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

generan desechos mineros (jales), que son depositados en el ambiente, pese a contener
metales toxicos. La remediacion de jales puede ser detonada empleando microorganismos
tolerantes a metales. Muestras superficiales 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, mineraldgica y
fisicoquimicamente. Se realizé la exiraccion secuencial de cinco pasos: fracciones
intercambiables, carbonatos, oxidos de Fe y Mn, materia organica (MO)-sulfuros y residual, en
muestras del jal antes y después de los BioE. Las soluciones extraidas y los lixiviados se
analizaron por espectrofotometria 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 catiénico y permeabilidad hidrica. Es un sustrato
ligeramente alcalino, dada la abundancia de carbonatos. La relacién carbonatos-sulfuros (12:1),
indican bajo potencial de generar drenajes acidos. Se detectaron 30 elementos, 18 de los
cuales fueron determinados mediante extracciones secuenciales y se verificd que, tales
elementos estdn presentes en las fracciones no residuales, principalmente como dxidos de Fe-
Mn. La concentracién de Zn, As, Se y Pb totales y las formas Intercambiables de Cu y Pb,
sobrepasan los limites recomendables para suelos. Los lixiviados poseen muy baja
concentracién de los elementos. Los procesos quimicos que controlan la especiacion de los
metales puede atribuirse a fendmenos superficiales que derivan en la formacion de compiejos
inorganicos (carbonatos, dxidos, sulfuros). En presencia de las biopsliculas durante los BioE,
las concentraciones de Ni, Cu, As, y Pb asociados a carbonatos, asf como las de Cr, Niy Cu en
MO-suliuros incrementaron significativamente, mientras que la lixiviacion de Zn y Pb fue
significativamente menor en los BioE que en muestras no colonizadas por biopeliculas. Por lo
anterior, y puesto que la presencia de biopeliculas derivé en un incremento de la MO, se
sugiere su empleo como el primer paso en la remediacién de jales. Las biopeliculas estaban
conformadas por baclerias (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 produccion de exopolisacédridos, asi como por el papel de las biopeliculas

en la estabilizacion de metales.

Palabras clave Desechos mineros, Extracciones secuenciales, metales, Biopeliculas, Algas

tolerantes a metales, Biorremediacién
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ABSTRACT

During the extraction of metals from ore deposits, high amounts of mine-tailing or jales, are
produced, which are deposited in piles, although the presence of toxic elements. Mine tailings
remediation could be detonated using metal tolerant microorganisms, since their may solve the
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 the microorganisms development on tailing
samples, under stable laboratory conditions (moist, temperature 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 after
the bioassays (BA). Extraction solutions and leachates were analyzed by inductively coupled
plasma-mass spectrometry (ICP-MS). The surface layer 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. It has slightly alkaline
character, due to the abundance of carbonates. The high carbonate-sulfide ratio (12:1) indicates
low risk for generation of acid leachates. The chemical analyses indicate the presence of 30
elements. The results of the sequential extractions indicate that elements are present in non-
residual fractions, mainly in Fe-Mn oxides fraction. The concentration 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 specifically adsorbed) of these slements, were in high
proportion (up to 20%). The resuits indicate low metals leachates of both, the control and BA.
After the BA, Ni, Cu, As, and Pb in carbonates/specifically adsorbed, and Cr, Ni and Cu in OM-
sulfides increase significantly. Also, leachates Pb and Zn were significant lower in BA than in
non-colonized samples. Chemical processes of elements could be attributed to absorption onto
inorganic complexes (carbonates and metal-oxides), while biofilm occurrence seems to enhance
the complexation and the immobilization of Cr, Ni, Cu, Zn, As, and Pb. Because the biofilm
colonization does not incr the bioavailable forms and, therefore, the leaching of the metals,
but improves the OM contents (natural fertilization) and did not provoke pH variation, it was
suggested their use during the first steps of the mine tailings remediation. The biofilms were
composed by bacteria (18 species), cyanobacteria (10), algae (6), fungi (5) and yeast (3). The
metal tolerance of algae seems to be a consequence of the increase in the exopolysaccharides
production, as well as the active role of the biofilms on the maetal stabilization.

Keywords Mine tailings; Sequential extraction, metals; Biofilms; Metal-Tolerant Algae
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El costo estimado del deterioro ambiental anual en México representa 10 puntos
porcentuales del P.I.B. por contaminacién y merma de la capacidad productiva causada
por pérdida de los recursos naturales (SEMARNAP 2000). México produce 40 mil
toneladas de residuos industriales al afio tales como los generados por la industria
minera. Sin embargo, la mineria representa una de las industrias vitales en la economfa

nacional y de las mas lucrativas como lo constatan algunos datos: hacia 1970, 28 de 32
entidades federativas del pais se dedicaban a esta actividad (Vizcaino 1975); entre 1980-
1990, la produccién minera represento cerca del 50% de las exportaciones de materiales
no combustibles (Williams y Sims 1993; SEDESOL-INE 1994). Hoy, el 5% del P.l.B.
proviene de la mineria, con 15 entidades sosteniendo la produccién', 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 aurifero-
argentiferos mas productivos del pais desde hace més de 450 afios, conservando en la
actualidad una notable posicién en la explotacién de oro (13% de la produccién nacional)
y ocupando el cuarto puesto en la extraccion de plata (7- 8%)° (INEGI 2000).

No obstante, las consecuencias de indole ambiental impiden ver con buenos ojos el
desarrollo de tal industria, ya que durante todas las fases de la actividad minera
(exploracién, construccidon de la mina, extraccion y beneficio de minerales,
industrializacién y comercializacién de metales y abandono de instalaciones) se generan
contaminantes de aguas (superficiales y subterraneas), suelo, aire, y otras alteraciones al
medio {deforestacidn, erosién, desplome de tierras, abatimiento de recursos hidricos). En
particular, durante el beneficio® se generan residuos sélidos conocidos en el ambiente
minero como jal o jale (del Néhuatl, xalli: arenas finas; Santamaria 2000) o colas. El jal es,
pues, la fraccién no aprovechable, residual y de desecho procedente del beneticio?, que

' Baja Califomia, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Guanajualo, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nuevo Ledn, San Luis

Potosl, Sinaloa, Sonora y Zacalecas
2 Los fres principales Estados productores de Ag son Zacatecas (34%), Chihuahua (15%) y Durango (13%); en el caso del Au, Durango

{23%), Guanajuato (13%) y Zacatecas (4%) (INEGI 2000)

3 En la Ley Minera ‘benelicio” se define como los trabajos de p ion, i fundicion de primera mano y refinacién de
producios minerales, en cuakquiera de sus fases, con el propbsﬂo da parar u oblener minerales o ias, al igual que de elevar
la concentracién y pureza de sus contenidos

4 la Ley General de Equmbno logico y Pl ion al Ambi -LEGEEPA (DOF 1693a) define a los jales como residuos
g en las op de iony do de minerales
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es’vertido-hidréulicamente en una hondonada extensa conocida como presa de jales o

Jalero (Fig. 1)°.

Fig. 1: Trabajos de operaclon minera (Segun Ferguson y Erickson, 1988)

El beneficio mineral implica operaciones de preparacién mecdnica y procesamiento
quimico sobre mineral crudo, recién extrafdo, para sustraer del mismo los metales
deseados, como Ag y Au. En Guanajuato y en otras zonas mineras de México, desde
1654 y durante los siglos XVI! hasta inicios del siglo XX el beneficio se efectuaba
mediante la técnica de patio o amalgamacion, durante la cual se mezclaban los minerales
con mercurio, 6xidos de plomo, sales de cobre y tequesquite’, una combinacién de
cloruro, hidréxido y carbonato de sodio’. Hacia 1905, las compafifas mineras de la regién
adoptaron un nuevo sistema de beneficio, por cianuracion, procedimiento que permite

SEn 1934 el rio G j sulrié un asolvamiento, do el drenaje de la ciudad; aste evenlo eslimui6 a las auloridades para
impedir ol vertido de jales en los rios de la zona. Desde entonces, las empresas mineras comenzaron a usar las prasas de jales {in
Basullo 1984). No obstante, la calidad de las obras es dudosa {si son adecuadas para evitar secuelas al ambiente) (Chappel y Craw
2002). La LGEEPA define a las presas de jales como las obras de ingenieria para el al i o disposicion final de los jales

¢ Del Nahuatl, te piedra y . sizquiff brotar

7 Un interesante y completo andlisis del etecto de la |écnica del patio en el ambiente a nivel local tanto como global, se encuentra en

Camargo (2001)




separar los metales preciosos disclviendo el mineral con soluciones de cianurc®. Muy
pronto esta técnica se optimizd y ademas, se implementd otro proceso (anos 30's) la
flotacion, método aun mas eficiente, que, al igual que la cianuracidn, inicia con la
molienda y trituracién mecdnica del mineral, hasta particulas de 200 um de diametro,
reduciéndose el area superficial de las particulas sobre las cuales actuaran los diversos
agentes quimicos, 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 aromaticos, glicoéteres y otros),
detergentes, sales de cianuro y colectores como xantatos, acidos, bases, sales. El
proceso de flotacion inicia cuando entran en contacto las particulas trituradas (cabezas) y
los reactivos quimicos; éstos las rodean selectivamente, haciéndolas hidrofébicas; al
bombear aire, las particulas del mineral suben a superficie, separandose del mineral
estéril, ganga o cola, que tiende a caer al fondo. Los minerales concentrados,
conteniendo los sulfuros de metales de valor, son recuperados de la superficie y el
remanente (mas del 90% del mineral) es bombeado hacia la presa de jales en forma de
una pulpa con alto contenido de sdlidos. Asl, mientras en la cianuracién los minerales de
baja ley son disusltos, durante la flotacién fos minerales son concentrados.

Entonces, los jales son desechos heterogéneos, conformados por finas particulas
minerales, que incluyen restos minerales, cantidades variables de metales originalmente
presentes en el material procesado y restos de los reactivos quimicos empleados durante
el beneficio, tales como cianuros, en el caso de la cianuraciér}o espumantes, colectores u
otros, en el caso de la flotacién.

La creciente demanda de metales y minerales en las sociedades industriales, se ha
traducido en una sobre explotacién de yacimientos, algunos con minerales de baja ley®.
Esto, su vez, ha implicado la puesta en practica de técnicas de beneficio aun mas
efectivas, con el concomitante incremento en la produccién de colas. Ciertamente, en la
actualidad se desecha mds del 90% del material procesado (Cervantes y Aguilera 1992;
Allan 1995). En el Distrito Minero de Guanajuato, por ejemplo, se estiman 150 millones de

¢ Ciertas ias, como Chi m viole generan cianalos, el reaclivo empleado por las comparilas mineras para
extraer Au. No obstanle, la actividad lotosintética de cianoprocari s suiciente para precipitar el Au de soluciones: en presencia
de oxigeno y carbdn en elevadas concentraciones, el Au ftocula -sale de solucidn-, por lo que cualquier colonia de bacterias
fotosintélicas puede participar en esle fendmeno, pues producen compuestos ficos en carbdn y allas concentraciones de oxigeno,
quedando ef Au depositado a lo largo de bancos y lachos de anliguas riveras, hoy secas (Margulis y Sagan 1986}

9 La "ey" indica la canlidad del melal deseable en el mineral. Asl por ejemplo, se estima que en los yacimienlos de Guanajuato se
posee menos del 1% de Auy Ag




toneladas de jales dispersos en un drea de aproximadamente 100 km? en torno a la
ciudad de Guanajuato (Carrillo-Chdvez et al. 2003a;Carrillo-Chévez et al. 2003b)"°.

En virtud de su procedencia, origen y composicién, Ortiz-Monasterio et 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 et al. 1998), dada
la presencia de metales que son depositados en el ambiente sin ninguna consideracién
de sus efectos nocivos. En particular, la contaminacién de sustratos sélidos por metales
parece ser virlualmente permanente; asi, Babich y Stotzky (1985) comentan que, ain
después de 30 afios de que la actividad minera ceso en clertas regiones del Mundo, se
continltan detectando elevadas concentraciones de metales en los sedimentos de
desecho 0 en cuerpos de agua cercanos a los mismos. Por su parte, Davranche et al.
(2003) resumen los efectos negativos de los desechos ricos en metales en términos de:
cambios en los sistemas hidrogeoquimicos, deterioro y contaminacién de suelos,
contaminacién de cuerpos de agua superficiales y subterrdéneas y varios impactos de
salud publica.

El riesgo ambiental de los jales ya ha sido considerado en la legislacion mexicana en
materia ambiental y por el propio sector minero. El Reglamento a la Ley General de
Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA) en materia de Residuos
Peligrosos, incluye en la norma ecolégica NOM-053-ECOL-1993 a los jales mineros
dentro de la categoria de “Residuos Peligrosos por su toxicidad al ambiente y dada la
concentraciéon de ciertos metales pesados” (DOF 1993b), por lo que e/ beneficio de
minerales y la disposicion final de los residuos en presas de jales, son actividades y obras
que requieren autorizacién (DOF 2000), asf como cumplir con criterios de construccién y
operacién para garantizar la estabilidad de las presas de jales, evitar la contaminacion de
mantos fredticos y se proteja a la poblacién de tolvaneras (SEDESOL-INE 1994). Sin
embargo, pocos autores destacan e/ dafo y la destruccion de suelos provocados por la
mineria, asl como la inexistencia de normas o leyes que regulen y den cardcter de
obligatoriedad a la conservacién y restauracién de la capa edéfica (Bradshaw 1997;
Garcfa-Meza 1999). Por ultimo, las presas de jales son zonas que deben considerarse

10 En Sudtrica, la exiraccién de 800 toneladas de Au, por ejemplo, han generado mis de 8 000 hecta de desechos (Bradshaw y
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como “parches” o “islas” de residuos téxicos que rompen la continuidad y, por lo tanto, la
integridad del ecosistema en el que se asientan.

Una descripcién dual, los jales no se consideran solo como contaminantes peligrosos,
sino también como recursos potencialmente Utiles. Asi, resultados de investigaciones
desarrolladas en el Centro de Investigaciones de Quimica Inorgdnica y en la Facuitad de
Quimica de la Universidad de Guanajuato, sugieren la posibilidad de recuperar de los
jales oxidos de silicio, minerales no metélicos, tales como calcita y feldespatos, y metales
preciosos (in Cervantes y Aguilera 1992; Cervantes ot al. 1993)"‘ Cabe destacar que
estas investigaciones representan ahora un importante antecedente de métodos de
andlisis quimicos especificos para jales, asi como de métodos de tratamiento para la
recuperacion (Cervantes y Aguilera 1992).

Por su parte, como desechos peligrosos, es claro que se requieren investigaciones
encaminadas a la generacion de propuestas para atender los desechos mineros, cuyos
objetivos sean de largo alcance. Es decir, para proponer la biorremediacion de las presas
de jales, asi también la biorrestauracion del ambiente en el que se establecieron. En
medios alterados por efecto de contaminantes, la remediaciéon persigue minimizar sus
efectos, evitar que los agentes tdxicos escapen, proveer de agentes que sirvan de
centinela para prevenir la exportacién de materiales téxicos a ecosistemas aledafios y
estimular la biotransformacion de sustancias peligrosas, entre otros (Cairns 1991;
Atkinson y Cairns 1994). Por su parte, la restauracion ambiental implica recrear la
estructura y funcién de un ecosistema dafado y alterado con el propdsito de restablecer
los procesos naturales de sucesién'?, sin que ello sea sinénimo de retorno a las
condiciones previas al disturbio; por lo que todo esfuerzo de restauracion es un ejercicio

de aproximacién'

* No obstante, de las diversas ldcnicas propuestas para su aprovechamiento, no se ha logrado impiementar aquella que sea costaable
12 Sucesidn ecolbgica es el conjunto de cambios progresivos, a través del tiempo, en la comunidad de un ecosistema; déndose la
sustitucién de un tipo de comunidad por ofra. La sucesién primaria tiene fugar en sitios carentes de vida o donde ésta ha sido

completamente supnmida (lavas voicanicas, isla recién idas, dunas). En la ion secundaria, la vegotacnbn de una zona ha

sido eliminada de manera tolal o parcial, pero se conservan un suelo y un nimero do illas, esporas o

restos vegelales que recolonizan la zona despuds del disturbio {talas, incendios, vientos). En ocologia, la ion indica

una respuesta general a un disturbio independienlemente de si el proceso es gradual o no {(McCook 1994)

3 Pese a no ser perfecta, la restauracion busca restablecer las condiciones iendo el dindmico en espacio y

tiempo de! ambiente; a dilerencia de los objetivos de la restauracidn, la rehabililacidn y la recuperacidn indican el reemplazo de
{s} atnbuto{s} original{es) por otro, ger de intarés humano (Caims 1991)




La remediacion de ambientes donde se han establecido presas de jales
frecuentemente han sido visualizadas como tareas de reforestacién con un numero
limitado de especies (sdlo tolerantes). Tal préctica no sélo compromete la diversidad
vegetal sino que, ademas, es costosa por la condicién necesaria de fertilizar el sustrato,
limitada en sus alcances ya que no se da una biotransformacion sino sélo acumulacién de
los téxicos, que, al ser consumidos por herbivoros, hace que se biomagnifique su sfecto™
e, incluso, inoperante por la lixiviacién de nutrientes adicionados. De hecho, Shu y
Bradshaw (1995) recomiendan que las plantas no deben estar en contacto con los
desechos toxicos a fin de evitar que asimilen metales.

En el presente trabajo se asume como una responsabilidad que la remediacién de
jales implica atender desechos con diversas sustancias téxicas como metales, cianuros y
reactivos quimicos diversos y zonas alteradas de manera drastica e inexorable por la
completa desaparicién del suelo. Por lo tanto, el trabajo debe enfocarse a la estabilidad
de los agentes contaminantes o biorremediacion y a la regeneracién del suelo o
biorrestauracidon o, si el suelo ya no existe, al establecimiento de una capa edéfica.
Ambos intentos pueden ser atendidos simultdneamente con el empleo de
microorganismos capaces de tolerar las caracteristicas del medio en cuestion, propiciar la
biotransformacién de metales a formas quimicas menos téxicas, con elevados ritmos de
crecimiento poblacional y que jueguen un papel determinante en la estabilizacién del
sustrato y la formacién de suelos. Dichos microorganismos colaboran en procesos
biogeoquimicos en los que las plantas no participan o sdlo en el perimetro que
determinan sus raices, en ia rizosfera, sector donde se realiza una mayor transferencia de
micronutrientes. Ademads, mientras las plantas son receptores pasivos de metales
(Kabata-Pendias y Pendias 1992), pues tienden a acumularlos y transferifios a otros
organismos (Chaney et al. 2000; in Rai et al. 2002), los microorganismos son capaces de
biotransformarlos y propiciar su remineralizacién, evitando la biomagnificacién de sus

efectos téxicos via cadena alimenticia.
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" La remediacion de jales mediante ref i iera da un p i del depésito, come lertilizar, que es tremendamente

costoso. El establecimiento de plantas suele ser dﬂcﬂ ante la elevada salinidad, la presancia de téxicos y la deficiencia de mutrentes
(Emst 1988; Vangronsveld ef a/. 1996). £l uso de plantas que acumutan melales, puede ser letal para las especies herbivoras y
provocar una biomagnificacion del efecto tdxico via cadena alimenticia (Lan ef al. 1998; Cardwei! ef al. 2002)



HIPOTESIS

Microorganismos tolerantes a las caracteristicas del desecho minero o jal Valenciana
son capaces de desarrollarse bajo condiciones controladas sobre la superficie de
muestras del jal, propiciando cambios en ciertas caracteristicas fisicas o quimicas del jal.

ESTRATEGIA DE TRABAJO PARA PROBAR LA HIPOTESIS

Un proyecto de biorremediacion, cuya meta sea la restauracién ambiental, debe iniciar
con un andlisis diagnostico del ambiente para evaluar su capacidad de sostener
comunidades biolégicas (Bradshaw y Chadwick 1980). En el caso especifico de los jales,
es indispensable conocer las caracteristicas del sustrato; la caracterizacién debe incluir
algunas propiedades fisicas y quimicas del material con la finalidad de originar
informacién que ayude a decidir la conduccién que deberd darse a los ensayos de
remediacién y que sirvan para valorar el estado inicial del jal ante su posible
biotransformacion. Para lograr esto, es indiscutible la necesidad de inducir el desarrollo
de la microbiota sobre muestras de jales, estudiar su dindmica y evaluar los factores que
promueven e inhiben su desarrollo y las alteraciones que la biocenosis generardé. 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 encontrara el jal una vez
desarrollada la microbiota, o que permitird evaluar el impacto que la presencia de ésta
tendra sobre las caracteristicas del sustrato. El andlisis de las modificaciones antes y
después de los bioensayos se justifica dado su valor predictivo, y como antecedente para
formular propuestas integrales de remediacién de zonas jaleras.

Para estimular el desarrolio de microorganismos en jales, se puede partir de diferentes
enfoques. Dadas experiencias previas (Garcia-Meza 1999), en el presente trabajo, se
prasupone que los microorganismos estan 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 manipulacion experimental,
como son la adicién de nutrientes y la dotacién periddica de agua. Un ejemplo de este
tipo de manejo in vitro, es el estudio de cianoprocariontes y microalgas de suelo y aire,
ficofiora que generalmente debe inducirse con la utilizacién de medios de cultivo (Novelo

1985).
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OBJETIVOS
Objetivos generales

Identificar los efectos del desarrolio de microorganismos como bacterias y microalgas
en cientas caracteristicas fisicas y quimicas de muestras del jal minero reciente de la
Valenciana, Guanajuato

Evaluar el papel que juegan los microorganismos en la estabilizacién de los elementos
téxicos y en la adicién de materia organica, bajo diferentes condiciones experimentales
o bioensayos

Explicar la presencia de microorganismos en desechos mineros con relacidn a los
mecanismos de tolerancia a metales

Generar informacién y elementos de discusién para la remediacién de zonas con

presencia de jales

Objetivos particulares:

Caracterizar fisica y quimicamente el jal antes y después de los bioensayos

Inducir el desarrollo de microalgas y bacterias en muestras de jal en los bicensayos
Identificar bacterias y microalgas 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




CAPITULO Il
ANTECEDENTES
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Es justo recordar que el conocimiento

s un proceso dindmico, en construccion constante,
cada fase del mismo es meta y punto de partida

J.Gonzdlez-Glz.
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Bacterias y microalgas promueven activamente la transformacion y el flujo de
materia y energia, modificando al ambiente en el que se desarrollan, hecho que
inicid desde el Archeano, hace 3,000 millones de anos, con bacterias
interactuando con minerales de las rocas mas superficiales (Margulis y Sagan
1986). De tal magnitud son los efectos transformadores del microcosmos que la
fotosintesis oxigénica de cianoprocariontes modificaron ia atmdsfera primitiva de
reductora a oxidante hace dos mil millones de afos, en el Proterozoico
temprano'. De manera paralela, los microorganismos responden relativamente
rapido a perturbaciones ambientales, lo cual se explica considerando los
acelerados ritmos de crecimiento poblacional® que posibilitan la generacién 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 metabdlicas
complementarias, generando alimento y energia para otros grupos bioldgicos,
manera por la cual propician el reciclaje de elementos gquimicos, siendo, los
microorganismos, el principal actor del ingrediente bios en los ciclos
biogeoquimicos, evento que se magnifica al recordar su antigliedad, 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 biorremediacién del jal Valenciana empleando
bacterias y microalgas, se partid de consideraciones como las expuestas
previamente. De manera adicional, se aceptaron ciertos supuestos, basados en
experiencias previas y extraidas de la literatura, relativas al papel de estos
microorganismos en la formacion y consolidacion de suelos o edafogénesis, su
desarrollo e influencia en el ambiente edafico, su reconocida tolerancia a
metales en concentraciones superiores a los niveles traza y su expresion en

cultivos con jales.

ig

1 Hecho que representa el primer gran holocausto en la olrora biostera, dada la elevada ividad del
2 Las bacterias pueden dividirsa cada 20 minutos; iras cuatro dias de crecimiento ilimitado se generarian ?“baclonas ndmero mayor
al eslimado por los lisicos en cuanto al nimero de prolones existentes en el Universo (225) (Margulis y Sagan 1986)



2.1. PROCESOS EDAFOGENICOS

Se define suelo al cuerpo natural, material, dinamico en espacio y tiempo, producto de
fuerzas destructivas y constructivas, que forma la capa superficial de la corteza terrestre,
constituido por un esqueleto mineral bésico, compuestos inorganicos como sales y
minerales®, compuestos organicos, aire, agua y seres vivos®, en proporciones que varian.
Asi, el origen y el desarrollo de los suelos es producto de interacciones entre litosfera,
atmosfera, hidrosfera y biosfera, en una vasta orquestacion de procesos biogeoquimicos
interrelacionados (Fig. 2.1): los minerales constitutivos de rocas son intemperizados®
fisica, quimica y bioquimicamente, hasta su simplificacién y la generacion de diversos
compuestos, resultando, paulatinamente, en la génesis del suelo, proceso constructivo de
naturaleza quimica y bioquimica, que propicia la consolidacién de residuos, en mayor o
menor grado. Ambos procesos, intempetrizacion y consolidacion de los residuos, estan
fuertemente determinadas por la naturaleza del material, el clima (humedad, temperatura,
gases atmosféricos) y la presencia de seres vivos (Fig. 2.1)%

La intemperizacién microbiolégica por acidificacién’ y disolucién, sintesis de complejos
organometalicos® y coloides minerales y dxido-reduccién, es un conjunto de procesos
bioquimicos que alteran, a la larga, la configuracion cristalina, las propiedades de carga,

3 Por su origen, los mienarles se en minoral imanos, pane del matenal parenlal que repmsenlan las fracciones més
gruesas del mismo (limos, 002-0 002 mm y arenas, 2-0.02 mm) y mir o por los de arcilla {2 pum),
formados in sifu, no presenles en el ma!anal ongmal y que ejercen gran influencia en las propiedades lisicas, quimicas y bioldgicas
del suelo (agmgacnbn de particul d de i bio ibnico, lemhdad mlencnbn de agua). La transformacion fisicoquimica
de resuna en mi darios. Por su posicién, los se dividen en silicalos y no silicalos,
quae cormesponden a dxidos, hidréxidos, sulfatos, cloruros, carbonatos y fostatos {Fitzpatrick 1950 Bomemisza 1982)

4 Que varian desde microorganismos hasta plantas y di grupos de ani como y brados, incluido el ser
humano Se estima que un gramo de suelo ngricola (peso seco) contiene varios millones de bacledas. cientos de miles de hongos

y o de miles de p y g (Cmnpbell 1977)

s lnlemponzacnbn Proceso naluml @ inevitabl de B y ) de las rocas y munerales mmuyenles en residuos
no consolidados; hay dos lipos: Fisicos y q La i izacion fisica es un p que g laroca
maciza; los principales agentes de este lipo de mlempenzacs(m son agua (liuvia, cormi ), b tura (i y

iales en las capas superficiales de la roca), viento y presién. La intempenzacion quimica pmduas camboos on la naturaleza y

1 de roca y mineral y s0i0 05 posible por la accibn h;dralante y solvenie del agua (los minerales hidratados son mas

blandos y las soluciones incl su accion inlemp dora por la p ia de bibxido de carbono, Acidos organicos
@ inorganicos o sales). Otras reacciones de intemperizacién quimica son oxidacién, reduccion y carbonatacion (Tamhave et al.

1978)

¢ Tamhave et al. (1978) y Fitzpatrick (1980) sefalan cinco factores que intervienen en la génesis del suelo: Malerial parental, clima,
seros vivos, topogralia y, como cualquier proceso, liempo. Los cuatro primeros son los mas tangibles, que dependen enira si en
mayor o menor grado; por ejemplo: El tipo de vegetacion se da en funcién del chma la vegelac:én delermina, a su vez, el grado de
humedad sabre &l suelo y la humedad propiciara reacciones de p 1 0 solubilizacién del material organico e

inorganico presentes
T Generandose &cidos organicos @ inorganicos; por ejemplo, acidos sullurico, por oxidacidn de sulluros, y nitrico, durante la

mlnllcaclbn la acidez pmpocna descomposicién de minerales
*Un 6o o iste en un ion metdlico cenlml umdo mediante enlaces coordinados a dos o mas iones, los ligantes,
de ! 4 i 4cidos fGlvicos y himi jo de agua. La unidn se realiza a través de

uno o mas alomos de carbono de un radical orgénico ’
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la reactividad en superficie y la composicién quimica de los minerales, particularmente de
los arcillosos. A su vez, los minerales poseen actividad catalitica en las reacciones
bioquimicas, ddndose una transformacion abidtica de compuestos organicos, como en
ciertas reacciones de humificacién® (Huang 1993). Ademds, al descomponer los restos
orgdnicos se liberan varios principios biogénicos de combinaciones organicas 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 biosintesis de suelo resultan agregados
estables que posibilitan la estructuracion del suelo, mitigando la erosién de las particulas
constitutivas. Dichos agregados se forman via secrecién de compuestos mucilaginosos o
durante la descomposicion de la MO (Durrell y Shields 1961; Tamhave et al. 1978;
Fitzpatrick 1980). Asi, las uniones entre MO, cationes polivalentes como Al, Fe y Ca y
minerales arcillosos, generan complejos que actuan como agentes cementantes (Huang
1993). Otros cementantes son inorgénicos, como carbonatos, silicatos y sulfatos
(Tamhave ot al. 1978).
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FACTORES

PRIMARIOS
PROCESOS
INICIALES

DESCOMPOSICION

hidratacién
isolubitizacién
oxidacién

reducoién

Transformacién de
compuestos (éxidos,
hidruros, silice,
minerales arcillosos)

umificacién y
transformacionaes}
e nitrégeno

iones en solucidn

Humus, nitratos,
¢ .

amoniaco, écidos

orgénicos

PROCESOS
SECUNDARIOS

Eregacid
dispersién
ntercambjo

1 ;uuo
traslocacién
pr-onp&\a—

cion

pd
<

Fig 2.1. Resumen de procesos edalogénicos
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1 Constitucién del humus supericlal, por mecanismos tales come la polimerizacion oxidaliva de polilenoles



2.2, BIOPELICULAS Y SUELOS

Las biopeliculas, floculos o parches consisten en un conjunto de microorganismos
procariontes y eucariontes embebidos en una matriz extracelular tridimensional, tipo gel',
altamente hidratada, conformada por sustancias poliméricas extracelulares (SPE),
cationes, particulas inorganicas y biogénicas, coloides y compuestos disueltos: La matriz
extracelular acttia como un microambiente funcional, independiente y relativamente
estable, donde los microorganismos embebidos se mantienen mas o menos inmoviles
(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 semidridas y que tienden a
formarse durante los periodos de estiaje: cianoprocariontes y algas se asientan en el
sustrato gracias al mucilago que agrupa y consolida particulas del suelo, formandose una
capa mono o multiespecifica'!, que posee la capacidad de absorber grandes cantidades
de agua, resultando en cierta estabilidad hidrica que protege a los microorganismos de la
desecacion. Ademas, las costras retardan la erosion, aminoran temperaturas extremas
del suelo, contribuyen en la fijacién de nitrégeno, proporcionan oxigeno 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).

Ei efecto desintegrador y los proceso de consolidacion de particulas por las
biopeliculas liticas y eddficas, son importantes transformaciones edafogénicas. Asi, Trueb
(1888) enfatiza el papel de cianoprocariontes, pioneros tras ia erupcion volcanica en
Krakatoa, explosion que dejé sin vegetacion y suelo a la Isia. Campbell (1977) también
destaca el papel de cianoprocariontes y algas verdes en la colonizacion de rocas y
cenizas volcdanicas como evento previo a la sucesién 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
erosion severa, algunas plantas nativas son incapaces de reestablecerse sino hasta que
el medio posea las caracteristicas propicias; las bacterias y las algas asociadas inician la
colonizacidn, estructurando y fertilizando el sustrato'? (Booth 1941; Saint-Clair et al. 1964;

Campbell 1977; Novelo 1978).

10 Sistema o entramado poliménco, tridimensional con un gran exceso de soivents, como agua (gel acvoso}

" Una o més especies
12 Cabe afladir que la formacion de costras algales fue p peri ) por Bailey et al. (1973), quienes cuantificaron
olp j lculas de suelo agrupadas en las cosiras
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Las biopeliculas autétrofas representan un sustrato ideal para el desarrollo de diversos
organismos, como bacterias, mixomicetos, actinomicetos, protozoarios, nemadtodos y
musgos, con los que cianoprocariontes y algas establecen importantes relaciones y
asociaciones ecoldgicas. Las bacterias toman parte vital en el proceso, ya que
practicamente todas las especies participan en los ciclos de la mayor parte de los
elementos quimicos (Tabla 2.1), propiciando también la generacion y fertilizacion de

suelos.

Tabla 2.1. Ejemplo de bacterias quimioautétrofas oxidantes que paricipan en ciclos
biogeoquimicos de C, H, O, N, S y Fe (Modificado de Stanier et al. 1979)

Grupo (metabolismo) Sustrato Producto Ejempl

Bacterias fijadoras de nitrégeno |  carbohidratos CO: Rhizobium, Azotobacter, Azomonas
alcoholes, acidos Derxia
Bacterias nitrificantes
nitrito-oxidantes NO? NO*> Nitrobacter
amonio-oxidantes NHa NO2 Nitrosomonas
Bacteria sulfurosas H2S, S, 5202 SO Del grupo Beggiatoa; Thiobacillus
Ferrobacterias Fe2* FeX Sphaerolilus, Gallionelia
Bacterias del hidrégeno H: H0 Hydrogenommonas, Pseudomonas,
Nocardia

2.3. METALES Y MICROORGANISMOS

Durante su desarrollo, los seres vivos precisan de elementos esenciales en cantidades
muy pequenas, del orden de unas cuantas partes por millén, 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 ureasa, Cu en plastocianinas', Mn en la superéxidodismutasa'®, Zn en la
RNApolimerasa (Hughes y Poole 1989; Fishbein 1995). Una caracteristica comtin de los
microelementos es que, si bien su deficiencia limita severamente el crecimiento y la
reproduccidn de los seres vivos, en cantidades superiores a los niveles traza, son téxicos.
Cabe decir que ciertos elementos son téxicos, como Ag, Cd, Hg y Pb,
independientemente de su concentracion, pues carecen de funcién bioldgica relevante y

tienden a competir o reemplazar a los elementos esenciales.

1 Ureasa: Enzima que cataliza la hidrolisis de urea en amonio y COz
" Plastocianinas: Proteinas involucradas an el fiujo de el durante la ( i di entre los fotosi flyl
1% Metaloproleina que cataliza la reduccion del radical O ; presente en bacterias, cloroplastos y mitocondrias

~ TESIS CON s
PATLA DE ORIGEN |




Tabla 2.2. Elementos quimicos clasificados segun los requerimientos nutrimentales de
microorganismos (/n: Hughes y Poole 1989)

Ui | Be B[C[N[JO][F
Na | Mg A SijP|S]a
K {Calsc :::I[':: r:Mn:Fe Co QUL Se | Br
Rb Sr Y 2Zr Nb Mo Tc Au Rh Pd EXDIECER n Sb Te E
Cs Ba La H Ta W Re Os Ir Pt Au g P Bi Po At

Fr Ra

Elementos ssenciales o : Micronutrientss RSt Etementos toxicos o
macronutrientes T U SN TIoN no SeNCIes

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

igual que los elementos téxicos. La toxicidad se manifiesta en diversos eventos, tales
como la facultad de reemplazar metales nativos (p.e.: el AI™ desplaza al Mg®*,
desactivando enzimas dependientes del Mg), modifican la conformacién y las funciones
de proteinas y dacidos nucleicos (la unién del Cd al DNA modifica sustanciaimente su
estructura; el Cu puede reaccionar con enzimas ricas en -SH, rompiendo los sitios
activos), entorpecen reacciones metabdlicas medulares (p.e.: la fosforilacién oxidativa) 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 fisiolégico y los mecanismos
desintoxicantes de los microorganismos, la composicién quimica y bioldgica del medio, la
presencia de otros iones, especialments cationes, y el estado de oxidacién de los metales
como iones libres o en combinacién quimica como dcidos o bases de Lewis' (Stokes

1983; Morgan y Stumm 1995).

2.3.1. MECANISMOS DE TOLERANCIA A METALES
Mecanismos extracelulares

Un ejemplo notable de la desintoxicacion extracelular es en bacterias sulfurosas que,
al liberar H2S favorecen la formacién de sulfuros metalicos insolubles, no téxicos para sf o
para otros microorganismos (Dvorak et al. 1992; Olson y Panigrahi 1995). O bien, la
coprecipitacion de diversos Cd, Cr, Ni, Pb y Zn con oxidos de Fe que propicia la bacteria

18 En Ja célula, los 4cidos de Lewis estén representados nar los metales y las bases de Lewis por grupos donadores de S, 0y N
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Clostridium sp. (Francis y Dodge 1990) o diveros tipos de cianoprocariontes y algas
(Podda et al. 2000. Ver 2.4). Asimismo, los cationes metdlicos pueden ser adsorbidos en
el contorno celular por sitios cargados negativamente y que forman parte de moléculas de
pared y membrana celulares, asi como de los compuestos extracelulares'. Es importante
destacar que la composicion de la membrana y pared celular representa el primer
mecanismo de tolerancia a metales; asi, las bacterias Gram negativas tienden a ser mas
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'®. La concentracion det metal en citoplasma
dependera de la disponibilidad de los ligantes, el ritmo y la eficiencia del transporte
transmembranal, su acumulacion y la posibilidad de que el metal sea expelido (Hughes y
Poole 1989; Summers y Silver 1978; Morgan y Stumm 1995; Olson y Panigrahi 1995).

Una vez en el citoplasma, el metal puede ser transformado quimicamente, lo que
determinara la naturaleza de los efectos fisiolégicos en el microorganismo (Morgan y
Stumm 1995). Asi, en citoplasma, la desintoxicacidon puede deberse a eventos tales como
la unidén de metales a proteinas intracelulares (Stokes 1983; Gekeler et al. 1988; Kaplan
et al. 1995), o bien a metalotioneinas y quelantantes. L.as metalotioneinas son pequefias
protelnas intracelulares de bajo peso molecular y elevada proporcién de cisteina'®,
comunes en eucariontes y que pueden unirse a metales como Cd, Zn, Cu, Ag, Au y Hg,
propiciando la desintoxicacidon, homeostasis y transferencia de metales: las microalgas
Chilorella vulgaris y C. ellipsoidea desencadenan la sintesis de metalotionefnas cuando las
células son expuestas a Zn y Cd. Existen proteinas tipo metalotionefnas en procariontes,
como Bacillus subtillis, Pseudomonas fluorescencens, Ps. putida, Ps. aureginosa,

17 Resulta interesante mencionar que, mediante ingenieria genética se ha logrado inducir que las células baclerianas sinteticen y
exporten péptidos ricos en aminodcidos con grupos nucleofilicos (como la cisteina) que poseen la capacidad de relener ek
toxicos como Cd y Cu extracefularmente (Kotrba ef al. 1999). Ver 2.4

" Por ejemplo: Mn, Zn, Cd, Co y Ni pueden pl al Mg de proteinas involucradas en el porte de fosfatos para acceder al
citoplasma; Co, Mn y Ni ingresan al citoplasma de Bacillus sublillis gracias a la formacién de un complsjo de citrato; el Cd usa el
sislema de transporte del Mn para acceder al citosol de microorganismos y los aniones de arsenato y vanadalo ingresan como fo
hacen los iones foslato

19 La cislelna es un aminoacido con un grupo sulthidrice (tiol), agente nucleofitico, muy reaclivo y susceptible a la oxidacién, que tisnde
a lormar enlaces con los metales tales como Hg* y Ag* {lormando mercaptanes)




Synechococcus, Escherichia coli y otras bacterias (in Hughes y Poole 1989; Maeda et al.
1990b)%°.

Otro mecanismo intracelular que confiere tolerancia a metales en bacterias, es la
tolerancia mediada por pldsmidos. Un pldsmido es una molécula de DNA con capacidad
de replicarse de manera auténoma e incluye un factor que transfiere resistencia a
bactericidas, antibidticos 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
bioguimico inmediato, por lo que son las alteraciones de este entorno lo que resulta
relevante en la interaccion metal-célula (Goodwin 1998).

2.3.2. BIOTRANSFORMACION DE METALES

La biotransformacion de metales se refiere a la capacidad que tienen los
microorganismos de provocar cambios en estado de oxido reduccién de los metales,
mediados por variables tales como la presencia de compuestos organicos e inorgénicos,
agentes bioldgicos, pH, temperatura, potencial rédox, luz solar, cantidad y composicién
del agua, suelo o sedimentos (Olson y Panigrahi 1995; Summers y Silver 1978).
Summers y Silver (1978) dividen en dos grandes categorias los mecanismos mediante los
cuales los microorganismos biotransforman elementos metdlicos: (1) oxidacién y
reduccién de formas inorganicas y (2) conversién de formas inorganicas a organicas o
viceversa.

El primero se ilustra con: la reduccién del Hg® por microalgas del género
Chlamydomonas y diversas bacterlas Gram negtivas y Gram positivas (Pseudomonas,
Staphylococcus, Bacillus, Serratia y Thiobacillus ferrooxidans), oxidacién del arsenito
(As™) a arsenato (As®*) por bacterias de los géneros Achromobacter, Xanthomonas, y
Pseudomonas vy, finalmente, Thiobacillus ferrooxidans participa en diversas reacciones
rédox, tales como las oxidaciones de Fe?* a Fe® y de minerales de As (arsenopirita, FeS,.
FeAs,), entre otros.

El segundo mecanismo de transformacion de metales se ejemplifica con la metilacion®'
y dimetilacién® de ciertos metales (As, Cd, Hg, Pb, Se y Sn, entre otros) en la que

 Resulla interesante agregar que, empleando las técnicas de DNA recombinante se ha inducido la sintesis de una mayor produccion
ioneinas en b ias, las que inc su capacidad de bi Cd(ll) en proporci sufici como para
permitir el crecimiento de la planta del tabaco, Nicotiana b iana, en suelos contaminados con 150 M de Cd por kilogramo de
suelo {Barkay y Schaeler 2001}
2 Metilacion o alquilacion: adicién de un radical metito o alquilo, en general, una molécula
2 También denominada volalilizacion
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participan varios microorganismos, como microalgas® y, especialmente, hongos y
bacterias (Brierley ot 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 sefialar
que algunas metilaciones resultan en compuestos mas téxicos.

La formacién de quelatos es otro caso muy comun de transformacién de metales.
Estos son complejos en los que el metal se coordina a dos dtomos donadores, resultando
un complejo ciclico, muy estable, de baja constante de disociacién, que reduce la
toxicidad del metal libre®. Por ejemplo, algunos compuestos extracelulares de algas
(péptidos y dcidos organicos) forman anillos de quelatacion con iones de Cu, que les
permite crecer aun en presencia de elevadas concentraciones de este metal alguicida

(Fogg, 1962).

2.4. POLI;VIEROS EXTRACELULARES Y METALES

Las sustancias poliméricas extracelulares (SPE) representan del 50 al 90% del total de
la MO de las biopellculas y consisten en polisacéridos, proteinas, polipéptidos, acidos
nucleicos, (fosfo)lipidos y otras moléculas orgénicas formadas por polimerizacion, que
presentan sustitutos organicos (acetilicos, succfnicos, piruvicos y otros) e inorganicos
(p.e. sulfatos) (Nalewajko 1977; Kotrba et al. 1999; Wingender et al. 1999). Las SPE
varian en su composicién, pero siempre se trata de macromoléculas polianidnicas,
solubles en agua o disueltas en soluciones salinas que se unen a membrana celular
mediante enlaces covalentes, establecidos con polimeros de superficie celular.

Las funciones que juegan las SPE en las biopeliculas son diversas y de vital
importancia para la estructura de la misma, ya que conforman una matriz adhesiva que
permite la adhesion de la biopelicula al sustrato o colonizacion, posibilitan la asociacién
celular contribuyendo a la formacion de colonias y agregados celulares, incrementa la
posibilidad de acceder a nutrientes, aseguran un alto grado de hidratacién en la vecindad
inmediata de las células, protegiéndolas en condiciones de sequedad, representan una
barrera funcional que protege de los valores extremos de pH, temperatura, desecacion,
congelacion y de depredadores, entre otros (sensu Sutherland 1999; Wingender et al.
1999; Wolfaardt et al. 1999; Percival et al. 2000).

2 Por ejemplo, la metilacion de As por la microalga Chiorella vulgans
# Ejemplos de estos anillos son la clorolila con Mg como ion central y la hemoglobina con Fe
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-En especies tolerantes a toxicos, la secrecién de SPE representa una barrera funcional
que reduce la asimilacién de biocidas, antibidticos, anticuerpos y cationes téxicos, cual
si capas orgdnicas que atrapan y retienen los elementos téxicos (bioadsorcién). De
hecho, algunas SPE actian como agentes quelantantes (Stokes 1983), por lo que son
aprovechados para remover metales pesados de ambientes acuéticos, 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 bicadsorcién de cationes metalicos en SPE involucra reacciones de intercambio
ionico, dada la elevada cantidad de grupos funcionales cargados negativamente
(Sutherland 1984), representados por grupos fosfdricos (fosfodiésteres), carboxilicos
(carbohidratos acidos, proteinas), sulfhidricos (proteinas) e hidroxilicos (carbohidratos)
(Sutherland 1984; Kaplan et al. 1987). La adsorcion es una fase rapida, reversible y
mediada por mecanismos electroestaticos, no energéticos, que depende de la
selectividad entre el ion metdlico y el ligante, que a su vez esta subordinada a:
concentracion del metal, sintesis, liberacion y disponibilidad del ligante: %, presencia de
otros iones, cantidad de MO y de microorganismos, factores estéricos y ciertas
caracteristicas del medio, como pH y potencial rédox (Kaplan et al. 1887; Crist et al.

1981).

2.5. BIOPELICULAS Y BIOMINERALIZACION

Algunos procesos de mineralizacion son, en esencia, procesos bioldgicos
(biomineralizacion), que sdlo se llevan a cabo en presencia de microorganismos (Parmar
et al. 2000). La biomineralizacién se refiere a la formacion de precipitados metdlicos
insolubles por interaccion microbiana con productos metabdlicos de microorganismos y
sulfuros, hidréxidos, fosfatos y carbonatos, favoreciendo la formacién de minerales y las
dinamicas geoquimicas (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
mineralizacion. El objeto de estudio de los investigadores fue la cianoprocarionte
filamentosa Calothrix sp., aislada de aguas termales en Krisuvik, Islandia. Se incubd a
Calothrix en una solucion de SiO; y en una solucion de Fe-SiO; por 12 dlas, al cabo de
los cuales se habia desarrollado una costra de SiO; de 5 y de 10 um de espesor.

2 Que, a su vez, depende del eslado fisioldgico del microorganismo
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La silicificacién sucede principalmente en la cara externa de la vaina celular y en las
SPE. La mineralizacién resulté de la unién de coloides de SiO,, previamente formados.
Phoenix y colaboradores notaron que la biomineralizacién extracelular en SPE y vaina
prevenfa el ingreso de Fe al citoplasma y la mineralizacién de la pared celular y
citoplasma, sin limitar afectar a Calothrix sp., que continuaba fotosintéticamente activa,
Procesos similares de biomineralizacion en el contorno celular se han documentado en
algas clorofitas filamentosas de aguas acidas (Lawrence et al. 1998).

% @ oo en
% ®
Vaina .’b v

Celular
& &°
/

i -

!

I Medio Extracelular

zona inlerna | Zona Externa: pH: 7-9, Si0O2 coloidal, pricipalmenie. Coloides que
pH>10,Si02 se unen o la supericie de la vaina celular de Calotrhrix sp
-monémero
Figura 2.2. Descripcién del proceso de mineralizacion de la superficie externa de la vaina celular de
Calothrix sp. sensu Phoenix et al. (2000): La produccién de iones OH™ en la fotosintesis alcaliniza
moderadamente el medio exterior (7-9). En este intervalo de pH, el SiO, adyacente predomina
como coloide, que se une electrostaticamente a la superficie externa de la vaina, sin ingresar a
matriz. En la interfase matriz-zona externa de la pared celular, e! pH asciende a 10. A este pH, se
incrementan las formas solubles y los monémeros de SiO,, que no tienden a unirse a la superficie
organica. pH externo: 7-9

Pared

La biomineralizacion sucede en la supefficie celular y en SPE, tanto en
microorganismos heterdtrofos (Beveridge y Murray 1980), como autétrofos (Podda et al.
2000), sin que se afecte la actividad metabdlica de los microorganismos (Phoenix et al.
2000). Por el contrario, se ha constatado que la presencia de minerales hidréxido-
metélicos (Cr, Fe, Mn y Al) en tomo las células algales, reducen la toxicidad de ciertos
metales (Stauber y Florence 1987; Lawrence ot al. 1998; Admiraal et al. 1999; Wilson et
al. 2001). Stauber y Florence (1987), por ejemplo, afirman que el efecto téxico del Cu en
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la diatomea Nitzschia closterium, disminuye en presencia de hidréxidos metdlicos de
metales trivalentes como Mn, Fe, Cr y Al o divalentes como Mn y Co, al formarse una
capa extraceluar de minerales que adsorbe Cu antes de que éste pueda ingresar al
citoplasma. Lawrence et al. (1998), Phoenix et al. (2000) y Sabater et al. (2000)
argumentan que la biomineralizaciéon permite generar una reserva de nutrientes
faciimente intercambiables, mitigar los efectos de las radiaciones fotoinhibitorias, evitar la
desecacion, dado el cardcter coloidal de los precipitados, y proteger a los
microorganismos de toxicos 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 biolégicos 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 of al. 1994;
Kotrba et al. 1999; Sosa com. pers.). De hecho, cianoprocariontes y algas han sido
empleados de manera comercial para remover metales de efluentes mineros (Badsll y
Darnall 1990; Vymazal 1990).

En los ultimos afios se han intensificado los trabajos sobre microorganismos de
desechos mineros. John (1993) examind la composicién 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 Chlorella sp. (clorofita) y Takamura et al. (1989) reportan seis
especies de Chlorococcales (clorofitas) que califican de tolerantes a Cu, Cd y Zn,
mientras que Cladophora sp. (clorofita) ha sido observada en desechos mineros (Nord y
Wixon 1979). Finalmente, Babich y Stotzky (1985) comentan que tan solo 63 grupos
taxonémicos de algas bentdnicas, han sido reportadas en cuerpos de agua cercanos a
zonas de desechos mineros. Asi mismo, ciertas especies de bacterias, como
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp., Bacillus cerus, Bacillus spp., y de hongos
como Aspergillus sp., Aspergillus niger, Penicillium sp., han sido documentadas como
residentes de zonas afectadas por desechos mineros (Babich y Stotzky 1985; Chappell y
Craw 2002).
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Los estudios de algas residentes en desechos mineros de Guanajuato tienen sus
antecedentes en los estudios desarrollados por Rodriguez et al. (1997) y Ramos-Arroyo
(1993), quienes verifican la presencia de algas en desechos y reconocen su potencial de
eventual uso biotecnolégico, para el tratamiento de zonas afectadas por desechos
mineros. Esto Gltimo ha motivado a diversos grupos de investigacion para conocer los
microorganismos residentes o asociados a diversos jales. Los resultados indican que
microorganismos tales como cianoprocariontes, clorofitas y diatomeas, hongos
deuteromicetos como Cryptococcus, Penicillium y Fusarium, hongos zigomicetos como
Rhizopus y Mucor, asl como diversas bacterias, son residentes comunes en desechos
mineros de Guanajuato (Ramos-Arroyo 1993; Garcia-Meza et al. 1995; Rodriguez et al.
1997; Garcla-Meza 1997 y 1999; Cano-Canchola com. pers.; Sosa-l.una 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 km? dentro de la provincia fisiogréfica 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 cinturén de mineralizacion, poli-metélico (Ag-Pb-Zn), que
corre paralelo al flanco este de la Sierra Madre Occidental, desde Taxco (México centro-
sur) pasando por Guanajuato (México central), hasta Santa Barbara, Chihuahua (norte de
México) (Carrillo-Chavez 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 mas extensa, “La Veta Madre”, cada sistema con diferente mineralogia, que tienen un
origen comun: 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 kilémetros al norte de la Ciudad de Guanajuato, cabecera municipal y capital dei
estado de Guanajuato (21°01’-21°14' N y 101°15'-101°26' O, 2008 msnm), se localiza el
depdsito 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 depdsitos, 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 ubicacidén, 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 topografia de la zona (Fig. 3.2). Cada
presa representa un episodio de acumulacién: conforme la presa en uso llegaba a sus
Ifmites de relleno, se iniciaba la adecuaciéon 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 drea de 4.5 km? de 10 a 15 m de profundidad, con
remanentes generados por el beneficio por flotacién 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 Ultimas, sobre la Veta La Luz Todas son explotadas por la
Sociedad Cooperativa Minero-Metallrgica Santa Fe de _Guqnajuato. Dicha compafiia
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procesa cerca de 750 ton/dia de mineral por flotacion (Carrillo-Chévez et al. 2003b), lo
que se traduce en, por lo menos, 710 ton/dia de desechos (considerando el 95% de

residuos obtenidos por cada tonelada de mineral procesado).

Figura 3.1. Municipio de Guanajuato. V: Ubicacion de las presas de jales Valenciana (Comisién 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)

Segln Ramos (1991), en las vetas mencionadas predominan cuarzos y
aluminositicatos diversos, asi como elevados porcentajes de calcita: 10 a 25% en la Veta
La Luzy 10% en la Veta Madre.

La presa numero tres fue la elegida para el presente trabajo (Fig. 3.3), por ser la mas
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 montafiosas al este y oeste; estas ultimas aportan al desecho
fracciones de rocas, particulas del suelo, restos organicos e, incluso, determinan la
presencia de algunas especies vegetales tolerantes. Una caracteristica particular de la
presa seleccionada es que, una vez vertidos los desechos del beneficio quedd una
acumulacién de arenas cerca del punto de vaciado en el sur y arcillas hacia los extremos
noreste, norte y noroeste, que migraron al permanecer en suspension y por efecto del
gradiente topografico (Ramos-Arroyo y Siebe 1998). Durante la estacion de lluvias,

pequenios 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 subhumedo
con lluvias en verano y lluvias aisladas en invierno en las zonas de mayor altitud y, en las
regiones mas bajas, semicalido, subhiumedo con lluvias esporadicas en invierno y mas
regulares durante el verano (Fig. 3.4). La temperatura media anual es de 17.9°C, con
maximas en verano de 30°C y minimas en invierno de -3°C. La precipitacion media anual
varia entre 659 y 691 mm. Los vientos dominantes poseen una direccién este noroeste y
velocidad media anual de 4.6 m/seg, que tiende a intensificarse durante los primeros
meses del aio (INEG! 1993).

El sistema de jales Valenciana se localiza en una zona intermedia entre las partes
bajas y altas del municipio’ y el sustrato esta sometido a fluctuaciones bruscas de

1 La altura méaxima promedio de las elevaciones en el Municipio de Guanajuato se estima en 2400 msnm
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temperatura, dada la ausencia de plantas u otros elementos de sombra y la intensa
radiacién solar durante el dia, particularmente en estaciones secas, de otofo a primavera.
Finalmente, cabe decir que en el Distrito los suelos presentan estructuras blocosas, de
consistencia friable (disgregable) a muy firme y la textura varia de franco-arenosa a
arcillo-limosa (Guiza 1949; INEGI 1993; Ramos-Arroyo com pers.).

v 2% 3 66

SER ‘ACw: G 6o
annamecs

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

3.2. COLECTA DEL JAL

Se realizd una primera visita al depésito de jales de Valenciana el 18 de septiembre de
1999, con la finalidad de seleccionar el método y sitio de muestreo. Se reconocid la
heterogeneidad del jal en textura al tacto, color, grado de humedad. Esta heterogeneidad
es consecuencia de los episodios de relleno durante las diferentes épocas del afio y la
periodicidad, la inclinacién del terreno, los elementos que colindan al jalero y, muy
particularmente, las caracteristicas de procedencia y composicién del material procesado.
La colecta del material se realizé en noviembre 4 de 1999, de la siguiente manera: en la
parte centro-proximal de la presa se escogieron 10 puntos de colecta en torno a un
circulo de 15 m de diametro; en cada punto se tomaron muestras superficiales, de hasta
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1.cm de profundidad. Todas las submuestras fueron reunidas y mezcladas, para obtener
una Unica y homogénea, la muestra final se distribuyé en bolsas de polietileno, para su
manipulacion. De la misma forma, se colecté suelo control de la zona (Fig. 3.5).

Se eligio el sitio de muestreo por poseer caracteristicas tales como mayor proporcion
de arcillas, de textura mas fina y con mayor proporciéon de carbonatos en el lado opuesto
al punto de vaciado. Asi mismo, la colecta en la parte central aseguré la ausencia de
elementos contaminantes de laderas cercanas, como rocas y materia organica.

La eleccion del método de colecta se realizaron bajo la asesoria del Dr. Y. René
Ramos (Instituto de Geologia, UNAM). Se buscd colectar un numero adecuado de
muestras y que cada una fuese representativa, al ser tomada a intervalos regulares.
Ademas, este método de colecta permitio obtener una estimacion vélida de la media de
las propiedades del sustrato y reducir el efecto de la varianza en una matriz heterogénea,
a partir de un solo andlisis (Dick et al. 1996). Se realizé una sola colecta pues no se

requerlian andlisis temporales.

s L
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-
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6» . s ... @ Puntos de colecta
a ) (jal de superficie)
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B o+ @z - o = homogénsa

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

3.3. EXPERIMENTACION
3.3.1. CARACTERIZACION DE MUESTRAS DE JAL ANTES DE LOS BIOENSAYOS
Andlisis fisicoquimicos

Se obtuvo el porcentaje de los 6xidos de elementos mayoritarios, Si, Al, Fe, Ca, Mg,
Na y K, por fusion de la muestra con metaborato de litio y acido bérico a 950°C, se
determind la concentracion de los elementos indicados por espectrofotometria de
absorcién atémica (EAA) y se calculd el porcentaje de los dxidos segun las relaciones
estequiométricas correspondientes (Ramos 1991). Se realizé un andlisis semicuantitativo

TESIS CON 0
FALLA DE ORIGEN




de los principales minerales no amorfos por difraccién de rayos X (DRX) (Difractémetro
SIEMENS D-500; ver Apéndice A1). La matriz de comparacion para la DRX consistié en
datos previamente obtenidos de muestras originales de residuos mineros generados por
la Sociedad Cooperativa Minero Metaltirgica Santa Fé de Guanajuato, la cual tiene la
siguiente composicién 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 establecié la reconstruccién mineraldgica con los datos obtenidos
de los analisis anteriores, asi como de la ecuacion balanceada de la reaccion de
oxidacién total de cada uno de los minerales detectados (Apéndice A1. Sensu Ramos
1991).

Los andlisis anteriores se realizaron en los laboratorios del Centro de Investigacién en
Quimica Inorganica (CIQl) de la Facultad de Quimica, Universidad de Guanajuato, bajo la
direccién de la Dra. Esthela Ramos, la asesoria de la M. en C. Carmen Sandoval.
Particularmente, la DRX para el analisis de componentes cristalinos de las muestras del
desecho minero, fue desarrollado por la M. en C. Yolanda Gallaga, responsable de la
DRX del CIQU, siguiendo los protocolos establecidos en el mismo.

Se determinaron textura, utilizando un hidrémetro por el método de Bouyoucos (in
Black 1965), color, densidad aparente, densidad real, porosidad, pH y conductividad
eléctrica (Ce) segun Richards (1974), capacidad de intercambio catidnico (CIC) (Bower
1952; adecuado para EAA por Sandoval com. pers.), porcentaje de materia organica
(MO) mediante pérdida de peso por calcinacion a 400°C y por titulacion (Walkley 1974); P
total segiin Chapman y Pratt (1961), presencia de carbonatos por efervescencia con
acido, porcentaje de carbonatos alcalino-térreos por titulacién (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 andlisis elemental y la determinacion de fésforo se llevaron a cabo en las instalaciones
del PIQAyQA de la Facultad de Quimica, UNAM.

Se realizé un andlisis semicuantitativo de elementos metdlicos extraidos con HNO; al
50%, por espectrometria de plasma masa inductivamente acoplados (ICP-MS).
Empleando reactivos especificos como agentes para la extraccion, se determina la
proporcion de las fases en las que puede encontrarse un metal: en solucién, formas
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intercambiables?, formas precipitadas®, como parte de minerales o en la biofase). De esta
manera, se cuantificé por EAA la concentraciéon de Cr, Ni, Cu, Zn, Cd y Pb extraidos con
HNOs+HCI, con HNO; 1:1, metales biodisponibles extraildos con 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA) 0.05 M, pH 7, extraidos con CH;COOH y solubles en
agua (Page et al. 1982; Archer y Hodgson 1987). La determinacion de los metales
sefalados por EAA fue realizada por el Ing. Ciro Marquez, en el Departamento de
Metalurgia de la Facultad de Quimica, UNAM.

Asimismo, se determiné la concentracion de °Be, V'Ti, °'V, ®2Cr, ¥°Cr, **Mn, *’Fe, *Co,
%ONi, Cu, ®zn, As, ®Se, Mo, '*Cd, '¥'Sb, **Tl y ®Pb mediante ICP-MS de cada
fraccion obtenida por extraccion secuencial, segun el esquema de Tessier et al. (1979) y
modificado por Li et al. (1995). Las fracciones fueron: (i) intercambiable, (ii) unida a
carbonatos y especificamente adsorbida, (iii) unida a éxido de Fe vy 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 considerd la
concentracion total de cada elemento. Los detalles del proceso de extracciones
secuenciales se detalla en el Apéndice A3.1. y en Li et al. (1995). E! espectrofotdmetro
ICP-MS (PQ3 VG-Elemental), fue empleado para el analisis de las fracciones extraldas
secuencialmente. Los andlisis fueron hechos por duplicado.

La extraccion secuencial de las muestras se realizé en el PIQAyQA de la Facultad de
Qufmica, UNAM. La cuantificacién de metales por ICP-MS se realizé en el Laboratorio de
Geoquimica de la Universidad de Wyoming bajo la direccién del Dr. Alejandro Carrillo-
Chavez, del Centro de Geociencias, UNAM (Campus Juriquilia).

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

Induccion de la expresion de microalgas

Se preparé 1 litro de medio basal Bold (MBB, sensu Nicholson y Bold, 1965 in: Stein,
1973. Apéndice A3.2) en agar al 2% y se repartié en cajas de Petri esterilizadas. En cada
caja se espolvored 1 g del jal. Se partié de un lote de 10 cajas, que fueron colocadas en
un cuarto a temperatura controlada entre 20-25°C y sometidos a fotoperiodos de 16/8 hrs.
Después de 15 dias se observaron los primeros crecimientos visibles de algas y hacia la
tercera semana se inicié la identificacion de las especies. Una vez concluida la

2 Unidos a sitios de arcillas, matena orgénica, complejos quelados
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observacion, las poblaciones de las especies identificadas se resembraron en matraces
Erlenmeyer con MBB-sin EDTA®, para su posterior difusién en los bicenyasos (BioE)
experimentales.

El trabajo previamente descrito se llevo a cabo en el Laboratorio de Ficologia de la
Facultad de Ciencias, UNAM, bajo la asesoria del Dr. Eberto Novelo.

3.3.2 BIODENSAYOS

En diez celdas de acrilico de 24 cm de altura, 20.5 cm de ancho y 40 cm de largo (Fig.
3.6) se vertio jal hasta obtener una capa de 5 cm de altura, para un volumen total de
aproximadamente 4000 cm®.

Las celdas fueron colocadas en un cuarto a temperatura controlada (26+2°C) y
adecuando un sistema de iluminacién con ldmparas de luz de dia (15 watts) sobre cada
una, con fotoperiodos de 14/10 horas.

Ocho celdas se emplearon para el desarrollo experimental (cuatro tratamientos por
duplicado) y dos controles, como se indica a continuacion:

BioE T1 BioE T2 BioE T3 BioE T4 CONTROL
jal + jal + jal estéril + jal estéril + jal estéril
fotoautétrofos + | fotoautdtrofos + | fotoautétrotos agua (sin
agua corriente | agua residual (sin agua) corriente fotoautdtrofos
esterilizada sintética esterilizada '
sin agua)

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 organicos
disueltos en ella.

El agua residual sintética se preparé manteniendo una proporcion 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, segun el caso (Apéndice
A3.4). Se diseminaron los microorganismos fotétrofos aislados previamente en los lotes
que los incluian asperjando las poblaciones contenidas en MBB liquido sin EDTA.
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Fig. 3.6. Celdas de acrilico usadas para bioensayos con muestra superiicial del jal
Valenciana

Los BioE se sostuvieron por un periodo de cinco meses, durante los que se regaron
con 100-200 mL del agua correspondiente, primero diario y después de tres meses, cada
segundo dia. Se midio el drea cubierta por las biopeliculas sobre la superficie del jal una

vez por semana, en los lotes con crecimientos visibles.

Al adiclonar agua a cada uno de los BioE que la inclufan como parte del tratamiento,
se advirtié que ésta drenaba con mayor rapidez en las celdas sin biopelicuias. Por ello, se
decidié evaluar si la presencia de microorganismos retardaba la infiltracion del agua
adicionada, empleando un dispositivo como el de la Figura 3.7. El experimento se realizd

por triplicado.

De manera paralela, se inicié el asilamiento y la identificacién de bacterias, algas vy, al
constatar su presencia, de hongos y levaduras. La identificacién de los microorganismos
se realizé tomando muestras superficiales, particularmente de las zonas que presentaban

crecimientos visibles.



S .
e AL o Superficie porosa
(papel fillro)
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Figura 3.7. Dispositivo empleado para evaluar la velocidad de drenado
en muestras del jal con y sin biopeliculas. Las muestras del jal se
colocan sobre la superficie porosa (papel fitro Wathmann). El agua
adicionada (cantidad total conocida, ml), es recuperada en un matraz,
mientras se mide el tiempo de drenado

Identificacion de cianoprocariontes y microalgas

Se realizaron observaciones directas y periédicas en microscopio de contraste de fase
a 1000X, integrando la descripcidn, el dibujo y las mediciones morfométricas pertinentes
para cada ejemplar. Las observaciones se hicieron sobre material vivo. La determinacién
de las especies se realizé bajo la asesoria del Dr. Novelo, del Laboratorio de Ficologla de
la Facultad de Ciencias de la UNAM y con ayuda de claves y descripciones
especializadas (Desikachary 1959; Komdrek y Fott 1983; Prescott et al 1981;
Anagnostidis y Komarek 1988; Bourrelly 1970; Bourrelly1972; Ettl y Gértner 1988;
Krammer y Lange-Bertalot 1991a, 1991b; Novelo 1998). No se trabajaron sinonimias. La
informaciéon referente a ambientes, formas de vida y distribucion fue extraida
directamente de la literatura citada y ampliada con la base de datos para algas

dulceacuicolas, mantenida por Novelo (1998).
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Identificacion de bacterias

Para la identificacién de bacterias aerobias, se tomaron muestras superficiales (0 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 caseina y soya (Caldo Casoy) y se incubé
durante 24 horas a 35°C. Una vez que los crecimientos bacterianos fueron evidentes, se
tomé de cada tubo una muestra del liquido mediante una pipeta Pasteur y se verti¢ sobre
medio fenil-etanol agar (FEA), en medio sdlido de gelosa y sangre (Gel-S) y en medio
sélido McCoonkey (Mc) y se incubaron por 24 horas a 35°C. De las cajas con
crecimientos bacterianos, se tomaron muestras de las colonias presentes, iniciandose la
segregacion de las cepas para la obtencion de cultivos puros (monoespecificos),
registrando el medio en el que cada colonia se desarrollo (FEA, Gel-S 6 Mc). 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, asi como para
verificar la pureza de las colonias. La separacion final de las cepas se realizd utilizando
medio cerebro-corazon (BHI, siglas en inglés); las cepas bacilares Gram negativas fueron
segregadas en medio agar Tergitol-7. Una vez obtenidos los monocultivos o cuitivos
puros, se realizaron los siguientes analisis de rutina, con el objetivo de decidir el tipo de
estudios bioquimicos posteriores: Tincién Gram, ensayos para catalasa, oxidasa, nitratos,
citrato de Simmons, ureasa, oxidacién/fermentacion de glucosa, SIM®, Klieger y Voges-
Proksauer/rojo de metilo. Con los datos obtenidos en las determinaciones preliminares, se
decidié realizar pruebas especificas, como gelatina nutritiva, caldo nutritivo, agar-leche
descremada, agar-almidén, agar-tiosulfato-citrato-sales biliares, crecimiento a 42°C,
esculina, urea, ornitina, glucosa, fructosa, xilosa, manosa, manitol, lactosa, sacarosa,
salicina, pigmentacién en agar Miiller-Hinton a 37 y 42°C; asi como pruebas derivadas de
API-STAPH, especitico para estafilococos, y API-20E, para bacilos Gram negativos, entre
otras (Apéndice A3.2).

La identificacién de bacterias anaerobias inicié con la toma de aproximadamente 1 g
de muestras superficiales del jal; cada muestra se vertié en la parte mas profunda de un
tubo de ensaye con medio de tioglicolato semisdlido. Se colocaron los tubos en las jarras
de incubacidn para bacterias anaerobias y se incubaron durante 48 horas a 35°C.
Después, se tomd una muestra de los crecimientos con una pipeta Pasteur que se vertio
sobre medio FEA, en medio sdlido Gel-S y en medio sdlido MC; se repiti6 la técnica de

5 Para diferenciar enterobacterias, Esta prueba indica mowilidad (M), indol (I} y presencia de écido sulfhidrico, HsS (S)
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incubacién para bacterias anaerobias. Finalmente, las colonias desarrolladas se
resembraron, iniciando asi la segregacion de las cepas para la obtencidon de cultivos
monoespecificos o puros en medio BHi-agar y con ayuda de la técnica de tincién Gram.
Las cepas puras fueron observadas para determinar respuesta a la tincion Gram y posible
formacidn de exo o endoesporas. Asimismo, se realizaron las pruebas del RAPID-ID32A y
la de catalasa, empleando los medios y los métodos de cultivo especifico para bacterias
anaerobias (Apéndice A3.2).

El aislamiento de bacterias y las pruebas bioquimicas para su identificacion se
realizaron en el Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM, bajo la direccion del Biol.
Luciano Hernandez y el apoyo de la Tec. Lab. Laura Ramirez-Mauricio.

Identificacion de hongos y levaduras

Se vertié 1 g de jal en 10 mL de medio liquido Sabouraud especifico para hongos y
levaduras, contenido en tubos de ensaye. Los tubos inoculados fueron colocados en la
incubadora a 21°C durante 3-5 dias, al cabo de los cuales se inicié la separacion de las
colonias de hongos y levaduras presentes, usando cajas Petri con medio agar-Sabouraud
{Apéndice A3.2). La identificacién de los hongos se realizé mediante observacion directa
al microscopio Optico (400X y 1000X), empleando el colorante azul de lactofenol o azul
de algoddén para resaltar las estructuras vegetativas y reproductoras, asi como las
técnicas de microcultivo con medio Czapek. Las caracteristicas generales de la colonia,
de las hifas y de las estructuras reproductoras, fueron consideradas para determinar los
géneros.

La identificacion de las levaduras se elaboré registrando las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de las cepas desarrolladas en agar Sabouraud, usando el
colorante cristal violeta (1000X, microscopio 6ptico). Aunado a lo anterior, se llevaron a
cabo las siguientes pruebas bioquimicas: resiembra en medio selectivo para la
identificacién de especies del género Candida (Sanofi-Pasteur), desarrollo de seudohifas
en medio agar CORN, formacién de ascoesporas® resembrando las cepas en medio V8 y
en medio de agua peptonada con zanahoria (Apéndice A3.2) y empleo del API-C20AUX
especifico para levaduras, que consiste en un conjunto de pruebas estandarizadas que

indican la respuesta de levaduras ante diversos carbohidratos.

& Dol griego, askés: Saco. Esporas haploides que se desamcllan en e! interior de células en forma de sacos o ascas, después de una
division meidtica
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Las pruebas descritas fueron realizadas bajo la asesoria de la QFB Antonieta Silva del
Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM. La identificacion final de hongos y levaduras

fue realizada por la QFB Antonieta Silva.

3.3.3. CARACTERIZACION DE MUESTRAS DE JAL DESPUES DE LOS BioE

Una vez finalizados los BioE, la muestra de jal de cada celda fue recolectada en bolsas
de plastico. Las muestras del jal y los frascos con los lixiviados recuperados durante los
BioE con riego se almacenaron a -4°C para los analisis posteriores.

Se repitieron algunos de los analisis realizados antes de los BioE: color, textura,
densidad real y aparente, porosidad, pH, CIC, por ciento de MO y carbonatos, asi como
incluyendo la concentracion de °Be, “'Ti, *'V, 2Cr, *°Cr, **Mn, ¥Fe, *Co, *Ni, 2Cu, ®zn,
5as, 8e, 97Mo, ''*Cd, '2'Sb, ®*Ti y ®®Pb, en las diferentes fracciones obtenidas mediante
extraccion secuencial (ver apartado 3.3.1) empleando el ICP-MS. Se obtuvo el porcentaje
de biodisponibilidad de los metales considerando la concentracion total y las fracciones
intercambiables (Apéndice A3).

Finalmente, se determind la concentracion de metales solubles en lixiviados generados
en los BioE irrigados, por lectura directa de muestras acidificadas con HNO; 10%
ultrapuro (Garcia-Meza 1999) empleando el ICP-MS.

La extraccion secuencial se realizd en las instalaciones del PIQAyQA de la Facultad de
Quimica, UNAM. Las determinaciones de metales por ICP-MS se realizaron en el
Laboratorio de Geoquimica de la Universidad de Wyoming, con la direccién del Dr.
Alejandro Carrillo-Chavez, del Centro de Geociencias, UNAM, Campus Juriquilla.

3.3.4. ENSAYO TOXICOLGGICO
Montaje del experimento

Se colectaron las biopeliculas autotrdficas desarrolladas en el jal de los BioE. Las
biopeliculas 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 determinacién de los
géneros se usé la propuesta de Anagnostidis y Komarek (1988) para Cyanoprokariota, y
la de Bourrelly (1972) en el caso de la Chlorophyceae.

Las biopeliculas tueron lavadas con agua esterilizada para eliminar las particulas del
desecho y, posteriormente, se cultivaron en cajas de Petri con medio Wood Hole
esterilizado (Apéndice A3.3), usando discos de vidrio como sustrato artificial
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(superficie:1.5 cm®). Un dia antes del experimento, 105 discos de vidrio colonizados por
biopeliculas, fueron distribuidos en 21 cajas de Petri (3 réplicas por muestra y por
tratamiento) con medio Wood Hole esterilizado sin Fe ni EDTA, ya que el EDTA tiene
accion quelatante, formando complejos metalicos (Morris y Russell 1973) con
fotoperiodos de 10/14 h con luz blanca de 15 watts y a T de 25+2°C.

Las biopeliculas fueron expuestas durante cinco dias a CuCl; (Tritrisol estandar de Cu)
y ZnCl,, (Tritrisol estandar de Zn) y a una mezcla de Cu y Zn, de acuerdo a la relacién
Cu:Zn de las fracciones biodisponibles en el jal. Las concentraciones nominales finales
fueron O (sin adicion: controles), 10 y 100 p M de Cu (0.635 y 6.35 mgl’,
respectivamente), 100 y 1000 uM de Zn (6.537 y 65.37 mg-l", respectivamente), 10 y 100
uM de Cu y Zn (10 uM Zn: 0.6537 mg-").

La intensidad de luz se mantuvo constante a 48 umol m™s™' (medida con un LICOR LI-
185B) siguiendo fotoperiodos de 14/10 luz/oscuridad. La temperatura ambiente fue fijada
a 25+5°C.

Las muestras fueron tomadas en los dlas 0 (inicial), el dfa 1 y el dia 5 del experimento.
El pH se midié en las fechas en que se tomaron las muestras, asf como la concentracion
de fosfato en el medio, obtenida mediante la técnica de amonio-molibdato sensu Murphy

y Riley (1962).

Concentracion de metales

Las concentraciones totales de Cu y Zn en el medio de cultivo previamente acidificado,
en las biopeliculas y en las fracciones extra e intracelulares de los polisacaridos fueron
analizados (por triplicado) en la flama del EAA (Perkin EImer 1100B) (Apéndice A3.3).

Fracciones orgédnicas de las biopeliculas

Para cada metal probado, se tomaron tres discos de vidrio a fin de extraer las
fracciones extra- e intracelular de polisacaridos (SPE), de acuerdo a Barranguet et al.
(2003) (Apéndice A3.3). Una vez extraidos 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 determinaciéon de la concentracién de
carbohidratos mediante el método fenol-sulfurico (Dubois 1959). Cada fraccién de
carbohidratos extraida se analizé por duplicado. La intensidad del color de los complejos
de fenol, se midieron espectrofotométricamente (Espectro Shimadzu UV-1601) a 488 nm.

Se usaron estéandares de glucosa para la calibracién.
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Se estimé la biomasa en forma de carbono organico total (COT) y clorofila total,
empleando tres discos de vidrios colonizados por biopeliculas. Para el COT se usd el
analizador TIC/TOC (model 700 C, I.O. Analytical Corporation) y la clorofila total se
extrajo con metanol al 100% (Apéndice A3.3). Se decidié usar el metanol como
disolvente, pues la acetona no fue efectiva para la extraccion de la clorofila de los

cianoprocariontes.

Determinacion 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 biopelicula.
Dicha técnica PAM provee informacién cualitativa y cuantitativa relativa a los procesos
fotosintéticos en el fotosistema Il (PSH) (Genty et al. 1989). Asi, los cambios en la
fluorescencia algal permiten determinar si hay alteraciones en la eficiencia fotosintética de
las algas; ademas, permiten estimar la biomasa y evaluar el estatus fisioldgico de la
biopelicula autofototréfica con relacién a las condiciones y alteraciones de medio, tales
como la presencia de metales téxicos (Barranguet et al. 2000)’.

Los parametros de fluorescencia usados en el presente estudio fueron: F,, la sefal de
minima fluorescencia en células adaptadas a la oscuridad, que fue empleada como un
indicador indirecto de la biomasa; Fn, la senal de maxima fluorescencia en células
adaptadas a la oscuridad, obtenida mediante un pulso de saturacién. Bajo condiciones de
luz actinica, los pardmetros fueron: F,, senal de fluorescencia cuando parte de los centros
de reaccidon estan cerrados (reducidos) y la ruta fotoquimica estd completamente
ocupada (reducida); F'm, la intensidad de maxima fluorescencia, obtenida saturando los
centros de reaccion bajo condiciones estables. Estos parametros permiten calcular la
eficiencia del campo cudntico en la conversidn de la energla fotosintética en el PSil ¢y, y
el campo cuantico maximo ¢, COMO:

Ou=(F m-FsV/F'm
¢o=(Fm-Fo)/Fm

7 La clorofila a es el pigmenio mas abundante en algas; juega un papel o i en la transf ia da la enargla luminica,
recibida en forma de folones; el foldn excita un electron, ol cual es iransterido a través del pigmento antena hacia el centro de reaccién,
silio donde es donado para que ingrese a la cadena de transporie do Esta nia, denominada lofoquimica, es una de las

posibles rutas por medio de las cuales el centro de reaccion puede perder energla; otras rutas son la luorescencia y la disipacion por
calor. La fluorescencia es la disipacion de la energia del eleciron en un nuevo lolon de menor energia al inicial. Esle proceso parece

ocurmir excl en ol lotosi 1 (PSI). La 1 ia y la nuta foloquimica son p que piten entre sf. Los
bios en la it cia se emplean para i ios en la eficiencia fotoquimica y para evaluar el estado fisiolbgico del
biopelicula (Ferrero 1998) ,
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Para las determinaciones, se colocé 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 Fp y el ¢, empleando el fluorémetrro PHYTO-PAM (Walz, Alemania), el cual
permite discriminar la contribucion de los tres principales grupos de organismos
fotosintéticos (cianoprocariontes, clorofitas y diatomeas) a la biomasa total (Fo). Ei
PHYTO-PAM posee diodos emisores de luz (LED) que generan pulsos de luz a 470 nm
(azul), 5256 nm (verde), 640 nm (anaranjado) y 665 nm (rojo), por lo que se obtiene
informacién simuitanea de la fluorescencia del pigmento excitado con cuatro longitudes
de onda diferentes, notificando sobre la contribucion de varios tipos de organismos
pigmentados a la sefal total de fluorescencia (Schreiber et al. 2002).

Después de realizar las mediciones en la oscuridad, las biopeliculas fueron expuestas
a luz actinica durante 20 min para obtener ¢y. Se utilizé un disco de vidrio perfectamente
limpio para hacer la correccion del sonido de fondo. Ya que el tipo de PHYTO-PAM no
permite realizar mediciones bajo condiciones de luz actinica, se usé el Fluorémetro
WATER-PAM (Walz 222) para calcular la eficiencia fotosintética (¢u) de células adaptadas
a la luz. EI WATER-PAM as mas sensible que el PHYTO-PAM, pero no sirve para
discriminar entre los grupos de organismos fotosintéticos. La iluminacién actinica se hizo
usando una fuente externa de iluminacioén; se aplicaron seis pulsos saturados de luz a
intervalos de 20 s; sélo se promediaron los Ultimos tres pulsos para el cdlculo de ¢
(Kromkamp et al. 1998).

Ya que la fluorometria empleando el PAM es una técnica no destructiva, las muestras
empleadas para el PHYTO-PAM y el WATER-PAM sirvieron para la determinacién de
clorofila total; para ello, después de realizar las mediciones, los discos fueron previamente

congelados a -80°C.

Observaciones con el microscopio de ldser de barrido (CLSM)

Se realizd una reconstruccion tridimensional de las biopeliculas empleando como
colorante para visualizar las SPE, la lactina Canavalia ensiformis (Con-A. Molecular probe
Inc.). Las observaciones al CLSM se hicieron en el dia 5 de los bioensayos toxicoldgicos y
solo para las concentraciones mas altas ensayadas (Cu 100 M, Zn 1000 4M y Cu+Zn
100 uM). Para cada caso, se emplearon 5 discos (0.2 mm grosor) colonizado con
biopeliculas. Después de retirar el exceso de agua en cada disco, se adicionaron varias
gotas de solucién de Con-A 0.1 g-l". Al cabo de 30 min de incubacidn a 30°C, los discos
fueron lavados. Inmediatamente después, se examinaron los discos usando el CLSM
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(Zeiss modelo LSM 510) equipado con dos fuentes de ldser; helio-neén (emisién 543 nm
y 633 nm) y argon (488 nm). Todas las observaciones se realizaron usando aceite Plan
Neofluar 100x/1.3 NA,

Las biopeliculas fueron barridas en 3 cortes consecutivos a intervalos de 5um de
profundidad, a longitudes de onda de excitacién y con filtros de emision éptimos para
diferenciar entre los fotosintetizadores y las SPE. Los microorganismos fueron excitados
a 633 nm y la sefial emitida fue detectada empleando un filtro de 650 nm (long pass filter).
La Con-A fue excitada a 543 nm y la sefal emitida se detecté mediante un filtro de banda
de 560-561. Parar cada imagen-z, la intensidad de sefal 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 seiales de fondo.

El trabajo experimental correspondiente a este apartado (3.3.4), se realizd en el
Departamento de Ecologia Acuatica y Ecotoxicologia (AEE) de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de Amsterdam, Paises Bajos. El trabajo fue dirigido por la Dra. Christiane
Barranguet. El manejo de CLSM y la obtencién de las imagenes fue realizado por Bas van
Beusekom, del AEE.

3.4. ANALISIS DE RESULTADOS
Andlisis estadistico

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 asociacion entre los elementos en las diferentes fracciones y
la relacién entre las fracciones para cada elemento, se calculd el indice de correlacién de
Pearson (r), que refleja la relacidn linea! entre un par de datos (Sokal y Rohlf 1995).

Las pruebas estadisticas anteriores fueron hechas con el programa SPSS 10.0.5 para
Windows (Microsoft 1999).

Para comprobar si existian o no diferencias en la toxicidad entre dos tratamientos de
los ensayos toxicolégicos (Cu y Zn, Cu y Cu+Zn, Zn y Cu+Zn), los datos de toxicidad
fueron fijados a un modelo logistico no linear (Haanstra et al. 1985) para de esta manera,
comparar las curvas obtenidas, usando ¢; como indicador. Las curvas se obtuvieron con
el programa KaleidaGraph 3.0 para Windows (KaleidaGraph 1996).
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CAPITULO IV
RESULTADOS
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4.1. CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LAS MUESTRAS DE JAL

Componentes minoritarios, mayoritarios y mineralogia

Los resultados de los andlisis semicuantitativos para elementos minoritarios y
cuantitativo de los elementos mayoritarios (<1% y >1% en peso seco, respectivamente),
indican la presencia de mas 30 elementos en concentraciones del orden de partes por
millén (ppm 6 mg-kg') y por billén (ppb 6 ug-kg') (Tabla 4.1), asi como 7 elementos
mayoritarios (Na, Mg, Al, Si, K, Ca y Fe) en forma de dxidos constituyentes de restos
minerales (Tabla 4.2), algunos de los cuales se detectaron por difraccién de rayos X
(DRX) (Tabla 4.3. Ver Apéndice A1.1).

Tabla 4.1. Componentes minoritarios detectados en la muestra superficial del jal
Valgncian

[T

Li, Be, B, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Cd, Ba, Hg, Sb, T|, Pb y

Sc, Ga, Ge, Br, Pd, Ag, Sn, Cs, Auy Bi

Tabia 4.2. Componentes mayoritarios (6xidos) de ia muestra’
superficial del jal Valenciana reciente y del suelo control

Componente Jal (% peso) | Suelo (%peso)

SiO2 77.45 707
Al203 5.97 133
Fe203 1.95 6.4
CaO 7.20 0.2
MgO 3.13 0.7
Na2O 0.38 0.4
K20 3.35 23
Pérdida por calcinacién (950°C) 5.09 5.3

total 104.5 99.3

El SiO; fue el componente presente en mayor proporcién'. Los silicatos fueron la fase
mineraldgica mayoritaria en la muestra del jal, con el predominio de aluminosilicatos
(cuarzo, ortoclasa y plagioclasa) y un considerable porcentaje de arcillas (caolinita y
clorita), que juntos suman el 83.4%. E! resto del jal o conforman carbonatos {calcita y
magnesita), sulfatos (yeso) y 6xido de Fe o hematita (Tabla 4.3).

! Después del oxigeno el Si es el elemento mas abundante en Ia litostera y en précncamenle cualquier tipo de suelo y roca, pues 5
frata de un mineral We all p

___-_...-——--\
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Tabla 4.3. Reconstruccién mineraldgica de la muestra
superficial del jal Valenciana recients y suelo control

JAL VALENCIANA SUELO

Cuarzo, SiO: 57.0% [ Cuarzo 45.8%
Ortoclasa, KAISiOs 16.0% | Caolinita 29.9%
Calcita, CaCO» 8.3% | Ortoclasa 136 %
Caolinita, AlkSi20s(0H)« 5.6% | Hematita 6.4%
Yeso, CaS04-2H:0 3.2% | Plagioclasa 34%
Magnesita, MgCO3 3.1% | Clorita 1.4%
Plagioclasa, NaAISi:Os 2.5% | Yeso 0.6%
Clorita, MgsAl(SisAl)0100He 2.3% [ Magnesita 0.2%
Hematita, Fe:0a 1.9%

Sulfatos en forma iénica <1%

Caracteristicas tisicas y quimicas del fal

En la Tabla 4.4 se observa que el jal Valenciana reciente posee una coloracién de gris
claro a gris olivo claro, asi como un bajo contenido de MO (0.8%) y un alto contenido de
carbonatos alcalino-térreos (12.80%), resultados consistentes entre si.

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 fésforo (P) total, valor: comun en suelos
pobres. También se indica que el jal posee una baja CIC (2.7 meq:100g™"). La deficiencia
de P y la baja CIC son resultado estrechamente vinculado con el bajo contenido de MO y
la baja proporcién de arcillas®.

La textura franco-limosa del jal Valenciana es consecuente con el analisis mineraldgico
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 (5r: 2.37 g-ml"), densidad aparente (8a: 1.34 gmi*) y de
porosidad (47.68%) del jal (Tabla 4.4), son propios de sustratos con textura franco-limosa.

2 Que, ademas, poseen bajos valores de CIC como caolinita y clorita (Tabla 4.3), minerales con baja a mediana CIC (6a 10y 104 20
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Tabla 4.4. Algunas propiedades fisicas y quimicas de la
muestra superficial del jal Valenciana reciente y suelo

control.
[ b Jal Suelo
Color S€eco gris claro amarillo rojize
humedo { gris olivo claro amarillo rojo
Arcillas (%) 3 8
Limos {%) 52 44
Arenas (%) 42 48
Texiura franco-limosa arcilla-arenosa
Densidad real (gmt '} 237 2.70
Densidad aparente {(g-mi'') 1.24 1.24
Porosidad (%} 47.7 54.07 .
pH 7.8+0.3 7.1
Conductividad eléctrica (mS-cm') 1.7 0.1
CIC (meq-100g™) 2.740.06 17.8
Carbonatos alcalino-térreos (%) 12.80 ND
Materia organica (%) 0.77+0.38 5.6
Fésforo total (%) 0.08 ND

ND: no se delectd

Extraccion de metales

Los resultados de las extracciones secuenciales para el jal Valenciana recients, indican
que la mayoria de los metales determinados estan adsorbidos a éxidos 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 (fraccién residual),
excepto el Ti, presente en un 87.71% en forma residual.

La segunda fraccion (carbonatos/especificamente adsorbida) representd la segunda
fase en orden de abundancia de Cd (31.52%), Mn (18.87%) y Ni (16.79%), mientras que
la cuarta fraccién (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).

Restulta notable que la fraccion intercambiable, figuré como la segunda fase en orden
de abundancia de Zn (34.84%), As (27.01%), Se (15.82%) y Pb (11.93%). Asi mismo, Mo,
Cd, Sb y Tl intercambiables también estan en una elevada proporcién: 57.67%, 16.83%,
18.68% y 30.14%, respectivamente (Fig. 4.1 y Tabla 4.5).
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hterc arrbeable D Carbonatos/Especiicamente adsorbidos
e Fe-Mn @ materia organica/Suluros

Co I

V FEER
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Be
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Figura 4.1, Abundancia relativa de metales extraldos secuencialmente de muestras superficiales
del jal Valenciana. Porcentajes de cada fraccién respecto a la concentracién total. Datos:

promedios
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Tabla 4.5. Concentracion de ciertos metales extraidos secuenciaimente de la muestra superficial del jal Valenciana, antes de
bioensayo. Concentracién: mg-kg . Datos: promedio + dsv est {n=3)

Be T vV 2C  80r Mn Fe Co N Cu Zn As Se Mo Cd Sb T Pb

i 0012 003 02 026 038 184 5794 027 076 228 399 14 016 05 018 005 002 267
40004 $001 010 #0101 002 +156 #4484 +003 006 4091 462 +162 401 +008 :004 0 0001 .23

I 0003 0017 0037 025 0427 102 4003 0.158 0876 5008 139 0.2 0063 0.046 0332 0035 0008 2303
0002 001 002 10006 0018 659 +1833 1003 :0.16 021 170 002 002 $0.02 +0.06 001 0001 3087

i 053 0039 287 79 762 3748 3473 127 726 1588 513 182 010 030 044 014 0021 146
003 001 1028 1048 054 430 #0.14 056 099 +178 1002 +0.03 #0.02 :0.03 1001 0003 +1.04

iv 0092 058 019 1.72 166 4475 14733 069 1.80 1547 833 05 052 003 0t 003 002 1.56
1002 3063 019 1022 022 +1085 #4621 009 022 037 #2278 006 008 001 001 001 #0003 1025

v 001 051 012 013 013 094 382 001 004 006 109 016 002 0004 0004 000 000 0024
0005 005 4002 002 001 0001 002 0 0 001 001 00 0 0 0 0.001

T 085 12 35 1026 1028 541 372 24 1074 3838 1135 366 080 094 105 025 007 2216

. F: Fracciones: i: intercambiable, ii: unida a carbonatos/especificamente adsorbida, iii: unida a éxidos de Fe y Mn, iv: unida a materia organica y
sulfatos, v: residual. Total: representa la suma de las cinco fracciones '
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4.2. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DE JAL DESPUES DE LOS

BIOENSAYOS
Caracteristicas fisicas y quimicas del jal

Ciertas caracteristicas del jal variaron con relacion a su estado inicial. Después de 21
sermanas de los BioE, sobresale un incremento muy significativo (p<0.05) del contenido de
MO en la superficie de los tratamientos con presencia de biopeliculas (tratamientos 1 y2 6 T1
y T2, respectivamente), con relacion a la muestra original, representando un incremento de
hasta 4 veces mas MO en los lotes con biopeliculas (hasta 3.12+0.7%) que en el control
(0.77+40.38%), 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.

materia Grganica (%)

muestas

Figura 4.2: Contenido de materia organica en muestras superficiales (S) y
profundas (F) del jal antes y después de los bioensayos. Tratamientos: 1
(barras punteadas), 2 (lineas 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 desviacién

estandar (dsv est)

Segln Tavera (1985), contenidos de MO que fluctian 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 T1y T2, son ligeramente ricos en MO.

La CIC también mostrd incrementos significativos (p<0.05) en las muestras superficiales

de los lotes con biopeliculas, T1 y T2 (Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Capacidad de Intercambio Cationico (CIC) de muestras
superficiales (S) y profundas (F) del jal antes y después de los bioensayos,
para los tratamientos 1 (barras con puntos), 2 (lineas horizontales), 3
(lineas inclinadas), 4 (lineas verticales) y del control (barra blanca). Las
barras representan promedios (n= 6) y los ejes sobre las barras, la dsv est)

El pH en las muestras superficiales de T1 y T2 incrementd 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, asi como el papel del pH en la dindmica de los
elementos traza, esta ligera alcalinizacién no debe menospreciarse.

Otro cambio registrado en el jal fue su color. En los BioE con biopeliculas (T1 y T2), la
coloracién del desecho en condiciones de humedad, pasé de gris olivo claro a gris fuerte,
mientras que los demds tratamientos (3 y control) se mantuvieron gris claro. Por supuesto, la
presencia de microorganismos, confirié tonalidades de verde, cian y pardo en la superficie.

La presencia de las biopeliculas también repercutié en la tasa de difusidn del agua. Al
respecto, los resultados senalan que su desarroilo en la superficie del jal, se tradujo en menor
volumen de agua drenada por unidad de tiempo que en la supertficie sin biopeliculas, como se

aprecia en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Tasa de volumen de agua drenada
(ml-min’'} en muestras de jal Valenciana con y sin
biopeliculas (n=3 + dsv est)

Con biopeliculas Sin biopeliculas
1.3+02 7.1 +£0.1
{(13%) (71%)

Tan notables fueron las alteraciones seiialadas, como la constancia de otras

caracteristicas fisicoquimicas 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 relacién al control y a

la concentracién inicial (p<0.05).

Concentracion de elementos traza del jal después de los bioensayos

La determinacién de los elementos traza por el proceso de extraccion secuencial arroja
resultados muy interesantes (Fig. 4.4 y Tabla 4.7). Lo primero que saita a la vista es que la
proporcién de las fases se mantuvo relativamente similar en ambos tiempos (antes y después
de los BioE), asi como un ligero descenso, no significativo, de las formas intercambiables.
Los cambios mds significativos se reportan a continuacion.

La fase intercambiable del cobalto (Co) fue significativamente menor (p<0.05) en los lotes
con biopeliculas 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 incremento significativamente (p<0.05) al finalizar los BioE
(15.07+2.21%) y, aunque se manifestd un descenso no significativo en la concentracion 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 registré 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 fraccion (MO-sulfuros)
fueron significativamente mayores al terminé de los BioE, respecto a la muestra original (Fig.
4.4).

Se observé un incremento significativo (p<0.05) del Zn incorporado a carbonatos o
especiticamente adsorbido (Fig. 4.4).

El Ni asociado a carbonatos/especificamente adsorbido también se incrementd
significativamente (p<0.05) después de los BioE (Fig. 4.4).

El As asociado a carbonatos incrementd significativamente (2.8%), mientras que el As
intercambiable se mantuvo en una elevada proporcion (32.69%) (Fig. 4.4).

El Pb intercambiable disminuyd significativamente (p<0.05) en los lotes de los BioE con
relacion a la muestra original del jal, 4.9% y 11.93%, respectivamente (Fig. 4.4).
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D intercambeable O Carbonatos/Especificamente adsorbido
0 Oxidos de Fe-Mn m Materia organica/Sulfuros
) Residual

Po [ 1

0% 20 40% 50% 80 100%

Figura 4.4, Abundancia relativa de metales extraldos secuencialmente de muestras superficiales del
jal Valenciana después de los BioE. Porcentajes de cada fraccidn respecto a la concentracion total.
Datos: promedios de los tratamientos con crecimientos de biopelicutas (T1y T2)

Como ya se dijo, las fracciones intercambiables, las mdas biodisponibles, no variaron
significativamente en las muestras de los BioE con respecto a las originales. Las excepciones
fueron Co y Pb (Figs. 4.1 y 4.4). Por lo tanto, la biodisponibilidad de algunos de los elementos
extraldos secuencialmente se mantuvo sobre el 10%: Zn: 21.38%, As: 35.12%, Se: 11.79%,
Mo: 50.37%, Cd: 22.03, Sb: 16% y Tl 29.44%.

Los resultados de la Tabla 4.2 indican que los elementos traza en los lixiviados del control
y de los tratamientos (T1 y T2) no presentan diferencias significativas entre si (p<0.05),
excepto Zn y Pb, ambos significativamente menores en los lixiviados de los tratamientos. Al
comparar los tratamientos, sélo el Co en los lixiviados de T2 fue significativamente mayor que

en T1 (p<0.05).
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Tabla 4.7. Concentracion {(mgkg ') de metales extraidos secuencialmente de la muestra superficial del jai Valenciana antes y después de BioE. Datos: Promedios {dsv est) n=2.
Be Ti V_ =Cr__ “Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn As Se Mo Cd Sb Tl Pb
I 0012 003 028 026 038 184 5794 027 076 2.28 399 14 016 056 018 005 002 267
(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) (1.23)
I 0.003 0.017 0037 025 0.127 102 40.03 0.158 0.876 5.008 139 0.12 0.063 0.046 0332 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) (0.01) (0.001) (0.87)
i 053 009 287 790 762 3748 3473 127 726 1588 513 182 010 030 044 014 0021 146
(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) (1.04)
» 0.092 058 019 172 166 4475 14733 069 180 1517 833 05 052 003 01 003 0.02 156
(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) (0.25)
001 05t 012 013 013 094 382 001 004 006 109 0.16 002 0.004 0004 000 000 0024
(0.005) (0.05) (0.02) (0.02) (0.01) (0.001) (0.02) (0) (0) (0.01) (0.01) (0.01) (0.002) (0) (0) (0.001)
0.65 1.2 353 1026 10.28 541 3722 24 1074 3838 1135 366 080 094 105 025 007 2216
001 004 015 021 035 645 4238 0.08 110 147 275 243 013 051 025 004 003 095
(0) {0) (0.03) (0) (0.06) (0.18) (13.9) (0.02) (0.40) (0.46) (98.5) (0.52) (0.03) (0.32) (0.06) (0.01) (0.01) (0.23)
002 005 010 036 024 1042 5885 0.19 125 6.13° 3237 0.19° 009 009 036 006 002 296
(0.01) (0.02) (0.05) (0.06) (0.06) (16.74) (23.89) (0.01) (0.15) (0.14) (101.9) (0.01) (0.07) (0.01) (0) ©) (0.01) (0.4)
050 008 292 739 720 361.12 3100 122 641 1408 43893 177 012 028 0309 0.3 0.02 1333
(0.01) (0.04) (0.5) (1.68) (1.68) (79.6) (0..35) (2.32) (4.52) (3.26) (0.11) (0.05) (0.06) (0.12) (0.04) ({0.01) (3.88)
I 010 012 005 220 213 5155 177 079 222 18.78° 2133 024 057 003 0.07 003 002 161
(0.01) (0.05) (0) (026) (025 (6.8) (41) (0.04) (0.22) (1.73) (105) (0.11) (0.02) Q) (0.01) (.0) 0 (0.17)
v 001 056 017 019 019 128 546 002 007 007 175 022 002 00 001 0.0 0.0 005
0) (0) (0.02) (0.03) (0.03) (0.17) 087 (0) (0.01) (0.01) (1) (0.04) (0) 0) {0.02)
T 0684 086 340 1035 10.10 52456 33834 2.31 11.05 4052 1253 486 093 092 1.09 026 0.08 1890

Fracciones: i intercambiable, il carbonatos, iii, 0xidos de Fe y Mn, iv: maleria orgnica y sulfatos, v residual. Total: suma de las cinco fracciones {tratamientos: T). : diferencias
significativas entre ambos tiempos.

MO 20 VTIvd |
0D SISAL

=

Tabla 4.8. Concentracion {mg-I") de metales extraldos con HNO, 1% en lixiviados de bioensayos irrigados Datos: promedios {dsv est) n=3
Be Ti vV  C2  C™® Mn  Fe Co Ni  Cu Zn As  Se Mo Cd Sb T Pb
T <0001 002 0007 0011 0011 02t 288 0004 0021 0078 074 0015 0018 0105 0021 0003 <0.00t 0.2
(0) (0.013) (0.004) (0.006) {0.006) (0.114) (0.19) (0.002) (0.013) (0.05) (0.142) (0.009) (0.02) (0.116) (0.026) (0.002)  {0) (0.008)
Control <0001 005 002 003 003 055 076 00t 002 009 146° 002 001 004 001 <0001 <0.001 004"
{0) {004 (01 {002 {002 f046) {063) {0} (0.01) {003) (024) (002 (O (O 0 {0 (0 {0003
* diferencias significativas entre tratamientos y control {p<0.05) (T: tratamientos 1y 2.Control: fratamiento 4).




4.3. MICROORGANISMOS DESARROLLADOS EN LOS BIOENSAYOS
Colonizacién de crecimientos visibles

Since the Archae, in the primitive Earth,
the surface is kept in a hospitable state for the microcosm

Lynn Margulis

El desarrollo de microorganismos fue observable en los BioE a los que se les adiciono
agua y con muestra de jal sin esteriliza: T1 y T2, humedecidos periédicamente con agua
corriente esterilizada y agua residual sintética, respectivamente.
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Los crecimientos correspondieron a biopeliculas fototréficas, denominadas asi por ser
microalgas 'y cianoprocariontes los microorganismos predominantes y responsables de
la esﬁuctura de las biopeliculas (Fig. 4.5).

También se identificaron bacterias no fotosintéticas, hongos y levaduras, que estaban
asoclados a las biopeliculas o como constituyentes de las mismas.

Loé biopeliculas fotoautétrofas 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 Candida sp. El ritmo de colonizacién
de las biopeliculas sobre la superficie del desecho, fue mas rapido bajo T1 que T2; pero
hacia la semana 19, el area cubierta por. las biopeliculas fue similar en ambos
tratamlientos, por lo que, al finalizar los BioE (semana 21), las biopeliculas cubrieron
hasta el 76% de la superficie del jal en los lotes de ambos tratamientos (Fig. 4.6).
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Figura 4.6. Area cubierla (%) por bioli sobre superficie del jal, en los lotes con crecimientos visibles y durante las 21
semanas de experimentacion. T1: jal + agua cornente estorilizada. T2: jal + agua residual sintética. a y b: réplicas (n=2)

Aunque la presencia de C, N y P del agua residual sintética (T2) no fomenté un
desarrollo inicial acelerado de las biopeliculas fotoautétrofas, si implicé un crecimiento
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relativamente mas temprano de las colonias de microorganismos heterdtrofos,

particularmente de levaduras.

Microorganismos Identificados: algas y cianoprocariontes
The sun lovers

Los microorganismos fotoautétrofos que colonizaron los jales en los BioE, incluyeron
10 especies de Cyanoprokarionta, 4 especies de algas verdes o Chlorophyta y 2 de
diatomeas o Bacillariophyceae (Tabla 4.9), especies presentes bajo ambos tratamientos,
T1y T2. La descripcién de las especies se condensa en el Apéndice A2.2.

Tabla 4.9. Microorganismos fotoautétrofos desarrolios en

tralamientos T1 yT2 de bioensayos sobre muestras del jal

Valenciana

CYANOPROKARIOTA CHLOROPHYTA BACILLARIOPHYCEAE

sp. C sp. Fragilana construens

Synechococcus sp. Chlorella vulgans lorma construens
Cyanobium sp. y sp. | C is pl k
Cy hece sp. C‘ sp.

Aphanocapsa sp.
Pssudanabaena sp.
Phormidium sp.
Pianktolyngbya sp.
Anabaena sp.
Borzia sp.

En orden cronoldgico, 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 clorofitas, destacando, por su
abundancia, Chlorococcum sp. Finalmente, se advirtié la presencia de otros
cianoprocariontes, particularmente la especies del Anabaena, importantes en términos
ecolégicos dado su papel en la fijacién de nitrégeno. Cabe destacar que todos los
géneros de fotoautétrofos reportados en el presente poseen representantes con formas
de vida que incluyen la condicidén edafica y epilitica (Anagnostidis y Komarek 1988;
Bourrelly 1988; Ettl y Gartner 1988; Novelo 1998).
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Microorganismos identificados: bacterias
Bacteria confederation

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 biopeliculas autotréficas, excepto el bacilo
Actinomyces naesiundii, que se aisld de una muestra no superficial.

Los resultados de las pruebas bioquimicas 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 B-glucosidasas); su metabolismo esta relacionado con proteinas,
pues fueron indol positivas, indicando la presencia de triptofanasa. Las especies de
Clostridium, ademas, fueron ureasa positivas, es decir, utilizan compuestos derivados de
aminoéacidos con la concomitante generacién de amoniaco, 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

Fl Valenciana
Tratamiento Nexo-
BACTERIAS biopelicula
Actinomyces naesiundii 1 <{1}
Bacilos Bacillus brevis 1 +
Gram + B. cereus 1 +
8. pumillus 1,2 +-4
B. subtillis 1,2 4+ 4+
Acinetobacter sp. 1 +
. Kiebsiella 2 +
BG“m'J':f Ploisiomona shigelloides 1 +
Pseudomonas aeruginosa 1,2 +
AEROBIAS Pseudomonas 12 +
Corynebactenum sp. 1 2 +1-
Coccobacil Coryr um sp. 2 2 +
Gram + Corynebacterium aquaticum 2 t
Rhodococeus sp. 2 4.
Staphylococeus sp. 1 +.
g?mof Staphylococcus saprophyticus 1 +
Staphy xilasus 2 + -
Bacilos "
ANAERO- Gram + Clostndium sp. 2 +e
BIAS Coccos
Gram + Peplococeus sp. 12 +-
+: tomada en zona de crecimiento conspicuo de la biopelicula; +: imii derado; « sin
crecimiento

TESIS CON )
FALLA DE ORIGEN




Microorganismos identiticados: 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 caracterizo por desarroilarse en crecimientos visibles en los lotes experimentales,
creciendo en colonias tipo coral (Fig. 4.7), asi 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. Sélo las levaduras
Candida albicans y Rhodotrula rubra no mostraron estar asociadas a la biopelfcula,
desarrolldndose en pequefias colonias separadas, de tonos blancos y rojizos,

respectivamente.

Tabla 4.11. Hongos y levaduras desarrollados en los tratamientos 1
2 de bioensayos con muestras superficiales del jal Valenciana

LOTE Nexo con

biopelicules
Aspergillus niger 2 +
Aspergillus ruber 2 +
Cephalosporium sp. 2 +
HONGOS Cladosporium sp. 2 +
Fusarnium sp. 1,2 +
Penicillium sp. 1,2 +
Candida albicans 2 .
Candida sp. 1 -
LEVADURAS | gy tonuia v 2 +
“coralito® 2 -

+: tomada en zona de iento do biopeliculas; - zona sin biopelicul

Figura 4.7. Cultivo en Sabouraud-agar con la levadura aislada de los
bioensayos (tratamientos T1 y T2). Especie no identificada: morfotipo
denominado *coralito”
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4.4, ENSAYO TOXICOLOGICO CON BIOPELICULAS AUTOTROFICAS
DESARROLLADOS EN JAL

Efectos de los metales en la produccion de carbohidratos

La concentracion total de los carbohidratos extra e intracelulares de las biopeliculas
configuradas por cianoprocariontes y clorofitas, se incrementd proporcionalmente con el
aumento en la concentracion del metal adicionado al medio de cultivo (Fig. 4.8). Ei
incremento fue mas evidente en la fraccion extracelular (SPE), que constituyeron la
mayor proporcion de carbohidratos de las biopeliculas.

Después de 5 dias de exposicion, la concentracién de SPE en controles fue de 2 a
5.6 veces menor (88.3 + 4.19 ug cm?) que en las biopeliculas tratadas con metales, lo
cual fue especialmente notorio para las concentraciones mds altas ensayadas (350 a
500 ug cm?) (Fig. 4.8). La produccidn intracelular, por su parte, no mostré un patrén

claro, manteniéndose siempre en bajas concentraciones.

450
DOfraccién difusa
400 OFraccién capsular
@ Fraccion intracellular
£ 350
§
2 1
@ 300 1
2
]
g 250
g 200
:§ 150 4
g
g 100
N L M I 1
Joond o Ao Lo L MBI HAT A
aQ [} 0 o 0 0 o
Control 10pM Cu 100yM Cu 100uM Zn 1000uM 10pM 100pM
Zn Cu+Zn Cu+Zn

Figura 4.8. Concentracion de carbohidratos (g carbohidratos-cm2) producidos en las fracciones “difusa”
(barras blancas}, capsular (barras grises) e intracelular (barras negras) en los tiempos 0 (inicio), y 1y 5 dias
de exposicion al{os) metafes), para diferentes concentraciones de los metales adicionados. Control: sin

maetal adicionado. Datos: promedig {n=
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Acumulacion de metales en biopeliculas

Las biopeliculas acumularon los metales adicionados al medio de cultivo, lo cual es
consistente con el descenso en la concentracion de Cu y Zn en el medio (Tabla 4.12).

La acumulacion inicid y fue practicamente completa desde el primer dia de exposicién
de las biopeliculas al metal.

En la mayoria de los tratamientos se encontraron diferencias significativas entre la
concentracion del o los metales en el medio de cultivo del primero y del quinto dia
(p<0.05), excepto para el Cu en fa mezcla Cu+Zn 100 uM, y del Zn, en Cu+Zn 10 uM.

En ia Tabla 4.12 se aprecia también que la cantidad de metales adsorbidos por las
SPE de las biopellculas, fue directamente proporcional a su concentracién en el medio
de cultivo.

Tabla 4.12, Concentracion de Cu y Zn (uM) en medio de cultivo después de 1y
5 dias de exposicién a los metales, a las diferentes concentraciones probadas
durante el ensayo de toxicidad. Datos: promedio + dsv est; n= 6
IConlrol l Cu 10 | Cu 100 I Zn 100 ]ﬂmoo ] Cu+2n10 Cu+2Zn 100
Cu

1dia 0 533 216 ND ND 4n 335
+154 | +017 +038 +837
5 dias 0 6.5 225 ND ND 443 18.3
+0.28 +36 +0.25 +25
Zn

1dfa 0.03 ND ND 66.3 734 202 94.6
+0.004 +127 [ +1376 +3.2 7.4

Sdias | 001 ND ND 614 776 131 93.4
+ 0.009 +278 +73 +05 +6.85

Control: sin adicién de metal al medio da cultivo. ND: no determinado

La Figura 4.9 muestra que los carbohidratos de las SPE fueron los principales
responsables de la acumulacién de metales en las biopeliculas. Ademas, la Figura 4.9
permite afirmar que la adicién de los metales por separado se tradujo en una mayor
adsorcion de Cu que de Zn, y que la adsorcién fue mayor cuando los metales se

adicionaron por separado que en las mezclas Cu+Zn.
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160 E 1 Capsular
. 140 mintracelular
g 120
a 100 4 ;
3w
801
40 "
20
0 -t 3 P . W i | _El_
0 1 5 1] 1 5 [} 1 5 o 1 Sdcs
10uM Cu 100pM Cu 10M CuZn 100pM Cus2n
350 - ODifusa
300 :
; OCapsular
250 B
B B Intracelular
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Figura 4.9. Concentracién de (a) Cu y (b) Zn (ug metal-cm?) sorbidos en las fracciones difusa (columnas
blancas), capsular (grises) e intracelular {negras) de carbohidratos de biopeliculas después de 1y 5 dfas de
exposicién a las diferentes concenlraciones de metales ensayadas. Control: sin adicidn de metal. Datos:

promedios (n=6)

Efectos de los metales en la blomasa
La biomasa se estimé como el COT y clorofila total; no obstante, esta Uitima

representd un parametro mas sensible a las condiciones experimentales que, en
términos generales, tendid a disminuir cuando las biopeliculas fueron expuestas a Cu
(ambas concentraciones), Cu+Zn 100 uM y Zn 1000 uM (Fig. 4.10), sin que se
manifestaran diferencias significativas entre estos resultados (p<0.05).
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OControl OCu 10 M
12 4 OCu 100 M 82zn 100 yM
B2n 1000 yM QOCu+Zn 10uM
10 ECu+Zn 100 yM

Figura 4.10. Clorofila total (ug-cm?) al tismpo 0 (inicio 0 un dia antes de la exposicion
al metal) y después de 1 y 5 dias de exposicién de las biopeliculas para las diferentes
concentraciones aplicadas (M metal). Control: sin metal adicionado. Barras de error:
dsv est (n=6)

El Fy, indicador de la contribucion relativa de cada especie a la biomasa total de las
biopeliculas, reveld que los cianoprocariontes conforman el grupo dominante (hasta un
60%), manteniéndose mas o menos estables en los ensayos con Zn y Cu+Zn. Por su
parte, las biopeliculas tratadas con Cu 100 uM mostraron un cambio en la composicién
de especies: de una biopelicula compuesta mayoritariamente por cianoprocariontes
(10.75% clorofitas en el dia 0 o inicial), a una con las clorofitas como grupo dominante
(99% clorofitas, en el dia 5) (Fig. 4.11).

Este cambio se observé desde el primer dia de exposicién al Cu, haciéndose mads
evidente hacia el dia 5. En contraste, la presencia de clorofitas se mantuvo baja en los
tratamientos con Zn (hasta 28.8 + 14.71%), especialmente con Zn 1000 uM (6.96 *
0.8%), sin mostrar cambios significativos durante los cinco dias de exposicién (Fig.
4.11).
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Figura 4.11. Ciorofila total (ug.cm'z) de Cyanprokarionta (gris) y Chlorophyta (negro)
biopeliculas, para las diferentes concentraciones de metal ensayadas. Las columnas
representan los valores iniciales (primera), del dfa 1 y del dia 5 (segunda y tercera
columna) para las diferentes concentraciones de metal. O: control (sin adicién del metal)

En las biopeliculas tratadas con Cu+Z2Zn, la composicion de las especies se mantuvo
sin cambios notables durante los cinco dias de exposicién a los metales. De hecho, la
concentracion de clorofila mas elevada se registré en estos tratamientos, sin considerar
al control (Fig. 4.11). Al parecer, la presencia de ambos metales amortigud el efecto
téxico sobre la biomasa que cada metal tuvo al ser adicionado por separado.

Efectos de los metales en la actividad fotosintética

El campo cuantico maximo o capacidad fotosintética global (¢p), pardmetro indicador
del estado metabdlico de las especies, fue consistente con los resultados obtenidos para
biomasa fotosintética. El ¢y de clorofitas las ubica como més tolerantes al Cu que al Zn,
mientras que los cianoprocariontes resultaron tolerantes al Zn pero sensibles al Cu,
como lo indica su ¢y (Fig. 4.12). Asi, El ¢ de las ciorofitas se mantuvo méds 0 menos
constante en todos los tratamientos, pero ante Zn 1000 .M su 4, bajé a valores
cercanos a 0 (0.126 + 0.03) (Fig 4.12a). Entre los demds tratamientos no se registraron
diferencias significativas (p<0.05), obteniéndose valores finales de ¢ 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 & de cianoprocariontes se incrementd con Zn, aun con

1000 puM 2Zn. Sin embargo, en las biopeliculas expuestas a Cu en ambas
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concentraciones (10 y 100 uM) y a la mezcla Cu+Zn 100 mM, se registré un fuerte
descenso del ¢ de cianoprocariontes, cercano o igual a 0, desde el primer dia de
exposicion (Fig. 4.12b).
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Figura 4. 12 Campo cuanllco maxmo (¢o) de Chlorophyta (a) y ¢, de
Cyanoprokarionta (b), antes de adicionar el(ios) metal(es) (barras blancas) y después
de cinco dias (negras) de tratamiento para las diferentes concentraciones de metal
ensayadas. 0: control (sin adicion 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 uM, la ausencia de clorofitas ante Zn 1000 pM y la baja

fluorescencia de ambas especies ante Cu+Zn 100 uM (Fig. 4.13).

Figura 4.13. Fotografias obtenidas con el microscopio laser-confocal de barrido usando tincién Con-A, de (a)




El efecto de los metales sobre la actividad fotosintética, ¢rsi, de las biopeliculas, fue
menos pronunciado que el observado para la biomasa y sélo se manifesté una
disminucién de la ¢psy ante las concentraciones mds elevadas ensayadas (100 uM Cu,
1000 uM Zn y 100 uM Cu+Zn). Cabe decir, que no se encontraron diferencias
significativas entre las biopeliculas tratadas (p<0.05), obteniéndose una ¢pgy final del 55

al 70% menor a la inicial (Fig. 4.14).
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Flgura 4.14.Transporte relativo de electrones, como medida de la eficiencia fotosintética del fotosistema |l
{®psn) Inicial (dia 0; barras blancas) y final (dfa 5; barras negras) de biopeliculas expuestas al matal 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 biopeliculas 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 accién de cada uno de los metales, por separado, y los metales adicionados
conjuntamente: Ante el Cu 100 uM, la disminucién del ¢psy delinea una curva con un
descenso abrupto, tipica de compuestos téxicos muy especificos, mientras que la curva
del Zn 1000 uM indica un efecto téxico mads gradual. Por su parte, la curva de Cu+Zn
100 uM presenta un patron que puede calificarse de intermedio entre los casos
anteriores, lo cual sugiere que el efecto tdxico de ambos metales se ve amortiguado
cuando estan presentes en la mezcla (Fig. 4.15). Las curvas difieren significativamente

entre si (p<0.05).
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cuando estan presentes en la mezcla (Fig. 4.15). Las curvas difieren significativamente

entre si (p<0.05).
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Figura 4.15. Curva de respuesta de las biopeliculas a las dosis ensayadas de Cu 100uM
(rombos negros), Zn 1000pM {rombos blancos) y Cu+Zn 100uM (circulos con punto
central}, calculadas mediante el uso de la eficiencia fotosintélica ®esn (n=6)
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CAPITULO V
DISCUSIONES
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Consisting of life, environment is continually regulated by life for life
Lynn Margulis
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5.1. El JAL VALENCIANA RECIENTE
5.1.1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL JAL
Mineralogia y caracteristicas fisicas y quimicas del Jal

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 proporcion de carbonatos, muy baja proporcion de sulfuros minerales y mas de
30 elementos, algunos de los cuales corresponden a metales téxicos.

Aln cuando los desechos mineros suelen ser salinos (Nelson y Peterson 1972), la
muestra del jal reveld una baja concentracion de sales (Ce.1.7 mS-cm™, promedio), lo cual
puede deberse a que se trata de un jal reciente (Ye et al. 2002). Estos valores de
salinidad indican que las sales no dafarian a microorganismos sensibles (Richards
1974)".

El jal es también un sustrato pobre, en el que no se propician actividades microbianas
vitales para suelos, tales como la nitrificacion y la amonificacion (Flores-Delgadillo com.
pers) debido al practicamente nulo contenido de MO, propio de suelos infértiles (Tavera
1985), un exiguo contenido de P que limita el desarrollo vegetal (in Ye et al. 2002) y a una
escasa capacidad hidrica de absorcion y retencién de cationes nutrientes, tal como lo
indican los relativamente bajos valores de la CIC, posiblemente debido al bajo contenido
de arcillas y coloides organicos (Tamhave et al. 1978; Donahue et al. 1981; Abollino et al.
2002). En realidad, los resultados de MO entran dentro de lo esperado, ya que una baja
proporcién de compuestos organicos es una caracteristica 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 acidos, por la oxidacién de sulfuros minerales (MS)? que libera al ambiente iones
sulfato y protones (H*), segun la ecuacion general (Sand et al. 2001):

8MS + 8H*' + 8Fe® > B8M? + S’ +8Fe? +8H' (1)
Se’ + 120, + 8H,0 > 8S0.* + 16H’ (2)

Sin embargo, el cardcter ligeramente alcalino del jal Valenciana (pH 7.8+0.3) indica un
elevado potencial de neutralizacién, que puede deberse a la elevada proporcion de
carbonatos alcalino-térreos, principalmente CaCO,;, con wuna gran capacidad

' Richards (1974) sedala que suelos con valores de Ce menores a 2.0 mS cm’!, las sales no afectan los cultivo; si, por el contrario,
este valor fiuctia entre 2.0 y4.0 mS-cm!, los culfivos sensibles son dafiados por las sales
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amortiguadora®, que permiten se mantengan las condiciones neutras (Lin 1997). La
disolucién de carbonatos minerales consume H': '
CaCO; +H' > Ca® + HCOy (3)
CaCO; + 2H' — Ca® + H,CO; 4)

También los aluminosilicatos contribuyen a amortiguar el pH acido.

Asi, la elevada relacion calcita:sulfuros del jal, 12:1, indica que cualquier acidez
generada por la oxidacion de sulfuros serd amortiguada inmediatamente por la calcita. Por
lo anterior, Bloomberg (1992) y Oelsner (2001) concluyen que la lixiviacion acida no
representa un riesgo ambiental en el Distrito Minero de Guanajuato (in Carrillo-Chavez 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
cianuracién, en Otago, Nueva Zelanda. Cabe agregar que el bajo contenido de sulfuros
sugiere, ademas, que la extraccion y el beneficio por flotacion fueron muy eficientes

(Cervantes com. pers.)*.

La reconstruccion mineralégica indica la presencia del material riolitico®, material de
ganga y minerales alterados por la trituracion. 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-Chavez et al. 2003b). Los resultados de la
caracterizacién 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, Simén et al. 1999; Ye et al. 2002).

2 Sulfuros minerales como pinta (FeSz), pirrotia (Fep..S), arsenopirita (AsFeS) y esfarelita (ZnS), entre olros

3 Se define como capacidad amortiguadora del suelo como el numero de moles de H* o OH que se requieren para subir o bajar una
unidad el pH de 1 g de suelo {in Gee et al. 2000)

4 Segun Chappell y Craw (2002), un eficiente proceso de beneficio por flolacion (>90% de eficiencia) contribuye a generar desechos
con bajo contenido de sulfuros. Esto es relativamente cierto, na debe olvidarse el lipo de yacimiento explotado
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Metales del jal Valenciana reciente

Ya Basulto (1984) y Ramos (1991) habfan reportado15 de los metales detectados en
este trabajo (B, 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, solo confirman la presencia de tales elementos en los desechos de la region,
afadiéndose 15 mas al inventario. Diferentes autores reportan diferentes metales en
desechos mineros.(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 relacion de la geologia y geoquimica de los yacimientos explotados. No obstante, Allan
(1995) considera que Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, As, Cd, Sn, Hg y al Pb son los componentes

mas comunes.

En Valenciana, destaca la elevada concentracién de Zn y Se totales, los cuales
rebasan los valores comunes en suelos y los limites aceptables para suelos agricolas
(sensu Bornemisza 1982; Allowey 1990; Kabata-Pendias y Pendias 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-Chavez et al. 2003b)®.

Ademas en las muestras del jal Valenciana analizadas, Cr, Zn, Se y Cd totales estan
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 limites sugeridos por la Guia Suiza para Suelos (Gupta et
al. 1996). Por ultimo, la presencia del Hg en intervalos por encima de mg-kg™ (Tabla 4.1),
indica que el Hg es potencialmente téxico, ya que la concentracion de Hg en suslos debe
ser 0.3 mg-kg"', como maximo (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 mayorfa de los metales
analizados. En efecto, en suelos afectados por remanentes mineros del Reino Unido (RU)
se han detectado hasta 540 mg-kg™' de Cr (Alloway 1990) y hasta 2570 mg-kg" de Pb. (Li
y Thornton 2001), mientras que en suelos de EUA con la misma vocacién, se reportan
hasta 750 mg'kg” de Cr (Alloway 1990). Por su parte, He et al. (2002) informan de hasta
136 mg-kg'' de As en zonas con residuos de minas de carbén; mientras que en suelos del
RU severamente dafiados por actividad minera, se cuantificaron hasta 900 mg-kg" de As
(in Kabata-Pendias y Pendias 1992). Especialmente contrastante con los resultados del

6 En general, los minerales de Se asociados al Au son muy comunes
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presente, son los hallados por Simén et al. (2001) en suelos afectados por el derrame de
desechos mineros en Aznalcéllar, Espafia: hasta 2175 mg-kg' Cu, 36.8 mg-kg' Cd,
4293.4 mg-kg™' As y 65.6 mg-kg™ 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 realizé la caracterizacién de la zona mas
superficial del desecho, zona parcialmente oxidada (Carrillo-Chavez et al. 2003b), donde,
por lo general, las concentraciones de metales son mas bajas. Por debajo de esta zona,
los metales tienden a ser retenidos creandose una zona de enriquecimiento (Carlsson et
al. 2002). Por otro lado, aln a bajas concentraciones los metales ejercen efectos sobre
las propiedades de las comunidades bidticas (Dahlin et al. 1997). Ademas, aunque la
concentracion total de un metal indica el grado de contaminacion potencial, no permite
inferir su potencial toxico, ya que este pardmetro no ofrece informacion 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 quimicas en
las que estdn presentes, como iones libres, oxidos, carbonatos, sulfuros o estructuras
cristalinas (Salomons y Forstner 1980; Morgan y Stumm 1995; Li et al. 1995; Liy Thomton
2001). Asi, la extraccion secuencial informa acerca de la proporcion de metales
biodisponibles © moviles (fracciones intercambiable, adsorbida a carbonatos o
especificamente adsorbida) y de la proporcion de metales fuertemente unidos a los
constituyentes del suelo (fraccién residual) (Tessier et al.1979; Li et al. 1995). Es
importante acotar, sin embargo, que la distribucién de un elemento en las fases quimicas
de cada paso de la extraccién secuencial, no necesariamente refleja la accién adsorbente
de cada fase del material o matriz; cada fraccién se define en términos de los reactivos
empleados, por lo que deben ser consideradas como especiaciones quimicas relativas y
no absolutas (Tessier ot al. 1979; Li et al. 1995).

Formas quimicas de los metales del jal Valenciana reclente

Al inspeccionar los resultados de las extracciones secuenciales (Tabla 4.5), se verifica
que ninguno de los metales esta fuertemente unido a los minerales de la matriz (fraccién
residual), exactamente lo contrario a lo que sucede comunmente en suslos, en los que las
fases no residuales se asocian a material exégeno (Balasoiu et al. 2001; Abollino et al.
2002). E! tnico metal relativamente inerte en el desecho de Velenciana, fue el Ti. Cabe
recordar que ninguno de los metales detectados (Tabla 4.1) y analizados (Tabla 4.5) esta
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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 mayoria de los metales
esta asociado a oxidos de Fe y Mn, principaimente (Tabla 4.5). La preponderancia de
metales en forma de oxidos de Fe y Mn’, relativamente insolubles al pH registrado, se
explica por que tales 6xidos son adeptos a metales, particularmente a pH>7.0 (Tessier et
al. 1979), lo que sugiere que el Fe y el Mn juegan un importante papel en la adsorcion de
los demas cationes en el jal, especialmente el Fe, elemento mayoritario, que constituye el
1.9% de los dxidos presentes (Tabla 4.2). De hecho, Carrillo-Chavez et al. (2003b)
proponen que las superficies de hidroxidos de Fe son las que, probablemente, ejercen
mayor control en la complejacion de los cationes metdlicos en los desechos de
Guanajuato, sin despreciar el papel que juegan la calcita y, en menor grado, los minerales
de arcilla.

La tercera fraccién (6xidos de Fe y Mn) y las dos ultimas (MO-sulfuros y residual,
respectivamente®) son, por lo general, las mas estables, no bicdisponibles para plantas (Li
y Thornton 2001) siempre y cuando no se manifiesten cambios en el pH® y en el potencial
rédox'’. Cabe recordar que la cuarta fraccién representd la primera y segunda fase en
orden de abundancia del Se'' y Cu, respectivamente.

La primera fase, la intercambiable'?, indica que tan biodisponibles estdn los metales
(Gupta et al. 1996). Asl, una disponibilidad superior al 10% sefiala que el catién no esta
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, Tl y Pb son
elementos eminentemente biodisponibles (Tessier et al. 1979, Li et al. 1995) y con un
elevado potencial de lixiviarse (Gupta et al. 1996). Adicionalmente, se ha encontrado una
fuerte correlacion entre la suma de las fracciones intercambiable y unida a carbonatos con
la asimilacidon de ciertos metales por plantas (Ma y Rao 1997; Li y Thornton 2001), de

7 Recordando, la fraccion de metales unidos a éxidos de Fe-Mn fueron extraldos con NH-OH-HCI 0.04M en y Acido acético al 256% a
96°Cporéh

3La lrzoccim asociada a MO-sulluros operacionalmente definida por su extraccién con HNGs 0.02 y Hz02 al 30% a 85°C durante 2 h.
La fraccién residual, la titima de ta extraccion secuenciat sa define por la extraccion det residuo obtenido tras las cuatro extracciones
previas con agua reg:a HNO; (70%), HCIO« (60%) y HF (40%)

? Bajo ol ) del pH propicia la hzacién de los complej alicos (SM), libera metales (M)
al medio pot la ecuacion:

SM + xH* «+ SHx + M*
Donde x representa el numero de moles o prolones por ién de metal iberado.
19 El potencial réddox puede cambiar directa o indl te el estado de oxidacién de los metales; indirectamente, la forma quimica
del ibn metdlico puede modificarse medianle cambios en el estado de oxidacion de los ligantes -C, N, O, S (Schmiitt y Sticher 1995)
" Las principales fuentes de Se en la naturaleza son los sulfuros (Fishbain 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 biota,

En resumen, si bien la mayoria de los elementos estan primordialmente adsorbidos en
oxidos de Fe y Mn, en primer término, y a carbonatos y compuestos organicos/sulfuros en
segundo término, todos relativamente insolubles al pH registrado. Si el pH del desecho se
mantiene circumneutro a ligeramente alcalino, los metales permanecerdn en estas
fracciones, inmovilizados (Morgan y Stumm 1995; Stark et al. 1996). Esta condicién 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 proporcion de metales en fases
labiles, no residuales, y por la presencia de, al menos, 10 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 labil en las minas de carbén de China esta fuertemente
correlacionado con concentraciones de As en aguas subterrdneas.

Ciertamente, no todos los metales estdn en concentracién superior a lo recomendable
o comun para suelos, pero su presencia simultdnea, en adicion a los metales que sf
sobrepasan tales Iimites, puede maximizar su efecto téxico (Fargasova 2001).

5.1.2. CIERTAS CARACTERISTICAS DEL JAL DESPUES DE LOS BIOENSAYOS

Pese a ser un sustrato equiparable a un suelo muy pobre en MO, rico en minerales,
con una pobre estructura fisica, poco apta para el biodesarrollo, y con ciertos metales en
concentraciones por encima de los niveles fraza, el jal Valenciana fue colonizado por
microorganismos durante los BioE.

Los resultados sugieren que los cambios significativos en las caracter(sticas quimicas
del jal, se produjeron como consecuencia del desarrollo de las biopeliculas en los BioE,
estimuladas por la adicion periddica de agua. El por qué las biopeliculas se desarroilaron
sobre las muestras del desecho minero se explica posteriormente (seccion 5.2). En la
presente seccion se analizaran las consecuencias de la colonizacién de biopeliculas en

ciertas caracteristicas del jal.

12 La fraccién intercambiable se obluve mediante la extraccion de metales de !a muestra original con MgClz 0.5 M a temperatura

ambiente y durante 5 h
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Los principales cambios en ciertas caracteristicas del desecho minero, después de los
BioE se resumen en la figura 5.1.

egua

21 semanas
después
W——;?—'
sIncremonto de I1a materia arganica (de 0.7 a 3.4%)
sIncremento de la CIC (de 2.7 a 4 mag/100 g jal)

«Incremanto de Cu, Zn, Ni y As adsorbidos a carbonatos
sIncremento de Cu adsorbido a materia organica/sulfuros

*Disminucion de Zn y Pb en lixiviados

Flgura 5.1, Principales cambios en ciertas caracteristicas del jal Valenciana después de la colonizacién de
microorganismos durante los bicensayos en lotes irrigados

Implicaciones del incremento de la materia orgdnica

Indudablemente, la MO del jal incrementé como consecuencia de la presencia y la
actividad de las biopeliculas fotosintéticas en los BioE; el aumento fue de un orden de
magnitud tal que la muestra de jal se tornd de pobre (0.77+0.38%) a ligeramente rica
(hasta 3.12+0.76%) en MO (Tavera 1985), lo que indica un proceso de fertilizacién 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 biopeliculas
fototréticas en zonas en proceso de remediacion de minas de lignita, reportan
incrementos del 4 al 12% del carbono total después de un mes y debido a la aclividad
fotosintética de microalgas, dada la ausencia de plantas.

Al incrementar la MO del sustrato y durante los BioE, asciende la proporcion de
metales en esta fraccién (Abollino et al. 2002), lo que podria 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 incrementé
paralelamente al contenido de MO. Lo anterior se debe a que los compuestos organicos
presentan grupos funcionales en superficie (-OH, = ROH, R-COOH), que actuan como
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sitios de coordinacién, formando complejos estables (Morgan 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 1895). Entre todos los metales, el Cu
posee una gran capacidad de interaccionar quimicamente con los compuestos organicos
del suelo, debido a la elevada constante de formacién de los complejos organicos de Cu
(Morgan y Stumm 1995), los que tienden a acumularse en el horizonte superior (Kabata-
Pendias y Pendias 1992). Algo similar podria estar sucediendo en los desechos
colonizados por biopeliculas. Cabe agregar que en suelos neutros y ricos en MO, se ha
encontrado que el Cu tiende a estar asociado a MO vy arcillas, mayoritariamente (>30%)
(Schmitt y Sticher 1995).

La adicién de coloides organicos, que deriva en una mayor superficie quimicamente
activa (superficie coloidal polianionica), posibilita, a su vez, un ascenso en la CIC
(Tambhave et al. 1978, In Arias et al. 2002), como se registrd al finalizar los BioE en los
lotes colonizados por las biopeliculas. Respecto a la CIC, Babich y Stotzky (1985) indican
que la proporcion de metales intercambiables depende, en parte, de la CIC del medio vy,
éste, a su vez, de la cantidad de MO y minerales arcillosos. Por lo tanto, un metal en
sedimentos con elevado CIC, estara menos biodisponible y sera menos lixiviable'>.

Especies quimicas de metales y desarrollo de biopeliculas

En suelos alcalinos calcareos, los metales intercambiables suelen estar en menor
proporcion que en suelos acidos (Chlopeka et al. 1996; Flores-Delgadillo et al. 1998), ya
que se favorece la precipitacion de metales en las fases minerales secundarias. Lo
anterior redunda en una fijacion de metales en superficie de suelos (Gee et al. 2000), asi
como en la superficie de desechos mineros (Lin 1997, Newmam y Ross in Gee et al.
2000; Carrillo-Chavez et al. 2003a). Lo ultimo fue especialmente evidente en el caso del
Pb, ya que el Pb en lixiviados y en la segunda fraccion (asociada a carbonatos) se
correlacionan fuertemente. Asi, el elevado contenido de carbonatos en el jal Valenciana
(Tablas 4.3 y 4.4) puede estar jugando un importante ro! en la fijacion de ciertos metales,
como el Pb.

Asi, el desarrollo de las biopeliculas no sélo se tradujo en una capitalizacion de la
materia organica. Tan importante como ello, es el hecho de que biopeliculas autotréficas

$Asi, al incrementar la cantidad de coloides organicos, éstas se adsorben a las particulas minerales promoviendo la adsorcion de
compuestos inorganicos hidrofobicos y cationes metdlicos. Los minerales unidos a coloides organicos modifican las superficies
inorganicas, cambiando el nimero y la carga de sitios de complejacion y proveyendo, por lo tanto, de mas sitios para la adsorcidn de
metales (Arias et al. 2002)
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¥, pérticularmente, la presencia de SPE, ayudan a configurar las condiciones propicias
para la fijacién de metales al favorecer el ascenso del pH: las SPE de las biopeliculas
crean un microambiente de caracteristicas particulares, tales como su alcalinizacion
durante la fotosintesis (fijacion de CO;), resuitando un pH mayor en el interior y la
vecindad de las biopeliculas (Kuenen et al. 1986). Al elevarse el pH, se promueve la
precipitacion de metales, lo cual se traduce, en primera instancia, en una reduccion de las
formas solubles (Liehr et al. 1995), ya que un ascenso del pH favorece la adsorcién de
metales en la fase sdlida (Parmar et al. 2000), asi como la precipitacion de cationes en
formas estables, como oxihidréxidos y carbonatos (Lawrence et al. 1998; Rose et al.
1998, Parmar et al. 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 alcalinizacién del sustrato superficial.

Segun Lawrence ef al. (1998) y Rose et al. (1998) los proceso de coprecipitacion de
minerales secundarios (carbonatos, oxihidroxidos) son favorecidos por la presencia de
biopeliculas fototroficas. Particularmente, ha sido documentado el pape! de
cianoprocariontes en la formacion de precipitados de carbonatos metalicos (Thompson y
Ferris 1990; Ferris et al. 1995; in Phoenix et al. 2000. Ver seccidn 2.5). Por ejemplo, las
observaciones experimentales de Podda et al. (2000) sustentan la biomineralizacion
epicelular de la hidrozincita [Zns(CO,),(OH)e) inducida por la actividad fotosintética de
fototrofos presentes en las biopeliculas -Scytonema sp. (cianoprocarionte) y Chlorella sp.
(clorofita)- al darse una alcalinizacion del microambiente, dada la fijacion del CO, a partir
del HCO; disuelto y la liberacién de OH', de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

HCOy + H,0 — (CH,0) + OH + O; (fotosintesis) (5)
HCO; + OH —»CO5* + H,0 (6)
2C 0O + 5Zn% + 6H,0 — Zns(CO3)(OH)s + 6H' (7)

En este proceso, las SPE adsorben el Zn** que, junto con el COs*generado, provocan
una sobresaturacion local respecto a la fase de carbonatos, favoreciendo la precipitacion
de la hidrozincita (Podda et al. 2000).

Ademas de favorecer el incremento de nutrientes (MO) y de pH, la presencia de
biopeliculas en la superficie del sustrato propicia la conformacion de gradientes de gases
como O, y CO, (Liehr et al. 1995). Segun Percival et al. (2000), al alcanzar un grosor de

10 a 25 um, las condiciones en la superficie de la biopelicula se mantienen aerobias,

o —
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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 difusion de O, hacia los
estratos inferiores, asi como la difusién de agua (Peppas et al. 2000) y, por lo tanto, la
oxidacion de suifuros metalicos'. Asi, por ejemplo, el Se del desecho Valenciana fue el
unico elemento mayoritariamente presente en la fraccion MO-sulfuros (Tabla 4.7), la cual
se correlaciond fuerlemente con el Se total (r= 0.99). Ademas, no se manifestaron
cambios significativos en el Se asociado a esta fraccion después del BioE, respecto a la
muestra de jal original, lo que parece indicar que la presencia de microorganismos
oxigénicos en biopeliculas, o {a barrera que representa la biopelicula a la difusion del O,
no provocd la oxidacion de los minerales de Se-sulfuro'®,

Si bien las condiciones oxidantes en superficie favorecen la oxidacion de minerales
sulfurosos y la liberacién de Fe®' (ecuaciones 1 y 2), hacia la base de las biopeliculas
(zona anodxica) y bajo condiciones de pH neutro a alcalino se favarece la adsorcion de
metales en la fase sodlida (Parmar et al. 2000) y la precipitacidén de iones de, por ejemplo,
Fe y Mn en forma de oxihidroxidos (a-FeQOH, Fe(0H); y Mn{OH);) o carbonatos (FeCO,,
MnC0,), disminuyendo la presencia de las formas solubles (Lin 1997; Blowes et al. 1998):

2Fe™ + 1/20, + 5H,0 > 2Fe(OH); + 4H' (8)

La formacion de los precipitados de Fe¥ incrementa ante la presencia de carbonatos a
pH circumneutro (ecuaciones 3 y 4) y la oxidacion global puede ser presentada por la
ecuacion siguiente (Lin 1997):

FeS; + 15/40; + 7/2H,0 + 4COs* - Fe(OH), + 250%, + 4HCOy  (9)

La ecuacién (9) Indica que el acido generado es consumido, el pH permanece
circumneutro (Lin 1997) y el HCOj puede quedar disponible para la fijacion fotosintética
de CO; (ecuaciones 5-7).

Después de la precipitacién de Fe®', el As y el Zn pueden ser removidos de los
lixiviados, dada su elevada capacidad para adsorberse en los hidroxidos de Fe (Lin
1997). Adicionalmente, sobre las superficies de los oxihidroxidos puede adsorberse Pb
(Davranche et al. 2003). Como se indica en [a figura 5.1, Zn, As y Pb lixiviados en los

BioE fueron significativamente menores que en el control (ver mas adelante).

" Cabe recordar que el agua y la cantidad de oxigeno en ef sedimento influyen el estada rédox del mismo (Schmitt y Sticher 1995)
' Que son los minerales en los que comunmente se encuentra el Se (Fishbein 1995)
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Lixiviacion de metales en lotes de bioensayos y de control

La lixiviacién experimental del jal Valenciana no muestra cantidades considerables de
los metales, representando menos del 7% de las formas totales, a excepcién del Mo
(>50%). Estos resultados coinciden con lo observado por Carrillo-Chavez et al. (2003a),
quienes indican que la adsorcion y complejacion 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 depdsitos, procedentes de yacimientos ricos
en sulfuros (generadores de drenajes acidos). Las bajas concentraciones de los metales a
valores de pH circumneutro parecen ser caracteristicos de depdsitos de yacimientos de
cuarzo-calcita (Plumlee 1999).

Sin embargo, la concentracion de Zn y Pb lixiviados sobrepasan el limite méximo
permisible en descargas de aguas residuales vy lixiviados de suelo (5 mg Zn-I"' y 0.5 6 mg
Pb-I'1) estipulados por la normatividad mexicana (NOM-001-ECOL.-1996).

La presencia de biopeliculas no implicé un incremento de metales lixiviados; por el
contrario, favorecio la disminucion de Zn y Pb, en concentraciones significativamente
menores (p<0.05) que en los lixiviados de los lotes control (Tabla 4.8).

El Zn en lixiviados y el incremento de la MO (la presencia de biopeliculas) en los BioE,
se correlacionaron significativa y negativamente (r= -0.99), indicando que la presencia de
biopeliculas redujo la difusién vertical de Zn, incrementandose 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 disminucién del Zn lixiviado en los lotes con desarrollo de las biopeliculas, su
concentracion al finalizar los BioE continué por encima del limite méximo permitido en
lixiviados de suelo.

Por su parte, la retencion de Pb pudo ser consecuencia de su precipitacion en
carbonatos, como lo sugiere el que las cantidades de Pb en esta fraccién y en lixiviados
muestren una correlacion significativa e inversa (r= -0.90). Asf, la presencia de
biopeliculas parece favorecer la precipitacién e inmovilizacion del Pb, dada las diferencias
significativas entre el control y los BioE para ambas fracciones del Pb.
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El As determinado en lixiviados sobrepasé los limites de la norma mexicana (0.2 mg-I'")
y se mostré muy por encima de lo recomendado para agua potabie en la CE (10/\|g~l" As)
(Battaglia-Burnet ot al. 2002; Katsoyiannis et al. 2002). La presencia de biopeliculas, sin
embargo, disminuyd significativamente (p<0.05) la proporcidn 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-Chavez et al. (2003b), quienes alertan sobre un peligro
potencial de lixiviacion de As hacia agua subterrdneas y cuerpos de agua superficiales de
la region, con concentraciones de 0.009 a 0.50 mg-As I,

Ademas del Zn, As y Pb, el Mn y Se lixiviados en control también sobrepasan los
limites permitidos para agua potable de la CE (De Gregori et al. 2002; Katsoyiannis ot al.

2002).

Por dltimo, las biopeliculas, pero espsciaimente sus SPE, favorecen también la
reduccion en la difusidn del agua (Tabla 4.7), interfiriendo, a la larga, en la lixiviacién de

metales (Simms et al. 2000).

5.2. MICROORGANISMOS ASOCIADOS AL JAL VALENCIANA
5.2.1. COLONIZACION DE MICROORGANISMOS DURANTE LOS BIOENSAYOS

Con humedad suficiente, la superficie del suelo pronto es colonizada por comunidades
de microalgas y clanoprocariontes en asociacion con bacterias y hongos y, en los BioE
con el desecho minero, los resultados obtenidos indican que la condicién de riego fue
necesaria y suficiente para inducir el desarrollo de microorganismos en la superficie de la
muestra de jal Valenciana. Si bien el T4 también inclula riego, pero sobre una muestra de
jal esterilizado, la ausencia de biopellculas en este lote confirma que los microorganismos
desarrollados en los lotes no son producto de la contaminacién, sino de la inoculacién ex-
profeso.

Los resultados también indican que el preestablecimiento de autdtrofos favorecio el
desarrollo de los microorganismos heterétrofos (bacterias y hongos)'®, ya que la mayorfa
fueron aislados de muestras de jal previamente colonizadas por las biopeliculas
fotosintéticos. Se ha encontrado que ciertas bacterias dependen del carbén presente en

1%Como se dard, todas las bacteri bias doterminadas respondieron positivamente a la prusba de glucosa. Las hongos,
como los géneros Aspergillusy Penicillium, por ejemplo, requieren de MO, ademas de humedad (Herrera y Ulioa 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 organica como consecuencia de la actividad
fotosintética, provoca el establecimiento de formas heterdtrofas. Sélo las levaduras
Candida albicans y Rhodotorula rubra se desarrollaron apartadas de las biopeliculas y,
unicamente, 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 biopeliculas fotosintéticas. En el caso paricular de las
bacterias anaerobias de los BioE, especies dvidas por compuestos nitrogenados, su
presencia se explica con relacion a la de los otros microorganismos, dados sus
requerimientos nutricionales. Asi, la coexistencia de especies aerobias y anaerobias es
viable, y lo es gracias a la estructura misma de las biopeliculas, con zonas de menor
difusion de oxigeno (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 colonizacién microbioldgica
de sustratos afectados por contaminantes generados en la industria minera; tres de ellos,
relatan la sucesidén de microorganismos en zonas afectadas por desechos de minas de
carbon (Lukesova y Komarek 1987; Frouz et al. 2001) y de lignita (Jahnke y Priefer 2002),
en los que se comenta que los organismos fotosintéticos son los pioneros (ver
antecedentes). El trabajo de Lukesovad y Komdrek (1987) se concentra en algas
colonizadoras del desecho de las minas de carbdn; los investigadores comparan las
comunidades en relacidén con la vegetacion presente (como parametro temporal) y
reportan que, en las etapas tempranas de la sucesidn {3-6 meses, sin vegetacion), las
algas se desarrollan como células solitarias y esporddicas (Chlamydomonas thomassonii
y Chlorella vulgaris); siendo las clorofitas las formas pioneras, mientras que el desarrollo
de cianoprocariontes (tales como Leptolyngbya edaphica y Nostoc sp.) sobreviene
después al cabo de afo.

Asi, los resultados de los BioE solo representan una corroboracién mas de que los
eventos de colonizacién en ambientes oligotréficos'’, como el jal, son desatados
fundamentalmente por microorganismos fotosintéticos (Booth 1941; Lukesova y Komérek
1987). Ademas, los resultados del presente dan cuenta de eventos de colonizaciéon més
acelerados, por tratarse de un proceso in vitro bajo condiciones controladas de luz,

temperatura y humedad.

17 Bajo a nulo contenido de nutrientes
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5.2.2. LAS CARACTERISTICAS DEL SUSTRATO Y DE LOS MICROORGANISMOS

Cabe preguntarse por qué fue posible el desarrollo de microorganismos sobre
muestras del jal, inhdspito y con metales toxicos, 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
toxicoldgicos. 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 Chlorella vulgaris, Chlorococcum sp., Cocconeis placentula y
Fragilaria construens, y los hongos Penicillium sp. y Aspergillus niger. Algunas de estas
especies ya habian sido descritas en jales de Guanajuato (Rodriguez-Vergil 1997; Garcia-

Meza 1999).

Tolerancia especifica
Tras ser crénicamente expuestas a altas concentraciones de Cu y Zn in vitro,

cianoprocariontes y las clorofitas de la biopelicula del jal Valenciana, mostraron ser muy
tolerantes a estos metales'®. De hecho, ambos grupos de organismos han sido reportados
en biopeliculas de corrientes afectadas por desechos mineros (Anagnostidis y
Roussomoustakaki 1988; Genter y Lehman 2000; Pawlik-Skowronska 2001) y en cultivos
enriquecidos con metales comtinmente 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 influyd, finalmente, en su capacidad fotosintética y
abundancia relativa, tal y como lo revelan los valores de €,y de F, obtenidos con el
PHYTO-PAM. En efecto, en las biopeliculas expuestas al Cu, incrementé la proporcion
relativa de clorofitas, de magnitud tal que estas algas verdes resultaron ser el grupo
dominante desde el primer dia del tratamiento, mientras que el ¢, de cianoprocariontes

'8 La tolerancia de la biopelicula se tfoma mas evidente al comparar la tolerancia a Cu y Zn de microalgas y cia i
p de olros y con dif niveles de melales. A pesar de que el nimero de concentraciones ensayadas en el

exparimento no permiten obtener una eslimacién real del limite de concentracion tolerable {ECsq), los resultados ravelan un descenso
en Ia actividad folosintélica de tan solo el 30 y 44% para Zn 1000 yM y Cu 100 pM, respectivamente, mientras que Paulsson 6! al.
(2000) obtuvieron ECso de Zn 56 pM {3.66 mg-kg ')en perifiton expuesto a Zn en el rio Gota Alv (Suecia), y Takamura e al. (1889)
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mostré tan notable reduccién que, hacia el quinto dia, mostré valores de cero. De lo
anterior, resulté un cambio en la estructura taxondmica original de la biopelicula, como se
ha reportado en diversas comunidades de fitoplancton (in Babich y Stotzky 1985). Este
cambio pudo deberse a que, en general, las clorofitas, especialmente las Chlorococcales,
son mas resistentes al Cu que los cianoprocariontes (Takamura et al. 1989; Takamura et
al. 1990). De hecho, Guasch et al. (2002) notifican la omision total del cianoprocarionte
Phormidium (aislada de un rio oligotréfico y calcareo en la zona del Mediterréneo,
Espafia) en cultivos enriquecidos con Cu en concentraciones superiores a 1 aM (0.064
mg-kg™'). Por lo tanto, si un ambiente comienza a contaminarse con Cu, es de esperarse
que se den cambios en la estructura taxondmica de las biopeliculas residentes, de
clanoprocariontes a clorofitas, como ya ha sido documentado por Soldo y Behra (2000).

Por el contrario, en los tratamientos con Zn 1000 M y de la mezcla Cu+Zn, el , de
clorofitas disminuyé y el de cianoprocariontes fue menos afectado, manteniéndose como
el grupo dominante de la biopelicula, pues los cianoprocariontes son mas tolerantes al Zn
(Genter et al. 1987) y a la presencia de los dos metales (Genter y Lehman 2000; Shehata
at al. 1999), aun en condiciones naturales (Guasch et al. 2002). En efecto, ante Cu+Zn,
los resultados sugieren que el Zn atenua el efecto toxico 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 tf?psn ante Cu+Zn al 100 MM, 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 sefialado como antagonista de varios
metales, provocando una répida disminucion del efecto toxico de éstos (Lee ot al. 1994;
Fargasova 2001), particularmente al Cu (Starodub et al. 1987). Adicionalmente, se ha
demostrado que algunas respuestas contra metales toxicos tales como la produccién de
fitoquelatinas en clorofitas filamentosas, es mas 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 biopeliculas del jal Valenciana con varios

metales presentes'®,

reporian una ECso en |a lolosintesis de 20 pM de Cu (1.27 mgkg'}y 1000 uM de Zn (65.3 mgkg'!), para fitobentos fluvial en regiones

con desechos mineros
1% Cabe agregar que Cu y Zn difieren en su tipo de accion, 1o cual es claramente visible en las curvas de la Figura 4.13. La diferencia

snlre Cu y Zn se debe a la actuacién lan especiiica del Cu, un polente inhibidor de la fotosintesis, qua inactiva el transporte de

en el PSII, p do la disminucitn del campo cudnlico (Shioi ef al. 1978, Uribe y Slark 1982, Samson ef al. 1988;

Mohanthy et al. 1988). Por el contrario, el Zn opera de manera mespec:!lca sobre el aparto lotosintético y, por ende, sobre la actividad
fPE‘ NI r\ 1«
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Mecanismos de proteccion a metales en biopeliculas

Uno de los resultados mas evidentes del ensayo toxicolégico, fue el aumento en la
produccién de SPE, directa y proporcional a la concentracién de los metales adicionados
al medio de cultivo. El incremento en la produccién de SPE ha sido hallado como una
respuesta general de bacterias (in Teitzel y Parseg 2003) algas y cianoprocariontes (Les y
Walker 1984; Pistocchi et al. 1997; Pistocchi et al. 2000; Jang et al. 2001) somaetidos a
estrés por metales téxicos La presencia de SPE eleva la posibilidad de que los cationes
metdlicos sean acumulados e inmovilizados extracelularmente, retardando asi su ingreso
a citoplasma y, por lo tanto, su efecto toxico sobre procesos metabdlicos vitales (Lombardi
et al. 2002). Lo anterior se evidencia al comparar la concentracién de Cu y Zn en la
fraccion 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 proteccién efectiva contra
metales en biopeliculas. Esta efectividad también se indica en funcién de que su alta
capacidad de sorber metales fue completa desde el primer dia de exposicion, debido a
que los sitios de unién se saturan rapidamente, tal y como ha sido sugerido por Vymazal
(1984) y confirmado por Harris y Ramelow (1990). Los dltimos notaron que el 90% del Cu
es adsorbido por las SPE dentro de los primeros 15 min de interaccion y el metal
remanente es adsorbido de manera mas lenta.

Considerando el mecanismo general en la produccién de SPE, se advirtieron
diferencias importantes entre las biopeliculas tratadas con los metales individuales y la
mezcla de ambos, resultando en menos Cu y menos Zn sorbido por unidad de area en los
ultimos, que en las biopeliculas tratadas con los metales agregados por separado. Lo
anterior se puede explicar como efecto de la existencia de relaciones de competencia
entre los iones metalicos (Crist et al. 1981; Arias et al. 2002), que resulta en una
capacidad de unidn diferencial a los sitios cargados, siendo mayor para el Cu que para el
Zn (Kaplan st al. 1987; Crist of al. 1981; Harris y Ramelow 1990), debido a que el
potencial idnico v la electronegatividad del Cu son mayores® (Arias et al. 2002).

fotosintética (Lehmann et al. 1999). La toxicidad del Zn se relaciona ( e con su interf ia en el de fosloro,
disminuyendo la disponibilidad de este nutriento, aun a bajas concentraciones de Zn {<0.05 pM 6 3.18 pgkg') (Paulsson et a!. 2000;
Paulsson et al. 2002). Lo ultimo, permite que las del biopelicula no surieron estrés adicional por deliciencia de

nutrientes durante los expenmentos, como lo indican la concentracion finel de foslatos en todos los ensayos {<0.03 uM) y el
incremento del ¢y de ambas especies en los controles (Fig. 4. 10) (Parkhill et af. 2001)
20 Suponiendo que la adsorcion a las SPE i s eleclroestéticas
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Mecanismos de tolerancia en los blopeliculas adaptadas a metales

Existe una vasta literatura relativa a los mecanismos que confieren resistencia a
metales a especies algales y cianoprocariontes (Capitulo Il, apartado 2.3). Otra respuesta
en biopeliculas de habitat contaminados con metales, es la que permite mantener una
elevada eficiencia fotosintética en el PS-II (lvorra et al. 2002), pese a que la biomasa se
vea afectada. Es decir, es posible que el Cu, por ejemplo, induzca una reduccion del
contenido de clorofila, mientras que la® psy no cesa del todo, como lo reportan Barranguet
at al. (2002). Los resultados de los ensayos realizados confirman la observacion anterior
ya que, aun cuando parte de la biomasa de la biopelicula se perdid, los organismos que
permanecieron continuaron efectuando la fotosintesis, como lo indican los valores de
stu-

Los resultados del ensayo toxicoldgico sustentan la hipotesis de Guasch et al. (2002),
la cual plantea que los cambios estructurales (biomasa y abundancia relativa de los taxa)
son mas comunes que los danos funcionales (v. gr. eficiencia fotosintética) como
resultado de la exposicién de biopeliculas a metales toxicos®', ya que las especies que

permanecen, continan activas.

Comunidades tolerantes a metales

Las observaciones anteriores se sintetizan en la hipétesis propuesta por Blanck et al.
(1988) de que la Contaminacion Induce a Comunidades Tolerantes (PITC, por sus siglas
en inglés), y que ha sido considerada por otros investigadores, particularmente en
biopeliculas de ambientes acudticos (in Babich y Stotzky 1985; Admiraal et al. 1999;
Lehmann et al 1999; Ivorra et al. 2000). Algunas investigaciones con comunidades
edéficas apuntan hacia la misma direccién (Diaz-Ravina et al. 1994; Diaz-Ravifa y Baath
1996; Baath et al. 1998; Giller et al. 1998). Cabe agregar que Diaz-Ravifia et al. (1994)
reportan tolerancia en comunidades microbianas de suelo, no sélo cuando éstas eran
expuestas a un metal (como Ni, Cu, Zn o Cd), también como respuesta a la presencia de
una mezcla de metales; asi, observaron que el Cu inducia la tolerancia a Cu, pero
también a Ni, Zn y Cd, aunque no a Pb. Algo similar podria suceder en las biopelfculas del

desecho minero.

2'Ensayos toxicolégicos con litoplancton, por ejemplo, han que exista la sensibilidad a melales varia notablemente enire
las dif pocies y que al ir nlar la cor i6n del metal en o medio, se verifi bios en la composicion (cambk
estructurales), siempre que ol metal esté en concentraciones que no afecten las funciones basicas, como la folosintesis (Gustavson et
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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
biopelicula fototréfica. Los resultados indican de que las biopeliculas que se desarrollaron
in vitro, sobre la muestra del jal, gozan de una relativa biodiversidad microbiana,
especialmente en cuanto a tipos metabdlicos (autdtrofos y heterdtrofos, aerobios y
anaerobios). Ello es relevante en términos ecoldgicos, ya que la agregacion de
microorganismos maximiza las capacidades metabdlicas®® debido a interacciones
interespecificas (Sutherland 1999). Justamente, se sabe que los productos extracelulares
de cianoprocariontes y algas (écidos organicos, carbohidratos, compuestos nitrogenados
y vitaminas, principalmente) mantienen selectivamente el desarrollo de una gran variedad
de bacterias (Nalewajko 1977) ?*, Se sugiere entonces, que la estancia y el devenir de
los microorganismos de los BioE, también resulta de su potencialidad de conformar
unidades dindmicas o biopeliculas, con propiedades emergentes particulares como son
las interacciones descritas, de interdependencia, y que reflejan cierta madurez y
estabilidad del sistema bioldgico. Adicionalmente, las biopeliculas fototrdficas actian
como reservas de nutrientes y energia®, por lo que son el sustrato ideal para el desarrollo
de microorganismos de niveles tréficos méds complejos.

En general, las relaciones interespecificas modifican la reaccidn de las especies a la
presencia de toxicos en el ambiente (Bérard et al. 2002).

Por tanto, dado su habitat original y considerando la permanencia de formas tolerantes,
fotosintéticamente activas, se infiere que la elevada tolerancia a metales en las

2 Sg oplimiza la utilizacién de los recursos med imas (rutas bolicas) compl ias; los producios de desecho de un
LPO de microorganismo pueden ser fuenle de eneryla para otro (Margulis y Sagan 1966)

Particulammente inleresants, y un buen ejempio do una relacién simbittica, es la liberacion do ina Bz y tiamina {por
Pssudomonas spp. y Bacillus spp.) que estimulan el i de ciertas di y clorofitas (Fogg 1962; Nalewajko 1977).
Rhodotorulay Candida, los géneros de levaduras mas comunes de la son también imp productores de vilaminas

del complejo B, que adicionan al ambisnle (Herrera y Ulloa 1990). Claro esté, algunas secreciones celulares inhiben ef desarrollo de
olros microorganismos; Lal es el caso de antibiticos como la penicilina y la estreptomicina, a ios cuales los cianoprocariontes son muy

sensibles (Skujins 1992)

24 Respecto a las interacciones troficas, las especies folosintélicas aseg el ab imi de id fuente de energia
durante la respiracién aarobia y el b i pero que son fich idk hasta COz por especies aerobias,
gracias a la produccidn de oxigeno. Entre tanlo, las b lisacAridos en cantidades fales que pueden exceder su
biomasa y son aprovechados por os otros grupos microbiolégicos. Por su pann Pseudomonas participan en la reduccion de nitratos y

algunas Bacillus fijan nitrégeno, mientras que las baclenas lipo clostndio dotan do compueslos nitrogenados mediante el catabolismo
de profeinas. Simultdneamente, los cianoprocanontes fijan nitrogeno atmosfénco. Los hongos, por su parte, liberan alcohales, Actdo
organicos, polisacaridos, enzimas, lodos valiosos para la f én, la pu 6n y otros p de d

bacleriana. El que baclenas de los géneros Pseudomonas y Bacillus iguren como parte del mlcrocosmos asociado al jal, es muy
alentador, dado e} papel ecoldgico que juegan en suelos, como su capacidad de descomponer casi cualquier tipo de compueslo
organico, como azucares, dcidos organicos, alcoholes y hasla compuestos ciclices. Parti Bacilius, imp )es p

del suelo, pueden descomponer recias sustancias de origen vegetal, inciuyendo celulosa, pues se saba que ios metales inhiben ta
tasa de descomposicion de ciertos compuestos organicos (in Chew et al. 2001)

2 Funcién debida a las SPE, principaimente, que retienen y acumulan nutrentes; ver antecedentes 2.3
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biopeliculas del jal Valenciana es consecuencia de las presiones de seleccién que operan
en el habitat original, en concordancia con et concepto de PICT (Blanck et al. 1988), tanto
como de su capacidad de desarrollarse en biopeliculas, donde cohabitan especies
tolerantes y sensibles a metales, sustentados por la actividad fotosintética. Los principales
constituyentes de biopeliculas, las SPE, representan un importante mecanismo de
tolerancia contra metales toxicos. Esta tolerancia hace de las biopeliculas potenciales

agentes para la remediacién de! desecho minero.

5.3. PROPUESTA PARA LA BIORREMEDIACION DEL JAL VALENCIANA
Caracteristicas estructurales del jal Valenciana: Implicaciones para su
bilorremediacion

Un sistema dinamico como el suelo, representa un proceso continuo de interacciones
entre sus tres principales componentes: compuestos inorganicos, orgdnicos Yy
comunidades microbianas. El jal, que no es un suelo, sélo posee el primero y pobremente
estructurado; por lo que las oportunidades para el desarrollo exitoso de comunidades
vegetales como una propuesta de remediacién, son practicamente nulas. Ademas, el jal
Valenciana es un sustrato infértil y, bajo las condiciones originales, continuaréd
presentando problemas de fertilidad, dado los valores registrados de la CIC, por lo que la
adicion de fertilizantes tampoco es de utilidad en el corto pilazo.

Algunas propuestas sugieren fertilizar los desechos. Los resultados de esta
investigacion indican que ello es inoperante, ya que se dara una pérdida de los nutrientes
por lixiviacion. Propuestas mads especificas consideran adicionar materia orgénica
proveniente de aguas negras o residuales. Aunque los resultados no permitieron llegar a
una conclusidn al respecto, se considera que adicionar aguas residuales es
particularmente riesgoso, no sélo parque contienen cantidades significativas de metales,
provocando problemas de contaminacion a veces irreversibles (Khan y Scullion 2002);
ademas, se ha observado en suelos que la aplicacion de aguas negras acelera la pérdida
de C vy la lixiviacion de nitrégeno, eleva la concentracién de las fracciones labiles de
metales, particularmente de las formas biodisponibles dada la conformacion de complejos
organicos muy inestables y solubles, asi como la solubilizacion y lixiviacidn de metales,
sobre todo en épocas de lluvia (Stacy et al. 2001; Wilden et al. 2001; Kaschl et al. 2002;

Khan y Scullion 2002).

e
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Adicionaimente, el jal Valenciana presenta, al menos, 18 metales, la mayoria de los
cuales se encuentran en fracciones no residuales, por 10 que existe un potencial toxico
inminente, mientras que las fracciones intercambiables de Zn, As, Se, Cd y Pb reflejan
claramente que se trata de metales potencialmente biodisponibles. Por tltimo, se constaté

la presencia de Hg en el intervalo de mg-kg™.

En sintesis, la elevada disponibilidad de ciertos metales, el bajo contenido de materia
organica y la pobre estructura fisica 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, ademds, acumulan metales en sus
tejidos, particularmente en raices y tallos, y también en semillas (Ernst 1988; Madején et
al. 2002; Rai et al. 2002)®. Finalmente, la acumulacién de metales maximiza los efectos

téxicos de los mismos via cadenas alimenticias.

La remediacion del jal requiere, entonces, de seres vivos que gocen de una relativa
independencia respecio al abasto de nutrientes, que desaten la generacién de MO
(fertilizacion natural), propicien la fijacion de metales tdxicos y que reaccionen
favorablemente a la presencia simultanea de las diferentes fracciones de tales elementos.
Una vez consolidada esta cobertura orgdnica, el desecho es susceptible a la colonizacion

exitosa de especies vegetales.

Uso de biopeliculas para la remediacion del jal Valenclana

La elevada tolerancia de las biopeliculas a las condiciones del jal, particularmente a la
presencia de metales toxicos, los hacen potenciales agentes para la remediacién del
desecho minero.

Las propiedades emergentes de la biopelicula, particularmente las ligadas a la
secrecién de las SPE, también hacen de éstas candidatas idéneas para subsanar la pobre
estructura fisica del jal Valenciana, ya que las SPE unen las particulas del suelo en una
capa Unica y consolidada (Zulpa de Caire et al. 1997), contribuyen a reducir la erosién de
particulas asi como a menguar la difusidon vertical de agua, incrementan, a su vez, la

2 Rai ef al. (2002) dan cuenta de la acumulacién de Cr, Cd, Pb y Cu en semillas de Euryale ferox, proceso comelacionado con la

concentracion de estos metales en el sedmento y en charcos
2 Chinampas, del Nahuall Chinamill (tejido de ramas y caﬁas)y pan{encima de)/leneno de corta exiension en los lagos de la Cuenca

de México, dondo se cultivan fores y legumbres
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expansién hidrica de manera horizontal en el drea que ocupe la biopelicula.
Especialmente importante para el jal, un material pobre y susceptible de permanecer
intértil, fue el incremento de MO y la CIC: Ia fertilizacidn natural del jal, representando una

consecuencia mas de la presencia de estas unidades bioldgicas.

La produccidn de SPE puede favorecer el establecimiento de gradientes fisicos y
quimicos que propicien la biomineralizacion y precipitacion de minerales. De hecho, las
SPE participan en la biomineralizacion, secuestrando metales (Phoenix et al. 2000, Podda
ot al. 2000; ver seccion 2.4). Asi, las SPE y las costras biominerales pueden estar
actuando de manera reciproca, maximizando el importante papel que las SPE juegan en
el devenir de la biopelicula, particularmente en su accidn protectora en ambientes
extremos (v. gr. elevada irradiacion solar, periodos largos de sequia), y por su accién
desintoxicante y de proteccién contra metales (Stauber y Florence 1987; Lawrence et al.
1998; Admiraal et al. 1999; Wilson et al. 2001).

Se juzga entonces, que el desarrollo de biopeliculas es el primer paso de la
remediacion dc? jales, como detonador del establecimiento de redes tréficas mds
complicadas. éstas, ademas, representan un mecanismo de remediacion no agresivo
para e! ambiente y que impide cambios bruscos en el ecosistema, lo que lo hace aiun mas
atractivo (Brierley et al. 1989; Garcia-Meza 1999). Asi una unidad dindamica, con
propiedades emergentes que:

Promueve el incremento de materia orgénica

Genera gradientes quimicos y condiciones fisicas para la precipitacion de metales

Favorece la biomineralizacion de metales

Limita la difusidn de agua y de oxigeno

Consume la produccion de acidez

Retiene metales en forma de complejos organicos o adsorbidos en SPE

Es relativamente autosuficiente una vez desarrollada
Representa una excelente opcién para remediar desechos mineros, configurando un
sistema cuaternario de microorganismos-MO-metales-minerales, en una vasta
orquestacion de reacciones que controlan la movilidad de los metales, a valores de CIC,

potencial rédox y pH dados.
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Surge, clertamente, la pregunta de por qué las biopeliculas no se desarrollan de
manera espontdnea y considerable sobre los desechos mineros. Se sugiere que los
factores limitantes son la radiacion solar directa, que provoca elevadas temperaturas en la
superficie del sustrato, y la nula humedad durante el periodo de estiaje. En efecto, en los
periodos de lluvia es posible constatar la presencia de incipientes biopeliculas
fotoautdtrofas y se han observado biopeliculas en jales antiguos y localizados en
microclimas favorables para su desarrollo: cafadas con una mayor humedad ambiental
relativa y presencia de plantas proveedoras de sombra (Sosa-Luna 1995; Garcia-Meza
1999).

Una propuesta interesante para la remediacion de jales, se ha denominado
chinampas®jal (Sosa com pers.), que no implica la produccién de cultivos para su
consumo, sino un sistema de manejo para fomentar el crecimiento de microorganismos en
aquellas fracciones de los jaleros que han sido abandonados. Las chinampas-jal tendran
tres caracteristicas fundamentales: (a) la superticie del jalero sera parcelado en recuadros
de dimensiones adecuadas para su facil 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 evaporacién. Los fotoautétrofos se
desarroliardn con el aporte periédico de agua en torno a las chinampas-jal. Los demas
microorganismos lograran su desarrollo gracias a la presencia de los pioneros. Cabe
anadir que Stark et al. (1996) recomiendan emplear caliza como sustrato principal en
labores de restauracion de zonas afectadas por metales, para que el pH no disminuya, se
mantenga bajo el potencial rédox y los metales libres formen carbonatos, reduciendo as{
su biodisponibilidad. Es justo recordar que el jal de Valenciana no requiere de carbonato
adicional®, ofreciendo de manera natural los beneficios descritos.

% La zona aledafia al jal Valenciana posee {sticas a de hecho, hay vestigios de homos antiguos de cal (Cervantes
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Para que comience la vida, se necesita una rica red de relaciones facilitadoras.
Se Irala de cooperacion, ayuda, enriquecimiento muluo.

No es un mal modelo para principiantes!

Brian Goodwin
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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 proporcién de carbonatos y bajo contenido de sulfuros indican un
bajo potencial de generar drenajes dcidos (carbonatos:sulfuros, 12:1). Ademds, posee
baja proporcion de sales, bajo contenido de materia organica y baja capacidad de
intercambio catiénico. )

El material presenta 18 metales.traza, algunos potencialmente toxicos y presentes en
concentraciones que sobrepasan los limites permitidos para suelos en las legislaciones
de algunos paises de la CE: Zn Se, Cr y Cd totales y Cu y Pb intercambiables. En la
legislacién nacional no se estipulan los limites permitidos de la mayoria de los metales
(formas totales) para suelos y no existe una legislacion que defina los limites de las
formas biodisponibles.

Los metales se presentan en formas no residuales, quimicamente activas,
principalmente asociados a la fraccion de 6xidos de Fe y Mn. Adicionalmente, Zn, As, Se,
Mo, Cd, Sb, Tl y Pb intercambiables estan en proporciones por encima del 10%, es decir,
poseen un elevado potencial de ser asimilados por la biota.

Los resultados sugieren que la especiacion de los elementos en el residuo minero
Valenciana estéd gobernada por reacciones superficiales de complejacién en compuestos
inorganicos como carbonatos, dxidos y sulfuros, dada la baja proporcién de elementos

lixiviados.

A pesar de ser un sustrato inhdspito y potencialmente toxico, se desarrollaron
biopeliculas fotosintéticas en la superficie de las muestras del jal Valenciana. Estas
incluyeron 6 especies de algas y 10 de cianoprocariontes, entre las que se destacaron,
por su abundancia y permanencia, los cianoprocariontes Oscillatoriales (Phormidium y
Pseudanabaena) y las clorofitas Chiorococcum sp. y Chlorella vulgaris. También se
constatd la presencia de bacterias aerobias (16 especies), bacterias anaerobias (2
especies) hongos (5 especies) y levaduras (3 especies).

Las biopeliculas colonizaron la superficie del jal en los bioensayos hasta cubrir el 76%
del area durante 21 semanas, favorecidas por el aporte periddico de agua y las
condiciones relativamente estables de los bioensayos (humedad, temperatura e
incidencia de luz). La adicién 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 biopeliculas implicé alteraciones en ciertas caracteristicas de un
ambiente alterado per se, como un incremento en el contenido de materia organica del
jal, superior al 200%. Lo anterior indica el activo papel de los microorganismos en la
capitalizacion de nutrientes.

Se sugiere que las condiciones microambientales que controlan la especiacion de la
mayoria de los metales no son alteradas por la presencia de biopeliculas, como lo indican
los resultados de las extracciones secuenciales antes y después de los BioE. Los
cambios mds significativos después de los bioensayos implican a metales muy téxicos:

(i) incremento de Ni, Cu y As adsorbidos a carbonatos/especificamente adsorbidos,

(i) incremento de Cr, Ni y Cu adsorbido a MO-suifuros,

(iii) disminucion de las formas intercambiables de Co y Pb,

(iv) incremento de la forma biodisponible del As, y

(v) disminucidn de las concentraciones absolutas de Zn y Pb y la proporcion relativa
de As en los lotes colonizados por biopeliculas.

Pese a la disminucién de Zn y As lixiviados en lotes colonizados por biopeliculas
respecto al control, sus concentraciones continuaron por encima de los imites
permitidos por las normas mexicanas para lixiviados de suelo.

Los resultados anteriores sugieren que el desarrollo de biopeliculas contribuye a
disminuir el potencial toxico del desecho minero. La movilidad de metales, sin embargo,
requiere de un andlisis mas 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 o;(ido-reductoras del desecho, pues éstas
propician la absorcion, adsorcion, desorcion y coprecipitacion de metales en las diferentes
tases mineraldgicas, tales como los oxihidroxidos, sulfuros y carbonatos. Asi mismo, se
recomienda hacer analisis minuciosos de los productos de alteracién microbiana
(complejos metalicos formados durante el procesos de recolonizacién) mediante pruebas
microscopicas (microscopio de barrido, microscopio de fuerza atémica o CLSM) y
espectroscopicas para describir la dindmica de los metales a lo largo de los estratos

{Monroy com. pers.).

Las biopeliculas son una unidad ecoldgica integral, que representan un paradigma de
la optimizacién de los recursos en condiciones extremas. Sus caracteristicas intrinsecas
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posibilitan la residencia de microorganismos sobre la superficie del jal Valenciana, pese a
las caracter/sticas del mismo en términos de nutrientes y presencia de elementos téxicos.
Los resultados de toxicidad sustentan la propuesta de esta investigacion, de que la
elevada tolerancia de los fotoautotrofos en biopeliculas emana como propiedad
emergente de una unidad dindmica, la biopelicula en si, y no como la suma de las
tolerancias individuales de los microorganismos integrantes, al crearse una estructura
gelatinosa que protege contra los metales, via la secrecién de SPE, donde los metales
son inmovilizados extracelularmente.

El activo papel en la fertilizacion natural del desecho, la reduccidn de la filtracion de
agua, la disminucion de la lixiviacion de Zn y Pb, asi como su tolerancia a los metales,
hace de las biopeliculas potenciales agentes para desatar la remediacion del desecho
minero, como detonadores y catalizadores del incremento de la biodiversidad y el futuro
establecimiento de redes tréficas mas complejas. Ademas, las biopeliculas, como una
cobertura organica que propicia la agregacién de particulas, contribuyen a mitigar la
dispersién de particulas superficiales (erosién edlica). Esto tiene importantes
implicaciones de salud publica, al atenuarse la propagacion del jal sobre poblaciones

aledanas.

6.2. PERSPECTIVAS

Aun 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 semidridas y condiciones cercanas a la neutralidad, donde la alteracion
quimico y/o bioldgica de los compuestos metalicos pudieran favorecer la movilidad/fijacién
de metales (Monroy 2001). Documentar tal diversidad y profundizar en el estudio del
efecto que los microorganismos y sus productos metabdlicos tienen sobre los metales y
los minerales metdlicos (oxihidroxidos, sulfuros, carbonatos) es, a mi parecer, la principal
linea de investigacién que debe seguirse para la formulacion de propuestas de
remediacién de zonas afectadas por jales.

En el presente trabajo he hecho énfasis en que las biopeliculas son unidades
dindmicas, como lo es también el suelo y los ecosistemas. Ciertamente, el primero
(biopelicula) y el tercero (ecosistema), representan dos niveles de organizacion bioldgica,
se trata, en ultima instancia, de sistemas complejos y dindmicos. Por su parte, el suelo es
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En el preéénte trabajo he hecho énfasis en que las biopeliculas son unidades
dindmicas, como lo @s también el suelo y los ecosistemas. Ciertamente, el primero
(biopelicula) y el tercero (ecosistema), representan dos niveles de organizacion biolégica,
se trata, en Ultima instancia, de sistemas complejos y dinamicos. 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 inorganicos del jal. Ademas, el suelo es la meta hacia la cual la remediacién
de un jal debiera estar siempre apuntando. En este contexto, propongo el desarrollo de
las siguientes lineas de investigacion:

e Analizar el efecto de la colonizacion de microorganismos en Ila
especiacion de metales a lo largo de gradientes fisicoquimicos,
empleando columnas y comparando con lotes no colonizados

* Analizar el efecto de biopeliculas en caracteristicas del jal tales como las
condiciones odxido-reductoras y el pH del desecho en los diferentes
estratos

» Analizar los productos de alteracion microbiana mediante pruebas
microscopicas y espectroscopicas

e Evaluar el papel de las SPE en los procesos de biomineralizacion y
precipitacion (fijacion) de metales

* Intensificar los estudios sobre el efecto de los metales en la actividad
metabodlica de las comunidades microbianas desarrolladas en desechos
mineros

s Profundizar en la identificacion de las especies, con el objetivo de
elucidar el papel que juegan en el proceso (generacién o descomposicion
de materia organica, oxidacion o reduccién de minerales, volatilizacion,
biomineralizacion o solubilizacion de metales)

» Ensayar el pretratamiento de los jales, aprovechando la capacidad de los
biopeliculas de adsorber, precipitar e inmovilizar metales (solubilizacion,

adsorcion, absorcién o precipitaciéon y floculacion) en sistemas biologicos
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6.3. CONSIDERACIONES FINALES

El ecosistema es un sistema abierto, dinamico y complejo, que responde a factores
multivariados, siempre cambiantes, conformado por elementos que interactuan en
complejas tramas de diversa naturaleza como ciclos biogeoquimicos, redes tréficas,
dinamicas demograficas, 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 remediacion es el de lograr restablecer estos mecanismos,
propiciando la sucesion, gracias a la presencia y permanencia de los elementos que lo
posibiliten (Cairns 1991; Atkinson y Cairns 1994 Bradshaw 1997).

La remediacion de desechos mineros sélo sera completa si se analizan los factores
fisicos, quimicos, geoldgicos y biolégicos, mas aun si se comprenden las interacciones
entre ellos (Bradshaw y Hattl, 2001; Ye et al. 2002), de tal manera que se evite una
restauracion cosmética en favor de una natural; es decir, la restauracién del sistema, no
de un atributo aislado. Tal proposito 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 recuperacidon de recursos y subsidios
naturales. Entonces, el éxito de la remediacién involucra mas que colocar un conjunto de
especies de plantas, implica el desarrollo de un completo mecanismo de acumulacién de
nutrientes, por lo que, y como lo sefialan Bradshaw y Huttl (2001), Ia 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 toxicos en la composicion y los procesos microbiolégicos (Dahlin et al. 1997;
Giller et al. 1998), asi como las formas totales y biodisponibles de los elementos'. Mas
sensato sera limitar la descarga de meltales mediante legislaciones mas estrictas. En el
caso especifico de los jales, debe darse caracter 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 subterraneas (Dahlin et al. 1997,
Gupta et al. 1996) y el complejo escenario, en términos de remediacion, que desatan las

practicas existentes.

! Un importante antecedente es la legislacion Sutza (Guia de Valores para Contaminantes del Suelo in Gupta ef af. 1996), en laque se
estiputan los limites permitidos las formas totales y moviles de los toxicos
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APENDICE A1.1

CALCULOS PARA LA RECONSTRUCCION MINERALOGICA
(Difraccidn de Rayos X y Analisis de oxidos mayoritarios por
Espectrofotometria de Absorcion Atémica)

Las sustancias cristalinas producen un patrén de difraccion caracteristico (una especie de huella
digital), por el cual la sustancia puede ser identificada, ya sea pura o en una mezcla. Difraccion de rayos X
(DRX): Cuando un haz de rayos X monocromético incide sobre la superficie de un cristal, se refleja siempre y
cuando el angulo 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 simultdneamente en un detector; sin embargo, s6lo hay difraccién si se cumple la Ley de Bragg,
principio en el cual se basa el andlisis por difraccion de rayos X:

2dsend = nA
d.distancia interplanar n: orden de la difraccién (generalmente = 1)
0: 4ngulo de incidencia (se lee de la grafica) | A: longitud de onda de los rayos X (1.5418 A)

Cada vez que se cumpla la Ley de Bragg, el fenémeno de difraccion ha ocurrido en el cristal; el
rayo difractado se detecta como una sefial en una gréafica que se llama “difractograma” o “patron de
difraccién”. El difraclograma se obtiene al graficar 0 contra la intensidad. Una ventaja de la DRX es que
informa el estado real de combinacion quimica de una sustancia y no en términos de sus elementos
conslituyentes. La identificacion de la sustancia se realiza comparando [as lineas del difractograma obtenido,
en cuanto a sus posiciones e intensidad, con respecto a patrones conocidos.

La muestra se muele en mortero de agata y se homogeniza perfectamente. Posteriormente se
coloca en un portamuestras y se somete al analisis de DRX (en el presente trabajo se empled el Difractometro
SIEMENS D-500, Cu-Ka ~1=2.5405 A a potencia de 3 kV y corriente de 20 mA). Después de obtenido el
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difractograma, los picos obtenidos (en 2 8) se comparan con €l archivo PDF (Powder Difraction File). Una vez
identificados los minerales mas abundantes por DRX y cuantificados sus principales elementos por Absorcién
Atdmica (y en algunos casos por temoandlisis), se realiza la reconstruccion mineralégica.

De esta manera:
1. A partir de los datos siguientes

Oxidos de )s mayoritarios Minerales detectados por DRX
Si0z 77.45% Cuarzo (S102)
AlOs 597% ilosos o esmectita (probablements onila o saporia)
Fe203 1.95% Caolinita (AlSi20s(OH)4)
Cao 7.20% Yeso (CaS04«.2H:0)
MgO 3.13% Ortoclasa (KalSiz0s)
Naz0 0.38% Plgioclasa (NaAISixOs)
0 3.35% Hematita {Fe20s)
Calcita {CaCOs)
Magnesita (MgC0s)

2. Se realiz6 la reconstruccidon mineralogica de la muestra supefficial del jal Valenciana, efectuando los
sigulentes calculos:
% Plagioclasa (todo el Na20)

2NaAlISi;0s > 2Na;0 + 3Si0:2 + 2A120,
(0.38%)(8.47%) = 3.22%
- 5i02:(3.22%)(0.657%) = 2.21% (-74.45% SiO5: 75.24%)
- AlzOs: (3.22%)(0.195%) = 0.628% (-5.97% Al:03: 5.342%)
% Ortoclasa (todo el K20)
(04.35%)(5.92%)= 19.38%
- Si0z: (19.38%)(0.648%) = 12.85% (-75.24%: 62.39%)
- Alz05: (19.83%)(0.195%) = 3.86% (-5.345%: 1.482%)
* Consideracién: se emite mineral arcilloso, el Alz0 restante corresponde a la caolinita

% Caolinita

(1.482%)(2.53%) = 3.75%

- §i0z: (3.75%)(0.465%) = 1.749% (-62.39%: 60.65%)

- Hz0: (3.75%)(0.14%) = 0.525% (-5.05% ppc: 4.525%)

% Calcita: 5.09%

- Ca0: (5.09%)(0.56%) = 2.85% (-7.2% Ca0: 4.34%, yeso)

- COy: (5.09%)(0.44%) = 2.44% (-4.525% H20: 2.285% yeso+ MgCO3)
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% Magnesita: 3.12%
- MgO: (3.12%})(0.48%) = 1.49% (-3.13% CaO: 1.6%, MgSiCs)
- CO2: (3.12%)(0.52%) = 1.62% (-2.285% H.0: 0.665%, yeso)

% Cuarzo
- MgSiOs: (1.64%)(4.1%) = 4.1%
- SI0z: (4.1%)(0.6%) = 2.46% (-60.65%: 58.19%, cuarzo)

% Yeso:
(4.76%){0.665%) = 3.14%
(3.14%)(0.21%) = 0.66% (-0.665%: 0, sin materia orgénica)

3. Concluyendo,

Cuarzo, Si0: §7.0%
Ortoclasa, KAISisOs 16.0%
- Calcita, CaCO3 8.3%
Caolinita, AlzS120s(OH)« 5.6%
Yes0, CaS04+-2H0 3.2%
Magnesita, MgCOs 3.1%
Plagioclasa, NaAiSisOs 25%
Clorita, MgsA!(SizAl)O12OHs 2.3%
Hematita, Fez0s 1.9%
Sulfatos en forma i6nica <1%
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‘NOTAS:
Datos generales para interpretar el termo-analisis de la muestra de jal Valenciana reciente

da: 1300 °C (Vel. 10°C-min‘!)
Pérdida de peso total: 7.87%

T N Borl

L platino | T al
Paso inicial muestra: 12.7228 mi

Peso inicial final: 11.72 m

TemperaluraC  Reacclon  Pérdida de peso (%) ""'°B'T“A‘.’"‘“° Interpretacién
30-454 endotérmica 08 - Materia organica; agua de deshi
455-559 * 0.9 548.6 Deshidroxidacién de caolin
560-758 * J.86 685.9 Descomposicién de magnesita
759-1229 * 1.85 1104 Descomposicién de sulfalos
1230-1300 " 017 1257 Feldespalos
Indices de correlacion entre las fracciones metales, materia
organica (MO), capacidad de intercambio catiénico (CIC) y
concentracion de elementos en lixiviados (lix)
8e W i w v Total MO cic fix
i -0.14711 -0.44282 0.481374 -099928 -0,63608 -0.4394 -0.5515 -0.6459
it . -0.06168 0.258242 0.131095 0177873 0.79671 0.7003 05765
i - 0.484341 041419 0951294 0.55142 0.6532 0.7455
[ -0.49454 0.366329 0.46056 0.4081 0.3469
v 0.607978 0.40979 0.5221 068175
totat 0.73298 0.827 09034
MO 0.9863 09435
cic 09852
m [l W v v Total Mo cic Tix
i 0.870083 0.31484 0.062129 0 965748 0.636668 0.77284 0.8068 -0.0082
i . 0.184944 -0.34093 0.720608 0211381 090591 0.8634 -0.4444
il - -0.39065 0.433075 0.014005 0.55142 0.6532 02651
v 0.189919 0.795292 -0.5828 -0.5049 09838
v 0.75288¢ 0.67013 0.7448 0.1686
fotat 0.02171 0.1217 0.767
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MO 09863 -0.6166
cic 05202
v ¥ [ W v Total MO cic x
i 08241 . -0.58077 004B535 047608 027708 0.7548 07077 o8
i 0.938788 062429 078782 0748745 072378 07748 05424
il 033004 0815825 0891897 055142 0652 02283
W -0.1763% 05702 04832 09913
v . 082211 10035 01312
total . 055432 06834  0.1162
MO 09883 -0.5788
cic -04758
gy i [ i v Total MO cic lix
1 03408 -024809 001662 057718 -0.28424 -0.4416 0526 04408
i 0.109167 0521392 055575 0311859 088819 08108  -0631
B . 0828023 0852166 0977301 055142 06532 02422
[ . 082249 0015567 0.80M4D 08133 073
v . 0017644 086859 09366  -0.3089
total . 0.70875 07850 -0.3%81
MO . 09863  -0.6056
cic -0.5041
sCr [ ¥ v Total MO cic x
| 0.007557 -0.9591 084431 082553  -0.8973 0428 05613 01756
i 0.152045 0585409 0557211 0369357 09004 06201 04695
W . 0825082 0674846 097477 055142 0652  -0.1007
" . 0849160 0012513 080134 08125  -0.5843
v . 0945379 086298 09302 -0.0815
otal . 0.72015 07967 02187
MO 09863  -0.33%9
cic -02237
Mn i il v v Total MO cic fix
i 0178418 -0.42385 0.178099 0642 -0.22354 078 07823 -0.1313
-0.68684 010641 029915  -050859  0.14621 00127 -0.4962
i . 0653727 087698 0951168  0.55142 06532 02175
v 0628775 0855289 045379 04381  -0.8004
v - 0860072  0.88444 00333 04647
total . 0.56969 06317 -047%2
MO 09863  -0.5025
cic 04877
Fe i fi " v Tot! MO cic iix
i 01114 041t 0843964  -040174 026207  -0.3057 04302 -0.5644
¥ 0.855673 0176222 0789943 0920804 051071 05424 -0.6678
i . 023664 0893369 098333 055142 08522 02691
" - 0.106459  -0.06834  0.45088 03007 085
v . SaiRsAR 0.86739 08198  -0.4881
total 0.60854 06856  -0.4335
MO . 09853  -0.5082
cic -0.4977
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Co i i [ v Totat MO cic lix
i 083123 04838 0766 080868 040961 -0.983% 00424 0821
i 0316352 0923491 0613407 0383647  0.72048 08384  -0.7522
i 0639354 0.60574 0077657 055142 0652 03839
" 0805393 070708  0,72004 06041 -0.447
v 0840012 086207 09109 0.0049
total 0.48898 05562 03162
Mo . 09863 -0.37
cic -0209
NI i B v v Total MO cic lix
i 0260244 -024137 0.1593 021138 00548 067118 0577 -0484
i 0.775689 0994124 0925108 091615 085102 08 0078
i . 0804035 0895612 095745 055142 0652  066%
v . 0.910086 0.920504 0.78995 0.7945 0.1002
v . 0981172 088492 09176 04135
total 0.75808 0824 0474
MO - 0.9863 0.0418
cic 0.2057
Cu il % v Totat MO cic ™
i 0.43728 -0.0702 0137185 083505  0.0%0278 06329 06568 0.1214
i 0.662121 0830579 0700201  0.79617% 0.97158 09599  -0.2756
i . 0668760 0808269  0.900018 055142 0652 0499
w . 0362069 0923095 067843 0852 02511
v 0508269  0.7349 08354 03956
total 0.64281 06798  0.1257
7] . 09863 0318
cic 0158
Zn [ i v v Total MO cec fix
i 020201 0373975 00729058 0410727  0.403916 05371 03988 059%
i 0.700832 0850242 0600539  0.749162 0.66966 06438  -0.7501
W . 0849045 0998979 098834 055142 065% 05212
v . 0937642 0.93%023 0.74781 06055  -0.7454
v 0991902 051392 06184 -0.485
total 048125 05751 04721
MO - 09863 -0 9868
cic 09537
As il [] v v Total MO cic lix
| 0695039 0512082 02848 0418468 0934515 050977 06205 05323
[ 062373 0320985 0808278 0869595 007202 0093  -02288
i . 034503 0911266 0733182 0.55142 0652 00814
W . 0067876  -0.15331 0.50973 0.3626 08577
v . 0711978 081041 0854 02911
total 073243 08206 02705
MO . 09863 -0.4501
cic 03121
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Se i il W v Total MO cic lix
i 0079334  -0.47550 0673206 0008375  0.719367 02639 04001 02285
i -0.54157 0205106 054252 0245648  0.38238 0279 06798
i 0123903 0876043 0043472 055142 065322 09564
" . 0528214 0906724 051747 04017 02624
v . 0462023 051216 05503 09575
otat 047188 0371 0.488
MO 00863 04154
cic 04981
Mo W [ w v Total MO cic ix
j 0145483 0686133 031432 0561087 0964315 -0.1902 00883 07255
i 0.698657 054313 0885263 0383631 000817 08879 06735
i . 0195 et 0850051 055142 06532 09983
W . 045643 034789 -0.1907 01046 02216
v . 0.758458 0.7025 07541 09373
total 007542 01779 08786
MO 09853 05N
cic 06133
Cd ¥ [ [ v Total MO cic [
i 0648953  0.893854 038843 001595 0091844 0.64788 06824  0.8501
i 023607 074353 017757 0544485 048052 03818 0.1549
W . 008494  -0.013B1 0043536 055142 0852 0991
v 079001 -0.30251 -0.8017 06924 0.0666
v . 0.04781 0.74353 06741 0233
tota 083179 06863  0.9092
MO 09863  0.4372
cic 05518
Sb i it W v Total MO cic lix
i -0.32649 0.5244 031579 0613635 0420278 -0.4017 02503 05518
i 0609694 0883714 0539726 0717711 090800 0873 05915
] . 0.420268 0.992817 0982733 0.55142 0.6532 0.9293
w . 0380185 0579678 061727 05433 05784
v . 0970585 0.44937 0.558 09486
total 06039 06808  0.9581
MO . 09863 03809
cic 04553
m i il v v Total MO cic ix
i 0835004  0.960784 0663662 090978 002822 031441 04439 0.5637
i 0.955285 0959722 0974508 0980096 0.75239 0815 00634
i - 0841403 008162 0904934 055142 0652 0333
W . 087471 0890865  0.82667 08433 0.1204
v . 0 980404 068008 0774 0a719
total 062274 07119 02479
MO . 0.9863 -0.6027
cic -0.4899
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Po i i ¥ v Total Mo cic ix

i 0.015081 -0.37933 0.398198 -0.60224 0.048161 -0.8115 +0.8476 0.0813
] - 0.605114 0.889013 0.691765 0.793822 0.5633 05177 09
1] . 0.539981 0922181 0.868153 0.55142 06532 -02813
[ . 0.468159 0.854623 0.1513 0.1386  -0.6806
v . 0.758929 0.82812 08865 -0.5148
total . 0.32049 0.3866  -0.4482
MO . . 09863  -0.6376
CIC -0.5413
biable, ii: unida a carbor pecifi adsorbida, iii. absorbida en 6xidos de Fe y Mn, iv:

i
absorblda en materia orgénica y sullatos, v: residual. Total: representa ia suma de las cinco fracciones. Rojo: r20.95;
Lila: 0.95>r>0.90

APENDICE A2.1
RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS BACTERIAS Y
LEVADURAS

BACTERIAS AEROBIAS
COCOBACILOS GHAM POSITIVOS
C3m 3c4 204& 205 3C2b 201 02
cs + + + + + + . . +
Kiiger B B - N B N K] - B
HS ¥ B N - 5 B - <
Indol - - - . - . .
Moviidad - - - + + + . - -
Esculina . - - - - . - + -
GN B N N ~ 5 B A B 5 -
Urea s N N B B B N B B -
VP + + + - + + + - . +
ﬁo'p Metilo . . - . . . . + - -
ALD . - - - - - - -7 - -
Agar Almidon . - - - - - N +7 - -
Glucosa + + + + + + + + + +
Xilosa - + + + . - - - + -
Manitol - B 5 N B 5 N A N
Lactosa - + -
Sacarosa - + - -
Maltosa - + - -
Salicina - + -
Calalasa - - - - +
Nitralos + + + + + + + + + +
Oxidasa + - - - + + + + - +
CN - - - - - + + + + -
Género Conynab | Rh Ah Ah Conmebact | Corynebact | Corynebact | Corynebact | Rodococe | Conynebact
acterium us us us on‘um enum enum erium us enum
Espach spB1 [:1] sp 81 aquadcum s 83

P P
CLAVES: CS: cilrato de Simmons; GN: gelalma nutritiva; VP: pruoba de Vogel y Proksauer, ALD: agar-leche descremada; CN: caldo
nutritivo con NaCl al 6%
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.)

COCOS GRAM POSITIVOS y GRAM VARIABLES
3C1 33 2C3 28 3A1
+

g

+

Glucosa
Fructosa
Manosa
Maltosa
Lactosa
Trealosa
Manitol
Xilitol
Melibiosa
Nitratos
VP
Rafinosa
Xilosa
Sacarosa

+
+

+

et s
et e

e [+]e [+ ]+

e+ [+4[e]s ]
el qebofe o l+] ]

R R R I I D EN P Y i e

elolelefe e+ feqe )+l ]
vielo |+

R RN E RS TN B R RN S PR R FE 1

LN KN N £ B B S N B O O I PSS P P I I P P Iy IS P P

O

2

B
+
=
O

=
I

AM-vP - 4- - - +- +- ND

Género S lococcus

Especie . xilosus Ssp | Ssp | S
Pruebas de f ién de los azd falados. CLAVES: NAG: N-Acelil-gl inidasa; ADH: arg
dihidrolasa; MH: pigmentacion en agar de Muller-Hinton 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
5B2 2C2 3C2g L2B1b 2D3 L2B1¢ L2Bla 5B1¢c 5B1g

CcSs - . - + - - - + 4
Klieger N N B N N B - - .
HS N N B B - - B . <
Movilidad + + + + + + + - -
Esculi + + + + + + + + +
GN + + - + + - + + +
Urea - - : - - - - . -
vP - - . . - - + +
AM N B B B B . A B B
ALD + + + + + + + + +
AA - + + + + + + + +
Glucosa + + + + + + + + +
Xilosa B . " « - - - . .
Manitof - . + + . + - + +
Lactosa . N R B 5 B N B <
Sacarosa + + + + + + + + +
Maltosa + + + + + + + + +
Salicina + + - + + - + + +
Calalasa + + + + + + + + +
Nitratos - - + + . + + + +
Oxidasa + + + + + + + + +
CN + + - + + + + + +
42°C + + + + + + + + +

Género Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacilius Bacillus Bacillus Bacitlus

Especia pumill il brevis subltillis imillus subtillis sublillis sublillis sublillis

CLAVES: CS: cilrato de Simmons; GN: gelatina nutntiva; VP: prueba de Vogel y Proksauer, RM: rojo de metilo; ALD: agar-leche

descremada; AA: agar-almidon; CN: caldo nutrtivo con NaCl al 6%
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.)

BACILOS GRAM POSITIVOS (Cont.

4B2

aA[1)

4B85n

C2a

cs

Kiiger

HS

Indol

Movilidad

GN

Urea

vP

I £ IO PSS S P [P

Rojo Matiio

ALD

Agar Almidén

Glucosa

e+

Xilosa

Manitol

Lactosa

Sacarosa

Mallosa

Salicina

Calalasa

Nitratos

Oxidasa

L2 R B B 2 B 'S I P I PSS P P

+hode|+] o f++|

DS KN £ BN (O B8 (U0 U3 ) 7S5 [P PPy [ (VRS S (O PG A O

LN S0 KN R B8 O 28 IO L) O B B P P PSS IO IO P I 0

CN

el e fefe e e e o e e e Lo el e de oo

Hedeloe]a ]| jel [+ ) |+] 1+

42°C

+

+

Género

Bacillus

Bacillus

Actinomyces

Bacillus

+
Bacillus

Bacillus

Especie

subltillis

census

naesiundii

pumillus _|

(1): mayor desarrollé en Gelosa-chocolate que en BHI: CLAVI
nutiitiva; VP: prueba de Voget y Proksauer, ALD: agar-leche descremada; CN: caldo nutritivo y NaCl 6%

£S: CS: citralo de S

illus

immons; GN: gelatina
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.)

BACILOS GRAM NEGATIVOS
C6b 4B5b 483 3cs L1B3 be B2 281
Oxidasa . + + + - + +
Ox glucosa + + + + + + +
F gluc + - - - - + +

42°C + + + + + + +

MH . - - - - - ND

[ + + + + - + +

Klieger - . . - + - -

Manosa - - - - + ND ND

Sacarosa - - . - + ND ND
vP + + + + + - -
FRojo Metilo - - - - - - -

HS 5 N B . B - N
Movilidad . + + + - + +

Urea - - - - - - -

McConkey - - - - ND ND
Sacarosa - - - - - ND ND
TCBS ND ND ND ND ND - -
DNAsa - ND ND ND ND - -

GN - ND ND ND . 5 B
Nitratos ND ND ND D ND + +
Esculina NOD ND D D ND - -

MIO e ND D D ND 4o+ 4,5+
Malonato + ND D D - ND ND
Género Klgbsiella f [ Ps Aci Plesiomona | Plgsiomona
Especie K. sp P. i P. ¥ P, i A.sp shigelloides Sshigeloides

CLAVES: Ox gluc: oxidacion de glucosa; F gluc: fermentacion de glucosa; MH: pigmentacitn en agar de Miller-Hinton a 37 y 42°C; CS:

citralo de Simmons; VP: prueba de Vogel y Proksauer; TCBS: agar tiosulfato citrato y sales biliares; GN: gelatina nutritiva; MIO:; movilidad,
indol y omitina; ND: no determinado
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BACTERIAS AEROBIAS (Cont.)

BACILOS GRAM NEGATIVOS N

E)

4B4

E (+Api 20 N
C5a

Csb

Nitrato

+

+

+

Tip

Fermentacion da glucosa

ADH

+1

Ureasa

Esculina

ede ]| ]

Gelatina

PNPG

Glu-a

Ara

Manosa

Manitol

NAG

Mallosa

Gnt

Caprato

Adipato

Malato

Citrato

Pac

O E E £8 B O O ) B B P P

Ox

42°C

+ |+

HS

Indo!

Movilidad

. 4
[el{=] v}

.ééé*¢-++-¢++++-++-+-

OF-Oxidacién
OF-F 6

Fructosa

Mac

+

ND

Celim

ND

ND

Género

Pseudomona

Especie

P.asruginosa [ P.A

| WL

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

129



BACTERIAS ANAEROBIAS GRAM POSITIVAS (Cont.)

COCos BACILOS
ATOTE o 2C100 Cite

aFucosidasa
Nilratos +
Indot + +
PAL -
Arginina A -
Prolina A -
LGA -

fenilalanina A - -
Leucina A - +
Pirina A - .
Tirosina A - -
Alanina A - B
Glicina A - -
Histidina A + -
Glutamina A - -
Serina A - . -
Calalasa - . .
Esporas - + + +
Gérnero Peplococcus | Clostridium_]_Clostridium | Clostridium _|
ADH: arginina dihidrolasa; GP: galactosidasa-6-fosfato; ARA: arabinosidasa, GUR:
glucuronidasa; NAG: N-Acetilglucosaminidasa; GDC: Acido glutamico decarboxitasa;
PAL: fosfatasa alcalina; A: anilamidasa; LG: lewcil glicina

oo lelegeds el
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LEVADURAS

L1A4

“coralit

0" (L2Ac)

Pssudomicelio

+

Ascosporas

Glucosa

Glicerol

2-celo-D-gl

Arabinosa

]|+t ] e

D-Xilosa

e+ ]+

Adonitol

Xilito!

Galactosa

Inositol

Sorbitol

a-metil-D-glucosa

e+ ] ] ]+ ]

N-acetil-glucosa

Celobiosa

Lactosa

Maltosa

Sacarosa

Trealosa

Melezitosa

Rafinosa

Sacarosa (a/f)

bl 2 £ KN £ B8 P B (P ) ) P g

Glucosa (a/f)

+

Maltosa (af)

gEEF T LIS

-

Lactosa ()

2RIBIR [+ + 1+ 1+ j+1

s

Morfotipo

Candida

Rhodotorula

=

Especie

R. rubra

2

NOTA: {af1): asimilacié id

APENDICE A2.2

DESCRIPCIONES DE CIANOPROCARIONTAS, CLOROFITAS Y

CYANOPROKARYQTA Komirek 1989

CYANOPHYCEAE Sachs 1874

CHROOCOCCALES Wettstein 1924
SYNECHOCOCCACEAE Komarek et Anagnostidis 1992
APHANOTHECOIDEAE Komdrek et Anagnostidis 1992

Aphanothece Nigeli 1849

DIATOMEAS

Clr. A. saxicola. In Desikachary 1959, Pag. 138, lamina 22 fig. 11
Cenobio amorfo con mucilago incolore, difuso; células verde-azules, elipsoidales o ligeramente bacillares, distribuidas

irregularmente en el mucflago, solitarias o en pares, més o menos separadas entre si. Divisién celular en dos planos.
Contenido celular homogéneo, no se observd granulaciones, nanocitos ni aerotopos. Dimensién de las células: didmetro
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{D} y largo (L)= 1.9-2.4um, ancho (a)= 0.9 um. Especies de este género han sido caracterizadas como edafica y epilitica
(Novelo 1998). En suelos pantanosos, en desagiies o en cultivos de muestras de suelo.

SYNECHOCOCCOIDEAE Komarek et Anagnoslidis 1992
Synechococcus Nageli 1849
Ctr. S. elongalus (N&geli) Nageli 1849. In Komarek y Anagnostidis, 1999, pag. 123, fig. 137
Células bacilares (cilindricas), rectas, con &pices redondeados; solitarias 0 en grupos de 2-4, sin mucilage com(in;
contenido celular homogéneo sin granulaciones, verde cian pélido; divisién celular transversal por fisién binaria; después
de la divisién, las células tienden a mantenerse unidas, formando pseudolilamentos de hasta 4 células. L: 3-4 um; a: 1-2
um. Especies de este género poseen formas de vida edéfica y epilitica: suelo de zonas aridas, suelos humedos, lodos,
rocas humedas {Novelo, 1998). S. elongatus ha sido reportada en rocas sumergidas de un lago en India (Desikachary
1959}, Subaerofilica en suelos himedos, zonas pedregosas y paredes himedas; reportadas para zonas tropicales

(Komérek y Anagnostidis 1999)

~=> 4'
z‘ ’

i ,:L.‘%

MERISMOPEDIACEAE Elenkin 1934
Aphanocapsa Nageli 1849
Clr. A. grevillei (Berkeley) Rabenhorst 1865. In Desikachary (1959) pag. 134, Iamina 21 fig. 9; in Komarek y Anagnostidis (1999) pag.

158, fig. 194
Cenobio mas o menos esférico con mucilago homogéneo comun, incoloro. Células estéricas a subesféricas, localizadas

de manera irregular dentro de la colonia (hasta 40 células por colonia); contenido celular homogéneo azul-verde, sin
granulaciones; division celular en dos direcciones o planos; células hijas en una vaina comin. D < 3 um, Especies de
este género pueden ser edéficas y epilitica (suelos de zonas 4ridas, suelos humedos, lodos, rocas humedas) (Novelo
1998). A. grevillei ha sido reportada en suelos humedos de India (Desikachary 1959); ocasionalmente en sustratos
pedregosos humedos 0 en suelos pantanosos (Komérek y Anagnostidis 1999)

~

«eﬁ

OSCILLATORIALES Elenkin 1934
PHORMIDIACEAE Anagnostidis ef Komarek 1988
PHORMIDIUQIDEAE Anagnostidis et Komarek 1988
PHORMIDIUM Kiitzing ex Gomont 1892
Phomidium Cir, Gardner In Desikachary {1959) Pag. 265, lamina 43 fig. 6
Fllamenlos largos, formando una mata intrincada; vaina lisa e incolora; filamento que tiende a trenzarse, no forma
pseudorramificaciones; sin constricciones en septos; células mas largas que anchas, algunas ligeramente mas largas
que otras; citoplasma homogéneo sin vacuolas ni granulaciones; célula apical similar a las intercalares, ligeramente mas
larga, con &pice redondeado y sin caliptra. Divisién del tricoma por muerte de célula intercalar. Forman hormogonios. L

célula: 2-3 pm (3.6 apical); a: 1.7-2.4 um
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PSEUDOANABAENACEAE Anagnostidis et Komarek 1988

PLANKTOLYNGBYA Anagnostidis ef Komérek 1988
Planktolygnbya Cir. sublilis (L 1898) Anagnostidis ef Komarek (1988); Desikachary (1959) pag. 284, fig. 50: 11 (=Lyngbya

limnetica Lemmerman 1898) Anagnostidis y Koméarek (1988)
Colonias postradas, costrosas. Filamentos con vaina individual formando un agrupamiento con fricomas enredados, sin

falsas ramificaciones; constricciones en septos. Células ligeramente més largas que anchas, con citoplasma homogéneo
aunque mas denso hacia la periferia, algunas con 1-2 aerotopos hacia la regién apical de la célula que la presenta,
aerotopos mas comunes en hormogonios; célula apical hemiesférica, redondeada y sin caliptra; division celular
transversal, sin zonas meristematicas y no forman necridios. Hormogonios méviles, por deslizamiento. L= 1,7-2.1 um, a=

1.7-2.3um

BORZIACEAE Borzil 1914
BORZIA Cohn et Grom 1892
Cir. Borzia periklei A idis (1983). /n Anagnostidis y Komdrek (1988), pag 370, fig.16:6
Tricoma corto, de 2-8 células, sin ramificaciones, vaina ni movimienlo, con constricciones muy evidentes. Células en
forma de barril con citoplasma homogéneo, tilacoides periféricos; no se observan necridios, division celular transversal.
Células ligeramente mas largas que anchas, L= 3.2-4.7, a= 2.8-4.2 um

-y

NOSTOCALES (Borzi 1914) Geiller 1925
NOSTOCACEAE Dumont 1829
ANABAENOIDEAE (Bornet ef Flahault 1886) Kirchner 1900
Anabaena Bory de St. Vincent 1822 ex. Bomet ef Flahault 1886

InBourrely (1970); Novelo (1998)
Tricomas en agrupaciones, mucflago comun, difluente; filamentos isopolares, sin ramificaciones. Células en forma de

barriles, mas largas que anchas, con granulaciones citoplasmaticas; célula apical muy ligeramente mayor y esférica.
Acinetos elipsoidales, que se desarrollan adyacentes a heterocitos o terminales; acinetos sin oramentaciones,
separados entre sf por 20-30 células; heterocitos intercalares, esféricos. Division celular por fragmentacién del filamento
{hormogonios), por constriccion de una célula. Dimensiones de células L= 3.8 pum, a= 3.6 um; heterocito: D= 4.18-4.85
Jum; acineto: L= 5.04um, a= 4.28 um. Especies de esle género han sido tipificadas como edaficas (suelos himedos o

secos, arcillosos o arencsos) (Novelo 1998)
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CHLOROPHYTA
CHLOROPHYCEAE Katzing 1843 {sensu Silva 1982)
CHLOROSARCINALES Groover of Bold 1969
CHLOROSARCINACEAE 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, mas © menos clbicos con vaina comun de 2, 4 u 8 (16) células. Células con pared celular
gruesa, discontinua {ondulaciones), un nicleo, granulaciones citoplasmaticas refringentes de color naranja-zanahoria
que toman una coloracidn negra con lugol, en células adultas, periféricas. Cloroplasto parietal, esponjoso; pirenoide
basal con 5-6 cojinetes; se observaron células con 2-5 pirenoides. Células jévenes solitarias con cloroplasto parietal, de
urna con abertura en tres direcciones; presentan vacuolas. Divisién celular con formacion del septo de manera unilateral,
las células hijas aprovechan la pared materna; pared rigida. Durante la division celular desaparece el pirenoide.
Aplanosporas ovoides. Zooporas biflageladas.

e
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CHLORELLALES Bold of Wynne 1978

CHLORELLACEAE {Willei) Brunthaler 1915

CHLORELLA Beijerinck 1890
Chlorella vulgaris Beijerinck 1890
InKomarek y Fott (1983), pag. 594, fig. 168
Célutas solitarias, elipsoidales (jévenes) a estéricas (adultas); cloroplasto en forma de copa, parietal; un pirenoide con 2
a 5 granulos de almiddn, lateral a la abertura del cloroplasto. Multiplicacién mediante 2, 4 u 8 autoesporas elipsoidales,
todas del mismo tamario; la pared celular materna se rompe en 2 ¢ 4 gajos mas o menos triangulares que persisten
unidos después de la liberacién de las esporas. Vacuolas grandes de lipidos en células viejas. D: 5-8.5 um

o

BACILLARIOPHYCEAE Fritsch 1953
PENNALES Kirchner 1878
ARAPHIDINEAE Hustedt 1930 sensu Simonsen 1979
FRAGILARIACEAE Greville 1883
FRAGILARIA Lyngbye 1819
Fragilaria construens fo. construens (Ehrenberg) Hustedt 1957
In Krammer y Lange-Benalot (1991a). pag. 153, fig. 129:21-27, 132:1-34
Frustulo con simetria bipolar; margenes muy convexos en el centro, de manera que tiene apariencia de cruz (estauros);
Apices redondos; area central ausente; drea axial lineal-lanceolada; estrias paralelas. L: de 14.31 a 20 um; A: de 6.57 a

9.87 um; esirlas: de 10a 11 en 10 um
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RAPHIDINEAE Hustedt 1930 sensu Simonsen 1979

ACHNANTHACEAE Kiitzing 1844

COCCONEIS Ehrenberg 1838
Cocconeis placentula Ehrenberg 1838
InKrammer y Lange-Bentalot, 1991ab. pag. 86, fig. 5:1-5
Células elipticas ampliamente redondeadas, valva con rafe: drea axial estrecha y lineal, &rea central mas o menos
circular y pequefia; rafe filiforme, recto, central, terminaciones proximales cercanas, terminaciones distales rectas e
internas al drea marginal; estrias finamente punteadas, curvas, con interrupcién hialina. Valva sin rafe: pseudorrafe
lineal, mas o menos reclo; sin area central; estrias radiadas, curvas, punteadas, ondulantes. L: 20um; A: hasta 15 um;

estrlas: 12-18 (valva con rale) y 13-20 (valva sin rafe) en 10 pm

APENDICE A3
TECNICAS ANALITICAS

A3.1 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE JAL

MANEJO DE MUESTRAS (Richards 1974)

Colectar la muestra con pala de plastico; guardar en bolsa de pléstico. Secar la muestra el tiempo necesario
Cemir en tamiz con malla de 2 milimetros (mm} de abertura, pasaria a una bolsa de plastico nueva

ANALISIS CUALITATIVO MINERALOGICO POR DIFRACCION DE RAYOS X (Ramos 1991)

1. Se coloca una porcidn de muestra finamente molida y seca en el porta-muesiras, barriendo la muestra con un
portacbjetos para que quede perfectaments plana

2. Secoloca el porta-muestras en el difractémetro SIEMENS D500 y se indican las condiciones de operacién

. Una vez oblenido el difractograma se miden los 4ngulos 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 Diffraction Standards

1976), a fin de establecer los minerales detectados

CONCENTRACION DE ELEMENTOS MAYORES POR FUSION (Ramos 1991)

1. Secar la muestra a 110°C durante 2 h

2. Enun crisol de platino, pesar 1 g de carbonato da litio (LICOs); posteriorments, 0.3 g de muestra seca y, por dltimo, 1
g de acido bérico (HiBOs). Mezclar hasta homogeneizar, evitar pérdida del material

3. Calkinar la mezcla anterior a 950°C durante 30 min

4. Colocar el crisol en un vaso de precipitados, afiadir 50 ml de &cido nitrico (HNOx) al 10%, tapar con un vidrio de reloj
y agitar magnéticamente hasta la disolucion total de los cristales

5. Transferir la muestra disuefa a un matraz de 250 ml y aforar con agua destilada (AD), lavando del crisol y el vaso
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Preparar las disoluciones necesarias {1:10, 1:20, 1:50 ¢ 1:100, segun se requiera), en matraces de 100 ml, aforar
con AD y por duplicado, a un duplicado afadir el estandar antes de aforar {muestra con adicién de estandar). Para la
determinacion de Ca y Mg, afadir 1 ml de 6xido de lantano al 10%, para eliminar interferencias del Al

. Determinar la absorbancia de Si, Al, Fe, Mg, Na y K por espectrofolometria de absorcion atémica, preparar las

solucionaes estandar necesarias. Realizar la determinacion de Si el dia de la preparacion de la muestra, ya que en la
practica se observan aiteraciones en los resultados de un dia para otro

. Calcular el porcentaje del 6xido metalico correspondiente de la siguiente manera:

Concentracion elementos

Cd = (Am){Cs)/As Cm = (Cd){Vd) (fd)iw
Cd: i6n muestra en disoluck Cm: concentracion muestra {mg-kg'')
Cs: concentracidn estandar (ppm) Vd: volumen de muestra en disolucion (V da aloro)
Am: absorbancia muestra w: peso muestra (g}
As: absorbancia estandar fd: factor de dilucién

fd= Vol muestra diluida (mI) Vol alicuota dilucion (m)

b) Porcentaje de! 6xido metalico correspondiente

% ROy = (Cm){(V){Vd){100/w){ R:Oy/ R:){10)

Vit dilucién total
R:Oy Ra: relacién de pesos moleculares

El balance de materia incluys la determinacion de la pérdida de peso por calcinacién a 950°C de 1 g de muestra seca

DETERMINACION DE COLOR (Richards 1974)

1.
2,

Colocar 0.5 g de muestra (aproximadamente) en una placa de porcelana

Comparar el color con la Tabla de Colores Munsell (Munsell Color Soil Charts 1975) hasta encontrar el color
adecuado; anotar la clave del mismo y buscar el color correspondiente en la lista de nombras de colores

Humedecer la muestra y determinar el color nuevamente

TEXTURA (Bouyoucos in Black 1965)

1.

Destruccion de materia organica: Pesar 55-60 g de muestra y colocar en un vaso de precipitados de 500 ml;
humedecer el suelo con AD; agregar 20 ml de perdxido de hidrégeno (H:02) B%; calentar en la parrila hasta que
deje de hacer elervescencia y se evapore la mayor pane del H:02; afladir 20 ml de H.0: y permitir que evapore
hasta que seque completamente. Este paso puede omitirse si la muestra posee menos de! 1% de materia organica

. Secar la muestra en horno durante 24 h a105¢<C. Pesar 50 g de la muestra seca

Colocar la muestra en el vaso de la batidora; agregar 10 mi de solucion dispersante {solucidn 1:1de metasilicato de

3.
sodio, Na2Si0;3, y oxalato de sodio) y la cantidad de AD necesaria hasta la segunda marca del vaso. Agitar durante 3-

N O oo

5min
Vaciar en una probeta de 1000 ml, aforar a 1000 ml con AD y agitar 1 min, para volver a suspender las particulas

. Tomar lectura con el hidrémetro a los 40 seg
. Tomar una segunda lecturaalas 2 h
. Calcular el porcenlaje de limos, arcillas y arenas empleando las siguientes férmulas:

% de limos y arcillas leclura hidré a los 40*/peso suelo seco)s 100
% de arcillas lectura hidrometro a las 2 hipeso suelo seco)' 100
% de arenas 00 - % de limos Yy arcillas
| ===
% de limos % de limos y arcillas - % de arcillas
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DENSIDAD REAL (Richards 1974)

1. Pesar 10 g de muestra (dato w) y vaciar en un matraz de 100 ml
Llenar una probeta analitica con 100 ml de agua

. Aforar a 100 ml el matraz con la muestra

. Medir el volumen de agua que quedé en la probeta (dato V)

. Obtener la densidad real (&} con la siguiente férmula:

DENSIDAD APARENTE (Richards 1974)
1. Pesar una probeta de 10 ml completamente seca (dato P)

[< B S SR XY

2. Agregar muestra hasta que se compacte lo mas posible (golpeando); medir el volumen que ocupa la muestra en la

probsta (dato V)
3. Pesar la probeta con la muestra (dato Pm)
4. Calcular la densidad aparente (8a) con la siguiente férmula:

b1 = Pm-PIV

POROSIDAD (Richards 1974)
1. Calcular a partir de los datos de las densidadas real y aparente, mediante la formula:
[_Porosidad = &- 8. /&_|

pH 'y CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE) (Richards 1974)

1. Pesar 10 g de muestra y verter en un vaso de precipitados de 100 m|

2. Afadir 10 ml de AD (pH 7); sellar vaso. Agitar durante 30 min

3. Hacer lecturas. Para la CE, calibrar con una solucion de KCI de concentracién conocida

CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO (Bower 1952)
Las soluciones se preparan con agua desionizada; el material se lava con agua desionizada

1. Pesar§ g de muestra
2. Afadir 25 ml de una solucién 1:1 de BaCk 1M y Trietanolamina al 9% pH 8.1

3. Agitar fuertemente durante 10 min a temperatura (T) ambiente. Centrifugar 5 a 10 min a 2000 revoluciones por

minuto {rpm), decantar sobrenadante. Repetir 3 veces

4, Anadir 25 mi de agua desionizada, agitar durante 5-10 min a T ambiente. Centrifugar 5 min a 2000 rpm, decantar

sobrenadante. Repetir lavado con agua desionizada 3 a 4 veces

5. Adadir 25 ml de MgSO.4 0.01N y agitar durante 5-10 min a T ambiente. Centrifugar 10 min a 2000 rpm

6. Decantar sobrenadante en un matraz

7. Hacer las diluciones necesarias por duplicado, a uno de los duplicados, afadir 1 ml del estandar (0.3 ppm de Mg)

antes de aforar (muestra con adicidn de estandar)

8. Leer en espectrofotémetro de absorcién atdmica la absorbancia de Mg en la solucién de MgSO« 0.01N y en las

diluciones, para calcular la CIC
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PORCENTAJE DE MATERIA ORGANICA POR PERDIDA DE PESO POR CALCINACION

1

2
3.
4

. Secar la muestra a 110°C durante 2h. Pesar 1 g de muestra en un crisol de platino

. Hornear hasta 350°C durante 30 min
Dejar enfriar y pesar el crisol con muestra y determinar pérdida de peso de muestra por calcinacién

. Caleular el porcentaje de peso perdido

PORCENTAJE DE MATERIA ORGANICA POR TITULACION (Walkiey 1947)

1.
2.

A
1,

Secar la muestra a 110°C durante 2h. Pesar 0.5 g de muestra y pasarla a un matraz Erlenmeyer de 250 m!

Agregar 5 m de dicromato de potasio (K:Cr20s) 1 N. Afiadir 10 m! de acido sulfrico (H.S04) concentrado; agitar 1
min. Dejar reaccionar por 30 min

. Afadir a la muestra 100 ml de AD, 5 m! de écido fostérico (H3PQs) concentrado y 6 gotas de indicador (bariosulfonato

de difnilalanina)

Titular muestra con sulfato ferroso (FeS04) 0.5 N hasta que vire de un color fojizo a olivo-azulosos y, finalmente,
verde esmerakda bandera. De manera previa, deben prepararse y titularse los blancos

. Cakular el porcentaje de materia organica (%MO) de la siguiente manera:

%MO = (5 ml de KzCrzO_f N} - (ml de gastado X 0.5N X FC) /0.5 g de muestra
FC: relacion entre los 101 de que s g an, tebricaments y los ml gastados real en el blanco

NALISIS ELEMENTAL (por clento de C, H, 0, Ny S TOTALES)
Iniciar el ascenso de temperatura en el horno del Analizador Elemental (Carlo Erlba, modelo EA 1100 para CHNS-0)
hasta 1020°C. Abrir llaves de gases (Oz y He), ajustar presion a 150 kP y flujo a 120 mUmin

., Pesar 1-3 mg de muestra seca, perfectamente homogeneizada en un crisol de aluminio. Colocar el crisol en el auto-

muestreador del Analizador Elemental e iniciar la cakcinacidn de la muestra cuando se alcancen los 1020°C.
Registrar los porcentajes de C, H y N (dados autométicamente por el Analizador Elemental)

. Pesar 5-10 mg de muestra seca en el crisol; pesar 10-20 mg de pentdxido de vanadio (V20s); mezclar perfectamente

bien. Colocar el crisol en el automuestreador del Analizador Elemental e iniciar fa cakcinacién a 1020°C. Registrar el
porcentaje de C, H, N y S totales

. Calkeular el porcentaje de 6xido total presente, a partir de los datos obtenidos

FOSFORO TOTAL (Chapman y Pratt 1961)

1.

Preparar las siguientes soluciones:
a) Molibdato de amonio, {NH)«}sMo7024-4H20: Disolver 1.5 g del molibdate de amonio en 30 m! de AD hasta 50°C,
para que se disuelva; dejar enlriar y filtrar si es necesario; afiadir 35 ml de HCI 10 N; dejar enfriar y aforar a 100 ml
b) Cloruro de estano, SnClz, concentrado: disolver 10 g de SnCL en 25 ml de HCI concentrado; pasar a un frasco
ambar (almacenar por no mas de 2 meses)
¢) SnClz diluido: A 1 ml de la solucién anterior, aftadir 332 ml de AD. Agitar bien antes de usarse (preparar cada 8 h)
d) Estandares de {¢sforo: Secar 1 g de KH2PO4 y pesar 0.2195 g; verter en un matraz volumétrico de 1 I; aforar con
AD. Esta solucién posee 50 ppm de P. Tomar allcuotas para preparar las soluciones para la curva de titulacién
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2. Pesar 2 g de muestra seca y molida; pasar a un vaso de precipitado de 50 m!y atadir mi de HCIO. al 72%; cubrir
con un vidrio de relo] y calentar hasta que el residuc tome un aspecto de sal blanca; agitar de vez en cuando y evitar
que la muestra salpique y liegue a la sequedad

Dejar enfriar y afladir AD para disolver a 30 ml, aproximadamente
. Filtrar a un matraz volumétrico de 100 m), lavando los residuos y aforar con AD

5. Tomar 20 ml de alicuota y pasar a un matraz volumétrico de 50 ml; medir pH. Aiadir 1 gota de indicador; si éste
conserva la tonalidad roja, agregar NaOH 0.2N hasta que el indicador cambie de color

6. Adadir 10 m! de AD, 10 ml de la solucién de molibdalo y 5 mi de la solucion diluida de SnCk; aforar con AD

7. Leer en espectrofotémetro la transmitancia a 660-680 my de longitud de onda después de 10 min de preparada la
musstra, pero no antes de 20 min

8. Caleular la concentracion de P total, a partir de la curva de calibracién

CARBONATOS ALCALINO-TERREOS POR EFERVESCENCIA (Richards 1974)

1. Poner 1 a 2 g de suelo en un vidrio de reloj; aadir suficiente agua para saturar el suelo y eliminar asf el aire

2. Agregar unas cuantas golas de HCI concentrado y observar el grado de efervescencia

3. Elsuelo puede considerarse como ligera, moderada o altamente calcdreo de acuerdo al grado da efervescencia

CARBONATOS ALCALINO-TERREOS POR TITULACION (Richards 1974)
1. Pesar 5 g de muestra seca y colocar en un vaso de precipitado de 150 m
2. Anadir 50 m! de HCI 0.5N estandar; cubrir con un vidrio de reloj y hervir por 5 min, agitando un poco. Dejar enfriar
3. Filtrar en matraz volumétrico de 50 m! con papel filtro Whatman No. 42, lavar y aforar con AD
4

. Titular con NaOH 0.25 N estandarizado y dos gotas de solucidn de fenoftaleina al 1% en etanol al 6%, hasta que vire
arosa fuerte o lita

§. Cakular el equivalente en porcentaje de carbonatos con la férmula sigulente:
| Eq%C0x = {501 HCI X Nuci) - (ml NaGH X Nuon)/ g de ]

METALES ASOCIADOS A OXIDOS EXTRAIDOS CON HNOs y HCI

1. Secar la muestra a 110 °C durante 2 h

2. Pesar 2 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100 ml y aiadir 10 ml de HNOs concentrado y 3 mL
de HCI concentrado, poner en agitacién (16 h} y en calentamiento (2 h)

3. Dejar enfriar. Filtrar con papel Whatman No. 42, lavar los residuos y aforar a 100 ml con agua deslonizada (ADI)

4. Delerminar la absorbancia de los metales, preparando las soluciones estandar necesarias

5. Calcular la concentracién de los elementos en mg-kg'' & ppm de la siguiente manera:

[ Cd = (Am){Cs)/As I Cm = (Cd}(vd) {fd)w ]
Cd: concentracion muestra en disolucion Cm: concentracién muestra (mg-kg™)
Cs: concentracion estandar (mg-kg'') Vd: volumen de muestra en disolucion (V de aforo)
Am: absorbancia muestra w: peso muestra (g)
As: absorbancia estandar fd: factor de dilucion

fd= Vol muestra diluida (ml)/ Vol alicota dilucién (ml)
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METALES EXTRAIDOS CON HNO; AL 50% (Page et al. 1982)
1. Secar la muestra a 110 °C durante 2h

2. Pesar 5 g de musestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100 ml; afiadir 50 ml de HNQs al 50%. Poner en

agitacién durante 1 h
3. Dejar enfriar. Filtrar con papel Whatman No. 42, lavar los residuos y aforar a 100 ml con AD!
4. Determinar la absorbancia de los metales, preparando las soluciones estdndar necesarias

5. Caleular la concentracién de los elementos como en el paso 5 de la técnica anterior

METALES BIODISPONIBLES, EXTRAIDOS CON EDTA (Archer y Hodgson 1987)
1. Preparar una solucién de acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.05M y pH 7.0

2. Pesar 10 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100 ml y afiadir 50 ml 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 ml con ADI
4, Determinar la absorbancia de los metales, preparando las soluciones estadndar necesarias
5, Calcular fa concentracién de los elementos como en 6! paso 5 de la técnica anterior

METALES EXTRAIDOS CON ACIDO ACETICO (NOM-CRP-001)
1, Preparar una solucion de 4cido acético(Hac) My pH 7.0

2. Pesar 50 g de muestra seca y pasar a un vaso de precipitados de 100ml. Adadir 50 ml de la solucién de acido

acético. Agitar durante 72 h a temperalura ambients
3. Filtrar la solucién con papel Whatman No. 42; lavar residuos y aforar a 100 ml con ADI
4. Determinar la absorbancia de metales, preparar las soluciones estindar necesarias
5. Calcular la concentracién 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 HNOs 10% y enjuagar con ADI

1. Secar (a 110 °C por 2 h) muestra previaments tamizada, Pesar 10 g peso seco de muestra. Aiadir 50 m! de ADJ
Agitar durante 1 h a T ambiente. Centrifugar 20 min a 2000 rpm

Recuperar sobrenadante, filtrar (Whatman # 42); lavar residuos y aforar a 50 ml con ADI

Determinar la absorbancia de metales, preparar las soluciones estandar necesarias

Calcular la concentracién de los elementos en como en el paso 5 de la técnica anterior

AR < A

EXTRACCION SECUENCIAL DE METALES (LI et al. 1995)
Todo e! material empleado deber4 estar lavado con HNOs al 10%; usar ADI para soluciones

1. Secar (a 110 °C por 2 h) muestra previamente molida en mortero de 4gata y tamizada. Paesar 1-2 g peso seco de

muestra y pasar a fubo de ensaye con tapa de rosca

2. Fracelon intercamblable: afadir 8 ml de MgClz 0.5 M, pH 7. Agitar (50 oscilacicnes por minuto) durante 30 min, a
T ambiente. Centrifugar a 2000 rpm por 20 min; recuperar sobrenadante por filtracién al vacio; afadir 8 ml de ADI,

agitar 5 min, centrifugar 20 min; desechar sobrenadante
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Fracclén unida a carbonatos: afiadir al residuo 8 mi de acetato de sodio1M, pH 5, agitar 5 h; centrifugar 20 min;
recuperar sobrenadante por filtracién al vacio; afadir 8 ml de ADI, agitar 5 min, centrifugar 20 min; desechar
sobrenadante

Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn: afiadir al residuo 20 ml de NHz.OH.HCI 0.04 M; agitar ocasionalmente
durante 6 h a 96°C; agregar 20 ml de ADI y agitar por 10 min a 96°C; centrifugar 20 min; recuperar sobrenadante
por fillracién al vaclo; afiadir 8 ml de ADI, agitar 5 min, centrifugar 20 min; desechar sobrenadante

Fracclén unida a materla orgdnica y sulfatos: afadir alf residuo 3 mi de HNO3 0.02 M y 5 ml de Hz02 al 30%;
calentar progresivamente hasta 85°C; una vez alcanzada la T anterior, mantener por 2 h en agitacion; dejar enfriar,
Agregar 3 ml de H:02 al 30% y volver a ligvar a 85°C; mantener a esta T durante 3 h con agitacion intermitente,
Dejar enfriar. Adadir 5 mi de NH4OAc 3.2 M en HNOs al 20%. Diluir hasta 20 ml con ADI y agitar por 30 min;
centrifugar 20 min; recuperar sobrenadante por filtracién al vacio

Fracclén residual: recuperar el residuo del paso anterior. Digerir la muestra con 4 ml de HNOa concentrado (70%),

2 mi de HCIO4 (60%) y 15 ml de HF (40%), hasta la sequedad usando el siguiente régimen de calentamiento: 90°C
por 6h, 120°C por 10 h, 190°C por 6 h. El material remanente se mantiene en 5 ml de HCI 4 M a 70°C por 1h, y se

diluye a 25 ml con HC| 0.3 M

DISPONIBILIDAD
Para el manejo de la cantidad de metales disponibles en porcentaje, hacer

[% de disponibilidad = {metal disponible o intercambiable / metal total) X 100 ]

A3.2. TECNICAS MICROBIOLOGICAS

MEDIOS DE CULTIVO
Medio Basal Bold (MBB) para algas pH 6.6 (Nicholson y Bold 1965 /n Steln 1973)

Se preparan seis soluciones base (sfock} de macronutrientes, tres soluciones sfock de componentes minoritarios y una
solucién Unica de micronutrientes. Se emplea para algas (Clorophyceae, Bacillariophyceae y Rhodophyceas) y

Cianoprocariontes.

d

Macronutrientes. Usar 10 mi de cada uno para 940 ml de medio

NaNOs; 10 g/400 mi
CaCl2H:0 1.9/400 m|
MgS0.-7H0 3 ¢/400 m!
K:HPO4 3g/400 ml
KH2PO« 7 g/400 ml
NaCl 19/400 ml

EDTA. Usar 1 ml-|-}

EDTA 50gl
KOH 3t g

Hierro. Usar 1 ml-I1

FeSO«7Hz0 49891
H2504 1.0mli

Boro. Usar 1 ml.1!
HiBOs 11.42g
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e. Micronutrientes. Usar 1 ml.I"*

2nSOs7TH20 8.82g:+
NaCl-4H0 1.44 g1
MoOs 0719
CuSO«5H-0 1.57 g
Co(NO2)2-6H:0 0.49g-1

Esterilizar a 110°C por 30 min

Medio Woods Hole (WC) para algas y cianoprocariontes duiceaculcolas pH7.0 (Nlchols'1973 In Stein 1973)

Se preparan seis soluciones slock para macro-nutrientes, tres soluciones stock de componentes minoritarios y una
solucidn tnica para micro-nutrientes.

a. Macro-nutrientes. Usar 1 m! de cada uno para t | de medio

CaCl-2H:0 36.76 g1
MgSO«7H0 36.97g-1?
NaHCOq 12.60gI"
K2HPOu 8.71g1
NaNOs 85.01g-H
b. Micro-nutrientes. Prepara solucién stock con las siguientes concentraciones, usar 1 ml de solucién stock para 1 |
MnClz4H0 0.18 ¢
ZnS0«7H:0 0.022 g1
(NH()«Mo70z4:4H20 0.0046 g-I"!
CCl2:6H0 0012g1!
CuSO4+5H:0 0.0t g1
HiBOs 0.06 g

Adicionar 500 mg-I* de! amortiguador HEPES; ajustar pH 7 con HC! 6 NaOH. Esterilizar a 120 °C por 20 min
c. Afadir al medio (ya frio} 1 mi de la siguiente solucién, mediante filtracidn, bajo condiciones de esterilidad. Disolver el
Na:EDTA en AD y afadir el FeCly'6Hz0

Na;EDTA 4.36 g1

FeClr6H0 3.15 gl

d. Preparar un pre-stock de biotina (0.1 mgml') Cianocobalamina o vitamina B12 (1.0 mgml'), acidificando
ligeramente con 2 golas de HCI. Agregar 100 mg de Tiamina-HCI y dejar disolviendo durante una noche. Aforar a 500 ml
con AD y filtrar por esterilizacion. Adicionar al medio de cultivo, mediante filtracién bajo condiciones de esterilidad, 0.5 ml

de la solucién de vitaminas

e. Adicionar al medio de cultivo, mediante fitracién bajo condiciones de esterilidad, 2.0 m! de la solucién de silicatos

NaSiOy9H:0 14.21g11
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Medio enriquecido para bacterias cerebro-corazén (BHI)

Usar 52 g-I* del medio BHI (Merck} y ajustar pH a 7.4 + 0.2; esterilizar a 121°C (15 ibf/in?) por 15 min. Preparar y
esterilizar el agar por separado y reunir con medio antes de vaciar en cajas Petri estériles. El medio debae tener un tono

amarillo paja.

Medio enriquecido para bacterias fenil etanol agar (FEA)

1. Preparar:
Base agar Meller-Hinton 3809
Fenil-etanol {Merck) 25ml
Sangre de carnefo desfibrinada 50.0 ml
Agua destilada 1000 ml

Medio Eagle al 1% (Life Techno}
2. Disolver la base agar en el AD, hervir agitando constantemente; adicionar el fenil etanol
3. Esterilizar a 121°C por 15 min. Dejar enfriar hasta temperatura ambiente (25°C)
4, Adicionar la sangre de camero, agitando suavemente la solucidn para su homogenizacion
5. Ahadir medio Eagle previamente esterilizado por filtracién
6. Distribuir en cajas Petri. Hacer prueba de esterilidad incubando por 24 horas a 35°C

Medio enriquecido para bacterlas Casoy-agar

1. Disolver 40 g de Casoy agar {Merck) en 1|de AD; dejar remojando 15 min
2. Calentar hasta hervir para su completa disolucion

3. Esterilizar durante 15 mina 121°C

4. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 horas a 35°C

Medio enriquecido para bacterias caldo Casoy (CC)

1. Pesar 30 g de CC (Merck) y disolver en 1000 ml de AD
2. Calentar en bafio Marla para su completa disolucion
3. Distribuir el caldo en tubos de ensaye, tapar y esterilizar durante 15 min a 121°C. Hacer prueba de esterilidad por 24

ha35°C

Medio enriquecido para bacterias gelosa-chocolate (Gel-Ch)

1. Pesar 2 g de secado de hemoglobina y afadir graduaimente a 100 ml de AD, hasta obtener una suspensién
uniforme; esterilizar por medio de fitracion

2. Suspender 7.2 g de base agar Gel-Ch (Bioxdn) en 100 ml de AD, mezclar bien y dejar reposar 5 min, Calentar
agilando frecuentemente y dejar hervir por 1 min

. Preparar solucién de poli-enriquecimiento (Bioxdn) en AD

. Esterilizar por separado la base agar Gel-Ch y la solucion el poli-enriquecimiento a 121°C por 15 min

. Dejar enfriar las soluciones anteriores hasta 50°C, juntarlas y adadir la solucién de hemoglobina

. Ajustar pH a 7.2 + 0.2 y vaciar en cajas Petri

Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 h a 35°C

Nowaw

Medlo enriquecido para bacterias gelosa-sangre (Gel-S)

1. Suspender 40 g de base agar Gel-S (Bioxdn) en 1 | de AD; mezclar perfectamente, calentando con agitacién
frecuente y dejar hervir 1 min

2. Esterilizar a 121°C por 15 min. Dejar enfriar hasia 45°C

3. Adicionar 5% de sangre estéril desfibrinada. Hacer prueba de esterilidad incubando por 24 h a 35°C
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Medio mineral para bacterias (MM)
1. Preparar la siguiente solucién:

NH«NO; 509
KaPO4 029
MgSO4 209
CaCl 0.19
H.0 1000 ml

2. Ajustar pH a 7.0. Verter en tubos de ensaye y esterilizar a 121°C por 15 min, 3. Hacer prueba de esterilidad incubando
durante 24 h a 35°C

Medlo tergitol-7 para bacterias tipo bacilos Gram negativos (T7)

1. Disolver 30 g de T7 (Merck) y disolver en 1000 ml de AD
2. Calentar hasta que el medio adquiera un lone amarillo paja
3. Esterilizar durante 15 min a 121°C. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 h a 35°C

Medio tioglicolato semisélido para bacterias (T)

1. Disolver 30 g de tioglicolato semisélido (Merck en 11de AD
2. Calentar hasta que el medio adquiera una coloracién amarillo paja
3. Esterilizar durante 15 min a 121°C. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 h a 35°C

Medlo Sabouraud liquldo 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 min a 121°C. Hacer prueba de esterilidad por 24 h

Medio Sabouraud agar para hongos y levaduras (SA}

1. Disolver 65 g da SA {Difco) en 1| de AD,; calentar hasta que se disuelva completamente

2. Esterilizar durante 15 min a 121°C
3. Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 horas a 35°C

Medio Czapek-Dox agar para micro-cultivo de hongos

1. Disolver 50 g de medio Czapek-Dox (Bioxdn) en 1 | de AD; dejar 10-15 min en remojo; calentar agitando
frecuentements y dejar hervir por 1 min

. Esterilizar durante 15 min a 121°C

Hacer prueba de esterilidad incubando durante 24 horas a 35°C

Distribuir en cajas Petri y dejar enfriar
Cortar cuadritos del tamafio de un cubreobjetos y colocar, cada cuadrito entre dos portaobjetos
Con un asa esterilizada, tomar una porcién de la colonia de hongos y colocar en el medio

. Incubar a 28°C durante 3-5 dlas

Noorwm

TECNICA PARA CULTIVO DE BACTERIAS ANAEROBIAS

Poner las cajas Petri los tubos de ensaye en la jarra de anaerobiois
Colocar el catalizador (alumina recubiertas de paladio). Puede usarse un tubo de ensays, previamente deshidratado
Colocar dentro de la jarra el generador de Hz y COz {mezcla en partes iguales de bromohidruro de sodio, bicarbonato
de sodio y 4cido nitrico o un sobre GAS-PAK, marca BBL)

. Adadir 10 ml de AD al generador y cerrar inmediatamente la jarra
5. Incubar a 35°C durante 48-72 h

W -

H
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PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA BACTERIAS AEROBIAS
Tincién Gram (Gram 1884 /n MacFaddin 1990)

1. Poner 1 gota de AD sobre portaobjetos limpio y sliquetado. 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 6 3 veces sobre la flama, para fijar

Anadir 1 gota de cristal de violeta sobre la mancha de agua y dejar actuar durante 1 min; lavar con agua de la ilave
Afadir 1 gota de lugo! (mordente); esperar 1 min y lavar con agua de la llave

Agregar 1 gota de solucién alcohol-acetona (al 80-85%) y lavar al cabo de unos segundos con agua de la llave
Finalmente, afadir 1 gota de safranina, dejar actuar de 30 s a 1 min y lavar con agua corriente

Dejar secar la preparacion; observar al microscopio a 1000X

as bacterias Gram positivas se tifien con el cristal violeta y las Gram negativas toman el color de la safranina (rosado)

ooawn

—

Prueba de catalasa (/n MacFaddin 1990)

Para comprobar Ia presencia de ta enzima catalasa, la cual cataliza la transformacion del peréxido de hidrégeno (H20:)

en agua y Oz. EI H202 se forma como un producto terminal oxidativo de la descomposicion anaerobla de los azticares,

por oxidacién indirecta y, ya que se trata de un producto tdxico, la catalasa descompone ef H20,. Esta enzima se

encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas (que contienen citocromos)

1. Calentar asa de cullivo al rojo vivo, tomar una muestra de la colonia bacteriana pura de 18 a 24 h de incubacién y
poner sobre portacbjetos limpio y etiquetado

2. Agregar una gota de H:02 al 30%

3. Observar la inmediata formacién de burbujas (liberacién de Oz2) y registrar el resuliado

La prueba sera positiva st hay efervescencia inmediata y muy visible. Puede haber interferencia por la presencia de la

enzima peroxidasa

Prueba de Oxidasa (/n MacFaddin 1990)

Para determinar la presencia de las enzimas oxidasas (forman parte de! sistema citoctomo-oxidasa) activando la

oxidacién del citocromo reducido por el oxigeno (Oz), quien a su vez actia como aceptor de electrones en la etapa final

de la transferencia de electrones. Se emplean colorantes que son aceplores de electrones artificiales. La prueba de

oxidasa puede ser posiliva también para bacterias anaerobias facultativas.

1. Sobre un portaobjetos limpio, colocar trozos de pape! filtro

2. Tomar una muestra de la colonia con un palillo estéril, colocar sobre el papel fillro y afadir 1 gota def reactivo de
Kovacs (diclorohidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%, solucién acuosa) y extender la colonia sobre el papet
impregnado

3. Observar la reaccion al cabo de 5-10 s

4, Repetir lo anterior con una cepa control {Pseudomona aeroginosa)

La prueba sera posxﬂva si la colonia toma un color purpura oscuro {casi negro) al cabo de 10 s. Si no tal cambio de color

o la coloracién purpura se logra al minuto, la prueba es negativa.

Prueba de reduccién del nitrato (/in MacFaddin 1990)

Los microorganismos facultativos, durante la etapa anaerobia, utilizan nitratos para obtener oxigeno, reduciéndolos a
nitritos, 6xidos de N 6 N molecular. Esta prueba evaliia la capacidad de un microorganismo para reducir el nitrato.
1. Preparar el cakdo para prueba de nitratos de la siguiente manera, pesar

Extracto de cama 39
Peptona de caselna 5g
Nitrato de Potasio 19
Agua destilada 11

Calentar suavemente hasta disolver. Esterilizar a 105°C, 30 min; verter 3.5 ml en tubos de ensaye estériles; enfriar
con los lubos inclinados (pico de flauta) hasta que solidifique el medio. Si se requiers, refrigerar a 4°C
. 2. Preparar los reactivos para la prusba:
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Reactivo Griess A a-naftilamina al 0.5% en acido acético SN
Reactivo Griess B Acido sulfanilico 0.8% en 4cido acético 5N

Conservar en refrigeracion a 4°C

3. En un tubo de ensaye con el caldo para prueba de nitratos, se afiade una porcién de la colonia tomada con el asa
esterilizada. Incubar a 35°C durante 24 a 48 h

4. Anadir en cada tubo 2 gotas del reactivo Ay 2 del reactivo B; esperar unos segundos

La coloracion rosada a rojo intenso indica que los nitratos fueron reducidos a nitritos (la prueba es positiva)

Prueba SIM (/n MacFaddin 1990)

Para diferenciar enterobacterias. Esta prueba indica movilidad (M}, indo! (1) y presencia de acido sulthldrico, HzS (S). Las
bacterias se mueven mediante undulipodios (uno o mas), principalmente los bacilos y algunas formas de cocos. La
prueba del indoi permite determinar la capacidad de un organismo para desdoblar el indol de la molécula de triptofano,
aminodcido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para lormar tres metabolitos inddlicos: Indol, metilindol y acido
indolacético; en este proceso intervienen diversas enzimas intracelulares denominadas, conjuntamente, triptofanasas; el
indol generado puede ser deteclado por un reactivo que posea una combinacién quimica que produzca un color definido.
La prueba también permite determinar si se ha liberado HzS gaseoso por accién enzimatica de !a cisteinasa sobre las
proteinas o, mas especificamente, los amino4cidos con S; fo anterior sucede en algunas bacterias heterotréficas.

1. Preparar reactivo para indol de Ehrlich de la siguiente manera

p-dimetilamino-benzaldehido 2g
Etanol absoluto 190 ml
HCI concentrado 40 m!

El reactivo tiene un tono amarilio

2. Usar 30 g de medio SIM (Bioxdn) para 1 | de AD. Calentar, agitando hasta que hierva; dejar hervir 1 min

3. Distribuir en tubos estériles {12X75 mm),esterilizar a 121°C por 15 min. Enfriar con los tubos en posicion vertical

4. Inocular una porcién de la colonia pura de 24-48 h, tomada con el asa esterilizada por el método de piquete y

estriado (puncién central hasta una prolundidad de 1.2 cm). Incubar a 35°C durante 24-48 h. Si la prusba es

negativa, incubar a 21-25°C durante 5 dias

5. Observar si hubo movimiento de la colonia. Los organismos méviles migran de la linea de siembra y se difunden en
el medio, provocando turbiedad; pueden mostrar un crecimiento en estrias vellosas. El caso anlerior indica que la
prueba es positiva; ia prueba es negativa si el medio se mantiene claro y hubo crecimiento sélo a lo largo de la linea

6. Afadir 2 g de reactivo de Ehrlich para la prueba de indol; observar después de unos segundos; la prusba sera
positiva si se observa un anilio rojo en la superficie del medio (en la capa alcohélica); por el contrario, la prueba sera
negativa si la superficie toma el color del reactivo de Ehrlich (amarillo}

La presencia de H2S se indica si se observan residuos negros.

Prueba de Oxidacion-Fermentacién, OF (in MacFaddin 1990}

Algunas bacterias son capaces de metabolizar hidratos de carbono {produccién de acido) sélo en condiciones aerobias

(oxidativas), mientras que otras son facultativas. La fermentacién se da en baclerias facultativas, generalmente.

1. Usar 9.8 g de medio basal OF (Bioxdn) para 1 | de AD; afadir 0.15 g de una fuente de carbohidratos (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 bromotimol

. Distribuir en tubos estériles, esterilizar a 118°C por 10 min, Enlriar colocando los tubos inclinados (pico de flauta)
Inocular una porcion de la colonia pura de 18-24 h, picando hasta 0.6 mm del fondo, aproximadaments. Agregar a la
mitad del total de tubos aceite mineral (para crear condicién anaerobia). Incubar a 35°C por 24 h

4. Observar cambio en el color del medio; la produccion de 4cidos se indica por el cambio en el medio a un tono

amarillo. Las especies pueden ser oxidativas y/o fermentativas

w N

Ureasa (in MacFaddin 1990)
La presencia de ureasa provocard la formacion de 2 moléculas de amoniaco, que alkealinizan el medio.

1. Usar 3.87 g de caldo de urea (Bioxdén) en 1 1 de AD. El medio se vera amarilio paja (no disolver al calor)
2. Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 108°C durante 10 min. Dejar entriar, colocando los tubos horizontaimente
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3. Inocular una porcion de la colonia pura de 18-24 h; incubar a 35°C

4. Observar cada 8, 12, 24 y 48 horas.
La hidrélisis de la urea se observa si el medio vird a rojo rosado-rojo intenso; en tal caso, la prueba es positiva.

Prueba de Fe de Kliger (in MacFaddin 1390)

Permite determinar la capacidad del microorganismo de atacar un hidrato de carbono especifico incorporado en un

medio de crecimiento basico, con produccidn o no de gases. junto con ia determinacién de la posible produccion de HzS

y FeS. El medio contiene lactosa (1%) y glucosa (0.1%); algunos organismos pueden fermentar uno o ambos

carbohidratos, aerébicamente (parte superior o pico de flauta) y/o anaerébicamente (en la capa inferior del cultivo). Esta

prueba ayuda a diferenciar bacilos como las Enlerobacterias.

1. Usar 452 g de agar de Fe de Kliger {Bioxdn) para 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 121°C durante 15 min. Dejar enfriar en posicion inclinada para obtener
extremos prolongados (pico de flauta)

3. Inocular una porcién de la colonia pura de 24 horas, con el asa esterilizada, por estriacion sobre el pico de flauta y
con picadura profunda hacia el fondo del tubo. Incubar a 35°C durante 24 h

4. Observar
La fermentacién de los carbohidratos, con la subsecuente generacion de Acidos, se indica con el cambio de color del

medio a un tono amarillo; st esta cambio se observa sélo en el pico del cultivo, sélo sucedié la fermentacién de la lactosa;
si el cambio se observa en el fondo, sélo fermentd la glucosa. La presencia de HzS se indica por la generacién de
burbujas del gas, y la de FeS se observa por la presencia de residuos negros en la capa profunda.

Prueba de citratos de Simmons (1926 in MacFaddin 1990)

Se usa para determinar si el organismo es capaz de utilizar citrato (a través del ciclo del Acido tricarboxflico o de

fermentacién del citrato) como Unica fuente de carbono para el metabolismo, provocando la alcalinizacién del medio.

1. Usar 24.2 g de agar de citrato de Simmons {Bioxdn} para 1 | de AD. Dejar remojando 5 a 10 min. Mezclar y calentar
suavemente, agitando despacio, hasta que la solucién comience a hervir; dejar hervir 1 min. El medio adquiere una
tonalidad verde a pH circumneutro ante la presencia de azu! de bromotimo!

2. Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 121°C durante 15 min

3. Dejar enfriar, colocando los tubos de manera inclinada (pico de flauta con poca profundidad)

4. Inocular una porcién de la colonia pura de 18-24 h, estriando sobre el pico de flauta. Incubar a 35°C durante 24-48 h

5. Observar si hubo cambio de color

El vire del color (azul de bromotimol) indica la utifizacion de los citratos como Unica fuente de C, de la sal de amonio

como fuente de N y la formacién de subproductos alcalinos (como NHa). El crecimiento de los organismos y el cambio a

un color azul intenso sobre el pico de flauta indican que la prueba es positiva.

Prueba de Vogel y Proksauer/Rojo de Metilo o PV/RM (1926 /n MacFaddin 1990)

La prueba de VP determina la capacidad de algunas bacterias de originar un producto final neutro, el acetilmetilcarbinol o
aceloina, por la fermentacion de glucosa. Adicionalmente, la prueba de AM permite comprobar si el organismo produce y
mantiene estables los productos terminales &cidos de la fermentacion de la glucosa y vencer la capacilad amortiguadora
del medio; es una prueba cuaiitativa de la produccion de Acido {determinacion del pH). Util para bacterias que producen
grandes cantidades de acidos (lActico, acético, férmico), a partir de glucosa y por fermentacidn é&cida mixta. Detecta la
fermentacién formica de enterobacterias. Preparar el siguiente medio:

Peptona de caseina 70g
Glucosa 509
Agua destilada 101
K2HPO4 509

Mezciar y calentar suavemente, agitando despacio, hasta que la solucién comience a hervir; dejar hervir 1 min
Distribuir en tubos estériles y esterilizar a 121°C durante 15 min. Dejar enlfriar

Inocular una porcidn de la colonia tomada con asa estetilizada. Incubar a 35°C durante 24-48 h

Separar las colonias en dos tubos; a un tubo se le agrega 1 gota de KOH o NaOH al 40% y 1 gota de a-naftol
{intensificador del color) al segundo tubo, agregar 1 gota de fenol. Agitar suavemente los tubos

. Dejar reaccionar 10-15 min; observar
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La fermentacion del carbohidrato conlleva a un cambio de pH, que se detecta por el rojo de fenol. La prueba de PV es
positiva al observa un color rojo-rosado en la superficie del medio (presencia de acetolna). Si el cultivo es lo
suficientemente Acido como para permitir que el AM se mantenga rojo en la superficie del medio, la prueba AM serd
positiva. Si por el contrario, el medio liende a mantenerse o virar a amarillo, la prueba es negativa.

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LEVADURAS

Observacién de ascoesporas

E! primer caracter que se toma en cuenta en la taxonomia de las levaduras es la presencia de ascoesporas (esporas
haploides, formadas en el interior de las ascas, después de una division meidtica), mediante el siguiente medio:

1. Mezclar:

Extracto de levadura (Bioxdn) 10g
Agar bacterioldgico (Bioxdn) 209
Agua destilada 500 m!
Jugo de verduras (V8) 500 ml

. Ajustar pH a 6.8 con KOH al 40%

Repartir en tubos de ensaye, tapar y esterilizar a 121°C durante 15 min

Dejar enfriar los tubos inclinados (pico de flauta). Meter a incubadora para prueba de esterilidad (35°C por 24 horas)
Tomar una muestra de la colonia de levadura con el asa bacterioldgica y sembrar mediante estriacion

Incubar a 28°C durante tres dias; revisar al microscopio, previa tincién con cristal violsta

omawp

Tincién de ascosporas (Kiifrerath, sensu Sliva com. pers.)

1. Poner 1 gola de AD sobre portaobjelos. Calentar asa de cultivo al rojo vivo, tomar una muestra de la colonia de
levaduras desarrollada en agua peptonada y zanahoria o eén 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 basica mientras se flamea

la parte inferior el portacbjetos haslta la emision de vapores; adicionar cuantas fucsina sea necesaria para evitar que

el papel filtro se seque con el calor. Hacer lo anterior durante 7 min; lavar con agua da la llave

Decolorar con gotas de alcohol acidulado (HCI concentrade: 1 mi, etanol: 99 ml); lavar con agua de la llave

Tedir de 15-30 segundos con azul de metileno; lavar con agua de la llave

Poner unas gotas de tinta china, extenderla sobre toda la superficie del portacbjetos; secar al aire

Oaw

TECNICAS DE PRESERVACION PARA BACTERIAS AEROBIAS

Preparar glicerol para una solucion en caldo BHI al 15%. Calentar lentamente hasta disolver

Repartir 4 ml en tubos de cepario y esterilizar a 121°C durante 15 min. Dejar enfriar

Cosechar crecimlento masivo (de 24 h) y pasar a tubo con caldo BH! y glicerol, homogeneizar perfectamente
Vaciar 3 g en tubos de plastico con rosca y congelar a -72 °C

Hacer prueba de viabilidad después de 15 dfas

e e

TECNICAS DE PRESERVACION PARA BACTERIAS ANAEROBIAS

Cocer 250 g de came fresca, sin grasa y molida, mas 12.5 m! de Na-OH 1N, en 500 ml de AD, agitando suavemente
Filtrar el caldo y recuperar la carne en una gasa

Lavar la came para eliminar posibles residuos del Na;OH y secar

Pasar la camne a frascos con tapa de rosca de 16 X 150 ml, una cantidad equivalente 1/3 parte del tubo

Tomar 500 ml del caldo, afiadir la cantidad correspondiente a 500 mi de medio tioglicolato semisdlido. Ajustar el pH
enlre 6.8y 7

Adicionar a cada tubo con la carne 7 mi del caido con tioglicolato y cerrar

Esterilizar a 121 °C por 15 min. Meter en incubadora a 35°C para prueba de eslerilizar

Cosechar crecimiento masivo (48 h) y pasar a tubo con caldo de carne y tioglicolato, homogeneizar perfectamente

as bacterias pueden mantenerse a temperatura ambiente
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A3.3.TECNICAS ANALITICAS PARA ENSAYO DE TOXICIDAD EN BIOFILME AUTOTROFICO

EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS EXTRA- E INTRACELULARES (Barranguet et al. 2003)

1. Tomar una cantidad conocida (preferentemente) del biofilme y colocar en tubo de ensaye con tapa de rosca; afadir
3-5 mi de agua bidestilada (BiD) y licuar 15 s; centrifugar 5 min a 3500 rpm

2. Tomar 2 mi del sobre-nadante y vaciar en un tubo Eppendorf de 2 ml. Esta fraccién serd considerada la cantidad
“difusa” de los exopolisacaridos del biofilme, por lo que sera llamada “fraccion difusa”

3. Disolver el botén afadiendo 3-5 mi de H:S0. 0.1 M, agitar licuar por 1-2 seg. Y tapar los fubos de ensaye (para evitar
evaporacién). Colocar los tubos en calentamiento a 95 °C, agitando cada 5-10 min. Dejar calentando 30 min.

Cenltrifugar a 3500 rpm durante 5 min
4. Tomar 2 ml del sobrenadante y verter en tubo Eppendorf de 2 ml. Esta fraccién representa la cantidad de

exopolisacridos unidos o de capsula celular, por lo que se le llamard “fraccién unida” o Yfraccién capsular”

5. Re-suspender el botén en agua BiD, licuar 1-2 s y vaciar en tubos Eppendorf de 2 ml, Esta fraccion final representa
los polisacéridos intracelulares, por lo que se denominara “fraccion intracelular”

Las fracciones pueden ser almacenadas a -20 °C y en oscuridad

OBSERVACION MICROSCOPICA DE EXOPOLISACARIDOS (Barranguet et al. 2003)

Permite verificar 1a eficiencia de la extraccion de exopolisacaridos, mediante la tincién en de las fracciones obtenidas con
Azul Alcian (AB, por sus siglas en inglés) al 0.1% (w/v) en &cido acético. La inspeccién al microscopio revelara la
presencia de los carbohidratos exiracelulares de las fracciones correspondientes.

DETERMINACION DE POLISACARIDOS (Dubols 1959)

1. Tomar 200 pl de la muestra y adicionar 200 pl de fenol al 5% (viv) y 1 M de H2504 18 M. El material presente en las
muestras sera hidrolizado por el &cido; los carbohidratos C5 y C6 se transformaran en compuestos capaces de
reaccionar con e! fenol, creando un complejo de color naranja-amarillo

2. Medir la intensidad de color con el espectrofotémetro a 488 nm, hacer la curva de calibracién con soluciones de
glucosa en concentraciones entre 5 y 200 ug-ml, preparadas et mismo dia

CONCENTRACION DE METALES EN POLISACARIDOS

1. 1 mi de cada una de las fracciones obtenidas en la extraccién de polisacridos, se mantiene en refrigeracion las
muestras a -20°C, hasta su lectura posterior en la flama del EAA, haclendo las diluciones necesarias, Previo a la
lectura, se afladen 2 i1 de HNQ; Ultra-puro a las muestras de la fraccidn “difusa”

CONCENTRACION DE METALES EN BIOFILME
1. Mantener las muestras a -80°C
2. Liofilizar durante una noche; pesar para obtener peso seco
3. Ladigestién puede hacerse en homo de micro-hondas, afadiendo 2.5 4| de HNQ: ultra-puro (J.T. Baker, Ultrex )
4.

Leer en la flama de! EAA, haciendo las diluciones necesarias

CONCENTRACION DE METALES EN MEDIO LIQUIDO
1. Tomar 2 ml del medio y afiadir 2 1 de HNQ» ultra-puro (J.T. Baker Ultrex Il)
2. Leer enla flama del EAA, haciendo las diluciones necesarias

DETERMINACION DE CLOROFILA POR ESPECTROFOTOMETRIA CON ACETONA (sensu Barranguet 2001)

Las muestras deberan estar congeladas en la oscuridad inmediatamente antes de su liofilizacién,
1. Liofilizar las muestras, dejandolas durante la noche en {a liofilizadora
2. Colocar en un tubo o vial la muestra del biofime adherida al disco de cristal y adicionar una cantidad conocida de

acetona al 90% (p.e. 6 ml)

TESIS CON s
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Poner los tubos en e! sonificador durante 30 min, en la oscuridad y en un bafio de agua y hielo. Guardar fos tubos en
el refrigerador (4°C) durante una noche y no mas de 30 h, ya que la clorofila comenzara a degradarse
Tomar una muestra del liquido y centrifugar durante 5 min a 3000 rpm
Llenar la celda de cuarzo del espectrofotémetro con hasta 4 ml del sobrenadante (sin particulas en suspension)
Leer la absorbancia a 665 y 430 nm
Adicionar 30 pl de HCI 0.4 N. Agitar y volver a leer a 665 nm
La concentracién de clorofila por unidad de 4rea se calcula de a cuerdo a Lorenzen (1967):
Chlo a {uug-cm?) = 26.73 X (DO 665 — DO 665a) X VISX1

PNOOs

Doénde:
26.73: factor de correccion, conformado por el coeficiente de absorcién especifica de la clorofila a en acetona

al 90% (103/91 I.g*.cm!) y K, el factor para adecuar la reduccion de la absorbancia inicial de la clorofila

« DO 665a: densidad Gptica (absorbancia) después de acidificar

* V:volumen de acetona usada para extraer (mi)

e §: drea superficial del disco (cm?)

« |; trayacto dptico {cm)

Ademds, la relacion 430/665 son el Indice Margalet! (1961) para la diversidad de pigmentos, representando la cantidad
relativa de carotenoides presentes en la muestra.

DETERMINACION DE CLOROFILA POR ESPECTROFOTOMETRIA CON METANOL (sensu Barranguet 2001)
Las muestras deben preservarse a -80°C; el desarrolio de la técnica debe realizarse manteniendo las muestras en frio y
protegidas de la luz

1. Liofilizar las muestras durante una noche

2. Colocar la muestra liofilizada en un vial con 3-4 mi de metanol al 100%,; sonificar durante 1 h

3. Centrifugar la muestra a 3000 rpm, durante cinco minutes. Recuperar sobrenadante

4. Medir absorbancia a 665 nm en celda de cuarzo. La concentracion de clorofila se calcula:
Chio {mg'I'*) = Abs 665 nm x 1000/74.5 x d - donde d: distancia dptica

CARBONO ORGANICO TOTAL (COT)
El COT se determina midiendo la concentracién de CO2 generada por la oxidacién quimica del carbén organico presente

en la muestra, a 100 °C, adicionando persulfato de sodio (NA2S2504), un oxidante muy fuerte. Cuando la oxidacién es
completa, el CO2 se purga de la solucién, se concentra por atrapamiento, se desorbe siendo acarreado al analizador
infrarrojo (no dispersivo), previamente calibrado. La masa de CO: es equivalente al COT originaimente presente en la

muestra (TIC/TOC Analyzer, model 700, O.I. Corporation)

1. Preservacién de las muestras: las muesiras deben mantenerse en refrigeracion hasta su uso posterior. En el caso
del biofilme, previamente: se liofilizan las muestras, se obtiene su peso seco y se disuelven en agua.

2. Solucién estandar para COT: Disolver en 1 | de agua BiD, 2.13 g (peso seco, dos horas a 120°C) de CeHsKOi 4 mi
de esta solucion, disueltos en 100 ml de agua BiD, da un estandar de 40 ppm COT.

DETERMINACION DE FOSFATO (Aminot y Chaussepled 1983)
1. Conservacién de las muestras: Tomar 2 ml de la muestra y congelar, inmediatamente, a -20 °C. También se pueden
conservar aiadiendo 0.5 ml de cloroformo por cada 100 ml de muestra
Reaclivos:
Solucién de molibdato de amonio: Disolver 15 g de (NH4)sMo7024-4H20 en 500 mi de agua BIiD. Guardar en frasco de
plastico y mantener en oscuridad
b)  Acido sulfiirico: A 140 ml de H2S0x afiadir 900 m! de agua BID. Conservar en relrigeracién
¢) Acido ascorbico: Disolver 54 g de CsHeOs en 500 ml de agua BiD, pasar a frasco de pléstico y mantener en
refrigeracion, protegido de la luz (en refrigeracién dura semanas; en el congelador dura més tiempo)
d) Tartato de amonio y potasio: Disolver 0.34 g de K(SbO)C4H«Os en 250 mi de agua BiD, calentando si es necesario.
Conservar en refrigeracion

3. Mezcla de Reactivos TESI% CON

Mezclar los reactivos en las proporciones siguientes:
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CeHaOs 100 m!
K{SbO)CuHiOs 50 ml

4. Solucién pre-stock para curva de calibracion: Secar a 100 °C en H2SO« concentrado, KH2POu. Pesar 0.6805 g, para 1
| de solucién, Aiadir 1 mi de cloroformo. Un mi de esta solucién equivale a 5 » Mol del ién fosfato. Refrigerar

5. Solucion stock para curva de calibracién: tomar 100 ml de la solucidn pre-stock, aforar a 1 | con agua BiD; adadir 1 mi
de cloroformo. Un ml de esta solucién equivale a 0.05 »# M de POx. Refrigerar, Caducidad de 10 dias

6. Curva de calibracion: tomar 1, 2, 5, 10, 20 ml de solucidn stock y llevar a un volumen final con agua BiD, para una

curva de calibracién de 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, etc. M de POs. Usar agua BiD como blanco. Hacer blanco de reactivos

(absorbancia esperada: 0.02)

7. Lectura de muestras: Afadir la mezcla de reaclivos a la muestra, lograr una relacién 10:1 (mezcla de reactivos:

muestra). Leer la absorbancia a 885 nm en celdas de cuarzo

A3.4. PREPARACION DE AGUA RESIDUAL SINTETICA

Las aguas residuales domésticas no tratadas, suelen presentar hasta 290 mg-I'de C orgdnico (APHA, 1992); por ello, y
para mantener una relacién C:N:P de 15:1:0.1 (Dur&n 1994.), el agua residual sintética se prepard:
1. Usar

CH3;COONH: 0991 g
NH:NOa 01109
KHz2PO4 0.008¢g
H0 1000 ml

2. Mezclar las sales; aforar con agua corriente esterilizada, libre de cloro. AjustarpH a 7.0

APENDICE A4
ALGUNOS DATOS SOBRE METALES

Vanadio

Matal presenta principalmente en rocas ultraméficas, por lo tanto, los suelos con mayor concentracién de V son los
derivados de este tipo de rocas (150 a 460 ppm o mg-kg''); en otro tipo de suelos se estima que la cantidad de V fluctia
entre 18 y 150 mgkg'*. Ef V es muy comin en derivados del petréieo y la principal fuente de contaminacién de suelos
por V as la combustién del petrdleo crudo; olra fuente son las termales eléctricas (Kabata-Pendias y Pendias 1892). Una
caracterfstica particular de este elemento 8s su tendencia a asociarse con la maleria organica {(Kabata-Pendias y

Pendias 1992)

Cromo

El cromo es un elemento esencial e, incluso, algunos suelos para cultivos son enriquecidos con este micronutrients.
El Cr ocupa el 7@ jugar en abundancia, con 100 mg-kg! en corteza terrestre (Alloway 1990) y 54 mg-kg*' en suelos, en
promedio. En rocas de Si, la concentracién del Cr varla desde 1 mg-kg'' hasta constituir el 10% (in Logan y Traina 1993);
el intervalo aceptable para suelos agricolas es de 50-120 mg-kg' (Kabala-Pendias y Pendias 1992). Alloway (1990),
indica concentraciones de 540 y 750 mg-kg' 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. £l Cr
esta muy asociado a la explolacidn y manufactura de Ag, por lo que sorprende su baja conceniracion y mas aun por su
tendencia a permanecer en capas superiores del sustrato. En Suiza y Alemania el maximo permitido es 75 y 100 mg-kg!,
respectivamente, en suelos (Kirke 1987). La normatividad nacional considera hasta 0.5 mg'' de Cr como el limite
méximo tolerable para lixiviados de suslo y hasta 1 mg-l! 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 el comportamiento de muchos olros micronutrientes (Kabata-Pendias y Pendias
1992). La corteza lerrestre presenta Mn en concentraciones superiores a las de los otros metales (aparte del Fa),
mientras que en rocas y suelos esta concentracién varfa notablemente, entre 200-2000 y 50-4500 mg-kg!,
respectivamente. En suelos puede representar el 7%, dependiendo del mineral parental (Bornemisza 1982; Alloway
1990; Kabata-Pendias y Pendias 1992). La Comisién Europea estipula hasta 0.05 mg-'Mn en agua potable (in

Katsoyiannis et al. 2002)

Cobalto

’ La concentracién de Co en rocas varia entre 0.1 (rocas sedimentarias) y 200 ppm (rocas ultramaficas), misniras que
en suelos la concentracion fluctda de 0.1 a 100 mg-kg* (Kabata-Pendias y Pendias 1992; Pyrzynska 2002), formando
compuestos inorganicos 6 como Se elemental, pero también es posible encontrar algunos compuestos organicos del Se
{Pyrzynska 2002). Se trata de un elemento esencial en el metabolismo de bacterias y microalgas, como coenzima o
parte estructural de ciertas moléculas, como en el metabolismo de la fijacién del N2. No obstante, también puede tener
electos antimicrobianos (Kabata-Pendias y Pendias 1992)

Niquel

El intervalo del contenido de Ni en suelo es muy amplio, varfa entre 0.2 y 450 mg-kg (Kabata-Pendias y Pendias,
1992), lo cual se relaciona con las rocas parentales (desde 5 en granitos hasta 2000 mg-kg' en uliramaticas). El
relativamente alto porcentaje de Ni extraido con EDTA de suelos (10% de disponibilidad) sugiere que el metal no es
retenido por los componentes det suelo (Kabata-Pendias y Pendias 1992)

Cobre

La concentracién promedio de Cu en corteza terrestre fluctda entre 24 y 55 mg-kg™', 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 concentracion maxima aceptable de 100 mg-kg' {Kabata-Pendias y Pendias 1992). En suelos, el Cu se
presenta como sulfuros y, debido a su carédcter de metal noble, también se encuentra en forma elemental {Bomemisza
1982). Existe una correlacion entre pH y conlenido de Cu en suelo; particularments, se espera una mayor cantidad de Cu
disponible en suelos con pH superior a 7, contrario a lo qua ocurre con otros oligoelementos; ko cual se debe a la
reducida movilidad del Cu (Bornemisza 1982). Por otra parte, el Cu posee una gran capacidad de interaccionar
quimicamente con los minerales y compuestos organicos del suelo y tiende a hacinarse en el horizonte superior (Kabata-
Pendias y Pendias 1992). En México no se ha estipulado el valor maximo permitido para Cu en lixiviados de suelo,
algunos palses europeos sitian entre 0.1 y 0.28 mg-H' los limites maximos aceptados (Kirke 1987). Cabe recordar que
éste es un metal fitotoxico (Alloway 1990) y que se emplea como alguicida (Flemming y Trevors 1988; Skujins 1992)

Zinc

Se considera un metal esencial para los seres vivos ¥, al igual que el Cr, algunos fertilizantes incluyen cantidades
traza de este elemento. En la litosfera su conceniracion promedio es de 80 mgkg' y en suelos se estima entre 10 y 300
mg-kg', con un maximo aceptable de 200 a 300 mg-kg™* (Bornemisza 1982; Alloway 1990; Kabata-Pendias y Pendias
1992). El Zn se presenla en suelos principalmente como sulfuro; las arcillas y las fracciones de materia organica pueden
absorber e inmovilizar una proporcién aceplable de Zn, formando minerales diversos y compusstos organometdlicos,
quedando indisponible para plantas, hasta que la materia organica se mineralice (Bornemisza 1982)

Arsénico

La legislacién en materia ambiental de fa antigua Republica Federal Alemana permitia hasta 300ito, arsenato y en
compueslos organoarsénicos) tienden a formar complejos insolubles en suslo (Leonard 1995) y es comun en aguas
superficiales y subterraneas en sus formas inorganicas en hasta 60 pg-kg” (Katsoyiannis ef al. 2002). Se trala de un
elemento muy mévil, ampliamente conocido por su elevada toxicidad a humanos (antiguaments, las sales de As eran
empleadas como venenos). Ademas de las actividades agricolas, una de las principales causantes de la contaminacién
por As es la mineria (Bataglia-Brunet ef al. 2002; He et al., 2002; Katsoyiannis el al. 2002). Asl, en suelos del Reino
Unido severamente dafiados por la actividad minera, se han detectado hasla 900 mg-kg' de As (Colboumn et al. 1975 in
Kabata-Pendias y Pendias 1992) y en lagos contaminados por desechos mineros se ha reportado hasta 3000 mg-+' 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,
disminuyé el limile parmisible de As en agua potable de 50 a 10 pg'l"', dada su naturaleza carcinogénica (Bataglia-Brunet

of al. 2002; Katsoyiannis et al. 2002)

Selenio

En la corteza terrestre hay 0.05-0.09 mgkg' Se; en suelos su concentracién varia fuerternents, de 0.1 pg-kg* a 1
mgkg-', siendo aceptable hasta 0.5 mg-kg', en suelos agricolas (Kabata-Pendias y Pendias 1992; Fishbein 1995).
Rocas y suelos volcanicos, depdsitos de uranio y rocas carbonosas presentan concentraciones ligeramente mayores (He
el al. 2002) y existen alrededor de 40 minerales en los que el Se predomina, por lo que la minerfa, en especial las minas
de carbén y uranio, representa la principal via de contaminacién por Se. Este metal, ademds, se volatiliza (Fishbein
1995). En agua, niveles tan bajos como 0.0t mg-t! pueden ser ietales para seres humanos (Oe Gregori et al. 2002)

Molibdeno

En corleza terrestre, la concentracion de Mo varfa entre 1 y 6 mgkg'' y es uno de los oligoelementos mas escasos
en suslos, con un contenido promedio entre 0.01 y 13 mgkg', aunque en suelos volcanicos puede alcanzar hasta 30
mgkg!, concentraciones superiores son indicativos de contaminacién (Bormemisza 1982; Kabata-Pendias y Pendias
1992). La disponibilidad del Mo incrementa con el pH y es facilmente adsorbido por éxidos e hidréxidos de Fe y Al,

halloysita y caolinita (Bornemisza 1982)

Cadmio

El Cd es un metal relativamente volatil y raro en la naluraleza {ocupa el 67avo lugar en orden de abundancia). Se
presenta en corteza terrestre en una concentracién promedio de 0.1 mg-kg' y en suelos ésta varfa segin la roca
parental'. En general, se esperan concentraciones de Cd en suelos por debajo de 0.1 mg-kg' (Alloway 1990) y en suelos
agricolas, hasta 0.5 mg-kg" (Stoeppler 1995). Segin Kabata-Pendias y Pendias (1992), la cantidad promedio de Cd
oscila entre 0,06 y 6 mg-kg'y s6lo valores por encima de éslos son indicativos de contaminacion. Es un metal téxico, no
esencial. Algunos palses europeos estipulan limites aceptables de Cd en suelos de 3.5-6 mg-kg? (Kirke 1987). En
México el limite maximo permitido en lixiviados de suelo es 1 mg:H, valores superiores indican dafios al ambiente.

Piomo

El Pb es un elemento toxico del cual no se tienen evidencias respecto a participacion en el metabolismo de los seres
vivos, Suele encontrarse en cantidades traza en suslos y rocas, en estas Gitimas, hasta entre 1 y 30 mg-kg!. De sus
principales fuentes contaminantes (minerfa, gases vehiculares) y por ser el metal menos movil, el Pb tiende a
acumularse en el horizonte superior del suelo?, donde alcanza hasta 100 mg-kg''; concentraciones por encima de este
valor se deben exclusivamente a la contaminacion (Alloway 1990; Kabata-Pendias y Pendias 1992). La nomalividad
mexicana establece hasta 5 mg:+*de Pb en lixiviados de suelo.

Mercurlo

Normalments, los suelos poseen no mas de 300 pgkg' de Hg, concentraciones por encima de este valor son
resultados de la contaminacién {Kabata-Pendias y Pendias 1992); aunque para von Burg y Greenwood {1995) en suelos
agricolas se esperan 0.06 a 0.2 ppm. La minerfa es una de las principales industrias generadoras de Hg. Kabata-Pendias
y Pendias (1992) documentan las concentraciones de Hg en depdsitos mineros, mismas que fluctian entre 0.1 y 40
mg-kg. La interaccidn Se + Hg incrementa la toxicidad de ambos. EI Hg emplea como agente antiséptico por su accién
antimicrobiana (antibacteriana y fungicida, principalmente); en forma de complejos organometalicos tales como alcali- y
arilmercurio, mucho mds potentes que las sales inorganicas (von Burg y Greenwood 1995). Una vez asimilado por
microorganismos, su eliminacién suceda lentamente, por lo que tiende a bioacumularse via cadena tréfica.

1Asl: 0.11 a 0.60 mg-kg™* en suelos ignecs, 0.007-0.87 en suslos melamériicos y hasta 11 mgkg-" en suelos sedimentarios
%y en capas superi de sedi [
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APENDICE A5
PRODUCTOS GENERADOS DURANTE LA INVESTIGACION

AS5.1. PRESENTACIONES EN CONGRESOS

Nacionales

Carrillo-Chdvez A, Ramos-Arroyo YR, Garcla-Meza JV, Mendoza-Amezquita E. 1999. Geoquimica ambiental
del Distrito Minero de Guanajuato: Informe preliminar. IX Congreso Nacional de Geoquimica (INAGEQ).
Septiembre 20-25, Linares, Nuevo Leon. Abstracts Actas INAGEQ 5(1):12 (sesion oral)

Garcla-Meza JV, Duran C. 2000. Uso de microalgas para la restauracion de desechos mineros (jales). V
Congreso Nacional de Ciencias Ambientales. Junio 7-9, Acapulco, Guerrero. Abstracts y Programa, p. 43
(sesién oral)

Pompa N, Hemandez L, Garcla-Meza JV, Duran C. 2001. ldentificacidn de bacterias aisladas de bioensayos
con desechos mineros de Guanajuato. Glo. XXXII Congreso Nacional de Microbiologia. Abril 3-5,
Guanajuato, Glo. (pdster)

Garcia-Meza JV, Barranguet C, Durén C. 2002. Short-term expeniment using autotrophic biofilms isolated from
a jal of Guanajuato: adaplative response. XXXIIl Congreso Nacional de Microbiologfa. Abril 7 a 10,
Monterrey, Nuevo Leén {p6ster)

Internacionales

Carrillo-Chavez A, Ramos-Arroyo YR, Garcla-Meza JV, Mendoza-Amezquita E. 2000. Environmental
geochemistry of the Guanajuaio Mining District, Mexico: Preliminary report. Geological Society of American
(GSA) Annual Meeting. Octubre 25 a 28, Denver, Colorado, EE.UU. Resumen con programas, 31(7):333
(presentacion oral)

Garcia-Meza JV, Durén C. 2000. Some physical, chemical and biological characteristics of La Valenciana jal
{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, Canada.
Resumen con programas, formato CD (presentacion oral)

Garcla-Meza JV, Novelo E, Hemandez-Goémez L, Durdn C. 2001. Uses of microbial communities in the
stabilization of bioavailable metals in mine lailings residues: the future of an environmentally friendly mining
in Mexico. IV International Symposium on Industrial Microbiology and Biotechnology. Marzo 1 a 3, Mérida,
Yucatan, México. Abstracts, p.15 (presentacion oral)

Garcfa-Meza JV, Durdn C. 2001. Microorganisms development as an important step in mine lailings
remediation. Proceedings of the 26th Annual Meeting and Conferences of the Canadian Land Reclamation
Association (CLRA). Agosto 25 a 29, Halifax, Nueva Escocia, Canada (presentacion oral)

Carrillo-Chavez A, Mortto-Bermea O, Gonz4lez-Partida E, Rivas-Solérzano H, Oesler G, Garcia-Meza JV.
2001. Evaluacidn geoquimica ambiental del Distrito Minero de Guanajuato. XXIV Convencion Interacional
de la Asociacion de Ingenieros de Minas Metalurgistas y Gedlogos, A.C. Octubre 15 a 20 Acapulco,
Guerrero, México

Garcia-Meza JV, Barranguet C, Durdn C, Admiraal W. 2002. Effects of metals on photosynthesis, EPS
production 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 Britanica,
Canada. Abstracts p.48 (presentacion oral)

Garcla-Meza JV, Carrillo-Chavez A, Duran C. 2003. Chemical change of the Valenciana mine-tailing samples
after microorganisms development. Fourth International Seminar of Experts on the Treatment of Industrial
Effluents and Residues. Abril 9-11, Ciudad de México, México (p6ster)
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A5.2, PUBLICACIONES

Nacionales

Cariillo-Chéavez A, Morton-Bermea O, Gonzalez-Partida E, Rivas-Solorzano H, Gretchen O, Garcla-Meza JV.,
2002. Aspectos geoldgicos ambientales de la minerla: ejemplos de dos casos estudiados. IPICyT (Instituto
Potosino de Investigacidn Ciencia y Tecnologia A.C.) 1(1): 39-46

Garcfa-Meza JV, Hernandez-Goémez L, Silva A, Durdn-de-Bazta C. Desarrollo de biofimes autotréficos en
superficie de muestras del desecho minero aurifero-argentifero “Valenciana” (Guanajuato, México):
Implicaciones de la colonizacion del desecho. Revista IMIQ (en preparacion)-

Internacionales

Carrillo-Chavez A, Morton-Bermea O, Gonzélez-Partida E, Rivas-Solérzano H, Qelsner G, Garcia-Meza JV.
2003. Environmental geochemistry of the Guanajuato mining district, Mexico. Ores Geol Rev. (En prensa)

Garcla-Meza JV, Ramos E, Carrillo-Chavez A, Duran C. 2003, Elemental and mineralogical composition of
historical mine tailings from La Valenciana mine, Guanajuato. Bull Environ Contam Toxicol. (En prensa)

Garcia-Meza JV, Barranguet C, Admiraal W. Mechanisms underlying the survival of metal-tolerant biofilms.
(sometido)

Garcfa-Meza JV, Duran C, Carrillo-Chavez A. Sequential extractions on mine tailings samples after and before
of bioassays: Implications on the liberation of toxic metals during microbial re-colonization. (Sometido)

Memorias in extenso

Carrillo-Chavez A, Morton-Bermea O, Gonzalez-Partida E, Rivas-Solérzano H, Oesler G, Garcla-Meza JV.
2001. Evaluacidn geoquimica ambiental del Distrito Minero de Guanajuato. XXIV Convencion Internacional
de la Asociacion de Ingenieros de Minas Metalurgistas y Gedlogos, A.C. p.43-46

Garcla-Meza JV, Carrillo-Chéavez A, Duran C. 2003. Chemical change of the Valenciana mine-tailing samples
after microorganisms development. Fourth International Seminar of Experts on the Treatment of Industrial

Effluents and Residues. p.159-164

A5.3. Ponencias y seminarios

En el Postgrado Institucional en Quimica, Universidad de Guanajuato, con el seminario impartido: Sistemas
Biolégicos para la restauracion de zonas con desechos mineros. Guanajuato, Guanajuato, México. Marzo
30 de 2000

En la XL Convencidn Nacional del Instituto Mexicano de Ingenieros Quimicos, A.C. con la sesitn técnica:
Propuestas para el lratamiento de residuos txicos mediante sistemas biotecnoldgicos. Ciudad de México,
D.F. México. Octubre 7 de 2000

Exposicion del seminario: Bioensayo para la remediacién de zonas afectadas por jales mineros, organizado
por el Programa de Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica Ambiental (PIQAyQA), Facultad de Quimica,
UNAM, Ciudad Universitaria, D.F. México. Marzo 9 de 2001

Exposicion del seminario: Effect of metals on photosynthesis, species composition and EPS production of
metal tolerant biofims from mine-tailings (Guanajuato, Mexico). Seminario intemo del Departamento de
Ecologfa Acudtica y Ecotoxicologfa, Facutad de Ciencias, Universidad de Amsterdam, Paises Bajos.

Mayo 2 de 2002
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Del PIQAYQA, Facultad de Quimica, UNAM, a Landy, Lorena, Marisela, Irene, Rolando y Paval.
Del Departamento de Ecologfa y Ecotoxicologla Acuética, Universiteit van Amsterdam, Nederland,

a Helen, Bas, Harm, Gerdit, Esther, Mirlam, Bart y Saskia

A mis compafieros Miguel, Francisco y Nora
Del personal administrativo del Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Quimicas, UNAM, a

Josefina Tenopala, Patricia Vargas, Bety L6pez, Susana, Leticia, Elsa, Ma. Elena
A la UNAM ' :
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