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Resumen

La contaminacidn de suelo por Elementos Potencialmente Toxicos (EPT) representa riesgos
al equilibrio ambiental y la salud humana. Los jales son residuos que resultan de las
actividades de explotacién minera y se caracterizan por presentar altos contenidos de EPT; a
pesar de las regulaciones el problema persiste, es necesario realizar estudios que permitan
conocer los riesgos ambientales para proponer técnicas de remediacion y planes de
ocupacion, ademas, que no se enfoquen unicamente en el contenido total de EPT, pues esta
estimacién podria minimizar los riesgos asociados a la movilidad y biodisponibilidad de
estos. Las técnicas de extraccion quimica secuencial han sido usadas para estudiar la
distribucion de elementos contaminantes en estudios ambientales, sin embargo, no se cuenta
con una técnica de aplicacion estandarizada debido a la variabilidad de resultados que estas
proporcionan.

Se realizé un estudio comparativo de las concentraciones de Arsénico (As), Cadmio (Cd),
Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Niquel (Ni), Plomo (Pb) y Zinc (Zn) en muestras de jales de
Zimapan, Hidalgo con el objetivo de evaluar la movilidad de EPT mediante el uso de tres
técnicas de extraccion quimica secuencial: BCR (Rauret et al., 1999), Hall et al. (1995) y
Urbina Trinidad (2015). Para ello se realiz6 un ensayo de fitorremediacion con Ricinus
communis, una enmienda organica y Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV)
Klebsiella MC173, Enterobacter MC101 y Escherichia N16. Se determinaron parametros
fisicoquimicos del jal, la concentracion total de EPT por el método 3052 de la EPA (1996) y
la fraccién extraible de EPT por DTPA-TEA-CaCl> (Meers et al., 2007). La metodologia que
presentd el mayor porcentaje de recuperacién fue Hall. La concentracion total de elementos
de la muestra testigo de jal revel6 el siguiente orden: Fe (21638.88 mg/kg) > As (8400.82
mg/kg) > Zn (2631.76 mg/kg) > Pb (1352.03 mg/kg) > Mn (787.82 mg/kg) > Cd (22.54
mg/kg) > Ni (25.23 mg/kg). El analisis de la movilidad de EPT confirmé que las BPCV y R.
communis influencian su distribucion en las distintas fracciones consideradas por cada
técnica. Debido al contenido asociado a formas solubles, intercambiables, carbonatos,
oxihidrdxidos y 6xidos de Fe y Mn se encontré alto potencial de movilidad de As, Cd, Fe,
Mn, Pb y Zn. Se determin0 alta asociacion de los EPT a sulfuros primarios, que coincide con

las menas caracteristicas de la region.



Abstract

Contamination of soil for Potentially Toxic Metals (PTMSs) poses risks to the environmental
balance and human health. The tailings are the wastes of the mining exploitation and they are
characterized for having high contents of PTMs; despite the regulations the soil pollution
problem persists, thus, it is necessary to make studies estimating the environmental hazards
and to propose new occupation plans and remediation treatments, furthermore, not focusing
only in the total content of PTMs, since this estimation might minimize the risks associated
to mobility and bioavailability of these. The sequential chemical extraction procedures have
been used to study the distribution of pollutants in environmental assessments, nevertheless,
there is no a technique of standardized application due to the variability of results that those
provide.

A comparative study of the Arsenic (As), Cadmium (Cd), Iron (Fe), Manganese (Mn), Nickel
(Ni), Lead (Pb) and Zinc (Zn) concentrations was made in tailing samples from Zimapan,
Hidalgo, aiming the assessment of the PTMs mobility using three schemes: BCR (Rauret et
al., 1999), Hall et al. (1995) and Urbina Trinidad (2015). For this, a phytoremediation essay
with Ricinus communis, an organic amendment and Plant Growth Promoting Bacteria
(PGPB) Klebsiella MC173, Enterobacter MC101 and Escherichia N16 was realized. The
tailings physicochemical parameters were determined, the total content of PTMs by the
EPA’s 3052 method (1996), and the PTMs extractable fraction by the DTPA-TEA-CaCl>
method (Meers et al., 2007). The technique proposed by Hall et al. (1995) presented the
highest recovery percentage. The total PTMs concentration in the control sample revealed
the order: Fe (21638.88 mg/kg) > As (8400.82 mg/kg) > Zn (2631.76 mg/kg) > Pb (1352.03
mg/kg) > Mn (787.82 mg/kg) > Cd (22.54 mg/kg) > Ni (25.23 mg/kg). The PTMs speciation
analysis confirmed the influence of PGPB and R. communis over the distribution in the
different fractions assumed by each procedure. Due to the content associated to soluble,
exchangeable, carbonates, Fe and Mn oxyhydroxides and oxides forms, a high mobility
potential in As, Cd, Fe, Mn, Pb and Zn was found. It was found a high relation of PTMs to
sulfides, this match with the region characteristic ores.
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Introduccién

INTRODUCCION

La contaminacion de suelos con Elementos Potencialmente Toxicos (EPT) representa
riesgos serios para el ambiente y la salud humana. A bajas concentraciones algunos EPT (Cu,
Cr, Mo, Ni, Se, Zn, etc.) son esenciales para funciones biolégicas de microorganismos,
plantas y animales, sin embargo, a altas concentraciones estos mismos elementos pueden
causar severos dafios en cualquier organismo. Por otro lado, algunos elementos no esenciales
pueden provocar dafios toxicos incluso cuando se manifiestan a bajas concentraciones
(Evanko & Dzombak, 1997; Seoanez Calvo, 1999; Volke Sepulveda et al., 2005).

Los jales son residuos generados a partir de los procesos de extraccion minera,
dependiendo de su composicion mineral (contenido de EPT), tipo de exploracion, y
operaciones de separacion; pueden generar graves impactos en el ambiente (Instituto
Nacional de Ecologia, 1995). Considerando que la mineria se caracteriza por el alto volumen
de residuos que genera, actualmente se cuenta con legislacion y normatividad que regula la

gestion de estos residuos (Camara Minera Mexicana, 2017).

A pesar de las regulaciones ambientales y el desarrollo tecnolégico, el problema de
la contaminacién en suelos persiste. Por ello, los suelos deben ser caracterizados para definir
sus riesgos ambientales en funcién de planes de ocupacién y/o aplicacién de tratamientos de
remediacion (Adamo et al., 2018). El andlisis de riesgo basado Unicamente en el contenido
total de EPT podria minimizar los riesgos asociados a su transferencia a cuerpos de agua u
organismos, pues no proporciona informacion acerca de la porcion de estos que es
transferible o biodisponible. (Learita Prince, 2015; Manahan, 2013).

Para una correcta evaluacion del riesgo relacionado a la contaminacion por EPT y
para estudiar la eficiencia de técnicas de remediacién es necesario estudiar la movilidad y
biodisponibilidad de los elementos contaminantes. Asi, es necesario establecer métodos
analiticos que provean informacion acerca de la dinamica de EPT en suelos (Adamo et al.,
2018; Evans & Furlong, 2011).
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De acuerdo con la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) el
fraccionamiento es el proceso de clasificacion de un analito o un grupo de analitos de una
muestra de acuerdo con sus propiedades fisicas o quimicas (Adamo et al., 2018). Las
metodologias de fraccionamiento buscan caracterizar las formas en que los EPT se
encuentran presentes en los suelos. La distribucion de un EPT en las fracciones minerales de
un suelo puede ser lograda a través de métodos analiticos directos o indirectos. Algunos
métodos directos son Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia Electronica de Barrido
(MEB) y Resonancia Magnética Nuclear, sin embargo, estos métodos son usualmente
cualitativos o semicuantitativos y frecuentemente no detectan cantidades traza de elementos.
Por otro lado, estan las técnicas de especiacion indirecta, como las técnicas de extraccion
sencillas, o extraccion quimica secuencial (Martinez & Rivero, 2005; Zimmerman &
Weindorf, 2010).

Las técnicas de extraccion quimica secuencial estan basadas en el uso de una serie de
sustancias seleccionadas por su habilidad para reaccionar con los diferentes componentes del
suelo y liberar a los EPT asociados a estos (Okoro et al., 2012). La selectividad de los
reactivos hacia las fases geoquimicas especificas se ve mejorada por su aplicacién secuencial
en esquemas que siguen un orden de incremento en la fuerza quimica del reactivo (Adamo
et al., 2018; Martinez & Rivero, 2005). Los extractantes son aplicados generalmente en el
siguiente orden: sales buffer a un determinado pH, &cidos débiles, agentes reductores, agentes
oxidantes y acidos fuertes (Margesion & Schinner, 2005; Tessier et al., 1979; Zimmerman
& Weindorf, 2010).

Muchos de los procedimientos de extraccion quimica secuencial estan basados en la
técnica de cinco pasos de Tessier et al. (1979), que define a las fracciones minerales como:
intercambiable, unida a carbonatos, unida a 6xidos de Fe y Mn, unida a materia organica y
residual. Las modificaciones realizadas generalmente consisten en el uso de otros reactivos,

pH, tiempo de retencion y temperatura (Okoro et al., 2012; Zimmerman & Weindorf, 2010).

En este trabajo se caracterizaron jales provenientes de una presa del distrito minero
de Zimapan, Hidalgo. Este municipio ha sido destacado por su actividad minera debida a la

existencia de yacimientos metalicos, no metalicos, rocas dimensionales, agregados pétreos y
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gemas o piedras semipreciosas (Servicio Geoldgico Mexicano, 2016). Algunos depositos de
jales mineros han sido estudiados debido a su alto contenido de EPT, de los que destacan
Arsénico, Plomo y Zinc (Learita Prince, 2015; Moreno Tovar et al., 2012; Ruiz Olivares et
al., 2013).

Los pardmetros analizados comprenden pH, densidad aparente, humedad, materia
orgénica, nitrégeno inorgénico, textura, Capacidad de Intercambio Cationico (CIC),
conductividad eléctrica, color y acidez extraible. La determinacion total de elementos se
realizd de acuerdo con el método 3052 de la EPA (1996), ademas, se realizo una extraccion
sencilla de EPT con la técnica DTPA-TEA-CaCl, (Meers et al., 2007).

Se realizé un ensayo de fitorremediacion en muestras de jales con una enmienda
organica comercial, Ricinus communis y Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(BPCV): Klebsiella MC173, Enterobacter MC101 y Escherichia N16 (Mendoza Hernandez
etal., 2016).

Para el analisis de la movilidad de algunos EPT (As, Cd, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn) se
aplico el método de extraccion quimica secuencial BCR (Rauret et al., 1999) vy las técnicas
propuestas por Hall et al. (1995) y Urbina Trinidad (2015). EI contenido de elementos en los
extractos obtenidos fue analizado mediante la técnica de espectrometria de emision optima
con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, por sus siglas en ingles). Los resultados
obtenidos se analizaron en funcién del riesgo ambiental, los cambios en la movilidad de los
EPT en los tratamientos de fitorremediacion y las diferencias significativas halladas entre las
metodologias mediante un analisis ANOVA de un factor en IBM SPSS® Stadistics.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacidn del ambiente por EPT se ha convertido en un problema grave en el
mundo que requiere atencion inmediata para mitigar sus efectos. La actividad minera
representa uno de los principales vehiculos de liberacion de EPT en los ecosistemas debido
a las altas concentraciones que presentan los desechos solidos, liquidos y gaseosos que
producen (Learita Prince, 2015). La mineria en México a pesar de ser un sector productivo
en los ambitos econdmico y cultural enfrenta retos para lograr un desarrollo sustentable en

todas sus operaciones (Camara Minera Mexicana, 2017).

El problema de la contaminacién por EPT recae principalmente en que estos no son
biodegradables, y por ello, al ser liberados se pueden acumular y difundir en suelos y cuerpos
de agua y a su vez entrar en la cadena alimenticia provocando dafios a la salud humana y vida
silvestre (Bolan et al., 2011; Delgadillo-Lopez et al., 2011).

Entre las medidas que se han adoptado para enfrentar los dafios ocasionados por la
contaminacion de EPT en el ambiente se encuentra la fitorremediacion, que a pesar de ofrecer
una alternativa verde, de bajo costo y poco mantenimiento requiere garantizar su eficacia,
esto s6lo puede ser logrado a través de andlisis detallados de las interrelaciones entre los
componentes del sistema, el suelo, plantas utilizadas, microorganismos, los elementos
objetivo y su movilidad durante el tratamiento empleado (Prieto Méndez et al., 2009; Volke
Sepulveda et al., 2005).

En el andlisis de la eficacia de tratamientos de fitorremediacién aplicados en suelos
contaminados con EPT es indispensable conocer las fracciones de agregacién en las cuéles
se encuentran dependiendo de su estado de oxidacién y reactividad, pues esto determina su
biodisponibilidad y riesgo al ambiente (Favas et al., 2011). Al respecto, se han propuesto
numerosas técnicas de extraccion que permiten obtener informacion acerca de la movilidad
de los EPT, sin embargo, debido al uso de reactivos, condiciones de operacion y matrices de
analisis no existe una técnica homologa y validada a nivel internacional que garantice la

obtencion de resultados estandarizados (Okoro et al., 2012; Zimmerman & Weindorf, 2010).
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JUSTIFICACION

Los EPT presentes en los jales mineros suelen estar arraigados a las distintas
estructuras y agregados presentes en el suelo dependiendo de su estado de oxidacion y
reactividad, la naturaleza de los minerales en que se encuentran determina su disponibilidad
para ser consumidos, transformados o acumulados por plantas y microorganismos (Bolan et
al., 2011; DalCarso et al., 2013). A su vez, esta biodisponibilidad puede ser modificada a
través de los procesos metabolicos de las BPCV y de las plantas durante los tratamientos de
fitorremediacion. El estudio de la movilidad de los EPT mediante técnicas de extraccion
secuencial permite evaluar de forma quimica el resultado de las interacciones bioldgicas
vislumbrando asi la efectividad en la estabilizacién de estos (Delgadillo-Lépez et al., 2011;
Rajkumar et al., 2012).

El andlisis de la movilidad de EPT y con ello la efectividad en su estabilizacion es
una herramienta clave en la formulacion y establecimiento de estrategias de optimizacién en
los procesos de rehabilitacion in situ de suelos contaminados, como parte integral del
desarrollo sustentable en la gestion de residuos y recuperacion de espacios en la mineria
(DalCarso et al., 2013; Okoro et al., 2012).

La determinacion total o pseudototal de EPT en una matriz manifiesta el grado de
contaminacion de un sitio, sin embargo, brinda poca informacion con respecto a procesos
biolégicos, como afectan a las plantas o microorganismos, y de los mecanismos de
generacion de drenaje acido (Fernandez-Ondofio et al., 2017; Meers et al., 2007). Por esta
razon, en las ultimas décadas se ha incrementado el interés por realizar analisis mas
detallados acerca de la concentracion de los elementos en las diferentes fracciones presentes
en suelos. Sin embargo, actualmente no se cuenta con una metodologia homologa y validada
a nivel internacional, por lo tanto, hay variabilidad en los resultados (Zimmerman &
Weindorf, 2010; Favas et al., 2011). Una comparacién entre metodologias de extraccion

quimica secuencial, sus ventajas, desventajas, y las distintas fracciones minerales que
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consideran permitird evaluar la utilidad de los resultados que proporcionan respecto a la
especiacion y evaluacion del riesgo ambiental asociado a EPT.

Existen diferencias en el nimero de pasos, reactivos, tiempo de retencion y
temperaturas sugeridas por las técnicas revisadas en este trabajo. EI método BCR (Rauret et
al., 1999) propone cuatro pasos en el fraccionamiento de elementos, por su parte el método
propuesto por Hall et al. (1995) considera cinco diferentes fracciones minerales, mientras
que Urbina Trinidad (2015) realizd una propuesta de ocho pasos en base a lo propuesto por
otros autores (Favas et al., 2011; Hall et al., 1995; Tessier et al., 1979). Lo anterior sugiere
que es posible encontrar diferencias significativas en el contenido de EPT extraido en las
diferentes fracciones minerales establecidas, el andlisis de la informacion permitird

determinar la utilidad y aporte de cada una de las técnicas de extraccion quimica secuencial.



Obijetivos e Hipdtesis

OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la movilidad de elementos potencialmente toxicos mediante la comparacion

de tres metodologias de extraccion quimica secuencial en la rizésfera de un tratamiento de

fitorremediacion en jales mineros de Zimapan, Hidalgo.

Objetivos Especificos
e Analizar las propiedades fisicoquimicas de una muestra representativa de jales

mineros de la presa de Santa Maria, Zimapan, Hidalgo.

e Cuantificar el contenido de Arsénico, Cadmio, Hierro, Manganeso, Niquel,
Plomo y Zinc en la rizésfera de un sistema de fitorremediacion con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y Ricinus communis mediante las técnicas
de extraccion quimica secuencial BCR, Hall y Urbina.

e Analizar la movilidad de Arsénico, Cadmio, Hierro, Manganeso, Niquel,
Plomo y Zinc en la rizésfera del sistema de fitorremediacion con Ricinus
communis y bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

e Evaluar la significancia de las concentraciones de Arsénico, Cadmio, Hierro,
Manganeso, Niquel, Plomo y Zinc en las fracciones consideradas por las tres

técnicas de extraccion quimica secuencial empleadas.

HIPOTESIS

Existe diferencia significativa entre las concentraciones de Arsénico, Cadmio, Hierro,
Manganeso, Niquel, Plomo y Zinc en las fracciones consideradas por las tres técnicas de

extraccion quimica secuencial aplicadas a un sistema de fitorremediacion.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 La Mineria

De acuerdo con la Secretaria de Economia (2017) el sector minero-metallrgico en
México contribuye con el 4% del Producto Interno Bruto Nacional. Como sector minero-
metaldrgico da empleo a més de 350 mil personas y genera divisas por mas de 14,700
millones de dolares. Al 2015, el valor de la produccion minera alcanzé un monto de 16.3
millones de ddlares. Particularmente, México ocupa el primer lugar en la produccion de plata
a nivel mundial. Es de los 10 principales productores de 16 minerales: Plata, bismuto,
fluorita, celestita, wollastonita, Cadmio, Molibdeno, Plomo, Zinc, diatomita, sal, barita,
grafito, yeso, Oro y Cobre. La actividad minera se extiende en todo el territorio mexicano,

en la tabla 1 se puede apreciar la aportacion por producto de cada estado durante el 2016.

A pesar del inminente beneficio econémico y social de las actividades mineras, en la
era del desarrollo sustentable es necesario armonizar el desarrollo de las actividades de
extraccion minera con el ambiente; para lograr el continuo desempefio ambiental resulta
imprescindible contar con estrategias y mecanismos de control en todas las operaciones, estos
se manifiestan a través de programas de auditoria ambiental voluntaria que garantizan y
certifican el compromiso socioambiental de las empresas. Segun la Cdmara Minera Mexicana
al 2016 se obtuvo la participacion de 111 empresas mineras en el Programa de Industria
Limpia que impulsa la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA).
Ademas, 38 grupos mineros fueron reconocidos como Empresas Socialmente Responsables
(Camara Minera Mexicana, 2017).

El estado de Hidalgo se ha destacado por ser una de las principales entidades mineras
desde hace 500 arfios, actualmente es un importante productor de Manganeso (Mn) y ocupa
el tercer lugar en la produccion de Cadmio (Cd) y en menor medida de Oro (Au), Plata (Ag),
Plomo (Pb) y Zinc (Zn), los cuales han incrementado sus extracciones durante el 2011

(Learita Prince, 2015; Servicio Geoldgico Mexicano, 2016).
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Tabla 1. Volumen en toneladas de la producciéon de metales y minerales seleccionados por entidad
federativa 2016.

. Industriales no S .
Preciosos ferrosos Siderargicos No metalicos
. . Au Ag . Pellets Fierro en Fluo
Entidad federativa (kg) (kg) Pb Cobre Zinc | Coque de Fe extraccion S Ba rita
Baja California %003 1332 | o o o 0 0 o o0 o0 0
Coahuila de 1332 305320 406 | 5255
Zaragoza 0 | 78914 0 0 0 665 7 4109163 0 58 6
Colima 0 ol o o o o 8 2556781 | 0 0 0
Chiapas 0 o o o o 0 0 0 2621 0 0
. 18 | 70767 | 3653 1039
Chihuahua 043.2 5 4 15339 57 0 0 302228 0 0 0
Durango 990L, | 7873 | 29681 oa08 | 1723 0 0 1538646 | 0 0 0
Guanajuato 24512' 15753 0 0 0 0 0 0 243i 0 0
Guerrero 74009' 5752 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hidalgo 413 | 56225 | 3291 1800 1733 0 0 0 219? 0 0
Jalisco 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0
México 12067' 23472 9726 2479 464g 0 0 0 0 0 0
Michoacan de 0 0 0 1109 0 %7 ge6oa7 2959986 0o/ o 0
Ocampo 1
Morelos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nayarit 99.8 3099 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nuevo Leon 0 o o o o 0 0 o | O3 72 0
Oaxaca 2386, 1 27958 | 5260 o o 0 0 0|28 o 0
Querétaro ass | T o o o 0 0 o o0 o0 0
Puebla 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
San Luis Potosi 3075. | 15941 1660 29181 2983 0 0 0 0 0 5408
0 2 0 18
Sinaloa 19627' 37219 | 2717 1027 | 6327 0 0 132251 0 0 0
4372 | 38040 611
Sonora 76 9 0 577259 0 0 0 1423617 0 24 0
Tabasco 0 0 0 0 0 0 0 0 1953 0 0
Tamaulipas 0 0 0 0 0 0 0 0 400:13 0 0
Veracruz de Ignacio 0 0 0 0 0 0 0 0 4179 0 0
de la Llave 2
2442 2248 | 1360 2872
Zacatecas 53 253 53 37153 73 0 0 0 0 0 0
Otras e_ntldades 673.6 13273 7917 13906 4198 0 0 249676 0 228 0
federativas 3 1 60
Fuente: (INEGI, 2017).

El estado de Hidalgo estéa constituido por ochenta y cuatro municipios, de los cuales
Zimapan es el mas grande y se encuentra a 144 kilémetros de Pachuca de Soto. EI municipio

de Zimapan se localiza en la porcion occidental del estado de Hidalgo, entre las coordenadas


http://www.inegi.org.mx/default.aspx
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geograficas 19°47°00” y 20°50°00” de latitud norte, y de longitud oeste 98°27°00” y
99°30°00”, la altitud media del municipio es de 1,800 msnm. En el municipio existen
yacimientos de minerales metalicos, no metalicos, rocas dimensionales, agregados pétreos y
gemas o piedras semipreciosas (Servicio Geoldgico Mexicano, 2008). De los minerales no
metalicos se explota calcita para producir marmolina; en lo que se refiere a las rocas
dimensionales se tienen varias localidades de material volcanico y sedimentario, para
producir losetas rusticas, pisos, adoquines, lajas para fachadas, ornamentos, columnas, etc.
En agregados peétreos existen localidades con posibilidades de ser explotadas para producir
block, grava y arena para ser utilizados en la industria de la construccion y bloques para

cimentacion y mamposteria.

El municipio de Zimapan cuenta con un considerable nimero de obras mineras (se
tienen registradas 45) que comprenden minas, socavones, niveles, y tiros, entre otros. Dentro
del municipio la compafiia Pefioles presenta los niveles de produccion mas altos, seguida por
la Compafiia MetalUrgica de San Miguel y de menor importancia la Compafiia Minera Lomo
de Toro y El espiritu (Azpeitia Caballero, 2007).

2016
2015

2014

2013

2012

2011

0 10 000 20000 30000 40 000 50 000 60 000 70000

1 Pachuca de Soto  # Zimapan

Figura 1. Volumen de la produccién de plata (Kg) por municipios del estado de Hidalgo. Fuente: INEGI (2017)
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Segun datos reportados por el Instituto de Geografia y Estadistica en el 2016 el estado
de Hidalgo aport6 a la produccion nacional de plata con 56.225 toneladas de las cuales el
67% fue extraido de Zimapan (Figura 1), esta contribucion se ha mantenido predominante

sobre la produccién de Pachuca de Soto durante los ultimos afios.

El Cobre, Zinc y Plomo se producen en mayor volumen, para el caso del Cobre la
aportacion del municipio es adjudicada a la del estado como un volumen total de 1 800
toneladas, mientras que para el Zinc y Plomo la aportacién de Zimapan es tan significativa
que representa toda la produccién del estado con 17310 y 3291 toneladas, respectivamente
(Figura 2).
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Figura 2. Volumen de la produccién de Cobre, Zinc y Plomo (ton) para el estado de Hidalgo.
Fuente: INEGI (2017)

La mineria es la principal actividad econdmica del municipio, seguida por la
agricultura y el comercio, por ello la atencion del correcto desenvolvimiento de sus
actividades significa un eje necesario para lograr el desarrollo sustentable de la poblacion y
con ello el andlisis de las afectaciones que se han acumulado como pasivos ambientales a lo
largo de los afios, entre los que sobresalen la contaminacién de cuerpos de agua, la

sobreexplotacion de acuiferos, la alteracion irreparable del paisaje, flora y fauna y la
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contaminacion del aire, suelo y agua por los depoésitos de jales mineros (Camara Minera

Mexicana, 2017; INEGI, 2017).

1.1.1 Residuos mineros

La excavacion, remocion de minerales y la extraccion de metales pueden causar dafios

ambientales desde el subsuelo hasta la atmdsfera, incluyendo cuerpos de agua superficiales

y mantos freaticos, que ademas de su intoxicacion con sales de EPT como As, Se, Pb y Cd

entre otros, en casos extremos pueden causar la pérdida de ecosistemas. Asimismo, el

material subterraneo puede generar volimenes de residuos hasta ocho veces mayores al

original (Instituto Nacional de Ecologia, 1995). Las operaciones de esta actividad generan

una gran cantidad de desechos sélidos, liquidos y gaseosos; en la tabla 2 se destaca el impacto

ambiental que se puede esperar de cada etapa de operacion de la mineria:

Tabla 2. Interrelaciones e impactos de la actividad minera con el ambiente.

Etapa

Descripcion

Impacto al ambiente

Prospeccion

Exploracion

Exploracion y beneficio

-Estudios de gravimetria, geologia,
superficial, densidad, etc.
-Barrenacion, obras y perforaciones,
construccion de caminos, instalacion
de campamentos

-Descapote: eliminacion de suelo y
vegetacion

-Construccion y obras diversas (tiros,
socavones, patios de depdsito)

-Alto consumo de agua
-Acumulacion de material sin valor en
terrenos

-Transporte del material con valor
hacia molinos

-Extraccion 'y concentracion de
minerales

-Reduccion del tamafio del mineral
por trituracion y molienda
-Tratamientos previos a una fusién

primaria o electrodeposicion

-Procedimientos que no generan
impactos ambientales significativos
-Destruccion de vegetacion,

modificacion del paisaje

-Destruccidn de la capa del suelo y la
vegetacion

-Afectacion a cuerpos de agua
-Generacion de terrenos inestables
-Generacion de jales

-Escurrimientos y  arrastres de
residuos

-Oxidacién de minerales insolubles y
formacion de sustancias solubles con
alto contenido de metales (drenaje
acido)

-Descarga de lixiviados que contienen

iones metalicos y reactivos toxicos
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-La trituracion y molienda pueden
provocar ruido, vibracion y emisién
de polvo
Fundicion y refinacién -Obtencién de metales y sus | -Generacion de aguas residuales,

aleaciones con el uso de hornos | residuos peligrosos, emisiones a la

industriales. atmosfera

-Eliminacion de impurezas en los

metales para alcanzar una alta ley de

contenido

Fuente: (Gutiérrez, 2003)

Jal es una palabra de origen nahuatl que significa arena, se utiliza para nombrar a todos
los materiales naturales sin valor, vestigios de minerales, reactivos utilizados en el proceso y
productos de la oxidacion de los minerales, también se nombran colas o relaves (Instituto
Nacional de Ecologia, 1995). De acuerdo con Volke Sepllveda et al., (2005) en ningun
proceso de concentracion se logra una recuperacion de 100%, por esto, los jales mineros
siempre contienen residuos del mineral, aunque actualmente se puede recuperar una porcion
de esta concentracion, en el pasado era comdn que las empresas desecharan los residuos en

rios o los dispusieran en monticulos al aire libre.

El impacto de las actividades de extraccion minera sobre el ambiente se relaciona con la
composicion de los minerales extraidos, el tipo de explotacién, las operaciones de separacion
del mineral y el entorno, sin embargo, algunos de los reactivos que se utilizan en las

operaciones y que es comun encontrar en los residuos son (L6pez Sanchez, 2013):

e Acidos: 4cido sulfarico

e Hidroxidos: cal, carbonato de Sodio e hidroxido de Sodio.

e Selectores (sustancias modificadoras de la superficie de la particula mineral): sulfato
de Cobre, cianuro de Sodio, sulfuro de Zinc, sulfuro de Sodio, silicato de Sodio,
bioxido de Azufre y almidon.

e Colectores: xantanos de Potasio 0 Sodio, aminas y derivadas de las anilinas y aceites.

e Espumantes: aceite de pino, alcohol hexilico, poliglicoles, y orto-isobutil
ditiocarbonato de Sodio.
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1.1.2 Marco normativo en materia de residuos mineros

Considerando que la mineria es una actividad econémica que se caracteriza por su
alto volumen de generacion de residuos y que estos representan riesgos a la salud humana y
comprometen la estabilidad de los ecosistemas, actualmente se cuenta con legislacion y

normatividad que tiene por objetivo regular la gestidn de estos residuos.

Entre las leyes que rigen las actividades de exploracion, extraccion, beneficio y cierre
de las minas en México se encuentran la ley minera, ley de inversion extranjera, ley general
de desarrollo forestal sustentable, ley de desarrollo rural sustentable y la Ley General del
Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA) y sus reglamentos en materia de
ordenamiento ecoldgico, impacto ambiental, areas naturales protegidas, autorregulacion y
auditorias ambientales y prevencion y control de contaminacion de la atmésfera (Secretaria
de Economia, 2015).

Tabla 3. Pruebas para determinar la peligrosidad de un residuo.

Etapa del proceso minero Pruebas por realizar en el residuo
Minado y tratamiento de minerales Concentracion total
Movilidad

Potencial de generacién de drenaje acido
Produccién de metales mediante procesos | Concentracién total
pirometaltrgicos o hidrometaltrgicos Movilidad

pH de la disolucion del residuo en agua
Fuente: NOM-157-SEMARNAT-2009

La NOM-141-SEMARNAT-2003 establece el procedimiento para caracterizar los
jales, asi como las especificaciones y criterios para la caracterizacion y preparacion del sitio,
proyecto, construccion, operacion y post-operacion de presas de jales para asegurar el control
y minimizacion del riesgo por la peligrosidad de residuos mineros. Esta norma a su vez se
relaciona con la NOM-052-SEMARNAT-2005 que establece las caracteristicas,
procedimiento de identificacién, clasificacion y los listados de residuos peligrosos. Dentro
del listado de esta norma se destacan los jales provenientes del beneficio de antimonio, 6xidos

de Cobre, pirita de Cobre, Plomo y Zinc.
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La NOM-052-SEMARNAT-2005 establece una serie de limites maximos permisibles
para algunos EPT mediante la técnica de extraccion PECT (NOM-053-SEMARNAT-1993),
este, se conoce como el lixiviado a partir del cual se determinan los constituyentes toxicos
del residuo y su concentracion con la finalidad de identificar su peligrosidad y/o toxicidad al

ambiente.

Adicionalmente la NOM-157-SEMARNAT-2009, que establece los elementos y
procedimientos para instrumentar planes de manejo de residuos mineros menciona aquellas
pruebas que deben realizarse para determinar la peligrosidad de un residuo (Tabla 3). Las
concentraciones totales de los elementos que establece esta norma (Tabla 4) pueden ser
determinados por los procedimientos descritos por el Apéndice Normativo B: Métodos
analiticos de la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, que pueden ser espectrofotometria de
absorcion atomica y espectrofotometria de emision con plasma acoplado inductivamente.
Cuando la concentracion total de los elementos normados sea mayor que el correspondiente
limite méximo permisible base seca se deben realizar pruebas de movilidad, del mismo modo
se menciona el criterio por pH (NMX-AA-025-1984 Proteccion al ambiente-Contaminacion
del suelo residuos sélidos-Determinacién de pH-método potenciométrico) indicando que
cuando el pH sea menor o igual que 4 o mayor que 10 se debe considerar al residuo como

peligroso.

Tabla 4. Limites maximos permisibles (LMP) para los constituyentes téxicos en el extracto PECT y base
seca.

Contaminante LMP (mg/L) LMP (mg/kg)
PECT Base seca

Antimonio (Sb) 0.53 10.6
Arsénico (As) 5.00 100
Bario (Ba) 100.0 2000
Berilio (Be) 1.22 24.4
Cadmio (Cd) 1.00 20

Cromo (Cr) 5.00 100
Mercurio (Hg) 0.20 4

Plata (Au) 5.00 100
Plomo (Pb) 5.00 100
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Selenio (Se) 1.00 20
Fuente: NOM-157-SEMARNAT-2009

Por otro lado, la NOM-147-SEMARNAT-2004, que establece criterios para
determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por Arsénico, Bario,
Cadmio, Cromo hexavalente, Mercurio, Niquel, Plata, Plomo, Selenio, Talio y/o Vanadio,
define las concentraciones maximas que deben tener los suelos que han sido contaminados
(menor o igual a 1 000 m?) y que deben someterse a procesos de remediacion de acuerdo con

el tipo de uso de suelo (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de referencia totales (CRr) por tipo de uso de suelo.

Contaminante Uso Uso industrial
agricola/residencial/comercial (mg/kg)
(mg/kg)
Arsénico 22 260
Bario 5400 67 000
Berilio 150 1900
Cadmio 37 450
Cromo Hexavalente 280 510
Mercurio 23 310
Niquel 1600 20 000
Plata 390 5100
Plomo 400 800
Selenio 390 5100
Talio 52 67
Vanadio 78 1 000

Fuente: NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

1.2 Elementos Potencialmente Toxicos

Los metales pesados son considerados

relevantes como marcadores de

contaminacion. Se consideran elementos pesados aquellos que presentan densidades

superiores a 5 g/cmd, o aquellos que presentan nimero atomico igual o superior al del Titanio
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(Ruvalcaba Sil, 2013; DalCarso et al., 2013). Sin embargo, la gravedad especifica no es
significativa en cuanto a la reactividad y toxicidad de un metal. Para que el ion de un elemento

tenga un efecto dafiino sobre un organismo primero debe entrar a la célula.

De acuerdo con su rol en los sistemas bioldgicos, los metales pesados son clasificados
como esenciales y no esenciales. Los esenciales son aquellos que son utilizados por los
organismos en cantidades traza para funciones fisiolégicos y bioquimicas vitales, los
principales metales esenciales son Fe, Mn, Cu, Zn y Ni; por otro lado, los metales pesados
no esenciales son aquellos que no son requeridos por los organismos para ninguna funcion
bioldgica, ejemplo de ellos son Cd, Pb, As y Hg (Ali et al., 2013). Algunos otros no metales
y metaloides, como Se y As, son potencialmente toxicos en funcion de su concentracion
(Cheng & Mulla, 1999).

Por lo anterior, se denomina Elementos Potencialmente Téxicos (EPT) a todos
aquellos de importancia ambiental y/o toxicoldgica, este término puede ser utilizado
particularmente para las plantas, refiriéndose a los elementos esenciales y no esenciales que
pueden generar efectos tdxicos en ellas o alterar su crecimiento, por otro lado, se sabe que
pueden producir intoxicaciones y malformaciones en animales (Volke Sepulveda et al.,
2005).

Aunque se sabe que los suelos principalmente se componen de Al, Fe, Mn, Si con
trazas de Cu, Cr, Cd, Zn, As, Se, Ni, Ag, Pb y Hg, las menas que se extraen de las minas del

distrito de Zimapan son particularmente ricas en Fe, As y Pb (Tabla 6).

Tabla 6. Menas abundantes en el distrito de Zimapan.

Principal metal Mena Férmula Metales o metaloides asociados
0 metaloide
Ag Pirargirita AgsShSs Au, Cu, Sh, Zn Pb
As Arsenopirita FeAsS Au, Ag, Sb, Hg, U, Br, Mo, Sn, Cu
Cd Esfalerita ZnS Zn, Pb, Cu
Cu Bornita CusFeSs Fe, Zn, Pb, Cd, As, Se, Sh, Ni
Calcopirita CuFeS; Pt, Mo, Au, Te
Fe Pirita FeS; Co, Ni, Se
Pirrotita Fe1xS
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Pb Boulangerita PbsShaS11 Ag, Fe, Zn, V, Cu, Cd, Sh, Tl, Se, Te
Galena PbS
Jamesonita PbsFeShgS1a
Vanadinita Pbs(VO4)sClI
Sh Antimonita o estibinita Sh,Ss3 Ag, Au, Hg, As
A% Vanadinita Pbs(VO4)sCl U, Pb
Zn Esfalerita ZnS Cd, Cu, Pb, As, Se, Sh, Ag

Fuente: (Moreno, Barbanson, & Corefio, 2009)

A continuacién, se presenta informacion general sobre algunos EPT de importancia
ambiental (As, Cd, Pb, Zn, Ni, Mn y Fe):

1.2.1 Arsénico

El Arsénico (As) es un elemento con propiedades de metaloide, ubicado en el grupo
VA de la tabla periddica, se encuentra presente en minerales como la arsenopirita (Tabla 3)
y como tridxido de Arsénico (As203), y puede obtenerse del procesamiento de minerales que
contienen Cu, Pb, Zn, Ag y Au (Lopez Sanchez, 2013). El lixiviado de minas de oro
abandonadas, ha llegado a ser una fuente significativa de contaminacién por Arsénico en
sistemas hidrosféricos. En adicion, la similitud entre las propiedades del Arsénico y del
fésforo, permite la coexistencia de estos dos elementos, por lo que con frecuencia los
compuestos de Arsénico contaminan los depoésitos de fésforo y los fosfatos comerciales
(Baird, 2001; Drahota et al., 2014; Mahmud et al., 2008).

El As tiene una quimica bastante compleja y puede encontrarse como As?, As*® y
As™. En ambientes aerobios, el ion As* es dominante, usualmente como arseniato (AsO47),
en varios estados de protonacion: HzAsOs, H2AsO4, HAsO42, AsO47, también puede co-
precipitar para absorberse en oxihidroxidos de Hierro bajo condiciones moderadamente
reductoras o acidas. Los co-precipitados son inmoviles en estas condiciones, pero la
movilidad del As aumenta con el pH. En condiciones reductoras, el As™ es la forma
dominante, en forma de arsenito (AsOs™®) y sus formas protonadas (HzAsOs, H2AsOs™,
HAsO3?). La metilacion bioldgica del As crea derivados muy volatiles de arsina, como la

dimetil-arsina (HAs(CHs)2) y la trimetil arsina As(CHz)s. La absorcion y coprecipitacion de
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Oxidos de Hierro son los mecanismos mas importantes de remocion, bajo condiciones

ambientales comunes (Volke Sepulveda et al., 2005; Moreno Tovar et al., 2012).

1.2.2 Cadmio

El Cadmio (Cd) se encuentra en el mismo subgrupo de la tabla periddica que el Zinc
y el mercurio, pero es mas similar al primero. Igual que el Zinc, el Gnico ion de cambio es la
especie +2. Y se encuentra de forma natural como CdS o CdCOs. Normalmente se encuentra
como impureza en minerales de Zn, Cu y Pb (Baird, 2001; Lépez Sanchez, 2013).

Su principal uso es como cubierta protectora sobre otros metales, para la manufactura
de baterias de Niquel-Cadmio y como estabilizador del PVC (Policluroro de Vinilo). Ademas
de la mineria, puede entrar al ambiente por la metalurgia, combustion de carbon y petroleo y
por mala disposicion de residuos. Este elemento tiende a depositarse y adherirse a la materia
organica del suelo; sin embargo, parte de él se disuelve en agua, por lo que puede llegar a

cuerpos de agua (Volke Sepulveda et al., 2005).

La formas mas comunes del Cd, pertenecen al Cd*2, complejos de Cadmio-cianuro y
Cd(OH).. Las formas dominantes a pH alto son hidroxidos y carbonatos, mientras que a pH
bajo (<8) predominan el Cd*? y especies acuosas de sulfato. Bajo condiciones reductoras, en
presencia de Azufre, se foma el sulfato de Cadmio (CdS) que, por su estabilidad, controla su
movilidad. EI Cd también precipita en presencia de fosfato, arseniato, cromato y otros
aniones (ATSDR, 2016).

1.2.3 Hierro

El Hierro (Fe) es uno de los elementos de mayor abundancia en la corteza terrestre,
junto al Oxigeno, Silicio y Aluminio. En los suelos el Hierro es bastante abundante, aunque
su cantidad varia mucho en funcion del pH, de la textura del suelo y del régimen hidrico al
que esté sometido este suelo. El Hierro se halla en diferentes minerales en forma soluble o
insoluble, como oOxidos, sulfuros, carbonatos, y silicatos ferro-magnésicos, que se

descomponen mediante oxidacién e hidrélisis, dando lugar a la liberacidn de cierta cantidad
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de Fe que precipita en forma de 6xidos e hidroxidos (Cheng & Mulla, 1999; Seodnez Calvo,
1999).

El Hierro disuelto se encuentra principalmente en la forma Fe*?, que permanece
estable en escasez de oxigeno y en condiciones de acidez. En presencia de oxigeno, este ion
reacciona formando éxido férrico (Fe20Oz), y en presencia de agua reacciona dando lugar a
Fe(OH)s, el cual se precipita (Acevedo Sandoval et al., 2004; Seoanez Calvo, 1999).

Cuando el suelo presenta un pH mas elevado (basico), el Hierro es absorbido con méas
fuerza, reaccionando con minerales arcillosos de Fe, Mg y Al, formando compuestos estables
insolubles. Por lo general, el incremento del pH del suelo disminuye la solubilidad de las
especies solubles inorganicas, que son Fe*2, Fe*3, Fe(OH).*, Fe(OH)*?, Fe(OH)s, Fe(OH)4,
correspondiendo la mayor parte de los iones en solucion a las especies hidratadas de Fe (I11)
(Acevedo Sandoval et al., 2004; Seoanez Calvo, 1999).

1.2.4 Manganeso

El Manganeso (Mn) es un microelemento bastante abundante en la corteza terrestres.
Como parte de los minerales, se encuentra sobre todo en forma de 6xidos y también como
silicatos y carbonatos. De forma natural el Manganeso aparece con tres valencias: Mn*?,
Mn*3y Mn**, lo que permite formar compuestos de distinta estabilidad, siendo mas estables
en condiciones reductoras, los compuestos con la forma Mn*2 y en condiciones oxidantes los
que presentan Mn*™. La forma en que se presenta el cation de Manganeso depende
directamente de las condiciones de Oxido reduccién del suelo (Cheng & Mulla , 1999;
Seoanez Calvo, 1999).

En general, puede ser encontrado de las siguientes maneras:

e A pH bajo, Mn*2 absorbido por los minerales arcillosos

e En forma de 6xidos insolubles, sobre todo de Mn*3 y Mn*,

e En condiciones reductoras, Mn*? adsorbido como ion intercambiable, gracias
al incremento que las condiciones reductoras proporcionan en la solubilidad.

e Absorbido por la materia organica, generalmente como Mn*? retenido de esta

forma en los suelos &cidos.
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e Disuelto en la solucion de suelo en forma de Mn*2, donde puede ser retenido

por agentes quelantes de diferente estabilidad.

1.2.5 Niquel

El Niquel (Ni) es un elemento natural muy abundante. EI Ni puro es un metal duro,
blanco-plateado que puede combinarse con otros metales, tales como el Hierro, cobre, cromo
y Zinc para formar aleaciones. Estas aleaciones se usan para fabricar monedas, joyas,
valvulas, y principalmente acero inoxidable. Muchos compuestos de Niquel se disuelven
facilmente en agua y son color verde. Este elemento se encuentra en todos los suelos y de
forma natural es liberado por emisiones volcéanicas. Cuando el Ni es liberado al ambiente
termina en suelos y sedimentos donde se adhiere fuertemente a particulas que contienen
Hierro o0 Manganeso (ATSDR, 2016).

El contenido total de Ni en el suelo es altamente dependiente de su contenido en el
material parental (roca madre) del mismo. De cualquier modo, la concentracién de Ni en su
superficie, puede reflejar el impacto tanto del proceso de formacion del suelo como de la

contaminacion (Volke Sepulveda et al., 2005).

1.2.6 Plomo

El Plomo (Pb) se ubica en el grupo IVA de la tabla periddica, es un metal gris azulino
que se presenta de forma natural y en pequefias cantidades en la corteza terrestre. Este
elemento, es generalmente obtenido de la galena (PbS), la anglesita (PbSOa4) y la cerusita
(PbCO3) (L6pez Sanchez, 2013).

El uso mas amplio del Pb elemental es para la fabricacion de acumuladores, tetraetilo
de Plomo, pinturas, ceramicas, forros para cables, soldadura, elementos de construccion y
municiones (ATSDR, 2016). La mayor parte del Pb liberado en el ambiente es retenida por
el suelo; los principales procesos que dictan su destino incluyen la adsorcion, el intercambio
ionico, la precipitacion y el acomplejamiento con la materia organica. Como contaminante

ambiental, normalmente se encuentra en forma elemental, como 6xidos e hidréxidos y como
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complejos oxianidnicos metalicos. El Pb tiene valencias +2 y +4, de las cuales el Pb (1) es
la forma mas comin y reactiva. Cuando forma complejos con ligandos orgénicos o
inorganicos se forman compuestos poco solubles; el carbonato de Plomo, y el PbS son las
formas sélidas mas estables del Plomo (Evanko & Dzombak, 1997; Volke Sepulveda et al.,
2005).

En ambientes muy oxidantes, el Plomo puede formar el ion +4. Asi pues, el 6xido de
Plomo (PbOy) que escrito en forma idnica es Pb*4(02),, existe igual que los dxidos mixtos
Pb203 y Pb30s, que no son mas que combinaciones de PbO y PbO, (Baird, 2001; Orozco

Barrenetxea et al., 2008).

1.2.7 Zinc

Se clasifica como un metal de transicion (grupo B) en la tabla periddica. El Zinc (Zn)
es uno de los elementos mas comunes en la corteza terrestre, con una concentracion promedio
de 40 ppm. Es un elemento que no se encuentra sin duda en forma elemental, por lo que
generalmente se extrae de la esfalerita ((ZnFe)S), forma cominmente asociada a la galena
(PbS). EI Zn tiene una valencia +2 y forma complejos con aniones, aminoacidos y acidos
organicos. Es un elemento traza esencial con actividad importante en enzimas (LOpez
Sanchez, 2013).

El principal uso industrial del Zn es como cubierta anticorrosiva para Hierro o acero.
También se utiliza en compartimentos de baterias secas y como metal de aleacion en la
fabricacion de laton y bronce. El 6xido de Zinc es el compuesto mas utilizado en la industria,
se puede encontrar en pinturas, plasticos, cosméticos, farmacos, textiles y electronica
(ATSDR, 2016). Una vez liberado al ambiente generalmente permanece en el suelo, pues
forma compuesto insolubles. Sin embargo, es uno de los metales pesados con mayor caracter
movil debido a que se encuentra en forma soluble a pH neutro o acido. A pH alcalino puede
formar carbonatos e hidroxidos. Bajo condiciones reductoras, en sistemas muy contaminados
cuando se encuentra presente en concentraciones muy elevadas, puede precipitar facilmente
como Zn(OH)2, ZnCO3z, ZnS 0 Zn(CN)2 y co-precipitar con 0xidos de Fe 0 Mn (Evanko &
Dzombak, 1997).
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1.3 Movilidad de los elementos en los suelos

Los metales en suelos no contaminados generalmente se encuentran en especies
estables, como silicatos y aliminas, en las cuales los elementos pueden considerarse
inmoviles, este estado se caracteriza por una resistencia a la solubilizacion y cambio de
propiedades. Por otro lado, en los suelos contaminados los EPT se encuentran en gran medida
en formas mas labiles, también llamadas moviles, esto se relaciona con sus efectos toxicos

(Armienta et al., 2016; Simeonov & Sargsyan, 2008).

La movilidad o lixiviado de metales y metaloides en el suelo depende de sus formas
quimicas y de los tipos de enlaces que forma con las particulas de suelo (Gupta et al., 2013).
La movilidad también se ve influenciada por propiedades fisicoquimicas del suelo, de las
cuales destacan el pH, conductividad eléctrica, potencial redox, textura del suelo, capacidad
de intercambio catiénico (CIC) y el potencial de la especie para formar acidos o bases
(Armiental et al., 2016; Prieto Méndez et al., 2009).

La acumulacion maxima de estos EPT generalmente se concentra en la superficie en
cuyo caso existe la posibilidad de eliminar los problemas mayores usando especies con un
sistema radicular de mayor profundidad. La concentracion de las fases biodisponibles en el
suelo puede llegar a permanecer sin alteraciones durante afios, siendo el Cd el elemento mas
problematico cuando se aplican en forma continua aguas residuales y lodos al suelo (Alarcon
& Ferrera Cerrato, 2016; Seoanez Calvo, 1999).

Los mecanismos de retencion de EPT en el suelo suelen consistir en reacciones
simples o complejas, siendo las principales: precipitacion, acumulacion en la superficie,
oclusion en otros precipitados, complejacion, unién a vertidos residuales, e incorporacion a
los biosistemas. Las cantidades de EPT disponibles estan reguladas, en parte, por el
intercambio i6nico. La materia organica podria ser considerada el factor mas importante en
la sorcion y formacion de complejos metalicos, basada en la capacidad de quelacion de los
componentes organicos. Entre los componentes organicos con mayor capacidad para ceder

electrones en la formacion de complejos metélicos, se encuentran los fosfatos, carboxilos,
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alcoxidos, y enolatos siendo los complejos mas estables aquellos que se obtienen de los
metales de transicion (Eweis et al., 1999; Seodnez Calvo, 1999).

En las capacidades depuradoras del suelo destacan dos tipos de factores limitantes:
los ecoldgicos y los sanitarios. Los factores ecologicos estan representados principalmente
por las condiciones climaticas, destacando la temperatura y humedad, pues estan fuertemente
vinculadas a la supervivencia de los microorganismos y vegetacion, los cuales son
fundamentales en la atenuacion natural. Por otra parte, los factores sanitarios representan la
ventaja que ofrece la percolacion de sustancias acuosas a través de suelos para retener
sustancias insolubles y clarificar efluentes, esto representa una desventaja cuando la carga
microbiana en biosolidos es muy alta, pues el suelo puede aumentar su contenido en sales sin
disminuir la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) (Eweis et al.,1999; Hall et al., 1995;
Lopez Sanchez, 2013).

1.4 Métodos de Especiacion de EPT en Suelos

De los estudios que se realizan para determinar el efecto de los contaminantes, el
analisis de elementos especificos proporciona informacion sobre la fuente de los
contaminantes, sus rutas de dispersion, acumulacién, y movilidad durante tratamientos de
biorremediacion. Por ello, el uso de instrumentos adecuados y la seleccion de metodologias
especificas con la mayor precision posible para determinar la concentracion de los elementos
objetivo permiten la correcta evaluacion de la eficacia de las medidas de control y limpieza

de sitios contaminados (Ruvalcaba Sil, 2013).

Para la realizacion de un analisis, es imprescindible definir inicialmente los
parametros que permitiran identificar las técnicas y metodologias adecuadas, entre estos se
encuentran los elementos objetivo, la concentracion aproximada que se puede encontrar en
las muestras, la naturaleza de la muestra, el nUmero de muestras y el presupuesto (Skoog et
al., 2008).
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De acuerdo con la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) el
término especiacion define la distribucion de un elemento entre especies quimicas definidas
en un sistema, estas especies quimicas indican formas especificas de un elemento y son
definidas por la composicion isotopica, estado de oxidacion y estructura molecular. De este
modo, el término fraccionamiento define el proceso de clasificacion de un analito o grupo de
analitos de una muestra de acuerdo con sus propiedades fisicas o quimicas (Adamo et al.,
2018).

La especiacion de EPT en suelos puede ser lograda usando métodos analiticos
directos e indirectos. Los métodos directos incluyen Difraccion de Rayos X (DRX),
Microscopia Electronica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés) y Transmision (TEM,
por sus siglas en inglés) con Dispersion de Energia de Rayos X (EDS, por sus siglas en inglés)
y Espectroscopia por Dispersion de Longitud de Onda (WDS, por sus siglas en inglés),
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) y
Espectroscopia de Rayos Gamma (Mdssbauer), Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y
Resonancia Paramagnética de Electrones (RPE), Espectroscopia de Absorcion de Rayos X
(EXAFS, XANES, por sus siglas en inglés) (Adamo et al., 2018; Ruvalcaba Sil, 2013).

Con estas técnicas se pueden elucidar la mayor cantidad de EPT unidos a minerales
arcillosos, oxihidroxidos de Fe y Mn y sustancias humicas. Sin embargo, estas técnicas
directas son usualmente cualitativas o semicuantitativas y frecuentemente no son lo
suficientemente sensibles para detectar cantidades traza (Adamo et al., 2018; Skoog et al.,
2008).

Los métodos indirectos de especiacion de EPT, que incluyen a las técnicas de
extraccion quimica secuencial, dependen de las especies extraidas, y las fases son definidas

funcionalmente o en base a los reactivos extractantes utilizados (Adamo et al., 2018).

1.4.1 Técnicas para Determinar EPT en solucion de suelo

La solucion de suelo provee informacion para la prediccion de la biodisponibilidad y
toxicidad de EPT en plantas y actividades bioldgicas en suelos. Asi, una buena estimacion

de la biodisponibilidad puede ser lograda midiendo la concentracion de elementos en el agua
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porosa del suelo (Ali et al., 2013). Un gran ndmero de técnicas pueden ser usadas para la

caracterizacion de la fase sélido-liquido y la cuantificacién de elementos:

Técnicas electro analiticas (electrodo de ion selectivo, polarografia), resinas de
intercambio cationico/anidnico y absorbentes quimicos (6xidos de Al y Mn) para fraccionar
formar i6nicas y no idnicas, ultrafiltracion, técnicas de diélisis y permeacion de gel para
fraccionamiento a nivel molecular, técnicas espectroscopicas (Resonancia Magnética
Nuclear, Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier) para medir el estado de
oxidacion de elementos, Técnicas de Rayos X para medir distribucion y técnicas
cromatogréficas (HPLC) para medir distribucion en fases (Adamo et al., 2018; Ruvalcaba
Sil, 2013). Los constantes cambios en la composicién quimica de la solucién de suelo debido

a las interaccion son una desventaja en la prediccion de la biodisponibilidad de EPT.

1.4.2 Métodos sencillos para determinar la fraccion biodisponible de EPT en suelos

El contenido biodisponible de EPT en suelos puede ser estimado a partir de
extracciones quimicas o medido directamente analizando tejidos vegetales. Pueden usarse
diversos reactivos para extraer del suelo la fraccion del contenido total de un elemento que
estd relacionada a la porcion biodisponible para una planta. Estos reactivos consisten en
soluciones de &cidos minerales (HCI, HCI + HNO3), organicos (CHsCOOQOH), sales neutras
(CaCl,, MgCl2, NaNO3) o sales de amonio (NH4Cl, NH4NO:3), sales buffer (CH3COONHa4),
agentes quelantes (EDTA, DTPA, &cido citrico, citrato de amonio) (Adamo et al., 2018;
Gupta et al., 2013; Meers et al., 2007).

A pesar del gran nimero de estudios en biodisponibilidad, la mayoria de estos
métodos de extraccidon quimica estan disefiados para medir a los EPT asociados a suelos de
vocacion agricola. Por ello, los reactivos se limitan al anélisis de un ndmero especifico de
elementos o se restringen a matrices de analisis especificas para ciertos cultivos. Tomando
en cuenta estas dificultades, algunos autores proponen el uso de soluciones de sales de cloruro
de calcio, nitrato de sodio o nitrato de sodio como agentes extractantes para predecir el riesgo
asociado a suelos contaminados por EPT, o la cantidad residual luego de procesos de
remediacion (Ali et al., 2013; Cheng & Mulla, 1999).
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En cualquier caso, no es facil obtener buenas estimaciones de la biodisponibilidad de
EPT, puesto que las extracciones sencillas solamente predicen esta porcion de elementos
asumiento un equilibrio en el sistema. En cambio, las reacciones en los suelos son
consecuencia constante de los procesos de interaccion entre los componentes del sistema
(Alarcon & Ferrera Cerrato, 2016; Margesion & Schinner, 2005).

1.4.3 Métodos para Determinar Biodisponibilidad de EPT en Humanos

Los suelos contaminados por EPT representan un riesgo a la salud humana con base
al potencial de estos para dejar el suelo y entrar al organismo. Para evaluar este riesgo se
deben tomar en cuenta varias vias de transferencia de los EPT del suelo a humanos. La ruta
mas importante de consumo de metales es por la cadena alimenticia, en la cual se involucran
plantas y animales. La ingestion directa de suelo también es una ruta peligosa de exposicion
para humanos, particularmente en nifios. Ademas, la inhalacion de particulas con EPT
presentes en el ambiente se asocia con efectos diversos a la salud humana (Adamo et al.,
2018; Volke Sepulveda et al., 2005).

La fraccién bioaccesible se define como la fraccion del contaminante que es
movilizada del suelo a los jugos gastricos y por ello, representa la cantidad maxima del
contaminante disponible para absorcidn intestital. Esta porcion de EPT depende del tipo de
suelo y del contaminante, los EPT se encuentran agregados a los suelos como una mezcla de
compuestos quimicos que varian del tamarfio de particula y morfologia.. Las fases minerales
que se forman bajo condiciones &cidas tienen a ser mas estables en las condiciones acidas del
estomago, y por ello, menos bioaccesibles. Por otro lado, las fases minerales que se forman
bajo condiciones alcalinas seran menos estables bajo condiciones &cidas, es decir, méas
bioaccesibles (Adamo et al., 2018; Evans & Furlong, 2011).

La bioaccesbilidad variable de EPT en las diferentes fracciones minerales involucra
el uso de la determinacion de la concentracion total de EPT para estimar la exposicion a
concentraciones inmoviles de estos contaminantes. El uso de movelos in vivo es el método
mas confiable para la evaluacion del riesgo por exposicion a EPT, se han utilizado ratas,

conejos, perros, cerdos y primates, entre otros; los estudios que se realizan incluyen

27



Capitulo I. Antecedentes

determinacion de contaminantes inorganicos en sangre, organos, orina y heces fecales e

induccidn enzimatica (Adamo et al., 2018; Evans & Furlong, 2011; Manahan, 2013)

Debido al conflicto ético que representa el uso de modelo in vivo se ha desarrollado
el uso de modelos in vitro basados en la fisiologia del tracto gastrointestinal como una
herramienta reproducible y barata para investigar la bioaccesibilidad de EPT presentes en
suelos. En estos modelos los suelos contaminados con EPT son tratados con soluciones
acidas (gastricas) y/o neutras (intestinales) conteniendo enzimas y &cidos organicos por
periodos de tiempo variables con el objetivo de simular el tiempo de residencia en el
estbmago. Los modelos pueden simular el transito a través del tracto gastrointestinal en
sistemas estaticos (SBET, DIN, RIV, SHIME, por sus siglas en inglés) y dinamicos (SHIME,
TIM, por sus siglas en inglés) y pueden ser extendidos a otros compartimentos (cavidad oral,

estdmago, intestinos y colon) (Adamo et al., 2018; Ng et al., 2015).

Los modelos in vitro se han vuelto importantes en la evaluacion del riesgo asociado
a suelos contaminados, especialmente para determinar la urgencia de tratamientos de
remediacion y para desarrollar y evaluar tecnologias de remediacion que podrian tener un
impacto en la biodisponibilidad de EPT (Castigo Rodriguez et al., 2005; Ng et al., 2015).

1.4.4 Extraccion Quimica Secuencial

Las técnicas de extraccion quimica secuencial estan basadas en el uso de una serie de
sustancias seleccionadas por su habilidad para reaccionar con los diferentes componentes de
una matriz y liberar a los EPT asociados a estos. La selectividad de los reactivos con respecto
a las formas minerales se ve mejorada debido a su aplicacion secuencial (Adamo et al., 2018;
Okoro et al., 2012; Zimmerman & Weindorf, 2010).

La determinacién total de los elementos contaminantes manifiesta el grado de
contaminacion de un sitio, sin embargo, brinda poca informacion con respecto a procesos
bioldgicos, como afecta a las plantas 0 microorganismos, y de los procesos de generacion de
drenaje &cido. Por esta razon en las ultimas décadas se ha incrementado el interés por realizar
analisis mas detallados acerca de la concentracion de los elementos en las diferentes

estructuras solidas presentes en el suelo (Simeonov & Sargsyan, 2008).
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La extraccion quimica secuencial, también es una alternativa para el analisis de
elementos traza en suelos naturales, contaminados o jales mineros, pues recrea condiciones
ambientales que pueden afectar la composicion de los minerales, por lo tanto, tiene variantes
en las etapas o fracciones de extraccion, asi como en los extractantes utilizados, esto debido
al grado de especificidad que se puede obtener, por ejemplo, informacion més detallada sobre
los minerales, sus caracteristicas, solubilidad, disponibilidad, o estabilidad, y a su vez la
movilidad de un elemento y las condiciones que podrian afectar su reactividad y toxicidad
en el ambiente (Adamo et al., 2018; Volke Sepulveda et al., 2005).

Muchos de los esquemas de extraccion secuencial estan basados en el procedimiento
de cinco pasos de Tessier et al., (1979), el cual define a las especies secuencialmente
extraidas como fraccion intercambiable, unida a carbonatos, unida a 6xidos de Fe y Mn, unida
a materia organica y residual. Las principales modificaciones a este esquema consisten en el
uso de reactivos adicionales para diferenciar las especies unidas a 6xidos de Fe y Mn en tres
distintas: unidas a 6xidos facilmente reducibles, unidas a 6xidos amorfos y unidas a 6xidos
cristalinos (Adamo et al., 2018; Okoro et al., 2012; Zimmerman & Weindorf, 2010).

Los sistemas de extraccion y fraccionamientos propuestos han originado la definicion
de otras fracciones, algunas de las cuales se establecen con base a la solubilidad bajo un
determinado extractante, a su biodisponibilidad para las plantas 0 a su presencia en un
determinado tamafio de particulas de suelo (Martinez & Rivero, 2005). Los reactivos
extractantes generalmente son aplicados de acuerdo con el siguiente orden: sales buffer a un
determinado pH, acidos débiles, agentes reductores, agentes oxidantes y acidos fuertes.

Algunas fracciones que se han encontrado en metodologias propuestas por los autores son:

I.  Fraccion soluble.
En esta fraccion se pueden encontrar metales facilmente solubles en agua o
en condiciones de ligera acidez (Favas et al., 2011).

Il.  Fraccion intercambiable.
Esta fraccion es removida mediante el cambio de la composicion ionica del
agua, permitiendo a los metales absorbidos a las superficies expuestas del

sedimento ser removidas facilmente. Comdnmente se utiliza una sal para
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remover esta fraccion (Zimmerman & Weindorf, 2010).Los metales en la
fraccion intercambiable representan una pequefia fraccion del contenido total
de metales en suelo, lodos y sedimentos, y pueden ser reemplazados por sales
neutrales. Esta fraccion representa menos del 2% del contenido total de
metales, algunas excepciones son K, Ca, y Mn. Algunos de los reactivos
comunes usados en esta fase son MgCl» y acetato de Sodio a pH 5.4 con &cido
acetico (Okoro et al., 2012).

Fraccion unida a carbonatos.

Esta fraccion representa metales pobremente unidos a Fe, Al y Mn,
oxihidroxidos e hidrosulfatos de Hierro pobremente cristalizados. Ademas, es
facilmente reducible y susceptible a cambio en pH, por eso se usa una solucién
con pH &cido como extractora (Favas et al., 2011; Zimmerman & Weindorf,
2010). EIl reactivo méas popular para la extraccion de elementos unidos a
carbonatos en suelos y sedimentos es acetado de Sodio 1 M ajustado a pH 5
con &cido acético. El tiempo de estancia para la completa solubilizacién de
carbonatos depende del contenido de estos en la muestra y el tamafio de
particulas (Okoro et al., 2012).

Fraccion unida a oxihidroxidos de Fe y Mn

Esta fraccion es moderablemente reducible, representa a metales
moderadamente unidos a oxihidroxidos de Fe, Al y Mn e hidroxulfatos
cristalizados de Hierro. Esta fraccion, representa porciones de metales que
pueden ser liberadas si las condiciones ambientales se vuelven andxicas
(Favas et al., 2011).

Fraccién unida a 6xidos de Fe y Mn.

Esta fraccién es particularmente susceptible a condiciones reductoras
(anoxicas). Los Oxidos secudarios se encuentran presentes como
revestimiento en superficies minerales o como discretas y finas particulas.
Esto puede ocurrir como una combinacion de la precipitacion, adsorcion,
formacion de complejos en la superficie e intercambio i6nico. En esta fraccion

se suele usar hidroxilamina (0.5-1 M), aunque también se ha usado ditionato
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de Sodio con citrato de Sodio, bicarbonato de Sodio y acido oxalico (Favas et
al., 2011; Orozco Barrenetxea et al., 2008).

Fraccion unida a Materia Organica

Para remover los metales unidos a la fase organica, se debe oxidar la materia
orgénica, esto incluye organismos vivos, detritos, revestimientos en particulas
minerales, etc. En la fase orgénica, los compuestos metalicos unidos pueden
permanecer en el suelo por periodos largos pero pueden ser inmovilizados por
procesos de descomposicion. Bajo condiciones oxidantes, la degradacion de
la materia orgénica puede llevar a la liberacion de los metales unidos a estos
componentes y a sulfuros secundarios. Es importante considerar que la
fraccion liberada durante la fase de oxidacion no es considerada como
biodisponible debido a que se encuentra asociada a sustancias himicas de alto
peso molecular, que naturalmente liberan a los metales muy lentamente. El
reactivo mas comun para la extraccion de metales en la fase orgénica es
peréxido de hidrégeno con posterior reabsorcion o precipitacion de los
elementos liberados con acetado de amonio (Okoro et al., 2012; Tessier et al.,
1979; Zimmerman & Weindorf, 2010).

Fraccion unida a sulfuros primarios

Al igual que la fraccion unida a materia organica, esta fase puede ser liberada
bajo condiciones oxidantes. Los extractos obtenidos en esta fase contienen
metales unidos a sulfuros primarios. Para obtener esta fraccion se suele usar
peroxido de Hidrogeno, clorato de “Potasio con &cido nitrico y acido
clorhidrico, estos reactivos logran reducir sulfuros con mayor selectividad, sin
embargo también se atacan silicatos (Okoro et al., 2012; Favas et al., 2011).
Fraccion residual

Esta fase consiste en metales fuertemente asociados a estructuras cristalinas
de minerales primarios, secundarios y fracciones resistentes que no serian
liberadas bajo condiciones normales. Esta fase sirve como herramienta en la
evaluacion del riesgo potencial a largo plazo de los elementos tdxicos en la

biosfera. La digestion se realiza con acidos fuertes, como nitrico, clorhidrico
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0 una mezcla de ellos, como agua regia. La fase residual proporciona un
estimado de la cantidad maxima de elementos que son potencialmente

movilizables con cambios ambientales (Okoro et al., 2012).

Existe una falta de uniformidad entre los métodos de extraccidn quimica secuencial,
lo cual hace extremadamente dificil la comparacién de resultados obtenidos por diferenes
laboratorios. Ademas, no se pueden aplicar sistemas de control de calidad de materiales de
referencia. Por ello, la Bureau Community of Reference propuso un método sencillo de cuatro
pasos que define a sus fracciones como: paso 1, soluble, intercambiable y unida a carbonatos;
paso 2, metales unidos a 6xidos de Mn y Fe facilmente reducibles; paso 3, metales unidos a
materia orgéanica y sulfuros; paso 4, metales unidos a silicatos (Rauret et al., 1999; (Pérez
Lopez et al., 2008)Zimmerman & Weindorf, 2010).

Considerando que la informacion que proveen las técnicas de extraccion quimica
secuencial acerca de la distribucion de EPT en suelos incrementa al aumentar el nimero de
pasos (Urbina Trinidad, 2015) pero también reduce la confiabilidad de resultados, los
métodos propuestos por Hall et al., (1995) y BCR (Rauret et al., 1999) representan un buen
compromiso entre la cantidad y calidad de la informacion que puede ser obtenida por estas
metodologias de especiacion.

Problemas y Opciones de las Técnicas de Extraccion Quimica Secuencial

Se han reconocido dos principales problemas experimentales en la aplicacion de
técnicas de extraccion secuencial para fraccionamiento de EPT en suelos y sedimentos: la
readsorcion y redistribucion de EPT entre fases durante la extraccion y la naturaleza
operacional de las extracciones. El primer problema significa que los EPT liberados por un
extractante podrian asociarse con otros componentes solidos no disueltos o superficies
durante el tiempo de retencion. Los procesos de readsorcion y redistribucion son
principalmente influenciados por las caracteristicas geoquimicas de la matriz y podrian llevar
a serias malinterpretaciones de los datos de extraccion, especialmente en las fracciones

relacionadas a la movilidad (Adamo et al., 2018; Anju & Banerjee, 2010).

El segundo problema se relaciona estrictamente con la especiacion operacional, es

decir, no se conoce a detalle la naturaleza del material que se extrae. Las fases geoquimicas
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se encuentran frecuentemente nombradas en varios esquemas en base a la respuesta a los
reactivos extractantes, pero esta distincion podria ser incorrecta debido a la naturaleza de los
constituyentes organicos e inorganicos a los cuales los metales se encuentran asociados. En
la practica, la fracciones operacionales podrian ser mucho menos especificas de lo deseado
y estar formadas de asociaciones inesperadas entre los elementos y especies quimicas
(Adamo et al., 2018; Anju & Banerjee, 2010; Zimmerman & Weindorf, 2010).

Por otro lado, los métodos directos para especiacion en estado sélido pueden proveer
informacidn mas precisa respecto a la naturaleza de los constituyentes del suelo involucrados
en la retencion de EPT, asi las formas minerales pueden ser caracterizadas a presicion. Los
métodos directos son mas sofisticados que los métodos quimicos y necesitan un alto nivel de
especializacion para ser incluidos en estudios de especiacion de EPT. Por ello, ambos
estudios pueden complementarse para ofrecer una estimacién mas realista de la movilidad de
elementos en suelo (Adamo et al., 2018; Evans & Furlong, 2011; Ng et al., 2015).

1.4.5 Espectrometria de Emision Optica con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
OES)

Las espectroscopias de emision optica (ICP-OES, por sus siglas en inglés) son
técnicas de analisis inorganico utilizadas en andlisis elemental e isotdpico, poseen gran
sensibilidad de entre las técnicas de analisis al determinar y cuantificar la mayoria de los
elementos de la tabla periddica, espectros simples con pocas interferencias y ademas es
posible realizar andlisis multi-elemental y medir relaciones isotopicas en cantidades traza
rapidamente; No obstante, requieren equipos costosos con montos de mantenimiento
elevados (Alarcon & Ferrera Cerrato, 2016; Taylor, 2001).

Hay muchos disefios diferentes de ICP-OES disponibles actualmente, los cuales
poseen varios componentes similares, como nebulizador, cAmara de pulverizacion, antorcha
de plasma, detector de emision y espectrémetro, pero pueden diferir significativamente en el
disefio de la interfase y sistemas de introduccion de muestra (Thomas, 2004; Ruvalcaba Sil,
2013).
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En un equipo ICP-OES todas las muestras son normalmente introducidas en forma
liquida, previamente filtradas para evitar bloqueos de flujo en los capilares del equipo, e
inyectadas al equipo por una bomba peristaltica (Alarcon & Ferrera Cerrato, 2016). El liquido
es convertido en un aerosol por un aparato llamado nebulizador. Posteriormente, es
transferido por una cdmara de nebulizacion hacia la descarga de plasma (Skoog et al., 2008).
La radiacion generada por los elementos es colectada enfocando lentes convexos y espejos,
luego es transferida a un dispositivo de dispersion de longitudes de onda. Finalmente, la
intensidad de la radiacion es medida por medio de detectores e interpretada por
espectrometria (Ruvalcaba Sil, 2013; Skoog et al., 2008).

1.5 Métodos de Remediacion

El objetivo de los métodos de remediacion es limpiar los efectos residuales de la
actividad humana en un sitio, esto impulsado por la cada vez mas estricta legislacion
ambiental y la necesidad de activar sitios que han sido abandonados por su caracter de pasivos
ambientales. Existen muchas tecnologias disponibles para la descontaminacion de suelos
afectados que se encuentran en constante investigacion y desarrollo debido a las crecientes
necesidades sociales e industriales por métodos de mayor eficacia, menor tiempo de
operacion y mejor relacion costo-beneficio (Ali et al., 2013; Evans & Furlong, 2011; Orozco

Barrenetxea et al., 2008).

El propdsito de remediar un suelo es poder hacerlo apto para otro uso particular,
disminuir el riesgo que representa para la salud humana, animales y plantas, asegurando que
los niveles de concentracion del contaminante se mantienen lo suficientemente bajos para no
afectar su proposito de uso, o el desarrollo industrial, el Foro para la Remediacion Sustentable
del Reino Unido (SURF, 2009) reconoce seis principios claves para la remediacion

sustentable:

1. Proteccién de la salud humana y al ambiente.

2. Practicas seguras de trabajo.

3. Decisiones basadas en evidencia consistente, clara y reproducible.
4

Mantenimiento de registros e informes transparentes.
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5. Buena direccion y participacion de los interesados
6. Ciencia del sonido.

La eleccion del método a utilizar y lo estandares siempre seran gobernados por los
factores especificos del sitio, incluyendo condiciones locales, riesgo potencial y tiempo. Los
procesos disponibles para biorremediacion de suelo se pueden dividir en cinco categorias
(Evans & Furlong, 2011; Moreno Tovar et al., 2012; Romero et al., 2008; Rasul Chaudhry,
1994):

e Biologicos
Involucran la transformacion o mineralizacion de contaminantes a formas menos
toxicas y mas moviles. Son tiles con un amplio rango de compuestos organicos, para
beneficiar la estructura del suelo y su fertilidad.

e Quimicos
Los compuestos son destruidos, fijados o neutralizados por reacciones quimicas, con
estos métodos la transformacion de sustancias es posible a formas méas o menos
biodisponibles dependiendo de lo requerido. Sin embargo, en algunos casos los
reactivos usados pueden causar dafio al suelo y son requeridos tratamientos
secundarios.

e Fisicos
Estos procesos involucran la remocion fisica de los contaminantes, frecuentemente
por excavacion para posterior tratamiento y disposicion. A pesar de que la remocion
fisica no representa contaminacion secundaria, este método no es realmente
remediacion y los costos de remocion y disposicién posterior requieren ser
debidamente calculados.

e Solidificacion/Vitrificacion
La solidificacion es la encapsulacion de contaminantes dentro de solido monolitico
de alta integridad estructural, con o sin fijacion estructural. La vitrificacion usa altas
temperaturas para fusionar contaminantes. La mayor ventaja de estos métodos es que

aquellos contaminantes que no pueden ser desintegrados se vuelven indisponibles
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para el medio. Una desventaja es que la estructura del suelo queda irrevocablemente
danada.

e Termales
Los contaminantes son destruidos por tratamientos con calor, usando incineracion,
gasificacion, pirdlisis o volatilizacion. Claramente, la principal ventaja de estos
métodos es que los contaminantes son destruidos efectivamente. Sin embargo, la
generacion de energia supone altos cosos y las técnicas no se ajustan a compuestos
toxicos por el peligro a la generacidn de nuevos contaminantes, ademas, la estructura

del suelo es dafada.

Una forma comuin de clasificar a las técnicas es como in situ y ex situ. Esta
clasificacion relne a las técnicas no por sus métodos, sino por el lugar donde el tratamiento
es efectuado, es decir, en el sitio de contaminacion (in situ), o fuera de este (ex situ). Ambos
tipos de tratamiento suponen ventajas y desventajas, por ejemplo, en el caso de los
tratamientos ex situ se pueden controlar las variables y disturbios, por otro lado, los
tratamientos in situ son preferibles cuando los contaminantes se encuentran ampliamente
distribuidos y a profundidades donde considerar la remocion para tratamientos ex situ

supondria costos excesivos (Evans & Furlong, 2011; Castigo Rodriguez et al., 2005).

1.5.1 Biorremediacion

Asimilar que los procesos bioldgicos en la naturaleza se encuentran sobrecargados y
no son capaces de asimilar la gran carga y diversidad de contaminantes que se liberan al
ambiente diariamente condujo al desarrollo de tecnologias que atenden y enmienden los
dafios causados, pues contar con aire y agua limpios y suelos fértiles es la clave de la
supervivencia (Alarcon & Ferrera Cerrato, 2016). El concepto de biorremediacion es
relativamente nuevo y se refiere a restaurar, enmendar o desintoxicar ecosistemas de diversos
contaminantes, entre los que se pueden mencionar compuestos organicos y metales pesados,

mediante procesos biologicos (Castigo Rodriguez et al., 2005; Rasul Chaudhry, 1994).
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Los mecanismos biol6gicos bajo el proceso de atenuacion natural son biosorcion,
desmetilacién, metilacion, complejacién, quelacion y oxidacion. Los microorganismos que
son capaces de utilizar una gran variedad de sustancias como fuente de carbono y degradar
muchos compuestos organicos son comunmente encontrados en suelos, por ello, cuando se
mejoran y optimizan las condiciones para ellos, los bioprocesos que estos realizan por
naturaleza se vuelven maés répidos y efectivos (Evans & Furlong, 2011; Mendez & Maier,
2008).

La biorremediacion presenta ventajas sobre otras técnicas para eliminar compuestos
contaminantes, porque ademas de usar procesos naturales para destruir contaminantes
orgénicos, los productos formados generalmente son inocuos, el costo es menor al
compararse con otras tecnologias y puede ser ejecutada en modalidad in situ o ex situ
(Alarcon & Ferrera Cerrato, 2016; Castigo Rodriguez et al., 2005).

1.5.2 Factores que afectan la Biorremediacion

Entre los factores que pueden afectar un procedimiento de biorremediacion destacan dos
grupos principales, aquellos que se relacionan con las condiciones ambientales (temperatura,
humedad, tipo de suelo, etc.) y aquellos inherentes a la contaminacion en si (caracteristicas del
contaminante, y susceptibilidad a la descomposicion bioldgica, entre otros) (Evans & Furlong, 2011;
Prieto Méndez et al., 2009). Los procesos en el suelo también pueden afectar los métodos de
biorremediacién, dentro de estos se pueden mencionar el trasporte, la retencion y la transformacion:
el transporte de sustancias en el suelo puede ser mediante lixiviacion hacia agua subterraneas, por
escurrimiento, o incluso volatilizacion al aire, este transporte a su vez es afectado por el flujo de masa,
dispersion o difusion molecular; la retencion (comdnmente conocida como absorcién)
frecuentemente reduce la biodisponibilidad y degradabilidad de compuestos (Alarcon & Ferrera
Cerrato, 2016; Ali et al., 2013).

Los componentes del suelo con mayor afinidad para retencion son las arcillas y humus;
mediante los procesos de transformacion las concentraciones del contaminante se reducen
gradualmente con la formacién de metabolitos de menor toxicidad. Es importante destacar que a pesar
de que la mayoria de los procesos de transformacion son realizados por microorganismos (los cuales

deben mantenerse en un rango ideal de 20-30°C, pues este rango optimiza la actividad enzimatica)
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las plantas también juegan un rol significante en estos procesos, por lo que en recientes afios ha

incrementado la atencion a los métodos de fitorremediacién (Cheng & Mulla, 1999).

Existen otras circunstancias como disponibilidad de nutrientes, oxigenacién, o presencia de
inhibidores que juegan un rol importante en la determinacion de la viabilidad de una tecnologia de
biorremediacién, pero todas son inherentes a aplicacién individual dada la gran variedad de los
factores mencionados previamente, pues en el sistema todas interacttan y modifican los efectos de la
contaminacion, para bien o mal. Luego de la consideracion de los factores involucrados se debe
considerar cudl técnica es la més apropiada y con ello, la elaboracion de un plan de remediacion
(Cheng & Mulla, 1999; DalCarso et al., 2013; Orozco Barrenetxea et al., 2008).

1.6 Fitorremediacioén

La fitorremediacion aprovecha los bioprocesos que les permiten a las plantas
adaptarse y desarrollarse en medios contaminados por sustancias organicas e inorganicas.
Las plantas que son tolerantes a los metales y metaloides tienen la capacidad de eliminar,
inmovilizar, volatilizar, degradar, transformar, mineralizar, estabilizar o destruir estos
contaminantes en los suelos (Alarcon & Ferrera Cerrato, 2016; Delgadillo-Lopez et al.,
2011).

Los mecanismos de adaptacion, como el aumento de la solubilidad, la quelacion,
exclusion, redistribucion y acumulacién de contaminantes permiten que las plantas se
vuelvan resistentes a la toxicidad del medio y por lo tanto son capaces de sobrevivir en las

presas de jales (NUfiez Lépez et al., 2004).

La mayor ventaja de la fitorremediacidn es que no genera impactos negativos en los
suelos donde es aplicada, pues las plantas ayudan a reestructurar al suelo dafiado mediante la
simbiosis con la actividad microbiana y aportando materia organica, controlando asi la
erosion por viento y lluvia minimizando la dispersién de los elementos contaminantes
presentes (Ali et al., 2013; Nufiez Lopez et al., 2004).

La eleccion de las plantas adecuadas para la fitorremediacion puede basarse en plantas
gue ya se han adaptado al sitio contaminado, o plantas que hayan demostrado ser de rapido

crecimiento, adaptacion y en el caso de remediacion de EPT, ser capaces de acumular grandes
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cantidades de metales y/o metaloides con alta produccion de biomasa, considerando ademas
que las especies, si son introducidas, no representen un dafio para la biodiversidad existente
en el sitio y que no sean utilizadas para alimentacion de animales o humanos, pues de este
modo se evita la incorporacion de EPT a la cadena tréfica (Bolan et al., 2011; Mendoza
Benites et al., 2008; Zhi-xin et al., 2007).

En los Gltimos afios se ha generado una terminologia nueva para las variantes de
fitorremediacion basada en el papel que tienen las plantas durante el proceso de remediacion
y los mecanismos involucrados, se han definido asi la fitodegradacion, fitoestimulacion,
fitovolatilizacion, fitoestabilizacion, fitoextraccion y rizofiltracién Teniendo en cuenta los
tipos de contaminantes que se pueden encontrar en los desechos mineros resulta mas viable
aplicar la fitoestabilizacion y/o fitoextraccion en el proceso de recuperacion de estas zonas
(Learita Prince, 2015; Mendoza Benites et al., 2008; Nufiez Lopez et al., 2004).

1.6.1 Fitoestabilizacién y Fitoextraccion

La fitoestabilizacion utiliza plantas excluyentes que desarrollan un denso sistema de
raiz, para reducir la biodisponibilidad de metales y otros contaminantes en el ambiente por
medio de mecanismos de secuestro, lignificacion o humidificacién. Las plantas excluyentes
han desarrollado una tolerancia a los EPT principalmente en sus raices y evitan la
traslocacion a partes aéreas (Eweis et al., 1999; Nufiez Lopez et al., 2004). El objetivo
principal de esta técnica es reducir la movilidad y la biodisponibilidad de los elementos
contaminantes presentes en los suelos. El proceso de fitoestabilizacion se lleva a cabo en la
rizosfera y las raices de plantas, los exudados de estas plantas pueden cambiar el pH en el

medio y aumentar la solubilidad y movilidad de los EPT (Criollo et al., 2012; Etesami, 2018).

La fitoestabilizacidén puede ser empleada para remediar contaminacién por EPT como
As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb y Zn en residuos mineros. No obstante, los jales mineros pueden
presentar gran acidez y por ello es recomendable mejorar las caracteristicas fisicoquimicas
del suelo, pues asi se facilitan los procesos bioldgicos que reducen la movilidad y

biodisponibilidad sin alterar la concentracion total de los metales y metaloides. Algunos
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ejemplos de mejoras en el suelo son el uso de cal, zeolitas, aluminosilicatos, 6xidos e
hidréxidos de Fe y 6xidos de Mn e incluso estiércol (Ali et al., 2013; USEPA, 2000).

Los acidos organicos que enriquecen al suelo por accién vegetal y microbiana,

ademas de azucares, aminodacidos, lipidos, flavonoides, proteinas, enzimas y carbohidratos

afectan la dinamica de los metales y metaloides en los suelos mediante las reacciones que se

han mencionado previamente. Algunos de los &cidos organicos comunes en la rizosfera son

acetico, butirico, citrico, lactico, mélico, oxalico, propiodnico y tartarico (Bauddh & Singh,

2015; Bolan et al., 2011).
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La fitoextraccion (también llamada fitoacumulacion) es una técnica que explota la
capacidad de algunas plantas para acumular contaminantes en sus raices, tallos o follaje, las
cuales pueden ser facilmente cosechadas. Los contaminantes extraidos son principalmente
metales pesados, aunque también se pueden extraer algunos contaminantes organicos.
Generalmente los sistemas de fitoextraccion se implementan para extraer metales de suelos
contaminados, por medio de plantas conocidas como metaléfitas (Giordani & Cecchi, 2015;
Nufiez Lopez et al., 2004).

La eficacia de la fitoextraccion depende de muchos factores como la
biodisponibilidad de los contaminantes, el estado en el que los metales y metaloides se
encuentran en el medio y las propiedades fisicoquimicas del suelo, ademas, la planta elegida
para la fitoextraccion debe ser capaz de soportar altas concentraciones de EPT y ser resistente

a condiciones de intemperie (Bolan et al., 2001; Learita Prince, 2015; Xiaohai et al., 2008).

La ilustracion 1 esquematiza la diferencia entre las técnicas de fitoextraccion y
fitoestabilizacion. En el caso de ambos procedimientos es recomendable utilizar
microorganismos que estimulan la absorcion, movilidad y acumulacién de EPT a la raiz de
las plantas o que provoguen la precipitacion de estos en la rizésfera (DalCarso et al., 2013;
Rajkumar et al., 2009).

1.6.2 Efectos y Respuesta de plantas ante presencia de EPT en suelos

Para que una planta puede germinar, desarrollarse y reproducirse adecuadamente
requiere absorber ciertos nutrientes. Los macronutrientes, son necesarios en grandes
cantidades (>1000 mg/kg de C, H, N, K, Ca, Mg, P, S y Si) y los micronutrientes son
requeridos en dosis mucho menores (<100 mg/kg de CI, Fe, B, Mn, Na, Co, Zn, Cu, Ni y
Mo) (Learita Prince, 2015). Los metales pesados que son micronutrientes desempefian
funciones bioldgicas y fisiologicas, como la biosintesis de proteinas, acidos nucleicos y
clorofila y su deficiencia puede llegar a provocar dafios letales, como inhibicién de la
fotosintesis, reduccion de la sintesis de carbohidratos, clorosis, disminucion del crecimiento

y alteracion en el metabolismo general. Sin embargo, por encima de las concentraciones
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Optimas son toxicos, en la tabla 7 se ejemplifican algunos de los dafios que pueden llegar a
provocar (DalCarso et al., 2013; Gupta et al., 2013).

Tabla 7. Efectos toxicos de micronutrientes a concentraciones elevadas.

Micronutriente

Efectos Toxicos

Cu

Fe

Mn

Mo

Ni

Zn

-Induccidn al estrés oxidativo (produccion de especies reactivas de oxigeno)
-Crecimiento retardado y clorosis

-Intensifica deficiencia de Zn

-Retraso del crecimiento

-Clorosis en los nervios y deformacion de las hojas mas jovenes
-Necrosis en tallos y hojas

Reduccién de los niveles de clorofila

-Malformacién de hojas

-Amarillamiento de las hojas

-Inhibicidn del crecimiento en raices

-Reduccion de la transpiracion y cierre de estomas

-Clorosis en las hojas

-Inhibicidn de la fotosintesis.

Retardo en el crecimiento de raices y tallos

Fuente: Seoanez Calvo, 1999; DalCarso et al., 2013.

Por otro lado, se encuentran los elementos no esenciales, que son toxicos para las

plantas incluso a bajas concentraciones (As, Cd, Cr, Hg, Pb). En la tabla 8 se pueden apreciar

algunos de los principales efectos adversos en plantas por la presencia de elementos no

esenciales en suelos.

Tabla 8. Efectos daiiinos de elementos no esenciales en plantas.

Elemento no | Efectos Toxicos
esencial
As -Inhibe la germinacion de semillas
-Inhibe el crecimiento vegetal
Cd -Inhibicion del crecimiento
-Desequilibrio en la absorcion de agua y nutrientes.
Cr -Inhibicién del transporte de electrones

-Reduccidn de la fijacion de CO..
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- Disminucién del crecimiento de raices
Pb -Inhibicién del crecimiento
-Clorosis y muerte
-Escasez de agua
Fuente: Seoanez Calvo, 1999; DalCarso et al., 2013; Manahan, 2013

Las plantas acumuladoras reaccionan a los aumentos en la concentracion de los EPT
para mantener el equilibrio en los iones metélicos esenciales y no esenciales dentro de sus
células. En general, hay cuatro principales mecanismos a través de los cudles se reduce la
toxicidad de EPT en las plantas (DalCarso et al., 2013):

1. Seinduce el estrés oxidativo y se realizan cambios en la permeabilidad y la
integridad de la membrana celular. Produccioén de especies reactivas de
oxigeno, inducida cominmente por Cu, Zny Fe.

2. Los EPT (Cd, Pb, As) reaccionan con los grupos funcionales sulfhidrilo y
carboxilico de las proteinas, lo cual provoca dafio en la estructura y funcién
de proteinas y enzimas.

3. Los cationes y oxianiones compiten por los mismos transportadores en las
membranas celulares de la raiz.

4. Se desplazan los iones esenciales en las enzimas y las proteinas de
sefializacion. Por ejemplo, el Cadmio desplaza al Cu, Zn y Fe en algunas

enzimas.

Muchas plantas han desarrollado mecanismos de homeostasis y desintoxicacion para
enfrentar el estrés provocado por la alta concentracion de EPT en suelos. Las especies
vegetales capaces de crecer en suelos contaminados con EPT son conocidas como metal6fitas
(Ginocchio C. & Ledn-Lobos, 2007; Mendez & Maier, 2008).

Las metaldfitas se dividen en excluyentes e hiperacumuladoras, usadas para la
fitoestabilizacion y fitoextraccion respectivamente. Por un lado, las plantas excluyentes usan
mecanismos para mantener a los contaminantes dentro de sus raices, evitando su transporte
a las partes aéreas. Dicha exclusion se consigue mediante la manipulacion de la

biodisponibilidad de los iones metalicos en el suelo (Ali et al., 2013; Ginocchio C. & Lebn-
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Lobos, 2007). Los exudados de las raices reducen la absorcion de iones metélicos,
generalmente son sustancias como proteinas transportadoras y &cidos orgéanicos que actdan
como ligandos formando complejos con los iones metalicos en la rizosfera (Gupta et al.,
2013; Rajkumar et al., 2012).

Ademaés de los microorganismos, que mejoran en gran medida los procesos de
exclusion, los hongos micorrizicos arbusculares juegan un papel importante en la
desintoxicacién de EPT, pues liberan glomalina, una proteina que secuestra iones metalicos
como Cu, Pb, y Cd, reduce la traslocacion de EPT de las raices a los tallos, y en general,

mejora los mecanismos de tolerancia (Bolan et al., 2011; Etesami, 2018).

Por su parte, las plantas acumuladoras han desarrollado mecanismos homeostaticos y
de desintoxicacion que les permiten bioacumular a los EPT en sus tejidos, sin inhibir las
funciones fisioldgicas fundamentales. Entre los mecanismos que se utilizan se pueden
mencionar el control de la captacion de metales, la reduccion de la biodisponibilidad de EPT,
la inmovilizacion y quelacion de iones metélicos, la compartimentacion y el secuestro de
complejos. En este tipo de plantas el papel de los microorganismos es aumentar la movilidad
y solubilidad de contaminantes. Los principales quelantes de EPT que se encuentran en las
plantas acumuladoras son fitoquelatinas (PCs), metalotioneinas (MTs), &cidos organicos y
aminoacidos. En las plantas acumuladoras, los contaminantes generalmente son atrapados en
el apoplasto, vacuolas y la pared celular (Criollo et al., 2012; Learita Prince, 2015; Rajkumar
& Freitas, 2008).

Existe un grupo de plantas que por acumular concentraciones mas altas de lo normal
son llamadas hiperacumuladoras, estas, acumulan de 100 a 1000 veces la cantidad de EPT
que es capaz de soportar una planta normal. Los estandares para poder considerar a una planta
dentro de este grupo son: debe acumular al menos 100 pg/g de Cd y As; 1000 ug/g de Co,
Cu, Cr, Ni y P; 3000 pg/g de Zn y/o 10000 pg/g de Mn (Delgadillo-Lopez et al., 2011;
DalCarso et al., 2013).
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1.6.3 Bacterias Promotoras del Crecimiento

Los mecanismos mediante los cuales los microorganismos efectian cambios en la
especiacion y movilidad de elementos son componentes fundamentales de los ciclos
biogeoquimicos, tanto para los EPT como para otros elementos, como carbono, nitrégeno,
sulfuro y fésforo. La habilidad de los microorganismos para afectar la especiacion de EPT
realiza en su capacidad para influenciar los procesos de movilizacién e inmovilizacion entre
las fases solubles e insolubles. La movilizacion de EPT puede ser lograda por protonacion,
quelacion y transformacién quimica, mientras que la inmovilizacién puede ocurrir por
precipitacion o cristalizacion de compuestos insolubles organicos o inorganicos, 0 por
absorcion, consumo y secuestro intracelular. Incluso, las reacciones redox pueden movilizar
o inmovilizar EPT dependiendo de las especies involucradas (Annapurna et al., 2016;
Etesami, 2018; Gadd, 2004).

Como se ha mencionado previamente, dada la influencia de los microorganismos en
los ciclos biogeoquimicos, estos pueden ser explotados en biotecnologia ambiental para
optimizar las técnicas de fitorremediacion. Asi, la solubilizacion microbiana puede promover
la remocion de contaminantes de matrices solidas como suelos, sedimentos, o desechos
industriales. Alternativamente, los procesos de inmovilizacion pueden promover la
transformacion de algunos metales a formas insolubles e inertes siendo aplicables también a
soluciones acuosas (Ali et al., 2013; Gadd, 2004; Rajkumar & Freitas, 2008).

Las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV) son aquellas que pueden
incrementar el crecimiento y la productividad vegetal a través de relaciones bioldgicas
directas o indirectas a través de su capacidad de colonizar el sistema radicular de las plantas
0 su entorno. Pueden clasificarse en tres grupos principales: las que pueden colonizar el tejido
de la planta formando nédulos (simbidticas), las que se hospedan en estructuras internas de
la planta (endofiticas) y las que se encuentran cerca del sistema radicular de la planta
(bacterias de vida libre) (Criollo et al., 2012; Etesami, 2018; Rajkumar et al., 2012).

Recientemente, algunas BPCV resistentes a EPT se han destacado por promover el
desarrollo vegetal en suelos contaminados y reducir la biodisponibilidad de metales y
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metaloides tdxicos, asi como su consumo en plantas, disminuyendo el grado de toxicidad
hacia aquellas expuestas al estrés generado por diferentes elementos contaminantes
(Annapurna et al., 2016; Criollo et al., 2012; Gupta et al., 2013; Rajkumar et al., 2012).

La tolerancia a EPT en microorganismos es un requisito vital para poder usarlos en
tratamientos de suelos contaminados que busquen reducir su movilidad. Los
microorganismos se han adaptado a estos contaminantes mediante una serie de
modificaciones cromosomicas y de plasmidos, siendo efectivos tanto para micronutrientes
esenciales, tanto para elementos no esenciales. Se han reconocido siete mecanismos por los
cuales los microorganismos son capaces de resistir la contaminacion por EPT (Wheaton et
al., 2015; Etesami, 2018; Zhi-xin et al., 2007).

1) Exclusion de EPT mediante una barrera permeable

2) Secuestro extracelular del metal por enlace a agentes quelantes

3) Secuestro intracelular por un agente quelante/proteina

4) Desintoxicacion enzimatica del metal a una forma menos toxica

5) Transporte activo del metal

6) Tolerancia pasiva

7) Reduccion en la sensibilidad del metal en los objetivos celulares a los iones

metalicos

La interaccion bioldgica entre plantas y microorganismos juega un rol importante en
la adaptacion y supervivencia de ambos en suelos afectados por EPT. Algunos de los géneros
que se han destacado como BPCV son Pseudomonas, Achromobacter, Azospirillum,
Enterobacter, Variovorax, Bacillus, Azotobacter, Klebsiella y Aeromonas incluso en

condiciones adversas (Etesami, 2018; Meena et al., 2017).

Algunos de los mecanismos mediante los cuales las bacterias promueven el
crecimiento en plantas bajo estrés por EPT son (Castigo Rodriguez, et al., 2005; Rajkumar
et al., 2009):

1) Produccion de agentes quelantes.
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2) Produccion de fitohormonas como acido indol-3-acético (IAA), citoquinonas
(CK), y acido giberelico (GA) (fitoestimuladores)

3) Produccion de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) deaminasa
(bioaliviadores)

4) Promocion de la fitodisponibilidad de minerales (N, P, K, Ca, Fe, Mn, Cu, Zn,
etc) (bioferfilizantes)

5) Modificacion de la biomasa y morfologia de la raiz (biomodificadores)

6) Prevencion de dafos perjudiciales por patdgenos (biopesticidas)

Una BPCV puede aliviar el estrés por EPT en plantas usando uno o mas de los
mecanismos mencionados arriba. Existen una serie de pruebas que pueden realizarse para
determinar a una cepa como BPCV, estas son: Produccion de acido indol acético,
solubilizacion de fosfatos, consumo de metales/metaloides y produccion de ACC-deaminasa
(Annapurna et al., 2016; Rajkumar et al., 2012).

1.6.4 Potencial de Ricinus communis para biorremediacion

Ricinus communis, comunmente llamado ricino, castor, tartago e higuerilla entre
otros, es una planta oleaginosa que pertenece a la familia Euphorbiaceae. Entre los aceites
no comestibles, el aceite de ricino es el méas popular por su gran variedad de aplicaciones de
tipo industrial, médico y cosméticas (Bauddh et al., 2015), existen ademas otros bioproductos
generados a partir de esta planta que son de interes comercial como el acido ricinoleico, grasa
de litio (hidroxiestearato de litio), &cido undecilénico y é&cido 1l1-aminoundecanoico
(Annapurna et al., 2016; Bauddh et al., 2015; Kiran & Prasad, 2017)

Se ha encontrado a Ricinus communis como una especie dominante creciendo en
sitios contaminados por desechos industriales. Algunos otros estudios han mostrado que la
higuerilla crece espontaneamente en sitios contaminados por metales y ha sido propuesta
como candidata para restaurar sitios con un amplio rango de contaminantes (Kumar et al.,
2017; Ruiz Olivares et al., 2008).

Algunas especies que han sido estudiadas en fitorremediacion como Brassica juncea,

Helianthus annus y Zea mays presentan inconvenientes en su uso, pues ademas de tener un
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periodo de vida corto y baja productividad de biomasa, poseen la desventaja de que los
impactos toxicos de los contaminantes pueden trasladarse a la cadena alimenticia y causar
dafios en humanos y animales. En el contexto de biorremediacion, las plantas a usarse deben
ser perennes, con gran generacion de biomasa y tolerantes a estreses bidticos y abidticos
(Bauddh et al., 2015; Rajkumar & Freitas, 2008).

R. communis ha sido reportada como una candidata apta para la fitoestabilizacion de
sitios contaminados por sustancias organicas e inorganicas, metales pesados e hidrocarburos
aromaticos policiclicos. Ha ganado importancia considerable en la remediacion de sustratos
con altas concentraciones de Cu, Zn, Mn, Pb y Cd. Es util en la fitoextraccion de Boro y
tolerante al Cu, Fe, Mn y Zn. Ademas es una planta apta para la remediacion de Cd y Pb
(Annapurnaet al., 2016; Kiran & Prasad, 2017; Kumar et al., 2017). En la tabla 9 se muestran
investigaciones realizadas en la exploracion de su potencial como fitorremediador.

Tabla 9. Potencial de Ricinus communis en procesos de fitorremediacion.

Accumulacién del metal

Metal Nivel de Tipo de Tiempo de (Mg g) )
. o . . Referencia
Contaminante Contaminacion | experimento | exposicion | Raices Tallos
. 10, 50, 100, 250, . ) } 44,60 (Melo, etal.,
Arsénico Hidroponia 30 dias 467.38 mg/kg
500y 5000 pg/L mg/kg 2009)
. 242y
Arsénico 35y 150 4.26'y 39.55 (Melo, etal.,
Maceta 35 dias 1.79
NazHAsO4-7H20 | mg As dm suelo mg/kg 2012)
mg/kg
Arsénico Suelo (Mahmud, et
9.13 (ug g . - 40 48.75
(NaZHAsOs) contaminado al., 2008)
) 0.2 pM CdCl2 . (Shietal,
Cadmio (CdCl2) Maceta 7 dias - -
2015)
Cadmio 100 mg-kg* i (Bauddh &
Maceta 90 dias 1256.81 261.35 .
(CdClp) Suelo Singh, 2015)
50
341.4 14.7 . .
. 100 i (Shi & Cai,
Cadmio (CdCly) Maceta 28 dias 386.0 28.0
200 mg Cd-kg™* 2009)
2517.9 59.8
suelo
Niquel Suelo 1745 (Malarkodi,
. 164.5 mg-kg* . - 217.8
(NiCl) contaminado talloy et al., 2008)

48



Capitulo I. Antecedentes

con lodos de 97.80
agua residual hojas
35.0
] 275 mg Ni kgt ; talloy (Rajkumar et
Niquel Macetas 35 dias 185.00
suelo 53.0 al., 2009)
hojas
(Adhikari &
Niquel (NiCl2) 0-250 Ni kg Macetas 45 dias 455 300 Kumar,
2012)
. (Giordani &
Niquel 150, 300 y 600 Suelo en .
) 12 meses 67.2 48.7 Cecchi,
(NiSO4) ppm Macetas
2015)
400 pmol Pb L ) ] i (Romeiro, et
Plomo . Hidroponia 40 dias 24,000-25,000 | 550-600
Solucion al., 2006)
. 0.57
Cadmio 0.32-2.77 mg/kg | Suelo 0.34 mg/kg (Xiong, et
. 120 dias mg/kg
; contaminado al., 2018)
Zinc 152-1427 38.65 23.24
Cadmio 5,10y 20 mg/L 0-42.56 mg/kg
CdCl,-2.5H,0
. ] (Zhi-xin, et
Hidroponia 5 semanas
Plomo 50, 100 y 200 0-446.03 al., 2007)
Pb(NO3)2-H20
Cadmio 1,2,4,8y 16 mg/L
Cd(NOs)2.4H20 471mg | (De Souza
. ] ) 8579 mg
Hidroponia 30 dias Cd/kg Costaet al.,
Plomo 6,12,24,48 y 96 Pb/kg (max)
(max) 2012)
Pb(NO3)2
0.40-
1,2,10,20 y 40 1.12-44.4
. 20.8
Cadmio ma/kg mg/kg
mag/kg
(Wangr
50, 100, 200, 400 128 | Zhao, Guo,
Cobre y 600 Macetas 4 meses 116-44.6 388 & Zhou,
2016)
) 100, 200, 400,
Zin 138-420 167-713
600 y 800
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Cobre

Zinc

Niquel

Cobre

Zinc

Arsénico

Cadmio
Plomo
Cobre

Zinc
Cadmio

Plomo
Manganeso
Zinc

Hierro
Niquel

Cobre

Zinc
Manganeso
Plomo

Cadmio

2267 mg/kg

89

277

275 mg/kg

300

400

183-14,660
ma/kg
45-308
327-1754
149-459
448-459

162.4 mg/kg

1152
205.33
245.1
2061

89 mg/kg

1248
9862
1655
2882
92

Suelo
contaminado
con residuo de

mina de Pb

Suelo
contaminado
artificialmente

(macetas)

Jales mineros

Zona
Industrial
Hyderabad

Jales mineros

Capitulo I. Antecedentes

43 mg/kg

43

203 mg/kg
Pseudomonas
sp.

175.6

P. jessenii
407.3

P. jessenii
0.49 mg/kg

0.90
21.28
11.19
133.89

9.5 mg/kg

124.4
15.9

146.4
599.1

13 mg/kg

30
570
110
85
6.5

2.029
mg/kg

55

55

44.0
mg/kg

14.0

121.6

0.76
mg/kg
2.19
57.50
11.96
114.37
6.7
mg/kg
153.7
14.6
118.4
417.7
15
mg/kg
25

75
140
60

2.2

(Xiaohai, et
al., 2008)

(Rajkumar &
Freitas,
2008)

(Santos-
Jallath, et al.,
2012)

(Boda et al.,
2017)

(Ruiz
Olivares et
al., 2013)
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CAPITULO II. METODOLOGIA

2.1 Muestreo

El muestreo se realizo6 siguiendo los parametros establecidos por la NMX-AA-132-
SCFI-2006 y las consideraciones mencionadas por Margesin y Schinner (2005). El area de
muestreo fue en una presa de jales de la localidad de Santa Maria en el municipio de Zimapan,
Hidalgo. La direccion de Jales de Santa Maria tiene por direccién calle Montserrat, colonia
Fas, y las coordenadas son 20°73°59” N 99°39°82” W, en la ilustracion 2 se puede observar

una vista satelital de la zona de muestreo.

llustracion 2. Vista satelital de la zona de muestreo en Santa Maria Zimapan. Los puntos negros delimitan
representan la zona de muestreo. Fuente: Google (2018).

El muestreo del sitio fue realizado con el patrdn tipo zigzag, recolectando las muestras
de una profundidad 0-20 cm. La recoleccién de las muestras se realiz6 con materiales de
plastico (para disminuir interferencias); las muestras compuestas fueron transportadas en

costales de rafia de polipropileno donde permanecieron en refrigeracion a 4°C hasta el
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momento de su analisis. En las ilustraciones 3 y 4 se muestra el establecimiento natural de

R. communis en la zona de muestreo.

llustracion 3. Ricinus communis en zona llustracion 4. Presa de jales donde se realizé en muestreo en
de muestreo. Zimapan, Hidalgo.

2.2 Analisis fisicoguimico

Las muestras compuestas de jal fueron secadas a temperatura ambiente para retirar el
exceso de humedad. Posteriormente por medio del método del cuarteo se subdividid y tamizo
para la realizacion del andlisis de los pardmetros fisicogquimicos. Las determinaciones
fisicoquimicas fueron realizadas en la muestra de jal y en el sustrato comercial Miracle-

Grow® que se utilizé como enmienda organica durante los tratamientos.

Las determinaciones analiticas para la evaluacion de las muestras se realizaron
siguiendo los métodos propuestos por la NOM-021-SEMARNAT-2000. Se determin6 pH en
agua (Método AS-02) en una suspensién sobrenadante de una mezcla de relacién 1:2 suelo:
agua desionizada con un equipo multiparametro, ademas, se analizé pH en KCI (Método AS-
24) con una relacion de mezcla 1:2 suelo: KCI; la densidad aparente fue medida por el método
AS-03; se analizo el contenido de humedad por gravimetria (Método AS-05).

El contenido de materia organica (Método AS-07) fue estimado a través del método
de Walkley y Black; se realizé la determinacion de nitrégeno inorganico extraible con el
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procedimiento micro Kjeldahl (Método AS-08); se analiz6 la textura (Método AS-09) en las
muestras por el método de Bouyoucos (1936); se midio la capacidad de intercambio cationico
(CIC) por el método AS-12 con acetato de amonio; la conductividad eléctrica (CE) en
extracto de saturacion fue determinada mediante un medidor de CE de lectura directa por el
método AS-18; el color fue estimado con las tablas de Munsell (Método AS-22); la acidez
extraible (Método AS-32) fue elaborada por la técnica cloruro de bario-trietanolamina
(BaCl-TEA).

Para determinar una primera evaluacién de la biodisponibilidad de nutrientes en jal y
en el sustrato se realiz6 una extraccion por el método de pentaacetato de dietilentriamina,
trietanolamina y cloruro de calcio (por sus siglas DTPA-TEA-CaClz) (Meers et al., 2007).
La extraccion total de elementos se realizé conforme al procedimiento 3052 establecido por

la EPA (2007) y su posterior analisis por la técnica ICP-OES:

I.  Pesar 0.5 g de muestra y colocar en un recipiente de teflon.
Il.  Agregar 2 ml de H202 30%.
I1l.  Agregar 9 ml de HNO3 concentrado.
IV.  Agregar 3 ml de HCI concentrado
V.  Colocar en microondas digestor a 175°C durante 15 min, y dejar enfriar.
VI.  Filtrar el sobrenadante, aforar a 50 ml y colocar en un frasco de polietileno

previamente etiquetado para su posterior analisis.

2.3 Preparacion del inéculo

Las cepas elegidas para los ensayos de fitorremediacion Klebsiella MC173,
Enterobacter MC101 y Escherichia N16 fueron proporcionadas por el Cuerpo Académico
BUAP 256 “Control de la Contaminacién Ambiental” de la Facultad de Ingenieria Quimica;
estas fueron previamente aisladas en rizosfera de plantas establecidas naturalmente en jales
y caracterizadas como BPCV, ademas, se identifico su taxonomia (Tabla 10) por Mendoza
Hernandez et al. (2016).

Se colocaron las cepas en tubos con 5 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron

a 30°C durante 48 horas en un equipo de agitacion orbital a 80 rpm. Al finalizar el periodo
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de incubacidn se transfirieron los 5 ml de caldo LB a matraces Erlenmeyer con 200 ml del

mismo caldo, esto con el objetivo de magnificar las cepas bacterianas, posteriormente se
incubaron.

Tabla 10. Caracterizacion de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal utilizadas

Cadigo Planta Género Produccion Actividad ACC Produccion Solubilizacién
Huésped bacteriano de IAA (ug desaminasa de de fosfatos (ug
ml?) (uM oKB mg* sideréforos mL"?)
h1)
Acacia .
MC173 ) Klebsiella 11.5+0.06 1.2+0.05 + 0.22+£0.12
farnesiana
Crotalaria
MC101 . Enterobacter | 9.1 +0.03 1.2+0.03 + 0.33+0.02
pumila
Ricinus o
N16 ) Escherichia 9.0+£0.04 1.8 £0.05 + 0.38 £ 0.08
communis

Fuente: Mendoza Hernandez et al., 2016.

Al final del periodo de incubacién el caldo LB se centrifug6 en tubos Corning en
series de 50 ml a 8000 rpm durante 15 min, se retir6 el sobrenadante y se resuspendi6 hasta
terminar los 200 ml de LB. Se agregaron 50 ml de solucién buffer de fosfatos a la biomasa
recuperada, y se colocO en vlrtex para homogeneizar (5-10 s). Finalmente, se ajustd el
indculo hasta obtener una absorbancia de 0.5 OCesoonm €n un espectrofotometro UV-VIS
(Perkin Elmer Lambda 20).

2.4 Germinacion y cuidado de plantulas

Los ensayos de fitorremediacion con R. communis y BPCV fueron realizados en
macetas, las cuales fueron elaboradas con botellas de PET de 1.5 L de capacidad, en estas se

coloco 1 Kg de mezcla de muestras de jales de y sustrato Miracle-Grow® en tres diferentes
modalidades:

o Jal
e Jal + sustrato compost 10% mezclado (homogéneo)

e Jal + sustrato compost 5% sin mezclar (heterogeneo)
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En los ensayos se sembraron 2 semillas de Ricinus communis por maceta. El
sembrado se realizd por triplicado por cada cepa bacteriana utilizada, los indculos de estas
fueron elaborados como se indico previamente. Una vez ajustada la absorbancia del inéculo
se agregaron 25 ml de este a las semillas sembradas, para los testigos se utilizaron 25 ml de
solucién buffer de fosfatos. Se realizd una segunda inoculacion 30 dias después de la
germinacion. Las plantas fueron regadas cada tercer dia y cultivadas durante 60 dias en

condiciones de invernadero (llustracion 5).

llustracion 5. Sistema de fitorremediacion con Higuerilla y cepa Escherichia N16.

2.5 Recoleccidén de suelo de rizésfera

Para realizar el analisis de la movilidad de los EPT en los jales se seleccionaron las
plantas de Ricinus communis que presentaron mejor crecimiento en base a la altura de tallo,
hojas y aspecto general. La extraccion de suelo de rizdsfera se realizé cuidadosamente 60
dias después de los tratamientos haciendo una abertura cercana a la raiz, se recolectaron

aproximadamente 10 gramos de cada maceta.

2.6 Extraccion quimica secuencial

El analisis de la presencia de EPT se realiz6 mediante tres metodologias de extraccion
quimica secuencial, todas ellas consisten en determinar la presencia de los elementos en las

diferentes fracciones minerales en las que pueden existir. Las técnicas fueron realizadas
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después de tamizar y secar las muestras extraidas a peso constante, usando 0.5 gr de muestra,

en la tabla 11 se resumen las condiciones utilizadas:

Tabla 11. Resumen de las técnicas de extraccidon quimica secuencial utilizadas.

Fraccion Condiciones
Método 1. BCR
Facr1 0.11 M CH3COOQH, agitar por 16 horas
Facre 0.5 M NH,0OH-HCI (pH 1.5 con HNO3), agitar durante 16 horas
Fecrs | 35% H,0,, calentar a 85°C hasta reducir el volumen a 1/1.5 ml, CH3COONH4 1 M (pH 2 con
HNO3), agitar por 16 horas
Fscra H20, + HNO3 + HCI
Método 2. Hall
Fr1 1.0 M NaOAc (pH 5 con CH3COOH), agitar por 6 h.
Fr2 0.25 M NH20H-HCI (en 0.25 M HCI), agitar por 2 horas a 60°C
Frs 1.0 M NH2OH-HCI (en 25% HOAC), agitar 3 horas, 90°C
Fra KCIO3/HCI 12M; HNO3 4 M, 90°C
Frs H>0, + HNO3 + HCI
Método 3. Urbina
Fui agua destilada, agitar durante 20 min
Fuz 1.0 M MgCl; (pH 7), agitar durante 1 hora
Fus 1.0 M NaOAc (pH 5 con CH3COOH), agitar por 10 horas
Fua 0.2 M oxalato de amonio, agitar 1 hora en oscuridad
Fus 0.04 M NH20H-HCI (25% CH3COOH v/v), agitar 6 horas a 96°C
Fe 0.02 M HNOs + 30% H20>, 85°C durante 2 horas; 3.2 M acetato de amonio 20% HNO3
F7 KCIOs/ 12M HCI; HNO3 4 M, 90°C
Fs H,0, + HNOs + HCI

Fuente: Rauret et al., 1999; Hall et al., 1995; Urbina Trinidad, 2015.

2.6.1 Técnica de Extraccion Quimica Secuencial BCR

Este procedimiento (Rauret et al., 1999) es muy similar al propuesto por Tessier et

al. (1979) con la principal diferencia de que en la primera fraccion del procedimiento en lugar

de evaluar la fraccion intercambiable y de carbonatos por separado, las combina en la primera

fraccion.
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Esta técnica fue realizada con la muestra de jal sin ningun tratamiento con el objetivo

de evaluar la distribucion inicial de elementos. En este procedimiento, se pesé 0.5 g de cada

llustracion 6. Filtracion de los extractos obtenidos con EPT

muestra en tubos para centrifuga de polipropileno Corning de 50 ml y se realiz6 la extraccion
para cada tratamiento de fitorremediacion y sus testigos como sigue (Fernandez E. , Jiménez,
Lallena, & Aguilar , 2004; Serna Rueda, 2017; Fernandez-Ondofio et al., 2017):

» Fraccion intercambiable y unida a carbonatos

I Afadir 20 ml de &cido acético 0.11 M, agitar a 30 rpm durante 16 h.

Il. Centrifugar a 3000 rpm durante 20 min. Filtrar el sobrenadante, aforar
a 50 ml y colocar en frascos de polietileno previamente etiquetados
(lustracion 6).

1. Lavar el residuo con 10 ml de agua destilada agitando durante 15 min
a 30 rpm y centrifugando durante 20 min a 3000 rpm. Desechar el
sobrenadante y repetir.

> Fraccion reducible (unida a 6xidos de Hierro y Manganeso)
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IV. Al residuo del paso Il afadir 20 ml de cloruro de hidroxilamina 0.5
M (Ajustar el pH de este reactivo a 1.5 con HNOs3). Agitar durante 16
horas.

V. Centrifugar a 3000 rpm durante 20 min. Filtrar el sobrenadante, aforar
a 50 ml y colocar en un frasco de polietileno previamente etiquetado.
Lavar el residuo como en la primera fraccion siguiendo el paso I11.

» Fraccién unida a materia organica
VI.  Agregar 5 ml de perdxido de hidrogeno (H202) 30% y dejar reposar

durante 1 hora a temperatura ambiente.

VII.  Llevar a 85°C durante 1 hora o hasta que el volumen se reduzca a 1.5
olml.
VIII.  Agregar 5 ml de H20. y digestar a 85°C, hasta reducir el volumen a

1.5 0 1 ml nuevamente.

IX.  Agregar 25 ml de acetato de amonio (pH 2 con HNO3) y agitar a 30
rpm durante 16 horas a temperatura ambiente.

X. Filtrar el sobrenadante, aforar a 50 ml y colocar en una botella de
polietileno previamente etiquetada. lavar el residuo siguiendo el paso
II.

» Fraccion residual

Fue realizada conforme al procedimiento 3052 de la USEPA (1996)

XI.  Colocar el residuo del paso VI en un recipiente de teflon, agregar 2 ml
de H20. 30%, esperar a la reaccion. Agregar 9 ml de HNOs
concentrado y 3 ml de HCI.

XIl.  Colocar en microondas digestor a 175°C durante 15 min.

XIII. Filtrar el sobrenadante, aforar a 50 ml y colocar en un frasco

previamente etiquetado.

2.6.2 Técnica de Extraccién Quimica Secuencial Hall

En el procedimiento propuesto por Hall et al. (1995) las fases categorizadas fueron,

absorbida, intercambiable, carbonatos, oxihidroxidos de Fe, 6xidos de Fe, sulfuros-materia
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orgénica y residual. En esta metodologia el tiempo de estancia en cada fase fue seleccionado

previamente por el autor de la técnica en base a la premisa de no encontrar mayor cantidad

extraible de los elementos objetivo al prolongar el tiempo de retencién:

» Fraccion Absorbida/Intercambiable y Carbonatos (AIC)

V.

A 0.5 g de muestra en un tubo Corning de 50 ml agregar 10 ml de
CH3COONa 1.0 M (pH 5) y tapar. Agitar en vortex de 5-10 sy colocar
a 30 rpm durante 6 horas.

Centrifugar por 10 min a 5000 rpm y filtrar el sobrenadante en un
matraz de aforo de 50 ml.

Enjuagar con 5 ml de agua, agitar en vortex (5-10 s) y centrifugar
nuevamente; mezclar este sobrenadante con el anterior.

Agregar 5 ml de agua, agitar en vortex (5-10 s), centrifugar y mezclar
este sobrenadante con el anterior. Aforar y colocar en un frasco de
polietileno previamente etiquetado.

Realizar una segunda extraccién con 10 ml de CH3COONa 1 M,

repitiendo los pasos I, 111y IV.

» Fraccion unida a oxihidroxidos de Fe

VI.

VII.

VIIIL.

Al residuo, agregar 10 ml de NH2OH-HCI 0.25 M en HCI 0.25 M,
tapar y agitar en vortex por 5-10 s.

Colocar en bafio Maria a 60°C por 2 horas con la tapa aflojada. Tapar
y agitar en vortex cada 30 min.

Centrifugar a 5000 rpm por 10 min, filtrar el sobrenadante en un
matraz de aforo de 50 ml.

Enjuagar el residuo siguiendo los pasos 11y IV.

Realizar una segunda extraccion con NHOH-HCI 0.25 M, pero

solamente calentar por 30 minutos.

> Fraccion unida a 6xidos de Fe

XI.

Al residuo del paso X, agregar 15 ml de NHOH-HCI 1 M en
CH3COOH al 25%, tapar y agitar en vortex durante 5-10 s.

59



XII.

XII.
XIV.

XV.

XVI.

Capitulo Il. Metodologia

Colocar en bafio maria a 90°C durante 3 horas con la tapa ajustada,
agitar en vortex cada 20 min.

Centrifugar durante 10 min a 5000 rpm vy filtrar el sobrenadante.
Enjuagar el residuo con 5 ml de CH3sCOOH al 25%, colocar en vortex
y centrifugar nuevamente mezclando el sobrenadante con el anterior.
Realizar un segundo enjuague repitiendo el paso XIV, mezclar los
sobrenadantes, aforar a 50 ml y colocar en un frasco previamente
etiquetado.

Realizar una segunda extraccion con NH>OH-HCI 1 M, pero solo
calentar por 1.5 h.

Fraccién unida a sulfuros y materia organica.

XVII.

XVIIL.

XIX.

XX.

XXI.

Al residuo de la extraccién anterior, agregar 375 mg de KCIOz y 2.5
ml de HCI 12 M. Tapar y agitar en vortex (5-10 s). Agregar 5 ml
adicionales de HCI, tapar y agitar en vortex.

Luego de 30 min, agregar 7.5 ml de agua, tapar y agitar en vortex.
Centrifugar por 10 min a 5000 rpm. Filtrar el sobrenadante.

Al residuo, agregar 5 ml de HNOs 4 M, tapar y agitar en vortex.
Colocar en bafio Maria a 90°C durante 20 min.

Agitar en vortex y centrifugar por 10 min. Filtrar el liquido
sobrenadante mezclandolo con el extracto anterior.

Enjuagar el residuo siguiendo los pasos 11y 1V.

Fraccion residual (EPA, 1996)

XXII.

XXIII.

XXIV.

Colocar el residuo de la extraccion anterior en un recipiente de teflén,
agregar 2 ml de H20> al 30%, esperar a la reaccion. Agregar 9 ml de
HNOs concentrado y 3 ml de HCI.

Colocar en microondas y digestar a 175°C durante 15 min.

Filtrar el sobrenadante, aforar a 50 ml y colocar en un frasco

previamente etiquetado.
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2.6.3 Técnica de Extraccién Quimica Secuencial Urbina

Esta metodologia es una adaptacion de los métodos planteados por Tessier et al.
(1979), Favas et al. (2011) y Hall et al. (1995) propuesta por Urbina Trinidad (2015). Para

esta extraccion se utilizo 0.5 g de muestra en tubos Corning de polipropileno de 50 ml.

» Fraccion soluble (Favas et al., 2011)

Agregar 4 ml de agua destilada, agitar durante 30 min a 30 rpm.
Centrifugar durante 20 min a 5000 rpm, filtrar el sobrenadante, aforar
a 50 ml y colocar en un frasco previamente etiquetado.

Enjuagar el residuo con 10 ml de agua agitando a 30 rpm durante 15
min, centrifugar y desechar el sobrenadante. Realizar un segundo

enjuague.

> Fraccion intercambiable (Tessier et al., 1979).

V.
V.

VI.

Agregar 4 ml de MgCl. 1M (pH 7) y agitar durante 1 hora a 30 rpm.
Centrifugar a 5000 rpm por 20 min, filtrar el sobrenadante, aforar a 50
ml y colocar en un frasco etiquetado.

Enjuagar el residuo siguiendo el paso Ill.

» Fraccién unida a carbonatos (Tessier et al., 1979).

VII.

VIIIL.

IX.

Agregar 4 ml de CH3COONa 1 M (pH 5 ajustado con &cido acético).
Agitar durante 10 horas a 30 rpm.

Centrifugar a 5000 rpm durante 20 min, filtrar el sobrenadante, aforar
a 50 ml y colocar en un frasco previamente etiquetado.

Enjuagar el residuo siguiendo el paso 1ll.

» Fraccion unida a oxihidroxidos de Fe (Favas et al., 2011).

X

XI.

XIl.

Agregar 20 ml de oxalato de amonio 0.2 M (pH 3), y agitar durante
una hora en oscuridad.

Centrifugar a 5000 rpm durante 20 min, filtrar el sobrenadante, aforar
a 50 ml y colocar en un frasco previamente etiquetado.

Enjuagar el residuo siguiendo el paso Ill.

61



Capitulo Il. Metodologia

» Fraccién unida a 6xidos de Fe (Tessier et al., 1979)
X1l Agregar 10 ml de NH20OH-HCI 0.04 M (en 25% &cido acético v/v).
Agitar durante 6 horas a 96°C con agitacion ocasional.
XIV. Centrifugar a 5000 rpm por 20 min, filtrar el sobrenadante, aforar a 50
ml y colocar en un frasco previamente etiquetado.
XV. Enjuagar el residuo siguiendo el paso IlI.
» Fraccidn unida a materia organica (Tessier et al., 1979)
XVI. Agregar 1.5 ml de HNO3 0.02 M y 2.5 ml de H202 30% Yy calentar a
85°C por dos horas con agitacion ocasional.
XVII. Agregar una segunda alicuota de 1.5 ml de H20. al 30% (pH 2 con
HNO:s), y calentar por 3 horas a 85°C con agitacion ocasional.
XVIII. Luego de enfriarse, agregar 2.5 ml de Acetato de amonio 3.2 M ( 20%
HNOg, diluir hasta 10 ml y agitar continuamente durante 30 min.
XIX. Centrifugar a 5000 rpm por 20 min, filtrar el sobrenadante, aforar a 50
ml y colocar en un frasco previamente etiquetado.
XX. Enjuagar el residuo siguiendo el paso IlI.

> Fraccion unida a sulfuros (Hall et al., 1995)

XXI Al residuo del paso anterior, agregar 375 mg de KCIO3z y 2.5 ml de
HCI 12 M. Tapar y agitar en vortex (5-10 s). Agregar 5 ml adicionales

de HCI, tapar y agitar en vortex nuevamente.

XXII. Luego de 30 min, agregar 7.5 ml de agua, tapar, agitar en vortex y

centrifugar por 10 min a 5000 rpm. Filtrar el sobrenadante.

XXIII. Al residuo, agregar 5 ml de HNOs 4 M, tapar y colocar en vortex.
Colocar en bafio Maria a 90°C durante 20 min. Agitar en vortex y
centrifugar por 10 min. Filtrar el liquido sobrenadante mezclando con

el extracto anterior.
XXIV. Enjuagar el residuo siguiendo el paso IlI.

» Fraccion residual (EPA, 1996)
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XXV. Colocar el residuo de la extraccion anterior en un recipiente de teflon,
agregar 2 ml de H20, 30%, esperar a la reaccion. Agregar 9 ml de
HNOs concentrado y 3 ml de HCI.

XXVI. Colocar en microondas y digestar a 175°C durante 15 min.

XXVII. Filtrar el sobrenadante, aforar a 50 ml y colocar en un frasco

previamente etiquetado

2.7 Determinacion de EPT

Luego de los procesos de extraccion quimica secuencial, las muestras se analizaron
mediante la técnica de espectrometria de emision dptica con plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES, por sus siglas en inglés) en un equipo Varian 730-ES (llustracion 7). Los
elementos que se analizaron fueron: As, Cd, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn; los elementos objetivo
fueron analizados con tres longitudes de onda distintas, eligiendo aquella que presentaba

mayor indice de deteccion y menor interferencia (Tabla 12).

llustracion 7. Analisis de EPT en equipo ICP-OES.

Tabla 12. Longitudes de onda (hm) de medida mediante ICP-OES.

Longitud | As Cd Fe Mn Ni Pb Zn

de Onda

1° 188.980 214.439 238.204 257.610 231.604 220.353 213.857
2° 193.696 226.502 259.940 259.372 216.555 182.143 202.548
3° 197.198 228.802 234.350 260.569 221.648 217.000 205.20
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2.8 Andlisis del fraccionamiento

Se calcul6 el promedio de las dos réplicas analizadas por muestra, tanto para la
concentracion total como del fraccionamiento de elementos. Se determiné la suma de las
concentraciones de los EPT obtenidos en las fracciones de cada muestra analizada para
evaluar el porcentaje de recuperacion de cada técnica. Finalmente, se calcul6 la contribucion

porcentual de cada fraccion al total obtenido por EPT. En la ilustracion 8 se muestran los

llustracion 8. Extractos obtenidos con las técnicas de extraccion
quimica secuencial

frascos de polietileno con los extractos de EPT obtenidos.

2.9 Tratamiento estadistico de los datos

Para la comparacion entre las tres técnicas de extraccion utilizadas, en base a las
fracciones definidas por cada método y su biodisponibilidad, todas las técnicas fueron
divididas en 4 categorias representativas definidas como fraccion intercambiable (Fgcri,
Fri+Fr12, FuitFuz+Fus), reducible (Fecrz, Frz+Fh22+Frs+Fra.2, FustFus), oxidable (Fecrs,
FH4, FustFu7), y residual (Fecra, Frs, Fus). El tratamiento estadistico de los datos se realiz
con el software IBM® SPSS Statistics® 22. Se evalug la distribucion normal de las variables
aleatorias agrupadas (método BCR, Hall y Urbina) mediante el estadistico de prueba
Kolmogorov-Smirnov Lilliefors, posteriormente se aplico un andlisis de varianza (ANOVA)
de un factor con la prueba Post Hoc de Tukey en el nivel de significancia 0.05.
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CAPITULO lII. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de jal y sustrato

En la tabla 13 se pueden observar los resultados obtenidos de la caracterizacion
fisicoquimica, el pH encontrado fue neutro tanto para la muestra de jal, como para la muestra
de sustrato comercial, en contraste, la densidad aparente encontrada en ambas muestras tuvo
gran diferencia, con 0.26 g/m®en el sustrato y 1.57 g/m® para la muestra de jal que coincide
con la textura encontrada (Franco arenosa), del mismo modo la humedad mostré diferencias
significativas en ambas muestras. La conductividad en jal alcanz6 hasta los 2 dS/m, esto
indica que los valores en salinidad son muy altos, mientras que en la muestra de sustrato se
presentaron valores que resultan despreciables para la salinidad (0.03 dS/m). El porcentaje
de materia organica fue bajo (8.20%) al compararse con el encontrado en la muestra de

sustrato (50.69%), valores que son coherentes con el tipo de matriz analizada.

Tabla 13. Caracteristicas fisicoquimicas del sustrato y jal usados en los sistemas de fitorremediacion.

Parametro Muestra de sustrato Muestra de jal

pH en agua 6.74 6.75

pH en KCI 6.93 6.73

Densidad aparente g/m? 0.26 1.57

Color 75YR 2.5Y 2.5Y 2.5Y
2.5/2 VERY 2.5/1 4/1 6/1
DARK DARK DARK GRAY
BROWN BROWN (seco) | GRAY (seco)
(hiimedo) (himedo)

Textura Franco Franco Arenoso

Humedad por gravimetria (%) 131.38 0.0077

pH en el extracto de saturacion 6.62 6.24

Acidez extraible meq/100g 75.33 4,53

Conductividad en extracto dS/m 0.03 2

Materia Orgénica % 50.69 8.20

Nitrogeno total mg/g 6.07 1.63

Ruiz Olivares et al. (2013) realizaron un analisis de las propiedades fisicoquimicas
en jales de Santa Maria, Zimapan de los cuales se hallaron resultados similares a los
reportados en este trabajo en pH (6.4), conductividad eléctrica (2303 y 2357 pmhos-cm™) y

contenido de materia organica, en pérdida por ignicion, (6.7 y 7.7%).
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3.2 Presencia de EPT

En la tabla 14 se observan los valores obtenidos para una aproximacion de la fraccion
biodisponible de As, Cd, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn por el método DTPA-TEA-CaCl; en las
muestras del sustrato Miracle Grow® y de jales mineros. No se encontraron niveles
detectables de As en el sustrato, mientras que en el jal se alcanzaron fracciones biodisponibles
de 14.71 mg/Kkg; se obtuvieron resultados bajos de Cd para ambas muestras, sin embargo, la

muestra de jal presento hasta 30 veces méas contenido de este elemento (0.90 mg/kg).

Se encontr6 un contenido mayor de Fe en el sustrato que en la muestra de jal, siendo
de 25.24 y 2.28 mg/kg respectivamente; el contenido de Mn mostr6 un comportamiento
similar con 19.11 y 2.27 mg/kg para el sustrato y el jal, respectivamente. El contenido de Ni
en el sustrato (0.11 mg/kg) fue mayor que la concentracion en el jal (0.05 mg/kg). La
concentracion de Pb en el jal (13.61 mg/kg) fue mayor al compararse con la del sustrato (0.38
mg/kQg), a su vez, se observo el mismo patron en el contenido de Zn obteniendo 70.50 mg/kg

en la muestra de jal contra 10.92 mg/kg en el sustrato organico.

Tabla 14. Concentracién encontrada de EPT (mg/kg) en sustrato organico y jal para fracciones
biodisponibles y extraccion BCR para muestra de jal sin tratamiento.

As Cd Fe Mn Ni Pb Zn

Extracciéon DTPA-TEA-CaCl,

1 | Sustrato ND 0.03 = 25.24 1911+ 011+ 0.38 % 10.92 +
0.0 1.7 0.75 0.15 0.11 0.23

2 | Jal Minero 1471 +£0.73 | 0.90 + 228 227+ 0.05+ 13.61 70.50 £
0.03 0.18 0.08 0.07 091 212

Extraccion BCR Jal Minero

1 | intercambiable y unida a 64.16 + 1.62 710+ 20.57 = 17531+ 0.16 + 3434 + 631.57 £
carbonatos 0.35 0.36 6.81 0.93 1.75 8.12

2 | reducible 707.16 +. 5.86 = 3496.57 = 226.36 £ 525+ 964.37 £ 1810.62 =
19.14 0.32 31.42 0.91 0.80 22.79 27.61

3 | materia orgénica 983.63 + 830+ 5680.80 + 93.41+ 8.64 + 68.03 + 461.28 +
26.0 0.36 37.68 9.51 0.83 6.60 32.69

4 | residual 12909.39 + 18.72 + 21040.09 £ 308.35 + 25.05 47478 £ 2100.07 +
11.86 0.35 28.27 19.37 0.19 5.38 13.06
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En la extraccion realizada a la muestra de jal por la técnica de BCR se obtuvieron
resultados considerablemente mayores que los del método DTPA-TEA-CaCl,, se obtuvieron
hasta 768.32 mg/kg (5.24%) de As en las primeras dos fracciones del método, consideradas
como potencialmente biodisponibles, de un total de 14 664.33 mg/kg. Esta concentracion
excede méas de 50 veces la encontrada en el método por DTPA-TEA-CaCl,. La concentracién
de Cd hallada en las dos primeras fracciones de BCR fue de 12.99 mg/kg, que corresponde
al 32.49% del total extraido (39.98 mg/kg). A su vez, esta concentracion excede 14 veces el

contenido recuperado por la extraccion con DTPA-TEA-CaCl..

Se encontraron 3517.14 mg/kg de Fe en las fracciones unida a carbonatos y reducible
de la técnica BCR, que corresponden al 11.63% del total encontrado (30238.02 mg/kg). El
contenido de Manganeso extraido en las dos primeras fracciones fue de 401.67 mg/kg, que
al igual que en el caso del Hierro excede el contenido encontrado por la extraccion DTPA-
TEA-CaCly, y a su vez, corresponde al 49.99% del total encontrado (803.43 mg/kg).

Para el caso del Ni se obtuvieron hasta 5.41 mg/kg en las 2 primeras fracciones de la
técnica BCR (13.82%), de un total de 39.10 mg/kg. El analisis de Pb por la técnica BCR en
las fracciones potencialmente movilizables fue de 998.71 mg/kg de un total de 1541.56
mg/kg, esto representa el 64% del total de esta técnica y supera 73 veces la concentracion
encontrada en la extraccion por DTPA-TEA-CaCl». Finalmente, se encontraron hasta 2442.19
mg/kg (49%) de Zinc de un total de 5003.54 mg/kg.

Ruiz Olivares et al. (2013) realizaron un analisis de la concentracion de Ni, Cu, Zn,
Mn, Pb y Cd disponbile por DTPA-TEA-CaCl: en la rizésfera de R. communis de 4 sitios
distintos del distrito de Zimapan Hidalgo, uno de los cuales fue el deposito de jales de Santa
Maria; al respecto, se encontraron variaciones significativas en el contenido de Zn de 324.29
a 506 mg/kg, siendo estos valores superiores a la concentracion hallada en este trabajo (70.50
mg/kg). En resumen, se observo una mayor concentracion de Ni (1.07 a 1.35 mg/kg), Mn
(5.55 a 5.89 mg/kg), Pb (51.83 a 54.50 mg/kg) y Cd (3.78 a 4.30 mg/kg) al compararse con
los resultados obtenidos en este estudio (Tabla 14), sin embargo, por orden de magnitud, se
puede apreciar correspondencia proporcional entre los elementos objetivo, lo cual indica la

similitud en la composicion mineral de los jales analizados.
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La concentracion total de elementos para los tratamientos y sus testigos obtenida por
el método 3052 de la EPA (1996) puede observarse en la tabla 13. Los valores de Arsénico
en los testigos oscilaron entre 7639.35-8400.82 mg/kg, mientras que para los tratamientos
variaron de 7202.14 a 9146 mg/kg. El contenido de Cadmio en los testigos tuvo un rango
bajo, oscilando entre 21.55-23.19 mg/kg y para los tratamientos presentd variaciones
similares de 21.02 a 24.12 mg/kg.

En el caso del Fe, se encontraron concentraciones altas en los tratamientos y sus
testigos, en los primeros se hallé un rango de 19868.29-23231.98 mg/kg, mientras que en
tratamientos se encontr6 un rango de 17059.039-21896.653 mg/kg. El contenido de Mn tuvo
variaciones de 787.82-812.77 mg/kg en los testigos y de 785.82-936.40 mg/kg en los
tratamientos. En las concentraciones de Ni se observo una variacion de 20.30-28.62 mg/kg
en los testigos y de 17.89-27.16 mg/kg en los tratamientos, en estos resultados, se puede notar
particularmente una reduccidn entre las concentraciones totales halladas para los tratamientos

de fitoestabilizacion y sus testigos.

En el anélisis de Pb se encontré una variacion de 1317.26-1352.03 mg/kg en los
testigos, y de 1086.75-1425.18 mg/kg. Finalmente, se encontraron concentraciones altas de
Zinc, para el caso de los testigos hubo una variacion de 2631.76-3241.24 mg/kg y de 3189.19-
3568.52 mg/kg en los tratamientos.

Ruiz Olivares et al., (2013) realizaron un analisis de la concentracion total, utilizando
HNO3-HCIO4-H20> (3:1:1) como agente extractante de Ni, Cu, Zn, Mn, Pb y Cd en rizésfera
de R. communis creciendo de manera natural en el deposito de jales de Santa Maria, Zimapan.
Al compararse los resultados de dos puntos de muestreo elegidos se observo que el contenido
total de Ni (79 y 89 mg/kg), Zn (7379 y 9862 mg/kg), Mn (989 y 1655 mg/kg), Pb (2039 y
2882 mg/kg) y Cd (67 y 92 mg/kg) fue mayor al observado en todas las muestras analizadas
en este trabajo (Tabla 15) sin embargo a pesar de las variaciones halladas, debidas a las
distintas vetas y composicion mineral de una sola mina, se pudo observar correspondencia
en la concentracion de elementos analizados, lo cual indica la similitud en la composicion de

los jales mineros analizados. Es de importancia resaltar que, de los 4 sitios analizados por
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Ruiz Olivares et al. (2013) el depdsito de jales de Santa Maria fue el que presentd las
concentraciones mas elevadas de EPT.

Romero et al. (2008) realizé un analisis de la concentracion total de As, Pb, Cuy Zn,
utilizando como agente extractante acido nitrico en horno de microondas de digestion, en 10
muestras del depodsito de jales mineros “Cia Zimapan”, Hidalgo. Los valores de los
elementos en este trabajo (tabla 15) mostraron correspondencia con el intervalo de
concentracion hallado de As (3815-40853 mg/kg), Pb (1444-4056 mg/kg) y Zn (2218-17430
mg/kg), no obstante, se observé gran variabilidad en el contenido de elementos de los
distintos puntos de muestreo analizados. Adicionalmente en el estudio de Romero et al.
(2008) se destaco la zona de Zimapan por presentar las concentraciones mas altas de As y
valores relativamente altos de Pb, Zn y Cr al compararse con los depdsitos de jales de Santa

Barbara Chihuahua, Taxco Guerrero y Nacozari Sonora.

Adicionalmente Moreno et al. (2012) realizaron un analisis de la concentracion total
de EPT en las presas de jales de Santa Maria, San Miguel y el Monte del distrito de Zimapan,
hallaron valores promedio superiores de Pb (3934.2 mg/kg), Zn (11363.2 mg/kg), Cd (609.4
mg/kg) y Ni (85.4 mg/kg) a los encontrados en este estudio (tabla 15).

Tabla 15. Concentracién de EPT obtenida (mg/kg de masa seca) mediante extraccion total por el método
EPA 3052 (1996).

As Cd Fe Mn Ni Pb Zn

Testigo 8400.82 | 22.54+ 21638.88+ 787.82%  25.23+ 1352.03%  2631.76%
Jal +26.5 3.0 41.9 22.9 0.6 57.0 16.0
TJ+S | 10270.17+ 23.19+ 2323197+ 81277+ 28.62+ 135191+ 324124+
M 30.0 2.6 21.1 35.9 2.4 54.9 58.1
T J+S 7639.35+ 2154+ 19868.29+  798.32+ 20.50+ 1317.26+ 3233.81+%
SM 243 2.0 12.9 41.7 2.1 17.2 53.8
MC 173 | 9146.83+ 2235+ 21896.65+ 785.82+ 27.16+ 1086.75%  3189.19%
M 8.5 2.8 61.3 4.7 3.0 48.5 49.0
MC 101 | 833194+ 24.12% 19984.16 = 792.637+ 20.74+ 1326.67+  3568.52 %
M 15.5 2.5 +41.9 15.1 3.1 8.85 41.0
MC 173 | 7202.14+ 2232+ 2022221+ 936.39+ 23.89+ 1425.180+ | 3334.70+
SM 1.2 3.3 31.8 33.5 0.3 12.3 57.0
N16 SM | 7238.11+ 21.02+ 17059.04+ 785.84+ 17.89+ 1103.89+ | 3515.80%

48.6 2.7 26.58 38.8 2.0 10.1 22.0

SD=desviacion estandar; n=2.
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El orden de relevancia de los elementos por magnitud es:
Fe>As>Zn>Pb>Mn>Ni>Cd. Para el caso de Ni y Cd se encontraron valores similares para
ambos, pero la determinacion anterior se baso en el valor mas alto encontrado para cada

elemento en todas las muestras analizadas.

3.2.1 Analisis de Especiacion de Arsénico

En la tabla 16 se presenta la concentracion obtenida en las muestras de tratamiento
con cepas Y sus testigos por los tres métodos de extraccion quimica secuencial utilizado.
Técnica BCR

En la figura 3 se presentan las contribuciones en porcentaje de cada fraccion
considerada por el método de BCR en la especiacion de Arsénico. Se logro recuperar un
rango de 106.84-187.55% del elemento en contraste con la concentracion obtenida de la
extraccion total (EPA, 1996).

En la fraccion intercambiable y unida a carbonatos se encontro una contribucion al
contenido total de As del 0.93-2.70%. En el testigo del tratamiento con jal y sustrato
mezclados se encontré una concentracion de 179,71 mg/kg, y en sus tratamientos, Klebsiella
MC173 y Enterobacter MC101, se observo una disminucion en el contenido con 146.58
mg/kg y 153.80 mg/kg respectivamente. En el testigo del tratamiento con jal y sustrato sin
mezclar se obtuvo una concentracion de 220.26 mg/kg, ligeramente mayor a la encontrada
en el testigo de jal y R. communis (210.32 mg/kg), para sus respectivas cepas hubo un cambio
similar en el tratamiento con Escherichia N16 (152.71 mg/kg), no siendo asi con el
tratamiento con Klebsiella MC173 que mostré cambios minimos en la distribucion de esta

fase con 210.92 mg/kg.

Finalmente, el tratamiento testigo de jal e higuerilla (sin indculo bacteriano) presentd
una concentracion similar a la de los otros testigos (210.33 mg/kg), no obstante, difiere con
la obtenida en la muestra de jal sin ningun tipo de tratamiento (64.16 mg/kg), cuyo aporte a
la concentracién total obtenida es aproximadamente la mitad a la encontrada en el resto de

las extracciones (0.44%).
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Tabla 16. Concentracion de As (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccion quimica secuencial.

Eraccion Testigo Jal TJ+SM TJ+SS/IM MC173 M MC101 M MC173 S/M N16 S/M
Técnica l. BCR
Focry Intercambiable y unida a 210.33 + 179.71 + 220.26 + 146.58 + 153.80 + 210.92 + 152.71 +
carbonatos 5.4 54 12.6 7.2 20.2 20.2 16.8
Fecre | Reducible 1029.08 + 884.19 + 506.66 + 1079.05 + 746.16 + 703.66 + 939.97 +
22.5 12.3 0.7 6.0 9.4 3.5 3.9
Fecrs | Materia organica 1073.58 £ 530.92 + 353.04 + 740.76 604.75 + 488.57 + 1038.31 +
35.7 16.0 23.0 48.5 18.4 28.0 345
Fecre | Residual 13442.95 + 9815.55 + 7081.76 13855.50 + 8093.28 + 7531.47 + 10980.94 +
47.0 58.5 9.3 18.2 37.5 a7.7 15.8
¥ (Fecri~Facre) 15755.93 + 11410.38 £ 8161.72 + 15821.89 + 9597.99 + 8934.62 + 13111.93 +
28.4 57.0 445 65.5 45.1 43.4 71.0
Porcentaje de Recuperacion 187.55 + 111.10 £ 106.84 + 172.98 + 115.20 + 124.06 + 181.16 +
0.9 0.9 0.2 0.9 0.8 0.6 2.2
Técnica 2. Hall

= Absorbida/ intercambiable/ 133.19 + 101.99 + 112.94 + 119.65 + 130.94 + 98.22 + 82.23 +
carbonatos 1.0 10.2 6.6 4.2 10.9 2.1 0.6
Friis Absorbida/ intercambiable/ 64.50 + 55.09 + 68.45 + 66.34 + 57.09 + 57.49 + 83.75 +
: carbonatos Il 47 6.3 3.3 5.0 0.3 4.3 8.7
Fi Oxihidréxidos de Fe 216.80 + 152.21 + 212.39 + 194.42 + 162.85 + 152.44 + 248.45 +
32.6 22.2 16.9 6.6 7.5 2.9 155
Fios | Oxihidroxidos de Fe II 163.42 + 147.58 + 145.68 + 145.42 + 156.74 + 168.04 + 170.59 +
’ 19.8 22.2 12.4 8.1 46.4 12.2 155
Fus Oxidos de Fe 1439.42 + 1437.82 + 1228.42 + 1424.95 + 1337.82 + 1253.51 + 1233.03 +
36.5 18.6 19.1 215 27.7 3.4 48.1
Fuso | Oxidos de Fe Il 51.00 + 53.10 + 43.57 + 48.74 + 38.28 + 50.43 + 55.65 +
' 2.0 1.2 11.6 0.8 0.3 12.4 4.4
= Materia orgénica 14452.67 + 1347251+ | 10271.98 + | 11623.33+  11702.06 + | 12665.21 + | 11520.22 +
33.0 45.3 0.6 35.0 13.1 30.9 35.3
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Fraccién Testigo Jal TJSM T J+S SIM MC173 M MC101 M MC173 SIM N16 S/M
Fus Residual 611.84 + 311.25 287.35 113.97 84.65 + 83.99 + 105.87
46 +15.6 1.0 8.6 17.0 40 9.2
E(Fri~Fris) 17132.83 27916.24 + | 12370.78 £ | 13736.82+  13670.43 + | 14529.33+ 13499.79
463 138.0 465 306 416 18.7 40.7
. iy 203.94 + 271.82 + 161.93+  150.18 + 16407+  201.73+ 18652+
Porcentaje de Recuperacion 01 51 01 0.2 0.8 03 18

Técnica 3. Urbina

Fo. | Soluble 19.09 + 14.88 + 18.05 + 16.59 + 19.00 + 12.30 + 14.64 +
0.1 07 0.1 28 05 05 2.0
. 17.57 + 11.13 + 15.14 + 14.23 + 15.89 + 11.75 + 12.25 +
Fu2 Intercambiable 0.8 0.7 03 17 37 23 0.0
309.41 + 19394+ 41456+ 28249+ 20165+ 26351+ 42384+
Fus | Carbonatos 153 12.2 152 1.1 14.4 9.1 153
o 243.73 + 21432+ | 252,02+ 24134+ 24783+ 182.80+  210.35+
Fus | Oxihidroxidos de Fe 40 232 133 211 293 20.1 0.6
- 523.29 + 655.82+  519.05+  569.06+ 61550+ = 52754+  650.37 +
Fus | Oxidos de Fe 12.4 0.4 40 58 56 5.6 40.0
o 2060.80 + =~ 2733.83+ 308250+ 2707.68+ 193811+  2668.84+  2035.60 +
Fus | Materia organica 33.9 60.3 69.9 142.2 476 395 156.3
Fur Sulfuros 7365.85 + 8324.59 + 6065.18 + 6631.61 + 5303.52 + 6891.61 + 8698.42 +
334 162.0 1143 49.9 414 13.8 41.0
. 138.90 + 54.37 + 53.84 + 38.79 + 68.50 + 4231 + 51.60 +
Fus | Residual 05 18.2 31 0.4 10.7 46 1.8
B (Fo-Fus) 11578.62 + | 12202.88+ 1042044+ 1050178+ | 8410.00 + 10600.67 + 12097.15 +
60.7 130.48 66.01 1136 1405 67.9 252.9
. . 137.83 + 188.82+  136.41+ 114.81 + 10093+ 14719+  167.15+
Porcentaje de Recuperacion 19 0.9 13 135 15 0.9 46

T=Testigo, J+S=Jal y sustrato, M=Mezclados, S/M=Sin mezclar; n=2.
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En la fraccion reducible se obtuvo una contribucién porcentual del 6.21-7.88%. En el
testigo de jal y sustrato mezclados se obtuvo una concentracion de As de 884.19 mg/kg, en
sus respectivos tratamientos se observo un aumento en el de la cepa Klebsiella MC173 con
1079.05 mg/kg, al contrario de la cepa M101, que manifestdé una disminucion con 746.16
mg/kg. Para el testigo sin mezcla se observo una concentracion de 506.66 mg/kg, menor a la
del otro testigo, y aumentos en ambos tratamientos con Klebsiella MC173 y Escherichia N16

con 703.66 y 939.97 mg/kg respectivamente.

En esta fraccion el tratamiento con la cepa Klebsiella MC173 parecié presentar la
misma movilidad en el contenido de As en ambas variantes del experimento. En el testigo de
jal con higuerilla se observé una concentracién mas alta en contraste a los otros dos realizados
(1029 mg/kg), adicionalmente este valor es mayor al encontrado en la muestra de jal sin

ningun tratamiento de 707.155 mg/kg.

Técnica l. BCR
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Figura 3. Distribucion porcentual de As en la técnica BCR

En la fraccion unida a materia organica se observd una variacion mayor en la

distribucion porcentual que fue del 4.33 al 7.92% entre todas las muestras. En el ensayo
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realizado con jal e higuerilla se encontrdé una concentracion de 1073.58 mg/kg, mayor a la
encontrada en la muestra sin tratamiento de 883.63 mg/kg.

En el experimento testigo con mezcla de jal y sustrato se lograron extraer 530.92
mg/kg concentraciones mayores en los experimentos con cepas, siendo de 740.76 mg/kg
(Klebsiella MC173) y 604.75 mg/kg (Enterobacter MC101). En los tratamientos sin mezclar
se observé una movilidad similar, el testigo presentd 353.04 mg/kg y los tratamientos con
Klebsiella MC173 y Escherichia N16 presentaron 488.57 mg/kg y 1038.31 mg/kg
respectivamente. En los tratamientos con la cepa Escherichia N16 se pudo observar una

mayor movilizacién en comparacion al resto, en esta fraccion.

La fraccion residual, también conocida como unida a silicatos, presentd el mayor
porcentaje de As con un rango del 83.74 al 87.57%. En la muestra sin tratamiento se
encontraron 12909.39 mg/kg, siendo, igual que en el resto de las fracciones menor al de los
tratamientos, en el ensayo testigo jal con higuerilla se 13442.95 mg/kg. En el tratamiento con
jal y sustrato mezclados se encontraron 9815 mg/kg en el testigo, 13855.50 y 8093.28 mg/kg
en los de las cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101, respectivamente. En el testigo
del tratamiento sin mezcla se encontraron 7081.76 mg/kg y en los tratamientos con Klebsiella
MC173 y Escherichia N16 7531.47 mg/kg y 10980.94 mg/kg, respectivamente.

Técnica Hall
En la figura 4 se presenta la distribucién porcentual de las distintas fracciones por el

método propuesto por Hall et al. (1995), con esta ténica se logré recuperar del 150.18 al
271.82% del Arsénico recuperado por la técnica 3052 (EPA,1996), este porcentaje de
recuperacion es mayor al obtenido con la técnica de BCR. En la metodologia propuesta por
Hall et al. (1995) los tres primeros pasos fueron aplicados por segunda vez con el objetivo
de evaluar el porcentaje de recuperacion de los reactivos empleados. El fraccionamiento de

elementos fue observado como sigue.

En la fraccion absorbida, intercambiable y unida a carbonatos (AIC) para los dos
ataques se obtuvo un contenido porcentual del 0.99-1.47%. El segundo ataque resulto tener

alta efectividad, pues con este se logro recuperar del 43.60-101.84% del contenido extraido

74



Capitulo Il1. Resultados y Discusion

en la primera aplicacion de NaOAc 1.0 M . El contenido de As encontrado en el testigo
realizado con jal e higuerilla (197.69 mg/kg) result6 ser ligeramente mayor al compararse

con los otros testigos.

El testigo del tratamiento con mezcla presenté 157.09 mg/kg de As, y los
tratamientos 185.99 y 188.03 mg/kg con Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101,
respectivamente, para ambos tratamientos. En el experimento sin mezcla se obtuvo una
concentracion de 181.39 mg/kg en el testigo y de 155.71 y 165.98 mg/kg para los
tratamientos con Klebsiella MC173 y Escherichia N16 respectivamente, en ambos casos

hubo una disminucién en el contenido de As.

Técnica 2. Hall
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Figura 4. Distribucion porcentual de As en la técnica Hall.

En la fraccién unida a oxihidréxidos de Fe se hall6 una contribucién porcentual del
1.90 al 3.32% del total extraido, a su vez, la segunda aplicacion de clorhidrato de
hidroxilamina 0.25 M en esta fraccion resulto recuperar del 52.51 al 96.96% del As extraido
en el primer ataque. En el testigo de jal e higuerilla se encontraron en promedio 380.21
mg/kg.
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En el testigo del tratamiento con jal y sustrato mezclados se hallaron 299.79 mg/kag,
y los respectivos tratamientos con Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 presentaron
339.84 y 319.59 mg/kg, respectivamente, esta movilidad fue similar a la de la fraccién
anterior en estos dos tratamientos. En el caso de los tratamientos que usaron jal y sustrato sin
mezclar, en el testigo se hallaron 358.07 mg/kg, mientras que los tratamientos con Klebsiella
MC173 y Escherichia N16 presentaron 488.04 mg/kg y 419.04 mg/kg, respectivamente.

En la fraccion unida a oxidos de Fe se hallo del 8.70 al 10.73% de la concentracion
total recuperada por el fraccionamiento. En esta fraccion la segunda aplicacion de
NH2OH-HCI 1.0 M present6 aportaciones minimas, que fueron del 2.61 al 4.51% de la
primera extraccion. En el testigo de tratamiento con jal e higuerilla se encontraron 1490.43
mg/kg. En el testigo de los tratamientos de jal y sustrato mezclados se detectaron 1490.92
mg/kg y en los tratamientos con los indculos de Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101,
se encontraron 1473.69 mg/kg y 1376.10 mg/kg, en ambos tratamientos disminuyé el
contenido de As esta fraccion. En los ensayos sin mezcla el testigo presenté 1271.99 mg/kg,
1303.94 con Klebsiella MC173 y 1288.68 mg/kg con Escherichia N16.

En la fraccion unida a materia organica y sulfuros, se encontrd la mayor contribucion
porcentual de la mayoria de las muestras, oscilando del 83.03 al 86.18%. En el testigo con
jal e higuerilla se recuperaron hasta 14452.67 mg/kg. En el testigo del tratamiento con jal y
sustrato mezclados se encontrd un contenido de Arsénico de 13472.51 mg/kg, y para los
tratamientos Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 se observo una disminucion en el
contenido de As con 11623.33 mg/kg y 11702.06 mg/kg respectivamente. En el testigo de
los tratamientos sin mezcla se encontr6 una concentracion de 10271.98 mg/kg y en los
ensayos con inoculos bacterianos se encontraron aumentos con las cepas Klebsiella MC173
y Escherichia N16 donde se detectaron en promedio 12665.21 y 11520.220 mg/kg

respectivamente.

En la fraccion residual se encontrdé un aporte porcentual de 0.57-3.57% del total
extraido. En el testigo de tratamiento de jal con higuerilla se encontraron 611.84 mg/kg. En
el tratamiento con mezcla se encontraron 311.25 mg/kg en el testigo, 113.97mg/kg de As en
el inéculo Klebsiella MC173 y 84.65 mg/kg con la cepa Enterobacter MC101. En el
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tratamiento sin mezcla se encontraron 287.35 mg/kg en el testigo; en los tratamientos con la
cepas Klebsiella MC173 y Escherichia N16 se hallaron 83.99 y 105.87 mg/kg,
respectivamente.
Técnica Urbina

La extraccion quimica secuencial sugerida por Urbina Trinidad (2015) logrd
recuperar del 100.93 al 167.13% del contenido de As hallado por el método 3052 de la EPA
(1996). En la figura 5 se presenta la distribucion porcentual de Arsénico en las muestras
analizadas. En la fraccion soluble se encontr6 una contribucion porcentual baja del 0.11-
0.23%. En el testigo con jal e higuerilla se encontraron 19.09 mg/kg; en el ensayo con jal y
sustrato mezclados se encontrd una concentracion de 14.88 mg/kg en el testigo, de 16.59
mg/kg en el tratamiento con la cepa Klebsiella MC173 y de 19.00 mg/kg con la cepa
Enterobacter MC101. En el tratamiento sin mezcla se encontraron 18.05 mg/kg en el testigo,
con las cepas Klebsiella MC173 y Escherichia N16 se observé una pequefia reduccion en el
contenido, de 12.30 mg/kg y 14.64 mg/kg, respectivamente.

En la fraccion intercambiable se observo una aportacién pequefia (al igual que la
fraccion soluble), con un intervalo del 0.09-0.19%. En el testigo de higuerilla y jal se observé
una concentracion de 17.57 mg/kg. En el experimento con jal y sustrato mezclados se
encontraron 11.13 mg/kg en el testigo y 14.23 y 15.89 mg/kg de As en los ensayos con las
cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101, respectivamente. En el tratamiento con jal
y sustrato sin mezclar se encontraron 15.14 mg/kg en el testigo, y para el disefio con las cepas

Klebsiella MC173 y Escherichia N16 se encontraron 11.75 y 12.25 mg/kg, respectivamente.

En la fraccion unida a carbonatos se encontrd una contribucion porcentual del 1.59 al
3.98%. Los cambios en los tratamientos y sus testigos se observaron como sigue: en el testigo
de higuerilla y jal se hallaron 309.41 m/kg. En el testigo del tratamiento con mezcla se
hallaron 193.94 mg/kg, y con las cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 se observé
un aumento en la concentracion de As con 282.49 y 201.65 mg/kg, evidentemente el cambio
mas significativo se observo en la cepa Klebsiella MC173. En el tratamiento sin mezicar el

testigo present6 414.56 mg/kg,y mientras que el tratamiento con Klebsiella MC173 presentd
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una disminucién con 263.51 mg/kg, el tratamiento con la cepa Escherichia N16, mostr6 un

ligero aumento con 423.84 mg/kg.

Técnica 3. Urbina
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Figura 5. Distribucién porcentual de As en la técnica Urbina.

La fraccién unida a oxihidréxidos de Fe presentd una contribucion del 1.72-2.95% a
la concentracion total de As hallada con esta técnica. En el testigo de jal e higuerilla se
encontrd un contenido de 243.73 mg/kg de As. Adicionalmente, en los tratamientos con jal
y sustrato mezclados se encontré una concentracion de 214.32 mg/kg en el testigo y se
observo un aumento de 241.34 y 247.83 mg/kg con las cepas Klebsiella MC173 y
Enterobacter MC101 respectivamente. Finalmente en el tratamiento con jal y sustrato sin
mezclar se obtuvo una concentracion de 252.02 mg/kg en el testigo y en los tratamientos con
las cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 se detectaron 182.80 y 210.35 mg/kg de

As, respectivamente.

La fraccion unida a 6xidos de Fe, presentd una contribucion ligeramente mayor a las
anteriores, con un rango de aportacion de 4.51-7.32% al total recuperado por esta técnica. En
el testigo realizado con higuerilla y jal se encontré una concentracion de 523.29 mg/kg. En

el tratamiento realizado con jal y sustrato mezclados se encontré una concentracion de 655.82
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mg/kg en el testigo; en los tratamientos con indculos se observo disminucion en la
concentracion, la cepa Klebsiella MC173 present6 569.06 mg/kg y la cepa Enterobacter
MC101 presentd 615.50 mg/kg. El testigo de los tratamientos sin mezcla tuvo 519.05 mg/kg
y se noté un aumento en el contenido de As con la cepa Escherichia N16 de 650.37 mg/kg,
finalmente la cepa Klebsiella MC173 presentd un aumento pequefio en la concentracion de
As en esta fraccion con 527.54 mg/kg.

La fraccidn unida a materia organica presentd un aporte al contenido total obtenido
por esta metodologia del 16.82-29.58%. El ensayo realizado con jal e higuerilla presenté una
concentracion de 2960.8 mg/kg. Por otro lado, el analisis en la muestra testigo de jal y
sustrato mezclados mostr6 2733.83 mg/kg; la cepa Klebsiella MC173 presentd una pequefia
disminucion en el contenido de As (2707.68 mg/kg), asimismo, la cepa Enterobacter MC101
tuvo una disminucion mayor (1938.11 mg/kg). El testigo de los tratamientos sin mezcla
presentd 3082.39 mg/kg, mientras que los tratamientos Klebsiella MC173 y Escherichia N16
presentaron disminuciones con 2668.84 y 2035.69 mg/kg, respectivamente.

En la fraccion unida a sulfuros se obtuvo una contribucion porcentual de 58.20-
71.90%. En el tratamiento con jal e higuerilla se encontré una concentracion de 7365.85
mg/kg. En el testigo con jal e higuerilla mezclados se encontraron 8324.59 mg/kg y en los
tratamientos con Klebsiella MC173 y Escherichia N16 se hallaron concentraciones menores
(6631.61 y 5303.52 mg/kg, respectivamente). En el ensayo con jal e higuerilla sin mezclar
se hallaron 6065.18 mg/kg en el testigo; en los tratamientos con Klebsiella MC173 y
Escherichia N16 se detectaron en promedio 6891.61 y 8698.42 mg/kg.

Finalmente, en la fraccion residual se encontrd un porcentaje del 0.36-1.2%. En el
experimento realizado con jal e higuerilla se encontr6 una concentracién de 138.90 mg/kg.
En el testigo con jal y sustrato mezclados se encontrd una concentracion de 54.37 mg/kg, y
en los tratamientos con Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 se encontraron 38.79
mg/kg y 68.50 mg/kg, respectivamente. En el disefio experimental con jal y sustrato sin
mezclar, se encontraron 53.84 mg/kg en el testigo, en los tratamientos con los indculos
bacterianos Klebsiella MC173 y Escherichia N16 se hallaron 42.31 y 51.60 mg/kg,

respectivamente.
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Figura 6. Fraccionamiento de Arsénico con las técnicas BCR, Hall y Urbina.
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Comparacion de Técnicas
De las tres técnicas de extraccion quimica secuencial realizadas se obtuvo el orden de

recuperacion Hall>BCR>Urbina. Al comparar el contenido de As obtenido en las muestras
se observo que el LMP establecido por la NOM-157-SEMARNAT-2009 (100 mg/kg) fue
rebasado pues el valor minimo obtenido en la sumatoria de los fraccionamientos fue de
7202.14 mg/kg y el valor maximo de 10270.17 mg/kg; estos valores también rebasan el LMP
establecido por la NOM-147-SEMARNAT-2004 para suelos de tipo industrial que han sido
contaminados (260 mg/kg).

Se ha reportado que en suelos no contaminados la concentracién de As varia de 0.1 a
50 pg/g y que en dosis de hasta 0.05 mg As/kg/dia durante periodos largos se manifiestan
dafos gastrointestinales, hepaticos, dermicos y neutolégicos en humanos (ATSDR, 2007).
Por lo anterior, debido a las concentraciones de As halladas, estos representan un alto riesgo

para el equilibrio ambiental y la salud.

El contenido de As presente en las muestras se puede atribuir a las menas
caracteristicas de la region, de las cuales destaca la arsenopirita (FeAsS), esta a su vez se
encuentra asociada a silicatos, pirita (FeSz) y marcasita (FeSz) y por orden estructural a Au,
Ag, Sb, Hg, U, Br, Mo, Sny Cu (Moreno et al., 2009; Moreno et al., 2012).

Wan, Dong, Feng, Lin & Luo (2012) realizaron una comparacion de técnicas de
fraccionamiento de As en jales del &rea minera de Shimen realgar, China. De las técnicas
realizadas descatan las propuestas por Tessier et al. (1979) y BCR (Rauret et al., 1999), la
concentracion total de Arsénico oscilé de 22 mg/kg a 2462 mg/kg, menor a los valores
encontrados en este estudio. En cuanto al fraccionamiento con Tessier se obtuvo un
porcentaje de recuperacion del 72.2 al 123%, el cual fue menor al porcentaje de recuperacion
hallado con la adaptacion de Urbina Trinidad (2015) al método. En la técnica de extraccion
BCR se hall6 un rango de recuperacion del 73.4 al 102%, que también fue menor al hallado

en este trabajo.

Tlustos, Szakova, Starkova, & Pablikova (2005) sugieren la aplicacion de técnicas de

extraccion secuencial especificas para el analisis de Arsénico debido a sus propiedades
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quimicas, al respecto se han revisado las técnicas sugeridas por Wenzel et al., (2001); Azcue
et al., (1994) y Shiowatana, Lopez-Sanchez, & Rubio, R. (2001).

En la figura 6 se presenta el agrupamiento de las fracciones en 4 categorias
representativas: fraccion intercambiable (Fscri, FritFri2, FuitFuz+Fus) en color afiil,
reducible (Fecrz, Fr2+FH2.2+FH3+Fh3.2, FustFus) en color verde claro, oxidable (Fecrs, FHa,
Fus+Fu7) con verde azulado, y residual (Fecrs, Frs, Fus) en rojo oscuro, esta distrubucion fue

utilizada para comparar las técnicas.

El bdffer de acido acético/acetato de sodio usado por Tessier et al. (1979) en la
técnica propuesta por Urbina, (utilizada también por Hall et al., 1995) y el &cido acético del
método BCR (Rauret et al., 1999) pueden promover la disolucién de arcillas y la mayoria de
los carbonatos en el suelo, al respecto, el acetato puede prevenir la re-absorcion o
precipitacion de los iones de Arsénico liberados, sin embargo, como se ha probado por los
autores (Tessier et al., 1979; Favas et al., 2011; Wan et al., 2012) estos reactivos son
preferentemente aptos para cationes que aniones. De esta forma, para la solubilizacion de las
especies anionicas se recomienda el uso de una solucién alcalina de bicarbonato de sodio
(pH=9.0) (Shiowatana et al., 2001). De cualquier modo, las tres técnicas usadas permitieron

estimar el riesgo asociado a la movilidad del Arsénico presente en los jales analizados.

En la fraccién reducible, se encontré la mayor concentracién de As en la técnica
propuesta por Hall et al. (1995), especificamente en la fraccion unida a 6xidos de Fe, extraida
con NH2OH-HCI 1M, se encontr6 al As preferetemente asociado a oOxidos que a
oxihidréxidos. Al respecto, Wan et al., (2012) atribuyen los porcentajes relativamente bajos
de extraccidn a la poca disolucion de oxihidroxidos/éxidos de Fe y Mn, no obstante, se sabe
que la disolucion de estos materiales incrementa al aumentar la concentracion del reactivo,
el tiempo de retencion, o reduciendo el pH (Hall et al., 1995). Debido a los inconvenientes
del uso del clorhidrato de hidroxilamina Shiowatana et al., (2001) proponen el uso de NaOH
para obtener mayor eficiencia en la extraccion de As, aunque este reactivo puede disolver
parte de la materia organica, liberando una porcion del As unido a esta fraccion bajo ciertas

condiciones. Drahota et al., (2014) proponen el uso de NHsH.PO. para extraer el As
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incorporado a éxidos amorfos y arsenatos, pues las soluciones de fostafos son eficientes en
la extraccion del As presente en suelos, sedimientos 'y jales.

Los métodos BCR y Urbina utilizan H202 en la extraccion del Arsénico oxidable.
Algunos estudios (Tessier etal., 1979; Tlustos et al., 2005) han comprobado que este reactivo
no solamente destruye materia organica, tambien disuelve algunos sulfuros secundarios. Asi,
las fracciones oxidables por ambas técnicas son una combinacién entre materia orgéanica y
sulfuros. En adicién, el uso de KCIO3/HCI/HNO3 en el método Urbina (Hall et al., 1995)
revel6 que la mayor parte de la fraccion oxidable del Arsénico se encuentra unida a sulfuros

primarios y no a materia orgénica (Wan et al., 2012).

La fraccidn residual recuperada con el método Urbina, es comparable con el método
Hall, ambas son significativamente menores al contenido de Arsénico hallado en el método
BCR debido a que gran parte de los sulfuros de la fraccion oxidable pemanecieron en la
fraccion residual de esta técnica por la falta de selectividad del H>O2 al completar la

disolucién de estos minerales.

3.2.2 Andlisis de Especiacion de Cadmio

En la tabla 17 se presenta la concentracion recuperada de Cadmio (mg/kg) por las tres
metodologias de extraccidn quimica secuencial realizadas.
Técnica BCR

En la gréafica figura 7 se muestra la distribucion porcentual de Cadmio encontrada en
las muestras para las diferentes fracciones contempladas por la técnica BCR. Con este
método se logréd un porcentaje de recuperacion del 84.61-136.50% con respecto al contenido
hallado en la técnica de extraccion total de la EPA (1996).
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Tabla 17. Concentracion de Cd (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccidn quimica secuencial.

Fraccién Testigo Jal TIJ+SM TJ+SS/M | MC173 M | MC101 M MC173 S/IM N16 S/M

Técnica 1. BCR
= Intercambiable v unida a carbonatos 7.79 + 7.59 + 7.07 462 + 513+ 8.60 + 7.00 +
BORL y 0.2 13 0.5 0.4 0.3 0.4 05
Fecro | Reducible 7.88 + 6.76 + 3.95+ 7.67 % 5.56 + 458 + 7.59 +
0.5 0.3 0.2 0.9 0.4 0.2 0.1
= Materia organica 3.75+ 416 + 401+ 3.07+ 311+ 3.86 + 7.34 +
BORS g 0.9 0.6 0.8 0.9 0.7 0.9 0.1
= Residual 941 + 7.20 £ 7.35+ 731+ 6.56 + 6.48 + 6.62 +
BCR4 0.7 1.2 1.4 0.6 0.4 0.29 0.9
Y (Fecri~Fscra) 28.83 + 25.71 + 22.38 + 22.66 + 20.36 = 2351 + 28.55 +
0.2 2.9 2.9 2.7 1.3 0.5 1.5
Porcentaje de Recuperacién 129.13 110. 86 + 103.69 £ 101.44 84.61 106.32 + 136.50 +
18.1 0.0 3.8 0.6 3.6 13.4 10.6

Técnica 2. Hall
F Absorbida/intercambiable/ 474 + 483 + 4.24 + 456 + 485 + 4.83 + 4,26 +
AL | carbonatos 0.3 0.8 0.0 0.3 0.4 0.2 0.1
F Absorbida/intercambiable/ 2.07 1.36 + 2.08 + 2.09 + 1.49 + 1.78 + 2.62 +
H12 ' carbonatos I 0.2 0.4 0.2 0.2 0.1 0.1 0.3
. 5.54 + 391+ 5.66 + 5.44 + 438 + 3.34 + 5.92 +
Fh2 Oxihidréxidos de Fe 13 0.9 10 0.8 10 01 01
. 440 + 331+ 1.64 211+ 231+ 3.87+ 203+
Fr22 | Oxihidroxidos de Fe Il 0.0 01 04 0.6 10 01 01
A 3.09 + 3.39+ 2.37 % 351+ 273+ 3.14 + 291+
Fa | Oxidos de Fe 0.5 0.5 0.1 1.3 0.3 0.2 0.0
. 0.11 + 0.07 0.24 + 0.10 + 0.08 + 0.06 + 0.12 +
Frs2 | Oxidos de Fe Il 0.0 0.0 01 0.0 0.0 0.0 0.0
= Materia orgénica 6.28 + 7.85+ 792 + 7.87 7.71 9.65 + 951+
0.5 2.2 0.3 0.2 0.3 0.4 1.1
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Fraccion Testigo Jal TJ+SM TJ+SS/M | MC173M | MC101 M | MC173S/M N16 S/M

Fus | Residual 1.133 8.5(;3 0.9%);) 1.232 O.G%E 0.9(()).1; 1.0%.1{
2 (Fry~Fris) 27.37 + 33.22 + 25.05 + 26.90 + 24,16 + 27.57 + 28.44 +
0.4 1.25 2.6 13 2.51 0.8 1.2

Porcentaje de Recuperacion 122.3112 144.21; 116.211§ 120.949; 100.2(())ir 124.6133 136.%1;.?

Tecnica 3. Urbina

Fui Soluble 1.6%1; 1.1%),1(; 0.1%.43 OIO%,J(_; 0.0%E 0.14(1).3 O.OZ),E
Fus Intercambiable 0.7]6i 0.61(3)3 0.7%}_3 0.72(3).4(_3 0.746; 0.5%3 0.6(())3
Fus Carbonatos 2.86(55 1.66(5;_; 3.84(1)3 2.8%§ 1.8((3)j 2.6%2 4.5%1{
Fus | Oxihidréxidos de Fe 0.5% i 0.3% i 0.4%) (i) 0.4% (i) 0'4% 3 0.2% i 0.32 3
Fus | Oxidos de Fe 6.8%; 7.2312 6.0413 6.9%.3 6.821; 6.0((5); 7.0112
Fus | Materia organica 4.7% ? 5.56(5) E 5.02 E 5.0% ; 5.2% 2 6.24(1) § 4.6% ;
Fur | Sulfuros 6.12; 6.29()& 5.69()); 5.9:(%51 6.5%); 6.8%(3)2 6.651§
Fus Residual O.8£(1)j 0.5%2 0'6%.2 0.3£(1)i 0.3%; 1.2%; 0.6?(;.3
¥(Fui~Fus) 24.20 + 23.37 2255+ 2242 + 22.05 + 2391+ 2461 +
3.98 0.7 0.4 1.2 0.5 1.8 2.9

Porcentaje de Recuperacion 107.12; 101.%{% 105.02%; 100.777§ 92.01723 107.7(;; 118.%;1;

T=Testigo, J+S= Jal y sustrato, M=Mezclado, S/M=Sin mezclar; n=2.
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En la fraccion intercambiable y unida a carbonatos se encontr6 una contribucion del
20.38-36.56% al total encontrado de Cadmio, el contenido de este elemento en los testigos
fue ligeramente mayor en el disefio experimental con jal e higuerilla (Tabla 17). Respecto al
ensayo con jal y sustrato mezclados se observo una disminucion en la concentracion de Cd
al usar BPCV (4.62 mg/kg con Klebsiella MC173 y 5.13 mg/kg con Enterobacter MC101)
al comparase con el testigo (7.59 mg/kg).

H

. BCR

Técnica

100%
90%
80%

70%
60%
50%
40%

30%

20%
10%

_ _

Testigo Jal TIHSM TJ+SS/M MC173 M MC101 M MC173 SM N16 SM

0%

& intercambiable y unida a carbonatos = reducible ¥ materia organica & residual

Figura 7 Distribucion porcentual de Cd en la técnica BCR.

En la fraccion reducible del método BCR se observo un contenido mayor en el testigo
con jal e higuerilla (7.8823 mg/kg) en relacion con los otros dos analizados. El testigo de jal
y sustrato mezclados present6 6.76 mg/kg, los tratamientos con las cepas Klebsiella MC173
(7.67 mg/kg) y Enterobacter MC101 (5.56 mg/kg) no presentaron cambios similares. En el
testigo de los ensayos sin mezclar se detectaron 3.94 mg/kg, en los tratamientos Klebsiella
MC173 (4.58 mg/kg) y Escherichia N16 (7.59mg/kg). La movilidad de Cd en presencia de
Klebsiella MC173 fue similar, en ambos casos aumento el contenido de Cd.

En la fraccion unida a materia organica se observé una contribucion porcentual del
13.35-25.72% donde el menor contenido de Cd se observo en el tratamiento realizado con

jal e higuerilla (8.63 mg/kg) y el mayor con la cepa Escherichia N16 (7.34 mg/kg). En los
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tratamientos con jal y sustrato mezclados, con las cepas Klebsiella MC173 (3.07mg/kg) y
Enterobacter MC101 (3.11 mg/kg) se detectd una reduccién de Cd con respecto al testigo
(4.16 mg/kg). En los ensayos sin mezclar se observaron cambios similares con la cepa
Klebsiella MC173 (3.86 mg/kg) en comparacion al testigo (4.01 mg/kg), no siendo asi con
Escherichia N16 (7.34 mg/kg).

Finalmente, la fraccion residual present6 una contribucion porcentual del 23.17% al
32.86% del total recuperado por esta técnica. Los cambios en la distribucion del Cd en esta
fraccion mineral no fueron uniformes ni presentaron un patron especifico. En general, la
disminucion del contenido de Cd en la fraccion unida a materia orgénica, y el aumento
observado para las fracciones potencialmente movilizables denota el aumento de la

biodisponibilidad para Cd por accién de las cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101.

Técnica Hall
En la figura 8 se presenta la distribucion porcentual de Cd para las diferentes

fracciones consideradas por el método Hall et al. (1995). Por esta metodologia se logro
recuperar del 100.20 al 144.44% con relacion al contenido extraido por la técnica 3052
(EPA,1996).

En la fraccion AIC se observo una contribucion del 18.62 al 26.23%. Ademas, con la
segunda aplicacion de acetato de sodio en esta fraccion se logrd recuperar del 28.22 al
61.59% del contenido de Cd obtenido inicialmente. En el testigo realizado con jal e higuerilla
(6.81 mg/kg) se obtuvo una concentracion ligeramente mayor a la recuperada en los otros

dos analizados.

En el testigo realizado con jal e higuerilla mezclados se obtuvo una concentracion de
6.19 mg/kg, y en los respectivos tratamientos Klebsiella MC173 (6.65 mg/kg) y Enterobacter
MC101 6.34 (mg/kg) se detectd un ligero aumento. Asimismo, se observo un aumento en la
movilidad de Cd al comparar el contenido encontrado en el testigo de jal y sustrato sin
mezclar (6.32 mg/kg) y sus respectivos tratamientos con las cepas Klebsiella MC173 (6.61
mg/kg) y Escherichia N16 (6.88 mg/kg).
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Técnica 2. Hall
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Figura 8. Distribucion de Cd en la técnica Hall.

En la fraccion unida a oxihidréxidos de Fe se observo una contribucion porcentual
del 21.74% al 36.33% de la concentracion total obtenida. Adicionalmente, la segunda
aplicacion de clorhidrato de hidroxilamina tuvo gran efectividad, pues se logré recuperar del
29.02% al 116.16% del contenido extraido por el primer ataque.

En la fraccidn unida a 6xidos de Fe, se encontrd del 10.41% al 13.41% del contenido
total recuperado por esta metodologia. El segundo ataque de clorhidrato de hidroxilamina 1.0
M esta fraccion recuperd del 2.02% al 10.12% de la concentracion obtenida mediante el

primer ataque.

En la fraccion unida a materia organica se detectd una contribucion porcentual del
22.96% al 35.0%, siendo el menor valor de Cd el del testigo con jal e higuerilla (6.28 mg/kg)
y el mayor el del tratamiento Klebsiella MC173 SM (9.65 mg/kg), sin embargo, esta

concentracion no tuvo relevancia al compararse con su respectivo testigo (7.92 mg/kg).

Finalmente, en la fraccion residual, también llamada unida a silicatos, se encontré la

menor contribucién porcentual al contenido total hallado, siendo de 2.56% a 4.60%, con
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excepcion del contenido encontrado en el testigo del tratamiento con jal y sustrato mezclados

(8.50 mg/kg) que reportd una contribucion del 25.59%.

Técnica Urbina

En la figura 9 se observa la distribucion porcentual de Cadmio en las distintas

fracciones consideradas por Urbina Trinidad (2015). Por medio de esta técnica se logro

recuperar del 92.07 al 118.97% de la concentracion obtenida por el método de extraccion

total 3052 (EPA, 1996).

En esta técnica la fraccion soluble present6 una contribucién irrelevante con respecto

a la concentracion total obtenida de (0.29-6.72%) con valores solamente destacables en el

testigo de jal e higuerilla (1.63 mg/kg) y de jal con sustrato mezclados (1.12 mg/kg).
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La fraccion intercambiable presentd una contribucion del 2.15-3.48% al contenido

total recuperado por este fraccionamiento y tuvo cambios menores en los tratamientos con

cepas al compararse con sus testigos en ambas variantes del experimento (Tabla 17).

La fraccién unida a carbonatos presentd una contribucion porcentual del 7.10% al

18.67% del contenido total encontrado en esta técnica. En los tratamientos con mezcla se
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observaron aumentos con las cepas al compararse con el testigo, siendo mayor el encontrado
con la cepa Klebsiella MC173 (2.82 mg/kg), a su vez, esta no presentd el mismo
comportamiento en la otra variable del experimento pues redujo su contenido con respecto

al testigo evaluado.

En la fraccion unida a oxihidroxidos de Fe se encontrdé una contribucién pequefia al
total (0.91-2.16%). Por lo anterior, los cambios observados en esta fraccién no fueron
destacables. Por otro lado, en la fraccidn unida a dxidos de Fe se observo un porcentaje del
25.35-30.94% del total encontrado en la técnica. En el tratamiento con mezcla los cambios
que se registraron en las cepas Klebsiella MC173 (6.92 mg/kg) y Enterobacter MC101 (6.82
mg/kg) fueron pequefios al compararse con su testigo (7.22 mg/kg). Este comportamiento
fue similar a los tratamientos sin mezcla con las cepas Klebsiella MC173 (6.06 mg/kg) y

Escherichia N16 (7.0 mg/kg) con relacién a su testigo (6.04 mg/kg).

La fraccion unida a materia organica presentd un porcentaje alto (19.04-26.10%) del
contenido total recuperado, ademas, se observo una pequefa disminucion (0.2-0.4 mg/kg) en
los tratamientos con mezcla al compararlos con su testigo. En los tratamientos sin mezcla se
observaron comportamientos diferentes con las cepas, en el tratamiento con Escherichia N16
se detectaron 4.68 mg/kg y en el de Klebsiella MC173 se recuperaron 6.24 mg/kg mientras
que el testigo tuvo 5.07 mg/kg.

En la fraccion unida a sulfuros se encontré un porcentaje de contribucion del 25.24-
29.51% del total para esta metodologia. Esta fraccion presentd una contribucion similar a la
fraccion unida a materia organica del método Hall, debido a que ambas fases son realizadas
con los mismos extractantes, en esta metodologia los cambios no parecieron ser relevantes
para el tratamiento con jal y sustrato mezclados, por otro lado, en el tratamiento sin mezclar
se observé un aumento uniforme para las cepas Klebsiella MC173 (6.85 mg/kg) y

Escherichia N16 (6.64) al compararse con su testigo (5.69 mg/kg).

Finalmente, la fraccion residual presentd un porcentaje similar al obtenido con el
método Hall (1.40-5.28%), en esta fraccion los cambios fueron minimos, sin embargo, se

observo una ligera disminucion entre los tratamientos con las cepas Klebsiella MC173 (0.34
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mg/kg) y Enterobacter MC101 (0.31 mg/kg) en el tratamiento con mezcla con relacion a su
testigo (0.50 mg/kg).
Comparacion de Técnicas

En el andlisis de riesgo ambiental se encontrd al Cadmio por encima del LMP de la
NOM-157-SEMARNAT-2009 (20 mg/kg), pues el promedio en la extraccion total para todas
las muestras fue de 22.44 mg/kg, lo cual obliga a clasificar a los jales como residuos
peligrosos. Sin embargo, este valor promedio esta por debajo de los pardmetros que establece
la NOM-147-SEMARNAT-2004 para suelos que han sido contaminados, siendo el de uso
agricola-residencial-comercial de 37 mg/kg e industrial de 450 mg/kg.

Estudios previos han sugerido que las plantas pueden sufrir efectos toxicos cuando la
concentracion total de Cd en el suelo es >8 mg/kg, o cuando la concentracion biodisponible
es >0.001 mg/kg (de Souza Costa et al., 2012; Ghosh & Singh, 2005; Shi & Cai, 2009). Por
lo anterior, es posible atribuir efectos toxicos en las plantas pobladoras de los jales mineros

de Zimapan por causa del contenido de Cd hallado.

La concentracion de Cd presente en los jales se puede atribuir a las menas
caracteristicas de la region, de las que destacan la esfalerita (ZnS), bornita y boulangerita
(Moreno et al., 2009). En el analisis de Moreno et al., (2012) también se encontr6 al Cadmio
como inclusiones en forma de sulfuro de Cadmio (greenockita) en jales mineros de Zimapén,

Hidalgo.

Anju & Banerjee (2010) realizaron una comparacion entre las técnicas de Tessier et
al. (1979) y BCR (Rauret et al., 1999) en la movilidad de Cadmio obteniendo mayor
recuperacion en la metodologia Tessier en el analisis de jales de depdsitos recientes y de
1980. Tlustos et al. (2005) realizaron una comparacion entre los fraccionamientos propuestos
por Quevauviller (1998), Li et al. (1995) y Zeien (1995) y concluyeron que cuando el
contenido de elementos presentes en las muestras es bajo, resulta preferible la aplicacién de

técnicas de fraccionamiento sencillas, como la propuesta por Quevauviller (1988).
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Una vez agrupadas las fracciones en las cuatro especies representativas:
intercambiable, reducible, oxidable y residual (Figura 10), se procedio a realizar un analisis
de comparacion descriptiva. Se observd un patron uniforme de fraccionamiento en las tres
técnicas empleadas. En la fraccion intercambiable se encontrd la mayor concentracion de Cd
en latécnica BCR, en la cual se utiliz6 acido acético 0.11 M, que resultd tener mayor afinidad
en la extraccion de este elemento que las soluciones de MgCl, 0.1 M (Urbina Trinidad, 2015)
y NaOAc 1.0 M (Hall et al., 1995; Urbina Trinidad, 2015), por otro lado este resultado
también puede atribuirse al tiempo de retencion, la técnica BCR utiliza 16 horas mientras que
las metodologias planteadas por Hall et al. (1995) y Urbina Trinidad (2015) proponen 6 y
11.3 horas respectivamente, algunos autores sustentan la posibilidad de extraer mayores
cantidades de un elemento aumentando la concentracion y tiempo de retencion o
disminuyendo el pH, sin embargo, se desconocen los efectos que estas modificaciones

podrian tener en las fracciones subsecuentes (Anju & Banerjee, 2010; Wan et al., 2012).

En la fraccion reducible se encontré la mayor concentracion de Cd en la técnica
propuesta por Hall et al. (1995), esta a su vez, se hallo6 preferentemente asociada a
oxihidroxidos de Fe por afinidad al NH2OH-HCI, no obstante, las diferencias de
concentracion halladas en las fases unidas a 6xidos y oxihidroxidos de Fe y Mn del método
Hall et al. son atribuibles a cambios en la concentracion, pH, temperatura y tiempo de
estancia del extractante. La suma de las fracciones intercambiable y reducible de las tres
técnicas llegé a sobrepasar el 50% del contenido total de Cadmio en algunas muestras

analizadas, esto evidencia alta movilidad de este elemento.

En la fraccion oxidable se hall6 un porcentaje importante del Cd total recuperado en
las técnicas BCR (13.35-25.72%) y Hall (22.95-35.0%), sin embargo, este contenido fue
mayor en la técnica Urbina Trinidad (44.88-54.72%), debido a la disolucién (oxidacion) de
sulfuros metalicos presentes en los jales mineros, los cuales son caracteristicos de jales
oxidados (Anju & Banerjee, 2010).

La fraccion residual de los procedimientos de Hall y Urbina resulto tener la menor
contribucion al total de Cd, a diferencia del método BCR que no realiza una diferenciacién

entre la presencia de sulfuros y silicatos. Correspondiendo a los resultados hallados por Anju
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& Banerjee (2010), en la mayoria de las muestras analizadas se encontré mas del 90% del
Cd en las tres primeras fracciones, esto indica un alto potencial en la movilidad de este

elemento.

3.2.3 Anadlisis de Especiacion de Hierro

En la tabla 18, se muestra la concentracion de Fe hallada en las muestras analizadas
mediante las técnicas de extraccién quimica secuencial seleccionadas.
Técnica BCR

La figura 11 presenta la distribucién porcentual de Fe en las diferentes fracciones
consideradas por el método BCR. Por esta técnica se logré recuperar del 106.23-150.13% del
contenido obtenido por el método de extraccion total 5032 (EPA, 1996). En la fraccion
intercambiable y unida a carbonatos se observo una contribucion porcentual muy pequefia
(0.02-0.3%) al total recuperado por el fraccionamiento. EI mayor aumento en esta fraccion
se registrd en los tratamientos sin mezcla con las cepas Klebsiella MC173 (74.02 mg/kg) y
Escherichia N16 (24.84 mg/kg) al compararse con su testigo (18.5 mg/kg).

En la fraccion reducible del método BCR se encontrd una contribucion porcentual del
9.6-14.81% de la suma total recuperada de las muestras. En el tratamiento sin mezclar se
encontré un aumento significativo entre las cepas Klebsiella MC173 (3062.88 mg/kg) y
Escherichia N16 (3548.95 mg/kg) y su respectivo testigo (2016.69 mg/kg)

En la fraccion unida a materia organica se recuperd del 15.6% al 20.1% del total
obtenido por esta técnica. En los testigos con enmienda, mezclados (3952.64 mg/kg) y sin
mezclar (3555.96 mg/kg) se observd una disminucion importante del contenido de Fe con
respecto al testigo realizado Unicamente con jal e higuerilla (5488.45 mg/kg). En los
tratamientos con Klebsiella MC173 SM (4718.05 mg/kg) y Escherichia N16 SM (4559.78

mg/kg) se observé que el contenido de Fe aumento con respecto al control.
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Tabla 18. Concentracion de Fe (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccion quimica secuencial.

Fraccion Testigo Jal TJ+S M T J+S S/IM MC173 M MC101 M MC173 S/IM N16 S/M

Técnica 1. BCR
Facry Intercambiable y unida a 7.84 39.62 £ 18.50 £ 507+ 701+ 74.02 £ 24.84
carbonatos 15 3.6 2.5 1.1 0.1 1.0 0.1
Fecrs | Reducible 3124.99 + 3426.48 + 2016.69 + 3544.13 + 3395.16 + 3062.88 + 3548.95 +
71.6 25.5 40.4 32.52 36.0 23.2 26.0
Facre | Materia organica 5488.45 + 3952.64 + 3555.96 + 4447.00 = 3817.44 + 4718.05 + 4559.78 +
3.4 40.3 5.3 51.7 35.0 19.8 28.4
Fecre | Residual 19503.81 + 17991.08 + 15515.72 + 17546.61 + 15700.74 + | 15650.3063% 17476.49 +
45.6 25.0 46.7 0.6 47.1 12.3 25.2
¥(Fecri~Facre) 28185.72 + 25409.82 + 21106.87 + 25542.82 + 22920.35 + 23502.92 + 25610.06 +
111.4 13.7 14.2 82.6 46.1 28.4 79.5
Porcentaje de Recuperacion 130.25 + 109.37 + 106.23 + 116.65 + 114.69 + 116.22 + 150.13 +
0.3 0.0 0.1 0.1 0.5 0.0 0.7

Técnica 2. Hall
Fr Absorbida/ intercambiable/ 237+ 1.82+ 0.65 + 2.33 % 1.30 191+ 0.12 +
carbonatos 0.1 0.6 0.7 1.9 0.1 0.7 0.1
Frss Absorbida/ intercambiable/ 3.09+ 255+ 2.88 £ 1.62 + 2.27 3.76 £ 4.25 +
i carbonatos Il 0.3 0.0 0.0 0.6 0.8 1.4 1.0
Fio Oxihidréxidos de Fe 1184.37 + 642.14 + 942.83 + 949,52 + 691.93 + 513.14 + 1108.29 +
22.9 45 112.8 11.5 32.2 32.9 68.8
Fios | Oxihidroxidos de Fe II 1419.63 + 1109.63 + 1042.63 + 1041.60 + 1361.90 + 1168.67 + 1205.04 +
) 19.2 9.1 162.3 10.5 20.2 92.4 19.6
Frs Oxidos de Ee 5702.75 + 5603.81 + 5733.40 + 6069.19 + 6083.96 + 5608.55 + 5494.92 +
163.3 153.7 162.7 53.4 254.7 35.0 195.8
Fuso | Oxidos de Fe Il 994.64 + 831.18 + 756.90 + 600.89 + 532.96 + 919.10 + 810.85 +
: 12.6 5.2 3.3 84.3 64.0 20.7 46.0
= Materia organica 16423.89 + 17184.62 + 15767.21 16287.12 + 17154.50 + 18417.95 + 17226.35 +
15.2 41.1 30.9 314 34.0 36.0 14.3
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Fraccion Testigo Jal TJ+SM T J+S S/IM MC173 M MC101 M MC173 S/IM N16 S/M
Fis Residual 9154.17 + 23686.87 + 8748.17 + 9907.74 9026.12 + 10075.46 + 9397.82 +
159.5 32.9 13.9 +17.0 36.2 27.4 121.1
E(Fii~Fris) 34884.91 + 49062.50 £ 32994.67 £ | 34860.01+ | 34854.95+ 36708.55 + 35197.64 +
3475 3.3 484.3 165.3 235.9 49.76 412.6
Porcentaje de Recuperacion 161.21 + 21119+ 166.06 + 159.20 + 174.41 + 181.52 + 206.33 £
1.3 0.2 2.3 1.2 0.8 0.53 2.7

Técnica 3. Urbina

Fus Soluble 0.22 + 0.56 + 0.37 % 0.20 £ 031+ 0.52 + 0.30 +
0.0 0.1 0.0 0.0 0.2 0.0 0.2
Fus Intercambiable 1.90 £ 0.96 + 234+ 1.38 + 0.77 £ 1.60 + 0.47
0.1 0.0 1.0 0.3 0.3 0.1 0.3
Fus Carbonatos 210.63 53.40 + 142.31 + 268.17 + 48.89 + 53.02 + 491.69 +
0.4 0.3 1.1 1.4 0.2 0.3 5.3
Fus Oxihidréxidos de Fe 427.33 + 348.10 £ 407.23 + 443,63 + 491.00 + 295.90 + 345,53 +
1.4 32.6 8.3 30.6 3.9 24.1 0.4
Fus Oxidos de Fe 5303.10 + 5657.67 5722.01 + 5743.08 + 6115.84 + 5554.79 + 5417.10 +
180.3 159.7 18.4 17.5 40.7 174.9 130.3
Fus Materia orgénica 7425.44 + 9395.00 + 7479.77 + 7419.60 + 6617.61 + 7704.27 + 6904.25 +
83.7 272.5 62.3 60.7 83.3 142.9 97.3
Fur Sulfuros 12832.57 + 15697.01 + 11027.42 + | 1237844+ | 22204.42 + 14414.48 + 11847.06 +
94.2 408.8 180.2 14.6 47.2 288.1 226.6
Fus Residual 2016.49 + 5527.12 + 2828.97 + 2049.12 + 3219.99 + 2192.49 + 3177.87 =
30.9 172.4 51.0 71.9 62.3 34,5 449
T(Fu~Fus) 28217.68 + 36680.17 + 27610.41 + | 28303.61+ | 38698.83 + 30217.57 + 28184.27 +
161.6 32.4 156.60 197.1 62.9 267.7 414.4
Porcentaje de Recuperacion 130.05 £ 157.69 £ 139.58 + 128.9 + 193.6 + 150.53 + 163.32 +
0.5 0.3 0.9 0.5 0.1 1.6 2.7

T=Testigo, J+S=Jal y sustrato, M=Mezclado, S/M=Sin mezclar; n=2
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La fraccidn residual presentd la mayor contribucién porcentual (66.6-73.5%). El
mayor cambio se registrd en el tratamiento sin mezclar con la cepa Escherichia N16, la cual
present6 25610.06 mg/kg al compararse con el testigo (15515.72 mg/kg). En general, en esta
metodologia los cambios con las cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 en el
tratamiento de jal y sustrato mezclados no parecieron tener cambios uniformes, o seguir un
patrén (tabla 18). Esto podria deberse a que las alteraciones en las fracciones unidas a
silicatos generalmente no se atribuyen a la accion microbiana por las limitaciones bioldgicas

en la asimilacién de las especies quimicas caracteristicas de esta fraccion.

Técnica l. BCR
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Figura 11. Distribucion de Fe en la técnica BCR

Técnica Hall
En la figura 12 se muestra la distribucion porcentual de las fracciones consideradas

por la técnica Hall et al. (1995). Por esta técnica se logro recuperar del 159.2-211.19% de la
concentracion de Fe hallada por el método 3052 de la EPA (1996).
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En la fraccion absorbida, intercambiable y unida a carbonatos se observd una
contribucion porcentual muy pequefia (al igual que en el método BCR) que fue del 0.009%
al 0.02%. La segunda aplicacion de NaOAc en esta fraccion resulté recuperar una
concentracion mayor a la del primer ataque, en esta fraccion el mayor contenido fue
encontrado en los tratamientos con las cepas Escherichia N16 SM (4.37 mg/kg) y Klebsiella
MC173 SM (5.67 mg/kg), de las cuales el respectivo testigo present6 (3.53 mg/kg).

Técnica 2. Hall
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Figura 12. Distribucion porcentual de Fe en la técnica Hall

En la fraccion unida a oxihidroxidos de Fe la contribucion porcentual fue del 3.57%
al 7.46%; la mayor concentracion en esta fraccion fue hallada en el testigo realizado con jal
e higuerilla (2603.99 mg/kg). En los tratamientos con mezcla se observé un aumento en las
cepas Klebsiella MC173 (1991.13 mg/kg) y Enterobacter MC101 (2053.84 mg/kg) con
respecto a su testigo 1751.77 mg/kg). En esta fraccion no se observo la misma movilidad en
la otra variable del experimento, excepto para el tratamiento con la cepa Escherichia N16

(2313.33 mg/kg) que aumentd el contenido de Fe con respecto a su testigo (1985.46 mg/kg).

En la fraccion unida a 6xidos de Fe se observo un porcentaje de contribucién del

13.11% al 19.67% al total recuperado por este fraccionamiento. Adicionalmente, la segunda
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aplicacion de NH>OH-HCI 1.0 M en esta fraccion presenté un menor indice de recuperacion
con respecto al primer ataque (2.04-17.44%) realizado. La presencia de Fe en el testigo
realizado con jal e higuerilla (6697.40 mg/kg) resulto ser mayor con respecto a los testigos
realizados con mezcla (6434.99 mg/kg) y sin mezcla (6490 mg/kg) de sustrato. En los
tratamientos realizados con las cepas Klebsiella MC173 (6670.08 mg/kg) y Escherichia N16
(6616.92 mg/kg) en la variante del experimento con mezcla se observé un aumento en la
concentracion de Fe con respecto al testigo. Esta movilidad con la cepa Klebsiella MC173 se

repitié en el ensayo sin mezcla (6527.65 mg/kg).

En la fraccion unida a materia organica se encontrd la mayor contribucién porcentual
(35.03-50.18%) del total recuperado en el método Hall. En esta fraccion se observaron
disminuciones en el contenido de Fe entre el testigo jal e higuerilla (16423.89 mg/kg) y los
testigos con enmienda y jal mezclados (17184.62 mg/kg) y sin mezclar (15767.21 mg/kg).
En el tratamiento realizado con jal y sustrato sin mezclar se encontraron diferencias en la
distribucion de Fe entre las cepas Klebsiella MC173 (18417.95 mg/kg) y Escherichia N16
(17226.35 mg/kg).

La fraccién residual presentd una contribucién que fue del 25.89-48.28% de la
concentracion total de Fe para esta metodologia. En este paso de la extraccion se observé un
comportamiento uniforme en el contenido de Fe, a excepcion del testigo para jal y sustrato
mezclados que presentd 23686.87 mg/kg, esta concentracion fue mayor a la presentada en
los tratamientos con las cepas Klebsiella MC173 (9907.74 mg/kg) y Enterobacter MC101
(9026.12 mg/kg).

Técnica Urbina

En la figura 13 se presenta la distribucion porcentual de cada fraccion considerada
por el método Urbina Trinidad (2015). Mediante esta metodologia se logré un porcentaje de
recuperacion del 128.9% al 193.6% con respecto a la concentracidn obtenida por el método
de extraccion total utilizado (EPA, 1996).
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En la fraccion soluble se obtuvo una contribucion porcentual muy pequefia (tabla 18)
y por lo tanto no se puede apreciar en la grafica 11, el mayor valor de Fe detectado en esta
fraccion fue de 0.56 mg/kg, que correspondid analisis realizado en el testigo de jal y sustrato
mezclados. La fraccion intercambiable también presento concentraciones bajas que fueron
del 0.002-0.008% del total recuperado por esta técnica, la concentracion mas alta en esta

fraccion se observo en el testigo de jal y sustrato sin mezclar (2.34 mg/kg).

Técnica 3. Urbina
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Figura 13. Distribucion de Fe en la técnica Urbina

En la fracciéon unida a carbonatos también se observd una contribucion porcentual
pequefa (0.13-1.74%), los cambios mas relevantes se observaron con la cepa Escherichia
N16 S/M (491.69 mg/kg) al compararse con su testigo (142.31 mg/kg) y en la cepa Klebsiella
MC173 M (268.17 mg/kg) cuando su testigo tuvo 53.40 mg/kg de Fe.

En la fraccion unida a oxihidroxidos de Fe se observé una contribucién porcentual
del 0.94-1.57% del total recuperado para esta metodologia. En los tratamientos con jal y
sustrato mezclados se observo un aumento en las cepas Klebsiella MC173 (443.63 mg/kg) y
Enterobacter MC101 (491.00 mg/kg) al compararse con su testigo (348.10 mg/kg). En los
ensayos sin mezcla se observd la movilidad opuesta entre las cepas Klebsiella MC173

100



Capitulo Il1. Resultados y Discusion

(295.90 mg/kg) y Escherichia N16 (345.53 mg/kg) al compararse con su testigo (407.23
ma/kg).

En la fraccion unida a oxidos de Fe se encontréd una de las contribuciones méas
importantes para el contenido total con un rango porcentual del 15.42-20.72%. En esta
fraccion el contenido de Fe en el testigo de jal e higuerilla (5303.10 mg/kg) resulto ser menor
que el encontrado en los testigos de jal y sustrato mezclados (5657.67 mg/kg) y sin mezclar
(5722 mg/kg). A su vez, se observd un aumento en los tratamientos realizados con la cepa
Klebsiella MC173 (5743.08 mg/kg) y Enterobacter MC101 (6115.84 mg/kg) con mezcla.
Por otro lado, en la variante del experimento sin mezcla se observo una movilidad opuesta
con las cepas Klebsiella MC173 (5554.79 mg/kg) y Escherichia N16 (5417.10 mg/kg).

En la fraccidn unida a materia organica se observé un rango porcentual que fue del
17.10% al 27.09%. En esta fraccion se evidenciaron cambios por accion de la enmienda
organica entre el testigo de jal e higuerilla (7425.44 mg/kg) y los de jal y sustrato mezclados
(9395.00 mg/kg) y sin mezclar (7479.77 mg/kg). La accidon de las cepas Klebsiella MC173
(7419.60 mg/kg) y Enterobacter MC101 (6617.61 mg/kg) parecié reducir el contenido de Fe
en los tratamientos con mezcla. Esta movilidad se observo también con la cepa Escherichia

N16 (6904.25 mg/kg) en el tratamiento sin mezclar.

La fraccion unida a sulfuros en esta metodologia presentd una mayor recuperacion que la
técnica Hall et al., (1995) en esta fase se logd extraer del 39.94-57.37% del total extraido de
cada muestra. Como se muestra en la tabla 18 no hay cambios uniformes entre las cepas y
sus testigos para poder establecer una relacion de movilidad. Finalmente, la fraccion residual,
presentd una contribucion menor comparada a la de las otras dos metodologias pues fue del
7.15-15.07%. Se observaron disminuciones en el contenido de Fe en los ensayos con
Klebsiella MC173 (2049 mg/kg) y Enterobacter MC101 (3219.99 mg/kg) en las macetas con
jal y sustrato mezclados con respecto a su testigo (5527.12 mg/kg). En la otra variable del
experimento no se observaron cambios uniformes para establecer una relacion entre

tratamientos y control.

101



Figura 14. Fraccionamiento de Hierro con las técnicas BCR, Hall y Urbina.
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Comparacion de Técnicas
En el fraccionamiento de Fe se observo el orden de recuperacion Hall>Urbina>BCR.

Las NOM-157-SEMARNAT-2009 y NOM-147-SEMARNAT-2004 no establecen un limite
maximo permisible (LMP) para el contenido de Fe en residuos y jales. La USEPA (1993)
estableci6 concentraciones de referencia para sedimentos contaminados, hallar contenidos de
Fe >25000 mg/kg obliga a clasificar al deposito de jales de Santa Maria Zimapan como un
sitio muy contaminado. Se sabe que el Fe como micronutriente por encima de 100 mg/kg
puede provocar efectos dafiinos en plantas de los cuales destacan el retraso del crecimiento e
intensificacion en la deficiencia de Zn (Learita Prince, 2015). Dependiendo de la exposicién,
el Fe puede provocar conjuntivitis, coriorretinitis y retinitis si contacta con los tejidos y
permanece en ellos. Ademas, la inhalacion crénica de concentraciones excesivas de polvos
de oxidos de Fe puede desarrollar siderosis e incrementar el riesgo de desarrollar cancer de

pulmén (Benntech, 2018).

La presencia de este elemento en los jales se atribuye a las menas de pirita, pirrotita,
galena, esfalerita, calcopirita y marcasita del distrito de Zimapan (Moreno et al., 2009;
Romero et al., 2008).

En la figura 14 se presenta la distribucion de las fracciones de cada técnica empleada.
Los colores utilizados diferencias a las fracciones representativas: intercambiable (afil),

reducible (verde claro), oxidable (verde azulado) y residual (rojo oscuro).

En la fraccion intercambiable la mayoria de las muestras no sobrepasaron el 1% de
contribucion al total encontrado por las técnicas, sin embargo, la mayor parte de este
contenido fue atribuido a carbonatos en un rango de 53.4-491.7 mg/kg mediante el uso de
NaOAc 1.0 M con 10 horas de estancia, confirmando que un aumento en el tiempo de
retencion incrementa la cantidad de Fe que puede ser extraida, en contraste con el tiempo de
retencion planteado por Hall et al. (1995) (Tlustos et al., 2005; Zimmerman & Weindorf,
2010).

La fraccion reducible presentd contribuciones porcentuales similares en las tres

técnicas analizadas, adicionalmente, la mayor parte del contenido de Fe de esta fraccion se
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encontr6 asociado a 6xidos de Fe y Mn, lo cual es comdn en jales que han sido sometidos a
procesos de neutralizacion/oxidacién (Moreno et al., 2009; Lépez Sanchez, 2013).

La presencia del Fe en la fraccion oxidable puede ser atribuida mayoritariamente a la
presencia de sulfuros primarios (arsenopirita, pirita, calcopirita, pirrotita y estalerita) sobre
materia orgéanica, sin descartar el hecho de que los reactivos usados en este paso (KCIO3 +
HCI+ HNO3) pueden atacar algunos silicatos (Favas et al., 2011; Hall et al., 1995).
Finalmente, la fraccion residual presentd diferencias relevantes en las tres técnicas debido a
las consideraciones realizadas en los pasos anteriores. Aproximadamente del 7.26% 15.07%

del contenido total de Fe se encontr6 asociado a grupos silicato (Urbina Trinidad, 2015).

Romero et al. 2008 consideran a las altas concentraciones de Fe en los jales una
ventaja en la disminucion de la dispersion edlica, ya que durante el proceso de oxidacién
precipitan muchos minerales secundarios de Fe que favorecen la formacion de capas
cementadas que le dan estabilidad fisica a los jales, lo cual limita el arrastre por erosion
edlica, por otro lado la presencia de pirita en los jales oxidados de Zimapan implica que los
jales aln tienen potencial para seguir oxidandose y en consecuencia, generar drenaje acido
bajo condiciones de intemperismo (Lopez Sanchez, 2013). Al respecto, el promedio de
precipitacion pluvial en Zimapan es de 500 mm anuales, esto aunado al régimen de
evaporacion (3.75 veces mayor) indica que la escorrentia superficial que se forma en épocas
de lluvia podria ser més importante que la infiltracion, por lo tanto el riesgo ambiental se
dirige a cuerpos de agua superficiales y sedimentos (Moreno et al., 2012; Romero et al.,
2008).

3.2.4 Andlisis de Especiacion de Manganeso
En la tabla 19 se muestra la concentracién hallada de Manganeso en las diferentes

fracciones consideradas por las metodologias de fraccionamiento utilizadas.
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Tabla 19. Concentracion de Mn (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccion quimica secuencial.

Fraccion TestigoJal & TJ+SM T J+S SIM MC173 M MC101 M MC173 S/IM N16 S/M

Técnica 1. BCR
Fecr: | Intercambiable y unida a 210.49 = 199.49 + 192.60 = 128.12 + 168.74 £ 178.64 + 197.97 £
carbonatos 4.7 8.7 10.6 12.4 15.5 27.3 6.3
Fscrz | Reducible 229.80 = 200.27 = 158.90 £ 260.68 225.44 + 175.03 £ 227.14 +
21.5 17.5 8.4 12.8 0.9 29.5 8.0
Fscrs | Materia orgénica 87.03 + 91.01+ 89.82 £ 73.50 + 70.57 + 69.32 + 105.72 +
9.7 5.1 0.5 4.3 4.8 7.8 9.9
Fecrs | Residual 264.72 + 371.36 + 413.84 £ 247.67 = 282.44 + 250.94 + 315.14
33.2 11.9 21.2 7.1 29.4 15.19 1.4
X (Fecri~Fscra) 792.05 + 862.13 + 855.16 + 709.97 + 747.18 + 673.93 + 845.98
16.8 194 2.7 36.7 17.8 18.6 6.9
Porcentaje de Recuperacién 100.55 + 106.12 £ 107.26 £ 90.33 94.26 + 71.98 + 107.76 +
0.8 2.3 5.3 4.12 0.4 0.6 4.4

Técnica 2. Hall
Fr1 Absorbida/ intercambiable/ 88.61 51.30 + 7951+ 81.64 + 60.21 + 41.73 + 90.72 +
carbonatos 0.3 7.5 2.3 14 1.5 0.7 4.3
Fuiz2 | Absorbida/ intercambiable/ 52.75 63.87 £ 56.54 + 59.23 + 56.28 + 64.94 + 70.71
carbonatos Il 39 0.3 6.1 4.1 2.1 8.0 6.4
Fh2 Oxihidroxidos de Fe 162.96 £ 191.20 + 174.69 + 176.09 £ 197.74 £ 186.85 £ 174.82 +
19.2 4.3 11.3 7.2 14.9 1.8 15
Fhz22 | Oxihidréxidos de Fe Il 45.92 + 4545 + 41.35 + 41.06 + 46.68 + 54.83 £ 40.88 +
114 0.3 6.1 4.3 6.9 3.1 2.8
Frs Oxidos de Fe 179.59 £ 176.12 + 176.44 + 185.04 £ 183.87 £ 17551 + 157.88 +
1.4 10.8 21.2 35 18.7 4.2 0.9
Frs2 | Oxidos de Fe Il 28.54 26.55 24.32 £ 21.68 23.24 24.80 £ 28.98
6.0 4.0 7.9 4.4 6.0 9.6 2.6
Fra Materia orgénica 232.59 + 208.04 = 276.64 + 210.03 = 285.59 + 235.89 + 260.69 +
31.9 22.9 24.0 23.0 21.0 135 3.1
Fhs Residual 250.92 + 557.34 + 249.14 + 248.12 + 231.86 + 262.79 + 248.77 +
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Fraccion TestigoJal | TJ+SM T J+S S/IM MC173 M MC101 M MC173 S/IM N16 S/M

6.8 35.1 3.4 12.2 3.3 14.5 8.0

X(Fr1~Fus) 1041.87+ 1319.86 + 1078.64 + 1022.90 + 1085.47 + 1047.33 = 1073.45 +
355 69.5 58.7 11.6 20.4 295 2.2

Porcentaje de Recuperacién 132.24 £ 162.36 £ 135.49 £ 130.18 + 136.94 + 111.86 + 136.77 +
0.7 1.4 14.4 2.3 0.0 0.9 7.0

Técnica 3. Urbina

Fui Soluble 151+ 157+ 094+ 053+ 136+ 141+ 294+
0.0 0.0 0.1 0.0 0.1 0.0 0.2

Fuz Intercambiable 450 £ 259+ 3.09+ 3.86+ 525+ 2.66 + 419+
0.8 0.6 0.3 0.1 0.3 0.4 0.2

Fus Carbonatos 17477 £ 51.93 + 190.60 £ 204.03 + 52.68 + 102.44 + 223.28 +
315 3.8 10.7 0.4 0.7 23.7 4.8

Fus Oxihidroxidos de Fe 17.26 £ 14.30 £ 13.70 19.10 £ 15.23 £ 1417 1259
2.5 0.6 1.2 1.7 2.4 0.5 0.2

Fus Oxidos de Fe 300.06 = 311.16 + 309.25 + 317.45 303.19 + 320.00 + 317.82 +
2.5 20.5 10.8 29.5 31.7 23.7 14.6

Fus Materia organica 72.83 85.77 £ 73.76 + 84.46 + 96.64 + 78.94 + 77.95+
1.2 2.0 6.7 3.2 0.5 1.2 4.6

Fuz Sulfuros 194.33 £ 199.22 + 176.73 £ 184.25 245.80 = 196.94 200.23 +
12.6 11.2 10.2 0.2 8.0 8.5 21.6

Fus Residual 150.64 126.91 80.50 + 162.10 £ 108.70 £ 92.24 110.36 =
126. 17.6 13.3 6.4 16.5 8.1 14.8

X(Fui~Fus) 915.90 + 793.45 + 848.58 + 975.79 + 828.85 + 808.79 + 949.37 +
10.7 55.1 10.6 37.1 53.7 48.3 30.4

Porcentaje de Recuperacién 116.32 £ 97.57 106.40 + 124.16 + 104.52 + 86.52 + 1209 +
4.7 2.45 4.2 4.0 4.8 8.3 2.1

. T=Testigo, J+S= Jal y sustrato, M=Mezclado, S/M=Sin mezclar; n=2.
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Técnica BCR
En la figura 15 se presenta la distribucion porcentual de Manganeso en las fracciones

consideradas por la técnica BCR, por esta técnica se logré recuperar del 71.98% al 107.76%
de la concentracion extraida por el método de extraccion total realizado. En la fraccion
intercambiable y unida a carbonatos se encontrd una contribucion porcentual del 18% al
26.6%. El contenido de Mn presentd una disminucion en el tratamiento con sustrato y jal
mezclados al compararse el testigo (199.49 mg/kg) y la concentracion recuperada en las
cepas Klebsiella MC173 (128.12 mg/kg) y Enterobacter MC101 (168.74 mg/kg). En la tabla

19 se muestra que en los ensayos sin mezclar se hallaron cambios menores en la movilidad.

Técnica l. BCR
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Figura 15. Distribucidn porcentual de Mn en la técnica BCR.

En la fraccion reducible se encontr6 una contribucion porcentual de 18.6-36.7% a la
suma total recuperada por esta técnica, en este paso se present6 una variacion grande entre el
testigo del tratamiento con jal y sustrato sin mezclar (158.90 mg/kg) y los otros dos testigos,
se observo un aumento en el contenido de Mn con respecto a los ensayos con Klebsiella
MC173 (175.03 mg/kg) y Escherichia N16 (227.14 mg/kg). En el tratamiento con mezcla la
cepa Klebsiella MC173 (260.68 mg/kg) presentd movilidad similar al compararse con su
testigo (200.27 mg/kg).
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En la fraccidon unida a materia organica se hall6 un porcentaje de contribucién del
9.4% al 12.5% al total recuperado por la técnica BCR. En los tratamientos con jal y sustrato
mezclados se pudo apreciar una disminucion del contenido de Mn en esta fraccién con las
cepas Klebsiella MC173 y Enterobacter MC101 (tabla 19), se observé el mismo patron con
la cepa Klebsiella MC173 en el tratamiento sin mezclar, no siendo asi con la cepa Escherichia
N16 (105.72 mg/kg) que presentd un aumento en la concentracion de Mn con respecto a su
testigo (89.92 mg/kg).

La fraccion residual presentd un porcentaje del contenido total por la técnica BCR del
33.4% al 48.4%. En esta fraccion se encontrd una variacion grande entre los testigos
realizados, sin embargo, los contenidos hallados en los ensayos con cepas (247.57-315.14
mg/kg) resultaron ser menores a las concentraciones halladas en los tres testigos analizados
(tabla 19).

Técnica Hall
En la figura 16, se presenta la distribucion porcentual de las fracciones consideradas

por el método propuesto por Hall et al. (1995) mediante la cual se logré un porcentaje de
recuperacion de 111.86-162.36% con respecto al método 3052 (EPA, 1996). En la fraccion
AIC se observo un porcentaje de recuperacion del 8.7-15.04%, a su vez, con la segunda
aplicacion de acetato de sodio se obtuvo un alto porcentaje de recuperacién (59.5-155.6%)
con respecto al contenido extraido por la primera. En esta fraccion la cepa Escherichia N16
(161.43 mg/kg) present6 un aumento considerable con respecto al su testigo en el tratamiento

con ja y sustrato sin mezclar (136.06 mg/kg).

La fraccidon unida a oxihidroxidos de Fe presentd una contribucion porcentual de
17.9-23.1% de la concentracion total recuperada por el fraccionamiento, ademas por medio
del segundo ataque de NH>OH-HCI 0.25 M se recupero del 23.3-29.3% del contenido de Mn
obtenido por la primera aplicacion del extractante. En los tratamientos con cepas sélo se

observaron cambios destacables con la cepa Klebsiella MC173 (241.69 mg/kg) con respecto
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al testigo (216.04 mg/kg) en el tratamiento con jal y sustrato sin mezclar, en la variable del

experimento con mezcla no se observé el mismo patron de movilidad (Tabla 19).

Técnica 2. Hall
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Figura 16. Distribucion porcentual de Mn en la técnica Hall.

En la fraccion unida a 6xidos de Fe y Mn se encontrd un porcentaje de contribucion
del 15.4% al 20.2% del contenido total recuperado por la técnica de Hall. Adicionalmente,
por medio de la segunda aplicacién de clorhidrato de hidroxilamina se logré recuperar del
11.7% al 18.4% del contenido de Mn obtenido por el primer ataque. En esta fraccion no se
encontraron cambios resaltantes entre los testigos, por lo tanto, se infiere que Ricinus
communis no ejercid influencia significativa en la distribucion de Mn por si sola. No obstante,
en los tratamientos con BPCV se observo una disminucion en el contenido de Mn solamente
con la cepa Escherichia N16 (186.87 mg/kg) con respecto a su testigo (200.76 mg/kg) en el

tratamiento de jal y enmienda sin mezclar.

En la fraccidn unida a materia organica se hallé una contribucién porcentual que fue
del 15.8% al 26.3%. Se detectd un aumento importante en el contenido de Mn en la materia
organica por influencia de la cepa Enterobacter MC101 (285.59 mg/kg) con respecto a su
testigo (208.04 mg/kg).
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Finalmente, en la fraccidn residual se observo una contribucion del 21.4 % al 42.2, se
presentd un contenido sobresaliente de Mn en esta fraccion en el testigo con jal y sustrato
mezclados (557.34 mg/kg), sin embargo, esta concentracion parecio reducir por accion del
tratamiento con las cepas Klebsiella MC173 (248.12 mg/kg) y Enterobacter MC101 (231.86
mg//kg) en cuyos casos se infiere cierta estabilizacion en la concentracion de Mn.

Técnica Urbina
En la figura 17 se puede apreciar la distribucion porcentual de Manganeso en las

fracciones del método de propuesto por Urbina Trinidad (2015), por esta técnica se logro un
porcentaje de recuperacion del 86.52—124.16% de la concentracion encontrada por el método
de extraccion total 3052 (EPA, 1996).

En la fraccion soluble del método Urbina se observé una contribucion porcentual muy
pequefa (0.1-0.31%) al contenido total recuperado, la concentracion mas grande en esta
fraccion se observé en el tratamiento con la cepa Escherichia N16 (2.94 mg/kg) en el

tratamiento sin mezcla, sin embargo, no se destacaron estos cambios debido a su magnitud.
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Figura 17. Distribucion porcentual de Mn en la técnica Urbina.
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En la fraccidn intercambiable se encontr6 una contribucion porcentual pequefia (0.3-
0.6%) al contenido total hallado de Manganeso en cada muestra. Al igual que en la fraccion
soluble, los cambios en esta fraccion fueron pequefios, por lo tanto, no son relevantes en la

movilidad total de Manganeso.

En la fraccion unida a carbonatos se encontré un porcentaje de contribucion de 6.4-
23.5% al contenido total de Mn hallado en cada muestra, en el testigo del tratamiento con jal
y sustrato mezclados (51.93 mg/kg) se observé una reduccion del contenido de Mn con
respecto al control realizado Unicamente con jal e higuerilla (174.77 mg/kg). A su vez, los
tratamientos con cepas Klebsiella MC173 (204.03 mg/kg) y Enterobacter MC101 (52.68
mg/kg) en el ensayo sin mezcla presentaron movilidad diferida de Manganeso. Con las cepas
Klebsiella MC173 (102.44 mg/kg) y Escherichia N16 (223.28 mg/kg) también se notaron
cambios con respecto a su testigo SM (190.60 mg/kg), sin embargo, estos cambios en la

movilidad no fueron definidos.

En la fraccion unida a oxihidroxidos de Fe se observé una contribucién porcentual
del 1.3% al 2% del contenido total hallado por la metodologia Urbina, esta aportacion no
coincide con el contenido porcentual asociado a oxihidréxidos de Fe del método Hall, esta
diferencia puede atribuirse a la afinidad del extractante al Manganeso, mientras que en el
método Hall se utiliz6 NH2,OH-HCI 0.25 M en el método Urbina se emple6 oxalato de
amonio 0.2 M.

En la fraccion unida a 6xidos de Fe se encontrd una contribucion porcentual del 32.5%
al 39.6% del contenido total hallado por esta metodologia, las diferencias en la concentracion
de Mn entre los testigos analizados con Ricinus communis no fueron relevantes. La influencia
de las cepas Klebsiella MC173 (320.00 mg/kg) y Escherichia N16 (317.82 mg/kg) en el
tratamiento sin mezclar se manifest6 como un aumento en el contenido de Mn con respecto
al testigo (309.25 mg/kg).

En la fraccion unida a materia organica se observO un rango porcentual de
contribucion de 8.0-11.7%, se observo un aumento en el contenido de Mn en los ensayos con
Escherichia N16 (77.95 mg/kg) y Klebsiella MC173 (78.94 mg/kg) con respecto a su testigo

(73.76 mg/kg) en el tratamiento sin mezcla.
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La fraccion unida a sulfuros tuvo un rango de contribucion porcentual del 18.9% al
29.7%. EI mayor cambio en la distribucién de Mn se encontré en el ensayo realizado con la

cepa Enterobacter MC101 (245.80 mg/kg), en el tratamiento con jal y sustrato mezclados.

La fraccion residual presentd una contribucion del 9.5% al 16.6%, se encontraron
variaciones en las concentraciones de Mn entre los testigos analizados (tabla 19),
adicionalmente se detectd un aumento significativo en la concentracion de Mn en el
tratamiento realizado con la cepa Klebsiella MC173 Mezcla (162.10 mg/kg) con respecto a
su testigo (126.91 mg/kQ).

Comparacion de Técnicas

Se obtuvo el orden de recuperacion porcentual Hall>Urbina>BCR. La presencia de
Manganeso como micronutriente es indispensable para el desarrollo vegetal, debida a sus
estados de valencia se puede encontrar principalmente en 6xidos, oxihidroxidos y carbonatos
(Seoénez Calvo, 1999). La concentracion promedio de Mn en suelos es de 40-900 mg/kg, al
respecto, el contenido de Mn hallado en las muestras analizadas se encuentra cerca del limite
superior de este intervalo (ATSDR, 2016).

Las normas oficiales mexicanas para procedimientos de gestion de residuos mineros
(NOM-157-SEMARNAT-2009) y de concentraciones de remediacion en suelos
contaminados (NOM-147-SEMARNAT2004) no establecen limites méximos permisibles
para el contenido de Mn en suelos, no obstante, de acuerdo con los lineamientos establecidos
por la USEPA (1993), al rebasar los 500 mg/kg de Mn, los jales mineros analizados deben
ser clasificados como muy contaminados. Se ha reportado que por encima de los 100 mg/kg

de Mn en suelo es comun encontrar efectos negativos en plantas (Seoanez Calvo, 1999).

En la figura 18 se muestra el fraccionamiento obtenido, los colores utilizados resaltan
las fracciones representativas. En la fraccion intercambiable de las tres metodologias se
obtuvieron rangos similares de contribucién porcentual, no obstante, el uso de 1.0 M NaOAc
en la fraccion unida a carbonatos del método Urbina (también usada en la fraccion AIC del
método Hall) revel6 que la mayor parte del Manganeso intercambiable se encuentra enlazado

a carbonatos.
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Se encontré una mayor cantidad de Mn reducible en los métodos Hall y Urbina que
en latécnica BCR, probablemente debido al nimero de pasos que estas técnicas utilizan para
recuperar al Mn, ya que en los tres procedimientos se utiliza NH.OH-HCI como agente
extractante, al respecto, este reactivo tuvo mayor afinidad en la extraccion del Mn asociado
a oxihidroxidos que el oxalato de amonio, por ello en el fraccionamiento propuesto por
Urbina se encontr6 al Mn unido en su mayoria a 6xidos, mientras que en el método Hall este
elemento se encuentra distribuido de forma uniforme entre oxihidréxidos y 6xidos. Seoanez
Calvo (1999) puntualiza que los 6xidos formados con Mn*® y Mn*™ son generalmente
insolubles, ademas, que en esta fraccion se puede encontrar una cantidad importante de Mn*2
absorbido como ion intercambiable debido al incremento de solubilidad que provocan estés

condiciones.

En la fraccion oxidable se encontraron diferencias grandes entre las tres técnicas
utilizadas, debidas fundamentalmente a la afinidad de los reactivos a las formas oxidables de
Mn, asi se encontré a este elemento unido mayormente a materia organica, también se
encontraron concentraciones de Mn asociadas a sulfuros, por lo tanto, se puede esperar
presencia de alabandina en los jales analizados, asi como de sus minerales asociados como:

galena, calcopirita, esfalerita, pirita y calcita, entre otros.

La fraccion residual de la técnica Urbina presentd diferencias relevantes debido al uso
de KCIOs/HCI/HNO:s en las fracciones oxidables de Mn, asi, se desconoce la cantidad de
silicatos que pueden ser digeridos por esta combinacidn de reactivos, sin embargo, de acuerdo
con los resultados obtenidos por la técnica Urbina el Mn asociado a silicatos es el menos

abundante entre las especies quimicas consideradas.

La comparacion realizada revel6 que existen diferencias relevantes en la distribucion
del Manganeso, preferentemente asociadas a la distribucion de oxihidréxidos y éxidos de Mn
y a la presencia de sulfuros en los jales. No obstante, en todas las muestras se hallé mas del
50% del contenido total de Mn unido a formas quimicas intercambiables y reducibles, esto
indica que este elemento presenta un alto potencial de movilidad y biodisponibilidad.
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Figura 18. Fraccionamiento de Manganeso con las técnicas BCR, Hall y Urbina.
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3.2.5 Anadlisis de Especiacion de Niquel

En la tabla 20, se muestran las concentraciones halladas de Niquel en las etapas
consideradas por las tres metodologias de fraccionamiento elegidas.
Técnica BCR

En la figura 19 se presenta la distribucion porcentual de Niquel en las distintas
fracciones consideradas por el método de BCR, con esta técnica de fraccionamiento se logrd
recuperar del 99.35% al 192.93% de la concentracion recuperada por el método de extraccion
total utilizado (EPA, 1996). En la fraccion intercambiable y unida a carbonatos se observo
una contribucién porcentual del 0.4% al 6.1% del total recuperado por esta técnica. En esta
fraccion se encontraron variaciones en la concentracion de Ni entre los testigos analizados
(Tabla 20); la mayor concentracion se encontrd en el tratamiento realizado con la cepa
Klebsiella MC173 (1.67 mg/kg) en el disefio con jal y sustrato sin mezclar, sin embargo, este

cambio no fue relevante al compararse con su respectivo testigo (1.31 mg/kg).

La fraccion reducible presentd una contribucién porcentual del 10.6% al 17.1%, se
observo un aumento en el contenido de Ni del testigo realizado con jal e higuerilla (3.39
mg/kg) al compararse con el testigo con jal y sustrato mezclados (4.63 mg/kg),
adicionalmente la influencia de las cepas Klebsiella MC173 (5.74 mg/kg) y Enterobacter

MC101 (5.02 mg/kg) se manifestd al incrementarse el contenido de Niquel en esta fraccion.

En la fraccion unida a materia orgéanica se encontrd un porcentaje del 19% al 26.0%
del total de Ni recuperado por esta metodologia, en esta fraccién se hallé un cambio
sobresaliente en el tratamiento realizado con la cepa Klebsiella MC173 (6.55 mg/kg) con
respecto a su testigo (5.67 mg/kg) en el disefio con jal y sustrato sin mezclar, ademas, esta
cepa presentd influencia similar en la movilidad de Ni en el tratamiento con mezcla

aumentando el contenido a 7.79 mg/kg en relacion al testigo (6.44 mg/kg).
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Tabla 20. Concentracion de Ni (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccion quimica secuencial.

Fraccion

Testigo Jal

TJ+SM | TJ+SS/M | MC173M | MC101 M | MC173S/M | N16 SIM

Fecr1

Fscr2

Fscrs

Fscra4

Intercambiable y unida a carbonatos
Reducible
Materia organica

Residual

Y (Fecri~Facra)

Porcentaje de Recuperacién

Fr1

Fhri2

Fr2

Fha2

Frs

Fha.2

Fra
Frs

Absorbida/ intercambiable/ carbonatos
Absorbida/ intercambiable/ carbonatos 11
Oxihidréxidos de Fe

Oxihidréxidos de Fe Il

Oxidos de Fe

Oxidos de Fe 11

Materia organica

Residual

Técnica 1. BCR

0.13 % 112+ 1.31+
0.0 0.1 0.2
3.39+ 4,63 + 3.81+
0.7 0.2 0.2
8.36 6.44 + 5.67
0.3 0.4 0.5
20.26 + 16.02 + 11.89 +
0.3 1.4 0.3
32.15+ 28.20 + 22.69 +
0.7 2.1 0.8
127.71 + 99.35 + 116.50 +
0.4 1.1 7.6
Técnica 2. Hall
0.86 + 0.82 + 0.45 +
0.2 0.1 0.1
0.67 + 0.54 + 0.60 +
0.1 0.6 0.4
1.24 + 1.69 + 2.01+
0.6 0.0 0.3
2.01+ 2.22 2.07 =
0.5 0.2 0.1
4.09 + 3.66 + 348 +
0.6 0.2 0.0
0.10 + 0.14 + 0.37 +
0.0 0.1 0.1
15.49 + 18.00 + 20.85 +
0.4 1.1 1.2
1.78 + 20.84 + 2.55 +

0.24 +
0.3
5.74
0.3
779+
0.4
19.84 +
2.6
33.62
2.4
127.44 +
4.8

091+
0.2
0.64 +
0.2
133+
0.2
195+
0.0
332+
0.3
021+
0.0
1565+
0.1

3.30

0.36 £
0.2
502+
0.1
577+
0.2
18.84 +
0.2
29.98 +
0.2
129.97 +
23.1

0.83+
0.2
0.54
0.3
122 +
0.1
218 +
0.2
3.80 +
0.1
022+
0.4
1790 +
0.1

2.69

1.67 +
0.3
3.80 %
0.3
6.55+
0.1
1561+
0.5
27.64 +
0.6
114.85 +
1.2

0.80 +
0.3
0.75+
0.1
123+
0.0
241+
0.5
385+
0.1
047+
0.1
16.92 +
2.4

218+

0.85+%
0.3
494 +
0.3
6.08 +
0.7
20.14 +
0.3
32.01
0.4
192.93 +
18.2

0.78 £
0.1
1.08 £
0.3
271+
0.1
1.82+
0.1
3.36 +
0.2
0.26 +
0.2
17.47
2.1

2.63 *
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Fraccion TestigoJal | TJ+SM | TJ+SS/M | MC173M | MC101M | MC173S/M | N16 S/M
0.1 22 0.2 14 0.3 0.3 0.3
S (FrFre) 2623+ 47.92+ 3237+ 27.30 + 29.39 + 2860+ 3011+
0.0 0.3 1.4 15 0.4 1.3 2.7
Porcentaje de Recuperacion 10402+ 16801+ 15842+ 10148+ 14317+ 1190.73+ | 16859 +
2.7 13.1 9.4 16.8 19.6 3.9 3.7

Técnica 3. Urbina
038+ | 027+ 0.35 + 0.42 + 005+ | 022%
Fur | Soluble 0.2 0.0 ND 0.1 0.0 0.0 0.2
For | intercambiable 120+ 112+ 0.87 + 1.25 + 112+ 128+ 126+
0.1 0.0 0.1 0.6 0.5 0.8 0.2
For | Carbonatos 194+ 096+ 327+ 227+ 0.41 + 239+ 296+
0.0 0.2 0.1 0.2 0.4 0.0 0.0
Fus | Oxihidroxidos de Fe 1'0?& 1.0&(3& 0'95 O'ng “g; 0'733 1'033
Fue | Oxidos de Fe 426+ 420+ 438 + 453+ 4.44 + 452+ | 484+
0.0 0.4 0.2 0.4 0.0 0.2 0.2
Fos | Materia orgdnica 1221+ 1537+ 10.80 + 1211+ 9.04+ 1182+ 1178+
0.2 3.0 2.6 0.9 0.7 0.5 0.8
For | Sulfuros 771+ 910+ 6.45 + 561+ 14.06 + 850+ 930+
0.3 0.2 1.0 2.9 7.6 25 0.3
Foo | Residual 299+ 412+ 210+ 265+ 273+ 252+ 280+
0.6 0.4 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1
E(FoFur) 3172+ 3630+ 28.82 + 29.76 + 3335+ 3184+ 3423+
0.1 37 33 47 71 3.4 1.3
porcentaje de Recuperacion 12578 + 127.85+ 14053+ 10931+  160.04+ 13320+ | 193.01+
3.7 236 1.7 53 10.0 12.4 29.1

T=Testigo, J+S=Jal y sustrato, M=Mezclado, S/M=Sin mezclar; n=2. ND= No Detectable
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Finalmente, la fraccion residual present6 una contribucién porcentual del 52.4% al
63%, en esta fraccion el valor mas pequefio observado fue correspondiente a la cepa
Klebsiella MC173 en el tratamiento con jal y sustrato sin mezclar. En general, no se
observaron variaciones resaltantes en las muestras analizadas en esta fraccion probablemente

debido a la limitada influencia que las cepas pueden elegir en silicatos.

Técnical. BCR
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Figura 19. Distribucidn porcentual de Ni en la técnica BCR.

Técnica Hall
En la figura 20 se puede apreciar la distribucion porcentual de Ni en las fracciones

consideradas por el método Hall, por medio de esta técnica se logrdé un porcentaje de
recuperacion del 101.48% al 168.59%. En la fraccion absorbida, intercambiable y unida a
carbonatos se observo un porcentaje de contribucion del 2.8% al 6.19%, ademas con la
segunda aplicacion del acetato de sodio se logrd recuperar del 64.9% al 139.18% del

contenido recuperado en la primera aplicacion.

En la fraccién unida a oxihidroxidos de Fe se encontrd una contribucién porcentual
del 8.2% al 15.04% del total encontrado para cada muestra por la técnica Hall, ademas por
medio de la segunda aplicacion del clorhidrato de hidroxilamina se recuperé del 67.27% al
196.8% del contenido de Ni extraido inicialmente. Los cambios en esta fraccion (tabla 20)
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son pequefios debido al bajo contenido de Niquel hallado en esta fraccion. La mayor
concentracion en esta fraccion fue la detectada en el ensayo con la cepa Escherichia N16
(4.53 mg/kg).

La fraccion unida a 6xidos de Fe represento6 del 7.9% al 16.0% del contenido total de
Ni hallado por esta metodologia, adicionalmente, por medio de la segunda aplicacion de
NH.OH-HCI 1.0 M se logré recuperar del 2.5% al 12.3% de la concentracién de Ni
recuperada por la primera digestion, por lo anterior, la variacion en la concentracion de Ni
no fue destacable (tabla 20).

En la fraccion unida a materia organica se observo la mayor contribucion porcentual
al contenido total de Niquel hallado en las muestras (37.6-64.4%) y se observaron cambios
resaltables entre el testigo realizado con jal e higuerilla (15.49 mg/kg) y los ensayos con jal
y sustrato mezclado (18.0 mg/kg) y sin mezclar (20.85 mg/kg). En los experimentos con

BPCV se observaron reducciones el contenido de Ni (tabla 20).
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Figura 20. Distribucion porcentual de Ni en la técnica Hall.
Finalmente, la fraccion residual presentd una contribucidn porcentual pequefia al total
de Ni recuperado por esta metodologia (6.8-12.1%), con excepcion del contenido encontrado

en el testigo con jal y sustrato mezclados (20.84 mg/kg).
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Técnica Urbina
En la figura 21 se puede apreciar la distribucion porcentual de Niquel para las distintas

fracciones consideradas por el método propuesto por Urbina Trinidad (2015). Mediante esta
técnica de fraccionamiento se logro recuperar del 109.31-193.01% del contenido hallado por
la técnica de extraccion total (EPA, 1996). Debido al bajo contenido de Niquel hallado las
fracciones potencialmente movilizables presentaron una baja concentracion y su

movilizacién no resulto facilmente evidenciable.

Técnica 3. Urbina
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Figura 21. Distribucion porcentual de Ni en la técnica Urbina

La fraccion soluble present6 una contribucion porcentual del 0.1% al 1.3% del total
recuperado por la técnica Urbina, en esta fraccion se detectd un ligero aumento en la
concentracion de Ni en los tratamientos con BPCV, siendo el mayor contenido hallado el de
la cepa Enterobacter MC101 (0.42 mg/kg).

La fraccion intercambiable del método Urbina representd del 3.0% al 4.2% del
contenido total hallado por este fraccionamiento, en el tratamiento con jal y sustrato sin
mezclar se detectd un aumento en la concentracion de Ni con las cepas Klebsiella MC173
(1.28 mg/kg) y Escherichia N16 (1.26 mg/kg) con respecto a su testigo (0.87 mg/kg), el
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ensayo con la cepa Klebsiella MC173 tuvo la misma movilidad (1.5 mg/kg) con respecto a
su testigo en el tratamiento con mezcla (1.12 mg/kg).

La fraccion unida a carbonatos presentd una contribucion porcentual del 1.2% al
11.3% de la suma total de Ni. El contenido de Ni presenté movilidad en esta fraccion, sin
embargo, no parecid seguir un patron especifico (Tabla 20), la mayor concentracion
encontrada para esta fraccion fue la del testigo de jal y sustrato sin mezclar (3.27 mg/kg).

En la fraccion unida a oxihidroxidos de Fe se hall6 un porcentaje de 2.4% al 3.4% del
total recuperado por este fraccionamiento, el contenido de Ni en las distintas muestras de
tratamiento analizadas tuvo variaciones pequefias (tabla 20). La fraccidn unida a éxidos de
Fe presentd un rango porcentual del 11.8% al 15.2% de la suma total recuperada por esta

técnica, entre los testigos analizados no se encontraron variaciones grandes (Tabla 20)

La fraccion unida a materia organica present6 una contribucién importante (27.1-
42.3%) al Ni total extraido, en esta fraccidn se observaron reducciones del contenido de Ni
en los ensayos con Klebsiella MC173 (12.11 mg/kg) y Enterobacter MC101 (9.04 mg/kg) al
compararse con su testigo (15.37 mg/kg) en el tratamiento con jal y sustrato mezclados; al
contrario, los ensayos con Klebsiella MC173 (11.82 mg/kg) y Escherichia N16 (11.78
mg/kg) presentaron mayor concentracion de Ni con respecto al testigo (10.80 mg/kg) en el

tratamiento sin mezclar.

La fraccion unida a sulfuros tuvo una contribucion porcentual del 18.8% al 42.2% del
contenido total de Ni hallado por esta técnica, la concentracion mas grande fue hallada en el
tratamiento realizado con la cepa Enterobacter MC101 (14.06 mg/kg). En el tratamiento con
jal y sustrato sin mezclar se observé un aumento en el contenido de Ni por influencia de las
cepas Klebsiella MC173 (8.50 mg/kg) y Escherichia N16 (9.30 mg/kg) con respecto a su
testigo (6.45 mg/kQ).

La ultima fase del fraccionamiento propuesto por Urbina Trinidad (2015) presento
una contribucion porcentual del 7.3% al 11.3. La concentracion de Ni hallada en las muestras
analizadas resulto ser congruente con los valores encontrados por la técnica Hall et al. (1995)
(Tabla 20).
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Figura 22. Fraccionamiento de Niquel con las técnicas BCR, Hall y Urbina.
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Comparacion de Técnicas

El mayor porcentaje de recuperacion para Ni correspondié al fraccionamiento
propuesto por Urbina Trinidad (2015), seguido por Hall y BCR. En general, el contenido de
Ni en las muestras analizadas no fue alto, una causa de ello es que en el distrito de Zimapan
no hay menas abundantes que contengan a este elemento, no obstante, suele relacionarse a
este elemento con Fe en la composicion de pirita, pirrotita y en menas de bornita como

impureza (Moreno et al., 2009).

La NOM-157-SEMARNAT-2009 no establece limites m&ximos permisibles para el
contenido de Ni para poder obligar a la realizacion de pruebas de movilidad, por otro lado,
la NOM-147-SEMARNAT-2004, establece LMP para suelos que han sido contaminados,
siendo de 1600 mg/kg para suelos de tipo agricola, residencial y comercial y de 20000 mg/kg
para suelos de tipo industrial, como es evidente, el contenido que se halld en las muestras no
sobrepaso estos limites (tabla 20). En cuanto al analisis de Ni como micronutriente, la
concentracion maxima hallada en las muestras (47.92 mg/kg) no sobrepaso los valores
optimos recomendados para el correcto desarrollo vegetal (100 mg/kg) (Seoanez Calvo,
1999).

La comparacidn de las técnicas de extraccion quimica secuencial utilizadas, luego de
ser agrupadas a las cuatro fracciones representativas (Figura 22), confirmé que en la fraccién
intercambiable el contenido de Ni fue bajo para los tres fraccionamientos, pues no supero el
10% en la mayoria de las muestras analizadas. Ademas, mediante el método de Urbina se

encontr6 al Ni como ion intercambiable probablemente asociado a arcillas y carbonatos.

En la fraccién reducible de los tres métodos se encontrd una contribucién mayor a la
intercambiable, no obstante, en la mayoria de las muestras analizadas, no superé el 20% del
contenido total hallado por las técnicas BCR y Urbina. Las técnicas BCR y Urbina
coincidieron en que el Niquel detectado en esta fraccion se encontr6 mayormente unido a

oxidos de Fe y Mn.

Se encontraron discrepancias en la fraccion oxidable de los tres métodos,
principalmente en el método BCR debido a que Unicamente se utilizé H,O, como agente

oxidante. La combinacion de KCIOs/HCI/HNO3z recuper6 mayor cantidad de Ni en los
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fraccionamientos restantes. Ademas, de acuerdo con los resultados obtenidos por la técnica
Urbina, el Ni de los jales mineros se encuentra principalmente unido a sulfuros,
probablemente como impureza. Estas diferencias en las metodologias también se reflejan en
sus fracciones residuales, de cualquier modo, el riesgo de movilidad de este elemento a
formas biodisponibles es menor al encontrado en el resto de los elementos analizados, y su
presencia no representa un peligro potencial para el desarrollo vegetal.

Se ha demostrado que R. communis es capaz de crecer en suelos con alto contenido
de Niquel y puede ser usado en la fitorremediacion de este elemento, incrementando su
eficacia cuando se utilizan enmiendas de suelo (Adhikari & Kumar, 2012; Bauddh et al.,
2015; Malarkodi et al., 2008).

3.2.6 Analisis de Especiacion de Plomo

En la tabla 21 se muestra la concentracion de Pb encontrada en las diferentes técnicas
de fraccionamiento utilizadas.
Técnica BCR

En la gréfica 23 se muestra la distribucion porcentual de Pb en las distintas fracciones
del método BCR. Mediante esta técnica se logré un porcentaje de recuperacién del 85.07%
al 120.64% de la concentracion de Pb obtenida por el método de extraccion 3052 (EPA,
1996), en la fraccion intercambiable y unida a carbonatos se observé una contribucion
porcentual al total recuperado por la técnica del 0.8% al 6.0%. Entre los testigos analizados
se encontraron variaciones en el contenido de Plomo (Tabla 21), en el ensayo realizado con
jal y sustrato mezclados se detectdé un cambio uniforme al compararse las cepas Klebsiella
MC173 (10.79 mg/kg), Enterobacter MC101 (11.0 mg/kg) y su testigo (46.75 mg/kg).

La fraccion reducible present6 la mayor contribucion porcentual del fraccionamiento
(55.3-72.2%). En el tratamiento con jal y sustrato mezclados se observd un aumento en el
contenido de Plomo en el ensayo con Klebsiella MC173 (947.19 mg/kg) al compararse con
su testigo (848.31 mg/kg).
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Tabla 21. Concentracion de Pb (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccién quimica secuencial.

Fraccion Testigo Jal TJ+SM TJ+SS/M | MC173M MC101 M MC173 S/IM N16 S/M

Técnica 1. BCR
Facrt Intercambiable y unida a 64.88 + 46.75 £ 3413 + 10.79 11.00 £ 72.34 + 26.85 +
carbonatos 0.3 2.9 4.0 0.0 2.5 19.0 2.9
Fecro | Reducible 876.45 + 848.31 + 689.62 + 947.19 + 834.69 + 775.44 + 881.57 +
145.8 93.9 25.0 66.6 7.3 83.2 5.8
Fecrs | Materia organica 42.40 + 51.68 + 70.66 + 47.13 51.24 + 56.41 + 47.30 +
2.0 10.9 12.8 2.9 14.8 22.9 43
Focra | Residual 288.56 + 382.87 + 451.52 £ 306.46 + 326.05 308.44 + 309.32 £
16.8 28.1 113.0 11.0 57.5 18.0 39.7
¥(Facri~Facra) 1330.11 ¢ 1329.61+ | 124593+ 131157 1222.98 + 1212.64 + 1265.03 £
172.0 135.7 154.4 80.5 77.03 40.6 44,1
Porcentaje de Recuperacion 98.20 + 98.23 + 94,52 + 120.64 + 92.16 85.07 114.62 +
8.6 6.0 10.5 2.0 5.2 2.1 5.0

Técnica 2. Hall
Fr Absorbida/ intercambiable/ 50.95 + 70.37 £ 53.70 + 52.60 + 68.62 + 66.60 + 54.85 +
carbonatos 0.1 3.9 2.0 15 1.3 0.9 2.8
Frss Absorbida/ intercambiable/ 74.71 + 63.56 + 73.36 + 76.80 60.37 76.80 + 93.09 +
i carbonatos Il 3.2 4.3 0.6 0.2 10.4 0.2 5.3
Fip Oxihidréxidos de Fe 79.75 + 46.05 + 53.03 + 42.62 + 35.35+ 44.30 + 108.30 +
0.8 2.7 11.2 3.0 10.0 0.3 0.7
Fips | Oxihidréxidos de Fe Il 161.65 + 159.85 + 148.52 + 167.44 + 164.97 + 159.43 + 162.75 +
: 11.5 0.3 17.3 3.2 1.0 16.8 0.7
Frs Oxidos de Fe 747.05 + 74152 + 688.76 + 700.27 + 681.07 + 707.29 + 616.24 +
84.1 16.9 12.7 5.3 67.7 3.2 14.2
Fiss | Oxidos de Fe Il 43.49 + 36.32 + 32.65+ 31.07 33.67 30.69 + 31.78 £
: 14.0 1.9 1.4 5.2 2.6 4.3 1.6
Fiu Materia orgénica 295.73 + 294.41 + 246.48 + 243.11 + 267.73 + 254.55 + 239.76 +
3.0 11.9 3.4 10.7 35 0.5 2.0
Frs Residual 21.24 + 333.53 + 17.48 + 32.25 + 17.45 + 19.43 + 17.75 +
5.7 37.1 0.7 2.2 3.9 4.2 3.9
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Fraccion Testigo Jal TJ+SM T J+S S/IM MC173 M MC101 M MC173 S/IM N16 S/M
T (Fri~Fiis) 147457 + 1745.60 + 1313.97 + 1346.16 + 1329.24 + 1359.10 £ 132452 +
114.4 65.9 12.8 3.5 67.3 6.0 22.0
Porcentaje de Recuperacion 109.3+ 129.32 + 99.75 + 124.00 £ 100.18 + 95.37 119.98 +
13.1 10.1 0.3 5.9 4.4 1.2 0.9

Técnica 3. Urbina

Fur | Soluble 0.9:(;); ND O'Gg; ND ND ND ND
Fu2 Intercambiable ND ND 0'3?); 0'432 0'333 ND O.Sgg
Fus Carbonatos 198.35 + 26.07 158.98 + 220.65 + 1459 + 212.75 + 334.89 +
28.2 5.4 45.9 12.9 5.9 33.2 54
Fus Oxihidroxidos de Fe 89.89 + 67.92 + 68.13 + 114.39 + 102.70 + 73.63 £ 85.24 +
3.0 6.1 16.8 6.4 1.7 35 6.1
Fus Oxidos de Ee 412.58 + 415,95 + 389.42 + 435,99 + 412.69 + 473.38 + 455,07 =
19.8 13.1 23.3 21.8 21.2 8.3 34.5
Fus Materia organica 117.22 + 87.87 + 113.70 £ 133.19 + 155.59 + 12411 + 104.42 +
6.7 59 24.3 55 9.9 9.6 6.1
Fur Sulfuros 308.60 + 309.57 + 262.63 + 317.85 + 309.57 + 406.56 + 367.98 +
22.1 23.1 29.7 30.1 15.6 40.4 6.0
Fus Residual 24,58 + 24.54 + 2587 + 20.69 + 20.62 + 33.36 + 21.76 +
2.6 8.4 7.2 0.3 2.1 13.9 0.0
¥ (Fui~Fue) 1152.15 + 931.92 + 1019.80 + 1243.18 + 1016.09 + 1323.79 + 1369.89 +
7.2 27.1 67.5 40.7 7.2 42.5 34.6
Porcentaje de Recuperacion 82.28 + 69.03 £ 77.45 + 114.42 + 76.59 + 92.88 + 124.09 +
3.1 4.8 6.1 1.4 1.1 2.2 2.0

T=Testigo, J+S= Jal y sustrato, M=Mezclado, S/M=Sin mezclar. n=2. ND= No Detectable.
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Ademas, en el tratamiento sin mezcla se hallé la misma movilidad al contrastar el Pb obtenido
con las cepas Klebsiella MC173 (775.44 mg/kg) y Escherichia N16 (881.57 mg/kg) con
respecto al testigo (689.62 mg/kg).

En la fraccion unida a materia organica se encontré una contribucion pequefia (3.3-
5.7%) al total recuperado por el fraccionamiento. En el testigo del tratamiento con jal y sustrato
sin mezclar (70.66 mg/kg) se observé un aumento en el contenido de Plomo con respecto al
testigo realizado con jal e higuerilla (42.40 mg/kg).

Técnical. BCR
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Figura 23. Distribucion porcentual de Pb en la técnica BCR

Finalmente, la fraccién residual presentd una contribucion porcentual del 22.7% al
36.2% del total recuperado por el método BCR, en esta fase del fraccionamiento se encontraron
variaciones en los tratamientos que utilizaron BPCV, probablemente por su influencia en la
distribucion de los elementos. (Tabla 21). Se destacaron los ensayos con jal y sustrato sin
mezclar, con resultados similares con las cepas Klebsiella MC173 308.44 mg/kg y Escherichia
N16 309.32 mg/kg).

Técnica Hall

La grafica 24 presenta la distribucion porcentual de Pb en las fracciones consideradas

por el método Hall et al. (1995), por medio de esta tecnica se logré recuperar del 95.37% al

129.32% de la concentracion de Plomo hallada por medio de la técnica de extraccion total
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(EPA, 1996). En la fraccion AIC se observo un porcentaje de contribucion del 7.7% al 11.17%,
a su vez, la segunda aplicacion de acetato de amonio tuvo un porcentaje de recuperacion del
88.0% al 169.73%. La influencia de las BPCV se pudo apreciar en el tratamiento con jal y
sustrato sin mezclar, las cepas Klebsiella MC173 (143.41 mg/kg) y Escherichia N16 (147.93
mg/kg) presentaron un mayor contenido de Plomo con respecto al testigo (127.06 mg/kg).

La fraccion unida a oxihidroxidos de Fe presentd una contribucién porcentual del
11.8% al 20.46% al total recuperado por la técnica Hall, ademas, por medio de la segunda
aplicacion de clorhidrato de hidroxilamina 0.25 M se logré extraer mayor contenido de Plomo
(150.28% al 466.6%), En esta fraccion la aplicacion de sustrato influyo en la distribucion de
Plomo pues se encontr6 un menor contenido del elemento en los testigos realizados con jal y
sustrato con mezcla (205.90 mg/kg) y sin mezcla (201.55 mg/kg) al compararse al testigo
realizado Unicamente con jal e higuerilla (241.40 mg/kg). Las cepas utilizadas no presentaron
cambios notables en la movilidad de Plomo, a excepcidn del tratamiento con Escherichia N16
(271.05 mg/kg).

Técnica 2. Hall
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Figura 24. Distribucion porcentual de Pb en la técnica Hall.

En la fraccion unida a 6xidos de Fe del método Hall se encontré una contribucion
porcentual del 44.6 % al 54.9% del total recuperado en cada muestra, adicionalmente por
medio de la segunda aplicacion de clorhidrato de hidroxilamina 1.0 M se obtuvo un porcentaje
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de recuperacion del 4.3% al 5.8% de la concentracion de Plomo obtenida con la primera
aplicacion de este reactivo. En esta fraccion el contenido de Plomo present6 una reduccion en
los ensayos con las cepas Klebsiella MC173 (731.34 mg/kg) y Enterobacter MC101 (714.74
mg/kg) con respecto a su testigo (777.84 mg/kg) en el disefio experimental con mezcla de jal

y sustrato.

La fraccion unida a materia organica present6 una contribucion del 16.9% al 20.1% del
total recuperado por la técnica Hall. En el tratamiento con jal y sustrato mezclados se detectd
una disminucion en la concentracion de Plomo en los tratamientos con las cepas Klebsiella
MC173 (243.11 mg/kg) y Enterobacter MC101 (267.73 mg/kg) con respecto al testigo (294.41
mg/kg). Finalmente, la fraccion residual presentd una contribucién porcentual del 1.3% al
2.4%, a excepcion del contenido encontrado en el testigo de jal y sustrato mezclados, el cual
presentd 333.53 mg/kg de Pb (19.1%).

Técnica Urbina

En la figura 25 se muestra la distribucion porcentual de Plomo en el fraccionamiento
realizado con el método propuesto por Urbina (2015). Por medio de esta técnica se logro un
porcentaje de recuperacion del 69.03-124.09% con respecto al contenido de Pb obtenido por
el método de extraccion total (EPA, 1996).

En la fraccién soluble sélo se logré detectar contenido de Plomo en las muestras de jal
con higuerilla 'y jal con sustrato SM, sin embargo, la contribucion porcentual en ambos fue del
0.1%, en cuyos casos no sobrepasd 1 mg/kg (Tabla 21). En la fraccién intercambiable no se
detectd concentracion de Plomo en 3 muestras, asimismo, aquellos ensayos que presentaron
contenido de Pb tuvieron una contribucién porcentual muy baja (0.03-0.04%) al total
recuperado por la técnica.

La fraccion unida a carbonatos del método Urbina presentd una contribucion
porcentual del 1.4% al 24.45%, la concentracion hallada en las distintas muestras analizadas

presento variaciones grandes que no permitieron establecer un patrén de movilidad (Tabla 21).
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La fraccion unida a oxihidroxidos de Fe tuvo un porcentaje del 5.6% al 10.1%. El
contenido de Pb fue mayor en el testigo de jal (89.89 mg/kg) que en los realizados con jal y
sustrato mezclados (67.92 mg/kg) y sin mezclar (68.13 mg/kg). La influencia de las cepas
Klebsiella MC173 (114.39 mg/kg) y Enterobacter MC101 (102.70 mg/kg) aumento la

concentracion de Pb en esta fraccion.

Técnica 3. Urbina
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Figura 25. Distribucion porcentual de Pb en la técnica Urbina
En la fraccion unida a 6xidos de Fe se observo una contribucion porcentual del 33.22%
al 44.6% del total recuperado de Plomo por la técnica Urbina de fraccionamiento. EI contenido
de Plomo se vio aumentado en los ensayos con las cepas Klebsiella MC173 (435.99 mg/kg) y
Escherichia N16 (412.69 mg/kg) al compararse con la concentracion obtenida en el testigo

(389.42 mg/kg) del tratamiento con jal y sustrato sin mezclar.

La fraccidn unida a materia organica presenté un rango porcentual de 7.62-15.3% del
contenido total de Plomo recuperado por la técnica propuesta por Urbina Trinidad (2015), en
esta fase la influencia de las cepas Klebsiella MC173 (133.19 mg/kg) y Enterobacter MC101
(155.59 mg/kg) aumento la concentracion de Pb al compararse con el testigo (87.87 mg/kg) en

el tratamiento de jal y sustrato mezclados.
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En la fraccion unida a sulfuros se observo una contribucion porcentual del 25.6% al
33.2%, los cambios en la concentracion de Pb entre las diferentes muestras analizadas no

presentaron un patrén (Tabla 21).

Por ultimo, la fraccion unida a silicatos tuvo un rango de contribucion porcentual del
1.6% al 2.6% del total recuperado por el fraccionamiento propuesto por Urbina (2015), los
cambios en esta fraccion fueron pequefios en comparacion a los observados en las fracciones
potencialmente movilizables (Tabla 21).
Comparacion de Técnicas

De las tres técnicas empleadas en el fraccionamiento de Pb, el método Hall presentd el
mayor porcentaje de recuperacion, seguido por BCR y Urbina. La concentracion de Plomo
encontrada en las muestras analizadas se relaciona con las menas del distrito de Zimapan, de
las cuales destacan la boulangerita, galena, jamesonita y vanadinita, a su vez, su presencia se

asocia estructuralmente a Fe, Zn, y Cd, entre otros (Moreno et al., 2009).

Del analisis de peligrosidad ambiental, la NOM-052-SEMARNAT-2005 obliga a
clasificar a los jales analizados como peligrosos al sobrepasar el LMP en Pb de 100 mg/kg con
base al contenido total de Pb encontrado (Tabla 21). Ademas, también se sobrepaso6 el LMP

para suelos de tipo industrial contaminados por Plomo (800 mg/kg).

Anju & Banerjee (2010) y Tlustos et al. (2005) han realizado comparaciones de
técnicas de fraccionamiento de Plomo en suelos y jales mineros. Al igual que en los otros EPT
analizados, las tres técnicas fueron divididas en cuatro fracciones representativas para su

comparacion, distinguiéndose estas como intercambiable, reducible, oxidable y residual.

El Plomo hallado en la fraccion intercambiable del método Urbina fue mayor al
extraido por las técnicas Hall y BCR, este contenido recuperado se debe al uso de NaOAc 1.0
My el tiempo de retencidn usado (10 horas), este Pb se asocia a la presencia de carbonatos en
las muestras analizadas, por lo tanto, podria encontrarse cerusita (PbCO3) como componente
mineral de los jales. Ademas, Anju & Banerjee (2010) destacan la habilidad del CaCO3 como
un fuerte absorbente de Pb, y formador de complejos como CO3z-PbCO:s.
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Figura 26. Fraccionamiento de Plomo con las técnicas BCR, Hall y Urbina.
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La fraccion reducible de las técnicas BCR y Hall presenté més del 50% de la suma total
del Plomo recuperado. En la técnica Urbina vario del 39.44% al 51.92%. De acuerdo con los
resultados obtenidos en los fraccionamientos Hall y Urbina, la mayor parte del Pb reducible
se encuentra unido a 6xidos de Fe y Mn. La adsorcién de cationes de Plomo en déxidos de Fe
y Mn ha sido sugerida como un mecanismo de fijacion universal, pues estos minerales son
colectores importantes de metales en suelos, particularmente en rangos altos de pH (pH > 7.0)
(Anju & Banerjee, 2010; Favas et al., 2011).

La cantidad de Pb oxidable con H202 en el método BCR fue baja, variando de 42.40-
70.70 mg/kg. En contraste, la cantidad de Pb recuperada con KCIOz/HCI/HNOs en el método
Hall alcanzé hasta 295.72 mg/kg. De acuerdo con el fraccionamiento propuesto por Urbina se
lograron extraer hasta 406.60 mg/kg de Plomo asociado a sulfuros primarios, esto corresponde
a la presencia de galena (PbS) como mena de Zimapan (Azpeitia Caballero, 2007). EI Plomo
recuperado en la fraccion residual de las técnicas Hall y Urbina fue menor al extraido en el
método BCR, como consecuencia de los reactivos empleados.

Moreno Tovar et al., (2012) realizd un analisis por difraccion de rayos x (DRX) en
jales mineros del distrito de Zimapan, determinanando fases minerales de anglesita (PbSOa),
cerusita (PbCO3) y plumbojarosita [Pb((Fes(OH)s(SO4)2)2], ademés confirmd por

microanalisis con microscopio electronico de barrido la presencia de anglesita y cerusita.

3.2.7 Andlisis de Especiacion de Zinc

En la tabla 22 se muestra la concentracion de Zinc obtenida para cada una de las
fracciones establecidas por los métodos de fraccionamiento utilizados en el andlisis de
movilidad.

Técnica BCR

En la figura 27 se muestra la distribucion de Zinc en las diferentes fracciones del
método de extraccidn secuencial BCR. Por medio de esta técnica se logré recuperar del 100.92
al 153.28% del contenido total de Zn hallado en las muestras por el método de extraccion total
utilizado (EPA, 1996).
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Tabla 22. Concentracion de Zn (mg/kg de masa seca) encontrada en las muestras por las técnicas de extraccién quimica secuencial.

Fraccion Testigo Jal TJ+SM T J+S SIM MC173 M MC101 M MC173 SIM N16 S/M
Técnica 1. BCR
Facry Intercambiable y unida a 749.89 + 812.08 + 779.22 + 461.08 + 478.90 + 738.29 + 649.30 +
carbonatos 145.9 85.4 13.2 51.1 102.3 144.6 50.2
Fecrs | Reducible 1779.98 £ 2003.53 + 1665.15 + 1967.72 £ 1858.26 £ 1559.35 1865.53 £
14.8 14.7 33.0 76.1 214.7 23.1 65.7
Fecrs | Materia organica 461.28 + 443,95 + 439.06 + 328.65 + 373.65 387.60 + 505.31
32.7 20.0 425 8.8 5.3 8.6 21.3
Fecrs | Residual 1042.26 £ 1003.34 + 1064.27 £ 942.42 + 891.15 + 885.14 + 847.33
17.7 67.5 95.7 19.8 2.9 27.7 1.9
¥(Facri~Facra) 4033.41 + 4262.89 + 3947.70 + 3699.87 + 3601.96 + 3570.38 + 3867.47
181.4 52.6 118.34 116.2 120.6 186.8 139.1
Porcentaje de Recuperacion 153.28 + 13153 + 122.06 + 116.00 + 100.92 + 107.13 + 109.99 +
7.8 0.7 1.6 1.9 2.2 7.4 3.3
Técnica 2. Hall

Fr Absorbida/ intercambiable/ 348.86 + 406.82 + 326.87 + 353.14 + 416.08 + 375.60 + 299.52 +
carbonatos 10.0 23.9 2.6 2.1 4.2 2.5 13.9
Frss Absorbida/ intercambiable/ 254.63 + 181.43 + 252,51 + 236.18 + 191.64 + 215.58 + 325.77
: carbonatos Il 19.4 14.4 20.2 6.7 16.2 38.0 10.6
Fip Oxihidréxidos de Fe 776.73 + 463.59 + 694.46 + 653.44 + 519.10 + 394.67 + 800.04 +
1.1 36.4 33.8 18.1 23.5 19.6 22.5
Fips | Oxihidréxidos de Fe Il 724.29 + 709.16 + 556.44 + 551.35 + 626.57 + 791.42 + 612.84 +
: 38.1 315 34.4 67.5 109.5 4.2 17.0
Frs Oxidos de Fe 1323.17 + 1313.85+ 1270.42 + 1277.96 + 1272.41 + 1282.88 + 1252.85 +
33.2 14.3 29.4 12.6 14.4 37.4 30.9
Fuso | Oxidos de Fe Il 73.82 61.96 + 71.44 + 50.57 + 58.81 + 67.78 + 67.25 +
: 35.3 4.3 5.1 48 16.2 2.7 0.1
Fiu Materia orgénica 920.50 + 1323.45 + 1235.83 + 1123.45 + 1185.08 + 1403.63 + 1512.00 £
34.3 18.0 3.1 8.1 1.4 25.2 17.9
Frs Residual 174.64 + 1219.81 + 181.88 + 192.19 + 87.86 + 94.88 + 144.36 +
4.0 0.3 11.4 6.1 10.3 1.3 0.3
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Fraccién Testigo Jal TJ+SM T J+S S/IM MC173 M MC101 M | MC173 S/M N16 S/M
E(Fii~Fris) 4596.65 + 5680.06 + 4589.83 + 4438.21 + 4357.55 + 4626.44 + 5014.63 +
104.7 35.5 60.6 21.2 134.6 67.5 77.34
Porcentaje de Recuperacion 174.65 + 175.28 £ 141,93 + 139.18 + 122.11 + 138.78 + 142.64 +
2.9 4.2 0.5 15 2.4 4.4 3.10

Técnica 3. Urbina

Fus Soluble 9.78 + 16.51 + 6.90 £ 5.56 + 9.43 + 14.07 + 9.97 +
0.3 1.1 0.4 0.3 2.8 0.0 1.9
Fus Intercambiable 4373 % 3235+ 43.66 + 39.03 + 46.29 + 33.67 + 26.41 +
1.3 2.5 5.0 2.7 1.0 0.5 1.3
Fus Carbonatos 489.80 + 232.54 + 225.29 + 530.57 + 586.54 + 428.20 + 739.86
120.7 41.1 11.9 115 33.3 36.0 12.2
Fue Oxihidréxidos de Fe 214.68 = 175.59 + 170.28 + 269.10 + 202.52 + 149.44 + 194.96 +
3.2 7.3 8.4 60.9 2.6 4.0 15.9
Fus Oxidos de Fe 1246.68 + 1194.93 + 1216.69 + 1262.86 + 1209.58 + 1236.36 1292.16 +
2.9 22.8 26.1 8.9 39.7 9.1 14.6
Fus Materia orgénica 930.91 + 1034.46 + 905.54 + 936.51 + 953.12 + 1055.27 + 899.44 +
92.5 23.8 4.3 15.2 78.1 44.1 7.8
Fur Sulfuros 874.94 + 957.70 + 895.00 897.91 + 1007.79 + 1034.51 + 993.31 +
5.6 34.6 14.1 45.8 3.1 35.4 160.3
Fus Residual 106.94 + 90.53 + 101.29 + 51.09 + 58.81 + 58.50 + 59.05 +
27.1 13.0 16.3 14.3 16.2 0.4 34.2
T(Fu~Fus) 3917.45 + 3734.61 3564.65 + 3992.63 + 407417 + 4010.03 + 4215.16 +
14.4 18.1 6.3 107.2 164.1 314 147.1
Porcentaje de Recuperacion 148.85 + 115.24 + 110.24 + 125.18 + 114.15 + 120.26 + 119.91 +
0.4 15 1.6 14 3.3 1.1 49

T=Testigo, J+S= Jal y sustrato, M=Mezclado, S/M=Sin mezclar. n=2.
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En la fraccion intercambiable y unida a carbonatos se encontré del 12.5% al 20.7% del
Zn total recuperado por esta metodologia. En el tratamiento con jal y sustrato mezclados se
hall6 una concentracion de 461.08 mg/kg en el ensayo con Klebsiella MC173 y 478.90 mg/kg
con la cepa Enterobacter MC101, que al compararse con el testigo (812.08 mg/kg) sugiere que

las cepas influyeron en la reduccion del contenido de Zn.

En la fraccion reducible del método BCR se observo una contribucion porcentual del
42.2% al 53.2% del contenido total de Zinc obtenido. En los ensayos realizados con las cepas
Klebsiella MC173 (1967.72 mg/kg) y Enterobacter MC101 (1858.26 mg/kg) se detectaron
reducciones en la concentracion de Zn con relacion al testigo (2003.53 mg/kg) en los
tratamientos de jal y sustrato mezclados.
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Figura 27. Distribucion porcentual de Zn en la técnica BCR.

En la fraccion unida a materia organica se encontré un rango porcentual del 8.9% al
13.07% del total encontrado de Zinc. En esta fraccion se observé una disminucion del
contenido de Zn al compararse la concentracion hallada en el testigo realizado con jal e
higuerilla (461.28 mg/kg) y los testigos elaborados con jal y sustrato mezclados (443.95
mg/kg) y sin mezclar (439.5 mg/kg). Ademas, se observaron disminuciones en el contenido de
Zn en los ensayos que incluyeron a Klebsiella MC173 (328.65 mg/kg) y Enterobacter MC101
(373.65 mg/kg) en macetas con jal y sustrato mezclados.
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La fraccion residual present6 una contribucion porcentual de 21.91-27% al total de Zn
encontrado por esta metodologia (BCR), la variacion entre la concentracion hallada en las
muestras fue pequefia comparada al rango de valores encontrados (Tabla 22).

Técnica Hall

En la figura 28 se muestra la distribucion porcentual de Zn en las fracciones del método
Hall, por esta técnica se logro recuperar del 122.11% al 175.28% del contenido total hallado
por esta metodologia. En la fraccion AIC se encontrd una contribucion porcentual del 10.4%
al 13.9% de la suma total recuperada, adicionalmente por la segunda aplicacion NaOAc se
logré recuperar del 44.6% al 108.8% del Zn extraido por el primer ataque. De los cambios
registrados en esta fraccion destacd la concentracion obtenida en el tratamiento con la cepa
Escherichia N16 (625.29 mg/kg) con respecto al testigo analizado (579.38 mg/kg) en el

tratamiento con jal y enmienda sin mezclar.
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Figura 28. Distribucidn porcentual de Zn en la técnica Hall.

En la fraccion unida a oxihidréxidos de Fe se obtuvo un porcentaje del 20.6% al 32.7%
de la suma total recuperada de Zn por esta metodologia, ademas, la segunda aplicacion del

reactivo extractante tuvo un alto porcentaje de recuperacion (76.6-200.5%) con respecto al Zn
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extraido inicialmente. En general, todos los tratamientos con enmienda orgénica presentaron

reducciones en el contenido de Zn con respecto a los testigos elaborados (Tabla 22).

La fraccion unida a 6xidos de Fe presentd una contribucion porcentual del 24.2% al
30.5% del total recuperado por la metodologia Hall, en esta fraccibn como en los otros
elementos se obtuvo un bajo porcentaje de recuperacion con la segunda aplicacion del reactivo
extractante (4.0-5.6%), en el tratamiento de jal y sustrato mezclados se observé una reduccion
en la concentracion de Zn con las cepas Klebsiella MC173 (1328.53 mg/kg) y Enterobacter
MC101 (1331.22 mg/kg) con respecto a su testigo (1375.81 mg/kg).

La fraccién unida a materia organica tuvo un rango de contribucion porcentual del
20.0% al 30.3% de la suma total recuperada de Zn, en esta fraccion se observd un aumento en
el contenido de Zn entre los testigos realizados con jal y sustrato mezclados (1323.45 mg/kg),
sin mezclar (1235.83 mg/kg) y el de jal con R. communis (920.50 mg/kg). En el ensayo con
mezcla y las cepas Klebsiella MC173 (1123.45 mg/kg) y Enterobacter MC101 (1185.08
mg/kg) se detectd una concentracion aun menor de Zn, por otro lado, la influencia de las cepas
Klebsiella MC173 (1403.63 mg/kg) y Escherichia N16 (1512 mg/kg) tuvo el efecto contrario

en la movilidad de este elemento en el ensayo sin mezclar.

La fraccidn residual presentd un rango porcentual bajo (2.0-4.3%) al total recuperado,
a excepcion del contenido hallado en la muestra de testigo y jal sin mezcla que presentd un
porcentaje de 21.5% (1219.81 mg/kg). El resto de las muestras analizadas no presenté cambios
resaltables (Tabla 22).

Técnica Urbina

En la figura 29 se muestra la distribucion porcentual de Zinc en las fases del
fraccionamiento propuesto por Urbina (2015). Por esta técnica se recuperd del 110.23% al
148.85% del contenido total recuperado en las muestras (EPA, 1996). En la fraccion soluble
se encontrd una contribucion porcentual del 0.1% al 0.4% al total encontrado por la técnica,

por su magnitud, este valor no es apreciable en la figura 23.

La fraccion intercambiable tuvo un rango de contribucion porcentual bajo (0.63-1.2%)
al total recuperado por la técnica, ademas, el contenido hallado en los tratamientos realizados

con jal y sustrato sin mezclar y las cepas Klebsiella MC173 (33.67 mg/kg) y Escherichia N16
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(26.41 mg/kg) present6 una reduccion en la concentracion con relacion al testigo analizado
(43.66 mg/kg).

La fraccidon unida a carbonatos presentd una contribucién porcentual del 6.2% al
17.55%, se observd una reduccion en el contenido de Zn en los testigos que se aplicé enmienda
orgénica, sin embargo, la concentracion obtenida en todos los tratamientos indicdé una
movilidad opuesta por accion de las BPCV empleadas (Tabla 22), de las cuéles la de mayor

magnitud fue la encontrada con Escherichia N16 (739.86 mg/kg).

Técnica 3. Urbina

100%

et e

g

e
e

N
\
)

S
TR

S

e
25
£
£
£

Y
Bl
S

90%

i
i

o
s

o

& residual

el

ok

80%

o

i sulfuros
70%

% materia organica
g 60%

1 6xidos de Fe 50%

# oxihidroxidos de 40%
Fe .
1 carbonatos 30%

0,
& intercambiable 20%

10%
I soluble

0%
TestigoJal TJ+S  TJ+SS/M MC173 M MC101 M MC173 SM N16 SM
Mezcla

Figura 29. Distribucion porcentual de Zn en la técnica Urbina.

En la fraccién unida a oxihidroxidos de Fe se hallé una contribucién porcentual del
3.7% al 6.7%, se detectaron disminuciones de Zn en los testigos realizados con jal y sustrato
mezclados (175.59 mg/kg) y sin mezclar (170.28 mg/kg) en relacién con el testigo con jal
(214.68 mg/kg). Ademas, se observaron reducciones en el contenido de Zn en los tratamientos
realizados con las cepas Klebsiella MC173 (269.10 mg/kg) y Enterobacter MC101 (202.52

mg/kg) en el disefio experimental con jal y sustrato mezclados.

En la fraccion unida a 6xidos de Fe se observé un rango porcentual de contribucion de
29.7-34.1% al total recuperado por la técnica Urbina (2015), en esta fraccion los cambios en

la movilidad de Zn fueron pequefios al compararse con la concentracion hallada en todas las
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muestras, no obstante, en todos los tratamientos con cepas se observéd una reduccién en la
concentracion de Zn (Tabla 22), con respecto al testigo realizado Unicamente con jal e

higuerilla.

En la fraccion unida a materia organica se encontré una contribucion porcentual del
21.34 al 27.7%. En el tratamiento con jal y sustrato mezclados se observaron disminuciones
en la concentracion de Zn en los ensayos con Klebsiella MC173 (936.51 mg/kg) vy
Enterobacter MC101 (953.12 mg/kg) con relacion al testigo realizado (1034.46 mg/kg).

La fraccion unida a sulfuros presentd una contribucién porcentual del 22.3% al 25.8%
de la concentracion total de Zn hallada por el fraccionamiento, los cambios en esta fraccion no
siguieron un patron como en las otras fases, sin embargo, se observaron cambios por la

influencia de las BPCV empleadas en todos los tratamientos (Tabla 22)

En la fraccion residual del fraccionamiento propuesto por Urbina (2015) se encontrd
una contribucién porcentual pequefia (1.3-2.8%) a la suma total, no obstante, en todos los
tratamientos en los que se utilizaron BPCV se observo una disminucion en el contenido de Zn
(Tabla 22).

Comparacién de Técnicas

La presencia de Zn en las muestras analizadas se relaciona con la mena abundante de
esfalerita en el distrito de Zimapan, a su vez, este mineral se asocia frecuentemente con Cd,
Pb y As (Moreno et al., 2009).

Con respecto al analisis de peligrosidad ambiental, la NOM-052-SEMARNAT-2005
no establece un LMP de Zn para clasificar a un residuo como peligroso, lo mismo sucede con
la NOM-147-SEMARNAT-2004. No obstante, segun los lineamientos establecidos por la
USEPA (1993), debido a la concentracion de Zn encontrada en los jales (>200) el depdsito
debe ser clasificado como muy contaminado. La alta concentracién de Zn hallada en las
muestras analizadas se encuentra por encima de la concentracion indicada para micronutrientes
(100 mg/kg) lo cual implicaria encontrar sintomas de fitotoxicidad en las plantas empleadas,
algunos de los dafios comunes por alta concentracion de Zn son clorosis en las hojas, inhibicion

de la fotosintesis y retardo en el crecimiento (Seoanez Calvo, 1999).

140



Capitulo I11. Resultados y Discusion

Favas et al. (2011), realizaron un andlisis del contenido de Zn en jales de la mina
Ervedosa. Anju & Banerjee (2010) y Tlustos et al. (2005) han realizado comparaciones de
técnicas de extraccion quimica secuencial de Zn en jales mineros y suelos respectivamente. Al
igual que con los otros elementos analizados las técnicas fueron divididas en cuatro fracciones

representativas para su comparacion (Figura 30).

Se obtuvieron resultados similares en la fraccion intercambiable de las tres técnicas, en
la mayoria de las muestras analizadas el contenido de Zn recuperado en la técnica BCR fue
mayor al del método Hall. La fraccion soluble del Zn llego a alcanzar hasta 776.23 mg/kg, esto
coincide con el caracter labil de este elemento, pues se encuentra en forma soluble a pH neutro
0 acido (Evanko & Dzombak, 1997). La técnica Urbina reveld que en esta fraccion el Zn se
encuentra asociado principalmente a carbonatos (ZnCOs) e hidroxidos (Zn(OH)2), esto se
asocia al pH neutro encontrado en los jales (Baird, 2001), aunque también por su naturaleza

i6nica también puede llegar a formar complejos con el carbonato de calcio (CaCOs).

Se encontraron variaciones relevantes en el Zn recuperado bajo condiciones reductoras
de las tres técnicas, hallando mayor contribucion en el método Hall, en el cual se rebaso el
50% del total de Zn hallado en la mayoria de las muestras. Particularmente, las técnicas Hall
y Urbina coincidieron al encontrarse al Zn mayormente unido a éxidos de Fe y Mn, no
obstante, la cantidad de Zn extraida en el método Hall fue mucho mayor a la del método
Urbina.

El Zinc recuperado en la fraccion oxidable del método Urbina fue mayor que el hallado
en las técnicas Hall y BCR, en ese orden. En la técnica BCR, con el uso de H20, como agente
oxidante, se hallaron hasta 505.31 mg/kg de Zn asociados a materia organica. De acuerdo con
los resultados del método Urbina el Zn oxidable se encontr6 preferentemente unido a sulfuros
primarios, la esfalerita (ZnS) es la principal especie mineral portadora de Zn en los jales, esta

es relativamente abundante en el distrito de Zimapan (Moreno Tovar et al., 2012).

La fraccion residual del método BCR presento mayor contribucion al total recuperado
que las técnicas Hall y Urbina, esto se debe al uso de KCIOs/HCI/HNO3 como agente oxidante
en el paso anterior, aunque se desconoce la cantidad de silicatos que pueden ser disueltos con

esta combinacidn de reactivos la influencia en los resultados es evidente.
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Figura 30. Fraccionamiento de Zinc con las técnicas BCR, Hall y Urbina.
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3.3 Analisis de la Varianza

Se encontr6 normalidad en la distribucion de las variables aleatorias agrupadas
(fracciones BCR, Hall y Urbina) con el uso del estadistico de prueba Kolmogorov-Smirnov
Lilliefors. Como resultado del andlisis de varianza (ANOVA) de un factor aplicado a las
técnicas de extraccion quimica secuencial analizadas se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones de EPT en las fracciones representativas (intercambiable, reducible,
oxidable y residual) en el nivel de significancia del valor p<0.05 por la prueba de diferencia

honesta significativa de Tukey (Tabla 23).

En la fraccion intercambiable de los tres métodos se encontraron diferencias
significativas entre las tres técnicas, principalmente al comparar a la técnica Urbina con BCR
y Hall, estas diferencias pueden atribuirse al nimero de fracciones en que se dividen estas
especies quimicas, a los reactivos extractantes utilizados, la afinidad de los EPT, al tiempo de
retencion y a la temperatura utilizada. De este modo, la fraccion reducible del método Hall
proporciono resultados significativos en la extraccion de todos los EPT al compararse con las
otras dos técnicas, probablemente debido al énfasis que se realiza en las especies unidas a

oxihidroxidos y 6xidos.

Los resultados obtenidos en las fracciones oxidables sugieren que pueden obtenerse
resultados distintos al aplicar cualquiera de las tres técnicas, no obstante, debido a la
composicion del jal, resulta conveniente evaluar las porcion de EPT enlazada a sulfuros
primarios (Técnica Urbina). En la fraccion residual también fue posible hallar diferencias
relevantes, principalmente al comparar los resultados obtenidos por la técnica BCR con los de
los métodos Hall y Urbina. Esto se debe a que la técnica BCR recupera en la Gltima fraccion

una porcién de los EPT que es asociada a especies oxidables por las técnicas Hall y Urbina.

A pesar de que el orden y nivel de informacion que ofrecen las técnicas de extraccion
quimica secuencial puede ser difuso y difilmente comparable fue posible comprobar
diferencias significativas entre los resultados que estas proporcionan sobre la movilidad de As,
Cd, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn en tratamientos de fitorremediacién de jales mineros, por lo anterior,

se acepta la hipotesis planteada.
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Tabla 23. Comparaciones muiltiples por la prueba HDS de Tukey

Capitulo Il1. Resultados y Discusion

Fraccion Arsénico Cadmio Hierro Manganeso Niquel Plomo Zinc
BCR* BCR* BCR* Hall BCR* Hall*
Intercambiable | Urbina Urbina Urbina BCR Hall* BCR* BCR BCR Urbina*
Hall* Hall* Hall* Urbina Urbina*
Hall*
BCR*
BCR* BCR* Hall Urbina® Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR*
rbina
Reducible Hall Hall
) ] ] ) BCR* . BCR* ) BCR* ] BCR*
Urbina* Urbina* §j Urbina BCR* Urbina Urbina Urbina Urbina
Hall* Hall* Hall* Hall*
Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR* Hall BCR*
Oxidable
. BCR* . BCR* . BCR* . BCR* . BCR* . BCR* . BCR*
Urbina Urbina Urbina Urbina Urbina Urbina Urbina
Hall* Hall* Hall* Hall* Hall* Hall* Hall*
Hall* Hall*
Hall* Hall* BCR - BCR* Hall* Hall* BCR -
) Urbina* . Urbina*
Residual BCR BCR Urbina BCR BCR
Urbina* Urbina* Hall Urbina* Hall* Urbina* Urbina* Hall Urbina*

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05; n=14
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3.4 Consideraciones de la interaccién Jal - R. communis — BPCV

Estudios recientes han demostrado que los microorganismos juegan un rol importante
en las tecnologias de fitorremediacién (Wang et al., 2017). Las BPCV pueden asistir la
fitorremediacion de EPT usando procesos directos e indirectos, los procesos directos son
aquellos que influyen en la solubilizacion, biodisponibilidad y acumulacién final de metales
pesados en plantas, por otro lado, los procesos indirectos mejoran el crecimiento vegetal y
previenen el ataque de patdgenos, lo cual facilita la acumulacion de metales pesados.

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron caracterizadas con cuatro propiedades que
las identifican como BPCV por Mendoza Hernandez et al. (2016). Klebsiella MC173,
Enterobacter MC101 y Escherichia N16 son capaces de producir &cido indol acético (IAA),
solubilizar fosfatos, sintetizar ACC desaminasa y excretar sideréforos.

El Hierro generalmente se encuentra en suelos como Fe**, formando hidroxidos y
oxihidréxidos insolubles, de este modo, es inaccesible para plantas y microorganismos, en
respuesta, las BPCV producen sider6foros que son capaces de quelar Fe**, el cual puede ser
consumido por plantas y microorganismos como nutriente (Kong & Glick, 2017; Ullah et al.,
2015). Los siderdéforos también pueden solubilizar Mn, Cu 'y Zn, entre otros elementos (Kidd,
et al., 2009). En este estudio, a pesar de haber encontrado altas concentraciones de Fe, mas del
95% se encontré asociado a sustancias reducibles, oxidables y residuales. Por lo tanto, es
probable que estos agentes quelantes fueran producidos como respuesta al estrés por EPT, y

por consecuencia influir en la distribucion de los EPT.

Algunos autores han estudiado la asociacion de plantas y BPCV bajo estrés por metales
pesados en suelos, sedimentos y jales. Rajkumar y Freitas (2008) analizaron la interaccién de
Ricinus communis, Pseudomonas sp y P. Jessenii y su influencia en la distribucién de Zn y Ni,
en ambos casos se encontrd a estas cepas capaces de aumentar la biodisponibilidad de ambos
elementos. Ademas, se ha comprobado que R. communis es moderadamente tolerante al As
(Melo et al., 2012; Mahnud et al., 2008) y que se puede utilizar como fitorremediarora.
También se ha estudiado a R. communis como fitorremediador de Cd, Ni, Pb y Zn (Bauddh
& Singh, 2015; Ruiz Olivares et al., 2013; Shi & Cai et al., 2009; Zhi-xin et al., 2007)
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El uso de enmiendas orgénicas e inorganicas incrementa el crecimiento y productividad
de las plantas por que propicia un ambiente apto para la formacion de rizésfera, ademas, se ha
sugerido que la aplicacion de fertilizantes mejora la bioacumulacion de Cd, Zn y Ni, entre
otros, reduciendo el tiempo requerido para la fitorremediacién de suelos contaminados
(Bauddh & Singh, 2015).

La movilidad de EPT en el jal increment6 cuando se utiliz6 la enmienda orgénica, no
obstante, los cambios en la distribucion fueron mayores al usarse BPCV. Las variaciones
observadas en los ensayos no permitieron establecer relaciones especificas en la distribucion
de elementos. En general, las cepas N16 y MC173 presentaron cambios mayores en la
movilidad de EPT. Se hallaron aumentos de la concentracion de As, Fe, Mn, Pb, Zny Cd en
las fracciones intercambiable y reducible, lo cual indica que incremento la biodiponibilidad de

los mismos.

La transformacion de EPT en formas solubles y biodisponibles por BPCV
consecuentemente facilita la fitorremediacion (Ullah et al., 2015). Algunos autores han
sugerido el uso de consorcios bacterianos que integren microorganismos que se han
desarrollado naturalmente en el sitio que se desea remediar. De ser asi, es indispensable el
monitoreo de la poblacion microbiana para potenciar la remediacion de suelos (Kidd et al.,
2009, Kong & Glick, 2017)

En suelos de areas grandes con alta contaminacion multielemental es conveniente el
uso de sistemas de fitoestabilizacion que eliminen o minimizen las fracciones moviles o
biodisponibles. Una correcta cubierta vegetal posee la ventaja de proteger al suelo de erosién
por aire y agua, también reduciendo la percolacion a través del suelo y la generacion de drenaje
acido (Novo et al., 2018). Frérot et al. 2006 demostraron la imporancia de usar cultivos mixtos,
utilizando leguminosas y hierbas para estalecer una comunidad vegetal persistente. Al
respecto, Xiong et al (2018) demostraron que Medicago sativa L. mejora la fitoextraccion de

Cd y Zn en tratamientos de fitorremediacion in situ con R. communis.
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CONCLUSIONES

El orden del contenido total de los EPT del sistema de fitorremediacion fue:
Fe>As>Zn>Pb>Mn>Ni>Cd. Se encontré a Ricinus communis como una especie capaz de
germinar y desarrollarse en presencia de altas concentraciones de Fe, As y Zn y contenidos

relativamente altos de Pb y Mn.

La técnica de extraccion quimica secuencial propuesta por Hall et al. (1996) presento
los porcentajes mas altos de recuperacion. La técnica Urbina (2015) permitio apreciar a detalle
la distribucion de los elementos objetivo en las distintas fracciones minerales consideradas.
Por su parte, la técnica BCR present6 informacidn congruente con las otras técnicas en cuanto
a las fracciones potencialmente movilizables (intercambiable y unida a carbonatos y
reducible).

Los resultados que pueden ser obtenidos por cada técnica presentan diferencias
significativas. Por ello, para la eleccién de una técnica resulta indispensable tomar en
consideracion la concentracion total del elemento objetivo, recursos disponibles, matriz de

analisis y el nivel de informacion que se desea obtener.

Las técnicas utilizadas en el fraccionamiento de As no son las méas recomendables. No
obstante, se logrd obtener una estimacion de la fraccion biodisponible de As a partir de las
primeras etapas de los procedimientos utilizados. La fraccion biodisponible de As rebaso los
limites m&ximos permisibles establecidos por la normatividad mexicana en materia de suelos
contaminados por jales mineros, revelando asi, un riesgo potencial a los ecosistemas y a la
salud humana. Se encontré al As preferentemente asociado a especies quimicas reducibles y

oxidables, particularmente a sulfuros primarios.

El contenido de Cadmio hallado en los analisis no rebasé los LMP establecidos por la
NOM-147-SEMARNAT-2004, sin embargo, este elemento se encontrd altamente asociado a
minerales facilmente solubles bajo condiciones reductoras y oxidables, por lo tanto, presenta

alta facilidad para movilizarse bajo procesos de intemperismo.

147



Conclusiones

Se encontr6 al Hierro altamente asociado a dxidos y oxihidroxidos y sulfuros. El alto
contenido de Hierro en jales contribuye a los procesos de oxidacidn/neutralizacion de los jales,
previniendo la dispersion eodlica de los EPT, sin embargo, debido a su distribucién y a los
resultados observados en el resto de los elementos ain es posible que estos residuos generen

drenaje &cido bajo condiciones de intemperie.

La normatividad mexicana no establece LMP de Manganeso, sin embargo, con
referencia a lineamientos internacionales debido al contenido de Mn el deposito de jales debe
considerarse como un sitio muy contaminado. EI Mn se encontrd principalmente asociado a
formas intercambiables y reducibles, por lo tanto, su movilidad y el riesgo asociado a ella es

muy alto.

El Niquel encontrado en los jales no rebasé los LMP establecidos por la normatividad
mexicana, ademas, este elemento se encontrd principalmente asociado a formas oxidables
(materia organica y sulfuros) y silicatos, por lo tanto, no representa un peligro en comparacion
al resto de los EPT analizados.

El contenido de Plomo rebaso los limites maximos permisibles establecidos por la
normatividad mexicana en materia de suelos contaminados. Este elemento se encontrd
distribuido principalmente en 6xidos de Fe y Mn y sulfuros, correspondiendo con las menas
de galena caracteristicas de la region.

Debido a sus propiedades el Zinc es uno de los EPT con mayor caracter moévil. Se
encontrd al Zn asociado principalmente a carbonatos, 6xidos de Fe y Mn y sulfuros. El alto

contenido de Zn en los jales representa riesgos graves al ambiente y la salud humana.

Los elementos analizados presentaron asociaciones significativas a sulfuros primarios,
esto corresponde con algunas menas caracteristicas de la regién de Zimapan de las cuales

destacan la arsenopirita, esfalerita, calcopirita, pirita, galena y esfalerita.

Ricinus communis ejercio influencia en la movilidad de los EPT, ademas, se detectaron
cambios mayores al utilizarse bacterias promotoras del crecimiento vegetal. Gracias a las
técnicas de extraccion utilizadas fue posible evidenciar los cambios en la distribucion de EPT

entre las especies quimicas presentes en el sistema de fitorremediacion.
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Los distintos analisis estadisticos para la evaluacion de los resultados pueden afectar la
interpretacion de los datos, como se esperaba, los valores de concentracion de elementos
liberados entre las fracciones individuales de los procedimientos fueron poco comparables. No
obstante, fue posible evidenciar las diferencias significativas entre las fracciones

representativas de las técnicas empleadas.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

El uso de R. communis para la generacion de bioproductos y biodiesel proporciona una
ventaja en la habilitacion econdmica de sitios contaminados, por ello, resulta relevante
investigar y definir los procesos relacionados con la fitorremediacion de jales mineros,
fundamentalmente, la traslocacion de EPT a tallos y frutos para el posible uso de estos en otros

procesos.

Para comprender mas a fondo las interacciones microorganismo-planta-rizosfera que
se generaron en el ensayo de fitorremediacion resulta conveniente evaluar la acumulacién entre
las diferentes partes de la planta (raices, tallo, hojas y frutos) mediante el calculo los factores
de traslocacion (cociente entre el contenido de EPT en raices y tallos) y de bioacumulacion
(cociente entre el contenido de EPT en la planta y suelo). Asi, también se puede determinar si
el proceso realizado es de fitoextraccion o fitoestabilizacion y las respectivas actividades de

optimizacion aplicables.

En el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal es importante evaluar su
resistencia a metales pesados, y que los microorganismos seleccionados no sean patdgenos,
también se puede considerar el uso de hongos micorrizas como auxiliares en tratamientos de

fitorremediacion.

Para mitigar el problema asociado a la especiacion operacional se sugiere el uso de
técnicas de cristalografia que respaldan la informacién y confirman a algunos minerales que
se espera que estén asociados a las fracciones definidas por las técnicas de extraccion, algunas
técnicas que podrian considerarse son la difraccion de rayos X (DRX) y la microscopia

electrénica.

Es recomendable considerar la adicion de Fe, Mn y Zn a los limites maximos
permisibles para suelos contaminados por jales mineros, pues a pesar de ser micronutrientes
también son elementos que a altas concentraciones pueden generar graves dafios a la salud de

animales, plantas y humanos.
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Para futuras investigaciones resulta relevante la necesidad de preparar nuevos
materiales de referencia con contenidos extraibles de elementos certificados, armonizacion de
esquemas de extraccion quimica secuencial y desarrollo de técnicas especificas optimizadas

para las caracteristicas de la matriz de analisis.

Se sugiere el uso de quimiometria para la evaluacion de protocolos de extraccion
quimica secuencial y para encontrar relaciones entre las fracciones minerales y el consumo de
elementos potencialmente toxicos por plantas y microorganismos en sistemas de

fitorremediacion.
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