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PRESENTACION

La Academia Nacional de Ciencias Ambientales A. C. (ANCA) es
una organizacion que tiene como misién generar, divulgar y
aplicar el conocimiento en materia ambiental. La ANCA agrupa a
investigadores, académicos, estudiantes, empresarios,
autoridades gubernamentales y organizaciones civiles,
preocupados por la problematica ambiental en diferentes ambitos
del quehacer humano, proponiendo soluciones y estableciendo



vinculos interinstitucionales para lograr un progreso arménico y
sostenible.

ANTECEDENTES

La ANCA se inicia como academia regional en 1989 durante la
celebracién del primer encuentro de investigadores en materia
ambiental en la ciudad de Pachuca, gracias al entusiasmo de los
directores de investigaciéon y posgrado de las universidades de la
regidon central de México, que conforman la Region V de la
Asociacion Nacional de Universidades e Instituciones de
Educacién Superior (ANUIES). Se realizaron en esta regidon seis
congresos.

A partir de 1994 y en virtud del interés que algunos estados del
pais manifestaron, se acordé darle a esta academia un caracter
nacional. En esta etapa se llevaron a cabo seis congresos: La
Paz, B.C.S.; Mazatlan, Sin.; Tepic, Nayarit; Toluca, Edo. Méx.;
Acapulco, Gro. y Pachuca, Hgo.

Desde el aiio 2002, la ANCA decide traspasar las fronteras de
México y convierte el Congreso Nacional en un CONGRESO
INTERNACIONAL. Con este caracter se han celebrado congresos
en: Tijuana, B.C., 2002; Querétaro, Qro., 2003; Huatulco, Oax.,
2004; Chetumal, Q.R., 2005; Oaxtepec, Mor., 2006; Chihuahua,
Chih., 2007; Ciudad Obregén, Son., 2008; Tlaxcala, Tlax., 2009;
Chetumal, Q.R., 2010; Querétaro, Qro., 2011; Mazatlan. Sin., 2012 y
Ciudad Juarez, Chih., 2013.

En el 2014, la ANCA cumple veinticinco ainos de fundada y la sede
sera uno de los estados de la Region V de la ANUIES, el estado de
Guerrero a través de la Unidad Académica de Ciencias de
Desarrollo Regional de la UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
GUERRERO.
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INVENTARIO AMBIENTAL EN LAS FABRICAS DE MEZCAL DEL
ESTADO DE ZACATECAS

Heredia S. A.,' Delgadillo R. L.," Gallegos F. P. l.,' Cabral A. F. J." y Esparzal. E. L.
'Laboratorio de Biotecnologia y Ciencias Ambientales. Unidad Académica de Ciencias
Biologicas de la Universidad Autébnoma de Zacatecas.

Av. Preparatoria s/n. Col. Hidraulica. C.P. 98000. 01 (492) 9250007. edgarzac@gmail.com

Palabras clave: Contaminacion, mezcal y residuos.

Antecedentes.

Zacatecas tiene una antigua tradicion Mezcalera y una importante oportunidad de
desarrollo econdmico para sus regiones, ya que en la actualidad se producen
anualmente alrededor de 10 millones de litros de Mezcal. La actividad agavera en el
estado de Zacatecas, actualmente esta en las regiones Sureste la cual esta conformada
por los municipios de Pinos, Villa Hidalgo, Villa Gonzélez Ortega y Noria de Angeles,;
mientras que la region Sur contempla 13 municipios: Apozol, Apulco, Florencia de
Benito Juarez, Garcia de la Cadena, Huanusco, Jalpa, Juchipila, Mezquital del Oro,
Moyahua, Nochistlan, Tabasco, Teul de Gonzalez Ortega y Tlaltenango. Actualmente
no se cuenta con normatividad para la disposicion de los subproductos obtenidos en la
elaboracién del Mezcal, por lo que es importante generar un inventario de estos
subproductos para ampliar el panorama de la gran cantidad de residuos producidos
durante este proceso, para que con ello las organizaciones reguladoras de medio
ambiente generen normatividades correspondientes. En Zacatecas no se ha realizado
ningun tipo de estudio sobre el tipo y cantidad de subproductos o residuos generados
por la industria Mezcalera. Debido a esto, el presente trabajo se realiz6 en las
principales industrias productoras de Mezcal del Estado de Zacatecas, con la finalidad
de determinar los subproductos o residuos producidos al elaborar el Mezcal (pencas,
mieles amargas, bagazo y vinazas) y que pueden generar algun tipo de contaminacion
ambiental si no se realiza un tratamiento adecuado o uso secundario. En Zacatecas, no
se han encontrado reportes sobre estudios de calidad ambiental del impacto
antropogénico de las actividades econdmicas como la de la industria del Mezcal; razén
por la cual en el presente trabajo, se generaron inventarios de contaminantes de este
sector productivo mediante el empleo de la técnica ERFCA, con el cual se podran
identificar los principales problemas de contaminacion, jerarquizarlos y con ello tomar
decisiones para cumplir con las normas o politicas publicas ambientales.

Objetivo.
Realizar un inventario de contaminantes en la industria del Mezcal del Estado de

Zacatecas, por medio de la técnica de evaluacion rapida de fuentes de contaminacion
ambiental (ERFCA).
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Metodologia.

El area de estudio fueron los municipios de Pinos y Villa Hidalgo de la region sureste y
los municipios Garcia de la Cadena, Jalpa, Juchipila y Teul de Gonzalez Ortega de la
region sur. En la Tabla 1 se muestra el nombre de cada municipio y la clave
correspondiente segun el INEGI con la cual se distinguiran en las proximas tablas, su
extension y porcentaje que ocupan en el territorio estatal. La zona representa el 7.65%
de la superficie estatal, con un total de 5767 km? de extensién (Figura 1) (INEGI, 2012).

Trinidad Garcia g
de la Cadenag

Figura 1. Ubicacién de los municipios que comprenden el area de estudio.

Se realizaron visitas a 16 mezcaleras (de las cuales 13 fueron del sur y 3 del sureste
del estado) y se georeferenciaron lo cual se hizé por el sistema de posicionamiento
global empleando equipos GPS Marca GARMIN modelo etrex. Por otra parte, se
hicieron entrevistas sobre el proceso de produccion de Mezcal para documentar las
posibles fuentes de contaminacion en cada una de las fabricas.

La metodologia empleada es la técnica de Evaluacién Rapida de Fuentes de
Contaminacién Ambiental, ERFCA (Weitzenfeld, 1989), el cual permite la realizacién de
inventarios de fuentes contaminantes de manera rapida y a bajo costo, por lo que los
resultados son confiables ya que se utilizan factores de generacion basados
directamente en la produccidon de bienes o servicios de los diferentes tipos de fuentes.
Con los datos obtenidos de las encuestas, se hicieron calculos empleando la técnica
ERFCA con el fin de saber las cantidades reales de las posibles fuentes de
contaminacién.

Resultados y Discusion.

La actividad Agavera en el estado de Zacatecas, actualmente esta en las regiones

Sureste y Sur del estado, la tabla 1 muestra la ubicacion, domicilio y clave de registro.
Tabla 1: Georeferenciacion de algunas Mezcaleras de Zacatecas.

Clave de|Clave de las
municipio | mezcaleras

Domicilio de la fabrica Ubicacion
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011-A Carretera Colotlan Km 63,T. Garcia de la Cadena [ N: 21° 11' 283"
Zacatecas W: 103° 29' 766"
011-B Los Halconcillos, T. Garcia de la Cadena,|N: 21°28' 501"
011 Zacatecas . . ' W:103° 19' 581"
011-C Terreno los Encinos, la Ceja, T. Garcia de la|N: 21° 15' 509"
Cadena, Zacatecas W: 103° 28' 078"
011-D 16 de Septiembre #5, T. Garcia de la Cadena, [N: 21° 11' 558"
Zacatecas W: 103° 30' 132"
N: 22° 08' 668"
019 019-A Carretera Jalpa Km 1.5, Jalpa, Zacatecas W: 102° 59' 291"
. . N: 21° 24' 785"
023 023-A Camllno Real s/n, Juchipila, Zacatecas _ W: 103° 07" 439"
023-B Avenlld.a Plaza de Toros #80, San Sebastian, [N: 21° 26' 051"
Juchipila, Zacatecas W: 103° 10' 445"
N N: 22° 24' 196"
038 038-A Pendencia,Pinos Zacatecas XIV2120°1232?5§:2
038-B Saldafa, Pinos, Zacatecas W: 101° 18' 786"
047-A Jesus Ruiz #6, Huitzila, Teul de Gonzalez Ortega, | N: 21° 13' 314"
Zacatecas W: 103° 36' 293"
047-B Lopez Mateos #4, Huitzila, Teul de Gonzalez|N: 21° 12' 128"
Ortega, Zacatecas W: 103° 26' 410"
047-C Jesus Ruiz #5, Huitzila, Teul de Gonzalez Ortega, | N: 21° 22' 676"
047 Zacatecas W: 103° 36' 410"
047-D Carretera l\/'IiniIIas-Hui:tziIa Km. 1.5, Milpillas de [N: 21° 16" 172"
Allende, Teul de Gonzalez Ortega, Zacatecas W: 103° 38' 701"
047-E Venustiano Qarranza '#71, Hacienda de|N:21°14'400"
Guadalupe, Teul de Gonzalez Ortega, Zacatecas | W: 103° 36' 786"
047-F Calle México s/n, Teul de Gonzalez Ortega, |N: 21° 19" 566"
Zacatecas W: 103° 48' 749"
054 054-A Cgrretera el Tepetate-la Ballena Km 1.2, Villa|N: 22° 21' 824"
Hidalgo, Zacatecas W: 101° 42' 817"

Se tomaron fotografias en cada una de las visitas realizadas, en ellas se observan las
instalaciones de cada una de las fabricas por municipio del estado de Zacatecas, se
pueden observar las instalaciones y con ello detectar si cuentan con equipos,
tecnologia o medidas de manejo de sus emisiones contaminantes (figura 2).

=" Pk i k-
: i oA TS Tucki L e TV

Figura 2. Tecnologia empleada y residuos generados de la industria mezcalera.

En la tabla 2, podemos observar los datos generados de contaminacién que incluye los

tres tipos de contaminacion (aire, suelo y agua) que se producen en las 16 fabricas

productoras de Mezcal del estado de Zacatecas, la cual muestra, particulas

[ ’-'IJ P
b B vy 5 it b i
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suspendidas totales, bioxido de azufre, 6xido de nitrdgeno, hidrocarburos, mondéxido de
carbono, demanda bioquimica de oxigeno, solidos suspendidos, entre otros.

Tabla 2. Contaminacién generada por la industria del Mezcal en Zacatecas.

Fuente Residuos generados g:oncﬂjdca:gg: Total

Agave procesado (ton/afio) 20,280
Bagazo de agave 8,112

Residuos sélidos (ton/afio) 12,168
Pencas de agave 4,056

Combustible consumido (L/afio) 1,752,000
PST (ton/afio) 3,798.22
SO, (ton/afo) 52,367.52

Residuos en aire (ton/afo) NO (ton/afio) 13,374.00 71,322.93
HC (ton/afio) 731.1
CO (ton/afio) 1,052.09

Vol total de Fermento (L/afio) 40°560,000

Vol total de Mezcal (L/afo) 9°734,400

Vol total de Vinazas (L/afo) 30,825,600
vinazas 30°825,600

Residuos de efluentes (L/afio) | Mieles amargas 365,040 31,287,984
iggg;ales (puntas vy 97,344

DBO (mg/afio) 808,969,000,000

Sdlidos suspendidos (ton/ano) 2,139,791

actualmente la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMANART)
introdujo disposiciones y normas sobre el grado de toxicidad que establecen que no se
debe de producir mas de 150 mg de DBO por litro de efluente, pero
desafortunadamente ninguna destileria la cumple totalmente, ya que la DBO generada
por las industrias mezcaleras es de 25000 mg por litro (809690000000 mg/afio), por lo
tanto las vinazas generan un 95.2 % del total de la DBO, mientras que los alcoholes
(puntas y colas) un 3.6 % del total y las mieles amargas solo representan el 1.12 % del
total de la DBO. En cuanto a los contaminantes o desechos sdlidos que se generaron
8,112 ton/afio de Bagazo de Agave humedo y 4,056 ton/afio de pencas de Agave en
verde; los cuales nos dan un total de 12,168 ton/afo.

Conclusiones.

La mayor cantidad de fabricas mezcaleras las encontramos en la regién sur del estado
de Zacatecas, siendo Téul de Gonzalez Ortega y Garcia de la Cadena, los municipios
con mayor numero de fabricas productoras de Mezcal. En el 2010 se procesaron 20,
280 toneladas de agave, produciendo alrededor de 10 millones de litros al afo de
Mezcal a 56 % Alcohol Volumen. La elaboracién de Mezcal en Zacatecas implico, que
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ademas de obtener el destilado, se generaron otros productos secundarios y efluentes
con caracteristicas quimicas, fisicas y organolépticas diferentes al Mezcal. La
produccion de Mezcal generé 12, 168 toneladas al afio de desechos solidos; de los
cuales 8,112 toneladas son de bagazo de Agave y 4,056 toneladas de pencas de
Agave. En relacion a los efluentes, se produjeron 31°287,984 litros al ano de liquidos;
de los cuales 365,040 litros son de mieles amargas, 97,344 litros son puntas y colas; y
30°825,600 litros son vinazas. Con respecto a las emisiones en aire fueron de
71,322.93 toneladas al aflo como particulas suspendidas totales, mondxido de carbono,
oxidos de nitrégeno, hidrocarburos y diéxido de azufre. Las fabricas que tienen una
mayor influencia en el aporte de contaminantes tanto de emision, residuos sélidos y
efluentes son principalmente las fabricas 011-C, 019-A, 023-A y 047 (A-F).
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INFLUENCIA DE HgCI,EN LA EXPRESION DE FIBRILARINA (Fb) EN
GERMINACIONDE PHASEOLUS VULGARIS L.

Huerta G.J."; Cabral A.F.J."; Esparza L.E.L."; Delgadillo R.L."
"Laboratorio de Biotecnologia, Unidad Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad
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Palabras Clave: Fibrilarina, Cloruro de mercurio, Western Blot

Antecedentes

Con el advenimiento del desarrollo industrial y minero, la contaminacion con metales
pesados se volvid una preocupacion cada vez mayor debido a su redistribucion en el
medio ambiente a través de ciclos geobiolégicos y geoldgicos, que incluyen la
incorporacion a la cadena trofica con severos riesgos para la salud humana. El ser
humano es menos tolerante a la presencia de metales pesados que las plantas, las
cuales son capaces de acumular elementos metalicos en sus tejidos y 6rganos con
cierta tolerancia (Sipter et al., 2009). El principal problema de los metales pesados es
su bioacumulacién y que no son biodegradables, por tanto representan un riesgo
permanente para la salud (Pirrone et al., 2001).

El Mercurio (Hg) por sus propiedades fisicas y quimicas unicas ha sido identificado
como una sustancia téxica, persistente y bioacumulable (STPB), y desde hace ya
algunas décadas ha causado preocupacion en la mayoria de los paises desarrollados,
que han implementado estrategias que comprenden investigacion cientifica, desarrollo
de marcos legales, programas de reduccion de emisiones de Hg, iniciativas de
recoleccion y reciclaje de productos con contenido de Hg y advertencias sobre el
consumo de alimentos contaminados por este metal (PNUMA, 2002). El Consejo de
Administracion del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente concluyé
que se habia obtenido conocimiento suficiente de los efectos nocivos del Hg y sus
compuestos a escala mundial.La literatura reporta que el Hg induce muerte celular, y
ademas aun cuando no son muy claros los mecanismos se le ha asociado con pérdida
de la antigenicidad de la proteina Fibrilarina y la modificacion de sus propiedades
moleculares y su funcién celular(Pollard, et al., 1997 y 2000).

Los metales pesados interfieren con una variedad de procesos celulares, entre los
principales se encuentra la sintesis de proteinas. La traduccion es uno de los procesos
mas complejos que involucra la accién concertada de un gran niumero de moléculas de
RNAs y enzimas, en multiples pasos secuenciales, representa también uno de los
procesos de mayor consumo de energia, por lo que su regulacién esta finamente
acoplada al estado metabdlico de las células, por lo tanto la exposicion a factores
ambientales toxicos (metales pesados) que puedan alterar estos procesos conllevan a
una alteracion metabdlica generalizada en los organismos, que puede inducir incluso a
muerte celular (Howe y Merchant, 1992).

Objetivo
Evaluar el efecto del Cloruro de Mercurio (HgCly) en la expresidn de Fibrilarina en
embriones de Phaseolus vulgaris L. (frijol negro jamapa), durante la germinacion y
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desarrollo de la plantula, para considerar a Fb una proteina nucleolar presente en
humanos y en plantascomo un posible biomarcador de contaminacion por Mercurio.

Metodologia

Germinacion de semillas de Frijol Negro Jamapa.

Se llevé a cabo en condiciones controladas de humedad y temperatura constante a
25°C con diferentes tiempos de germinacién (0, 6, 12, 18, 24, 30, 42, 54, 66, 78, 90 y
102 hrs). Se estudiaron 2 grupos Testigo (sin HgCly) y Experimental con tres
tratamientos: Tratamiento 1-10 yM HgCl,, Tratamiento 11-20 uM HgCl, y Tratamiento IllI-
30 uM de HgCl,.

Extraccion de proteinas solubles de embriones de frijol.

Una vez que los grupos de estudio cumplieron sus tiempos de germinacion, se procedio
a la extraccion de embriones de las semillas, se pesé la cantidad obtenida de cada
muestra, se sumergieron en nitrégeno liquido y una vez congelados se trituraron en un
mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino, a cual se adicioné buffer de
extraccion NET-2, se colocaron 20 ul/ug de embrion,segun lo describeNambara et al.,
1992.

Medicion de concentracion de proteinas.
La cuantificacion de proteinas solubles se realizo de acuerdo a la técnica de micro
Bradford (1976), todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Electroforesis de proteinas en geles de Poliacrilamida (PAGE-SDS)

Una vez obtenidos los extractos totales se procedid a la separaciéon de proteinas
obtenidas en base a su peso molecular a través de PAGE-SDS, en condiciones
reductoras. Para lo cual se utiliz6 una minicamara de electroforesis dual Mini protean I
de Bio-Rad. Al término de la electroforesis se tifieron los geles para visualizar las
bandas de proteina con azul coomasie R-250, este colorante se une a las proteinas de
manera no especifica, el limite de deteccién es de 0.3 pg a 1 ug por banda de proteina.

Electrotransferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa.

Después de llevar a cabo la electroforesis se procedié hacer la electrotransferencia de
proteinas del corrimiento en gel a membranas de nitrocelulosa de acuerdo a lo descrito
por Towbin et al. (1979).

Western Blot

Después del proceso anterior se colocaron las membranas de nitrocelulosa en solucion
PBS- leche 3% en agitacion constante durante toda la noche. Para determinar la
presencia de la proteina Fb de 34 kDa, mediante reactividad del anticuerpo se incubo
con el autoanticuerpo anti-Fb. Se repitieron los 3 lavados con PBS-Tween 20, después
se incub6é con un segundo anticuerpo anti-lgG humana cadena gamma especifica
conjugada a peroxidasa. Por ultimo la reaccion antigeno-anticuerpo se revel6 con 3-3
Diamino Bencidina y como catalizador Peréxido de Hidrogeno (Towbin y Gordon, 1984).
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Densitometria

Las imagenes de las bandas de proteina obtenidas por Western blot, fueron capturadas
en un fotodocumentador ChemiDoc XRS * marca Bio-Rad. Luego se sometieron a un
analisis densitométrico cuantitativo, con el sofware Quanty One de marca Bio-Rad
version 2.01.

Resultados

Los resultados obtenidos de semillas expuestas a diferentes tratamientos de HgCl,
mostraron marcados efectos de inhibicion y retraso en el proceso de germinacion a
partir de concentraciones minimas de 10 yM, este comportamiento se incremento al ir
aumentando la dosis de 20 uM, y culminando con la muerte de las semillas a una
concentracion de 30 uM de mercurio. Los efectos generados por la presencia de HgCl;
se identifican en Cuadro 1.

Cuadro 1. Porcentaje de germinacion de grupos de estudio expuestos a HgCl,

CUADRO 1. GERMINACION SEMILLAS FRIJOL NEGRO JAMAPA
TIEMPO No. GRUPO TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO

Hrs. SEMILLAS TESTIGO | I} 1

6 50 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

12 50 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

18 50 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

24 50 2 4% 0 0% 0 0% 0 0%

30 50 4 &% 2 4% 0 0% 0 0%

42 50 ) 12% 2 4% 0 0% 0 0%

54 50 9 18% 3 6% 0 0% 0 0%

66 50 11 22% 3 6% 1 2% 0 0%

78 50 14 28% 5 10% 4 8% 1 2%

90 50 16 32% 9 18% ) 12% 1 2%

102 50 23 46% 9 18% 6 12% 1 2%
Una vez que los diferentes Concentraclén proteinas de embriones de frijol con Hgdl,
tratamientos sobre las semillas
cumplieron los tiempos de i :
germinacion con los respectivos .
tratamientos de HgCl,, se midi6 Bl B
concentracion de proteinas a £ sl | = ' g =
cada uno de los grupos de % |
estudio, observandose un buen ? e
rendimiento para ser procesadas E 03l
en PAGE-SDS. En la Grafica 1 se s | : : : . ;
observa que la concentracion de |oohs | '
proteinas se redujo drasticamente o) B | SaD | TR | ESER | SR
al ir incrementandose la dosis d& |grezge | 1z | e | oms | oss | 108 | oms |

Hg a través de los diferentes |wieumesor | 1m | s | o2 | o®w | os% | oms

tiempos de germinacion (Grafica | Tesmesen| 126 | 08 | om7 | o8 | 0su | 057
1) | Fﬂq_migr“_.ll_ Lim Qs ﬂSﬁl aem 0537 0348

sy Grafica 1. Efa:ﬁ de Hgbl; an .c;jnc.a'utraddl-'u u:Ie prot.efn as -|:|.|gl.'|.l|:lll:|8 ém bﬁﬁn-ﬁ .cie frijol
LO reSUItadOS eleCtI'OforetICOS vy su evolucion de 0 a 30 hrs: Tesfigo (rojo); Tratamiento | (azul); Tratamiento |1
mostraron perﬂles protelcos (amarillo} y Tratamiento [l (verde).
diferenciales en la expresion de bandas en cada uno de los grupos. El grupo testigo

expreso gran cantidad de bandas de proteinas en etapas tempranas de germinacion.
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Una de las bandas comunes que se identificd en todos los carriles fue una banda de
aproximadamente 34-36 kDa. El Tratamiento (I) 10 uyM de HgCl,, mostraronuna
disminucién de proteinas, a partir de 12 hrs (carril 3) y vuelven a expresarse bandas
que estaban presentes a las 6 hrs, para posteriormente en 24 y 30 hrs vuelve a
inhibirse la expresién de una gran cantidad de proteinas. LosTratamientos Il y Il
mostraron un descenso mucho mayor en la expresion de proteinas(Figura 1).

. =¥ .- TR

| - - - )

Fig. 1. PAGE-S05 12%. (A) Testigo M-PM (BIO-RAD); 1/0hrs; 2/8hrs; 3M12hrs; 4118hrs; 524hrs; 8/30hrs. (B) Tratamiento 1M0pM
de HgCl2 M-PM ([carriles 1/8) y (C) Tratamiento IW20pM: 1/8hrs; 2M2hrs; 3M8hrs; 4/24hrs v 5/30hrs. Tratamiento  1IU30pME
&8hrs; TM2hrs;8M8hrs; 324hrsy 10/30hrs.

Los resultados de Western blot mostraron el reconocimiento molecular de la banda de
Fibrilarina en embriones de frijol en los diferentes tiempos de germinacion, como se
puede apreciar en la Figura 2: A (Testigo), B (10 uM de HgCl,), C (20 uM de HgCl,) y D
(30 uM de HgCl,). La banda de Fb se observa en todos los carriles de grupo A, en B la
banda va disminuyendo gradualmente, en C se observa solo en las primeras horas y en
D desaparece completamente(Figura 2). Cuadro2. Densiomenis dz Fiblarina en embrionss defrijol expussios 3 Hall,

en diferantes tempos de garminacion.

B € e
M Iji—lz 3 4 5 8 H 12 45 2 Tratamientos Carril'Tiempos Vol. ! Intensidad/cm?
s T — Testigo 1/0Mhs 134 987 539
250 2/ 6 his 126.897.755
— 3712 his 126317234
100 4718 hrs 126,235,328
524 his 129,331,497
6730 his 135,820,108
% Tratamiento | 1/0hs 129,789 947
0 26 his 102.227.012
3712 hrs 56,646,960
4718 s B2 045 728
a 5/ 24 his 4,157 534
6/ 30 hrs 61,107,619
25 Tratamiento I 1/6hrs 99,024,505
2712 his £5,094.505
20 3718 hrs 63,696,601
i 4124 hws £0,168 968
10 5 /30 hrs 51,846,745
Fig. 2. Western biot [A) Testigo M-PM (BIO-RAD); 1/0hrs; 2/8 Trasamisntz 11 ;::; = :g'::z'g:
Tratamiento 10pM de HgCiz M-PM (carriles 1/8) y (C) Tratamiemn TR 40'231'21
4i24hrs y 8/30hrs. (D) Tratamiento HU30pM HgCl2 @ 1/8hrs; 212hrs 3 T 40'109'5”
5 /30 hes 40,007 90

Una vez que se identificd la banda de Fb (34/36 kDa) por Western blot, en embriones
de frijol expuestos a tres tratamientos de HgCl,, se realizé el analisis densitometrico, el
cual report6 los siguientes datos (Cuadro 2).

Discusion
El objetivo central del estudio fue la obtencibn de un marcador bioquimico de
contaminacién por Hg, que fuera capaz de determinar toxicidad dentro de las primeras
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horas de exposicién. Para esto se monitored la expresion de Fb y en embriones en
proceso germinativo de Phaseolus vulgaris L., sometidos a diferentes Tratamientos de
HgCl>,

Los resultados obtenidos en el grupo testigo y los grupos experimentales nos permiten
inferir que los metales pesados como el Hg aun en cantidades minimas 10 uM alteran,
procesos fisioloégicos y moleculares basicos en las plantas que conllevan a inhibir y/o
retardar la germinacion como se observa en Cuadro 1.

Los datos sobre concentracion de proteinas indican el comportamiento de niveles de
proteinas que estan siendo codificadas durante el proceso de germinacién y en
presencia de HgCl,y como son moduladas en respuesta a estados de estrés por este
metal, causando una reduccién severa (Grafica 1 y Figura 1) al ir aumentando la dosis
de Hg. Las proteinas solubles disminuyeron drasticamente a través de las diferentes
etapas de germinacién (Grafica 1), estudios de Ericson y Alfinito (1984) proponen una
baja concentracion de proteinas en plantas expuestas a Hg, que coinciden a su vez con
los reportes de Costa y Spitz (1997) sobre la disminucion de proteinas solubles por
exposicidon a metales pesados, Palma et al. (2002) sugieren que la disminucion en el
contenido proteico resulta de un incremento de actividades proteoliticas en respuesta a
metales pesados.

Fibrilarina ha sido caracterizada en algunas especies de plantas (Pih et al., 2000;
Stepinski, 2009), sin embargo el presente estudio la reporta por primera vez en
Phaseolus vulgaris L., donde se muestra que concentraciones minimas de 10 yuM HgCl,
inhibieron su expresion después de 18 hrs de iniciado el proceso germinativo. Esto
tiene gran relevancia en base a lo que reporta Chen et al. (2002) que concentraciones
subtoxicas de 5 pM de HgCl, en células animales es suficiente para inducir
redistribuciéon subcelular de Fb hacia proteosomas nucleoplasmicos donde es
degradada, por tanto en base a los resultados obtenidos en semillas de frijol podriamos
proponer un efecto similar en células vegetales, con la diferencia que el efecto sobre Fb
de plantas fue a partir del Tratamiento | (10 yM de HgCI,), en el que el toxico provocod
protedlisis, lo que conllevé a inhibir su expresion, en las subsiguientes horas, y como
consecuencia alterando de manera importante la homeostasis del proceso germinativo
de las semillas. Estos datos demuestran como las células vegetales presentan mayores
mecanismos de tolerancia que células animales (Barcel6 et al., 2003).

En células vegetales, no se encontraron reportes sobre efecto de mercuriales a nivel
molecular en etapas tempranas de germinacioén, los trabajos disponibles en la literatura
cientifica se orientan sobre toxicidad en germinacién, crecimiento y desarrollo de
plantas de cultivo principalmente(Navarro, et al., 2006), tampoco existen datos en
literatura cientifica sobre el uso de un biomarcador de contaminacion por Hg en etapas
tempranas de germinacién que involucren la expresidon o inhibicion de proteinas como
marcadores bioquimicos.

Los ensayos de Western blot, demostraron la reactividad del suero humano anti-Fb en
sistema de plantas reconociendo el péptido de 34-36 kDa asi como de otras bandas,
esto comprueba la conservacion evolutiva de Fb en organismos eucariotes (Guiltinan et
al., 1988), lo que concuerda con reportes de Cerdido y Medina (1995) quienes
demuestran que anticuerpos anti-Fb reconocen proteinas de 34 a 36 kDa en plantas, el
anticuerpo policlonal de Fb humana utilizado en esta investigacion mostro
reconocimiento contra péptidos de embriones de frijol, con ello se demuestra la
capacidad reactiva del anticuerpo en ambos sistemas y de la presencia de antigenos
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equivalentes. Tal reconocimiento nos indica que el anticuerpo reconoce estructuras o
epitopes conservados.

Con tales resultados y para tener elementos en la interpretacion de los datos al revisar
la literatura encontramos reportes de Takeuchiet al. (1996), quienes citan que el HgCl»
tiene como blanco molecular a la proteina Fb, el mecanismo por el cual el HCl, tiene
gran selectividad por esta molécula en particular, es aun incierto, Pollard et al.(2000)
sugieren que la interaccién de Fb con HgCl, seda través de los residuos de cisteinas,
que presentan grupos —SH, y por los cuales el Hg alta afinidad, la desestabilizacién de
Fb induce muerte celular como resultado de su protedlisis, en virtud de que la proteina
es requerida en una serie de eventos celulares y moleculares basicos en los sistemas
bioldgicos, asi mismo Chen y von Mikecz (2005) han propuesto que la unién de Hg
inorganico a las cisteinas de Fb, resultan en una alteracion de la estructura
tridimensional de la proteina que estimula su degradacion hacia proteosomas.

Estos resultados permiten poner de manifiesto que Fb suele ser un blanco directo del
Hg, provocando alteracidén en su estructura conformacional, y por tanto perdida de su
funcionalidad que conlleva a la supresion de actividades moleculares vy fisioldgicas
basicas en las cuales esta involucrada, aun cuando su funciéon estrictamente en
germinaciéon no ha sido clarificada, los efectos observados a concentraciones de 10 yM
HgCl, y su corto tiempo de exposicion en las semillas fue suficiente para inhibir la
expresion de la proteina (datos mostrados en ensayos de Western blot), esto indica su
gran potencial para ser utilizada como biomarcador bioquimico de toxicidad por Hg.

Conclusiones

e Se identificd la presencia de Fb por primera vez en Phaseolus vulgaris L., en
etapas tempranas de germinacion.

e Se demostré6 que concentraciones minimas de 10 yM de HgCl, suprimen la
expresion de Fb a partir de 18 hrs de exposicidn en semillas de frijol.

e Podemos establecer por los resultados presentados en el presente estudio que
la expresion de la proteina Fb puede ser considerada como un marcador
bioquimico de contaminacion por mercurio.
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Antecedentes

Zacatecas es uno de los estados de la republica mexicana con mayor produccion de
mezcal; Oaxaca, Guerrero y San Luis Potosi son también grandes productores.Estos
estados cuentan con una tradicidon milenaria en la produccion de la bebida. En México
existen mas de 272 especies de Agave, las mas utilizadas en la industria del mezcal
son: AgustifoliaHaw, Weberi Cela, Potatorum, Esperrima y Salmiana[1].Cuando la
planta llega a su madurez se cosecha y se cortan las hojas, se deja solamente el
corazon o pifia, la cual se cuece y después se muele para extraer el jugo, este ultimo
paso genera grandes cantidades de bagazo [2]. Tan sdlo en el afio 2010 esta industria
produjo cerca de 257.4 millones de litros de mezcal. Por cada litro se produce
aproximadamente 1.5kg de bagazo, por consiguiente se generaron 3,861 toneladas de
bagazo, segun datos del Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal
(COMERCAM). Elalto contenido de azucares residuales, de celulosa, de lignina y de
hemicelulosay su alta resistencia a la degradacioén, origina que el bagazose almacene
largos periodos de tiempo provocando contaminacion, superficial, visual y de aire. Por
otro lado, debido a las ventajas mecanicas, ambientales y econémicas que ofrecen los
materiales compuestos ha surgido desde hace afos un particular interés por incluir
fibras naturalescomo refuerzo. Una de estas fibras es la es que provienedel bagazo del
Agave Salmiana, resultado del proceso de la industrializacion del mezcal en el estado
de Zacatecas.La implementacion de esta fibra como refuerzo tiene como
inconvenientes su caracter hidréfilo y la presencia de ceras y aceites lo cual la hace
incompatible con algunos polimerosutilizados como matriz [3]. Este problema
eventualmente puede resolverse mediante un tratamiento alcalino con NaOH pues
produce rugosidades en la superficie de la fibra, removiendo cierta cantidad de lignina,
ceras y aceites, mejorando la adhesion entre la fibra y la matriz [4]. Ademas, la principal
caracteristica de la fibra de bagazo de Agave Salmiana es su contenido de celulosa que
es aproximadamente del 43%, cualidad que la hace Optima para utilizarla en la
preparacion de materiales compuestos [5,6].
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Objetivos
General

Obtener un material compuesto a base de fibras del bagazo de Agave Salmiana vy
polipropileno.

Especificos:

e Modificar la superficie de las fibras de bagazo de Agave Salmiana mediante
tratamiento alcalino con NaOH vy caracterizarlas por medio de SEM, FT-IR.

e Elaborar probetas por medio de inyeccién, bajo regulaciones de la norma ASTM-
D-1708.

e Evaluar la resistencia a la tension de las probetas obtenidas.

Metodologia

El bagazo de Agave Salmianaproviene de la mezcalera “Saldafia” ubicada en el
municipio de Pinos, Zacatecas, México.Se lavé con agua destilada a una temperatura
de 50°C durante 1h, posteriormente se secd a una temperatura de 70°C durante 4.5
h.Este procedimiento permitié obtener la fibra, la cual fue pulverizada en una licuadora
convencional obteniéndose particulas de longitud menor a 1 cm.La modificacién de la
superficie de la fibra se llevdo a cabo en una solucion de NaOH 1M durante 4 h.
Posteriormente se lavd con abundante agua destilada y se secé a una temperatura de
70 °C.Particulas de fibra natural y con tratamiento alcalino fueron tamizadas con mallas
metalicas del numero 30, 50, 100, 150.Las probetas se elaboraron mezclando
polipropileno y fibra (natural y con tratamiento alcalino) al 10%, 20% y 30% en peso de
fibra con diferentes tamafos de particula obtenidos con las mallas 30, 50, 100 y 150, en
una inyectora de plasticos de laboratorio, con capacidad para un gramo. Para ello se
fundié el polipropileno isotacticode densidad 0.9 g/cm?® durante dos minutos, a una
temperatura de 175°C; posteriormente se agrego la fibra dejando mezclar durante seis
minutos mas. La mezcla se inyectd en un molde metalico con dimensiones establecidas
en la norma ASTM-D-1708, el cual se encontraba a una temperatura de 125 °C.Se
elaboraron tres probetas por cada concentracion de fibra natural y con tratamiento
alcalino; ademas, se elaboraron 3 probetas de polipropileno puro.La caracterizacion
tanto del bagazo como del material compuesto se llevdo a cabo mediante microscopia
optica(Carl Zeiss, modelo AxioScope), microscopia electronica de barrido (JEOL, JSM-
6610LV, a 20 KkV), espectroscopia de infrarrojo (BRUKER, VERTEX 70/70v)
yresistencia a la tensién (SHIMADZU, AGS-J).

Resultados y discusién

En la Figura 1 se muestran imagenes con fragmentos de fibra de bagazo de Agave
Salmiana. En a) se observa que las fibras son de color café oscuro y que a su vez estan
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constituidas por fibrillas (Figura 1a) mas pequefas en su interior de color café oscuro, la
longitud de las fibras interiores varia de 13 a 30um.El tratamiento alcalino propicia que
la superficie de la fibra se haga rugosa. Las particulas tamizadas con la malla 150
tienen forma aproximadamente rectangular cuyo lado mas grande varia de 100a 250
pm. Formas semejantes y de longitud mas pequefa se obtuvieron con mallas mas
grandes.

Figura 1. Fragmentos de fibra de bagazo de Agave Salmiana, a) sin, b) con tratamiento alcalino.

La Figura 2 contiene micrografias de los fragmentos de las fibras con tratamiento
alcalino en la que claramente se observan las pequefas fibrillas caracteristicas de las
fibras naturales, ademas de la rugosidad generada por el NaOH lo cual propicia un
mejor amarre mecanico entre la fibra y el polipropileno, es decir, se espera un
incremento en las fuerzas de friccion en la interface fibra-polipropileno [39].Ademas,
algunas fibrillas son tubulares formando espirales (Figura 2a) y algunas otras de
seccion transversal rectangular (Figura 2b) constituidas principalmente por Calcio [7].

Figura 2. Diferentes estructuras presentes en la fibra natural a) espiral y b) rectangular.
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En la Figura 3 se presentan los espectros de infrarrojo de la fibra natural y con
tratamiento. El espectro correspondiente a la fibra natural tiene la banda con un maximo
en el numero de onda 3332 cm correspondiente al grupo funcional OH que nos
corrobora la presencia de celulosa y hemicelulosa; las bandas presentes en 2930 cm’™ y
1989 cm™' son asignadas al modo de vibracion del enlace C-H presente en la cadena
alifatica de la lignina; la banda con sefial de 1609 cm™ y la banda presente en 1430 cm”
! corresponde a enlaces C-C correspondientes a los anillos aromaticos de la lignina
mientras que la banda a 1240 cm™ corresponde a grupos éteres también de la lignina.
Las bandas de absorcién con nimeros de onda menores a 1028 cm™ son asignadas a
enlaces C-O. Los principales cambios originados por el tratamiento alcalino son la
desaparicion del grupo aldehido (CHO) y de los enlaces C-C de los anillos aromaticos
ambos pertenecientes a la estructura de la lignina.
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Figura 3. Espectros deinfrarrojo de la fibra de bagazo de Agave Salmiana a) natural y b)
con tratamiento alcalino

Los resultados de esfuerzo de tension (Figura 4) nos muestran que la probeta con
carga de fibra natural que mas favorecio la resistencia al esfuerzo a la tensién (9.770
MPa)es la que contiene 10% de fibra y malla 150, la que contiene 20% de fibra y
tamafio de malla 100 tiene una resistencia a la tension ligeramente menor (9.703 MPa).
La probeta con carga de fibra con tratamiento alcalino que mayor resistencia al esfuerzo
de tension presenta es la que contiene 10% de fibra y tamafio de malla 50 (11.467
MPa), superior a la maxima obtenida con fibra sin tratamiento, es decir, se consigue el
efecto de aumentar este parametro confirmando que efectivamente hay un mejor
amarre mecanico entre la fibra y el polipropileno. Debe notarse también que el material
compuesto supera al polipropileno puro.
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Figura 4. Resistencia al esfuerzo de tension de las probetas de fibra de bagazo de
Agave Salmiana y Polipropileno.

Conclusiones

En el presente trabajo se elabord un material compuesto con fibras de bagazo de
Agave Salmiana y polipropileno (PP) por medio de inyeccidon.Se elaboraron probetas
con dimensiones establecidas en la norma ASTM-D-1708 para llevar a cabo estudios
de resistencia al esfuerzo de tensidn, agregando en la inyectora 10, 20 y 30% en peso
de fibra natural y con tratamiento alcalino y diferente tamano de particula. Se demostro
que las fibras contienen lignina, hemicelulosa y carbonato de calcio. El tratamiento
alcalino favorece el amarre mecanico entre las fibras y el polipropileno. Las probetas
con 10% y 20% en peso de fibra presentaron 20% mayor resistencia a la tensién que
las probetas con 30% en peso. Finalmente, el presente trabajo es una alternativa de
uso que podria beneficiar a los productores de mezcal, para brindar un beneficio
econdmico y reducir el impacto ambiental que significa este tipo de subproductos. Los
resultados obtenidos en este trabajo son aprovechables para posteriores disefios de
materiales reforzados con fibras lignocelulésicas disponibles en nuestro pais
Agradecimientos: Este trabajo ha sido parcialmente apoyado por PROMEP México.
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Palabras clave: Algas, etanol y biodiesel.
Antecedentes

El uso masivo de combustibles fésiles, ha generado diversos y graves problemas
ambientales, entre ellos el impacto de las emisiones de gases de efecto
invernadero y principalmente las emisiones de CO, en el medio ambiente,
diversas organizaciones ambientales han concientizado a los gobiernos de todo el
mundo para imponer restricciones a la quema de combustibles fosiles, con el fin
de reducir las emisiones de estos gases y el calentamiento global.La busqueda de
nuevas alternativas para disminuir estos problemas, ha llamado la atencion el uso
de algas como una fuente prometedora para la produccion de biocombustibles de
segunda generacion, asi como de otros subproductos como el etanol. Las algasse
pueden encontrar ampliamente distribuidas en la bidsfera (especialmente en zonas
acudticas) adaptadas a una gran cantidad de condiciones. Para su desarrollo
requieren de agua, luz, CO,, macronutrimentos (C, O, H, N, P, K, Ca, Mg y S),
micronutrimentos (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, Co, B, Br, ClI, Si, I, Sr, Rb, Al y Na) y
vitaminas: B4z (cianocobalamina), B4 (Tiamina) y biotina. Una de las caracteristicas
importantes de las algas es que contienen un gran porcentaje de acidos grasos
(hasta un 40% de su peso seco), contenidos en las membranas o en productos de
almacenamientos, los cuales pueden ser convertidos en biodiesel.

En los afios de 1978 a 1996 en EUA, a través del programa “the Aquatic Species”
se investigd cuales serian las especies de algas mas prometedoras apropiadas
para la produccién de biodiesel, el cual concluyo, que no hay una cepa o una
especie de alga que sea la mejor en términos de produccion de aceite para
biodiesel, pero se menciona que las mas prometedoras son las diatomeas y en
segundo lugar las algas verdes, por ejemplo Botryococcusbraunii. Existen otras
especies de algas que potencialmente pueden ser utilizadas en la produccién de
biodiesel por su alto contenido de aceites: Scenedesmusdimorphus,
Bacilliarophyta (diatomea), Spirogyra sp.

Dentro de los sistemas para el cultivo de algas, existen basicamente dos
sistemas:1) Cultivo de algas en sistema abierto. 2) Cultivo de algas en sistema
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cerrado:Existen 3 variantes;a) Crecimiento de algas en invernadero, b) Foto-
biorreactor en garrafones yc) Foto-biorreactor en forma horizontal y vertical. En los
sistemas cerrados existe una menor probabilidad de contaminacién por especies
no deseadas, el rendimiento del cultivo es mucho mayor, y existe un mayor control
de las condiciones de crecimiento, para este tipo de sistemas es importante
mantener condiciones de esterilidad; desde su instalacion y desarrollo del inoculo
(cepa o especie de algas), agua, nutrientes, O,, CO,, etc., para evitar su
contaminacién.

Uno de los principales usos de las algas es la obtencion de alcohol, extraccién de
aceites y produccién de biodiesel.

La obtencion de alcohol se realiza mediante el proceso de fermentacion de las
algas  comoChlorella,  Dunaliella, Chlamydomonas,  Scenedesmus y
Spirulinacontienen una gran cantidad de almidon y glicogeno (50% de su peso en
seco), los cuales son materias primas para la produccion de Etanol. En el caso
de las algas, la quimica de la fermentacion es la derivacion del CO, del aire que
penetra en las algas y luego es convertido en almidones y sus derivados, estos
productos son convertidos en glucosas y fructosas (azucares) que durante el proceso de
fermentacion, los azucares se transforman en alcohol etilicoy CO, de acuerdo a la
formula: CeH1205 — 2CoHs0H  + ZCOQT

Para la extraccion de aceites es necesario la acumulacion de lipidos en las algas,
esta acumulacion se logra durante periodos de stress ambiental (crecimiento con
bajas condiciones de nutrientes, baja concentracion nitrégeno, aumentar o
disminuir la temperatura, pH, inanicion, cambios de luminosidad, exposicion a UV,
agregar azucar, agregar almidén, etc.) La extraccion del aceite de las algas
basicamente es extraer el alga de su medio de cultivo (a través de algun proceso
de separacion adecuado) y posteriormente usar las algas humedas para extraer el
aceite.

La produccién de biodiesel, se genera a partir de: un aceite (vegetal, algas o
animal) y alcohol. Para obtencién de biodiesel a partir de algas primero se debe
extraer el aceite, después se extrae el alcohol y posteriormente mediante un
proceso quimico llamado transesterificacion se obtiene el biodiesel, como lo
esquematiza la figura 1. En comparacion con otros vegetales las algas son las
que mas rendimiento para la produccion de biodiesel y etanol.
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Figura 1. Proceso de elaboracion de biodiesel

El proceso de transesterificacién consiste en reemplazar el glicerol de los aceites y
sustituirlo por un alcohol simple de bajo peso molecular, como el metanol o el
etanol, de forma que se produzcan ésteres metilicos o etilicos de acidos grasos,
como se muestra en la figura 2, para lograr la reaccion se requieren temperaturas
entre 40 y 60 %C, asi como la presencia de un catalizador, que puede ser sosa
(NaOH) o potasa caustica (KOH).

dxAlcohot debalo 3 x Ester Metilico
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Figura 2. Reaccion de transesterificacion

Objetivo

A partir de cultivos de algas en foto-birreactor en garrafones, generar etanol y
biodiesel.
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Metodologia

Obtencién de alcohol mediante fermentacion de las algas.

Para 1 L de cultivo de alga:Se utilizdé un inoculo de algaSpirulina(en condiciones
estériles), 2 gr de acido citrico, 2 gr de acido ascoérbico, 500 gr de azucar de mesa
y 2 gr de levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae). El cultivo se crecio en
un sistema cerrado tipo Foto-biorreactor en garrafones como se observa en la
figura 3. Posterior a un tiempo de 96horas las algas convierten los sustratos en
etanol.

CoHy,0s — 2C,HsOH +2C0, 1

I

Figura 3. Fermentacion de las algas en Foto-biorreactor en garrafones

Extraccidon de aceites a partir de algas

El cultivo de algas fue sometido a un periodo de stress ambiental, las algas fueron
separadas del medio de cultivo y mediante la extraccidn por arrastre de vapor de
agua, como se muestra en la figura 4, se obtuvo el aceite.
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Figura 4. Proceso de extraccion de aceite de alga por arrastre de vapor de agua.

Biodiesel a partir de algas

Para la obtencion de un litro de biodiesel fue necesario colectar 1L de aceite y
poner en contacto con metéxido de sodio (200 mL de alcohol y 3.5 gr de NaOH) a
una temperatura de aproximadamente 55°C,se agito durante 30 min, se dejo
reposar durante 8 hrs. Posteriormente se titulé con NaOH para contrarrestar la
acidez del aceite, hasta que llego a un pH de 7 el cual se observéd al cambiar la
solucion del aceite a un color rosado, como se observa en la figura 5.

Figura 5. Titilacion de aceite de alga con NaOH

Para la etapa de purificacién, se lavo con acidos disueltos en agua (H2SO4 al 5%
y HCI al 5%) durante 30 minutos y posteriormente se realizé la etapa de secado;
donde se burbujeo N.el cual permitié separar las gotas de agua y posteriormente
se filtré.

2958
ISBN 978-607-9232-19-1 11/06/2014



Memorias del XIII Congreso Internacional y XIX Congreso Nacional de Ciencias Ambientales

Resultados y Discusion

El rendimiento de etanol fue alto con un contenido de alcohol volumen promedio a
14% y en un periodo de tiempo corto de destilacion.

La obtencion de biodiesel fue buena, sin apariencia jabonosa, ya que al poner el
biodiesel en contacto con el agua en un tubo de ensaye; la parte superior
estransparente y poco amarillenta y la parte inferior (agua) es clara, como se
aprecia en la figura 6,lo0 que es indicativo de que el proceso de obtencion de
biodiesel fue bien elaborado.

) R

A\

Figura 6. Separacion de fases de biodiesel y agua.
Conclusiones

La produccion de etanol es posible a partir de cultivos de algas, al igual que la
obtencién de biodiesel, como una fuente alternativa de biocombustible el
cualgenera un impacto econdmico bajo y con la contribucion en la disminucion de
gases de efecto invernadero.
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Antecedentes

La capacidad que tienen algunas especies de plantas para concentrar metales en
sus tejidos sin presentar sintomas de toxicidad, en niveles superiores a los que
registran otras especies que crecen en el mismo ambiente, es conocida como
hiperacumulacion (Llugany et al., 2007). Este término ha sido retomado por
cientificos de la Universidad de Massey en la década de los 70 (Brooks et al.,
1977). En cuyo proceso, la planta utiliza un mecanismo de complejacion en el
interior de la célula para detoxificar (amortiguar) los metales pesados, uniendo a
ellos, los ligandos para formar complejos. Bajo ciertas condiciones, la aplicacion
de agentes quelantes tales como: EDTA, Tiocianato de amonio y Acido Citrico a
sustratos de desechos producto de la actividad minera, pueden inducir la
hiperacumulacion de Au, Ag y metales pesados téxicos (Hg, As, Cu, Pb y Zn) en
plantas de mostacilla.

Objetivo

Inducir la hiperacumulacién de Au, Ag y Metales pesados toxicos en la especie
Brassica rapa (L.) (Mostacilla) cultivada en desechos de mina usando Tiocianato
de amonio (NH4SCN), EDTA (C10H16N208_2H20) yAcido citrico (CGH807.H20)
como agentes inductores de la hiperacumulacion.

Metodologia

Las muestras fueron obtenidas de las presas de desechos de la mina El Bote,
localizada en el estado de Zacatecas. Las muestras, fueron obtenidas en rangos
de profundidades de 0-30, 31-60 y 61-100 cm., clasificadas, empaquetadas,
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almacenadas vy finalmente, preparadas para ser caracterizadas fisico-
quimicamente en el laboratorio. Las concentraciones de Pb, Hg, As, Au y Ag,
fueron determinados mediante Espectrometria de Energia Dispersiva de Rayos X.
Los tratamientos usados en la mina estudiada se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos para el cultivo de plantas de la especie Brassica rapa.

. Desecho de mina Solucion Nutritiva
Tratamiento

(Kg) (L)
Control (T1) 4 0
T2 2 1.6
T3 2 1.6
T4 2 1.6

Las semillas de mostaza fueron sembradas y germinadas a una profundidad de 1
cm, en charolas plasticas en condiciones de invernadero. La germinacion se dio
cuatro dias después de la siembra, la plantula se trasplanto tres semanas después
de la siembra en recipientes previamente preparados con las mezclas de sustratos
indicadas en el cuadro 1. Después del trasplante, el sistema de riego fue
programado para trabajar en forma automatizada. Para la preparacién de la
solucion nutritiva, se diluyeron 20 L de biofertilizante liquido (biol), 400 g de tres
diferentes fertilizantes foliares y 179 L de agua. Las dosis de solucién nutritiva
aplicada al sustrato (cuadro 2), fueron de 25 ml/kg de sustrato.

Cuadro 2. Dosis de fertilizantes quimicos solubles aplicados en solucién

. Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Azufre
Tratamientos

g/m g/m g/m g/m g/m
T 0 0 0 0 0
T2 41.5 48 46 45.1 8
T3 41.5 48 46 45.1 8
T4 41.5 48 46 45.1 8
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Dos semanas después de concluir las aplicaciones de la solucion nutritiva, se
realizé la aplicacion de los agentes quelantes; los cuales se diluyeron en un
recipiente con cuatro litros de agua c/u. El tiocianato de amonio se aplicé en una
dosis de 0.25 g/Kg de sustrato (1 g/maceta), en tanto que el EDTA fue aplicado en
una proporcién de 0.093 g/Kg de sustrato (0.372 g/maceta) y el Acido Citrico fue
aplicado a una dosis de 2.10 g/Kg de sustrato (8.4 g/maceta).Para el caso de la
aplicacién de los tres, las diferentes dosis se concentraron en 100 ml de agua para
cada uno, la cual se llevé a cabo al final del ciclo vegetativo de la mostacilla
(Brassica rapa), empleando la misma dosis para todas las plantas a las que se les
aplico.

Resultados y Discusion.

Los resultados obtenidos muestran las condiciones generales bajo las cuales se
encuentran los residuos de esta mina (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas fisico-quimicas de los desechos de la mina

Caracteristica Valor
pH 4.86
Textura Arenosa
Arena (%) 75.04
Arcilla (%) 3.32
Limo (%) 21.63
Materia Organica 0.38
(%)

CE 5.08
PO4 1.14

Los resultados de la figura 1, muestran como la concentracion media de oro de los
desechos de la mina es considerable desde el punto de vista econdémico, en
cuanto a plata es sumamente baja, respecto al resto de los elementos.
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Concentracion media de residuos de mina
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Figura 1. Concentracién media de Au, Ag, y metales pesados

La produccién de materia seca en los diferentes tratamientos presento diferencias,
debido a las aplicaciones de los diferentes sustratos empleados para establecer
los tratamientos, asi como las aplicaciones mediante el uso de fertilizantes
disueltos en solucidn nutritiva. Los resultados que se muestran sefalan la
produccion de biomasa en los tratamientos, y en base al disefio experimental se
indica el efecto de cada uno de los sustratos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Peso en biomasa seca de las plantas de los tratamientos.

Promedio
Tratamientos de los

pesos (9)
T1 Testigo 22
T2 17.125
T3 22.325
T4 26.3
Total 67.95
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Hiperacumulacién de los metales en las plantas presento diferencias, debido a la
disponibilidad de cada uno de ellos en los diferentes tratamientos, especificamente
entre el tratamiento testigo, respecto al resto de los tratamientos (Cuadros 6) y
(Figura 2).

Cuadro 6. Concentraciones promedio hiperacumuladas de Au, Ag y Hg (ppm).

Tratamientos Au Ag Hg As
T1 Testigo 71.954 5.889  68.743 108.234
T2 23.114 2.843 44402 52.335
T3 24.344 2.101 54.102 53.108
T4 24.497 2698 50.761 35.522
Total 143.909 13.53075 218.0073 249.1978

Hiperacumulacion mediade Cu, Pby Zn, en cada
tratamiento (ppm)
300
250 !\
200 \ ——Cu
150 \ --Pb
Zn

100 X

50

0 T —————————
T1 Testigo T2. T3. T4.
Tratamientos

Figura 2. Hiperacumulacién de Cu, Pb y Zn en los tratamientos

Los resultados permiten establecer que la cantidad media de oro en los desechos
es elevada, permitiendo que en el testigo hubiera una marcada diferencia en la
hiperacumulacién inducida de este metal por parte de las plantas de esta especie,.
Esto debido a que este tratamiento se establecidé exclusivamente en jal y no se
mezclé ningun sustrato para simular suelos contaminados como lo fueron los
tratamientos, por lo que la disponibilidad de Au, en 100% de jal fue superior al
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resto de los demas. Estos resultados demuestran que la hiperacumulaciéon media
de Au en las plantas testigo (jal) de Brassica rapa, es superior a la obtenida por
Anderson et al. (2005), donde se empleé Brassica juncea, y se obtuvieron
concentraciones superiores de 57 mg/ kg de tejido en las hojas de esta especie.

Para el caso de plata, las concentraciones medias en los residuos de mina fueron
muy bajas 10.975 ppm (mg/kg), la cantidad de este metal en los desechos incidio
en la absorcion. Siendo el T1 (Testigo), el que hiperacumul6 la mayor cantidad de
plata 5.889 ppm (mg/kg), y mostrd significancia en comparacion de los testigos.
Tomando en cuenta los estudios de Anderson et al. (2005), que indican que entre
el 10 y el 20% de la presencia de oro y otros metales valiosos, como la plata y el
platino, en los residuos, pueden ser extraidos por el cultivo.

Por otro lado, las concentraciones medias de: Hg, As, Cu, Pb y Zn, registraron
cantidades asimiladas muy significativas en el testigo, comparado con los tres
restantes tratamientos. Por lo que se afirma que se logré hiperacumular
cantidades considerables de metales pesados toxicos. De acuerdo a lo que sefala
Chen et al. (2001), la planta de mostacilla (Brassica rapa), absorbié cantidades
importantes de As, Pb, Hg, Cu y Zn. Se considera especie hiperacumuladora.Sin
embargo, respecto a lo que establece Robinson et al. (2003), que debido a que las
concentraciones no superaron el 0.1% (1,000 ppm), Brassica rapa no puede ser
considerada como especie con potencial hiperacumulador.

Conclusiones

Las concentraciones de Hg, As, Pb, Cu y Zn, presentes en los desechos de Mina,
registraron valores en un rango de entre 149.51-895.51 mg/kg. No obstante que
fueron agregados quelantes, esta especie no puede ser considerada como
acumuladora de estos metales.
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