NO, 1 O !Y400 mi 
CaCb·2Hz0 1 !Y400 mi 
MgSQ,·7fW 3 !Y400 mi 
KaHPQ, 3 !Y400 mi 
KH2PO, 7 !Y400 mi 
NaCI 1 !Y400 mi 

b. EDTA. Usar 1 ml·l·I 

EDTA 
KOH 

c. Hierro. Usar 1 ml·l·I 

FeS0.-7HzO 
H2so. 

d. Boro. Usar 1 ml·l·1 

H,BQ, 

50g·l·1 

31 g·l·1 

4.98g·I" 
1.oml·I" 

11.42 g·I·• 
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e. Mlcronutrlentes. Usar 1 mf.I'' 

ZnS0,·7H.O 
NaCl'4H.O 
MoO> 
Cuso.·sH.o 
Co(NQ¡)2·6H.O 

Eslerillzar a 110ºC por 30 min 

8.82g·f-1 
1.44Q·l·I 
0.71 Q·l·I 
1.57g·l·1 
0.49g·l·I 

Medio Woods Hole (WC) para algas y clanoprocarlontes dulceacufcolas pH 7.0 (Nlchols 1973 /n Sleln 1973) 

Se preparan seis soluciones stock para macro-nutrienles, !res soluciones stock de componenles minorilarios y una 
solución única para micro-nutrientes. 

a. Macro-nulrientes. Usar 1 mi de cada uno para 1 1 de medio 

CaCl:!'2HzO 
MgSQ,·7H20 
NaHCO:i 
K>HPO• 
NaNO, 

36.76g·f-1 
36.97g·f-1 
12.60g·f-1 
8.71 g·l·I 

85.0t g-1 1 

b. Micro-nulrienles. Prepara solución slock con las siguienles concenlraciones, usar 1 mi de solución s/ock para 11 

MnCb·4H.O 0.18 g-f-1 
znso.·1H,o 0.022 g-1·1 

(NHr).Mo,.0,.·4H,O 0.0046 g-1·' 
CCb·6H.O 0.012 g·f-1 
cuso.·sH,o 0.01 g-1·• 
H¡IJO:i 0.06 g-1·• 

Adicionar 500 mg·f-1 del amortiguador HEPES; ajuslar pH 7 con HCI ó NaOH. Eslerilizar a 120 ºC por 20 mln 

c. Añadir al medio (ya frlo) 1 mi de la siguienle solución, medianle filtración, bajo condiciones de eslerilidad. Disolver el 
Na.EDTA en AD y añadir el FeCb·6H.O 

Na,EDTA 
FeCb·6H.O 

4.36Q·l·I 
3.t5g·I' 

d. Preparar un pre-stock de biolina (0.1 mg-mf-1) Cianocobalamina o vilamina Bt2 (1.0 mg-mf-1), aciditicando 
ligeramenle con 2 golas de HCI. Agregar 100 mg de namina-HCI y dejar disolviendo durante una noche. Atorar a 500 mi 
con AD y filtrar por eslerilización. Adicionar al medio de cultivo, medianle filtración bajo condiciones de esterilidad, 0.5 mi 
de la solución de vilaminas 

e. Adicionar al medio de cultivo, mediante lillración bajo condiciones de esterilidad, 2.0 mi de la solución de silicatos 

NaSi0,·9H,O 14.21g·f-1 
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Medio enriquecido para bacterias cerebro-corazón (BHI) 

Usar 52 g.1· 1 del medio BHI (Merck) y ajustar pH a 7.4 ± 0.2; esterilizar a 121ºC (15 lbffln2) por 15 mln. Preparar y 
esterilizar el agar por separado y reunir con medio antes de vaciar en cajas Petri estériles. El medio debe tener un tono 
amarillo paja. 

Medio enriquecido para bacterias lenll etanol agar (FEA) 

1. Preparar: 
Base agar Müeller·Hinton 
Fenil·etanol (Merck) 
Sangre de carnero desfibrinada 
Agua destilada 
Medio Eagle al 1 % (Lile Techno) 

38.0g 
2.5ml 
50.0ml 
1000ml 

2. Disolver la base agar en el AD. hervir agitando constantemente; adicionar el fenil etanol 
3. Esterilizar a 121ºC por 15 mio. Dejar enfriar hasta 1emperatura ambiente (25ºC) 
4. Adicionar la sangre de camero, agi1ando suavemente la solución para su homogenización 
5. Madir medio Eagle previamente esterilizado por filtración 
6. Distribuir en cajas Petri. Hacer prueba de esterilidad incubando por 24 horas a 35ºC 

Medio enriquecido para bacterias Casoy-agar 

1. Disolver 40 g de Casoy agar (Merck) en 1 1 de AD; dejar remojando 15 min 
2. Calentar hasta hervir para su completa disolución 
3. Esterilizar duran1e 15 mina 121ºC 
4. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 horas a 35ºC 

Medio enriquecido para bacterias caldo Casoy (CC) 

1. Pesar 30 g de CC (Men:k) y disolver en 1000 mi de AD 
2. Calentar en baño Maria para su completa disolución 
3. Distribuir el caldo en tubos de ensaye, tapar y esterilizar durante 15 mio a 121ºC. Hacer prueba de esterilidad por 24 

ha 35 ºC 

Medio enriquecido para bacterias gelosa-chocolate (Gel-Ch) 

1. Pesar 2 g de secado de hemogiobina y añadir gradualmente a 100 mi de AD, hasta obtener una suspensión 
uniforme; esterilizar por medio de filtración 

2. Suspender 7.2 g de base agar Gel-Ch (Bioxón) en 100 mi de AD, mezclar bien y dejar reposar 5 mio. Calentar 
agitando frecuentemente y dejar hervir por 1 mio 

3. Preparar solución de poli-enriquecimiento (Bioxón) en AD 
4. Esterilizar por separado la base agar Gel-Ch y la solución el poli-enriquecimiento a 121ºC por 15 mio 
5. Dejar enfriar las soluciones anteriores hasta SOºC, juntarlas y añadir la solución de hemoglobina 
6. Ajustar pH a 7.2 ± 0.2 y vaciar en cajas Petri 
7. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 ha 35ºC 

Medio enriquecido para bacterias gelosa-sangre (Gel-S) 

1. Suspender 40 g de base agar Gel-S (Bioxón) en 1 1 de AD; mezclar perfectamente, calentando con agitación 
frecuente y dejar hervir 1 min 

2. Esterilizar a 121ºC por 15 mio. Dejar enlriar hasta 45ºC 
3. Adicionar 5% de sangre estéril desfibrinada. Hacer prueba de esterilidad incubando por 24 ha 35ºC 
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Medio mineral para bacterias (MM) 

1. Preparar la siguiente solución: 
NH,NO:i 5.0g 
K:iPQ, 0.2g 
Mgso. 2.og 
CaC'2 0.1 g 
H,Q 1000ml 

2. Ajuslar pH a 7.0. Verter en tubos de ensaye y esterilizar a 121ºC por 15 min. 3. Hacer prueba de esterilidad incubando 
durante 24 h a 35ºC 

Medio tergltol·7 para bacterias tipo bacilos Gram negativos (T7) 

1. Disolver 30 g de T7 (Merck) y disolver en 1000 mi de AD 
2. Calentar hasta que el medio adquiera un tono amarillo paja 
3. Esterilizar durante t5 mina 12t ºC. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 ha 35ºC 

Medio Uogllcolato semlsólldo para bacterias (T) 

t. Disolver 30 g de tioglicolato semisólido (Merck) en 1 t de AD 
2. Calentar hasta que el medio adquiera una coloración amarillo paja 
3. Esterilizar durante 15 mina t21ºC. Hacer prueba de esterilidad Incubando durante 24 ha 35ºC 

Medio Sabouraud líquido para hongos y levaduras (S) 

1. Suspender 30 g de caldo Sabouraud (Merck) en 11 de AD; ajustar pH a 5.6 ± 0.2 
2. Distribuir en tubos de ensaye, tapar y esterilizar durante 15 mina 121 ºC. Hacer prueba de esterilidad por 24 h 

Medio Sabouraud agar para hongos y levaduras (SA) 

1. Disolver 65 g de SA (Difco) en 1 1 de AD; calentar hasta que se disuelva completamente 
2. Esterilizar durante 15 min a 121 ºC 
3. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 horas a 35ºC 

Medio Czapek·Dox agar para micro-cultivo de hongos 

1. Disolver 50 g de medio Czapek·Dox (Bioxón) en 1 1 de AD; dejar HJ.15 min en remojo; calentar agitando 
frecuentemente y dejar hervir por 1 min 

2. Esterilizar durante 15 mina 121ºC 
3. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 horas a 35ºC 
4. Distribuir en cajas Pelri y dejar enlriar 
5. Cortar cuadriles del tamaño de un cubreobjetos y colocar, cada cuadrilo entre dos portaobjetos 
6. Con un asa esterilizada, tomar una porción de la colonia de hongos y colocar en el medio 
7. Incubar a 28ºC durante 3-5 dfas 

TÉCNICA PARA CUL T/VO DE BACTERIAS ANAEROBIAS 

1. Poner las cajas Petri los tubos de ensaye en la jarra de anaerobiois 
2. Colocar el catalizador (alumina recubiertas de paladio). Puede usarse un tubo de ensaye, previamente deshidratado 
3. Colocar dentro de la jarra el generador de H2 y co, (mezcla en partes iguales de bromohidruro de sodio, bicarbonato 

de sodio y ácido nítrico o un sobre GAS·PAK, marca BBL) 
4. Madir 10 mi de AD al generador y cerrar inmediatamente la jarra 
5. Incubar a 35ºC durante 48-72 h TESIS CON 
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PRUEBAS BIOQUÍMICAS PARA BACTERIAS AEROBIAS 

Tlnclón Gram (Gram 1884 In MacFaddln 1990) 

1. Poner 1 gota de AD sobre portaobjetos limpio y etiquetado. Calentar asa de cultivo al rojo vivo, tomar una muestra de 
la colonia bacteriana y disolver en la gota de agua con movimiento circular; dejar secar la gota de agua y, cuando 
esté seca, pasa 2 ó 3 veces sobre la llama, para fijar 

2. Añadir 1 gota de cristal de violeta sobre la mancha de agua y dejar actuar durante 1 min; lavar con agua de la llave 
3. Añadir 1 gota de lugol (mordente); esperar 1 min y lavar con agua de la llave 
4. Agregar 1 gota de solución alcohol-acetona (al 80·95%) y lavar al cabo de unos segundos con agua de la llave 
5. Finalmente, añadir 1 gota de safranina, dejar actuar de 30 s a 1 min y lavar con agua corriente 
6. Dejar secar la preparación; observar al microscopio a 1 OOOX 
Las bacterias Gram positivas se tiñen con el cristal violeta y las Gram negativas toman el color de la safranina (rosado) 

Prueba de catalasa (In MacFaddln 1990) 

Para comprobar la presencia de la enzima calalasa, la cual catallza la transformación del peróxido de hidrógeno (HzQ,) 
en agua y O,. El H,O, se forma como un producto terminal oxidativo de la descomposición anaerobia de los azúcares, 
por oxidación indirecta y, ya que se trata de un producto tóxico, la catalasa descompone el H,O,. Esta enzima se 
encuentra en la mayorla de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas (que contienen citocromos) 
1. Calentar asa de cultivo al rojo vivo, tomar una muestra de la colonia bacteriana pura de 18 a 24 h de incubación y 

poner sobre portaobjetos limpio y etiquetado 
2. Agregar una gota de HiO. al 30% 
3. Observar la inmediata formación de burbujas (liberación de O,) y registrar el resultado 
La prueba será positiva si hay efervescencia Inmediata y muy visible. Puede haber interferencia por la presencia de la 
enzima peroxidasa 

Prueba de Oxldasa (In MacFaddln 1990) 

Para determinar la presencia de las enzimas oxidasas (forman parte del sistema citocromo-oxidiasa) activando la 
oxidación del citocromo reducido por el oxigeno (Oi), quien a su vez actúa como aceptar de electrones en la etapa final 
de la transferencia de electrones. Se emplean colorantes que son aceptores de electrones artificiales. La prueba de 
oxidasa puede ser positiva también para bacterias anaerobias facultativas. 
1. Sobre un portaobjetos limpio, colocar trozos de papel filtro 
2. Tomar una muestra de la colonia con un palillo estéril, colocar sobre el papel filtro y añadir 1 gota del reactivo de 

Kovacs (diclorohidrato de tetrametil·p·fenilendiamina al 1 %, solución acuosa) y extender la colonia sobre el papel 
impregnado 

3. Observar la reacción al cabo de 5· 1 O s 
4. Repetir lo anterior con una cepa control (Pseudomona aeroginosa) 
La prueba será positiva si la colonia toma un color púrpura oscuro (casi negro) al cabo de 10 s. Si no tal cambio de color 
o la coloración púrpura se logra al minuto, la prueba es negativa. 

Prueba de reducción del nitrato (In MacFaddln 1990) 

Los microorganismos facultativos, durante la elapa anaerobia, utilizan nitratos para obtener oxigeno, reduciéndolos a 
nitritos, óxidos de N ó N molecular. Esta prueba evalúa la capacidad de un microorganismo para reducir el nitrato. 
1. Preparar el caldo para prueba de nitratos de la siguiente manera, pesar 

Extracto de carne 3 g 
Peptona de caseína 5 g 
Nitrato de Potasio 1 g 
Agua destilada 1 1 

Calentar suavemente hasta disolver. Esterilizar a 105ºC, 30 min; verter 3.5 mi en tubos de ensaye estériles; enfriar 
con los tubos inclinados (pico de flauta) hasta que solidifique el medio. Si se requiere, refrigerar a 4ºC 

2. Preparar los reactivos para la prueba: 
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Reactivo Grless A 
Reactivo Griess B 

Conservar en refrigeración a 4ºC 

a-naftilamlna al 0.5% en ácido acético SN 
Ácido sulfanllico 0.8% en ácido acético SN 

3. En un tubo de ensaye con el caldo para prueba de nilralos, se añade una porción de la colonia tomada con el asa 
esterilizada. Incubar a 35ºC durante 24 a 48 h 

4. Añadir en cada lubo 2 golas del reactivo A y 2 del reactivo B: esperar unos segundos 
La coloración rosada a rojo intenso indica que los nitratos fueron reducidos a nitritos (la prueba es positiva) 

Prueba SIM (/n MacFaddln 1990) 

Para diferenciar enterobaclerias. Esta prueba indica movilidad (M), indo! (1) y presencia de ácido sullhfdrico, H,S (5). Las 
bacterias se mueven mediante undulipodios (uno o más). principalmente los bacilos y algunas formas de cocos. La 
prueba del indo! permite determinar la capacidad de un organismo para desdoblar el indo! de la molécula de lriplofano, 
aminoácido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para lormar Iras melabolilos indólicos: lndol, melilindol y ácido 
indolacélico; en este proceso intervienen diversas enzimas intracelulares denominadas, conjunlamenle, lriplofanasas; el 
indol generado puede ser detectado por un reaclivo que posea una combinación quimica que produzca un color definido. 
La prueba también permite determinar si se ha liberado H,s gaseoso por acción enzimática de la cisleinasa sobre las 
prolelnas o. más especlficamenle, los aminoácidos con S; lo anlerior sucede en algunas bacterias helerolróficas. 
1. Preparar reactivo para indol de Ehrlich de la siguiente manera 

p-dimelilamino-benzaldehldo 2 g 
Etanol absoluto 190 mi 
HCI concentrado 40 mi 

El reactivo tiene un tono amarillo 

2. Usar 30 g de medio SIM (Bioxón) para 1 1 de AD. Calentar, agitando hasta que hierva; dejar hervir 1 min 
3. Distribuir en tubos estériles (12X75 mm),eslerilizar a 121 ºC por 15 min. Enfriar con los tubos en posición vertical 
4. Inocular una porción de la colonia pura de 24·48 h. tomada con el asa esterilizada por el método de piquete y 

estriado (punción central hasla una prolundidad de 1.2 cm). Incubar a 35ºC durante 24-48 h. SI la prueba es 
negativa, incubar a 21 ·25ºC durante 5 dlas 

5. Observar si hubo movimiento de la colonia. Los organismos móviles migran de Ja linea de siembra y se difunden en 
el medio, provocando turbiedad; pueden mostrar un crecimiento en asirlas vellosas. El caso anterior indica que la 
prueba es positiva; la prueba es negativa si el medio se manliene claro y hubo crecimiento sólo a lo largo de la linea 

6. Añadir 2 g de reactivo de Ehrlich para la prueba de indol; observar después de unos segundos; la prueba será 
positiva si se observa un anillo rojo en la superficie del medio (en la capa alcohólica); por el contrario, la prueba será 
negativa si la superficie loma el color del reactivo de Ehrlich (amarillo) 

La presencia de H•S se indica si se observan residucs negros. 

Prueba de Oxidación-Fermentación, OF (/nMacFaddln 1990) 

Algunas bacterias son capaces de melabolizar hidratos de carbono (producción de ácido) sólo en condiciones aerobias 
(oxidalivas), mientras que otras son facultativas. La fermentación se da en bacterias facultativas, generalmente. 
1. Usar 9.8 g de medio basal OF (Bioxón) para 1 1 de AD; añadir 0.15 g de una fuente de carbohidralos (glucosa, 

lactosa, sacarosa, maltosa o dextrosa). Calentar, agitando hasta que hierva. El medio adquiere una tonalidad verde a 
pH neutro dada la presencia de azul de bromolimol 

2. Distribuir en tubos eslénles, esterilizar a 118ºC por 1 O min. Enlriar colocando los tubos inclinados (pico de flauta) 
3. Inocular una porción de la colonia pura de 18·24 h, picando hasta 0.6 mm del fondo, aproximadamente. Agregar a la 

mitad del total de tubos aceite mineral (para crear condición anaerobia). Incubar a 35ºC por 24 h 
4. Observar cambio en el color del medio; la producción de ácidos se indica por el cambio en el medio a un tono 

amarillo. Las especies pueden ser oxidalivas y/o femnenlalivas 

Ureasa (In MacFaddln 1990) 

La presencia de ureasa provocará la formación de 2 moléculas de amoniaco, que alcalinizan el medio. 

1. Usar 3.87 g de caldo de urea (Bioxón) en 1 1 de AD. El medio se verá amarillo paja (no disolver al calor) 
2. Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 108ºC durante 10 mln. Dejar enfriar, colocando los tubos horizontalmente 
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3. Inocular una porción de la colonia pura de 18·24 h; Incubar a 35ºC 
4. Observar cada 8, 12, 24 y 48 horas. 
La hidrólisis de la urea se observa si el medio viró a rojo rosado-rojo intenso; en tal caso, la prueba es positiva. 

Prueba de Fe de Kllger (In MacFaddln 1990) 

Permite determinar la capacidad del microorganismo de atacar un hidrato de carbono especifico incorporado en un 
medio de crecimiento básico, con producción o no de gases, junto con la determinación de la posible producción de H>S 
y FeS. El medio contiene lactosa (1%) y glucosa (0.1%); algunos organismos pueden fermentar uno o ambos 
carbohidratos, aeróbicamente (parte superior o pico de flauta) y/o anaeróbicamente (en la capa inferior del cultivo). Esta 
prueba ayuda a diferenciar bacilos como las Enterobacterias. 
1. Usar 452 g de agar de Fe de Kliger (Bioxón) para 1 1 de AD. Mezclar y calentar agitando frecuentemente hasta que 

hierva; dejar hervir 1 min. El medio adquiere una tonalidad roja 
2. Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 121ºC durante 15 min. Dejar enfriar en posición inclinada para obtener 

ex1remos prolongados (pico de flauta) 
3. Inocular una porción de la colonia pura de 24 horas, con el asa esterilizada, por estriación sobre el pico de flauta y 

con picadura profunda hacia el fondo del tubo. Incubar a 35ºC durante 24 h 
4. Observar 
La fermentación de los carbohidratos, con la subsecuente generación de ácidos, se indica con el cambio de color del 
medio a un tono amarillo; si este cambio se observa sólo en el pico del cultivo, sólo sucedió ta fermentación de ta lactosa; 
si el cambio se observa en el fonclo, sólo fermentó ta glucosa. La presencia de H>S se indica por ta generación de 
burbujas del gas, y ta de FeS se observa por ta presencia de residuos negros en la capa profundla. 

Prueba de citratos de Slmmons (1926 In MacFaddln 1990) 

Se usa para delerminar si el organismo es capaz de utilizar citrato (a través del ciclo del ácido tricarboxílico o de 
fermentación del citrato) como única fuenle de carbono para el metabolismo, provocanclo ta alcalinización del medio. 
1. Usar 24.2 g de agar de cilralo de Simmons (Bioxón) para 1 1 de AD. Dejar remojanclo 5 a 10 min. Mezclar y calentar 

suavemente, agitanclo despacio, hasta que ta solución comience a hervir; dejar hervir 1 min. El medio adquiere una 
tonalidad verde a pH circumneutro ante la presencia de azul de bromotimol 

2. Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 121ºC durante 15 mln 
3. Dejar enfriar, colocanclo los tubos de manera inclinadla (pico de flauta con poca profundidad) 
4. Inocular una porción de ta colonia pura de 18-24 h, estrianclo sobre el pico de flauta. Incubar a 35ºC durante 24-48 h 
5. Observar si hubo cambio de color 
El vire del color (azul de bromotimol) indica ta utilización de tos citratos como única fuente de C, de ta saf de amonio 
como fuente de N y ta formación de subproductos alcalinos (como NH,). El crecimiento de los organismos y el cambio a 
un color azul intenso sobre el pico de flauta indican que ta prueba es positiva. 

Prueba de Vogel y Proksauer/Rojo de Metilo o PV/RM (1926 In MacFlddln 1990) 

La prueba de VP determina ta capacidad de algunas bacterias de originar un producto final neutro, el acetilmetilcarbinol o 
acelolna, por ta fermentación de glucosa. Adicionalmente, ta prueba de RM permite comprobar si el organismo produce y 
mantiene estables los productos terminales áciclos de ta fermentación de ta glucosa y vencer la capacidad amortlguaclora 
del medio; es una prueba cualitaliva de ta producción de ácido (determinación del pH). Útil para bacterias que producen 
grandes canlidades de ácidos (láctico, acético, fórmico). a partir de glucosa y por fermentación ácida mixta. Detecta ta 
fermentación fórmica de enterobaclerias. Preparar el siguiente medio: 

Peptona de caselna 7.0 g 
Glucosa 5.0 g 
Agua destilada 1.0 1 
K2HPO• 5.0 g 

1. Mezclar y calentar suavemenle, agitando despacio, hasta que ta solución comience a hervir; dejar hervir 1 min 
2. Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 121ºC durante 15 min. Dejar enfriar 
3. Inocular una porción de ta colonia tomada con asa esterilizada. Incubar a 35ºC durante 24-48 h 
4. Separar tas colonias en dos tubos; a un 1ubo se le agrega 1 gota de KOH o NaOH al 40% y 1 gota de a-naHof 

(lntensiflcador del color) al segunclo tubo, agregar 1 gota de fenof. Agitar suavemente los tubos 
5. Dejar reaccionar 10-15 min; observar 
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La fermentación del carbohidrato conlleva a un cambio de pH, que se detecta por el rojo de fenol. La prueba de PV es 
posiliva al observa un color ro/o-rosado en la superficie del medio (presencia de acetolna). Si el cultivo es lo 
suficientemente ácido como para permilir que el AM se mantenga rojo en la superficie del medio, ta prueba RM será 
positiva. Si por et contrario, el medio liende a mantenerse o virar a amarillo, ta prueba es negativa. 

PRUEBAS BIOOU(MICAS PARA LEVADURAS 

Observación de ascoesporas 

El primer carácter que se toma en cuenta en ta taxonomla de las levaduras es ta presencia de ascoesporas (esporas 
haploides, formadas en el interior de las ascas, después de una división meiótlca), mediante el siguiente medio: 
1. Mezclar: 

Extracto de levadura (Bioxón) 
Agar bacteriológico (Bioxón) 
Agua destilada 
Jugo de verduras (V8) 

2. Ajustar pH a 6.8 con KOH al 40% 

10 g 
20g 
500ml 
500ml 

3. Repartir en tubos de ensaye, tapar y esterilizar a 121 'C durante 15 min 
4. Dejar enfriar los tubos inclinados (pico de flauta). Meter a incubadora para prueba de esterilidad (35ºC por 24 horas) 
5. Tomar una muestra de la colonia de levadura con el asa bacteriológica y sembrar mediante estriación 
6. Incubar a 28ºC durante tres dlas; revisar al microscopio, previa tinción con cristal violeta 

Tfnclón de ascosporas (Küfreralh, sensu Siiva com. pers.) 

1. Poner 1 gota de AD sobre portaobjetos. Calentar asa de cultivo al rojo vivo, tomar una muestra de la colonia de 
levaduras desarrollada en agua peptonada y zanahoria o en medio V8; disolver la gota con movimiento circular; dejar 
secar la gota de agua y, cuando esté seca, pasa 2 6 3 veces sobre la flama, para fijar 

2. Colocar un trozo de papel filtro sobre el portaobjetos. Impregnar el papel filtro con fucsina básica mientras se flamea 
la parte inferior el portaobjetos hasta la emisión de vapores; adicionar cuantas fucsina sea necesaria para evitar que 
el papel filtro se seque con et calor. Hacer lo anterior durante 7 min; lavar con agua de la llave 

3. Decolorar con gotas de alcohol acidulado (HCI concentrado: 1 mi, etanol: 99 mi); lavar con agua de la llave 
4. Teñir de 15·30 segundos con azul de melileno; lavar con agua de ta llave 
5. Poner unas gotas de tinta china, extenderla sobre toda la superficie del portaobjetos; secar al aire 

TÉCNICAS DE PRESERVACIÓN PARA BACTERIAS AEROBIAS 

1. Preparar glicerol para una solución en caldo BHI al 15%. Calentar lentamente hasta disolver 
2. Repartir 4 mi en tubos de cepario y esterilizar a 121ºC durante 15 min. Dejar enfriar 
3. Cosechar crecimiento masivo (de 24 h) y pasar a tubo con caldo BHI y glicerol, homogeneizar perfectamente 
4. Vaciar 3 µJ en tubos de plástico con rosca y congelar a ·72 ºC 
5. Hacer prueba de viabilidad después de 15 dlas 

TÉCNICAS DE PRESERVACIÓN PARA BACTERIAS ANAEROBIAS 

1. Cocer 250 g de carne fresca, sin grasa y molida, más 12.5 mi de Na.OH 1 N, en 500 mi de AD, agitando suavemente 
2. Filtrar el caldo y recuperar la carne en una gasa 
3. Lavar la carne para eliminar posibles residuos del NaiOH y secar 
4. Pasar la carne a frascos con tapa de rosca de 16 X 150 mi, una cantidad equivalente 1/3 parte del tubo 
5. Tornar 500 mi del caldo, añadir la cantidad correspondiente a 500 mi de medio tioglicolato sernlsólido. Ajustar el pH 

entre 6.8 y 7 
6. Adicionar a cada tubo con la carne 7 mi del caldo con tioglicolato y cerrar 
7. Esterilizar a 121 ºC por 15 min. Meter en incubadora a 35ºC para prueba de esterilizar 
8. Cosechar crecimiento masivo (48 h) y pasar a tubo con caldo de carne y tioglicolato, homogeneizar perfectamente 
Las bacterias pueden mantenerse a temperatura ambiente 
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A3.3.TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA ENSAYO DE TOXICIDAD EN BIOFILME AUTOTRÓFICO 

EXTRACCIÓN DE CARBOHIDRATOS EXTRA· E INTRACELULARES (B1rranguet et al. 2003) 
1. Tomar una cantidad conocida (preferentemente) del biolilme y colocar en tubo de ensaye con tapa de rosca; añadir 

3-5 mi de agua bidestilada (BiD) y licuar ±5 s; centrifugar 5 mina 3500 rpm 
2. Tomar 2 mi del sobre·nadante y vaciar en un tubo Eppendon de 2 mi. Esta fracción será considerada la cantidad 

"difusa' de los exopolisacáridos del biofilme, por lo que será llamada "fracción ditusa" 
3. Disolver el botón añadiendo 3-5 mi de H2SO, 0.1 M, agitar licuar por 1 ·2 seg. Y tapar los Jubos de ensaye (para evitar 

evaporación). Colocar los tubos en calentamiento a 95 ºC, agitando cada 5· 1 O min. Dejar calentando 30 min. 
Cenlrilugar a 3500 rpm durante 5 min 

4. Tomar 2 mi del sobrenadante y verter en tubo Eppendon de 2 mi. Esta fracción representa la cantidad de 
exopolisacáridos unidos o de cápsula celular, por lo que se le llamará "fracción unida" o "fracción capsular" 

s. Re-suspender el botón en agua BiD, licuar 1 ·2 s y vaciar en tubos Eppendon de 2 mi. Esta fracción final representa 
los polisacáridos intracelulares, por lo que se denominará "fracción intracelular" 

Las fracciones pueden ser almacenadas a -20 ºC y en oscuridad 

OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE EXOPOLISACÁRIDOS (Barranguel et al. 2003) 
Permite verificar la eliclencia de la extracción de exopolisacáridos, mediante la tinción en de las fracciones obtenidas con 
Azul Alelan (AB, por sus siglas en inglés) al 0.1 % (w/v) en ácido acético. La Inspección al microscopio revelará la 
presencia de los carbohidratos extracelulares de las fracciones correspondientes. 

DETERMINACIÓN DE POLISACÁRIDOS (Dubol1 1959) 

1. Tomar 200 µJ de la mueslra y adicionar 200 µJ de lenol al 5% (v/v) y 1 M de lhSO. 18 M. El material presente en las 
muestras será hldrolizado por el ácido; los carbohldratos CS y C6 se transformarán en compuestos capaces de 
reaccionar con el fenol, creando un complejo de color naranja-amarillo 

2. Medir la intensidad de color con el espectrolotómetro a 488 nm, hacer la curva de calibración con soluciones de 
glucosa en concentraciones entre 5 y 200 µg·mi·•, preparadas el mismo dla 

CONCENTRACIÓN OE METALES EN POLISACÁRIDOS 
1. 1 mi de cada una de las fracciones obtenidas en la extracción de polisacáridos, se mantiene en refrigeración las 

muestras a -20'C, hasta su lectura posterior en la llama del EAA. haciendo las diluciones necesarias. Previo a la 
lectura, se añaden 2µ1 de HNOi Ultra·puro a las muestras de la fracción "difusa" 

CONCENTRACIÓN DE METALES EN BIOF/LME 
1. Mantener las muestras a -80oC 
2. Liofilizar durante una noche; pesar para obtener peso seco 
3. La digestión puede hacerse en horno de micro-hondas, añadiendo 2.5µ1 de HNO. ultra-puro (J.T. Baker, Ultrex 11) 
4. Leer en la llama del EAA, haciendo tas diluciones necesarias 

CONCENTRACIÓN DE METALES EN MEDIO LIQUIDO 
1. Tomar 2 mi del medio y añadir 2µ1 de HNO. uHra-puro (J.T. Baker Ultrex 11) 
2. Leer en la llama del EAA, haciendo tas diluciones necesarias 

DETERMINACIÓN DE CLOROFILA POR ESPECTROFOTOMETRIA CON ACETONA (unsu Barranguel 2001) 
Las muestras deberán estar congeladas en la oscuridad inmediatamente antes de su liolilizaclón. 
1. Liofilizar las muestras, dejándolas durante la noche en la liolilizadora 
2. Colocar en un tubo o vial la muestra del biolilme adherida al disco de cristal y adicionar una cantidad conocida de 

acetona al 90% (p.a. 6 mi) 
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3. Poner los tubos en el sonificador durante 30 min, en la oscuridad y en un baño de agua y hielo. Guardar los tubos en 
el relrlgerador (4ºC) durante una noche y no más de 30 h, ya que la clorofila ccmenzará a degradarse 

4. Tomar una muestra del liquido y centrilugar durante 5 min a 3000 rpm 
5. Llenar la celda de cuarzo del espectrofotómetro con hasta 4 mi del sobrenadante (sin partlculas en suspensión) 
6. Leer la abserbancia a 665 y 430 nm 
7. Adicionar 30 µJ de HCI 0.4 N. Agitar y volver a leer a 665 nm 
8. La ccncentraclón de clorofila por unidad de área se calcula de a cuerdo a Lorenzen (1967): 

Chio a (µg·cm')= 26.73 X (DO 665- DO 665a) X V/SX1 
Dónde: 

• 26.73: factor de corrección, ccnlormado por el coeliciente de absorción especllica de la clorofila a en acetona 
al 90% (103191 l·g •.cm·•) y K, el lactar para adecuar la reducción de la absorbancia inicial de la clorofila 

• DO 665a: densidad óptica (abserbancia) después de acidificar 
• V: volumen de acetona usada para extraer (mi) 
• S: área superlicial del disco (cm') 
• 1: trayecto óptico (cm) 

Además, la relación 430/665 son el Indice Margaleff (1961) para la diversidad de pigmentos, represenlando la cantidad 
relativa de carotenoides presentes en la muestra. 

DETERMINACIÓN DE CLOROFILA POR ESPECTROFOTOMETRIA CON METANOL (Hnsu Bammguet 2001) 
Las muestras deben preservarse a -OOºC; el desarrollo de la técnica debe realizarse manteniendo las muestras en trio y 
protegidas de la luz 
1. Llolilizar las mueslras durante una noche 
2. Colocar la mueslra liofilizada en un vial ccn 3·4 mi da metanol al 100%; sonificar durante 1 h 
3. Cenlrttugar la muestra a 3000 rpm, durante cinco minutos. Recuperar sobrenadante 
4. Medir absorbancia a 665 nm en celda de cuarzo. La ccncenlración de clorofila se calcula: 

Chio (mg·I"') = Abs 665 nm x 1000/74.5 x d ·donde d: distancia óptica 

CARBONO ORGÁNICO TOTAL (COT) 
El COT se determina midiendo la ccncentración de CO. generado por la oxidación qulmica del carbón orgánico presente 
en la muestra, a 100 ºC, adicionando persu~alo de sodio (NA2S2SO,¡, un oxidante muy fuerte. Cuando la oxidación es 
complela, el CO, se purga de la selución, se concentra por atrapamienlo, se desorbe siendo acarreado al analizador 
infrarrojo (no dispersivo), previamente calibrado. La masa de CO. es equivalente al COT originalmente presente en la 
muestra [TICITOC Analyzer, modal 700, 0.1. Corporatlon) 

1. Preservación de las muestras: las muestras deben mantenerse en relrigeración hasta su use posterior. En el case 
del blofilme, previamente: se liofilizan las muestras, se obtiene su pese seco y se disuelven en agua. 

2. Solución estándar para COT: Disolver en 11 de agua BiD, 2.13 g (pese seco, dos horas a 120'C) de CeHsKQ, 4 mi 
de esta selución, disueltos en 100 mi de agua BiD, da un estándar de 40 ppm COT. 

DETERMINACIÓN DE FOSFATO (Amlnot y Chaussepled 1983) 

1. Conservación de las muestras: Tomar 2 mi de la muestra y congelar, inmediatamente, a -20 ºC. También se pueden 
conservar añadiendo 0.5 mi de cloroformo por cada 100 mi de muestra 

2. Reactivos: 
a) Solución de molibdalo de amonio: Disolver 15 g de (NH•)•M07°'•·4H,O en 500 mi de agua BiD. Guardar en frasco de 

plástico y mantener en oscuridad 
b) Ácido sulfúrico: A 140 mi de H2SO• añadir 900 mi de agua BiD. Conservar en relrigeración 
c) Ácido ascórbico: Disolver 54 g de c.HeO. en 500 mi de agua BiD, pasar a frasco de plástico y mantener en 

relrigeración, protegido de la luz (en relrigeración dura semanas; en el congelador dura más tiempo) 
d) Tartalo de amonio y potasio: Diselver 0.34 g de K(SbO)C•H•O. en 250 mi de agua BiD, calentando si es necesario. 

Conservar en relrigeración 
3. Mezcla de Reactivos 
Mezclar los reactivos en las proporciones siguientes: 

(NH,),Mo,0,,-4H,O 
H2SO, 

100ml 
250ml 
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CoHaO. 
K(SbO)C•H•O. 

100ml 
50ml 

4. Solución pre-stock para curva de calibración: Secar a 100 ºC en H,so, concentrado, KH2PO .. Pesar 0.6805 g, par a 1 
1 de solución. Madir 1 mi de cloroformo. Un mi de esta solución equivale a 5 µMol del ión fosfato. Refrigerar 

5. Solución stock para curva de calibración: tomar 100 mi de la solución pre-stock, aforar a 1 1 con agua BID; añadir t mi 
de cloroformo. Un mi de esta solución equivale a 0.05µM de PO.. Refrigerar. Caducidad de 10 días 

6. Curva de calibración: tomar 1, 2, 5, 1 o, 20 mi de solución stock y llevar a un volumen final con agua BID, para una 
curva de calibración de 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, etc. µM de PO.. Usar agua BiD como blanco. Hacer blanco de reactivos 
(absorbancla esperada: 0.02) 
7. Lectura de muestras: Madir la mezcla de reactivos a la muestra, lograr una relación 1O:1 (mezcla de reactivos: 
muestra). Leer la absorbancia a 885 nm en celdas de cuarzo 

A3.4. PREPARACIÓN DE AGUA RESIDUAL SINTÉTICA 

Las aguas residuales domésticas no tratadas, suelen presentar hasta 290 mg·l·1de C orgánico (APHA, 1992); por ello, y 
para mantener una relación C:N:P de 15:1:0.1 (Durán 1994.), el agua residual sintética se preparó: 
1. Usar: 

CH,COONH• 0.991 g 
NH,NO:i 0.11 O g 
KH2PO• 0.008 g 
H.O 1000ml 

2. Mezclar las sales; aforar con agua corriente esterilizada, libre de cloro. Ajustar pH a 7.0 

APÉNDICEA4 

ALGUNOS DATOS SOBRE METALES 

Vanadio 
Metal presente principalmente en rocas ultramáficas, por lo tanto, los suelos con mayor concentración de V son los 

derivados de este tipo de rocas (150 a 460 ppm o mg·kg·1); en otro tipo de suelos se estima que la cantidad de V fluctúa 
entre 18 y 150 mg·kg-1• El V es muy común en derivados del petróleo y la principal fuente de contaminación de suelos 
por V es la combustión del petróleo crudo; otra fuente son las termales eléctricas (Kabata-Pendias y Pendias 1992). Una 
caracterfstica particular do este elemento es su tendencia a asociarse con la materia orgánica (Kabata·Pendias y 
Pendias 1992) 

Cromo 
El cromo es un elemento esencial e, incluso, algunos suelos para cultivos son enriquecidos con este mlcronutriente. 

El Cr ocupa el 7 • lugar en abundancia, con 100 mg·kg·1 en corteza terrestre (Alloway 1990) y 54 mg·kg·1 en suelos, en 
promedio. En rocas de Si, la concentración del Cr varia desde 1 mg·kg-1 hasta constituir el 10% (in Legan y Tralna 1993); 
el intervalo aceptable para suelos agrfcolas es de 5CJ.120 mg·kg' (Kabata·Pendias y Pendias 1992). Alloway (1990), 
indica concentraciones de 540 y 750 mg·kg 1 de Cr en suelos mineros del Reino Unido y EE.UU.A, respectivamente, y 
Kabata·Pendias y Pendias (1992) citan hasta 1780 mg·kg·' en desechos de industrias procesadoras de metales. El Cr 
está muy asociado a la explotación y manufactura de Ag, por lo que sorprende su baja concentración y más aún por su 
tendencia a permanecer en capas superiores del sustrato. En Suiza y Alemania el máximo permUido es 75 y 100 mg·kg1, 

respectivamente, en suelos (Kirke 1987). La normatividad nacional considera hasta 0.5 mg·~' de Cr como el Umite 
máximo tolerable para lixiviados de suelo y hasta 1 mg·f·1 en cuerpos de agua. 
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Manganeso 
El Mn es un elemento esencial para plantas, animales y diversos microorganismos (v. gr. forma parte estructural de 

algunas vitaminas) e interviene en et comportamiento de muchos otros mlcronutrientes (Kabata-Pendias y Pendias 
1992). La corteza terrestre presenta Mn en concentraciones superiores a las de los otros metales (aparte del Fe), 
mientras que en rocas y suelos esta concentración varia notablemente, entre 200-2000 y 50-4500 mg·k{I'', 
respectivamente. En suelos puede representar et 7%, dependiendo del mineral parental (Bomemisza 1982; Alloway 
1990; Kabata·Pendias y Pendias 1992). La Comisión Europea estipula hasta 0.05 mg·t•Mn en agua potable (in 
Katsoyiannis et al. 2002) 

Cobalto 
La concentración de Co en rocas varia entre 0.1 (rocas sedimentarias) y 200 ppm (rocas ullramáficas), mientras que 

en suelos la concenlración fluctúa de 0.1 a 100 mg·kg' (Kabata·Pendias y Pendias 1992; Pyrzynska 2002), fonmando 
compuestos inorgánicos ó como Se elemental, pero también es posible encontrar algunos compuestos orgánicos del Se 
(Pyrzynska 2002). Se trata de un elemento esencial en el metabolismo de bacterias y microalgas, como coenzlma o 
parte estructural de ciertas moléculas, como en el metabolismo de la fijación del N" No obstante, también puede tener 
efectos antimicrobianos (Kabata-Pendias y Pendias 1992) 

Níquel 
El intervalo del contenido de Ni en suelo es muy amplio, varia entre 0.2 y 450 mg·k{I'' (Kabata-Pendias y Pendias, 

1992), lo cual se relaciona con las rocas parentales (desde 5 en granitos hasta 2000 mg·k{I'' en ultramáficas). El 
relativamente alto porcentaje de Ni extraldo con EDTA de suelos (10% de disponibilidad) sugiere que el metal no es 
retenido por los componentes del suelo (Kabata·Pendias y Pendias 1992) 

Cobre 
La concentración promedio de Cu en corteza terrestre fluctúa entre 24 y 55 mg·k{I'', en rocas tiene un intervalo de 2 

a 200 mg·kg·•, mientras que en suelos, de 13 a 24 mg·kg·• (Kabata-Pendias y Pendias 1992) 6 20 a 30 mg·kg• (Alloway 
1990), con una concentración máxima aceptable de 100 mg·kg·• (Kabata-Pendlas y Pendias 1992). En suelos, el Cu se 
presenta como sulfuros y, debido a su carácter de metal noble, también se encuentra en fonma elemental (Bomemisza 
t 982). Existe una correlación entre pH y conlenldo de Cu en suelo; particulanmente, se espera una mayor cantidad de Cu 
disponible en suelos con pH superior a 7, contrario a lo qua ocurre con otros oligoelementos; lo cual se debe a la 
reducida movilidad del Cu (Bomemisza 1982). Por otra parte, el Cu posee una gran capacidad de interaccionar 
qulmicamente con los minerales y compuestos orgánicos del suelo y tiende a hacinarse en el horizonte superior (Kabata· 
Pendias y Pendias 1992). En México no se ha estipulado el valor máximo penmttido para Cu en lixiviados de suelo; 
algunos paises europeos sitúan entre 0.1 y 0.28 mg·t' los limites máximos aceptados (Klrke 1987). Cabe recordar que 
éste es un metal fitotóxlco (Alloway 1990) y que se emplea como alguicida (Flemming y Trevors 1988; Skujins 1992) 

Zinc 
Se considera un metal esencial para los seres vivos y, al igual que el Cr, algunos fertilizantes incluyen cantidades 

traza de este elemento. En la litosfera su concentración promedio es de 80 mg·kg1 y en suelos se estima entre 10 y 300 
mg·kg·•, con un máximo aceptable de 200 a 300 mg·kg-1 (Bomemisza 1982; Ailoway 1990; Kabata-Pendias y Pendias 
1992). El Zn se presenta en suelos principalmente como sulfuro; las arcillas y las fracciones de materia orgánica pueden 
absorber e inmovilizar una proporción aceptable de Zn, formando minerales diversos y compuestos organometálicos, 
quedando indisponible para plantas, hasta que la materia orgánica se mineralice (Bomemisza 1982) 

Arsénico 
La legislación en materia ambiental de la anligua República Federal Alemana penmitla hasta 300110. arsenato y en 

compueslos organoarsénlcos) tienden a formar complejos insolubles en suelo (Leonard 1995) y es común en aguas 
superficiales y subterráneas en sus fonmas inorgánicas en hasta 60 µg·kg·• (Katsoyiannis et al. 2002). Se trata de un 
elemento muy móvil, ampliamente conocido por su elevada toxicidad a humanos (antiguamente, las sales de As eran 
empleadas como venenos). Además de las actividades agrlcolas, una de las principales causantes de la contaminación 
por As es la minarla (Bataglla-Brunet et al. 2002; He el al .. 2002; Katsoyiannis et al. 2002). Asl, en suelos del Reino 
Unido severamente dañados por la actividad minera, se han detectado hasta 900 mg·kg·• de As (Colboum et al. 1975 in 
Kabata-Pendias y Pendias 1992) y en lagos contaminados por desechos mineros se ha reportado hasta 3000 mg·t' de 
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este metal (Leonard 1995). La Comunidad Europea limita a 20 mg·kg·•de As en suelos (Leonard 1995) y, recientemente, 
disminuyó el lfmite permisible de As en agua potable de 50 a 1 O µg·P, dada su naturaleza carcinogénlca (Bataglia·Brunet 
et al. 2002; Katsoylannls et al. 2002) 

Selenlo 
En la corteza terrestre hay 0.05-0.09 mg·kg·• Se; en suelos su concentración varia luertemente, de 0.1 µg·kg·• a 1 

mg·kg·•, siendo aceptable hasta 0.5 mg·kg·•, en suelos agrícolas (Kabata-Pendias y Pendías 1992; Fishbein 1995). 
Rocas y suelos volcánicos, depósitos de uranio y rocas carbonosas presentan concentraciones ligeramente mayores (He 
et al. 2002) y existen alrededor de 40 minerales en los que el Se predomina, por lo que la minería, en especial las minas 
de carbón y uranio, represenla la principal vía de contaminación por Se. Este metal, además, se volatiliza (Fishbeln 
1995). En agua, niveles tan bajos como 0.01 mg·l 1 pueden ser retales para seres humanos (De Gregori el al. 2002) 

Molfbdeno 
En corteza terrestre, la concentración de Mo varia entre 1 y 6 mg·kg·• y es uno de los oligoelementos más escasos 

en suelos, con un contenido promedio entre 0.01 y 13 mg·kg·•, aunque en suelos volcánicos puede alcanzar hasta 30 
mg·kg·•, concentraciones superiores son indicativos de conlaminación (Bomemisza 1982; Kabata·Pendias y Pendías 
1992). La disponibilidad del Mo incremenla con el pH y es fécilmenle adsorbido por óxidos e hidróxidos de Fe y Al, 
halloysita y caolinita (Bornemisza 1982) 

Cadmio 
El Cd es un metal relativamente volátil y raro en la naturaleza (ocupa el 67avo lugar en orden de abundancia). Se 

presenta en corteza terrestre en una concentración promedio de 0.1 mg·kg' y en suelos ésta varia según la roca 
parental'. En general, se esperan concentraciones de Cd en suelos por debajo de 0.1 mg·kg·• (Alloway 1990) y en suelos 
agrícolas, hasta 0.5 mg·kg·• (Stoeppler 1995). Según Kabata-Pendias y Pendías (1992), la cantidad promedio de Cd 
oscila entre 0.06 y 6 mg·kg·• y sólo valores por encima de éstos son indicativos de contaminación. Es un metal tóxico, no 
esencial. Algunos paises europeos estipulan lfmites aceptables de Cd en suelos de 3.5·5 mg·kg1 (Klrke 1987). En 
México el lfmile máximo permitido en lixiviados de suelo es 1 mg·t•, valores superiores indican daños al ambiente. 

Plomo 
El Pb es un elemento tóxico del cual no se tienen evidencias respecto a participación en el metabolismo de los seres 

vivos. Suele encontrarse en cantidades traza en suelos y rocas, en estas úlmlas, hasla entre 1 y 30 mg·kg1• De sus 
principales luentes conlaminantes (minería, gases vehiculares) y por ser el metal menos móvil, el Pb tiende a 
acumularse en el horizonte superior del sueJo2, donde alcanza hasta 100 mg·kg1; concentraciones por encima de este 
valor se deben exclusivamente a la contaminación (Alloway 1990; Kabata-Pendias y Pendías 1992). La normalividad 
mexicana establece hasta 5 mg·t• de Pb en lixiviados de suelo. 

Mercurio 
Normalmente, los suelos poseen no más de 300 µg·kg·• de Hg, concentraciones por encima de este valor son 

resultados de la contaminación (Kabata-Pendias y Pendías 1992); aunque para von Burg y Greenwood (1995) en suelos 
agrícolas se esperan 0.06 a 0.2 ppm. La minarla es una de las principales industrias generadoras de Hg. Kabata-Pen<fias 
y Pendías (1992) documentan las concentraciones de Hg en depósitos mineros, mismas que fluctúan entre 0.1 y 40 
mg·kg·•. La interacción Se + Hg incrementa la toxicidad de ambos. El Hg emplea como agente antiséptico por su acción 
anlimicrobiana (antibacleriana y lungicida, principalmente); en lorma de complejos organometálicos tales como alcali· y 
arilmercurio, mucho más potentes que las sales inorgánicas (von Burg y Greenwood 1995). Una vez asimilado por 
microorganismos, su eliminación sucede lentamente, por lo que tiende a bioacumularse vla cadena trófica. 

'Asl: 0.11a0.60 mg·kg·• en suelos lgneos, 0.007-0.87 en suelos melrun6rticos y hasla 11 mg·kir' en suelos sedimentartos 
>y en capas superioms de sedimentos lacustras 
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APÉNDICE AS 
PRODUCTOS GENERADOS DURANTE LA INVESTIGACIÓN 

A5.1. PRESENTACIONES EN CONGRESOS 

Nacionales 

Carrillo-Chávez A, Ramos-Arroyo YA, Garcla·Meza JV, Mendoza·Amezquita E. 1999. Geoqufmica ambiental 
del Distrito Minero de Guanajuato: Informe preliminar. IX Congreso Nacional de Geoquímica (INAGEQ). 
Septiembre 20·25, Linares, Nuevo León. Abstracts Actas tNAGEQ 5(1):12 (sesión oral) 

García-Meza JV, Durán C. 2000. Uso de microalgas para la restauración de desechos mineros (jales). V 
Congreso Nacional de Ciencias Ambientales. Junio 7·9, Acapulco, Guerrero. Abstracts y Programa, p. 43 
(sesión oral) 

Pompa N, Hemández L, García-Meza JV, Durán C. 2001. Identificación de bacterias aisladas de bioensayos 
con desechos mineros de Guanajuato. Gto. XXXII Congreso Nacional de Microbiología. Abril 3·5, 
Guanajuato, Gte. (póster) 

García-Meza JV, Barranguet C, Durán C. 2002. Short·term experiment using autotrophic biofilms isolated from 
a ja/ of Guanajuato: adaptative response. XXXIII Congreso Nacional de Microblologla. Abril 7 a 10, 
Monterrey, Nuevo León (póster) 

Internacionales 

Carrillo-Chávez A, Ramos-Arroyo YA, García-Meza JV, Mendoza-Amezquita E. 2000. Environmenta/ 
geochemistry of the Guanajuato Mining District, Mexico: Pre/iminary report. Geological Society of American 
(GSA) Annual Meeting. Octubre 25 a 28, Denver, Colorado, EE.UU. Resumen con programas, ª1,(7):333 
(presentación oral) 

García-Meza JV, Durán C. 2000. Sorne physical, chemical and bio/ogical characteristics of La Valenciana ja/ 
(mine tailing) of Guanajuato, Mexico. Proceedings of the 25th Annual Meeting and Conferences of the 
Canadian Land Reclamation Association (CLRA). Septiembre 17 a 20, Edmonton, Alberta, Canadá. 
Resumen con programas, formato CD (presentación oral) 

García-Meza JV, Novelo E, Hemández-Gómez L, Durán C. 2001. Uses of microbial communities in the 
stabilization of bioavai/able metals in mine tailings residues: lhe future of an environmentally friendly mining 
in Mexico. IV lnternatlonal Symposium on Industrial Microbiology and Biotechnology. Marzo 1 a 3, Mérida, 
Yucatán, México. Abstracts, p.15 (presentación oral) 

García-Meza JV, Durán C. 2001. Microorganisms development as an importan! step in mine tailings 
remedialion. Proceedings of the 26th Annual Meeting and Conferences of the Canadian Land Reclamation 
Association (CLRA). Agosto 25 a 29, Halilax, Nueva Escocia, Canadá (presentación oral) 

Carrillo-Chávez A, Mortto-Bermea O, González-Partida E, Rivas-Solórzano H, Oesler G, García-Meza JV. 
2001. Evaluación geoquímica ambiental del Distrito Minero de Guanajuato. XXIV Convención Internacional 
de la Asociación de Ingenieros de Minas Metalurgistas y Geólogos, A.C. Octubre 15 a 20 Acapuloo, 
Guerrero, México 

García-Meza JV, Barranguet C, Durán C. Admiraal W. 2002. Effects of metafs on photosynthesis, EPS 
produclion and composition of metal tolerant biofilms from Guanajuato, Mexico. Summer Meeting of the 
American Society of Limnology and Oceanography (ASLO). Junio 10 a14, Victoria, Columbia Británica, 
Canadá. Abstracts p.48 (presentación oral) 

García-Meza JV, Carrillo-Chávez A, Durán C. 2003. Chemical change of the Valenciana mine-tai/ing samples 
after microorganisms deve/opment. Fourth lnternational Semlnar of Experts on the Treatment of Industrial 
Effluents and Residues. Abril 9· 11, Ciudad de México, México (póster) 
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A5.2. PUBLICACIONES 

Na clona les 

Carrillo-Chávez A, Morton-Bermea O, González-Partida E, Rivas-Solórzano H, Gretchen O, García·Meza JV. 
2002. Aspectos geológicos ambientales de la minería: ejemplos de dos casos estudiados. /P/CyT(ínstituto 
Potosino de Investigación Ciencia y Tecnologia A.C.) 1 (1 ): 39-46 

García-Meza JV, Hernández-Gómez L, Silva A, Durán-de-Bazúa C. Desarrollo de biofiimes autotróficos en 
superficie de muestras del desecho minero aurifero-argentífero "Valenciana" (Guanajuato, México): 
implicaciones de la colonización del desecho. Revista IMIQ (en preparación)· 

Internacionales 

Carrillo-Chávez A, Morton-Bermea O, González-Partida E, Rivas-Solórzano H, Oelsner G, Garcla-Meza JV. 
2003. Environmental geochemistry of the Guanajuato mining district, Mexico. Ores Geo/ Rev. (En prensa) 

Garcla-Meza JV, Ramos E, Carrillo-Chávez A, Durán C. 2003. Elemental and mineralogical composition of 
historical mine tailings lrom La Valenciana mine, Guanajuato. Bu// Enviran Contam Toxico/. (En prensa) 

Garcla-Meza JV, Barranguet C, Admiraal W. Mechanisms undertying the survival of metal-toleran! biofilms. 
(sometido) 

García-Meza JV, Duran C, Carrilio-Chávez A. Sequential extractions on mine tailings samples after and belore 
of bioassays: lmplications on the liberation of toxic metais during microbial re-colonization. (sometido) 

Memorias in ex1enso 
Carrillo-Chávez A, Morton-Bermea O. González-Partida E, Rivas-Soiórzano H, Oesler G, García-Meza JV. 

2001. Evaluación geoquímica ambiental del Distrito Minero de Guanajuato. XXIV Convención inlemacional 
de la Asociación de Ingenieros de Minas Metalurgistas y Geólogos, A.C. p.43-46 

Garcla-Meza JV, Carrillo-Chávez A, Durán C. 2003. Chemical changa of the Valenciana mine-tailing samp/es 
after microorganisms deve/opment. Fourth intemalional Seminar of Experts on the Treatment of Industrial 
Effluents and Residues. p.159-164 

A5.3. Ponencias y seminarios 
En el Postgrado institucional en Química, Universidad de Guanajuato, con el seminario impartido: Sistemas 

Biológicos para la restauración de zonas con desechos mineros. Guanajuato, Guanajuato, México. Marzo 
30 de 2000 

En la XL Convención Nacional del Instituto Mexicano de Ingenieros Qulmicos, A.C. con la sesión técnica: 
Propuestas para el tratamiento de residuos tóxicos mediante sistemas biotecnológicos. Ciudad de México, 
D.F. México. Octubre 7 de 2000 

Exposición del seminario: Bioensayo para la remediación de zonas afectadas por jales mineros, organizado 
por el Programa de lngeníerla Qulmíca Ambiental y Qulmica Ambiental (PIQAyQA), Facultad de Qulmíca, 
UNAM, Ciudad Universitaria, D.F. México. Marzo 9 de 2001 

Exposición del seminario: Effect of metals on photosynthesis, species composilion and EPS production of 
metal toleran/ biofi/ms from mine-tailings (Guanajuato, Mexico). Seminario interno del Departamento de 
Ecologla Acuática y Ecotoxícologla, Facultad de Ciencias, Universidad de Ámsterdam, Paises Bajos. 
Mayo 2 de 2002 
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Del PIOAyQA, Faculiad de Química, UNAM, a Landy, Lorena, Marísela, Irene, Rolando y Pavel. 

Del Departamento de Ecología y Ecotoxlcología Acuática, Unlversltoil van Amsterdam, Nederland, 

a Halen, Bas, Harm, Gerdit, Esther, Mirlam, Bart y Saskla 

A mis compañeros Miguel, Francisco y Nora 

Del personal administrativo del Programa de Maestría y Doctorado en Ciencias Químicas, UNAM, a 

Josefina Tenopala, Patricia Vargas, Bety López, Susana, Lellcla, Eisa, Ma. Elena 

Ala UNAM 
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