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RESUMEN

La contaminacién provocada por metales pesados ha resultado ser un tema
relevante debido al impacto ambiental y social en el desarrollo y supervivencia de
cualquier ser vivo, principalmente para los humanos. La mineria en el Estado de
Zacatecas tiene gran importancia hoy en dia, principalmente en la extraccion de oro
y plata. El objetivo general del presente proyecto es relacionar el comportamiento
bacteriano en presencia de Zn, Pb y As con un posible mecanismo de interaccion
bacteria-metal realizando el aislamiento bacteriano a partir de muestras de relaves
mineros de las zonas de estudio, para asi evaluar la tolerancia o resistencia
bacteriana dichos metales, asi como determinar su concentracion en los aislados
bacterianos para asi proponer un mecanismo de interaccion probable, comparando
los resultados obtenidos con los reportados en la literatura. Se llevo a cabo el
analisis de muestras de suelo, aislando microorganismos e identificandolos con la
tincion de Gram. Posterior a ello, se evalud el comportamiento de dichos aislados
frente a los metales, midiendo la densidad Optica de los aislados. Después, se
realizd la cuantificacidn de estos metales mediante espectrometria de absorcion
atomica para determinar si la mayor concentracién se encontraba en el medio de
cultivo o en la biomasa. Se logro el aislamiento de nueve cepas, cinco de la mina
El Bote y cuatro de Concepcion del Oro, de las cuales siete fueron Gram positivo y
dos Gram negativo. De estas, las bacterias que crecieron en presencia de Zn
tuvieron un mayor desarrollo en presencia de este metal en comparacion con el
control, asi como una mayor concentracion en la biomasa que en el medio de
cultivo. En el caso del As y Pb, estos metales resultaron ser toxicos ya que inhibieron
el crecimiento y tuvieron una minima concentracién en la biomasa, resultando la
mayor cantidad en el medio de cultivo. Comparado con la bibliografia, los resultados
son consistentes en el caso de los tres metales, proponiendo para el caso del Zn un
mecanismo de bioacumulacion, al aprovechar este metal como un cofactor en sus
procesos metabdlicos. De igual forma, en el caso del As y Pb, se ha propuesto que

la interaccién con este metal fue nula, pudiendo ser mediante el mecanismo de
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biosorcidn y bioacumulacion, pero, resultando téxicos para las bacterias aisladas en

este estudio.
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ABSTRACT

Pollution by heavy metals is an issue of vital importance due to the great
environmental impact it has on the development and survival of living beings, mainly
for the human species. Zacatecas is a state where mining has had great importance
today, mainly in the extraction of gold and silver. The general objective of this project
is to relate the bacterial behavior in the presence of Zn, Pb and As with a possible
mechanism of bacteria-metal interaction, performing bacterial isolation from samples
of mining tailings from the study areas, in order to evaluate tolerance. or bacterial
resistance of said metals, as well as determining their concentration in bacterial
isolates in order to propose a probable interaction mechanism, comparing the results
obtained with those reported in the literature. The analysis of soil samples was
carried out, isolating microorganisms and identifying them with the Gram stain. After
this, the behavior of said isolates against metals was evaluated, measuring the
optical density of the isolates. Later, the quantification of these metals was carried
out by means of atomic absorption spectrometry to determine if the highest
concentration was in the culture medium or in the biomass. The isolation of nine
strains was achieved, five from the El Bote mine and four from Concepcion del Oro,
of which seven were Gram positive and two Gram negative. Of these, the bacteria
that grew in the presence of Zn had a higher development in the presence of this
metal compared to the control, as well as a higher concentration in the biomass than
in the culture medium. In the case of As and Pb, these metals turned out to be toxic
since they inhibited growth, and had a minimum concentration in the biomass,
resulting in the highest amount in the culture medium. Compared with the
bibliography, the results are consistent in the case of the three metals, proposing for
the case of Zn a bioaccumulation mechanism, by taking advantage of this metal as
a cofactor in its metabolic processes. In the same way, in the case of As and Pb, it
has been proposed that the interaction with this metal was null, which could be
through the biosorption and bioaccumulation mechanism, but being toxic to the

bacteria isolated in this study.
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1. INTRODUCCION

La industria en general se ha convertido en un importante foco de contaminacion
para el medio ambiente, siendo los metales pesados uno de los ejemplos mas
dafinos para los ecosistemas. Particularmente en el caso de los suelos, dichos
contaminantes afectan la fertilidad y/o el uso posterior de los mismos. En tanto, para
el caso de los acuiferos y aguas superficiales, comprometen su uso como fuente de
agua para consumo humano. El uso de métodos quimicos para la remediacion de
estos lugares resulta en un alto coste debido a su alta especificidad, ademas de que
no es aplicable a métodos de remediacion in situ debido a la competencia de los
contaminantes en el sitio. La aplicacion de métodos de remediacién efectivos
depende del conocimiento de los factores hidrolégicos y geoldgicos del sitio, la
solubilidad y especiacion de los metales pesados, los procesos de atenuacion e
inmovilizacion y la medida en que los metales puedan dispersarse tanto horizontal
como verticalmente a medida que migran por el suelo. Por otra parte, la utilizacién
de métodos biolégicos para remediar un ambiente contaminado (biorremediacion)
ofrece una alta especificidad en la remocion del metal de interés con flexibilidad
operacional, tanto en sistemas in situ como ex situ. (Vullo DL, 2003)

Debido a que los metales no son facilmente degradables, solo se distribuyen por
medio del aire, agua y suelo, cambiando su estado de oxidacion, incorporandose en
las cadenas troficas o directamente en los seres vivos, mediante procesos de
adsorcion y la formacion de complejos en el medio, quedando incorporados en los
sedimentos donde se encuentran en mayor concentracion. El grupo de los metales
pesados, incluidos metales de transicion, lantanidos y actinidos, presentan
propiedades metalicas, siendo el criterio mas importante para su clasificacion la
densidad especifica, la cual debe ser mayor a 5 g/cm3. Sin embargo, algunos
autores consideran inapropiada esta definicion, ya que la densidad especifica no
hace referencia a la reactividad o toxicidad de un metal. Actualmente, el termino

metal pesado se refiere a aquellos metales o metaloides que potencialmente
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pueden causar problemas de toxicidad (Vullo DL, 2003; Covarrubias SA & Pefa
Cabriales JJ, 2017)

El dafio causado en la salud debido a la exposicion prolongada o por la
bioacumulacidon de metales pesados y a su alta toxicidad, resulta preocupante. Esto
debido a las consecuencias que pueden provocar, las cuales van desde
enfermedades cutaneas, pasando por dafios a 6rganos vitales, hasta el desarrollo
de distintos tipos de cancer. Un caso importante es el registrado en Japon durante
la década de los afios cincuenta, en el cual la poblacién ubicada en las orillas del
rio Jintsu, cercano a una zona minera de Zn, Pb y Cu, se vio afectada por el
consumo de arroz cultivado en zonas contaminadas con Cd, proveniente de los
relaves vertidos de las minas. Esto provocé una enfermedad conocida como ltai-Itai

u osteoartritis, la cual afecta al tejido 6seo. (Reyes YC et al, 2016)
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Los riesgos a la salud debidos al contacto o ingestion de los principales metales

se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Efectos a la salud de metales pesados. (Pérez Vazquez, 2011)

Metal pesado

Efectos en la salud

Mercurio

Irritacién de la piel y mucosa, asi como de las vias aéreas. En intoxicaciones fuertes
cronicas y a dosis bajas produce debilidad, pérdida de peso, diarrea, inflamacion de
encias, fatiga, sabor metdlico, insomnio e indigestion. En intoxicaciones cronicas y a
dosis altas produce: irritabilidad, alucinaciones, llanto, excitabilidad, depresiones,
tristeza, psicosis, crisis. En casos de exposicién a altas dosis en forma oral, colapsa el
aparato digestivo, siendo mortal en horas.

Plomo

Las sintomatologias van desde fatiga, dolores de cabeza, 6seos, musculares,
trastornos del suefio, trastornos de conducta, y otros, hasta anemia, célicos intestinales,
nduseas y vomitos, enfermedad renal, impotencia sexual, delirio, esterilidad, dafios al
feto, hipertension arterial, estrefiimiento agudo, afectacion de los nervios, enfermedad
Osea, y la muerte del individuo, en el peor de los casos

Cromo

Produce afecciones sobre la piel, como dermatitis y las mucosas, principalmente de
las vias respiratorias.

Arsénico

Diarrea, pigmentacion cutanea, prurito generalizado, lagrimeo, vitiligo, alopecia,
hiperqueratosis y edema circunscriptos. Dermatitis y queratosis en las palmas y plantas
son comunes. Afecciones en el higado, pudiendo producir ictericia. Se puede desarrollar
una encefalopatia, asi como sufrir dafios a nivel de medula 6sea. La anemia aplasica
es el trastorno hematopoyético mas comun. MUERTE.

La contaminacion debida a altas concentraciones de metales pesado es un

problema que va en aumento, debido principalmente a actividades antropogénicas,

entre las que se encuentran la mineria, la metallrgica, la agricultura, los

automotores y el aporte natural de la corteza terrestre y en ciertos mantos acuiferos.

De todas estas, la mineria es una de las principales causas de contaminacion,

debido, principalmente al manejo inadecuado de los residuos denominados “jales

mineros”, lo que ocasiona problemas en el medio ambiente en estados como

Zacatecas, San Luis Potosi, Guerrero y Sonora. (Covarrubias SA & Pefia Cabriales

J1J, 2017)
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1.1 Panorama de la Mineria en Zacatecas

Minera Real de Angeles. La region minera de Noria de Angeles esta ubicada a
80 km al sureste de la ciudad de Zacatecas. El yacimiento explotado por la Minera
Real de Angeles fue aprovechado intermitentemente durante los siglos XVIIl y XIX,
siendo abandonado en la época de la revolucion. Su explotacion se llevo a cabo en
un sinnimero de angostas vetas enriquecidas con mineral argentifero, cuyo

beneficio se hacia a través del tradicional método de patio.

Una de las minas de plata con mayor desarrollo mundial fue explotada y agotada
en 17 afos, de 1982 a 1999, aungue no se detono el desarrollo de la regién, sino al
contrario, debido a la contaminacion de los residuos y el consiguiente impacto
ambiental se perdieron alrededor de mil hectareas de uso agropecuario, al quedar
cubiertas de una capa grisacea de Pb, As y otras sustancias toxicas de diez a quince

centimetros de espesor. (Olmos Trujillo et al, 2013).

La Zacatecana. En la época de la cepa se depositd en esta laguna los jales
generados de los procesos de amalgamacion de minerales conducidos por un
arroyo que contenia altas concentraciones de mercurio; las tierras de la Zacatecana
han sido objeto de una contaminacion creciente, con mercurio, As, F, Pb y otros
contaminantes, mismos que representan riesgos a la salud de la poblacién. La
laguna del Pedernalillo, como también se le conoce, localizada en el municipio de
Guadalupe, Zacatecas, comprende el area central de la subregion del estado, que
comprende los municipios de Cuauhtémoc, Genaro Codina, Luis Moya, Morelos,
Ojocaliente, Panuco, Vetagrande y Guadalupe. La mineria en la region hasta antes
de los afios setenta, no fue de grandes volimenes de extraccion, ya que las
capacidades de las minas no rebasaban las 100 t/dia, por el método de
amalgamacion. Lo trascendental, fue que, durante esos 400 afios, los productos de
los jales, terreros y el intemperismo de las rocas, se depositaron en el Valle de
Guadalupe, concentrandose los materiales aluviales a partir de 1938 en la presa La

Zacatecana (Olmos Trujillo et al, 2013).
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Vetagrande. Poblado ubicado en el centro del estado de Zacatecas donde se
han explotado histéricamente yacimientos minerales. En la actualidad, la
explotacion de vetas, con alto contenido de oro, plata y plomo, generan residuos
que son liberados al ambiente durante el transporte del material por camiones
descubiertos que propician la dispersion del polvo, provocando la contaminacion por
plomo en las calles y los patios de las casas que no tienen revestimiento, ademas
a lo largo de la historia minera de esta comunidad se han depositado los jales

alrededores de la poblacion. (Olmos et al, 2013)
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1.2 Lugar de estudio

1.2.1 Mina El Bote

Fue una mina subterranea en la que trabajaron un promedio de 360 personas en
dos turnos; se extraian sulfuros de Pb y Zn, con subproductos de plata, oro y cobre
cuyas leyes promedio eran: 0.90-1 % Pb, 1.70 % Zn, 38 g/ton Ag y 1 g/ton Au. Se
estima una produccién promedio de entre 18 000 y 22 500 toneladas al mes, las
cuales se beneficiaban en la planta de la unidad "El Bote", mediante el método de
“flotacion selectiva”. Los concentrados se enviaban a Industrial Minera México, en
San Luis Potosi y el Zn a la empresa minera Znamex. Se contaba con reservas cuya
suma entre positivas y probables es 2 628 000 ton. Las reservas posibles equivalian
aproximadamente al 50 % de la cifra anterior. El yacimiento era de origen
hidrotermal, en forma de vetas cuyas dimensiones aproximadas eran de 8 km de
longitud por un espesor variable de 2.5 a 3 m encajonadas en rocas metamorficas
de edad tridsica (esquistos y pizarras). (INEGI, 1981)

\

Figura 1. Vista de la mina El Bote. (Google Maps, 201)

18



1.2.2 Concepcidn del Oro, Zac.

Aqui opera la Compafiia Macocozac, S. A., que explota las minas llamadas
"Cabrestante”, "El Tajo" y "La Mexicana", con una superficie aproximada de 8 km?
de lotes denunciados, con 850 empleados y tres turnos en la planta. Se trata de
yacimientos metasomaticos de contacto en forma de diseminaciones, bolsas y
chimeneas con espesores variables de 6 a 200 m. La roca encajonante es la caliza.
Se extraen sulfuros de oro, plata, y cobre; ademas se detectan molibdeno y
tungsteno. Las leyes son 1 % Cu, 1 5 g/ton Ag y 1 g/ton Au. Se benefician en este
distrito 1,200 toneladas diarias mediante el método de flotacion selectiva. Los
concentrados se envian a San Luis Potosi. Se cuenta con reservas positivas de
alrededor de 8 000 000 de toneladas. (INEGI, 1981)

Figura 2. Vista panoramica de la Unidad eportiv de Concepcion del Oro. (Tripmondo,
2019)
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1.3 Transformaciones mediadas por microorganismos

Un componente fundamental de los ciclos biogeoquimicos son Las interacciones
entre microorganismos y metales. Dichas interacciones son estudiadas en
profundidad dentro de la biotecnologia ambiental, con el objetivo de implementar
métodos de remocion, recuperacion o detoxificacion de estos contaminantes.
Dependiendo de su estado de oxidacion y la especie que esté conformando, un
microorganismo puede llevar a cabo dos transformaciones posibles. Una
corresponde a la movilizacién del metal, pasando de un estado insoluble (metales
asociados a suelos, sulfuros u 6xidos metalicos) correspondiente a una fase solida,
a un estado soluble en fase acuosa. Este proceso se conoce como lixiviacion
microbiana, mientras que la segunda corresponde a la inmovilizacion del metal, que
consiste en el paso del estado soluble en fase acuosa a uno insoluble en fase sdlida.
(Vullo DL. 2003)

1.4 Movilizacion de metales pesados

1.4.1 Biolixiviacion

Este mecanismo de solubilizacién se utiliza en la mineria, y es mediante la accién
microbiana, que los metales presentes en los minerales resultan extraidos en fase
acuosa. Tal es el caso de la obtencion de Cu por la oxidaciéon de CuzS (calcocita) a
CuSOq4 por intermedio de la accién de las bacterias Thiobacillus ferroxidans y
Thiobacillus thiooxidans. Desde el punto de vista de la biorremediacion, el
biolixiviado puede utilizarse dentro de la perspectiva de la hidrometalurgia,
recuperando metales a partir de materiales solidos contaminados como suelos,
cenizas resultantes de quema de desechos, sedimentos acuaticos, etc. Este
proceso se ha aplicado con éxito utilizando bacterias oxidadoras del hierro o
sulfuros, como Thiobacillus ferroxidans o Thiobacillus thiooxidans, respectivamente,

en la recuperacion de Cu, Ni, Zn y Cd, tanto en condiciones aerobias como
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anaerobias, ya que estos microorganismos pueden utilizar el cation Fe3* como
altimo aceptor de electrones en lugar del Oo.

La biolixiviacion se lleva a cabo en un ambiente acido, con valores de pH entre
1.5 y 3. Estos valores mantienen los iones metalicos en solucién, y promueven su
lixiviacion debido a mecanismos de oxidacion y reduccion. (Bosecker K, 1997)

Los sideroforos son compuestos organicos, tales como péptidos o acidos
organicos, con capacidad acomplejante, uniéndose a los metales en un proceso
llamado complexdlisis, la cual es un mecanismo mas lento que la biolixiviacion en
ambientes acidos. La biosintesis de sideroforos también ocurre con el fin de
detoxificar el entorno celular. (Vullo DL, 2003; Okoh M, 2018))

1.5 Inmovilizacion de metales pesados

Dentro de la gran diversidad microbiana, existen microorganismos que poseen
resistencia y otros que son tolerantes a los metales. Los resistentes presentan
mecanismos de detoxificacidn codificados genéticamente, estimulados por la
presencia del metal. En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o
ausencia de metal. De este modo, los microorganismos resistentes y tolerantes
presentan gran interés al actuar como captores de metales en sitios contaminados,
debido a que ambos tienen la capacidad de extraer estos contaminantes. La
resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos se debe en gran
medida a la accion de diferentes mecanismos, entre los que se encuentran:
biosorcién, bioacumulacion, biomineralizacién, biotransformacion y quimiosorcion

mediada por microorganismos. (Vullo DL, 2003)

1.5.1 Biosorcion

El proceso de biosorcion involucra una fase solida (sorbente o biosorbente;
adsorbente; material biol6gico) y una fase liquida (solvente, normalmente agua) que
contiene una especie disuelta para ser absorbida (adsorbato, metal / colorantes).

Debido a la mayor afinidad del adsorbente por las especies adsorbidas, esta ultima

21



es atraida y unida alli por diferentes mecanismos. El proceso contindia hasta que se
establece el equilibrio entre la cantidad de especies adsorbidas ligadas a sdlidos y
la porcién que permanece en la solucion. El grado de afinidad del adsorbente por el
adsorbato determina su distribucion entre las fases solida y liquida.

La biosorcion es un fendmeno ampliamente estudiado en la biorremediacion de
diversos metales pesados. Los microorganismos utilizados como biosorbentes
retienen los metales pesados a intervalos de tiempo relativamente cortos al entrar
en contacto con soluciones de dichos metales. (Vullo DL, 2003; Ramachandra TV
et al, 2005)

La biosorcion implica esencialmente procesos de adsorcién como la adsorcion
idnica, quimica y fisica. Se sabe que una variedad de ligandos ubicados en las
paredes de las células bacterianas esta involucrada en la quelacién de metales.
Estos incluyen grupos carboxilo, amina, hidroxilo, fosfato y sulfhidrilo. Los iones
metalicos pueden ser adsorbidos formando complejos con los sitios de reaccion
cargados negativamente en la pared celular. Es un mecanismo de cinética rapida
gue no presenta una alta dependencia con la temperatura y en muchos casos puede
estudiarse en detalle mediante la construccion de los modelos de isotermas de

adsorcion. (Ramachandra TV et al, 2005)

1.5.2 Bioacumulacion

La bioacumulacion es un proceso metabdlicamente activo que depende de un
sistema de importacion — almacenamiento. Este consumo energético se genera a
través del sistema H* - ATPasa, a través de la membrana lipidica hacia el
citoplasma. Una vez incorporado el metal pesado al citoplasma, éste es captado
mediante proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas o también
puede ser internalizado en una vacuola, como es el caso en hongos. Ademas, los
mecanismos de bioacumulacién pueden deberse a endocitosis, canales i6nicos o
transporte mediado por portadores. Algunos ejemplos de este proceso son la
acumulacion de uranio por la bacteria Pseudomonas aeruginosa, el cual fue

detectado integramente en el citoplasma, al igual que en la levadura Saccaromyces
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cerevisiae. Otros casos como el mercurio, plomo, plata cadmio y niquel también has
sido reportados (Vullo DL, 2003; Tayang A & Songachan LS, 2021)

1.5.3 Biomineralizacion

Algunos microorganismos poseen la capacidad de precipitar metales y radio
nuclidos en forma de carbonatos e hidroxidos, debido a un mecanismo de
resistencia codificado en plasmidos. Este mecanismo se debe al funcionamiento de
una bomba que expulsa el metal toxico presente en el citoplasma hacia el exterior
celular en contracorriente a un flujo de H* hacia el interior celular, asi como con
ligandos orgéanicos tales como amina, carboxilo, hidroxilo, fosforilo y azufre que
desprotonan e imparten carga neta negativa sobre la superficie microbiana
provocando un aumento de pH, produciendo una alcalinizacion, y por lo tanto la
precipitacion del metal pesado. Otra forma de precipitar los metales es a través de
la formacion de sulfuros o fosfatos, como resultado de alguna actividad enzimatica
celular, Los metales potencialmente téxicos que tienen carga positiva se precipitan
de manera no uniforme en productos minerales mas estables y compactos61. (Vullo
DL. 2003; Tayang A & Songachan LS, 2021)

1.5.4 Biotransformacion

Este proceso genera un cambio quimico sobre el metal pesado, principalmente
en el estado de oxidacion. Este mecanismo, que ha sido desarrollado por los
microorganismos para adaptarse a los cambios en el ambiente, es de dos tipos:
enzimatico y no enzimatico. Dentro del tipo enzimatico se encuentra la
biotransformacion enzimatica microsomal y no microsomal. En el primero de los
casos, las enzimas se encuentran dentro de membrana lipofilicas, mientras que la
no microsomal involucra enzimas presentes en la mitocondria. Las
transformaciones se pueden clasificar dentro de distintas categorias, como
oxidacion, reduccion, hidrolisis, isomerizacion, condensacion, formacion de nuevos

enlaces carbon-carbon y la introduccion de grupos funcionales. Un caso muy claro
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es el ciclo del Hg en la naturaleza, donde la bacteria Pseudomonas aeruginosa
puede reducir el cation Hg?* a Hg®, y otros organismos pueden luego metilarlo dando
como producto el CHsHg* y (CHzs)2Hg, que son volatiles y ain més téxicos que el
propio Hg. (Vullo DL. 2003; Smitha Ms et al, 2017)

1.5.5 Quimiosorcion mediada por microorganismos

Este mecanismo es similar a la biomineralizacion, ya que los microorganismos
biomineralizan un metal, formando un depdsito primario. Este depdsito primario
actua como nucleo de cristalizacion, en el cual se depositan los compuestos
precipitados por los microorganismos, promoviendo y acelerando asi el mecanismo
de mineralizacion, formando complejos mas grandes y de mejor extraccion en
soluciones acuosas. Estos complejos estan formados por los metales que en
cuestion se busca extraer y otros que se encuentran en el sitio, actuando asi el

nucleo de cristalizacion como una especie de iman. (Pérez Vazquez, 2011)

Los mecanismos de interaccion entre metales pesados y microorganismos se

resumen en la figura 3.
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Figura 3. Mecanismos de interaccién entre metales pesados y microorganismos. 1)
Biotransformacion. 2) Bioacumulacién. 3) Biomineralizacion. 4) Quimisorciéon mediada por
microorganismos. 5) Bisorcion. (Vullo DL. 2003)
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1.6 As

El arsénico es un Elemento quimico, cuyo simbolo es As y su nUmero atdmico,
33. Se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza (cerca de 5 x 10% de
la corteza terrestre), siendo uno de los 22 elementos conocidos que se componen
de un solo nucleido estable, °33As; el peso atdmico es de 74.922. Se conocen otros
17 nucleidos radiactivos de As. Es uno de los elementos mas toxico que pueden ser
encontrados. La exposicion a arsénico en humanos se puede dar a traves de la
comida, agua y aire. Ademas, puede también ocurrir a través del contacto de la piel

con suelo o0 agua que contenga arsénico. (Lenntech, 2015)

La exposicion al As inorgéanico puede provocar varios dafios sobre la salud, desde
irritacion del estbmago e intestinos, asi como de los pulmones, disminucion en la
produccion de globulos rojos y blancos, cambios en la piel, hasta provocar el
desarrollo de cancer, principalmente en piel, pulmones, higado y el sistema linfatico.
Ademas, la exposicion a muy altas concentraciones de arsénico puede causar
infertilidad y abortos en mujeres, asi como pérdida de la resistencia a infecciones,
afecciones cardiacas y en el sistema nervioso, tanto en hombres como en mujeres.
Finalmente, es el arsénico inorganico puede provocar dafios a nivel del ADN,
mientras que el arsénico organico no causa cancer, ni dafio al ADN. Aunque una
exposicidon a dosis elevadas puede causar ciertos efectos sobre la salud humana,

como lesion en los nervios y dolores de estbmago. (Lenntech, 2015)

El arsénico se asocia con ciertos procesos de extraccion de minerales, como es
el caso del cobre y plomo, pudiendo integrarse al ambiente durante su extraccion y
fundicion. También se pueden liberar a la atmésfera cantidades pequefias de As
desde plantas de carbén y desde incineradores ya que el carbén y sus productos
de desecho lo contienen. (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades, 2007).
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1.6.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas del As se muestran a continuacion en la tabla

2.
Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del As. (Pino F, 2018)
Estado Solido
Densidad 5.73 g/lcm?®

Punto de fusion 887K (614° C)
Punto de ebullicion 1090K (817° C)

Entalpia de vaporizacion 269.9 kJ/mol

Entalpia de fusién 34.76 kJ/mol

1.6.2 Usos del As en la mineria

Las emisiones de arsénico atmosférico a partir de la fundicibn de cobre
representan la mayor aportacién de la industria minera y los metales en gran
medida, y han sido el foco de las tecnologias de control de la contaminacién y cada

vez con mayores regulaciones. (SME, 2015)

La produccion mundial de As reportada fue de 46,000 toneladas en 2014, sin
embargo, la demanda de As ha ido disminuyendo desde la década de 1970, cuando
las sales de As inorgénico todavia se usaban ampliamente como pesticidas. A nivel
mundial, un estimado del 50% del As producido continta utilizandose para fabricar
insecticidas y herbicidas, y otro 30% se utiliza para hacer conservantes de madera
de arseniato de cobre cromado (CCA) ampliamente utilizados en aplicaciones
marinas. (SME, 2015)

1.6.3 Mecanismo de toxicidad

El metabolismo del As tiene un rol importante en sus efectos toxicos,
generalmente por la reduccién de cationes inorganicos, principalmente AsY a As'".
La reduccion puede ocurrir por la presencia de glutation (GSH), y es la arsenato
reductasa, cuya naturaleza es de una glutation-S-transferasa, la enzima encargada
de llevar a cabo dicha reaccion en el higado. Los efectos toxicos del arsénico se
enlistan en la tabla 3. (Hughes. 2002)
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Tabla 3. Efectos observados en humanos y animales de laboratorio después de
exposicion cronica a As. (Hughes, 2002)

Sistema Efecto

Lesiones en la piel; guemaduras,

Piel )

queratosis
Cardiovascular Enfermedad del pie negro (gangrena)
Nervioso Encefalopatia, neuropatia.

, . Depresion en la actividad de la medula
Hematoldgico ]
Osea

Endocrino Diabetes

Degeneracion del tubulo proximal
Renal & P ’

necrosis cortical y papilar

Estos efectos se deben a que el arsenato puede reemplazar al fosfato en algunas
reacciones bioguimicas debido a su estructura y propiedades similares (Tawfik and
Viola, 2011), siendo metabolizado en reacciones de la cadena respiratoria y en la

sintesis de ATP a nivel de sustrato. (Hughes. 2002)
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1.7 Pb

El plomo (Pb) es un metal pesado, de bajo punto de fusion y de color gris azulado,
que se encuentra naturalmente en la corteza terrestre. Los principales usos del Pb
se dan en la industria, tal es el caso de la elaboracion de pilas, municiones,
productos de metal (soldaduras y tuberias) y en aparatos de proteccion contra los
rayos X. Debido a inquietudes relacionadas con la salud, en los ultimos afios se ha
reducido la concentracién de plomo en pinturas, productos cerdmicos y materiales
para calafatear y para soldar tuberias. Su uso como un aditivo en la gasolina se
prohibié en 1996 en los Estados Unidos. (ASTDR, 2007)

Los efectos toxicos del Pb se ven altamente reflejados en el sistema circulatorio
en el sentido de alterar los sistemas que regulan la resistencia vascular, el ritmo
cardiaco, el flujo y la presién sanguinea, asi como alterar la sintesis de enzimas, o
inhibirlas, y provocar anemia. En el sistema renal al formar cuerpos de inclusién en
el tubulo proximal debido a la unién del Pb con proteinas, asi como alterar la tasa
de filtracion glomerular. A nivel de sistema nervioso el Pb puede mimetizar los
receptores de calcio alterando su homeostasis en varias vias de sefalizacion.
(Abadin H et al, 2007)

1.7.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas son presentados en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoguimicas del plomo (Pb). (Abadin H et a, 2007)

Caracteristica
Estado Solido
Densidad 11. 34 g/cm?®
Punto de fusion 327°C
Punto de ebullicion 1740° C)
Entalpia de vaporizacion 177.7 kd/mol
Entalpia de fusion 4799 kJ/mol
Peso molecular 207.2 u
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1.7.2 Pb en la mineria

En 2012 la produccién minera de plomo en México aumentd un 6%, alcanzando
un nivel de produccion no visto en 30 afios. Los principales estados productores de
plomo, ordenados de acuerdo a las toneladas de produccion, son Zacatecas,
Chihuahua y Durango, siendo la Minera Pefiasquito la principal con 69, 705
toneladas de plomo en 2012. (Perez A, 2015)

1.7.3 Mecanismo de toxicidad

La toxicidad del plomo estd directamente relacionada con el estrés oxidativo
debido a que juega tiene un rol fundamental en la disminucién de los niveles de
moléculas antioxidantes como Glutation (GSH), y enzimas como la catalasa, super
oxido desmutasa (SOD), al formar enlaces con los grupos sulfhidrilo de dichas
moléculas o sustituyendo a cofactores enzimaticos, como el Zn, inactivandolas. De
igual manera, al ser un ion divalente, el Pb puede sustituir a otros cationes como el
Ca?*, Mg?*, Fe?*, e incluso al Na*, sustituyéndolos en vias de sefializacion,

transporte de sustancias. (Flora G et al, 2012)
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1.8 Zinc

El zinc es un oligoelemento indispensable en el metabolismo intermediario, en la
multiplicacion celular y en los procesos de oxido-reduccion, al ser un cofactor para
muchas enzimas relacionadas con el uso de energia (ATP), sintesis de proteinas y

proteccion oxidativa. (Taboada Lugo N, 2017)

A pesar de que el Zinc es el menos téxico de todos los oligoelementos, y aunque
su margen de seguridad (diferencia entre la dosis toxica y la dosis recomendada)
es muy amplio, es necesario evaluar su toxicidad. Para el Zinc proveniente tanto de
los alimentos, como del agua y suplementos es de 40 mg/dia (en adultos). (Rubio
C et al, 2007). A pesar de que es un elemento que no es considerado toxico, una
exposicidbn a altas concentraciones puede resultar en efecto adversos como
nauseas, vomitos, pérdida del apetito, cdlicos, diarrea y dolores de cabeza. (NIH,

2016). En la tabla 5 se muestran los limites maximos recomendados de Zinc.

Tabla 5. Limites méximos recomendados de Zn por grupo de edad. (NIH, 2016)

Edad Limite maximo (mg/dia)
Bebes hasta 6 meses 4
Bebes de 7 a 12 meses 5
Nifos de 1 a 3 afios 7
Nifos de 4 a 8 aiios 12
Nifos de 9 a 13 afios 23
Adolescentes de 14 a 18 afios 34
Adultos 40
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1.8.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas del Zn. (Lenntech, 2019)

Caracteristica
Estado Solido
Densidad 7.14 g/cm?
Punto de fusion 419.5°C
Punto de ebullicion 906 °C
Entalpia de vaporizacion 115,3 kd/mol
Entalpia de fusién 7 322 kJ/mol
Peso molecular 65.37 g/mol

1.8.2 Zinc en la mineria

Las principales fuentes de Zinc se encuentran, principalmente, formando
compuestos en la superficie terrestre, tales como blenda de Zinc (sulfuro de cinc o
spharelita, ZincS), calamina (ZincCOs3) y Zincita (ZincO), y es encontrado por lo
general en depdsitos minerales junto con otros metales como el cobre y el Pb.
(Greenspec, 2019)

De acuerdo a Zhang et al, 2012, los compuestos formados por el Zinc sufren una
descomposicion liberAndose en forma de metales libres, siendo capaces de
movilizarse a mantos acuiferos, suelos y plantas. Ademas, menciona que el nivel
de Zinc en agua, suelo y cultivos exceden los limites permitidos en China,
provocando, ademas de la contaminacion del agua, que los suelos no sean viables
para su cultivo y que estos acumulen altas concentraciones. (Zhang et al, 2012).
Esto es confirmado por Zhou et al, 2010, quienes en un estudio realizado en una
regiobn minera en china encontraron que el indice de geo acumulacion resulté ser

superior a 600 ppm. (Zhou et al, 2010)
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1.9 Biotecnologia y biorremediacion

La modificacién genética de microorganismos has tenido un gran auge, ya que
pueden resultar de gran importancia contra los accidentes o los efectos causados
por los fendbmenos naturales. A lo largo del tiempo, la biorremediacion se ha
enfocado en utilizar consorcios de microorganismos para el saneamiento del agua,
el suelo y otros elementos del medio ambiente. Actualmente, gracias a la
biotecnologia es posible realizar modificaciones en el ADN de algunas bacterias con
el fin de darles la capacidad de degradar compuestos con mayor facilidad o rapidez
y asi lograr disminuir la contaminacion y mejorar las condiciones de los ecosistemas.
(Nava A, 2018)

Un estudio realizado por Quandt et al, 2013, demostré el papel que tiene la
modificacion genética en los microorganismos al utilizar E. coli con un operon de
descafeinizacion modificado para su uso como biosensor en la deteccion de los
niveles de cafeina en algunas bebidas comerciales, pudiendo tener uso en la
contaminacion de agua con cafeina proveniente de estas bebidas o de productos

farmacéuticos.

Pero la biotecnologia no solo ha servido para mejorar a estos microorganismos,
ya que gracias a ella y segun un estudio realizado por Prcina M et al, 2015 en
proteinas priones de células nerviosas, se logré conocer que dichas proteinas tienen
una funcién importante en el metabolismo de metales pesados como Cu, Mny Zn,
confiriendo cierta resistencia a las células que las expresan. Esto mediante la
comparacion de células que expresan proteinas prion y células en las que la

expresion fue inhibida.

Continuando con las bacterias, las limitaciones que conlleva el que la mayoria de
los contaminantes no se encuentren aislados, si no formando complejos de varios
de ellos, ha llevado a el desarrollo de disefios biocataliticos que contienen rutas
catabolicas disefiadas artificialmente. Para ello se requiere de un banco de genes
gue contenga las caracteristicas deseadas a expresar por el microorganismo para

llevar a cabo la degradacion eficiente de los contaminantes. (Morad J et al. 2013)
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El uso de biomarcadores ha resultado una herramienta molecular muy importante
para la identificacion de bacterias especificas en la naturaleza. En la actualidad, los
avances en el campo de la biologia molecular han contribuido al estudio de la
dinamica de las comunidades microbianas presentes en el ambiente sin la
necesidad de cultivarlas; algunos métodos moleculares utilizados son técnicas
basadas en el estudio del acido desoxirribonucleico (ADN) global de las
comunidades, enfocandose en el uso de sondas o amplificacién por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) de genes catabdlicos responsables de procesos de

biorremediacion. (Eleonora M et al, 2016)
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1.10 Cambio climatico y contaminacion minera

La industria minera se encuentra ubicado en el primer lugar a nivel mundial en la
produccion de plata, ademas de ser la primera opcion de inversion en exploracion
minera en América Latina y el cuarto en el mundo. Sin embargo, esta teniendo un
gran impacto dentro del cambio climatico, debido, principalmente, a la demanda en
los recursos usados por estas actividades, como los energéticos y los hidricos.
(Fundar, 2017)

La mineria se presenta como la industria de mayor consumo de agua y como la
mayor fuente de contaminacion de la misma, debido a la alteracion del nivel freatico
y el desplazamiento de las aguas subterraneas, ademas de la contaminacion del
agua superficial y subterrdnea con sales minerales, sulfatos, nitratos, Oxidos,
aceites, grasas, lubricantes, quimicos, explosivos y metales pesados (arsénico,
plomo, cadmio, cromo, cianuro y mercurio). Los desechos y las presas de jales
almacenan contaminantes que después se evaporan y la absorben los follajes, los
arboles y las plantas; otros se vierten a los rios o0 arroyos, o se filtran al subsuelo
contaminando asi aguas y pozos. Todo esto debido a filtraciones, derrames o fugas

de aguas contaminadas. (Castro, 2013)

De igual forma, el uso de energia y las grandes cantidades emitidas de gases de
efecto invernadero, hacen de la mineria uno de los principales emisores de estos
contaminantes, siendo las emisiones totales de GEI varian en la industria,
dependiendo del tipo de recurso extraido, asi como del disefio y la naturaleza del

proceso minero. (Fundar, 2017)

La quema de materiales y de combustibles fosiles, la incineracion, el uso de
maquinaria pesada; las canchas de relaves y los gases téxicos de la lixiviacion,
genera contaminaciéon del aire. La contaminacion del aire, agua, erosion,
deforestacion, pérdida de arroyos y agua de los pozos, entre otros factores,
disminuye potencialmente la posibilidad de producir diversos cultivos, e incluso

intoxicacion de organismos vivos (Castro, 2013)
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1.11 Evaluacion del impacto ambiental

El impacto ambiental (IA) se entiende como el efecto que ocurrié en un espacio
y tiempo determinados, y que se manifiesta en forma de variacion, alteracion,
modificacion o cambio en el entorno de uno o varios de sus componentes. El
impacto de los proyectos de la mineria se puede dividir en dos grupos: el impacto
ambiental potencial durante la explotacion minera y el impacto ambiental posterior
al cierre de la mina. Resulta necesario que las empresas mineras consideren el
disefio de métodos que tengan un impacto minimo tanto en individuos como en el
ambiente cercano, ya sea previniendo o minimizando los efectos destructivos en el
inicio, explotacion y al final de los trabajos en dichos lugares con los residuos
generados (metales y sustancias quimicas, principalmente), los cuales son la
principal fuente de contaminacion tanto en suelo como en mantos acuiferos. Para
minas activas se han identificado tres actividades primarias que potencialmente
pueden generar residuos en el medio ambiente: extraccion, deshidratacion y el
almacenamiento de los productos extraidos. De igual forma, para minas
subterraneas y a cielo abierto abandonadas, se ha identificado que el movimiento
de suelo descontrolado es la mayor causa de propagacion de la contaminacion,
ademas de las tres actividades mencionadas para minas activas, teniendo un mayor
alcance. En México, la evaluacion del impacto ambiental ha sido fuertemente
influenciada por politicas internacionales, al formar parte de la declaracion de
Estocolmo, la declaracion de Rio y el tratado de libre comercio de América del Norte.
Sin embargo, el proceso de evaluacion de impacto ambiental continla con su

desarrollo. (Perevochtchikova y André, 2013; Namin et al, 2011)
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1.12 Evaluacion del riesgo ecolodgico y a la salud

Se define como Evaluacién del riesgo ecoldgico (ERE) a la determinacion de la
naturaleza y probabilidad de efectos indeseables en animales, plantas, asi como en
el medio ambiente, provocados por actividades antropogénicas, las cuales causan
cambios en el medio ambiente que en algunos casos son de gran importancia y que

a largo plazo van en deterioro de los propios seres humanos. (SEMARNAT, 2007)

Una ERE es una forma eficaz de evaluar impactos ambientales y ecologicos
derivados de emergencias ambientales, la cual por lo general consiste en los
siguientes pasos:

e Caracterizacion ambiental del sitio donde ocurrid el percance y toda el area

de influencia de la emergencia ambiental.

e Seleccién de contaminantes criticos y evaluacion de la toxicidad de los

medios ambientales a partir de bioensayos.

e Estimacién del Riesgo ecoldgico a través de modelos matematicos

e Seleccion de biomonitores contextualizado al sitio.

e Evaluacién de la exposicién (metales, hidrocarburos, plaguicidas, etc.) a

través de biormarcadores.

Evaluacion de los efectos (genotoxicidad, neurotoxicidad, disrupcién endocrina,
etc.) a través de biomarcadores El riesgo ambiental se estima a partir de la relacion
entre la exposicion y los efectos (con cierto grado de incertidumbre) de un modo
similar al que se hace en la evaluacién de los riesgos para la salud humana. Estos
efectos se estiman a partir de informacién generada en el laboratorio, calculando
las cantidades de toxicos liberados al ambiente y usando modelos para la
estimacion del destino y concentracion de los quimicos en los diferentes
componentes del ambiente. (SEMARNAT, 2007; Espinosa Reyes y llizaliturri
Hernandez, 2015)

37



Zamarrefio et al, 2013, realizaron una evaluacién de riesgo ecologico por la
presencia de mercurio en una zona minera de chile. En dicho estudio se propone
una metodologia para calcular la concentracion de mercurio que se volatiliza a la
atmosfera partiendo de la ecuacion de Penman-Monteith modificada, aplicando
variables termodinamicas para el mercurio y la climatologia de la zona. Dicho
modelo les permitié predecir la distribucion de dicho contaminante, asi como
determinar que en la zona pueden existir zonas con altas concentraciones de
mercurio, el cual puede ser perjudicial para la poblacién de Andacollo, Chile,

cercana a la zona de estudio. (Zamarrefio et al, 2013)

Por su parte, la Evaluacion de Riesgos a la Salud (ERS) se propone como una
metodologia que permite predecir y describir la secuencia de eventos resultantes
de la accion humana y la forma en que modifica los niveles de exposicién de las
personas a determinados factores de riesgo, caracterizando a su vez la magnitud y
gravedad de las consecuencias en salud resultantes de dicha exposicion. (Olmedo
P et al, 2016)

El procedimiento mas ampliamente aceptado de ERE ha sido propuesto por el
Consejo Nacional de Investigacién (siglas en inglés, NRC) de los Estados Unidos
en 1983 en su documento “Risk Assessment in the Federal Government: Managing
the Process” (también conocido como el Libro Rojo), estructurado en cuatro fases:

1. IDENTIFICACION DEL PELIGRO. consiste en la identificacion de las

situaciones 0 agentes capaces de generar efectos adversos en la salud
debido a la exposicion a los mismos.

2. CARACTERIZACION DEL PELIGRO O EVALUACION DE LA

DOSIS/RESPUESTA. busca describir la relacién existente entre la magnitud
y condiciones de exposicion a un agente (dosis), asi como la probabilidad y
gravedad de que se produzca un efecto adverso a la salud (respuestas)..

3. EVALUACION DE LA EXPOSICION. Se caracteriza la intensidad,

frecuencia, y duracion de la exposicibn humana a un agente presente en el

medio.
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4. CARACTERIZACION DEL RIESGO. En esta fase final, las evaluaciones de
la exposicion y la caracterizacion de la relacion dosis-respuesta se combinan
para estimar la probabilidad, naturaleza y magnitud del riesgo humano de
acuerdo con los diferentes escenarios de exposicién identificados (Olmedo P
et al, 2016)

Un estudio realizado por Mejia et al, 1999 en una zona minera de San Luis Potosi
para determinar el riesgo a la salud causado por contaminacion de As utilizo como
biomarcador el nivel de aspartato transaminasa para la evaluacion del dafio
hepatico, y de dopamina para la neurotoxicidad en ratas tratadas con residuos de la
zona de estudio. De igual forma analizaron la biodisponibilidad con el nivel urinario
de As en nifios de la zona. Encontraron que las ratas presentaron dafio hepatico y
neurotéxico, y que la biodisponibilidad fue positiva, ya que el 71% de los nifios
presentaron niveles superiores a los normales (50 ug/gr creatinina) (Mejia et al,
1999)
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1.13 Evaluacion y manejo de sitios contaminados

La evaluacion de riesgos en sitios contaminados se enfoca en estimar los efectos
adversos y en la obtencion de informacion necesaria para permitir la toma de
decisiones respecto a la remediacion del sitio, en el cual se pueden involucrar varios
contaminantes, cada uno con diferentes propiedades fisicoquimicas que, aunadas
a las condiciones fisicas del mismo, hacen que dichos contaminantes tengan un
comportamiento e incidencia de distinta manera en el medio ambiente.
(SEMARNAT, 2009)

La regulacion con el propésito de atender la problematica ambiental de suelos
contaminados ha ido evolucionando desde sus inicios a finales de los afios 1980.
Actualmente es responsabilidad del gobierno federal regular y controlar la
generacion, manejo y disposicién final de materiales y residuos peligrosos,
incluyendo, especificamente, las responsabilidades, procedimientos y condiciones
para la remediacion de sitios contaminados. En la gestion que atiende la Secretaria
del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) respecto a este tema, los
sitios contaminados son clasificados como "Emergencias Ambientales™ y "Pasivos
Ambientales”, segun la causa y antigiedad de la contaminacién. cuando la
contaminacion del sitio deriva de una circunstancia o evento, indeseado o
inesperado, que ocurra repentinamente y que dé como resultado la liberacién no
controlada, incendio o explosion de uno o varios materiales o residuos peligrosos
gue afecten la salud humana o el medio ambiente, se habla de una Emergencia
Ambiental. En aquellos sitios contaminados debido a la liberacién de materiales o
residuos peligrosos que no fueron remediados oportunamente para impedir la
dispersiébn de contaminantes, y que implican una remediacién obligatoria, se
considera Pasivo Ambiental. También se incluye la contaminacién generada por una
emergencia con efectos a largo plazo sobre el medio ambiente en esta definicion.
(SEMARNAT, 2018)
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La remediacion de suelos contaminados implica diferentes actividades de

acuerdo con el grado de dificultad de cada caso. Cada suelo contaminado a

remediar representa un caso particular debido a las condiciones del suelo, las

condiciones climaticas, el tipo de contaminante y las causas que originaron la

contaminacion. Sin embargo, estos sitios pueden ser evaluados pudiendo

determinarse una solucion mas efectiva para su remediacion. En la eleccion del

proceso de tratamiento para remediar suelos se consideran los siguientes criterios:

El tipo de contaminante: Las caracteristicas fisicas y quimicas del
contaminante determinan su tratamiento, ya que son estas propiedades las
que determinan en parte la movilidad del contaminante y si tiene o no
persistencia en el ambiente.

Tipo de suelo: Las caracteristicas naturales del suelo suelen determinar las
caracteristicas de los métodos de tratamiento a aplicar y decretan también si
un contaminante podra diseminarse en el medio ambiente. Por ello, los
componentes del suelo (arcillas, arenas, gravas y rocas, entre otros), son un
criterio en la seleccion del tipo de metodologia a seguir.

Localizacién y uso de suelo: son factores que inciden de manera fundamental
en el nivel de remediacion y el método que puede emplearse para ser
alcanzados. Se debe tomar en cuenta los siguientes aspectos; ubicacion
geografica y uso de suelo, fuente de la contaminacién, magnitud y
distribucion del o los contaminantes, acceso al sitio, ubicacion de
asentamientos humanos, cuerpos de agua, caracteristicas topograficas,
clima, hidroldgicas, hidrogeoldgicas, geoldgicas, edafoldgicas y clima.
Aplicacion de la tecnologia: Los distintos procesos de remediacion pueden
actuar, ya sea disminuyendo la concentracion del contaminante al
transformarlo en compuestos no dafinos para el medio ambiente, separando
el contaminante del suelo, asegurando que el contaminante no sea movil o
gue la poblacion no esté expuesta a él. La eleccion y uso de cualquier
proceso de tratamiento en particular depende, ademas de los puntos antes
mencionados, de la disponibilidad, confiabilidad, estado de desarrollo de la
técnica y de su costo. (SEMARNAT, 2018)
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2 JUSTIFICACION

La mineria se encuentra entre las industrias mas destructivas del mundo,
generando aproximadamente 2.7 billones de toneladas de desechos al afio,
incluyendo los minerales propiamente extraidos, asi como otras sustancias usadas
en los procesos de extraccion, (Young J, 1992) y México no se encuentra exento de
esta problemética. Histéricamente nuestro pais se ha posicionado como uno de los
lideres en la extraccién de metales, como la plata, oro y zinc, lo que a su vez ha
provocado que el impacto de esta actividad en el medio ambiente sea de
consideracion debido tanto a la disposicion de los residuos como a los procesos de

extraccion. (Tetreault D, 2015)

Zacatecas es considerado como uno de los principales estados en la industria
minera, siendo pionero en la produccién de plomo y zinc a nivel nacional con una
produccion aproximada de 13 629 y 28 516 toneladas respectivamente (INEGI,
2018), por lo que la generacion de residuos contaminantes de este tipo es de
consideracion. (INEGI, 2018)

Segun un estudio realizado por Santos E et al, 2006, se determind que en la
poblacion de La Zacatecana y Osiris en el municipio de Guadalupe, la
contaminacion de Pb, As y Hg resultd tener niveles lo suficientemente altos como
para justificar estudios de especiacion para la evaluacion del riesgo de la poblacién
en el &rea, ya que los niveles detectados fueron ocho veces mayores a los limites
permitidos (Santos E et al, 2006). Aunado a lo anterior, Gonzéalez D et al, 2012
confirmo las altas concentraciones de estos tres metales, ademas de Zn, Cu y Mn,

en plantas cultivadas en estas zonas. (Gonzalez D et al, 2012).

La contaminacion con metales pesados supone un gran riesgo para la salud de
la poblacién cercana a estos lugares, ya que metales como el As o el Pb pueden
causar enfermedades que van desde sintomatologias como nauseas 0 mareos,
pasando por enfermedades cutaneas como la queratosis, hasta enfermedades del

sistema nervioso como psicosis y dafio cerebral. De igual forma se ha encontrado
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gue tienen efectos teratdbgenos y carcinégenos debido a la exposicion cronica a altas

concentraciones. (Jaishankar et al, 2014)

El uso de organismos con capacidad de biorremediacion supone una nueva
estrategia en el tratamiento de areas contaminadas, principalmente con metales
pesados, las cuales son un factor de riesgo latente tanto para la poblacion de zonas
aledafas a estos lugares como para la flora y fauna del lugar. Estudios realizados
por Flores de la Torre et al, 2018 y Rodriguez Sanchez et al, 2017 en zonas
contaminadas cercanas a la ciudad de Zacatecas han servido para demostrar el
importante papel del uso de microorganismos y plantas en la biorremediacion de
dichas zonas a través de distintos mecanismos de resistencia y acumulacion.
(Flores de la Torre et al, 2018; Rodriguez Sanchez et al, 2017)

En el presente trabajo de investigacion se propone determinar la resistencia o
tolerancia de las bacterias presentes en residuos mineros, asi como el mecanismo
de interaccion con metales pesados (Pb, Zn y As, principalmente) y la

caracterizacion e identificacion de las mismas.
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3 HIPOTESIS

Los microorganismos presentes en relaves mineros contaminados poseen
mecanismos de interaccion metal-bacteria que les permiten adaptarse y sobrevivir
a sitios contaminados, mediante la resistencia o tolerancia a concentraciones

elevadas de metales pesados.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar el comportamiento bacteriano en presencia de Zn, Pb, y As mediante la
respuesta a diferentes concentraciones, para relacionarlo con un mecanismo de
interaccion bacteria metal, y proponer su uso como posible estrategia de
remediacion.

4.2 Objetivos especificos

e Realizar el aislamiento bacteriano a partir de muestras de relaves mineros de
las zonas de la mina El Bote, en la capital del estado, y en el municipio de
Concepcidn del Oro.

e Evaluar la tolerancia o resistencia bacteriana al Zn, Pb y As.

e Determinar la concentracion de Zn, Pb y As en los aislados bacterianos.

e Proponer un mecanismo de interaccion probable, contrastando los resultados

obtenidos con los reportados en la literatura.
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5 MATERIALY METODOS

La metodologia propuesta en este proyecto se resume en el siguiente diagrama
de flujo, siendo descrita a continuacion.

Aislamiento de
las bacterias

Propuesta de un
mecanismo de
interaccion

Caracterizacion

morfologica

Determinacion Cuantificacion
interaccidon con de metales
metales pesados pesados

Figura 4. Metodologia resumida.

5.1 Aislamiento de la bacteria

Se pesaron 5 g de cada una de las 4 muestras y se diluyeron en solucion buffer
de fosfatos pH 7, manteniéndose en agitaciébn durante 24 h. posteriormente se
realizé el sembrado por triplicado de cada muestra en agar nutritivo, incubandose
por 24 h a 37° C en agitacion. Se seleccionaron las cepas que presentaron
caracteristicas macroscopicas diferentes y se sembraron individualmente hasta

obtener cepas puras de microorganismo (Ruangpan L, 2004)
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5.2 Caracterizacion morfologica

Se llevo a cabo la identificacion macroscépica mediante observacion directa.
Posteriormente se realizé la tincion de Gram para clasificarlos mediante su
morfologia microscopica, y asi descartar las cepas que posean una morfologia
similar. Esta tincion esta basada en la capacidad de la bacteria de retener el
colorante primario Cristal Violeta debida a la composicion de su pared celular, al
poseer una capa de peptidoglucano que interacciona con el complejo formado por
el Cristal Violeta y el yodo (complejo CV-I). Las bacterias que retienen dicho
complejo se denominan Gram positivas, mientras que a las que se agrega un
colorante de contraste (Safranina) se denominan Gram negativas. Estas Ultimas
contienen una capa de lipopolisacéaridos que es alterada por la solucién decolorante
de alcohol, permitiendo la eliminacion del complejo CV-I, haciéndolas incoloras y
siendo necesaria la adicion del colorante safranina. Esto permitié determinar qué
tipo de pruebas que se realizaran posteriormente a las bacterias identificadas, asi
como saber si se trata de bacterias potencialmente patégenas. (Tortora, 2007)

5.3 Determinacion de interaccion con metales pesados

Se evalud el crecimiento de los microorganismos aislados en presencia de
concentraciones crecientes de los metales para determinar el desarrollo en
comparacion con un blanco, mediante la medicién de densidad Optica, realizando
mediciones a una longitud de onda de 600 nm, basandose en el principio de que la
radiacion sera dispersada debido a la turbidez del medio de manera proporcional a
la cantidad de células presentes. Se compard con un control positivo de cada cepa
sin adicionar algin metal pesado. Se bas6 en el método de determinacion de
resistencia a metales pesados, modificando las concentraciones utilizadas,
anicamente con la finalidad de determinar el desarrollo de los microorganismos, y
asi evaluar la interaccion que estos tienen con los metales. No asi determinar la

concentracion maxima a la que son resistentes. (Maia MRG et al, 2016)
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Se prepararon soluciones de Zn, As, y Pb en concentraciones de 10, 20 y 40
ppm, y se incubaron los microorganismos por triplicado para cada metal durante 24,

48y 72 h, a 37° C. haciendo lecturas a estos mismos tiempos.
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5.4. Cuantificacion de metales pesados por absorcion atémica

5.4.1 Preparacion de soluciones madre

Se prepararon soluciones madre que contenian los metales Pb, As y Zn, a partir
de sales de CHsCOO)2Pb, NaAsO2, y ZnSO4, a una concentracion de

aproximadamente 500 ppm de cada metal.

5.4.2 Cultivo de cepas en presencia de los metales

Se cultivaron las 10 cepas en presencia de distintas concentraciones de cada
metal (10, 20 y 40 ppm) por triplicado en caldo nutritivo (CN) por un periodo de 24
— 48 h, en agitacion constante a una temperatura de 37°C, para favorecer el
desarrollo de los microorganismos. Posterior a este periodo de tiempo, se separd
por medio de centrifugacién el medio de cultivo y las bacterias desarrolladas. Dicha
centrifugacion se llevo a cabo a 5000 rpm durante 10 minutos, para posteriormente

registrar los pesos de la biomasa restante en el tubo y almacenar el medio de cultivo.

5.4.3 Digestion acida abierta de muestras

Para la digestion del medio de cultivo se tomaron 10 ml del mismo y se colocaron
en un matraz Erlenmeyer, afiadiendo 40 ml de HNOs al 1% y 5 ml de HNOs conc.
Instra para cada cepa. Ademas, se prepararon soluciones control con 45 ml de
medio mas la bacteria y 5 ml de HNO3 1%, un estandar de concentracién conocida
de cada uno de los metales (0.025 pg/L para As, 0.3 mg/L para Zny 4 mg/L para
Pb), y un blanco con HNO3s 1%, y otro con caldo nutritivo (CN). Se coloc6 una marca
de aforo a 50 ml. Se someti6 a evaporacion por aproximadamente 3h en una
campana de extraccion hasta que se obtuvo un volumen aproximado de 10 ml,
Posteriormente se aforé6 con HNO3 1% hasta la marca de 50 ml. Para el caso de la
biomasa, se afiadi6 1 ml de HNO3s 1% al tubo que la contenia, y deposito en un
matraz de 10 ml, donde se aford a 8 ml. Se llevo a evaporacion por 2h hasta obtener

un volumen aproximado de 1 ml, después se aforo a 8ml con HNO3 1%

48



5.4.4 Determinacion de la concentracion de metales por absorcién atomica.

Las muestras digeridas fueron medidas en el equipo Perkin EImer PINAACLE™
900T por el método de flama en el caso de Zn y Pb, y por el método de horno de
grafito para As. En los casos indicados (tablas 10 y 11) se realizaron diluciones para
que la concentracién de la muestra estuviera dentro del rango de la curva de

calibracion, la cual fue elaborada con patrones internos propios del laboratorio.
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6 Resultados

6.1 Aislamiento y caracterizacion morfoldgica

Se lograron aislar 9 cepas de las dos zonas de muestreo, 5 corresponden a la

mina del bote (M.B.) y 4 a la zona deportiva de Concepcion del Oro (C.O). Los

resultados se muestran en la tabla 7 asi como la muestra de proveniencia de cada

cepa. Del mismo modo, en la tabla 8 se muestra la morfologia macroscopica del

cultivo en agar nutritivo (AN) y la morfologia microscépica obtenida mediante la

tincibn de Gram. En su gran mayoria se obtuvieron resultados de cocos Gram

positivos, lo cual indica que sus paredes celulares tienen una composicibn mas

compleja, pudiendo ser donde interaccionan con los metales.

Tabla 7. Cepas aisladas y su muestra de procedencia

Zona Muestra de suelo Cepa
M.B. BR26A; 1
M.B. BR26A(X1) 2
M.B. BR26A1(X2) 3
C.0. P2R2; (X3) 4
C.0. Sl, 5
C.0. P2R2; 6
C.0. Sl 7
M.B. BR26A; 8
M.B. BR8R; 9

(MB: Mina El Bote; CO: Concepcidn del Oro)
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Tabla 8. Descripcion de la morfologia macroscépica y microscdpica de las cepas aisladas.

Cepa | Morf. Macroscépica (AN) Morf. Microscépica (TG) Descripcion
A: Cepa circular
aislada con borde
redondo, blanca y

1 opaca.
B: Cocos Gram
positivos aislados y
en pares.
A: Cepas irregulares
blanquecinas,

5 brillantes,
translucida.
B: Cocos Gram
positivos aislados
A: Cepas irregulares
puntiformes,
agrupadas,

3 blanquecinas,

translucidas,
B: Bacilos Gram
positivos aislados
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Tabla 8. Descripcion de la morfologia macroscépica y microscdpica de las cepas aisladas.

Cepa Morf. Macroscépica (AN) Morf. Microscopica (TG) Descripcion
B
A: Cepas
circulares
aisladas, blancas,

4
borde entero.

B: Cocos Gram

positivos aislados.

A: Cepas

irregulares y
“% circulares, blancas
| brillosas.

5 | B: Bacilos Gram

“| positivos
agrupados en
pares 'y cocos

| Gram positivos
aislados.
A: Cepas
circulares blancas,
opacas.

6 B: Cocos Gram
positivos
agrupados en
estrepto y
sarcinas.

(Continuacidn)
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Tabla 8. Descripcion de la morfologia macroscépica y microscopica de las cepas aisladas.

(Continuacion)

Cepa Morf. Macroscépica (AN) Morf. Microscopica (TG) Descripcion
B
A: Cepas
irregulares,
opacas,

- apariencia lechosa
B: Cocos Gram
negativos aislados
y agrupados en
pares.

A: Cepas
circulares

8 aisladas, opacas
B: Cocos Gram
positivos aislados
A; Cepas
irregulares,
blancas,

9 traslucidas con

borde lechoso.

B: Bacilos Gram
negativos
aislados.
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Se obtuvieron 9 cepas del aislamiento de ambos sitios, obteniéndose 5 y 4 cepas
de cada lugar, respectivamente. De estas 9 cepas, 4 de las 5 provenientes de la
mina el Bote resultaron ser Gram positivas, al igual que 3 de las 4 cepas
provenientes de la unidad deportiva de Concepcién del Oro, resultando en total 7
cepas Gram positivas y dos Gram negativas. De las 9, 8 tuvieron morfologia de

COCoOs.

6.2 Interaccién con metales pesados.

Se realizaron las mediciones de los cultivos de las 10 cepas en caldo nutritivo,
afadiendo volumenes tales que se alcanzaran concentraciones conocidas (10, 20
y 40 ppm) partiendo de soluciones madre de CH3(COO)2Pb, NaAsO2 y ZnSO4 con
una concentracion de 500 ppm, a una longitud de onda de 600 nm comparandolos
con un cultivo control sin metal. Esto para determinar a qué concentraciones se
obtenia un mayor crecimiento de los microorganismos, lo cual es indicativo de que
las bacterias, posiblemente, sean capaces de desarrollar mecanismos que les

permitan crecer en el medio en presencia de los metales.

Posteriormente se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas
de dos vias, teniendo como variables las distintas concentraciones y los distintos
tiempos, obteniendo tanto datos paramétricos como no paramétricos, y encontrando
diferencias significativas entre el cultivo control y los cultivos en presencia de los
distintos metales pesados en algunas de las cepas. Esto para determinar las
condiciones 6ptimas en las que las cepas que presentaron un mayor crecimiento
seran cultivadas para los ensayos posteriores. Los resultados de las mediciones se

muestran a continuacion en las figuras 2 a 11.
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Figura 5. Interaccién con metales de la cepa 1. Se muestra poco crecimiento en presencia de los
distintos metales.

Para el caso de la cepa 1 se muestra muy poco desarrollo en presencia de los tres

metales, siendo claramente mayor el desarrollo en el control sin metal, incluso al

mayor tiempo de incubacion. (figura 5)
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Figura 6. Interaccion con metales de la cepa 2. A), se observa un menor crecimiento en presencia
de As que en el control B) poco desarrollo en presencia de As y Zn; C) alto desarrollo en presencia
de Pb

Para la cepa 2 se observo un mayor desarrollo en presencia de Pb a partir de las

48 h de incubacion. De igual forma se observé buen desarrollo en presencia de Zn

(figura 6).
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Figura 7. Interaccién con metales de la cepa 3. A. gran desarrollo en presencia de As a las 48 h de
incubacién en todas las concentraciones, B. Se observa un mayor desarrollo en presencia de; C.
menor desarrollo en presencia de Pb

Para la cepa 3 se observé gran desarrollo en presencia de As a las 48 h de
incubacion en todas las concentraciones, a 72 h es menor el desarrollo, pero de
igual manera es mayor que el control. De igual forma se observa un mayor desarrollo
en presencia de Zn a una concentracion de 10 ppm a las 48 h de incubacién al igual
que a 40 ppm a las 72 h y menor desarrollo en presencia de Pb comparado con el

control.
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Figura 8. Interaccidén con metales de la cepa 4. A. se observa un mayor desarrollo a las 72 h de
incubacién, de manera ascendente en las concentraciones usadas. B. el mayor desarrollo se dio a
las 48 h con 10 ppm de Zn.

Los resultados de la cepa 4 muestran un mayor desarrollo a las 72 h de incubacion,
de manera ascendente en las concentraciones usadas. Mientras que, en el caso del
Zn, el mayor desarrollo se dio a las 48 h con 10 ppm de Zn, sin embargo, alas 72 h

se registro un gran desarrollo a partir de 20 ppm. En el caso del Pb el desarrollo fue

menor al control (figura 8).
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Figura 9. Interaccién con metales de la cepa 5. A. se observa mayor desarrollo a las 48 h. B. el
mayor desarrollo se observo a las 72 h C. el mayor crecimiento se observé con 10 ppm a 24 h de
incubacidn, sin embargo, es muy pobre en presencia de Pb alas 48y 72 h.

Para la cepa 5 se observa un buen desarrollo en los tres tiempos de incubacion,
observandose el mayor a las 48 h, el mayor en presencia de Zn desarrollo se
observo a las 72 h, aunque el control fue menor comparado con el de las 48 h,
mientras que el mayor crecimiento se observo con 10 ppm a 24 h de incubacién, sin

embargo, es muy pobre en presencia de Pb alas 48 y 72 h (figura 9).
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Figura 10. Interaccién con metales de la cepa 6. A. Se observa un mayor crecimiento a las 48 h
con una concentracion de 20 ppm. B. mayor desarrollo se dio a las 72 h, C. se dio un mayor
desarrollo a partir de las 48 h de incubacion.

En el caso de la cepa 6 Se observa un mayor crecimiento a las 48 h con una
concentracion de 20 ppm. Mientras que para el Zn mayor desarrollo se dio a las 72
h, teniendo como patron el control, el cual es similar al de las 48 h, donde el
desarrollo se dio de mejor manera a partir de 20 ppm. Por ultimo, en el caso del Pb
se dio un mayor desarrollo a partir de las 48 h de incubacion, continuando a las 72

h, pero siendo menor que el control.
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Figura 11. Interaccién con metales de la cepa 7. A. se observa mayor desarrolloalas 24 h B. a
partir de las 72 h se obtuvo el mayor desarrollo C. poco desarrollo en presencia de Pb.

La cepa 7 tuvo mayor desarrollo a las 24 h, con una concentracion de 10 ppm,
posteriormente el desarrollo disminuye gradualmente, incluso en el control sin As.
En el caso del Zn, a partir de las 72 h se obtuvo el mayor desarrollo, sin embargo,
el control disminuyo su densidad Optica, mientras que el desarrollo en presencia de

Pb fue pobre en todas las concentraciones utilizadas y tiempos de incubacién (figura

11).
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Figura 12. Interaccidn con metales de la cepa 8. A. gran desarrollo desde las 24 h de incubacion. B.

el desarrollo maximo se dio a las 72 h. C. el desarrollo fue maximo a las 72 h.
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Se observé gran desarrollo desde las 24 h de incubacion, siendo maximo a las 48
h con una concentracién de 10 ppm, y manteniéndose a las 72 h, salvo a 10 ppm.
Para el Zn, el desarrollo maximo se dio a las 72 h, requiriendo asi un mayor tiempo
en presencia de Zn. Finalmente, el desarrollo fue maximo a las 72 h, siendo méaximo
a 20 ppm de Pb (figura 12).
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Figura 13. Interaccidon con metales de la cepa 9. A. Se observa poco desarrollo en presencia de As.
B. El mayor desarrollo se alcanzé a las 72 h. C. Se present6 un mayor desarrollo con una
concentracién de 10 ppm, a los distintos tiempos de incubacién, y manteniéndose a las 72 h sin
diferencias significativas.

Se observa poco desarrollo en presencia de As, incluso a la minima concentracién
empleada. EI mayor desarrollo en presencia de Zn se alcanzé a las 72 h, con una
concentracion de 20 ppm. Se present6 un mayor desarrollo en presencia de Pb con
una concentracion de 10 ppm, a los distintos tiempos de incubacion, y

manteniéndose a las 72 h sin diferencias significativas (figura 13).
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Se seleccionaron las cepas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 ya que presentaron una mejor

interaccion con los metales utilizados al registrarse un mayor crecimiento en

presencia de las distintas concentraciones de los metales para su posterior analisis

y cuantificacibn mediante espectroscopia de absorcidn

Dicha

determinacion se realizara en el medio de cultivo y la bacteria por separado. Las

cepas seleccionadas se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Cepas seleccionadas para la cuantificacion de Pb, Zn y As en medio de cultivo y bacteria

mediante absorcidon atémica.

Metal Concentracion [ppm] Cepas
Pb 20 2y9
Zn 40 4y7

40 3
As 20 8
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6.3 Cuantificacion de metales pesados
Cuantificacién de metales pesados

Los resultados de las determinaciones se muestran en las tablas 10y 11, incluyendo
el triplicado de las muestras mas el triplicado que arrojo el equipo. De igual forma,
en las figuras 5, 6 y 7 se muestra la distribucion final de la concentracién total de los
metales en el medio de cultivo y en la biomasa. La concentracion final se determiné

realizando los siguientes célculos:

Medio de cultivo
m
Pb [Tg] = (lectura del equipo — blanco)(5)

m
Zn [Tg] = (lectra del equipo — blanco)(100)

As [@] _ (lectura del equipo — blanco)(100)

L 1000
Bacteria

Ph [mg Pb] _ (lectura del equipo — blanco)(FD)(2ml)

g bacl 1000ml(peso bacteria (g))
p [mg Zn] _ (lectura del equipo — blanco)(FD)(2ml)

" g bacl 1000ml (peso bacteria (g))

mg As (lectura del equipo (%) — blanco) (100)(0.25)(2ml)
A =
s g bac] (1000 pg)(1000ml)(peso bacteria (g))
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Se determind la concentracion por triplicado de los tres metales a determinar, asi
como la concentracion real del metal en el medio de cultivo, obtenida a partir de las
férmulas antes mencionadas. En dichas formulas se contemplan las diluciones
realizadas durante la digestion. Asi mismo se determind la concentracién en el
equipo de absorcion atémica para las muestras de biomasa de cada una de las
cepas aisladas. De igual forma, se determiné la concentracion real de cada uno de
los tres metales en estudio, ademas de realizar el calculo de la cantidad de metal
en relacion a la biomasa obtenida. Esto Gltimo se llevé a cabo realizando la medicion
del peso por triplicado de cada cepa y utilizando este valor promedio para realizar
la relacion entre la concentracion real de cada metal multiplicada entre el peso de

la biomasa.
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Los resultados se muestran graficamente en las figuras 14, 15y 16. En estas se
muestra, para cada metal, la comparacion de la concentracion determinada en las
cepas analizadas tanto en el medio de cultivo como en la biomasa bacteriana,

comparandolas con la concentracion total utilizada durante la incubacion de las

cepas.
Pb
401
Hl TOTAL
30+ = MEDIO
= BE BAC
§20— =
o
a8
10
0- |
C2 C6 C9

Figura 14. Concentracion de Pb en las cepas 2. 6 y 9. Se muestra la comparacién entre la
concentracién en el medio de cultivo y en la biomasa (BAC), comparado con la concentracion total
utilizada (30 ppm). En los tres casos la concentracion de Pb fue mayor en el medio de cultivo que

en la biomasa.
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Figura 15. Concentracién de Zn en las cepas 3. 4, 5, 6 y 10. Se muestra la comparacion entre la
concentracién en el medio de cultivo y en la biomasa (BAC), comparado con la concentracion total
utilizada (60 ppm). Se muestra que en la cepa 7 y 3 existe una mayor concentracion de este metal

en la bacteria.
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Figura 16. Concentracion de As en las cepas 3, 4, 5y 8. Se muestra la comparacién entre la
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concentracién en el medio de cultivo y en la biomasa (BAC), comparado con la concentracion total
utilizada (10 ppm). La mayor concentracion se encontrd en el medio de cultivo en todas las cepas.
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Los resultados obtenidos muestran que, de las tres cepas seleccionadas para
desarrollar en presencia de Pb, cepas 2, 6 y 9, tuvieron una mayor concentracion
de este metal en el medio de cultivo (figura 14). Sin embargo, la cepa 2 tuvo una

mayor concentracion de Pb en la biomasa comparada con las cepas 6 y 9.

En el caso de las cepas cultivadas en presencia de Zn, fueron las cepas 3y 7 las
que tuvieron una mayor concentracion de este metal comparado con el medio de

cultivo (figura 15)

En tanto, para el caso del As, la mayor concentracion se determiné en el medio
de cultivo, mostrando poca afinidad a este metal por parte de las bacterias que

tuvieron un mayor desarrollo en presencia del mismo (figura 16)
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7 Discusion

Los resultados obtenidos en el asilamiento coinciden con varios autores que
reportan el hallazgo de bacterias del tipo Gram positivos en zonas contaminadas
con metales pesados e hidrocarburos (Srivastava et al, 2014; Lazaroaie, 2010;
Kumar et al, 2011), que son los encontrados en mayor cantidad en las zonas de
estudio (cepas 1, 2, 4, 6 y 8). Durante esta etapa se realizaron aislamientos de
manera secuencial, asi como una dilucion de las muestras, para obtener cepas

puras de un mismo microorganismo.

En las pruebas de crecimiento en presencia de metales se encontré que algunas
cepas presentaron un mayor crecimiento en presencia de Zn y As principalmente,
lo cual coincide con algunos autores como Wolf-Simmon et al (2011), quienes
encontraron un tipo de bacterias que utilizaba el As como nutriente en lugar de
fosforo al utilizarlo en sus procesos metabdlicos como aceptor final de electrones, o
Alaniz Andrade et al (2017), Valenzuela et al (2009) y Dey et al (2015), quienes
encontraron distintos tipos de bacterias que fueron capaces de desarrollarse en
presencia de As a concentraciones por mucho superiores a las utilizadas en este
estudio. El hecho de elegir concentraciones menores a las minimas reportadas por
Flores de la Torre et al (2018) en la zona de la mina El Bote y la SEMARNAT en la
NOM-147, fue para evitar generar residuos que pudieran ser potenciales fuentes de

contaminacion.

En el caso del Zn, se encontré que las cepas presentaron un crecimiento aun
mayor que en el caso de As, al ser un elemento esencial en los procesos celulares
(Taboada Lugo, 2017), y lo cual coincide con lo reportado por Ahemad y Malik
(2012), quienes encontraron una bacteria capaz de bioacumular Zn y Cu. De igual
forma se tiene una relacion con Dinesh et el (2018), Fan et al (2018) y Plociniczak
et al (2019), quienes encontraron bacterias resistentes a Zn y que ademas
promueven el crecimiento de distintas especies de plantas, favoreciendo la
acumulacion de este metal, y que a su vez es una de las perspectivas del presente

proyecto en colaboracién con otros futuros proyecto en la zona de estudio.
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Para el plomo se encontré un pobre crecimiento en la mayoria de las cepas, ya
gue solo dos presentaron desarrollo en presencia de este metal. Jiang et al (2019)
encontraron que el Pb resulto ser toxico para la bacteria S. pasteurii. Al inhibir su
crecimiento a concentraciones mayores a 30 mM, ademas de reducir su porcentaje
de remocion, el cual era mayor a concentraciones bajas. En dos cepas, C2 y C9
(figuras 3y 10), se encontré gran desarrollo a concentraciones de 10 ppm,
correspondiendo a lo reportado por Zhang et al (2011) quienes reportaron el
hallazgo de una bacteria aun sin identificar, que es capaz de desarrollarse en
plantas que han crecido en ambientes contaminados por Zn y Pb, ayudando al
mismo tiempo a incrementar el crecimiento de dichas plantas, y que al igual que en

el caso del Zn es una de las perspectivas del presente proyecto.

Durante la cuantificacion de los metales en las cepas seleccionadas de acuerdo
a su crecimiento en las distintas condiciones que se establecieron en los estudios
de desarrollo, la cantidad de biomasa a utilizar fue poca, con un aproximado de 0.2
a 0.4 g, por lo que se decidio utilizar la cantidad total de biomasa generada en cada
tubo.

Como se observa en la figura 16, las cepas en presencia de Pb obtuvieron una
mayor concentracion de este metal en el medio de cultivo en comparacion con la
biomasa. Sin embargo, la concentracion de metal encontrada en esta ultima
muestra que el metal esta interaccionando de alguna manera con las bacterias de
las cepas 2, 6 y 9, siendo en la primera de estas la que mayor concentracion
presenté en comparacion con las otras dos. Aunado a lo anterior, en un estudio
realizado por Syed & Chinthala (2015), se encontré una variedad de la especie
Bacillus que era capaz de bioabsorber el Pb a una concentracién de 1000 ppm, y
cuya determinacion se llevé a cabo mediante la espectrofotometria de absorcion
atomica. En dicho estudio se estudiaron tres metales distintos (Cd, Cu y Pb) siendo
el Pb el que se encontré en mayor concentracion en tres cepas de distintos bacilos
con una reduccién de hasta 87% de la concentracion inicial de este metal. Siendo
contrario a los resultados obtenidos en el caso del Pb, donde la mayor concentracion

se encontrdé en el medio de cultivo.
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El caso del As fue similar al del Pb, encontrando una mayor concentracion en el
medio de cultivo, salvo que en este caso la concentracion en la bacteria fue mucho
menor, lo cual es contradictorio con Taran et al (2019), quienes en sus respectivos
estudios encontraron una gran resistencia a este metal logrando una remocion de
77% en una concentracion de 150 ppm por parte de la bacteria del genero Bacillus,
con un maximo de 91% en una concentracion de 90 ppm, mientras que es similar a
lo reportado por Nath et al (2017), quienes encontraron que las cepas aisladas en
un rio de la india tuvieron crecimiento hasta una concentracién de 0.5 ppm, y no
mostraron una degradacioén de As en el medio de cultivo, lo que llevo a indicar el
desarrollo de tolerancia al metal por parte de estas bacterias. Resulta interesante

ya que en el estudio realizado se utilizé una concentracion hasta 40 veces mayor.

Para el caso del Zn, un estudio realizado por Vijayadeep & Sastrry (2014) mostro
que la bacteria E. coli tuvo un mayor crecimiento en presencia de Zn, comparado
con metales pesados como Cu, Cd y Hg, y a su vez retuvo dicho metal en un 40%.
Esto es similar a lo encontrado en este estudio, y lo cual se puede deber a que el
Zn es un elemento utilizado por muchos organismos como parte fundamental en sus
ciclos metabdlicos al actuar como cofactor en muchas reacciones, siendo un

nutrimiento esencial para el crecimiento y proliferacion de los mismos.

Los resultados obtenidos hasta esta etapa son los esperados, ya que se
obtuvieron concentraciones mayores de los metales de los cuales se reporta una
mayor concentracion en la mina de El Bota por Flores de la Torre et al (2017) como

lo son el Pby el Zn.
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8. Conclusiones
Se llevo acabo el aislamiento e identificacion de 9 cepas a partir de muestras de

la mina El Bote en Zacatecas y de los alrededores de la unidad deportiva del
municipio de Concepcion del Oro, obteniéndose 5 y 4 cepas de cada lugar,
respectivamente. De estas 9 cepas, 4 de las 5 provenientes de la mina el Bote
resultaron ser Gram positivas, al igual que 3 de las 4 cepas provenientes de la
unidad deportiva de Concepcién del Oro, resultando en total 7 cepas Gram positivas

y dos Gram negativas.

En presencia de As, tanto de los aislados provenientes de la mina El Bote como
de los de Concepcién del Oro presentaron una disminucion en su desarrollo en un
25% en funcion del tiempo comparados con el control, en las distintas
concentraciones utilizadas, lo cual fue coincidente con los resultados obtenidos en
la cuantificacién mediante absorcion atémica, en los cuales se mostré un minimo de
concentracion en la biomasa bacteriana. Con excepcion de las cepas 3 y 8
provenientes de la mina El Bote, las cuales mostraron un incremento en su densidad
Optica, pero, contrastando con los resultados de la cuantificacion, se concluye que
no hubo un desarrollo por encima del control, y el resultado obtenido se deba a la
presencia de biomasa muerta. Derivado de estos resultados, y contrastando con la
bibliografia consultada, para el caso del As, se propone un mecanismo de
bioacumulacion, sefialando que este metal resulta toxico para las bacterias aisladas

en los lugares de estudio para las cepas 3y 8.

Para el caso del Zn, se encontrd un desarrollo mayor al control en un 53% en
promedio para 3 de las 5 cepas aisladas en la mina El Bote, y de aproximadamente
un 30% en 2 de las 4 cepas coincidio con los resultados de la cuantificacién, al tener
un mayor desarrollo en las cepas 3 y 7, a una concentracion de 10 y 20 ppm
respectivamente, las cuales tuvieron una mayor concentracion en la biomasa, en
alrededor de 53%. En el resto de las cepas la mayor concentracion se encontroé en
el medio, pero basado en los resultados de desarrollo, es probable que dichas
bacterias asimilen el metal en su interior, metabolizandolo, y expulsandolo al

exterior, por lo cual pudieran ser utilizadas como herramientas de biorremediacion.
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Finalmente, en el caso del Pb, los resultados obtenidos mostraron que este metal
resultdé ser toxico para las bacterias, al igual que el As, al inhibir su desarrollo.
Basandose en los resultados obtenidos en la cuantificacion se concluye que todo el
metal quedo en el espacio extracelular, y, por lo que no se puede proponer un
mecanismo posible, comparando los resultados con lo reportado en la bibliografia,
en la cual las bacterias resistentes a este metal fueron aisladas de zonas un mas
contaminadas que las zonas en las que se realiz6 el muestreo en este estudio,
obteniendo resultados mas claros que permitieron establecer un mecanismo

Cconciso.

76



Perspectivas

Se plantea la identificacion molecular de dichos microorganismos y el uso de
técnicas como la difraccion de rayos x y la microscopia electronica de barrido para
confirmar el posible mecanismo de interaccién. De igual forma, se busca contribuir
al estudio y caracterizacion de mecanismos de bioremediacion, apoyandose en
proyectos de investigacion realizados dentro de las zonas de estudio en este
proyecto, sentando las bases para futuras investigaciones relacionadas con la

remediacion de estos lugares.
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Anexos

Anexo 1. Resultados de cuantificacion de metales pesados mediante absorcion atdmica

BACTERIA
MUESTRA | [equipo (mg/L;ug/L] | PROMEDIO| SD rLrge/aLl] bacferia nr;igT [mg metal/g bacteria]

C2A 10 3.247

Cc2 C2B 10 4.322 3.855 0.5515| 38.5527 0.3426 0.0771 0.2251
c2Cc10 3.997
C6A 9.509

C6 C6B 10 1.853 6.161 3.9170| 6.1609 0.2734 0.0123 0.0451
ceC 7.120
C9A 10 1.432

(6] CoB 10 0.656 1.018 0.3902| 10.1850 0.5716 0.0204 0.0356
coc10 0.967
C3A 1:100 5 0.307

C3 | C3B1:1005 0.321 0.334 0.0358| 29.7155 0.3247 0.0594 0.1830
C3C 1:100 5 0.375
C4A 1:100 5 0.237

C4 | C4B1:1005 0.308 0.280 0.0375| 24.2760 0.2371 0.0486 0.2048
C4C 1:100 5 0.294
C5A 1:100 5 0.261

C5 | C5B1:1005 0.272 0.282 0.0265| 24.4618 0.1937 0.0489 0.2526
C5C 1:100 5 0.312
C6AZn51:100 0.236

c6 ceez 00 - 0.253 |0.0233| 21.5505 | 0.3396 | 0.0431 0.1269
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C6CZn 1:100

5 0.279
C7A 1:100 5 0.457

C7 | C7B1:1005 0.323 0.351 0.0955| 31.4167 0.8245 0.0628 0.0762
C7C1:100 5 0.273
C10A 1:100 5 0.370

C10| C10B 1:100 5 0.238 0.289 0.0711| 25.2093 0.3481 0.0504 0.1448
C10C 1:100 5 0.259
C3 A 100 28.852

C3 C3 B 100 40.426 37.115 |7.2035| 0.8700 0.2609 0.0017 0.0067
C3 C 100 42.068
C4 A 100 13.974

c4 C4 B 500 12,913 12.599 |1.5561| 0.2571 0.8737 0.0005 0.0006
C4 C 500 10.910
C5 A 100 12.644

C5 C5 B 200 10.243 11.597 |1.2295| 0.2320 1.3610 0.0005 0.0003
C5 C 200 11.904
C8 A 200 11.551

C8 C8 B 200 16.529 13.501 |2.6580| 0.2796 0.3699 0.0006 0.0015
C8 C 200 12.424
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MEDIO

muestra  [equipo (mg/L;ug/L] PROMEDIO SD [real mg/L]
C2A 3.375
C2 C2B 3.190 3.375 0.185 16.873
Cc2C 3.559
C6A 3.763
C6 C6B 3.715 3.715 0.047 18.575 Pb
CceC 3.668
C9A 3.662
9 C9B 3.494 3.613 0.104 18.064
cocC 3.682
C3A 1,20 0.256
C3 | C3B1:20 0.303 0.292 0.033 27.487
C3C1:20 0.318
C4A 1:20 0.378
C4 | C4B1:20 0.302 0.336 0.039 31.899
C4C 1:20 0.328
C5A 1:20 0.428
C5 | C5B1:20 0.352 0.365 0.057 34.796
C5C 1:20 0.316
C6A 1:20 0.236 Zn
C6 | C6B1:20 0.315 0.304 0.063 28.676
C6C 1:20 0.361
C7A 1:20 0.338
C7 | C7B1:20 0.294 0.303 0.031 28.592
C7C 1:20 0.278
C10A 1:20 0.327
C10| C10B 1:20 0.310 0.323 0.012 30.588
C10C 1:20 0.333
C3 A 100 39.313
C3 | C3B 100 34.762 36.992 2.27675047 | 18.1011011
C3 C 100 36.899
C4 A 100 36.889
C4 | C4B100 38.771 37.424 1.17463454 | 18.3172313
C4 C 100 36.612
C5A 100 17.718 As
C5 | C5B 100 18.447 20.144 3.5893228 | 9.67747305
C5C 100 24.267
C8 A 100 20.266
C8 | C8B 100 16.915 18.362 1.72175569 | 8.78652814
C8 C 100 17.906
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