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INTRODUCCION

Una de las principales actividades econdémicas de México es la mineria, segun la
Secretaria de Economia, México ocupa el 1° lugar en produccion de plata a nivel
mundial y se ubica entre los 10 principales productores de 16 diferentes minerales: oro,
plomo, zinc, cobre, bismuto, fluorita, celestita, wollastonita, cadmio, diatomita,
molibdeno, barita, grafito, sal, yeso y manganeso. El estado de Hidalgo es una de las
entidades federativas mas importantes en este rubro, desde 2009 ha incrementado su
explotacion de plata, cobre, plomo, manganeso y zinc (Servicio Geoldgico Mexicano,
2014%) que son extraidos en diferentes municipios, entre ellos Zimapan, y para 2010
contaba con seis empresas de explotacion instaladas y seis en proceso de
exploracion (Servicio Geologico Mexicano, 2011).

La mineria es fundamental de la economia del pais, pero también representa un riesgo
a la salud humana, como en el caso del arsénico, que ha sido asociado
con hipopigmentacion, hiperpigmentacion e hiperqueratosis, casos descubiertos en la
region de Zimapan debido a las cantidades de arsénico de hasta 16% en peso (Ongley
L., et al., 2007). Por lo que es necesario implementar métodos que permitan evaluar la
movilidad de estos elementos y que de esta forma generen informaciéon que limite el

riesgo a la salud de las comunidades expuestas.

La metodologia mas utilizada para el analisis de la contaminacion en suelo es la
obtencion de la concentracion total del contaminante, sin embargo ésta no brinda
informacién como la biodisponibilidad o lixiviacion potencial de los elementos, por lo
gue en los ultimos afios, se ha optado por el uso de la técnica de extraccion secuencial,
ya que con esta se permite conocer la concentracion de los elementos en diferentes

formas quimicas y por lo tanto evaluar su toxicidad potencial.

Otras investigaciones han utilizado la extraccion secuencial como herramienta para
evaluar la disponibilidad de los metales para las plantas (Lubomir S. y Vardan S.,

2008), sin embargo poco se ha logrado con el fin de evaluar el impacto que los



microrganismos tienen en la movilidad de los metales y por lo tanto su influencia en la

disponibilidad metales-plantas.

Por esta razdn el presente trabajo pretende evaluar el comportamiento de la movilidad
de As, Pb, Cu, Fe, Zn, Mn, Cd y Ni existentes en los jales de minas en presencia de

bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales factores de contaminacion de la explotacion de minas
corresponde a los residuos, se estima que alrededor del 80% del volumen de
extraccion corresponde a relaves (jales), éstos contienen grandes cantidades de
metales que no se pudieron extraer y ya no representan valor econdmico, sin embargo
son altamente toxicos y generan serios problemas a la salud de los habitantes en
zonas aledafias, primeramente porque son particulas de suelo tan finas que ingresan
en el sistema respiratorio y pueden causar problemas en los pulmones y diversos
padecimientos, por otra parte, su alto contenido en metales y otros elementos los
convierten en toxicos y pueden causar problemas en la piel, el sistema nervioso, e

incluso problemas en el desarrollo embrionario.

Es indispensable manejar procesos de biorremediacion entre los que se encuentran la
fitorremediacion, para poder minimizar considerablemente estos riesgos. Sin embargo
debido a la toxicidad y a la movilidad de los elementos por los diferentes factores
ambientales es necesario estudiar con una mayor profundidad la interrelacion

microorganismo-planta y su relacion con estos elementos.



JUSTIFICACION

Las interacciones entre los microorganismos-metales han sido mas estudiadas en los
tltimos afios por el potencial que los microorganismos tienen como atenuadores de la
contaminacion en suelos, ya que tiene la capacidad de modificar la composicion de los
elementos por ejemplo llevandolos de un estado soluble a insoluble o viceversa
(Hullebusch E., et al., 2005). Aun mas, algunos microorganismos realizan actividades
més especificas como las bacterias promotoras del crecimiento vegetal que estimulan
el crecimiento de las plantas mediante procesos de fijacion de minerales y
solubilizacion de nutrientes. Este tipo de microorganismos tienen el potencial de

estimular los procesos de fijacion de elementos toxicos.

Es necesario analizar el efecto que los microorganismos tienen en la movilidad de los
elementos potencialmente toxicos y asi establecer una mejor estrategia para los
procesos de rehabilitacion de suelos contaminados, por ejemplo la fitorremediacion,
gue en el caso de los suelos contaminados por metales o semimetales, se presenta en
dos extremos, la fitoextraccion y la fitoestabilizacion. Ambas estrechamente ligadas con

la dinamica de las plantas y los microorganismos asociados a estas.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Analizar la movilidad de elementos potencialmente toxicos en las diferentes fracciones

de los jales de minas debido a la accién de bacterias promotoras del crecimiento

vegetal.



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

[0 Analizar la influencia de las bacterias promotoras del crecimiento (Serratia k120,
Serratia Mc119, Klebsiella Mc173, Enterobacter Mc156 y Lysinibacillus Mc188)
en la distribucion de los metales en los jales de minas.

[] Cuantificar los elementos potencialmente toxicos en las diferentes fracciones de
los jales de minas realizadas mediante extraccién secuencial por absorcién

atomica.
HIPOTESIS
Ho Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal no influyen la movilidad para lograr
la estabilizacion de los elementos potencialmente téxicos existentes en los jales de

minas.

Hi1 Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal influyen la movilidad para lograr la

estabilizacidon de los elementos potencialmente toxicos existentes en los jales de minas.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

[.1 La mineria

México es reconocido a nivel mundial por las actividades de extraccion de minerales
que realiza, segun el Servicio Geoldgico Mexicano (2014°) la produccion de minerales
metalicos del pais en 2013 lo posicion6 en 1°" lugar en produccion de Plata (Ag) con el
22.1 % de produccion a nivel mundial, asi como 4° lugar en produccién de Plomo (Pb)
con el 4.7%, 4° lugar en Cadmio (Cd) con 6.7%, 6° en Zinc (Zn) con el 4.8%, 8° en Oro
(Au) con 4.2%, 9° en produccion de Manganeso (Mn) con el 1.3% de la produccién
mundial, asi como el 10° y 14° lugar en produccién de Cobre (Cu) y Hierro (Fe) con el
2.7 y 0.7% respectivamente. El estado de Hidalgo aumentd su produccién de Ag, Cd,
Cu, Pb, Mny Zn de 2009 a 2013 de manera continua y para 2010 existian 11 empresas
en proceso de exploracion o explotacion dentro del estado de las cuales 6 se
encontraban en el municipio de Zimapan con produccion de hasta 1000 toneladas al

dia principalmente de Ag, Pb, Zny Cu (Servicio Geoldgico Mexicano, 2011).

De acuerdo con las estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2015) del afio 2014, la produccion de plata del estado de Hidalgo gener6 un
promedio de 23.15 millones de pesos mensuales, siendo Zimapan responsable de la
produccién promedio de 2,750 kg Ag/mes (méas del 79% de la produccién del estado).
La Figural muestra la produccién en peso de plata en 2014 del estado de Hidalgo y la

produccion del municipio de Zimapan.

En cuanto a la produccion de plomo INEGI reporta como unico productor a Zimapan
con 316 ton Pb/mes (Figura 2), representando un ingreso de casi 7 millones de pesos

al mes.
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Figura 1. Produccién de Plata (kilogramos) en 2014 del estado de Hidalgo en color azul.
Produccion de Plata del municipio de Zimapan en color verde. Fuente: INEGI 2015

De igual forma en produccién de Zn el municipio represent6 el 100% de la produccion
del estado con un promedio de 653 ton Zn/mes (Figura 3) equivalente a casi 14

millones de pesos mensuales.
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Figura 2. Produccion de Plomo (toneladas) en 2014 del estado de Hidalgo en color azul.
Produccion de Plomo del municipio de Zimapan en color verde. Fuente: INEGI 2015
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Figura 3. Produccion de Zinc (toneladas) en 2014 del estado de Hidalgo en color azul. Produccion
de Zinc del municipio de Zimapan en color verde. Fuente: INEGI 2015

En el caso de cobre, Zimapan participa en la generacion del estado, sin embargo su
contribucion es generalizada en la suma total del estado, el cual tuvo una media de
produccion mensual de 139 toneladas (Figura 4), equivalente a 11.16 millones de

pesos.
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Figura 4. Produccion de Cobre (toneladas) en 2014 del estado de Hidalgo. Fuente: INEGI 2015

11



La mineria es el sustento de la poblacion del municipio, se considera que alrededor del
80% de la poblacion vive de manera directa o indirecta de esta actividad. Sin embargo
el proceso de explotacion de los minerales tiene también efectos indeseables ya que

conlleva a la generacion de residuos de extraccion, conocidos como jales de minas.

|.2 Residuos de la mineria

Los jales mineros o relaves son producidos al separar el mineral de interés mediante la
molienda de la roca donde éste se encuentra y aplicar un proceso de extraccion, segun
el Instituto Nacional de Ecologia por cada tonelada de mineral procesado se genera
alrededor de 850 kg de residuos sélidos (jales) (Nava C., 2007), los cuales tienen una
concentracion baja del mineral de interés, otros Elementos Potencialmente Toxicos
(EPT) y en algunos casos cianuro (que se utiliza para separar el mineral de la roca).
Por ello los relaves son considerados peligrosos y deben disponerse de manera
adecuada en represas capaces de contener los residuos en zonas alejadas de la

poblacién.

El riesgo a la salud humana por la exposicién a jales de minas se debe principalmente
a su dispersion via aerosol pues contienen particulas de polvo finas que pueden ser
ingeridas o inhaladas. La ingestibn puede ocasionarse mediante la deposicién de
particulas en alimentos o agua, siendo absorbidas por el cuerpo durante el proceso de
digestién, también por consumir agua con altas concentraciones del EPT (Duker A., et
al., 2005). La inhalacion sucede en particula menores a 10 um (PM1o), donde, los
individuos expuestos a estas por largos periodos de tiempo pueden desarrollar

enfermedades respiratorias y dafios en los pulmones (US-EPA, 2015).

Los relaves contienen elementos como plomo, que esta relacionado con dafios en el
sistema nervioso, especialmente en nifios, produciendo letargo, vomito, irritabilidad,
pérdida de apetito y mareo, en adultos puede causar presion alta; cadmio, asociado

con padecimientos como nauseas, vomito, dolor abdominal, irritacion en la nariz y
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garganta, tos, mareo y debilidad, hasta problemas cardiovasculares y del esqueleto

(U.S. Department of Health & Human Services, s.f.).

Otro elemento abundante en los jales es arsénico, los compuestos solubles del
arsénico pueden ser absorbidos por el tracto gastrointestinal y puede interactuar en los
procesos bioquimicos del cuerpo, se considera que el arseniato puede inhibir mas de
200 enzimas en el cuerpo y como su estructura es muy parecida al fosfato, puede
sustituir al fosforo de cuerpo en especial en los huesos (Duker A., et al., 2005). La
exposicion aguda a otros compuestos de arsénico puede producir fiebre,
agrandamiento del higado, anorexia e incluso la muerte, mientras que en exposicion
cronica estéd asociado con gangrena, dafios al higado, piel y pulmones, cancer y otros
trastornos del sistema nervioso (U.S. Department of Health & Human Services, s.f.).

Un aspecto poco estudiado es el efecto del arsénico en el sistema inmunoldgico, Duker
A., et al. (2005) exponen algunos de los resultados obtenidos al analizar los efectos en
animales y humanos. Experimentos con ratones expuestos a compuestos de arsénico y
después contagiados con bacterias patdgenas mostraron efectos como susceptibilidad
enfermedades respiratorias y aumento en mortalidad; algunos experimentos mostraron
efectos inmunosupresivos (por lo tanto aumentando la susceptibilidad a infecciones),
incluso distorsiébn en la hormona glucocorticoide, que ayuda a regular el sistema
inmune, sistema nervioso central y el uso de glucosa, almidon, grasas y proteinas por
el cuerpo. En el estudio con humanos Duker reporta investigaciones han ligado la
ingesta de As con la deficiencia de micronutrientes como Zinc que es esencial para el
sistema inmunoldgico y Selenio que con vitamina E protegen a las células de dafos por
oxidacion; incluso muestra investigaciones que han relacionada la intoxicacién de

arsénico con la susceptibilidad a contagio con Virus de Papiloma Humano.

.3 Normatividad Mexicana
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Dado que los residuos de la mineria representan riesgo a la salud humana y
comprometen la estabilidad de los ecosistemas donde se almacenan existe
normatividad que pretende regular la disposicion de estos residuos. La norma oficial
mexicana NOM-141-SEMARNAT-2003 establece criterios para evaluar la toxicidad de
los jales, el analisis de impacto ambiental (que incluyen en analisis de uso de suelo,
hidrologia, impacto para especies en riesgo y otras) y las caracteristicas estructurales
de la construccién de presas para su contencion, para asegurar que los dafios que los

residuos puedan generar sean minimos.

La norma anterior se relaciona con la norma NOM-052-SEMARNAT-2005 que
establece las caracteristicas, identificacion (por fuente de generacion), clasificacion y
los listados de los residuos peligrosos. Si la comparacion del analisis de jales y los
limites maximos de contaminantes permitidos en esta ley demuestra la toxicidad del
residuo, éste debe tener un manejo especifico de acuerdo con la NOM-141-
SEMARNAT-2003. En la tablal se hace referencia a la norma 052 donde se enlista los

limites maximos permisibles para diferentes metales.

LIMITES MAXIMOS PERMISIELES PARA LOS CONSTITUYENTES TOXICOS EN EL EXTRACTO PECT

No. CAS? Contaminante LMP2 (mg/L)
CONSTITUYENTES INORGANICOS (METALES)

7440-38-2 Arsénico 5.0
7440-39-3 Bario 100.0
7440-43-9 Cadmio 1.0
7440-47-3 Cromo 5.0
7439-97-6 Mercurio 0.2
7440-22-4 Plata 5.0
7439-92-1 Flomo 5.0
7782-49-2 Selenio 1.0

Tabla 1. Informacién referida a la NOM-052-SEMARNAT-2005

Por otro lado la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 contiene la determinacion de
concentraciones de contaminantes para suelos, lo que define las concentraciones

maximas gue deben tener los suelos que han sido contaminados y deben someterse a
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un proceso de remediacion, la tabla 2 expresa las concentraciones totales de acuerdo

al tipo de uso de suelo y esta enfocada a la proteccion de la salud humana.

Concentraciones de referencia totales (CRy) por tipo de uso de suelo.
Contaminante Uso agricola/residencial Uso industrial
Icomercial (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 20000
Plata 390 5100
Plomo 400 800
Selenio 390 5100
Talio 5,2 67
Vanadio 78 1000
Tabla 2. Informacion extraida de la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

I.4 Mineralogia de los jales

El tipo de yacimiento en los suelos de Zimapan es Zn-Pb-Ag-Cu y esta asociado con
minerales en mayores concentraciones como calcita, yeso y cuarzo. La composicién de
elementos de mayor presencia corresponde a Al203, CaO, CaOs, K20, MnO, FeO,
Na20, P20s, TiO2, SiO2 principalmente. Segun Moreno R., et al. (2009) la composicién
inicial de los residuos mineros consiste en especies minerales como pirita (FeS2),
pirrotita (Fe1-xS), arsenopirita (AsFeS), calcopirita (CuFeS2), galena (PbS), boulangerita
(PbsSbsS11) y esfalerita (ZnS) principalmente, los cuales al meteorizarse sufren
procesos de oxidacion y precipitacion dando lugar a una formacién secundaria, donde
se convierten en 6xidos o hidroxidos de hierro asi como sulfatos y arseniatos férricos,
en algunos casos liberando ciertos metales ya que los procesos de oxidacion
representan drenaje acido que en muchas ocasiones contiene elementos toxicos

disueltos, provocando asi que los jales adquieran nuevas cualidades toxicolOgicas.
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El mineral mas abundante en los jales mineros es la pirita, que al pasar por proceso de
oxidacion e hidrolisis se presenta en forma de sulfatos férricos, 6xidos u oxihidroxidos
de hierro, como goethita (FeO(OH)) o jarosita (Kfe3(S0O4)2(OH)s), el mismo fenémeno

afecta en la transformacion de pirrotita.

Otro mineral abundante es la esfalerita, muchas veces con concentraciones altas de
Fe, por lo que puede representarse en una variacion mineralégica denominada
marmatita, también puede contener pequefias concentraciones de Cd y Mn presentes
en forma de incrustaciones que pueden ser liberables por proceso de meteorizacion
representando riesgo ambiental. Lo mismo sucede con la boulangerita, que dentro de
su estructura cristalina puede contener incrustaciones de Cd y As, los cuales pueden

liberarse cuando el mineral se intemperiza.

La galena, otro mineral abundante en los jales es importante ya que contiene plomo
dentro de su estructura, ésta corresponde a sulfuro de plomo, pero mediante oxidacion
la especie mineral cambia a un sulfato de plomo llamado angelesita (PbSO4), éste
mismo proceso de oxidacion puede transformar a la galena en cerusita (PbCOs3).
Ademas puede formar sulfatos férricos de plomo como la plumbojarosita

(Pbo.sFe3(S04)2(OH)s mediante procesos de oxidacion e hidrolisis.

Por otra parte, la arsenopirita también es un mineral de relevancia por su contenido de
arsénico. Este mineral forma precipitados (arseniatos férricos) que existen en dos
estructuras principales, escordita (FeAsO42H20) y simplesita (Fe3(As04)28H20,
resultado de un proceso de oxidacion.

De lo anterior es evidente notar que los procesos que tienen mayor impacto en la
transformacion de los minerales presentes en los jales de minas es la oxidacion e
hidrolisis que forman precipitados con nuevas caracteristicas y durante el proceso

pueden liberarse elementos potencialmente téxicos.
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|.5 Movilidad de los elementos

Los efectos que los elementos pueden causar en su entorno dependen en gran medida
de su composicion. Los metales en suelos no contaminados se encuentran
generalmente en especies estables (como silicatos y aliminas), en éstas asociaciones
minerales los elementos pueden considerarse inmoviles, que se refiere a un estado
donde dificilmente pueden solubilizarse o cambiar de propiedades. Por otro lado en
suelos contaminados los EPT se encuentran en gran medida en formas mas l4biles
también llamadas mdviles, lo cual produce efectos toxicos ya que algunos elementos
traza son esenciales para el crecimiento de las plantas, pero si aumenta su

concentracion generan efectos negativos en ellas (Lubomir S., et al., 2008).

Los esfuerzos por analizar la concentracion de elementos potencialmente toxicos en los
suelos esta orientado principalmente a la determinacion total de elementos, lo cual
manifiesta el grado de contaminacion del sitio, sin embargo brinda poca informacién
con respecto a proceso biolégicos, como afecta a las plantas o microorganismos, y de
procesos como lixiviacién (Martinez Y., y Rivero C., 2005). Por esa razon en las ultimas
décadas se ha incrementado el interés de investigadores en utilizar un analisis mas
profundo denominado extraccion secuencial, y la metodologia méas utilizada es la
establecida por Tessier en 1979 (Lubomir S., et al., 2008) que consta de 5 fracciones
en las que pueden clasificarse los elementos, las cuales son: Intercambiable, enlazada
a carbonatos, enlazado a 6xidos de Fe-Mn, enlazado a materia organica y fraccion
residual. Otros han afiadido fracciones, como hidrosoluble, enlaces con oxihidroxidos
de Fe y enlaces con sulfuros (Favas P., et al., 2011; Torres E., y Auleda M., 2013).

La extraccion secuencial es una alternativa para el andlisis de elementos traza en
suelos naturales, contaminados o jales ya que recrea posibles condiciones ambientales
gue pueden afectar la composicion de minerales, por lo tanto tiene variantes en cuanto
a las etapas de extraccién, asi como los solventes utilizados en cada etapa, esto se

debe al grado de especificidad que se puede obtener. A pesar de ser criticada por
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estas variaciones, aun es la metodologia mas adecuada para comprender las

caracteristicas especificas de los elementos estudiados.

La extraccion secuencial, a diferencia de la extraccion total, permite conocer la
concentracion de un elemento en diferentes asociaciones minerales, lo cual brinda
informacion de sus caracteristicas, solubilidad, disponibilidad, estabilidad o movilidad,
lo cual permite conocer la toxicidad de un elemento y las condiciones que podrian

alterarlo y por lo tanto afectar su impacto en el ambiente.

La metodologia de 8 pasos consiste en lo siguiente: (1) Fraccion soluble y (2) Fraccion
intercambiable, solubles en agua o en condiciones de ligera acidez, ésta etapa puede
considerarse la de mayor impacto ambiental ya que representa la fraccion de mayor
movilidad de las especies minerales, asi como la mas biodisponible. La fraccién unida a
carbonatos (3). Las fracciones unidas a oxihidroxidos y oOxidos de Fe (4 y 5)
representan la etapa donde los metales existentes podrian ser liberados si las
condiciones del medio cambian de Oxicas a andxicas. La etapa siguiente (6)
corresponde a la fraccion unida a materia organica y sulfuros secundarios, mientras
gue la pendltima etapa (7) corresponde a la fraccion enlazada a sulfuros, estas dos
etapas pueden dejar libres a los metales si se exponen a una oxidacion fuerte.
Finalmente la etapa 8 corresponde a la fraccion residual, en la cual dificilmente se
podria liberar algan metal mediante procesos ambientales normales (Favas P., et al.,
2011).

|.6 Aspectos bioldgicos
La transformacion de los elementos de los jales mineros y por lo tanto su impacto en el

medio ambiente depende en gran medida de su composicion quimica y de los efectos

climaticos, pero también en la influencia de la matriz bioldgica del medio.
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Bajo esta perspectiva, cambios en el medio afectaran la movilidad (existencia en las
fases solubles) de los elementos potencialmente toxicos, por lo cual es necesario

considerar diferentes procesos bioquimicos.

Uno de los procesos mas importantes es la sorcién, que consiste en la fijacion de un
elemento (como los metales) en la superficie o estructura de otro (minerales), este
proceso esta limitado por las condiciones del pH, la presencia de ligandos orgéanicos o
inorganicos, la presencia de coberturas o biofilms (Ullah A., et al., 2015) que pueden
bloquear o promover las zonas de contacto entre los metales y minerales, entre otras

condiciones.

Otro proceso importante es la complejacion, que se lleva a cabo cuando un metal esta
en contacto con un ligando (organico o inorganico) formando asi complejos. La
estabilidad de un complejo dependera de la facilidad de disociacién que tenga. La
influencia microbiana en este aspecto es importante, ya que mediante la respiracion de
las bacterias se produce bicarbonato, uno de los ligandos que pueden participar en
este proceso. Otros efectos similares pueden surgir con la degradacion de materia
organica. Lo anterior sugiere que una gran cantidad de metales disueltos podrian
formar complejos con ligandos organicos, especialmente en la zona de la rizosfera,

donde existe una mayor actividad bioguimica (Hullebush E., et al., 2005).

Otras condiciones como el pH y el potencial redox son también importantes, puesto que
las formas reducidas de los elementos o minerales son insolubles. Estos aspectos
influencian o son influenciados por el desarrollo microbiano. Algunas bacterias tienen
afinidad por desarrollarse en pH acido. Por otro lado, las bacterias afectan las
condiciones de oOxido reduccion ya que participan en el intercambio de electrones y
protones, ya sea de manera directa, solubilizando elementos como el Fe por bacterias
reductoras de metales (MRB por sus siglas en inglés) o de manera indirecta,
promoviendo la unién de compuestos oxidados con elementos reducidos (Hullebush E.,
et al., 2005; Ullah A., et al., 2015).
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La presencia de materia organica es de igual forma un factor que determina la
movilidad de elementos potencialmente téxicos. Una de las razones es porque forma
complejos con metales, por lo tanto aumenta o disminuye su estado de oxidacién. Se
considera que las sustancias humicas promueven interacciones entre los
microorganismos o los Oxidos férricos, sin embargo los mecanismos y grupos

funcionales que participan en dichos procesos no han sido completamente estudiados.

La existencia de microorganismos adaptados a estos ambientes es de gran impacto, ya
gue generan resistencia a la toxicidad de los elementos (Ullah A., et al., 2015), como al
arsénico, donde las bacterias reducen la absorcion de arseniato aumentando el
trasporte de fosfato en sus células, incluso algunos microorganismos son capaces de
reducir arseniato a arsenito (mas toxico) lo cual tiene importantes implicaciones en la
movilidad de este elemento (Duker A., et al., 2005). Algunos de los mecanismos que
los microorganismos utilizan para alterar la composicibn de los elementos fueron
citados por Hullebush E., et al. (2005) (Tabla 3).

Mecanismos que utilizan las bacterias para efectuar cambios en la especiacioén y movilidad de

los metales
Mecanismo Ejemplo
Oxidacion de AsO;, a AsO4*
Destoxificacion enzimatica Reducciéon de CrO4* a CrO3*

Reduccién de Hg?*2Hg°

Funcién de donador o aceptor de
electrones:

Fe?"a Fe3*

Oxidacioén por quimiolitotrofos
AsO; a AsO,*

Reduccion por heterotrofos o Fe3* a Fe*
autoétrofos MnO, a Mn2*
Acido sulfarico producido por bacterias oxidadoras de
Promocion o lixiviacion por la sulfuros
produccion de metabolitos Sideroforos producidos por R. metallidurans CH34

gue pueden solubilizar metales

Tabla 3. Muestra los mecanismos que utilizan los microorganismos y plantas para afectar la movilidad de algunos
metales y radionucleidos. (Hullebush E., et al., 2005).
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.7 Alternativas para la remediacion

Con el objetivo de establecer técnicas de mejoramiento de suelos que sean lo menos
invasivas posibles, que generen mayor costo-beneficio, y mejor efecto restaurador en la
estructura y funcionamiento del suelo (Ullah A., et al., 2015), se ha propuesto la
fitorremediacion, la cual comparada con las técnicas convencionales con costos que
oscilan entre 0.27 a 1.6 millones de dolares, la fitorremediacion representa un costo
entre 10 y 1000 veces menor (Kidd P., et al.,, 2009). Esto se debe a que la
fitorremediacion es un proceso natural, ya que utiliza plantas y sus microorganismos
asociados para remover o estabilizar contaminantes, y al mismo tiempo provee al sitio
de otras ventajas, como una cobertura vegetal que lo protege de erosion por aire y

agua, también reduce la percolacion y lixiviacion de los contaminantes.

El reto al intentar implementar este tipo de medidas de remediacion consiste en la
naturaleza de los jales, pues representan un ambiente hostil para las plantas por la
combinacién de factores como la toxicidad de los metales, el pH &cido, la inadecuada
consistencia del suelo, la baja cantidad de nutrientes y el estado de estrés en el que se
encuentran las comunidades microbianas (Grandlic C., et al., 2009). Por tal razén se
buscan estrategias que permitan mejorar las posibilidades de éxito de la
fitorremediacién analizando las variables que envuelven la relacion microorgansimo-

planta.

Las plantas utilizan elementos traza para su crecimiento como el Fe, Zn, Cu, Se y Ni,
son considerados micronutrientes por lo tanto son esenciales para su correcto
desarrollo, el problema existe cuando los elementos rebasan los limites de
concentracion tolerables puesto que se convierten en téxicos si se encuentran en
formas biodisponibles (Hullebusch E., et al., 2005). Sin embargo, estudios han
demostrado que algunas plantas, bajo condiciones adecuadas pueden influenciar la
difusibn de elementos potencialmente toxicos, en este principio se basa la

fitorremediacion, la cual tiene 2 vertientes, la fitoextraccion y la fitoestabilizacion.
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La fitoextraccion pretende remover el contaminante del suelo mediante su captacion
por la planta, el metal se puede recuperar mediante ignicion de las plantas, e incluso en
algunos casos las cenizas se pueden utilizar como fertilizantes. La fitoextraccién es
mas conveniente para sitios contaminados a nivel superficial y mediante el uso de
plantas acumuladoras o hiperacumuladoras (Ullah A., et al., 2015). Por su parte la
fitoestabilizacion pretende reducir la movilidad de metales manteniéndolos en la zona
de raices de las plantas, ésta técnica es mas util para sitos amplios y con

contaminacion de multiples metales (Kidd P., et al., 2009).

La intervencién de microorganismos en procesos de fitorremediacion son de amplio
interés, la influencia que ejercen en metales suele relacionarse principalmente en
procesos de movilidad o inmovilidad. Hullebusch E., et al. (2005) en su resefia muestra
investigaciones que han revelado efectos en el crecimiento de plantas y por lo tanto
aumentos en concentraciones de metales, cambios en biodisponibilidad de elementos,
aumento de supervivencia de la planta, aumento en biomasa (Grandlic C., et al., 2009),
incluso aspectos como movilidad de Zn (Enterobacter cancerogenes), inmovilizacion de
Zn y Cd (Serratia Marcescens),0 aumento en la concentracion de Pb en la fraccion
intercambiable y un descenso en la fraccién enlazada a carbonatos (Pseudomonas).

|.8 Bacterias promotoras del crecimiento

Las bacterias que se encuentran en el suelo y promueven el crecimiento de plantas se
denominan Bacterias Promotoras del Crecimiento (BPC). Estas utilizan diferentes
mecanismos que favorecen el crecimiento de plantas como fijacion de nitrdgeno
atmosférico, produccion de sideréforos, solubilizacion de minerales, produccion de
fitohormonas, sintesis de compuestos o enzimas, asi como metabolitos con
propiedades antibidticas o sustancias antifungicas (Grobelak A., et al., 2015; Ullah A.,
et al.,, 2015 ). Algunos grupos importantes de BPC son Serratia, Pseudomonas,
Bacillus, Enterobacter, Erwini, Burkholderia, Klebsiella, Beijerinckia, Flavobacterium y
Gluconacetobacter (Ullah A., et al., 2015).
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Un ejemplo actual de las capacidades de estas bacterias fue el expuesto por Grobelak
A., et al. (2015) quienes realizaron un experimento donde compararon el crecimiento de
plantas en suelos contaminados con metales pesados (Zn, Pb y Cu) inoculadas con
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y un blanco sin inoculacién. En su
investigacion demostraron que las BPC son capaces de sobrevivir y desarrollarse en
suelos contaminados con altas concentraciones de metales y reducir la intoxicacion de
plantas expuestas, también reporté que la produccion de ACC-desaminasa de plantas y
sus bacterias asociadas redujo los efectos negativos de produccion de etilenglicol
obteniéndose elongaciéon en raices. En general, el crecimiento de plantas inoculadas

con bacterias fue mayor al de plantas sin inoculacion.

A pesar de las condiciones desfavorables que representan los jales de minas, las
bacterias han desarrollado mecanismos que les permiten colonizar estas zonas de
altas concentraciones de metales, y por lo tanto promueven la introduccién de plantas
tolerantes a los metales que se denominan pseudometalofilas, y de plantas que se han
adaptado a los sustratos derivados de depdsitos minerales meteorizados que se
conocen como metalofilas. Por esta razon las BPC con sus plantas asociadas han sido
ampliamente estudiadas para determinar la capacidad que tienen para la estabilizacién

de metales en zonas contaminadas.

En su investigacién Becerra-Castro C., et al. (2012) analizaron el comportamiento de
plantas pseudometalofilas y sus bacterias asociadas para determinar su capacidad de
acumulacion de metales en una zona minera de Pb/Zn. En sus resultados muestran
gue el efecto que las bacterias tienen en la movilidad de metales y por lo tanto en la
fijacion o estabilizacién de estos depende siempre de su especie vegetal asociada, él
encontr6 que las bacterias Pseudomonas koreensis, Rhodococcus erythropolis,
Streptomyces coelescens y Massilia niastensis podrian tener un efecto positivo sobre

gramineas para efectos de fitoestabilizacion.
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La inoculacion de BPC han sido estudiadas para analizar el impacto que tienen en las
comunidades bacterianas ya establecidas en la rizésfera de las plantas. Grandlic C., et
al. (2009) analizaron el impacto de este tipo de bacterias en la optimizacion de
fitoestabilizacion en jales mineros en Arizona (con concentraciones altas en As, Cd,
Cu, Fe, Mn, Pb y Zn) vy descubrieron que la inoculacion de las bacterias tiene un
impacto en el desarrollo de las bacterias del sitio, ellos sugieren que en la rizésfera
podria desarrollarse una comunidad con caracteristicas Unicas que podrian mejorar el

proceso de fitorremediacion.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

I1.1 Muestreo:

El muestreo se realizd siguiendo los parametros establecidos en la NOM-021-
RECNAT-2000 y algunas investigaciones (Favas P., et al., 2011; Martinez Y., y Rivero
C., 2005; Ongley L., et al., 2007).

Se selecciond el area de muestreo ubicado en el municipio de Zimapan Hidalgo,
denominado “Jales de Santa Maria” con direccién calle Montserrat, colonia Fas, con
coordenadas 20°44'08.2"N 99°23'56.4"W (Imagen 1).

Imagen 1. Vista satelital de “Jales de Santa Maria”, Zimapan,

Hidalgo. En rojo la zona de muestreo, en amarillo los puntos de

muestreo.

Las caracteristicas del muestreo fueron, tipo zig-zag, recolectando 10 submuestras a
una profundidad aproximada de 20 cm. Para la recoleccién de la muestra se utilizé una
pala de plastico, bolsas de plastico con capacidad para dos kilogramos de suelo. Una
vez recolectadas, las submuestras se transportaron sin contacto con COz, Oz, luz solar,

calor intenso y humedad.
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II.2 Preparacién de las muestras:

Se prepar6 una muestra compuesta de jal y se dejo secar durante 24 horas a
temperatura ambiente para retirar el exceso de humedad (Imagen 2). Posteriormente,
mediante el método del cuarteo se subdividié procurando submuestras de 1 kg para
manejarlas con mayor facilidad. Se tamiz6 a 2 mm y se guardé en bolsas resellables

etiquetadas.

h e Y

Imagen 2. Secado de jales a temperatura ambiente.

Il.3 Preparacion del inoculo bacteriano:
Las bacterias se hicieron crecer en caldo Luria Bertani (LB) a 30°C durante 24 h.

Posteriormente las bacterias se separaron por centrifugacién a 10 000 g por 10 minutos

y se resuspendieron en NaCl 0.9% ajustandolas a 0.5 A 600nm.
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[1.4 Inoculaciéon de las muestras:

Para realizar el experimento se realiz6 un sistema por bloques utilizando cinco
bacterias y dos blancos, todo por triplicado. A 5 gramos de suelo se le agrego
1.5 mL de la suspensidn bacteriana y se incubaron a 30°C durante 5 dias (Imagen 3).
La inoculacion se realizé con 5 cepas diferentes, Serratia K120, Serratia M119,
Klebsiella M173, Enterobacter M156 y Lysinibacillus M188. Adicionalmente se realizd
un blanco con NaCl y uno més solo con el peso del jal. Posteriormente se procedio a la

extraccion.

Imagen 3. Incubacion de los tratamientos a 30°C durante 5 dias.

[1.5 Extraccion secuencial:

El andlisis de la presencia de elementos potencialmente toxicos se realiz6 mediante la
metodologia de extraccién secuencial, que consiste en determinar la presencia de los

elementos en las diferentes formas quimicas en las que pueden existir. Las fracciones
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son: soluble, intercambiable, enlazada a carbonatos, enlazada a oxihidroxidos de Fe,
enlazada a oxidos de Fe, enlazada a materia organica, enlazada a sulfuros, y fraccion
residual. Para esto se coloco 2 g de cada muestra en tubos de polipropileno en los

cuales se realiz6 el ensayo.

Fraccion soluble: se agregd 16 mL agua destilada, se agitd6 durante 30 min

y posteriormente se centrifug6 a 8000 rpm durante 20 minutos (Favas P., et al., 2011).

Fraccion intercambiable: se agregé 16 mLde MgCl.1 M y se agit6 durante 1 h,

posteriormente se centrifugara a 8000 rpm durante 20 minutos.

Fraccion unida a Carbonatos: se agreg6 16 mL de C2H3NaO2 1 M y se agitd durante

10 h, el sobrenadante se separé como el paso anterior.

Para la fraccion unida a Fe (IIl)-Oxihidréxidos: se agregé 80 mL de 0.2 M de oxalato de

amonio y se agité 1h en la oscuridad, separando el sobrenadante por centrifugacion.

Fraccion unida a Fe (lll)-0xidos: se coloc6 40 mL 0.0 4M NH:OH-HCI. agitdndose

durante 6 h a 96 °C, y posteriormente se centrifugd durante 30 min.

En la fraccion unida a materia organica: se agrego 6 mL 0.02M HNO: mas
10 mL H:O: y se agité durante 2 h a 85°C, posteriormente se le agregdé 6 mL H.O:. y
se agitdé durante 3hr a 85°C, después de lo anterior se le agregé 10 mL 3.2 M
NH. OOCH:; y se agité durante 30 min, después se separé el sobrenadante (Tessier A.,
et al., 1979; Dold B., y Fontboté L., 2001).

Fraccion unida a sulfuros: Se agregé 1.5g de KCIOs, mas 10 mL de HCI 12 M, se tapé
y agité en vortex por 30 min, se agreg6é 20 mL de HNOs 4M, se tapo y agitd en vortex
durante 20 min a 90°C, se separ6 el sobrenadante (Hall G., et al., 1996; Favas P., et
al., 2011).

Por ultimo la fraccion residual: se agregd 10 mL HNOs, después 4 mL HCly 1 mL H20z2,
se coloco en microondas a 180°C por 15 min, al término se filtro y diluyo la muestra a
50 mL con agua destilada (US-EPA, 1996).
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[1.6 Analisis de las muestras:

Tras el proceso de extraccidn secuencial las muestras se analizaron mediante la
técnica de flama en Absorcion Atomica, en el equipo Analyst 400. Los elementos que

se analizaron son Fe, Mn, Ni, Zn, Cu Cd, Pb y As.

Imagen 4. Preparacion de las muestras para analisis por Absorcion Atomica.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y CONCLUSION

[11.1 Resultados

[11.1.1 Hierro

Los resultados para el analisis de concentracion de hierro (Figura 5) mostraron valores
no detectables para fraccion soluble, intercambiable (a excepcion del blanco con 1.23

mg/kg), y enlazada a carbonatos.

La fraccidén enlazada a oxihidroxidos de hierros permitié observar que la concentracion
de hierro se mantuvo fija para todos los tratamientos y el blanco, sin embargo en la
fraccion enlazada a éxidos de hierro puede observarse concentraciones por debajo del

blanco en todas las cepas, especialmente en el tratamiento con Lysinibacillus M188.

En la fraccién enlazada a materia organica se obtuvieron concentraciones bajas, para
el blanco alrededor de 15 mg/kg y con Serratia K120 valores muy cercanos. Serratia
M119, Klebsiella M173 y Lysinibacillus arrojaron valores alrededor de 6 mg/kg, mientras

gue Enterobacter M156 valores cercanos a 2 mg/kg.

La fraccién enlazada a sulfuros muestra que todos los tratamientos resultaron en un
descenso en la concentracion de hierro en esta etapa, todos alrededor de 50 a 60

unidades con respecto del blanco.

La fraccion residual muestra las cepas Serratia K120 y Klebsiella M173 con valores
muy cercanos al blanco y al testigo, Enterobacter y Serratia M119 con valores por
debajo del blanco hasta por alrededor de 40 unidades, sin embargo la influencia mas
evidente en esta etapa es por Lysinibacillus M188 que redujo la concentracion de Fe en

mas de 300 unidades.
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Figura 5. Gréfica de concentracion de Hierro en mg/kg en las diferentes fracciones de la extraccion secuencial.
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[11.1.2 Manganeso

Las concentraciones de Mn (Figura 6) en las fracciones soluble, intercambiable,
enlazada a carbonatos y enlazada a materia organica parecen no haber sufrido
variaciones significativas por los tratamientos. La fraccion enlazada a oxihidroxidos de
hierro también muestra valores muy cercanos al blanco para todos los tratamientos, sin
embargo las cepas Serratia K120 y 119 indicaron valores ligeramente por encima,

mientras que el resto de las cepas indicaron valores inferiores al blanco.

Las concentraciones mas altas de Mn detectadas fueron en la fraccion enlazada a
oxidos de hierro (o manganeso) con valores por encima de 350 mg/kg en el caso del
blanco, sin embargo todos los tratamientos muestran valores inferiores con respecto
del blanco, Enterobacter presenta los valores mas altos, el resto de las cepas muestra
valores por debajo de los 300 mg/kg, especialmente Lysinibacillus M188.

En la fraccion enlazada a sulfuros Serratia M119 y Lysinibacillus muestras valores
parecidos al blanco, mientras que Klebsiella M173 presentd valores ligeramente por
encima del blanco, las otras 2 cepas muestran valores menores particularmente

Serratia K120 con valor menor a 150 mg/kg.

En la fraccion residual Enterobacter M156, Serratia K120 y Klebsiella M173 muestran
valores muy parecidos al blanco, mientras que Serratia M119 y Lysinibacillus M188
presentan valores mas significativos, por debajo y por encima del blanco

respectivamente.
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Figura 6. Gréfica de concentracién de Manganeso en mg/kg en las diferentes fracciones de la extraccién secuencial.
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[11.1.3 Niquel

En la fraccién soluble puede observarse que todas las cepas muestran un aumento en
la concentracidon de este metal, especialmente en los tratamientos con Klebsiella M173
y Lysinibacillus M188 (Figura 7).

En la fraccion intercambiable Enterobacter M156 y Serratia K120 mostraron valores
inferiores al blanco y al testigo, mientras que Serratia M119, Klebsiella M173 y

Lysinibacillus M188 mostraron valores por arriba del blanco y el testigo.

En al fraccion unida a carbonatos se puede apreciar que Enterobacter M156 y Serratia
M119 mantuvieron valores muy cercanos al testigo, mientras que Serratia K120 mostro
valores por encima del blanco y el testigo, caso contrario fueron los tratamientos con
Klebsiella M173 y Lysinibacillus M188 que obtuvieron vares por debajo del blanco y el

testigo.

En la fraccidbn enlazada a oxihidroxidos de Fe puede observarse que todos los
tratamientos muestran vales menores la blanco, especialmente Klebsiella M173 y
Serratia K119. La fraccién enlazada 6xidos de Fe fue muy similar, donde Serratia K120

mostro la mayor reduccion.

En la fraccion enlazada a materia organica los valores se mantuvieron muy cercanos al
blanco y al testigo, mostrando Lysinibacillus M188 y Enterobacter M156 el valor mas

alto y bajo respectivamente.

La fraccion enlazada a sulfuros muestra una relacion inversa con la fraccion residual en
casi todas las cepas. A Excepcion de Klebsiella M173, las cepas que muestran mayor
concentracion en la fraccion de sulfuros son las que muestran menor concentracion en

la fraccién residual y viceversa.
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l11.1.4 Zinc

En el caso de Zn no se obtuvieron valores detectables para fraccion enlazada a
carbonatos, oxihidréxidos, 6xidos de hierro, materia organica ni enlazada a sulfatos
(Figura 8). La fraccion intercambiable muestra valores muy cercanos entre todos los

tratamientos, Klebsiella M173 con el valor mas alto y Serratia K120 con el mas bajo.

La fraccion soluble indicé que todos los tratamientos tuvieron influencia en la
disminucién de la concentracion de Zn desde 1.1 mg/kg del blanco a valores entre 0.19

mg/kg hasta no detectables (Serratia M119 y Klebsiella M173 respectivamente).

Los resultados para la etapa residual fueron muy variantes, partiendo desde el blanco
con concentraciones alrededor de 26 mg/kg, las cepas Serratia K120 y Enterobacter
M156 obtuvieron valores cercanos por encima y por debajo del blanco
respectivamente. Lysinibacillus M188 indicé valores mas altos que el blanco alrededor
de 27 mg/kg mientras que Klebsiella M173 y Serratia M119 mostraron valores

significativamente mas bajos de entre 18 y 17 mg/kg.
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[11.1.5 Cobre

Los resultados muestran que existen concentraciones no detectables en casi todos los
casos en las fracciones soluble, intercambiable y enlazada a 6xidos de hierro (Figura
9). En el caso de la fracciobn enlazada a carbonatos los valores fueron ligeramente

superiores al blanco en todos los casos.

En la fraccion enlazada a los oxihidroxidos de hierro los valores de la concentracion de
cobre fueron menores al blanco para todas las cepas, especialmente para Serratia
M119.

En la fraccion enlazada sulfuros puede observarse que la cepa Serratia K120 mostro la

menor concentracion, el resto de las cepas obtuvieron valores muy cercanos al blanco.

La fraccidon residual muestra resultados variantes, por un lado los tratamientos con
Serratia M119, Klebsiella M173 y Lysinibacillus M188 arrojaron valores por encima del
blanco, mientras que los tratamientos con Enterobacter y especialmente Serratia K120

mostraron concentraciones mas bajas que el blanco.
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Figura 9. Gréfica de concentracién de Cobre en mg/kg en las diferentes fracciones de la extraccion secuencial.
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[11.1.6 Cadmio

La concentracion de Cd en la fraccion soluble es muy baja (menos de 1mg/kg) los
valores de los tratamientos fueron muy cercanos al blanco y al testigo, la cepa con
valores mas bajos fue Enterobacter M156 (Figura 10).

Las fracciones Intercambiable, enlazada a oxihidréxidos de hierro y residual oscilan
entre 1 y 2 mg/kg. Los valores mas altos fueron por las cepas Enterobacter M156,
Klebsiella M173 y Lysinibacillus M188 para la fraccion intercambiable; Serratia M119,
Klebsiella M173 y Lysinibacillus M188 para la fraccion enlazada a oxihidroxidos de

hierro; y Lysinibacillus M188 para la fraccion residual.

En la fraccion enlazada a carbonatos puede observarse que todos los tratamientos
indicaron mayor concentracion del metal con relacion al blanco, la cepa Serratia K120
muestra el valor mas alto, por encima de 6mg/kg y Lysinibacillus M188 el méas bajo. El
mismo caso ocurre para la fraccion enlazada a sulfuros, donde los valores més altos
fueron los obtenidos por las cepas Lysinibacillus M188, Serratia M119 y principalmente
Klebsiella M173, mientras que los valores mas bajos por Serratia K120 y Enterobacter
M156, los valores mas altos de los mas bajos tiene variaciones de mas de 2 mg/kg. Por
el contrario, la fraccién enlazada a 6xidos de hierro muestra en todos los tratamientos
una reduccion significativa de la concentracién (de mas de 2 mg/kg en algunos casos)
siendo Serratia M119 la de mayor influencia, seguida de Lysinibacillus 188, Serratia
K120 y Klebsiella M173 mostraron valores menores la testigo mientras que

Enterobacter M156 tuvo concentraciones ligeramente mayores a este.
La fraccion enlazada a materia organica mostrd resultados variantes, Enterobacter

M156 y Klebsiella M173 indicaron valores ligeramente inferiores a blanco mientras que

el resto de las cepas mostraron valores superiores al blanco y al testigo.
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Figura 10. Gréfica de concentracion de Cadmio en mg/kg en las diferentes fracciones de la extraccién secuencial.
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[11.1.7 Plomo

En la fraccién soluble puede observarse que no existe una variacion significativa en la
concentracion de plomo del testigo en comparacion con los tratamientos, mismo caso

en la fraccion unida a carbonatos y en la fraccion unida a materia organica (Figura 11).

Algunas variaciones pueden observarse en la fraccion intercambiable, done todas las
cepas presentan ligeramente menor concentracion de plomo que el blanco,
especialmente Lysinibacillus M188, esta cepa también muestra este efecto en la

fraccion enlazada a oxihidréxidos.

La inmovilizacion de plomo sucede de la fraccién unida a 6xidos de hierro a la fraccion
unida a sulfuros principalmente por Serratia M119.
Para la fraccién residual los valores obtenidos fueron no detectables excepto en el caso

del tratamiento con Lysinibacillus M188 que muestra concentracion de 0.86 mg/kg.
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[11.1.8 Arsénico

En la fraccion soluble se puede observar (Figura 12) que Serratia M119 aumento la
concentracion de arsénico, mas de 10 veces (2.08 mg/kg a 23.06 mg/kg), asi como
Lysinibacillus M188 que aumento la concentracion mas de 8 veces con respecto del
blanco (2.08 a 16.49 mg/kg), por ultimo Klebsiella M173 también mostro aumento en
esta fraccion de mas de 7 veces con respecto del blanco (2.08 a 14.24 mg/kg). Por otro
lado Serratia Marcescens K120 asi como Enterobacter M156 muestran una reduccion

de la concentracion de arsénico en esta fraccion hasta limites no detectables.

En la fraccion intercambiable puede observarse que todas las cepas mostraron
concentraciones mas bajas que el blanco y que el testigo. Lysinibacillus M188 fue el
gue menor reduccion de As presentd, con valores muy parecidos al testigo, después de
éste Serratia K120, que redujo hasta 80 mg/kg con respecto del blanco, caso muy
parecido de Enterobacter M156, finalmente Serratia M119 fue la que presenté mayor
descenso en la concentracion de arsénico, de mas de 120 unidades de diferencia con

respecto del blanco.

En la fraccibn enlazada a carbonatos se puede observar que Klebsiella M173 no
presentdé mucha influencia en la concentracidbn de arsénico, Enterobacter M156 vy
Serratia K120 presentaron valores del doble de la concentracion presentes en el
blanco, mientras que Lysinibacillus M188 present6 concentraciones de casi 5 veces los

valores obtenidos para el blanco y el testigo.

En la fraccion enlazada a oxihidroxidos de Fe es donde se observaron mayores
variaciones de concentracion por las bacterias, todas las cepas mostraron un
incremento notable en la concentracion de arsénico en esta fraccibn mas que en
cualquier otra. También es la fraccion que arrojé mayor concentracion de arsénico. La
cepa con valores mas cercanos al blanco fue Serratia K120, sin embargo la diferencia
es de alrededor de 100 unidades, seguida de esta se encuentra Enterobacter M156

cuyo aumento de concentracion fue de alrededor de 200 unidades. Las cepas que
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mostraron mayor influencia en esta fraccion fueron Lysinibacillus M188, Serratia M119
y mayormente Klebsiella M173 con méas de 300 unidades de aumento.

Con respecto a la fraccion enlazada a oxidos de Fe, sucedid lo inverso, presentando
todas las cepas concentraciones menores a las del blanco y el testigo, en especial por
Lysinibacillus M188 que casi redujo por completo la concentracion de arsénico en esta
fraccion, seguido por Klebsiella M173, después Serratia K120 y M119, por ultimo

Enterobacter M156, la cual mostré valores mas cercanos al testigo.

En la fraccidbn unida a materia organica todas las cepas muestran valores muy
parecidos, con concentraciones ligeramente superiores la blanco y al testigo, mientras
gue en la fraccion enlazada a sulfuros no se obtuvieron concentraciones detectables en

ninguna de los casos.

En la fraccion residual se puede observar una mayor concentracién en las cepas
Serratia M119 principalmente y Enterobacter M156, seguidas de Klebsiella M173,
mientras que Serratia K120 y Lysinibacillus M188 muestran la menor concentracion de

arsénico.
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[11.2 Discusién de resultados

Las pruebas mostraron una clara influencia de las bacterias en la movilidad de los
elementos potencialmente téxicos en diferentes fracciones.

Con respecto a Fe, puede observarse que esta presente en altas concentraciones, los
valores mas altos fueron obtenidos en la fraccion residual (casi 800 mg/kg),
probablemente por asociaciones formadas con silicatos, seguida de la fraccion de
oxidos de hierro (entre 550 y 600 mg/kg), después la fraccion enlazada a sulfuros con
valores alrededor de 500 mg/kg, probablemente por la formacién de pirita (FeS2)
(Torres E., et al., 2013; Dold B., et al., 2001; Moreno R., et al., 2009) o calcopirita
(CuFeS2) (Moreno R., et al.,, 2009) y la fraccion de éxidos de Fe (alrededor de 96
mg/kg), en el resto de las fracciones los valores obtenidos fueron muy bajos o no
detectables. Torres E. y Auleda M. (2013) mencionan que los elementos mas
importantes en la transformacion de los metales o metaloides es el hierro y el azufre,
por su parte Hullebusch E., et al. (2005) menciona que uno de los factores mas

importantes que definen la especiacion de los EPT son los 6xidos e hidréxidos de Fe.

Con respecto a la influencia de los tratamientos se observa que en la inoculacién con
Enterobacter M156 existe movilidad de la fraccion de materia orgénica a la fraccion de
oxidos de Fe, este tratamiento también mostré valores menores a 750 mg/kg en la
fraccion residual. Los tratamientos con Serratia K120 y Klebsiella M173 mostraron

capacidad de estas cepas para inmovilizar el metal a la fraccion residual.

Manganeso fue uno de los elementos de mayor presencia en ese estudio, reportando
valores de hasta 350 mg/kg, los mayores resultados se obtuvieron en la fraccion
enlazada o6xidos (en este caso de manganeso), lo cual coincide con el estudio de
Moreno R. et al. (2009) que reporta a los 6xidos de manganeso como elementos
mayoritarios en los jales de Santa Maria. La presencia de estos compuestos y de los
oxihidroxidos de Mn es importante, ya que funciona como quelantes, pues atrapan
metales solubles llevandolos a una mayor estabilidad (Kidd, et al., 2009), reduciendo su

toxicidad potencial. Hullebusch E., et al. (2005) explica que los éxidos de manganeso
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son fases secundarias y aceptores de electrones de las bacterias reductoras y son

oxidantes relativamente fuertes que pueden oxidar contaminantes reducidos.

Serratia K120 parecen haber influenciado una ligera movilizacion de Mn, llevandolo de
la fraccion enlazada a sulfuros a la fraccidbn oxidada, mientras Lysinibacillus lo
inmovilizé de la fraccion oxidada a la residual y Enterobacter M156 influencié su
movilidad de la fraccion enlazada a sulfuros a la fraccion de Oxidos. Por otra parte
Serratia M119 parece haber promovido la movilidad de Mn de la fraccidn residual a la
fraccion de Oxidos. No parecié haber alteracién en las fracciones mas biodisponibles,

por lo cual puede que este metal no represente riesgo de toxicidad.

Los resultados mas altos encontrados para la concentracion de Niquel no excedieron
de 18 mg/kg, de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000 podria ubicarse en suelos

no peligrosos (suelo normal hasta 50 mg/kg).

Puede observarse que para el caso del Niguel la tendencia general de las cepas fue la
movilizacion de este metal, Enterobacter M156 probablemente de la fraccidén enlazada
a sulfuros a la fraccion enlazada a carbonatos, del mismo modo Serratia K120, ambas
presentaron disminucion en la concentracion de Ni en la fraccion intercambiable. Las
otras tres cepas mostraron comportamiento muy parecido, Serratia M119 mostro
movilizacion de Niguel de la fraccion residual a la fraccién enlazada a carbonatos y la
fraccion intercambiable, Klebsiella M173 mostro movilizacién de la fraccién residual,
enlazada a oxihidroxidos de Fe y enlazada a carbonatos a las fracciones soluble e
intercambiable, mientras que Lysinibacillus M188 mostré movilizacion de la fraccion
residual y enlazada a carbonatos hacia las fracciones intercambiable y soluble, esto
concuerda con la investigacion de Ma Y. et al. (2009) donde analizando el
comportamiento de Psychrobacter y dos cepas de Bacillus demostré6 un aumento en la
concentracion de Ni biodisponible que atribuye a la capacidad de estas bacterias de

generar un medio &cido y la produccion de sideréforos.
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La concentracion de Zn para suelos no contaminados se encuentra entre 10 y 300
mg/kg (Marques A. et al, 2013), los valores encontrados en este andlisis no
sobrepasaron los 30 mg/kg, segun la normatividad Mexicana (NOM-021-SEMARNAT)
las concentraciones existentes de Zn en los jales podria representar una concentracion
adecuada como micronutrientes, lo cual permitiria la supervivencia de las plantas. Las

mayores concentraciones se obtuvieron en la fraccion residual.

Marques A. et al., (2013) sugiere que las BPC pueden utilizar diferentes mecanismos
para influenciar la movilidad de Zn y su captacién por las plantas, del mismo modo
Long X. et al.,, (2013) demostré6 que ciertas bacterias pueden utilizarse para la
remediacion de suelos contaminados con Zn. En los resultados obtenidos el
tratamiento con Klebsiella M173 fue el que presentd mayor concentracion en la fraccion
intercambiable y baja concentracion en la fraccion residual. Serratia M119 fue la cepa
gue presentd menor concentracion en la fraccion residual, posiblemente debido a una
movilizacion a otras fracciones. Serratia K120 presenté inmovilizaciéon de Zn de la
fraccion intercambiable a la fraccion residual. Por otra parte Lysinibacillus M188
muestra mayor concentracion de Zn en la fraccion residual (ligeramente mayor al
blanco), posiblemente inmovilizando la fraccion soluble, lo cual tiene relacion con la
investigacion de Kuffner M., et al., (2008) que expuso la capacidad de 9 cepas para

inmovilizar el Zn en suelos con altas concentraciones de este contaminante.

Con respecto a Cobre, los resultados mas altos fueron cercanos a 140 mg/kg en la
fraccidbn enlazada a oxihidroxidos de Fe, seguido de su asociacion con materia
organica y la fracciobn enlazada a sulfuros, probablemente por la existencia de
calcopirita (CuFeS2) (Moreno R. et al., 2009). Si bien el Cu es un micronutriente del
suelo y por ende esencial para de desarrollo de la biota si se encuentra en
concentraciones cercanas a 0.2 mg/mg (NOM-021-SEMARNAT-2000), Liu W. et al.
(2014) expone que en concentraciones por encima de 48 mg/kg estan asociadas a la
reduccion de crecimiento en brotes y raices de plantas de hasta 50%.
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A pesar de que existen gran cantidad de articulos publicados con respecto a la
capacidad de las bacterias de movilizar Cu (He L., et al., 2010; Sheng X., et al., 2012,
Ma Y. et al., 2011; Kidd P., et al., 2009) en esta investigacion Lysinibacillus muestra
una clara inmovilizacion de Cu, llevdndolo hasta la fraccién residual. Por otra parte
Serratia M119 y Klebsiella M173 parecen haber tenido una influencia en la
inmovilizacion de este metal llevandolo de la fraccion enlazada a oxihidroxidos de Fe a

la fraccion enlazada a sulfuros.

El Cadmio es uno de los elementos toxicos mas importantes por sus efectos en la salud
humana. Suelos no contaminados por Cd presentan valores menores a 1mg/kg
(Marques A., et al.,, 2013). Los valores encontrados en este estudio superan los 12
mg/kg, segun la NOM-021-SEMARNTAT-2000 si la concentracion se encuentra entre 3
y 5 mg/kg debe considerarse como suelo téxico para cultivos, sin embargo para la
normatividad Mexicana con referencia a las concentraciones totales aun se encuentra
dentro de los limites permisibles, a pesar de esto es importante considerar que las
condiciones ambientales pueden genera el aumento en las concentraciones de este

metal en las fracciones biodisponibles.

Las bacterias utilizadas en este estudio muestran una tendencia general a la
movilizacion del Cd a las fracciones enlazada a carbonatos probablemente proveniente
de la fraccion enlazada a Oxidos de Fe, de esta misma fraccibn muestran una
inmovilizacién a la fraccion enlazada a sulfuros, especialmente por Klebsiella M173,
Serratia M119 y Lysinibacillus M188. Marques A., et al. (2013) expone en su
investigacion la bacteria promotora Chrysiobacterium humi como capaz de reducir la
concentracion de Cd en las plantas cultivadas en altas concentraciones de este metal,
€l sugiere que esto se debe a la capacidad de las bacterias de producir guelantes,
amonio, bases organicas o sideroforos que permiten asociar el metal a otra especie
guimica menos disponible. Por su parte Kuffner M., et al., (2008) mostré6 en su
investigacion 9 cepas que fueron capaces de reducir la movilidad de Cd, entre ellas

Serratia Marcescens, la cual también identific6 como productora de sideroforos, sus

50



resultados son comparables con los de este trabajo puesto que Serratia M119 fue una

de las cepas de mayor influencia en la inmovilizacion de Cd.

El Plomo es uno de los metales mas preocupantes por sus efectos a la salud humana,
la normatividad nacional marca limites permisibles para este contaminante en 400
mg/kg para concentracion total (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004) y considerado
como peligroso si se encuentra en concentraciones entre 100 y 300 mg/kg (NOM-021-
SEMARNAT-2000). Las concentraciones obtenidas para Pb en la fraccién enlazada a
oxihidroxidos de Fe fue la mas alta, con casi 80 mg/kg, si bien se encuentra por debajo
de los limites para ser considerado peligroso, no debe descartarse la posibilidad de

gue, por cambios en el medio, puedan liberarse concentraciones mayores.

La fraccion soluble mostré concentraciones bajas de Pb, todos los tratamientos
mostraron valores similares. En la fraccion intercambiable, todos los tratamientos con
bacterias, a excepcion de Enterobacter M156 mostraron concentraciones mas bajas
gque el blanco y el testigo. En la fraccion enlazada a carbonatos se midid
concentraciones muy parecidas en todos los tratamientos (probablemente se encuentre
la especie mineral cerusita PbCOs3 (Moreno R., et al., 2009)), resultados parecidos
ocurrieron en la fraccién enlazada a materia organica, donde todos los tratamientos con
bacterias mostraron concentraciones semejantes ligeramente menores al blanco y al
testigo. La fraccién residual arrojé concentraciones no detectables para todos los

tratamientos excepto con la bacteria Lysinibacillus M118 con valores de 0.86 mg/kg.

La interaccion mas evidente fue entre las fases de oxihidroxidos de Fe y sulfuros
probablemente por una oxidacién e hidrélisis de galena (PbS) (Moreno R., et al., 2009),
puede notarse que los tratamientos con Enterobacter M156, Serratia M119, Klebsiella
M173 y Lysinibacillus M118 mostraron una clara inmovilizacion del Pb. Las
investigaciones realizadas con respecto a la movilidad del Pb se han orientado al
analisis de la acumulacién de este metal en diferentes secciones de las plantas
utilizadas para fitoextraccion (Li K. et al., 2011; Ullah A. et al., 2015; Kidd P., et al.,
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2009; Zhang Y., et al., 2011), sin embargo en este estudio puede observarse el efecto

contrario con las cepas antes mencionadas.

El arsénico es otro de los elementos potencialmente toxicos mas importantes, y en este
estudio presentd los valores mas altos que cualquier otro de los metales analizados,
alcanzando concentraciones de hasta 1360 mg/kg en la fraccion enlazada a
oxihidréxidos de Fe, también fue uno de los elementos que presentd mas cambios en
las concentraciones en cada fraccion debido a la influencia bacteriana.

Las concentraciones normadas en el pais para este EPT son > 5 mg/L (en fracciones
mas biodisponibles) para ser considerado residuo peligroso (NOM-052-SEMARNAT-
2005) y 22 mg/kg si se pretende usar el area para cultivo, vivienda o comercios, valores
muy por debajo de los encontrados en los jales.

El andlisis de la movilidad demuestra que los tratamientos con Serratia M119,
Klebsiella M173 y Lysinibacillus M188 aumentaron la movilidad del As llevandolo a la
fraccidon soluble, sin embargo en la fraccion siguiente (intercambiable) Serratia M119 y
Klebsiella M173 muestran las concentraciones mas bajas, Lysinibacillus M188 también
tiene una concentracién menor al blanco incluso sumando la fraccién intercambiable y
la fraccion soluble, el resto de los tratamientos de igual forma muestran menores
concentraciones que el blanco, por lo cual, se puede apreciar que las bacterias
realmente redujeron la concentracion de este elemento en las fracciones mas

biodisponibles.

En la fraccibn enlazada a carbonatos se obtuvieron concentraciones bajas, sin
embargo el tratamiento con Lysinibacillus produjo concentraciones de mas del doble
del resto de los tratamientos, posiblemente por la movilizacién de la fraccion enlazada a
oxidos de Fe. En la fraccion enlazada a oxihidroxidos todos los tratamientos
presentaron valores por encima de la concentracion del blanco, entre 100 y 400 mg/kg
mas, probablemente provenientes de la inmovilizacién de la fraccion intercambiable y la
movilizacion de la fraccion enlazada a 6xidos. La fraccion enlazada a materia organica

muestra concentraciones muy parecidas entre los tratamientos, ligeramente mayores al
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blanco, mientras que la fraccidbn enlazada a sulfuros no indicé valores detectables.
Finalmente la fraccion residual mostr6 que todos los tratamientos presentaron
concentraciones mas altas que el blanco, especialmente utilizando las cepas
Enterobacter M156, Serratia M119 y Klebsiella M173.

Da S., et al. (2014) estudio la capacidad de doce bacterias resistentes a As, entre ellas
Enterobacter sp. y Klebsiella sp. En su investigacion describe a esta ultima como capaz
de oxidar As y por lo tanto hacerlo mas estable, lo cual concuerda con esta
investigacion ya que Klebsiella M173 fue la que mostré6 mayor capacidad de asociar As
a la fraccion de oxihidroxidos de Fe. Armendariz A., et al., (2015) mencionan algunas
caracteristicas importantes para utilizacion de bacterias para el tratamiento de suelos
contaminados, encontradas en Azospirillum brasilense como alta tolerancia a As,
habilidad para oxidarlo y capacidad para acumularlo. Otras investigaciones con
respecto a este semimetal han estado orientadas a la capacidad de las bacterias de
acumular este elemento en secciones de la plata, como las raices o brotes (Ullah A., et
al., 2015; Kidd P., et. al., 2009)

Conclusioén

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal tienen influencia en la movilidad de los
elementos potencialmente toxicos y pueden ser utilizadas para promover la
inmovilizacibn de éstos complementando los procesos de fitoestabilizacion.
En los jales de minas de Santa Maria pudo observarse altas concentraciones de EPT
como Cadmio, Cobre y Arsénico, sobrepasando los limites establecidos en la
normatividad mexicana convirtiéndolos en una fuente potencial de contaminacion al
medio ambiente, sin embargo las bacterias promotoras del crecimiento utilizadas
(Enterobacter M156, Serratia M119, Serratia K120, Klebsiella M173 y Lysinibacillus
M188) en este estudio mostraron la capacidad de inmovilizar los elementos toxicos de
los jales y por lo tanto son buenos candidatos para ser utilizados en procesos de

estabilizacion de metales.
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El tratamiento con Enterobacter M156 movilidad de Hierro, Manganeso y Niquel e
inmovilizacion de Cadmio, Plomo y Arsénico. Con respecto a la inoculacion de la
bacteria Serratia K120 mostré movilizacion de Niquel y Cadmio mientras que Hierro,
Zinc y Arsénico fueron inmovilizados. La bacteria Serratia M119 influy6 en la movilidad
de Manganeso, Niguel y Zinc e influencio la inmovilizacion de Cadmio, Plomo, Cobre y
Arsénico. El ensayo realizado con Klebsiella M173 mostr6 movilizacion de Niquel y
Zinc e inmovilizacion de Hierro, Cobre, Cadmio, Plomo y Arsénico. Por ultimo, los
resultados muestran que el tratamiento con Lysinibacillus M188 influencié en la
movilizacion de Niquel y en la inmovilizacion de Manganeso, Zinc, Cobre, Cadmio,
Plomo y Arsénico. Lysinibacillus M188 y Klebsiella M173 son las mejores candidatas
para promover los procesos de estabilizacion de metales debido a su capacidad de
inmovilizacién de elementos potencialmente toxicos principalmente Cobre, Cadmio,

Plomo y Arsénico.
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