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RESUMEN

La minerfa es una de las principales actividades que aporta importantes
ganancias econdmicas al estado de Guanajuato. No obstante, la explotacion del
suelo para la extraccion de minerales conlleva procesos que lo contaminan de
manera critica. Ademds, la mineria genera grandes cantidades de residuos,
como jales, en donde se encuentran presentes metales pesados los cuales
perjudican tanto la salud del hombre como de los ecosistemas. Actualmente se
emplean técnicas como la biorremediacion para eliminar los metales pesados de
las zonas afectadas, la cual se basa en el uso de microorganismos que generan
tolerancia o que incluso utilizan a estos metales en sus rutas metabdlicas,
absorbiendo asi el contaminante.

El andlisis preliminar cuantitativo y cualitativo con la técnica de espectroscopia
de emision Optica por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) de muestras
de agua y jal encontradas entre la Mina de Cata y la mina de la Valenciana
permitié identificar la presencia de cromo (Cr), cobre (Cu), cadmio (Cd), plomo
(Pb), niquel (Ni), zinc (Zn), magnesio (Mg), mercurio (Hg) y arsénico (As).

Se realizaron diluciones decimales seriadas de las muestras de agua y jal para
cuantificar unidades formadoras de colonias. Se seleccionaron 14 colonias
representativas 'y se caracterizaron tomando en cuenta su forma, borde,
elevacion y color. Finalmente se tifieron con la técnica de Gram para conocer la
morfologia bacteriana. El andlisis morfoldgico evidencia la presencia de
bacilos, cocos y filamentos, asimismo se describen cepas Gram positivas cuya
morfologia varia de bacilos a filamentos por lo que se sugiere la presencia de
Actinobacterias.

Las bacterias evaluadas ante NaAsO: a la 4mM, 6mM y 12mM, HgNOs a la
0.1mM, 0.5mM y ImM y AgNOs ala 0.1mM, 0.5mM y ImM logran adaptarse
principalmente a mercurio y plata, sin embargo, no se descarta la resistencia de
microorganismos ante el arsénico. Los microorganismos han logrado tolerar en
algunos casos las concentraciones mds altas de metal a las que se les expuso.
Los datos de esta experimentacién han podido ser corroborados mediante un
andlisis de variancia (ANOVA).



ABSTRACT

Mining is one of the main activities that contributes with important economic
benefits. However, the soil exploitation for mineral extraction entails critical
pollution processes. Mining generates great amounts of waste, in which heavy
metals are found present and are to be harmful for men and environment.
Recently, techniques such as bioremediation seek to eliminate heavy metals of
the affected zones, it is based in the use of microorganisms that tolerate and
even uses the metal in their metabolism, absorbing this way the pollution agent.

The preliminary quantitative and qualitative analysis with electroscopic
technique of optic emission by inductive coupled plasma (ICP-OES) of water
and tailing samples found between Cata Mine and Valenciana Mine allowing to
identify the presence of chrome (Cr), copper (Cu), cadmium (Cd), lead (Pb),
nickel (N1), zinc (Zn), magnesium (Mg), mercury (Hg) y arsenic (As).

Serial decimal solutions of water and tailing samples were obtained to quantify
colony formation units. 14 representative colonies were selected and
characterized by their form, edge, elevation and color. Finally they were Gram
stained and bacterial morphology was described. The morphologic analysis
showed the presence of bacilli, cocci and filaments. Presence of Actinobacteria
is suspected due the abundant Gram positive bacilli to filament bacteria.

The bacteria evaluated NaAsO; a la 4mM, 6mM y 12mM, HgNOs3 a la 0.1mM,
0.5mM y ImM y AgNOs3 ala 0.1mM, 0.5mM y 1mM manages to adapt mainly
to mercury and silver, however the resistance of microorganisms to arsenic is
not discarded. Microorganisms have succeeded in tolerating is some cases the
highest concentration to which they were exposed. The data in this experiment
was able to be corroborated through the analysis of variance (ANOVA).



INDICE

CAPITULO L. oottt 1
INTRODUCCION .....ccoocvomiiirmiimnrisneesssessesssessses st esssssse sttt esssesesssees 1
1.1. Breve resefa de la mineria €n MEXICO ......covuiiriiniiniiniiiiieieeeeite e 1
1.2 Distrito Minero de GUanajuato ..........cccueevueerueerieeniienienieeie et esiee st 3
CAPITULO 2. ANTECEDENTES ......cooovmiiiiiieieeeeeeeeeee e es e sessesnesse s 5
2.1. Caracteristicas de 10s residu0S MINETOS ........cecueeruierieriieriiieieenieenee et 5
2.2. Metales pesados caracteristicos en los residuos Mineros..........cceeeeeeeeeeeeeeneeenne. 5
2.3. Impacto de los metales pesados en salud humana ............ccocceeveeniiniiniieneencene. 6
2.4. Toxicidad de los metales pesados en bacterias ..........coceevueereeneenieniieeieeieeeene 6
2.5. Mecanismos de resistencia de los microorganismos a metales pesados............... 6
2.5.1. Microorganismos resistentes a plata........ccceeceeeeveeeiieenieeeiiieenieesieeeeeeeiee e 7
2.5.2. Microorganismos resSistentes @ arSEniCo ........eeeeveerrureerieersrreenveensreesneeesnseennns 7
2.5.3. Microorganismos resistentes @ MEICUIIO ......veeeeuveerrureereeeerreesireesreeenseeesnseesnns 9
2.6. Caracteristicas de microorganismos comunes en SUEI0 ..........ccceevveereierenveenneennns 9
2.7. Microorganismos empleados en tecnologias para limpieza de sitios contaminados
POT MELAIES PESAAOS ...eeeeeiieiiieeiiieriee ettt eeteeeite et e et e e etteesteesbteeesbeessseeeneeesnseeennnes 10
CAPITULO 3. OBJETO DE LA INVESTIGACION .........cocoooovviveerereeeeeeeseeereenes 11
31 JUSHFICACION ..ottt st st 11
3.2, ODJEtiVO ENETAL......eiieiiieiiieiiieeiie ettt ettt e et e et estee e snteeeseeennree s 11
3.2.1. ObJetivos PArtiCUIATES ........eeriieeiieeeiieeiee et e eieeeteesie e e e e eaeesaeeeeeeeenseeenns 11
TR N 11010 X3 PRSP 11
CAPITULO 4. METODOLOGIA ... sesesssssessessssesessn 12
4.1. Andlisis fisicoquimico de muestras ambientales............ccceeevveerrveerreeeneeeecneeennns 12
4.1.1 TOMA d€ MUESIIA ..uvveneriniieieeieenieerite ettt et ettt ettt beesbae e eaee s 12
4.1.2. Determinacion de pH y humedad en los residuos mineros............cc..cceeeenee.. 12
4.1.3 Analisis SranulOmELriCO......c.eeiueertierierieeie et ettt te ettt ettt e sbteseeeseeeaeeas 12
4.1.4. Mineralizacién y cuantificacién de metales en las muestras ambientales..... 13
4.2 Anélisis microbiolégico de las muestras ambientales..........ccccceeeeveeneeneenneennnen. 13
4.2.1. TOMA A€ MUESIIA .veveeiiiieiieeeiee ettt ettt et ettt eebte e sabe e s beeebeeesabeeeaees 13
4.2.2. Preparacion de agar nutritivo y agar nutritivo enriquecido con metales ....... 13
4.2.3. Dilucién decimal seriada de las muestras ambientales..........ccocceeeveeenieennnee. 14
4.2.4. S1embra de MUESIIAS.......eeeruiiiriieiiieeniee et e etee ettt e ebteesire e st e esbeeesabeeeaees 14
4.2.5. Andlisis de morfologia colonial.........c..ceccevereeiieninienineenieneeeeceeeeeenen 14
4.2.6. Aislamiento de colonias con la técnica de estria cruzada..........ccccceeeeeeuenneen. 15
4.2.7. TINCION GIAIMN ..oeeeiiniiiiiiiieeiie ettt ettt ettt e e bte st esabeeebeeesabeeenaees 15
4.3. Cinética de crecimiento de cepas bacterianas expuestas a metales..................... 16
4.4. Analisis de varianza (AINNOVA) ....oooo oo 16
CAPITULO 5. RESULTADOS .....overrimmmriimmrriieessseseasssessessssssesssessssesssssesssssanes 17
5.1. Descripcion del sitio de eStUdio .......cevueeruieriiniiiiinieeeete et 17

5.2. Caracterizacion fisicoquimica de los puntos de mUestreo .........c.ccceveereereennnnne 19



5.3. Andlisis SranulomELriCO .......cccueririiriirierieniectert ettt st saeens 19

5.4. Concentraciones de metales en las muestras ambientales.............ccccceeveeneennne 21
5.5. Crecimiento microbiano en agar nutritivo enriquecido .........c.cceoeeveeneeneennens 21
5.6. Andlisis morfoldgico colonial..........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiee e 23
5.7. Andlisis MorfolOgico CElUIAr. .........ceeiiiiiiiiiiiieieeee e 25
5.8. Analisis del crecimiento bacteriano ..........ccceeeueeueeiieerieenienienieee e 29
5.8.1. Crecimiento en cepas bacterianas expuestas a AgNO3........cceeveevieerieeennnnn. 29
5.8.2. Crecimiento en cepas bacterianas expuestas a HENO3;H>O..........cccceeeeneee. 30
5.8.3. Crecimiento en cepas bacterianas expuestas a NaASO2 .......cooveevveeeieeennnnn. 32
5.9. Andlisis de resistencia a metales pesados a las cepas bacterianas. ..................... 34
CAPITULO 6. DISCUSION ......cccoommriimmreeimereesesesssesesssssssesssssssssssessssssssssesssssas 36
6.1. Z0na d€ EStUAIO ...c.ueeiuiieiiiiiiiieetceeetet e 36
6.2. S1embra de MUESIIAS ....cc.eeruiiriiriiiiieieeniteet ettt ettt sttt e b e e e saee e 36
6.3. Seleccion de concentraciones para el estudio morfoldgico........ccccveevieeecueeenen. 37
6.4. Aislamiento DACEIIANO ........cocueriiiiiiiriieriiirieete ettt 37
6.5. Descripcion de la comunidad microbiana...........cceeceeeeviveerieencieeniieenieeecee e 38
6.7. Resistencia de los microorganismos hacia metales pesados...........cceceeeeuveennen. 39
6.8. ANOVA y su importancia en la deteccién de cepas tolerantes y resistentes a
MELALES PESAAOS ... uveeierieeiiieeiie ettt e ette et e et e e ste e et e st e e snteessteeeesseesnseeensaeenseeennnes 41
CAPITULO 7. CONCLUSIONES .......cosstvutmmriemmreesmeressssessssssssssesssssssssssssessssnns 43
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt sse s 44
INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Principales minas en el México Prehispanico.. .....c...ccocceveeriinviinnicnnicnnennne. 1
Figura 2. Las minas del Siglo XVIL .....cccooociiiiiiiiiieeieeeieecee et s 2
Figura 3. Las minas del siglo XVIIL. .....ccccciviiiiiiiieieeieeeee e 2
Figura 4. Ubicacién de la zona del Distrito Minero de Guanajuato e hidrologia.. ...... 3
Figura 5. Dilucién decimal seriada de las muestras ambientales......................... 14
Figura 6. Técnica de estria cruzada............c.coviiiiiiiiiiii e eeea 15
Figura 7. Tincion de Gram. ...........c.oooiuiiiiiiiiii e, 16
Figura 8. Imdgenes satelitales de la zona de estudio. a) Cueva adentro; b) Entrada de
la cueva; ¢) Escorrentia; d) Jales. ........oooiuiiiiiiii 18
Figura 9. Puntos de muestreo. a) Cueva adentro (M1); b) Entrada de la cueva (M2);
¢) Escorrentia (M3); yd) Zonade jales (M4).......c.ovviiiiiiiiiii i eeiaenn 18
Figura 10. Deduccién de suelos en las muestras M2 y M4 a través del tridngulo
EEXTUTAL. . .o 20
Figura 11. Seleccidon de cepas a aislar...........ccovveiiiiiiiiiiiiiiiiiii i e 23
Figura 12. Cepas aisladas...........oouiiiiiiiiiii e e e eeas 25
Figura 13. Morfologia celular de las cepas C1, C2,C3,C4y CS5......cooiiiiinnnnn.. 26
Figura 14. Morfologia celular de las cepas C6, C7,C8,C9,C10y C11................ 27

Figura 15. Morfologia celular de C12, C13 y Cl4....coiiiiiiiiiiiiiiiii e, 28



Figura 16. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a AgNOs3 durante 24h.....29
Figura 17. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a AgNOs3 durante 48h.....30
Figura 18. Crecimiento de las cepas C1 a Cl14, expuestas a HgNOsH>O durante

AR 31
Figura 19. Crecimiento de las cepas C1 a Cl14, expuestas a HgNOs3H>O durante
] P 32
Figura 20. Crecimiento de las cepas Cl1 a Cl4, expuestas a NaAsO; durante
A 33
Figura 21. Crecimiento de las cepas Cl1 a Cl4, expuestas a NaAsO; durante
AN e 34
Figura 22. Crecimiento de cepas expuestas a AgNOs durante 24h, mostrando su
desviacion eStANAAr. ..........ouieiniii e 52

Figura 23. Crecimiento de cepas expuestas a AgNOs durante 24h, mostrando su
desVIaciOn EStANAAT. ... ...ttt e 53
Figura 24. Crecimiento de cepas expuestas a HgNOs durante 24h, mostrando su
desvIiacion EStANAAT. ... .....eueit e 53
Figura 25. Crecimiento de cepas expuestas a HgNOs durante 48h, mostrando su
desviacion EStANAATI. ... .....oueit i e 54
Figura 26. Crecimiento de las cepas expuestas a NaAsO; durante 24h, mostrando su
desvIiacion EStANAAT. ...t 54
Figura 27. Crecimiento de cepas expuestas a NaAsO, durante 48h, mostrando su
desviacion

ESEANAAT. ...ttt 55
INDICE DE TABLA
Tabla 1. Niveles de tolerancia a arsénico de cepas bacterianas aisladas de rocas
volcénicas, de la Quebrada Camarones, Region Parinacota, Chile..............cccoceenneee. 8
Tabla 2. Tamices seleccionados para andlisis granulométrico...........cccceeveereereennnen. 12
Tabla 3. Rampa de temperatura para la mineralizacion de las muestras ambientales.13
Tabla 4. Descripcion de 10s puntos de MUESLIEO. .....c...eeeruveerveerriieeriieriieerieesieeeaes 17
Tabla 5. Valores de potencial de hidrégeno, porcentaje de humedad y compactacion
de 1as MIUESIIAS. .....outnit e 19
Tabla 6. Andlisis granulométrico béasico de muestras con contenido de sedimento...20
Tabla 7. Concentraciones de metales en muestras ambientales............ccccceceeeienneennee. 21
Tabla 8. Cepas representativas durante el andlisis morfoldgico colonial en 24h...... 21
Tabla 9. Cepas representativas durante el andlisis morfoldgico colonial en 48h...... 22
Tabla 10. Cepas representativas y cepas seleccionadas durante el andlisis morfoldgico
colonial en 115h. .. ..o 22
Tabla 11. Caracteristicas de las colonias bacterianas.............c.cooeveeeieininennenen. 24
Tabla 12. Morfologia bacteriana de las cepas aisladas...................cooeiine. 28

Tabla 13. Valor P de concentraciones significativas segin ANOVA................... 35



INDICE DE ANEXOS
Anexo 1. Method 3050b. Acid Digestion of sediments, sludges and soils (Método

3050B. Digestion dcida de sedimentos, 10dos y SU€lOS). .....eevveeieriieriiiinieeeieeen 48
Anexo 2. Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994, Bienes y Servicios.
Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa............... 48

Anexo 3. NORMA Oficial Mexicana NOM-047-SSA1-2011, Salud ambiental.
Indices bioldgicos de exposicién para el personal ocupacionalmente expuesto a
SUSTANCIAS QUITIICAS. ..eeuververureierieetenteeitetteit et eete st sbeebe st et e bt eseentesbeeasentesbeensesreenee 49
Anexo 4. NORMA Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, Que
establece criterios para determinar las concentraciones de remediacion de suelos
contaminados por arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio,
niquel, plata, plomo, selenio, talio y/0 vanadio. ..........cccceereerieniiniiiniiienieeeeseeeeee 51
Anexo 5. Crecimiento de cepas expuestas a AgNO3; 0.ImM 0.5mM y 1mM;
HgNOs;H;0 0.1mM, 0.5Mm y ImM y NaAsO> 4mM, 6mM y 12mM...........ccc.c...e. 52



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Breve reseqia de la mineria en México

La minerfa prehispédnica fue una actividad que se realizé a pequeiia escala y tenia
como finalidad la elaboraciéon de objetos para el culto religioso y de piedras
preciosas utilizadas para el comercio (Hultut y Dana, 1960). Desde hace varios
aflos la explotacion de minerales como el oro, la plata, el plomo, el cobre, el estaiio
y el mercurio, entre otros minerales, es una actividad comin en México como se
muestra en la figura 1 (Bargall6, 1955; Sanchez, 2002).

MINERALES
® Oroy plata / .
Cobre B 3 8
A Estafio b *
m Cinabrio o .,,3

Figura 1. Principales minas en el México Prehispanico. Modificado de Sanchez, 2002. La
actividad minera antes de la llegada de los espaioles se centraba en la zona centro y sur
del pais coincidiendo la azteca, la totonaca, olmecas, mayas, zapotecas, teotihuacanas,
toltecas, entre otros.

Durante la época de la Conquista, la extraccién de metales preciosos como oro y
plata fue una de las actividades mds comunes en México (Monroy, 1997). En la
segunda mitad del siglo XVI la actividad minera se vio afectada por la
descapitalizacion creciente, la falta de técnicos capacitados y el empirismo de los
trabajos, por lo que fue necesario explorar nuevas zonas para extraer metales;
encontrandose nuevos yacimientos en los estados Zacatecas, Durango, Coahuila
(Bargallo, 1955) y San Luis Potosi (Bakewell, 1976). En el siglo XVII se
descubrieron nuevos minerales en el Estado de Chihuahua (figura 2) y en el silgo
XVIII se fund¢ el real de minas de Santa Eulalia que dio origen a la actual ciudad
de Chihuahua. Hacia el oeste se abrieron minas en Sonora y Sinaloa (Bargalld,
1955) (figuras 2 y 3).



® Minas

Figura 2. Las minas del siglo XVII. Modificado de Sanchez, 2002. La minerifa comienza a
expandirse hacia el centro, norte y oeste de México a causa del Virreinato, la zona sur del
pais deja de ser explotada como anteriormente se hacia.

® Minas

Figura 3. Las minas del siglo XVIII. Modificado de Sédnchez, 2002. Mientras el Virreinato
continuaba, la mineria seguia creciendo principalmente en el centro del pais, aunque los
trabajos para extraer mineral alrededor del pais continuaban.

Al final de la colonia, la Nueva Espafia contribuy6 de manera notable con el oro y
la plata para la acumulacién de capitales en Europa. Durante la guerra de
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independencia la actividad minera tuvo el nivel més bajo de produccién. Fue hasta
el porfiriato, cuando las empresas extranjeras se interesaron en la extraccion de
metales preciosos en México. Después de la segunda Guerra mundial, como
consecuencia de las nuevas politicas, la industria minera decayd nuevamente,
convirtiéndose la agricultura, la industria no minera e incluso el turismo en las
principales actividades econdmicas del pais. A pesar de que la actividad minera ha
impactado en el desarrollo tecnolégico y econémico de México, la industria decae
dia con dia a consecuencia de la sobreexplotacién y la devaluacién de metales
(Archivo General de la Nacion, 1934; Bakewell, 1976; Sanchez, 2002).

1.2 Distrito Minero de Guanajuato
El Distrito Minero de Guanajuato se ubica entre los 21°05” y 21°00° de latitud
Norte y 101°20° y 101°10° de longitud Oeste (Ramos-Arroyo et al., 2004). La
mayoria de las minas del distrito se encuentran en la subcuenca del rio Guanajuato,
perteneciente a la cuenca del rio Lerma, como se muestra en la figura 4.

Area resaltada

Estado de
Guanajuato

21°00" =)

Rio Guanajuato

20°45" =)

Irapuato

Salamanca ey T T 1
0 5 10 15 20km

Rio Lerma

101°15° 101° 00
1 1

Figura 4. Ubicacién de la zona del Distrito Minero de Guanajuato e hidrologia. Tomado
de Ramos-Arroyo et al. (2004). Con lineas punteadas se ha marcado el distrito minero de
Guanajuato, el cual se encuentra alrededor de Irapuato, Silao y Salamanca.

En el siglo XVI, el Estado de Guanajuato se convirtié en uno de los principales
fondos minerales para la expansion monetaria. La primer mina que comenzé a
explotar plata en este siglo fue la Mina de la Valenciana en la ciudad de



Guanajuato (Sanchez, 2002). En el siglo XVIII el Estado de Guanajuato tuvo un
auge importante en expansion minera por ser una poblacién dominantemente
mestiza, las relaciones industriales favorecieron a la economia desde una vision
capitalista. Actualmente, Guanajuato tiene una de las economias regionales mds
destacables de Hispanoamérica, cuyo nivel de desarrollo industrial es fundamento
de una prosperidad demogréfica que tipifica la historia social y econémica de la
entidad (Moraga et al., 2003).

Sobre el Distrito Minero de Guanajuato se han extraido aproximadamente 95
millones de toneladas de roca mineralizada principalmente por flotacién bulk y en
menor grado por cianuracion. En ambos procesos se tiene una recuperacion de
concentrado metdlico menor al 5% del volumen total procesado, el resto del
material, jales mineros, es depositado en presas de jales (Sociedad Cooperativa
Minero Metaldrgica Santa Fé de Guanajuato S.A. de C.L., 2002). Ramos-Arroyo
et al. (2004) han descrito que elementos como el arsénico (As), cadmio (Cd),
cobre (Cu), plomo (Pb), selenio (Se) y zinc (Zn) y el mercurio (Hg) son elementos
que se encuentran en jales y que ademds por su alta toxicidad presentan un riesgo a
la salud.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas de los residuos mineros

La actividad minera genera grandes cantidades de residuos, conocidos como jales
mineros o relves mineros. Estos residuos se caracterizan por su alto contenido de
metales los cuales tienen la capacidad de desplazarse tanto hacia aguas
subterrdneas como superficiales, asi como hacia ambientes geoldgicos, debido a su
alta movilidad y solubilidad (Bosecker, 2002; Verstraete, 2002; Mulligan et al.,
2001). Los metales pesados se caracterizan por presentar una densidad igual o
superior a 5 g/cm® en forma elemental y niimero atémico superior a 20, sin incluir
a los metales alcalinos y alcalino-térreos (Garcia y Dorronsoro, 2001). El impacto
que pueda tener un metal pesado en el suelo y sedimento depende de los procesos
de adsorcién y de la capacidad de acomplejamiento que tengan éstos hacia el
ambiente, asi como de las condiciones geoldgicas. Existen metales como el Cu,
Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Hg, Co, Ag, Au, Hg que se alojan con facilidad en semiento
(Caccia, et al., 2003; Vullo, 2003).

2.2. Metales pesados caracteristicos en los residuos mineros

Existen metales pesados que pueden formarse de manera natural o en
consecuencia de la industria, un ejemplo es el mercurio, el cual se puede encontrar
tanto en residuos mineros como en el carbon y el cinabar. Cuando el mercurio se
libera a la atmdsfera, se deposita en forma seca o humeda en cuerpos de agua en
donde es transformado por microorganismos en metil-mercurio, especie quimica
mas téxica que el mercurio elemental.

Otro metal generado durante la extraccion de minerales es el arsénico. Su
movilidad y distribucién en el ambiente dependen de la cantidad de oxigeno, de
los microorganismos presentes y del tamafo de las particulas del suelo. Los suelos
arcillosos y los suelos limosos, asi como los oxihidréxidos de Fe, Al o Mn tienden
a almacenar grandes cantidades de As. A pesar de ser un elemento esencial para la
vida puede volverse sumamente téxico en cantidades altas. Las especies quimicas
mads abundantes del arsénico son el As (II), que es la especie mas téxica y As (V),
siendo ésta ultima la especie arsenical mds difundida en el ambiente,
principalmente en agua y suelos. (Bundschuh e al., 2008).

La plata es un elemento presente en bajas concentraciones en los residuos mineros.
Se considera como un elemento relativamente estable en el ambiente, aunque la
lluvia 4cida es capaz de desplazar al metal hacia el suelo y agua subterrdnea. La
contaminacién por plata inhibe la funcién de algunas enzimas esenciales de los
sistemas vivos causando su muerte, pues este metal no experimenta reacciones
redox reversibles y logra desplazar algunas metales esenciales en sistemas vivos



(Odermatt et al., 1994; Foye, 1977; Ghandour et al., 1988; Filali et al., 2000;
Fortin y Campell, 2001).

2.3. Impacto de los metales pesados en salud humana

Los metales pesados al impactar en suelo y en agua ponen en riesgo la salud de las
poblaciones humanas (McGrath et al., 2001; Shi et al., 2002). Altas
concentraciones de metales pesados causan enfermedades principalmente
cardiovasculares, renales y 6seas (Orozco, 2003). Los sitios mds vulnerables del
cuerpo humano en la intoxicacidén por metales pesados son el sistema nervioso y el
sistema enddcrino. Algunas manifestaciones clinicas asociadas a la exposicion de
metales pesados son autismo, retrasos del desarrollo, esclerosis multiple, fatiga
crénica, neuropatia y demencia. Los sintomas pueden variar debido a otros
factores tales como el estrés, cambios hormonales, dieta, exposicién a otras
sustancias toxicas y a la presencia de otras enfermedades (Cheikin, 2007).

2.4. Toxicidad de los metales pesados en bacterias

Propiedades del suelo como el pH, el contenido de materia orgédnica, el porcentaje
de arcillas y la concentracién de 6xido de hierro son propiedades que facilitan la
capacidad de almacenamiento de metales por los microorganismos presentes en el
suelo (Kotas y Stasicka, 2000; Dube et al., 2001; Banks et al., 2006). No obstante,
el pH es la propiedad mas importante en la solubilidad y especiaciéon de los
metales en el suelo (Christensen, 1984; Sanders et al., 1986). Asimismo, el
incremento de la concentracion de metales en suelo ejerce una presion selectiva
capaz de modificar la microbiota y las propiedades del suelo (Hughes y Poole,
1991; Joshi-Tope y Francis, 1995; Lasat, 2002; McGrath et al., 2001; Mergeay,
1991; Montuelle et al., 1994; Nies, 1992; Urrutia y Beveridge, 1993; Rajbanshi,
2008).

Cuando la descarga de contaminantes es de caricter permanente, como sucede con
los metales pesados en los residuos mineros, es probable la formacién de
compuestos que dan lugar a efectos citotéxicos al sustituir por antagonismo un
metal esencial con la misma carga, valencia y radio atémico de una estructura o
molécula bioldgica teniendo como consecuencia la perdida de la estructura y de la
funcionalidad de los microorganismos. Algunos metales que limitan las funciones
bioldgicas de los microorganismos por su alta toxicidad son Sb, As, Cd, Pb, Hg,
Agy U (Diaz et al., 1994; Silver y Walderharg, 1992).

2.5. Mecanismos de resistencia de los microorganismos a
metales pesados

La tolerancia a los metales es la propiedad bioquimica y estructural intrinseca que
poseen algunos microorganismos para protegerse de la toxicidad de los metales,
siendo asi que los microrganismos pueden ser indiferentes a la presencia o
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ausencia de metal (Gadd, 2000; Silver y Misra, 1988). Mientras que la resistencia
a metales es la habilidad de algunos microorganismos para sobrevivir y evitar los
efectos toxicos de metales pesados, por medio de un mecanismo de
destoxificacion, codificados genéticamente, producido en respuesta al metal con el
que estdn en contacto (Garcia, 2002; Vullo, 2003). Se plantea que tanto los
microorganismos resistentes como tolerantes son de particular interés en sitios
contaminados, debido a que ambos pueden extraer los contaminantes, algunos
otros pueden incluso utilizar a los metales pesados dentro de sus rutas metabdlicas.

Los mecanismos de resistencia y de tolerancia desarrollados por los
microorganismos derivan de los mecanismos de adaptacion tales como la
biosorcion, que es la capacidad de los microorganismos para retener metales
mediante una interaccion fisicoquimica entre éstos y las paredes celulares de los
microorganismos; la bioacumulacion que es la incorporacion del metal al
citoplasma celular y posterior modificacion de las metalotioneinas; la
biomineralizacion que es la precipitacion de los metales por medio de la
codificacién de los pldsmidos y alcalinizacién de la superficie celular externa; la
biotransformacion que son los cambios quimicos del metal, y la quimiosorcion
que es la biomineralizacién del metal a través de la generacion de nicleos de
cristalizacion en donde el metal se deposita, estos mecanismos surgen en lapsos de
tiempo diferentes, el tiempo varia segin la especie (Mergeay, 1991; Hughes y
Poole, 1991; Nies, 1992; Urrutia y Beveridge, 1993; Joshi-Tope y Francis, 1995;
Gadd, 2000; Vullo, 2003; Sharma et al., 2000; Wang et al. 1997; Gadd, 2000;
Bréant, et al., 2002; Lebeau et al., 2002; McEldowney, 2000; Lovley, 2000;
Coelho et al., 2014).

2.5.1. Microorganismos resistentes a plata

El uso incontrolado de plata genera resistencia en diferentes microorganismos
(Silver, 2003) no obstante, la resistencia de éstos al metal varia segun las
condiciones de la zona, por ejemplo Piimpel y Schinner (1986) detecté bacterias
en suelos que en pequefias concentraciones, como el 0.0lmM de plata, se ven
afectadas en su crecimiento, sin embargo toleran concentraciones de hasta 0.1mM,
mas en hongos se ha encontrado una resistencia de 1mM hasta 10mM,
concentracion a la cual los hongos comienzan a morir. Se ha visto ademas que
algunos microorganismos que generaron resistencia en pacientes que consumieron
este metal fueron Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae
(Hendry y Stewart, 1979), Acinetobacter baumannii, (Deshpande y Chopade,
1994), Salmonella typhimurium (McHugh et al., 1975) y Pseudomonas stutzeri
(Haefeli et al., 1984).

2.5.2. Microorganismos resistentes a arsénico
Los microorganismos se ven obligados a contrarrestar los efectos del arsénico para
poder sobrevivir, una de las estrategias de resistencia que han desarrollado es la
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oxidacién o metilacion del arsenito a especies menos téxicas como el arseniato
(Dastidar y Wang, 2009; Yamamura y Amachi, 2014). Rokbani et al. (2006)
evaluaron dos muestras de suelo, una contaminada con As y otra sin ningun metal;
los microorganismos de ambas muestras se expusieron a As;O3z 7mM y a AsOs
20mM. En total obtuvieron 41 cepas resistentes a As, las cuales fueron evaluadas
por un periodo total de 48h, se encontraron 22 microrganismos Gram positivos
(G+) y 19 Gram negativos (G-). Las cepas identificadas resultaron ser
Actinobacterias (14 aislamientos), y-Proteobacterias (12 aislamientos), Firmicutes
(8 aislamientos), a-proteobacterias (5 aislamientos) y pf-proteobacterias (2
aislamientos). Tanto en suelo contaminado como en el suelo no contaminado se
pudieron identificar los géneros Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter,
Arthrobacter y Micrococcus.

Campos (2007) identificaron 10 cepas bacterianas en rocas volcdnicas en tres
sectores de estudio. En el sector Illapata, aislaron una cepa de Pseudomonas
alcaligenes y Wautersia solanacearum, con niveles de resistencia mayor a 8 y
2mM, para As (III) y As (V) respectivamente. Ademds, se aislé una cepa de
Acinetobacter calcoaceticus y una de Enterobacter cloacae, donde sus niveles de
resistencia a As (II) y As (V), fueron de 2mM y mayor a 8mM respectivamente.
En el sector Esquifia se aislé una cepa de Wautersia solanacearum, con niveles de
resistencia de 8 y 3mM, una cepa de Pseudomonas alcaligenes con niveles de
resistencia de 8 y 1mM, Burkordelia cepacia con niveles de resistencia de 8 y
ImM y una Enterobacter cloacae con niveles de resistencia de 8 y 1mM, para As
(III) y As (V), respectivamente. Finalmente, en el sector desembocadura aislaron
una cepa bacteriana correspondiente a Wautersia solanacearum con niveles de
resistencia mayores a 8 y 3mM y una cepa de Burkordelia cepacea con niveles de
resistencia de 1 y mayor a 8mM, para As (III) y As (V), respectivamente. La
informacién se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Niveles de tolerancia a arsénico de cepas bacterianas aisladas de rocas
volcdnicas, de la Quebrada Camarones, Regién Parinacota, Chile. Modificada de Campos
(2007). Notese que la tolerancia de un microorganismo varfa segin la zona, asi se trate de
la misma especie. Ademads, la tolerancia entre As (III) y As (V) también varia en la misma

especie.
Niveles de Tolerancia (mM)
Cepa Bacteriana As (I1T) As (V) Lugar de aislamiento

P. alcaligenes >8 2

W. solanaceaum >8 2

A. calcoaceticus 2 >8 Illapata

E. cloacae 2 >8

W. solanaceaum >8 4

P. alcaligenes >8 1

B. cepacia 1 >8 Esquina




E. cloacae 4 >8
W. solanaceaum >8 3
B. cepacia 1 >8 Desembocadura

Un estudio realizado por Altschul, ef al. (1997) muestra que en aguas residuales
del Distrito de Madurai, Sur de la India detecté microorganismos como Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter radioresistens que se
desarrollan a 30°C a un pH de 7.0, estos microorganismos generan una resistencia
ante Na;As203 en un rango de 6.5mM a 15mM e incluso ante HgCI> (0.75mM).

2.5.3. Microorganismos resistentes a mercurio
Hassen et al., (1998) demuestra que en muestras sOlidas de Tunisia existen
Pseudomonas paucimobilisresisten, Streptococcus y Citrobacter freundii, de los
cuales Streptococcus y Citrobacter freundii generan resistencia ante el mercurio a
una concentracion de 10mM y 70mM. Sin embargo Pseudomonas
paucimobilisresisten sobresale al tolerar el metal a una concentraciéon de hasta
100mM.

2.6. Caracteristicas de microorganismos comunes en suelo

Estudios como los de Rokbani et al. (2006) y Campos (2007) afirman la existencia
de Actinobacterias y Pseudomonas son comunes en sedimento y suelo. Marrufo et
al., 2015 describen la Actinobacteria como un microorganismo Gram positivo que
se desarrolla facilmente en suelo y agua dulce; la Actinobacteria continuamente es
confundida con un hongo, pues al igual que este, estd conformada por una
estructura filamentosa que produce esporas.

El género Pseudomonas de los bacilos Gram negativos ha sido considerado por
Piotrowska-Seget et al., (2005) y Malik (2004) como un indicador para medir la
contaminacion; sin embargo una bacteria no siempre absorbe el metal para tener
una remediacién exitosa, por ejemplo cuando Pseudomonas aeruginosa se
involucra en el ciclo natural del Hg, éste puede pasar de Hg** a Hg y una vez
ocurrido esto, otros organismos podrian metilar al mercurio a CH3Hg" o
(CH3)2Hg, que son compuestos ain mds toxicos (Vullo, 2003).

Se han encontrado enterobacterias en el suelo, las cuales pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae. Las enterobacterias se pueden encontrar tanto en forma de
bacilos como de cocos, estds bacterias Gram negativas no solo se desarrollan en
suelo, sino que crecen con facilidad en agua y vegetacion (Puerta y Mateos, 2010).

Otro microorganismo también encontrado en suelo, y ademds en materia organica
en descomposicién (como el heno himedo y la paja) es Actinomyces israelii, y es



un bacilo Gram positivo anaerobio que no forma esporas y es muy dificil de aislar.
(Roque, 2016).

2.7. Microorganismos empleados en tecnologias para limpieza
de sitios contaminados por metales pesados

Los microorganismos que logran resistir o tolerar metales pesados para sobrevivir
son utiles en los procesos de biorremediacion pues contienen propiedades
catabolicas capaces de degradar los metales (Pepper et al., 2002; Vullo, 2003). Se
han reportado bacterias Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y
Actinobacterias radio-resistentes, que se adaptan facilmente a los altos niveles de
metales pesados, generando mecanismos de resistencia que pueden utilizarse en la
desintoxicacion y eliminaciéon de metales pesados en cualquier zona contaminada
(Ahmed y Badar, 2005; Raja et al. 2009). Las bacterias con tolerancia y resistencia
a metales pesados como el As, Hg, Pb, Cu, Zn, Cd, Ag y Cr, logran desintoxicar
los suelos gracias a la generacion de agentes quelantes, inmovilizando los metales
para reducir su toxicidad (Kavamura y Esposito, 2010). Las Actinobacterias
pueden lograr una biorremediacion de materia orgédnica e inorganica (Abate et al.,
2005; Abate et al., 2007; Amoroso et al., 2010; Solecka et al., 2012). Rokbani et
al. (2006) recomiendan utilizar Bacilos, Pseudomonas, Actinobacterias
Arthrobacter y Micrococos para la remediacién de suelos contaminados con
arsénico y/o plomo. La eficiencia que pueda lograr un microorganismo en una
bioaumentacion celular o genética, depende de la poblacion receptora, asi como el
grado de contaminacién de la zona. Es importante siempre considerar el tiempo en
el que se quiere lograr una remediacién, pues cada microrganismo se desenvuelve
de distinta manera (Ademola et al., 2013).
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CAPITULO 3. OBJETO DE LA INVESTIGACION

3.1. Justificacion

La extensa explotaciéon minera en el municipio de Guanajuato ha promovido la
generacion de amplias dreas donde se concentran metales pesados. Considerando
el enorme periodo de exposiciéon a estos contaminantes las comunidades de
organismos que aun prevalecen en estos sitios seguramente deben de haber
generado mecanismos de resistencia a las condiciones antes mencionadas. Es por
ello que en este trabajo se propone realizar una caracterizacion microbioldgica de
cepas resistentes a metales presentes en los jales, con la finalidad de generar
informacién para el desarrollo de tecnologias de biorremediacion.

3.2. Objetivo general

Describir la comunidad microbiana cultivable asociada a los jales que se
encuentran ente las minas de Valenciana, Mellado y Cata y evaluar su resistencia y
tolerancia ante AgNO3, HgNO3 y NaAsOx.

3.2.1. Objetivos particulares
1. Identificar una zona de residuos mineros de interés de estudio.
2. Determinar la concentracion de metales (arsénico, mercurio y plata) en los
residuos mineros.
3. Evaluar el crecimiento de microorganismos aislados de residuos mineros en
ausencia de metales pesados y en presencia de arsénico, mercurio y plata.
4. Describir la morfologia celular y colonial de las cepas aisladas.
5. Evaluar la resistencia y/o tolerancia de los microrganismos a plata, mercurio
y arsénico.

3.3 Hipotesis

Debido a la presion selectiva que han sufrido las comunidades microbianas en los
residuos mineros se espera encontrar una baja riqueza especifica de
microorganismos resistentes a metales pesados.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. Anadlisis fisicoquimico de muestras ambientales

4.1.1 Toma de muestra
Se tomaron muestras de jal, sedimento y agua de las zonas de residuos mineros
localizadas ente las minas de Valenciana, Cata y Mellado en Guanajuato Capital.
Las muestras liquidas se colectaron en frascos de pldstico y las muestras sélidas se
tomaron en bolsas de plastico Se tomaron aproximadamente 250mL de muestra
liquida y 500g de muestra sélida. Los frascos y bolsas se etiquetaron con la clave
del punto de muestreo, fecha y nombre del responsable.

4.1.2. Determinacion de pH y humedad en los residuos mineros

Se determinaron los principales factores relacionados con la movilidad de metales:
pH y conductividad eléctrica medidos en extractos de pastas de saturacion con el
electrodo HACH 5014 calibrando con estdndares comerciales de pH 4, 7y 10 y
con la celda HACH 5070 calibrada con solucién estdndar comercial de KC1 0.01N
con conductividad de 1,413uS/cm a 25°C respectivamente, en el equipo HACH
sensION MM374; humedad por el método gravimétrico-secado en estufa (Robledo
y Maldonado, 1997).

4.1.3 Analisis granulométrico
Se seleccionaron diferentes tamices para conocer la composicion de las muestras
de suelo en cuanto a contenido de grava, arena y limo. Los tamices se colocaron de
menor a mayor tamafio de malla. La seleccion de tamices se realizé tomando en
cuenta la informacién de la tabla 2 y se consideré un tamiz por cada tipo de
material.

Tabla 2. Tamices seleccionados para andlisis granulométrico. Modificada de Avilés, 2012.
Se muestran el nombre del tamiz seleccionado que hace referencia a la apertura que
contiene y por tanto al material que queda almacenado en él.

Tamiz (ASTM) Abertura real(mm) Tipo de material
3/87 10 Grava
N=8 238 Granulos
N=12 1.68 Arena muy gruesa
N=20 0.84 Arena gruesa
N°50 0.30 Arena media
N=70 0.21 Arena fina
N°140 0.105 Arena muy fina
N°325 0.044 Limo grueso
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De los tamices seleccionados se consideraron las muestras con una abertura menor
a los 2mm para calcular el porcentaje de arenas y limos, y asi determinar el tipo de
suelo mediante un tridngulo textural. Las muestras de grava y granulos se
interpretan como un componente mas del tipo de suelo.

4.1.4. Mineralizacion y cuantificacion de metales en las muestras

ambientales
Las muestras de agua, sedimento y residuos mineros se procesaron mediante
digestién 4cida en caliente de acuerdo al método 3050 b de la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) que se muestra en el anexo 1 (tabla 3). Se tomaron 1g
o ImL de muestra. Se adicionaron SmL de HNO3 concentrado y la solucién se
mantuvo en condiciones de reflujo durante lh. Al término de este proceso, la
solucién se dejo enfriar y se le adicionaron 3mL de H20, la muestra se sometié
nuevamente a condiciones de reflujo durante 1h. El sobrenadante se filtr6. La
digestion resultante se refriger6 a 4°C hasta su andlisis. Para determinar el
contenido de arsénico en las muestras ambientales se empled el método de
Espectrometria de Emisién Optica por Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
OES) (Perkin Elmer). Los elementos, arsénico y mercurio, fueron cuantificados
haciendo uso del generador de hidruros.

Tabla 3. Rampa de temperatura para la mineralizacion de las muestras ambientales. Se
resumen el rango de temperatura tomado en determinado tiempo. Nétese que la
temperatura fue aumentando conforme transcurria el tiempo para lograr una
mineralizacién adecuada.

Temperatura (°C) | Tiempo (minutos)

0-60 20
60 - 100 60
100 -110 30

4.2 Anadlisis microbiologico de las muestras ambientales

4.2.1. Toma de muestra
Las muestras se colectaron en frasco de vidrio de boca ancha y tapa roscada,
previamente esterilizados. Las muestras de agua se tomaron sumergiendo el frasco
y una vez dentro del medio se destapd para colectar la muestra, el frasco se cerrd
dentro del agua hasta que par6 el burbujeo. Las muestras de jal y sedimento se
colectaron con una espdtula esterilizada con fuego, previamente sumergida en
alcohol..

4.2.2. Preparacion de agar nutritivo y agar nutritivo enriquecido con
metales
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El agar nutritivo se prepar6 con 5g de peptona de caseina, 3g de extracto de carne,
15g de agar bacteriolégico y 8g de cloruro de sodio, se disolvieron y aforaron a 1L
con agua destilada. Para el agar nutritivo enriquecido con metales pesados se
empled la formulacién anterior y se emplearon las siguientes sales nitrato de plata
(AgNO3) 0.1, 0.5 y 1.0mM, arsenito de sodio (NaAsOz) 4.0, 6.0 y 12.0mM vy
nitrato de mercurico (HgNO3*H20) 0.1, 0.5 y ImM.

4.2.3. Dilucion decimal seriada de las muestras ambientales
Se tom6 ImL 6 1g de muestra y diluy6 en 9ml de solucidn isoténica de cloruro de
sodio (NaCl) al 0.9%. Se generé la primer dilucién (1x10!), de la cual se tomé
ImL y se diluy6 nuevamente en 9mL solucién para dar lugar a una dilucién de
1X1072, este procedimiento se repitié hasta obtener una dilucién de 1X10* como
se muestra en la figura 5.

1ml Iml Iml 1ml
| | | |
9ml 9ml oml 9ml
1X104 1X102 1X10% 1X10+4

Figura 5. Dilucién decimal seriada de las muestras ambientales. Para demostrar que las
diluciones se hacen correctamente, la muestra debe hacerse mas clara conforme se diluye

puesto que el contenido de muestra serd menor en cada dilucién.

4.2.4. Siembra de muestras
Las muestras se sembraron en agar nutritivo y agar nutritivo enriquecido con
metales con la técnica de extension en placa. Se tom6 ImL de cada dilucion y se
distribuy6 de manera uniforme sobre la caja empleando un espaciador de vidrio
estéril. Las cajas se dejaron en incubacion a 37°C. Las cajas se monitorearon a las
12, 24, 36 y 48 horas.

4.2.5. Analisis de morfologia colonial
Se analizaron los pardmetros de tamafio, color, elevacién y forma en las colonias
bacterianas. Ademads, se realiz6 un conteo de colonias. Posteriormente se
determinaron las unidades formadoras de colonias por mililitro, el factor de

14



dilucidn, la desviacion estdndar y el error estdndar en cada muestra. Finalmente se
seleccionaron las colonias para estudio tomando en consideracion el nimero de
colonias de acuerdo con la norma NOM-113-SSA1-1994 que se puede observar en
el anexo 2.

4.2.6. Aislamiento de colonias con la técnica de estria cruzada
Una vez realizada la seleccion de colonias se realizé un barrido de cada una en
agar nutritivo con la técnica de estria cruzada como se muestra en la figura 6. Las
muestras se incubaron a 37 °C y se monitoreo su crecimiento cada 12 horas hasta

las 48horas.
1 é ———n,

Figura 6. Técnica de estria cruzada. Obsérvese que en cada barrido se trata de tomar una
minima parte del barrido anterior, finalizando el 4to barrido con una “firma” en donde se
espera encontrar colonias separadas entre si.

4.2.7. Tincion Gram

Se tom6 muestra de la colonia bacteriana aislada y se extendié sobre un
portaobjetos. La muestra se fij6 al portaobjetos con calor. Sobre la muestra se
adiciond el colorante cristal violeta 0.5%, se dej6 actuar durante 1 minuto y
posteriormente se enjuago con agua destilada. Enseguida se adicion6 la solucion
de yodo - lugol, se mantuvo en la muestra durante 1 minuto, se enjuago con agua
destilada, se enjuago con la solucién alcohol-acetona. Finalmente, se usé safranina
como medio de contraste y se enjuago con agua destilada. Las muestras se
observaron en microscopio electrénico con objetivo 100X. El procedimiento se
describe graficamente en la figura 7.
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Cristal violeta Yodo-lugol Alcohol-acetona Safranina

Figura 7. Tincién de Gram. El orden de la tincién, tal y como se muestra en la figura es
sumamente importante puesto que el violeta da una primera coloracion a las bacterias u
hongos, el lugol adhiere, alcohol-acetona elimina el exceso y la safranina definira los
organismos Gram positivos 0 Gram negativos.

A

4.3. Cinética de crecimiento de cepas bacterianas expuestas a
metales

Se prepard caldo nutritivo enriquecido con las sales de AgNOs3 a la 0.1mM,
0.5mM y 1mM, HgNOs a la 0.ImM, 0.5mM y 1mM, NaAsO> a la 4mM, 6mM y
12mM (para cada concentraciéon un duplicado) y un control por cada cepa, el
control consistid en caldo nutritivo puro. La densidad poblacional de los
microorganismos fue estimada en Oh, 24h y 48h en el espectrofotémetro HACH
DR 3900 a una longitud de onda de 600nm. Se grafic6 el comportamiento de la
absorbancia respecto al tiempo, los valores de absorbancia de las 24 y 48 horas se
ajustaron restando los valores de absorbancia de las cero horas.

4.4. Andlisis de varianza (ANOVA)

Una vez ajustados los valores a cero horas, se desarrollo un analisis de varianza
(ANOVA) para todas las cepas en 24h y 48h, por metal y por concentracion, es
decir, 0.1mM, 0.5mM y 1mM de AgNOs, 0.1mM, 0.5mM y 1mM de HgNOs y
finalmente 4mM, 6mM y 12mM de NaAsO,. El andlisis tuvo la finalidad de
evaluar la capacidad de adaptacion de las diferentes cepas bacterias a ambientes
extremos con el programa IBM SPSS Statistics 22. El nivel de significancia (P)
fue de 0.005, indicando de esta forma que aquellos anélisis que arrojan un nivel P
<0.005 presentan entre sus cepas al menos una con absorbancias que indican
tolerancia.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1. Descripcion del sitio de estudio

La zona de estudio se ubica entre las minas Valenciana, Mellado y Cata. Este sitio
es de interés de estudio por la presencia de pasivos ambientales. Todos los puntos
de interés se encuentran cerca de las Minas de Valencia y Cata. El primer punto de
muestreo (M1) se ubica dentro de una cueva que corresponde a una bocamina. El
segundo punto de muestreo (M2) corresponde a la entrada de una cueva, en donde
se observa flujo de agua vy filtraciones. El tercer punto de muestreo (M3) es una
escorrentia ubicada por encima de la cueva, en donde el agua presenta coloraciéon
anaranjada y la formacion de un tapete microbiano. El cuarto punto de muestreo
corresponde a la zona de pasivos ambientales constituidos por un terrero de baja
ley. El quinto punto de muestreo (M5) corresponde a la zona de referencia, donde
se observa presencia de vegetacion. En la figura 8 se muestra una imagen satelital
del sitio de estudio y en la figura 9 se pueden apreciar los sitios de estudio.

Cada uno de los puntos de muestreo presentaba caracteristicas especificas. Por
ejemplo, el punto M1 era la zona més fresca y oscura, con una latitud menor que la
de los demads puntos; el punto M2 se encontraba en una zona parcialmente oscura,
donde el sol alcanzaba a iluminar a penas una pequefia parte. La temperatura en
los puntos M1 y M2 se debi6é en gran medida a la escasez de luz solar y el alto
grado de humedad por encontrarse en una cueva, donde el clima se conserva. El
punto M3 se encontraba en una zona en donde la luz solar tampoco hace contacto
directo, sin embargo, a diferencia de los puntos M1 y M2 era un lugar abierto, en
donde su clima era consecuencia de la variedad de flora que existe alrededor de la
escorrentia. Por dltimo, el punto M4 era una zona abierta, en donde el sol hacia
contacto directo con los jales mineros, aumentando considerablemente la
temperatura. Las caracteristicas especificas de los puntos de muestreo se resumen
en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcién de los puntos de muestreo. El estudio de la zona es indispensable
para futuros estudios que se pudiesen requerir, ademds de aportar informacién sobre los
microorganismos que se desarrollan.

Zona Clave Temperatura Tluminacion Coordenadas
0 Norte Oeste
Cueva M1 15.5 Oscuro 21°2'0.92" | 101°15'7.14"
adentro
Entrada a la M2 17 Sombreado / 21°2'0.87" | 101°15'7.19"
cueva oscuro
Escorrentia M3 22 Sombreado 21°2'1.05" | 101°15'7.31"
Jales M4 34 Area abierta, 21°2'1.70" | 101°15'7.54"
totalmente soleado

17



[glesia del’Ser

A . %

Figura 8. Imagenes satelitales de la zona de estudio. a) Cueva adentro; b) Entrada de la
cueva; c) Escorrentia; d) Jales. Notese que el drea evaluada fue amplia y que el punto d se
encuentra un tanto distante, por lo que puede arrojar resultados que difieran con a, b y c.

W NS

Figura 9. Puntos de muestreo. a) Cueva adentro (M1); b) Entrada de la cueva (M2); c)
Escorrentia (M3); y d) Zona de jales (M4). Se muestran puntos de muestro con diferentes
caracteristicas dentro de la misma area.
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5.2. Caracterizacion fisicoquimica de los puntos de muestreo

En el andlisis de pH se encontraron valores entre 3.5 y 7.0, en donde los valores
mds 4cidos corresponden a los puntos M3 (escorrentia) y M4 (jales). Por otro lado,
puntos estudiados en la cueva, M1 y M2, presentan valores de pH cercanos a la
neutralidad. Respecto al contenido de humedad los puntos M2 y M3 presentan un
alto porcentaje de humedad y por lo tanto una mejor compactacion. Los valores de
pH, porcentaje de humedad y compactacion se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Valores de potencial de hidrégeno, porcentaje de humedad y compactacién de las
muestras. Se observa que, en efecto, cada una de las zonas seleccionadas cuenta con
caracteristicas singulares para su estudio.

Clave | pH Porcentaje de Compactacion
humedad
Ml 6.5 ND ND
M2 7 28.13% 2mL
M3 | 45 39.38% 10mL
M4 3.5 2.06% No presenta
compactacion

ND = No determinado

5.3. Analisis granulométrico

El andlisis granulométrico unicamente se realizé en M2 y M4, y después de
tamizar y pesar 100gr de M2 y 100gr de M4 se obtuvieron los pesos mostrados en
la tabla 6, estos resultados permitieron obtener porcentajes de arenas y limos,
ninguna de las muestras contenia arcillas. Al realizar los porcentajes de arenas y
limos, se obtuvo que M2 tenia 98.3% de arena y 1.7% de limo, mientras que M4
contenfa 66.6% de arcillas y 33.6% de limo. Después de trazar las lineas
correspondientes en un tridngulo textural se obtuvo que M2 ademads de contener un
alto contenido de granos gruesos (grava y granulos), también se compone de suelo
arenoso y M4 es una muestra compuesta principalmente compuesta de suelo
franco arenoso (figura 10).
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Tabla 6. Anélisis granulométrico basico de muestras con contenido de sedimento. El
analisis demuestra los diversos tipos de material contenidos, asi como la cantidad de
gramos en las muestras M2 y M4.

Tipo de material | Gramos obtenidos por muestra
M2 M4
Grava 10.7 2.9
Granulos 34.1 4.4
Arena muy gruesa 11.2 1
Arena gruesa 22 2.4
Arena media 18.7 12.2
Arena fina 1.6 13.7
Arena muy fina 0.8 32.2
Limo grueso 0.5 22
Limo 04 9.2
100, O
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20
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Figura 10. Deduccién de suelos en las muestras M2 y M4 a través del tridngulo textural. A
pesar de que M2 y M4 contienen diferentes tipos de suelo se pueden englobar en uno para
hacer mds sencilla su interpretacion.

20



5.4. Concentraciones de metales en las muestras ambientales

El andlisis de ICP-OES permitié conocer el contenido de metales pesados en las
muestras ambientales. Como se puede apreciar en la tabla 7, el contenido de
arsénico y mercurio resultan interesantes para proponer la identificacién de
microorganismos resistentes a estos metales.

Tabla 7. Concentraciones de metales en muestras ambientales. A partir de los datos
obtenidos se pudo obtener una referencia para sembrar microorganismos en arsénico y
mercurio.

As Hg
Muestra mM
Ml 0.0198 0.0213
M2 0.0188 0.0106
M3 0.1480 0.0139
M4 0.4383 0.0122

5.5. Crecimiento microbiano en agar nutritivo enriquecido

Después de realizar la inoculacién de microorganismos en agar enriquecido con
sales inorgdnicas se apreciaron colonias en M3 y M4 desde las primeras 24h,
mientras que en M1 y M2 no se observd crecimiento alguno. En la tabla 8 se
puede observar que M3 logré desarrollarse ante HgNO3 a la 1.3X10°mM vy ante
NaAsO; a la 2X10*mM. En M4, tnicamente se observaron microorganismos en la
concentracion de HgNOs.

Tabla 8. Cepas representativas durante el andlisis morfolégico colonial en 24h. El
crecimiento de UFC/mL era practicamente nulo en 24h.

Medio de cultivo Muestra UFC
‘mL
AN + NaAsO»a la 2X10*mM M3 7.70
AN + HgNOs a la 1.3X10°mM M3 6.50
M4 13.50

AN = Agar Nutritivo.

En un lapso de 48h, no se visualizaron microorganismos en M1 y M2. La tabla 9
muestra como los microorganismos de M3 y M4 siguieron desarrolldndose ante
HgNO;3; y NaAsO2, y que ademds se comienza a observar un desarrollo de
microorganismos en las concentraciones mds bajas de AgNOs evaluadas (0.01mM
y 0.ImM). La muestra mds considerable en 48h fue M3 al someterse a HgNO3 a la
1.3X10°mM y posteriormente M4 sometida ante la misma sal.

21



Tabla 9. Cepas representativas durante el andlisis morfoldgico colonial en 48h. Se aprecia
mayor contenido de UFC/mL tanto en las cepas que arrojaron resultados en 24h como en
nuevas cepas.

Medio de cultivo Muestra UFC

mlL
AN + NaAsO; a la 2X10*mM M3 10.10
M4 73.53
AN + HgNOs a la 1.3X10°mM M3 106.95
M4 91.80

AN + AgNOs ala 0.01lmM M3 11.30
M4 25.30

AN + AgNOsz ala 0.1mM M3 21.50
M4 13.50

AN=Agar Nutritivo.

Finalmente, en la tabla 10, muestra que la inoculacién en 115h permitié que los
microorganismos de M4 se desarrollaran tanto en NaAsO> y HgNO3; como en
todas las concentraciones de AgNO3 (0.0lmM, 0.1mM y ImM). M3 mostré un
crecimiento ante todos los metales y concentraciones, a excepciéon de AgNOs al
ImM. Las muestras M1 y M2 continuaron sin mostrar crecimiento alguno.

Tabla 10. Cepas representativas y cepas seleccionadas durante el andlisis morfolégico
colonial en 115h.

Medio de cultivo Muestra | UFC
mL
M3 6.27
4
AN + NaAsO;a la 2X10"mM Y7 1007
M3 3.35
-5
AN + HgNOsa la 1.3X10°mM N 9.40
M3 5.70
AN + AgNO3z ala 0.01lmM
M4 8.10
M3 8.70
AN + AgNOs ala0.1mM
M4 3.00
AN + AgNOj ala ImM M4 0.20

AN=Agar Nutritivo.
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5.6. Anadlisis morfologico colonial

Se aislaron 14 cepas en total. De M3 se seleccionaron las cepas C1 a C5 y de M4
se seleccionaron las cepas C6 a C14. Se puede observar que C1, C6, C7, C8, C9,
C10 y CI11 crecieron ante NaAsO, C2, C3, C4, C12 y C14 ante HgNOs, y
finalmente C5 y c13 ante AgNOs (figura 11).

Figura 11. Seleccion de cepas a aislar. Notese que la seleccion de estas cepas fue realizada
segin singularidades, ya sea por el medio en el que lograron desarrollarse o bien por sus
caracteristicas fisicas.

Al aislar las cepas, los resultados indicaron que la mayoria de las cepas crecen en
colonias con forma irregular y circular. En cuanto a las caracteristicas del borde, se
observan enteros, ondulados y lobulados. Se registran elevaciones planas y
convexas. Respecto a la coloracién se observan colonias amarillas, blancas, café,
crema, gris e incluso color naranja. Los resultados se resumen en la tabla 11 y se
visualizan en las figuras 12.
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Tabla 11. Caracteristicas de las colonias bacterianas. LLa caracterizacién fisica de las
colonias es una aportaciéon mas para determinar la especie del microorganismo existente.

Caracteristicas de las colonias
Clave Color del Color de la
Forma Borde Elevacion
margen colonia

C1 Sin forma Entero Amarillo Plana Amarillo
C2 Circular Ondulado Blanco Plana Blanco
C3 Circular Entero Blanco Convexo Crema
C4 Circular Entero Anaranjado Convexa | Anaranjado
G5 Circular Entero Blanco Céncava Café
C6 Circular Entero Amarillo Plana Amarillo
C7 Circular Entero Amarillo Céncava Blanca
C8 Circular Entero Amarillo Plana Café
c9 Circular Entero Blanco Plana Amarillo
C10 Circular Entero Gris Céncava Café
Cl1 Circular Entero Blanco Céncava Blanco
Cl12 Puntiforme | Lobulado Amarillo Plana Amarillo
C13 Circular Entero Amarillo Convexo Amarillo
Cl4 Circular Entero Transparente | Codncava Café
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Figura 12. Cepas aisladas. Aun cuando las cepas son aisladas se encuentran caracteristicas
fisicas muy similares entre algunas cepas, por lo que se requiere continuar con la
experimentacion.

5.7. Anadlisis morfologico celular

En cuanto al andlisis de morfologia celular bacteriana, las micrografias obtenidas
muestran diversas formas microscopicas, tales como cocos, bacilos y filamentos;
ademds de un caso particular en C3, en la cual se encontraron tanto filamentos
como bacilos (figuras 13, 14 y 15). Lo anterior hace evidente la presencia de
bacterias en el sitio de estudio, previamente caracterizado con presencia elementos
potencialmente toxicos como arsénico, mercurio y plata. Los resultados se
resumen en la tabla 12.
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Figura 13. Morfologia celular de las cepas C1, C2, C3, C4 y C5. Se observan bacterias
Gram positivas y Gram negativas en las cepas C1 a la C5, sin embargo, claramente se nota
el caso particular de C3 con filamentos y bacilos.
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Figura 14. Morfologia celular de las cepas C6, C7, C8, C9, C10 y C11. Nuevamente se
observa variedad de G+ y G-, més las cepas C6 a la C11 permiten observar el crecimiento
de organismos filamentosos.
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C12 C13 C14

Figura 15. Morfologia celular de C12, C13 y C14. Al mirar en conjunto todas las cepas, es
clara la diversidad de microorganismos que se desarrollan en la zona de estudio
contaminada con metales pesados.

Tabla 12. Morfologia bacteriana de las cepas aisladas. La contextualizacién de las
morfologias detectadas en las cepas aisladas permite al lector una deduccién de las
imdgenes mds precisa, ya que en consecuencia a la resolucion éstas, algunas morfologias
son complicadas de interpretar.

Clave Morfologia bacteriana
Tinciéon Gram Descripcion
Cl Positiva Filamento
C2 Negativa Filamento
C3 Negativa Bacilos y filamentos
C4 Positiva Filamento
G5 Negativa Filamento
Co6 Negativa Filamento
C7 Positiva Bacilos
C8 Negativa Estreptobacilo
C9 Negativa Filamento
C10 Positiva Coco
Cl1 Negativa Coco
C12 Negativa Bacilo
C13 Negativa Bacilo
Cl4 Negativa Bacilo
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5.8. Analisis del crecimiento bacteriano
5.8.1. Crecimiento en cepas bacterianas expuestas a AgNO3

Se muestra el crecimiento de las cepas después de 24 horas de cultivo en medio
enriquecido con AgNOs3 0.1, 0.5 y 1.0mM en la figura 16. La cepa C1 no presenta
crecimiento en ninguna concentracion. C2 presenta bajo crecimiento en las
primeras dos concentraciones, reflejado valores de absorbancias cercanas a cero,
no obstante, para la concentracién mds alta la absorbancia es mayor 0.5. Para la
cepa C3 se registra un valor de absorbancia cercano a cero lo que indica poco
crecimiento de microorganismos. En el caso de la cepa C4 Unicamente se registra
crecimiento para la concentracion de 0.5mM. La cepa C5 presenta valores de
absorbancia mayores a 0.5 para las concentraciones de 0.5 y 1.0mM, lo que indica
crecimiento de microorganismos; esta ademds destaca de entre el resto de las cepas
al tener valores sumamente altos en 0.5mM vy tener la mayor absorbancia ante
1.0mM. En C6 sélo se registra crecimiento para la concentracion de 0.5mM con
una absorbancia menor 0.5. Al observar C7, es evidente el crecimiento en las
concentraciones de 0.1 y 0.5mM, sin embargo, no se registra crecimiento para la
concentracion de ImM. La cepa C8 tnicamente muestra crecimiento en la
concentracion de ImM. En el caso de la cepa C9 el crecimiento es evidente en las
concentraciones de 0.5 y 1.0mM puesto que las absorbancias obtenidas son
mayores a cero, sin embargo, en la concentracién de 0.1mM el crecimiento es
nulo. Las cepas CI10 y Cl11 tienen un comportamiento similar, se observa
crecimiento en las concentraciones de 0.1 y 1.0mM, pero no se registra
crecimiento en la concentraciéon de 0.5mM. El crecimiento de la cepa Cl12
incrementa conforme incrementa la concentracion de plata en el medio. En el caso
de la cepa C13 solo se registra crecimiento en la concentracion de 0.5mM.
Finalmente, en la cepa C14 se registra crecimiento con absorbancia mayor a 0.5 en
la concentracién de 0.5mM vy crecimiento con absorbancia menor a 0.5 en la
concentracion de 1.0mM.

1.5000 T

%A s000a
0.5000 ) T
Ivz =mm . | :I- = I I
5

A Q G G C

[ i al | 1
_—— i I =

| II L3 414 I!u p. i

c7 C3 ¢ C10 C11 €12 (13 Cl4

Cepa

Figura 16. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a AgNOs; durante 24h. Color
azul: AgNO30.1mM; color naranja: AgNO3 0.5mM; color gris: AgNO3; ImM. Longitud de
onda: 600nm. Nétese las altas absorbancias de las cepas hacia la plata tan sélo en las
primeras horas.
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La figura 17 permite visualizar el crecimiento de las cepas después de 48 horas de
cultivo en medio enriquecido con AgNO3 0.1, 0.5 y 1.0mM. Se observa que la
cepa C1 no presenta crecimiento aparente en ninguna concentracion. La cepa C2
presenta una absorbancia mayor a cero en las primeras dos concentraciones, no
obstante, para la concentracién mas alta la absorbancia continda siendo mayor 0.5.
Para la cepa C3 se registra un valor de absorbancia mayor a cero lo que indica bajo
crecimiento de microorganismos. En el caso de la cepa C4 se continda registrando
crecimiento Unicamente para la concentracion de 0.5mM. La cepa C5 presenta
valores de absorbancia mayores a 0.5 para las concentraciones de 0.5 y 1.0mM, lo
que indica crecimiento de microorganismos, sin embargo, para la concentracion de
0.1mM el crecimiento es minimo. En el caso de la cepa C6 no se registra
crecimiento para ninguna concentracion. En la cepa C7 es evidente el crecimiento
en las concentraciones de 0.1 y 0.5mM, sin embargo, no se registra crecimiento
para la concentraciéon de ImM. La cepa C8 solamente muestra crecimiento en la
concentraciéon de ImM. En el caso de la cepa C9 el crecimiento se registra en la
concentracion de 0.5mM. En las cepas C10 y C11 el crecimiento resulta nulo a las
48 horas en todas las concentraciones. El crecimiento de la cepa C12 es mayor en
las concentraciones de 0.1 y 1.0mM y es menor en la concentracion de 0.5mM. En
el caso de la cepa C13 sdlo se registra crecimiento en la concentracion de 0.1mM.
Finalmente, en la cepa C14 se registra crecimiento con absorbancia mayor a 0.5
unicamente en la concentracion de 0.5mM.
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Figura 17. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a AgNO; durante 48h. Color
azul: AgNO30.1mM; color naranja: AgNO3 0.5mM; color gris: AgNO3; ImM. Longitud de
onda: 600nm. En general las absorbancias se mantienen y/o aumentan.

5.8.2. Crecimiento en cepas bacterianas expuestas a HgNO3H20
En la figura 18 se muestra el crecimiento de las cepas después de 24 horas de
cultivo en medio enriquecido con HgNO3H>0 0.1, 0.5 y 1.0mM. Se observa que la
cepa C1 presenta crecimiento significativo en la concentracién de 0.1mM con una
absorbancia mayor a 0.6. La cepa C2 presenta crecimiento evidente en las
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concentraciones de 0.5 y 1.0mM con absorbancias menores a 0.2. Para la cepa C3
se registra un valor de absorbancia cercano a cero en las tres concentraciones lo
que indica escaso crecimiento de microorganismos. En el caso de la cepa C4 se
registra crecimiento en las concentraciones de 0.1 y 1.0mM con absorbancias
menores a 0.1. La cepa C5 presenta valores de absorbancia menores a 0.1 para las
tres concentraciones, lo cual indica bajo crecimiento de microorganismos. En el
caso de la cepa C6 sélo se registra crecimiento para la concentracién de 0.1mM
con una absorbancia mayor a 0.2. En la cepa C7 sélo se registra crecimiento en la
concentracion de 0.1mM con un valor de absorbancia menor a 0.1. La cepa C8
solamente muestra crecimiento en la concentracién de 0.5mM con un valor de
absorbancia mayor a 0.2 y poco crecimiento de microorganismos en la
concentraciéon 1.0mM con una absorbancia mayor a cero. En el caso de la cepa C9
el crecimiento es evidente sélo en la concentracién de 0.5mM con una absorbancia
mayor a cero. Las cepas C10 y C11 tienen un comportamiento similar, no se
observa crecimiento en las tres concentraciones. El crecimiento de la cepa C12 se
registra en las concentraciones de 0.1 y 0.5mM con absorbancias mayores a 0.2.
En el caso de la cepa C13 no se registra crecimiento para ninguna concentracion.
Finalmente, en la cepa C14 se registra crecimiento con absorbancia menor a 0.2 en
las tres concentraciones.
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Figura 18. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a HgNO3;H>O durante 24h. Color
azul: HeNO3H>O 0.1mM; color naranja: HgNO3;H>O 0.5mM; color gris: HeNO3H>O
ImM. Longitud de onda: 600nm. Las absorbancias para este metal, en general, fueron

bajas.

Al observar el crecimiento de las cepas después de 48 horas de cultivo en medio
enriquecido con HgNO3H20 0.1, 0.5 y 1.0mM en la figura 19, es notable que C1
presenta bajo crecimiento en las tres concentraciones, registrandose absorbancias
menores a 0.1. La cepa C2 presenta crecimiento en las tres concentraciones con
absorbancias menores a 0.2. Para la cepa C3 se registran valores de absorbancia
inferiores a 0.1 lo que indica bajo crecimiento de microorganismos. En el caso de
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la cepa C4 se registra crecimiento en las concentraciones de 0.1 y 1.0mM con
absorbancias menores a 0.lmM. La cepa C5 presenta valores de absorbancia
menores a 0.1 en las tres concentraciones, lo que indica bajo crecimiento de
microorganismos. En el caso de la cepa C6 sélo se registra crecimiento para la
concentracion de 1.0mM con una absorbancia mayor a 0.3. En la cepa C7 sélo se
registra crecimiento en la concentracién de 0.1mM con un valor de absorbancia de
0.3. La cepa C8 solamente muestra crecimiento en la concentracion de 1.0mM con
un valor de absorbancia de 0.1. En el caso de la cepa C9 el crecimiento es evidente
en las tres concentraciones con absorbancias mayores a 0.3 para las
concentraciones de 0.1 y 0.5 y absorbancia de 0.2 para la concentraciéon de 1.0mM.
Las cepas C10 y C11 tienen un comportamiento similar, no se observa crecimiento
en las tres concentraciones. El crecimiento de la cepa C12 se registra en la
concentracion de 1.0mM con absorbancia de 0.2. En el caso de la cepa C13 no se
registra crecimiento para ninguna concentracion. Finalmente, en la cepa C14 se
registra crecimiento con absorbancia de 0.2 para la concentracién de 0.1mM y con
absorbancias menores a 0.1 para las concentraciones de 0.5 y 1.0mM.
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Figura 19. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a HgNOs;H»O durante 48h. Color
azul: HeNO3H>O 0.1mM; color naranja: HgNO3;H>O 0.5mM; color gris: HeNO3H>O
ImM. Longitud de onda: 600nm. Las absorbancias hacia el mercurio se disparan en
tiempos prolongados.

5.8.3. Crecimiento en cepas bacterianas expuestas a NaAsO:2
La figura 20 muestra el crecimiento de las cepas después de 24 horas de cultivo en
medio enriquecido con NaAsOs 4.0, 6.0 y 12mM. C1 presenta crecimiento en las
tres concentraciones, sin embargo, el valor de la absorbancia es mayor en la
concentracion de 6mM. Para las cepas C2 y C3 se registra bajo crecimiento de
microorganismos en la concentraciéon de 4mM con una absorbancia mayor a 0.05.
En el caso de la cepa C4 tinicamente se registra crecimiento para la concentraciéon
de 12mM con una absorbancia mayor a 0.25. La cepa C5 no presenta crecimiento
de microorganismos en ninguna concentracion. En el caso de la cepa C6 se registra
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crecimiento en las tres concentraciones con absorbancias de 0.25 para las
concentraciones de 6 y 12mM vy absorbancia mayor a 0.05 para la concentracién
de 4mM. En la cepa C7 es evidente el crecimiento en las concentraciones de 6 y
12mM, sin embargo, no se registra crecimiento para la concentraciéon de 4mM. La
cepa C8 solamente muestra crecimiento en las concentraciones de 6 y 12mM con
absorbancias de 0.15 y 0.05 respectivamente. En el caso de la cepa C9 el
crecimiento es evidente en las concentraciones de 6 y 12mM con absorbancias de
0.25 y 0,05 respectivamente. La cepa C10 presenta crecimiento en las tres
concentraciones, el mayor crecimiento se registra en la concentracién de 4mM con
una absorbancia de 0.25. En la cepa C11 el crecimiento se presenta para las tres
concentraciones con valores de absorbancia aproximado de 0.35. EI crecimiento
de la cepa C12 se presenta para las concentraciones de 6 y 12mM con valores de
absorbancia de 0.3 y 0.15 respectivamente. En el caso de la cepa C13 se registra
crecimiento en las concentraciones de 6 y 12mM con absorbancias de 0.5 y 0.3
respectivamente. Finalmente, en la cepa C14 no se registra crecimiento en ninguna
concentracion.
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Figura 20. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a NaAsO, durante 24h. Color
azul: NaAsO;4mM; color naranja: NaAsO, 6mM; color gris: NaAsO,12mM. Longitud de
onda: 600nm. A pesar de que se obtuvieron absorbancias bajas, practicamente todas las
cepas absorben arsénico.

Al someter a los microorganismos a NaAsOs; a la 4.0, 6.0 y 12mM se observa que
la cepa C1 presenta crecimiento en las tres concentraciones, sin embargo, el valor
de la absorbancia es mayor en la concentracion de 6mM. Para las cepas C2 y C3 se
registra bajo crecimiento de microorganismos en la concentraciéon de 4mM con
una absorbancia mayor a 0.05. En el caso de la cepa C4 dnicamente se registra
crecimiento para la concentracién de 12mM con una absorbancia mayor a 0.2. La
cepa C5 no presenta crecimiento de microorganismos en ninguna concentracion.
En el caso de la cepa C6 se registra crecimiento en las tres concentraciones con
absorbancias mayores a 0.2 para las concentraciones de 6 y 12mM y absorbancia
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mayor a 0.1 para la concentracién de 4mM. En la cepa C7 es evidente el
crecimiento en las concentraciones de 4 y 6mM, sin embargo, se registra bajo
crecimiento para la concentraciéon de 12mM. La cepa C8 solamente muestra
crecimiento en las concentraciones de 6 y 12mM con absorbancias de 0.15 y 0.05
respectivamente. En el caso de la cepa C9 el crecimiento es evidente en las
concentraciones de 6 y 12mM, que las absorbancias obtenidas son de 0.2 y 0,05
respectivamente. La cepa CI0 tienen presenta crecimiento en las tres
concentraciones, el mayor crecimiento se registra en la concentracién de 4mM con
una absorbancia de 0.25. En la cepa C11 el crecimiento se presenta en las tres
concentraciones con valores de absorbancia aproximado de 0.35. EI crecimiento
de la cepa C12 se presenta crecimiento en las concentraciones de 6 y 12mM con
valores de absorbancia de 0.2 y 0.1 respectivamente. En el caso de la cepa C13 se
registra crecimiento en las concentraciones de 6 y 12mM con absorbancias de 0.5
y 0.3 respectivamente. Finalmente, en la cepa C14 no se registra crecimiento en
ninguna concentracion (figura 21).
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Figura 21. Crecimiento de las cepas C1 a C14, expuestas a NaAsO, durante 48h. Color
azul: NaAsO;4mM; color naranja: NaAsO> 6mM; color gris: NaAsO;12mM. Longitud de
onda: 600nm. No se observan altas absorbancias de arsénico por parte de las cepas.

5.9. Anadlisis de resistencia a metales pesados a las cepas
bacterianas.

La tabla 13 muestra que en un transcurso de Oh a 48h se observaron
concentraciones que resultan significativas para todas las cepas de AgNOs a la
0.5mM (P = 0.003), HgNO3 al 0.5mM (P = 0.001) y HgNOs3 al 1mM (P = 0.001).
No se ha encontrado significancia en un lapso de Oh a 24h, ni para el resto de las
cepas evaluadas en 0 a 48h, puesto que sus valores de P resultan mayores a 0.005.
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Tabla 13. Valor P de concentraciones significativas segin ANOVA. Notar que de 9
ANOVA'’s realizados, inicamente 3 resultan significativos, las cuales se sefialan en

amarillo.
Tiempo Metal Concentracion | Valor P de la
evaluado (h) (mM) prueba
0.1 0.098
AgNO;3 0.5 0.070
1 0.030
0.1 0.254
24 HgNO3 0.5 0.086
1 0.277
4 0.814
NaAsO; 6 0.160
12 0.638
0.1 0.013
AgNO; 0.5 0.003
1 0.619
0.1 0.956
43 HgNOs 0.5 0.001
1 0.001
4 0.343
NaAsO» 6 0.699
12 0.400
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CAPITULO 6. DISCUSION

6.1. Zona de estudio

Gracias a las observaciones realizadas en campo y al estudio de Ramos-Arroyo et
al. (2004) se han podido seleccionar zonas contaminadas con mercurio, arsénico y
plata, puesto que es sabido que los procesos de extraccion de plata conllevan al
uso de Hg y As; y tanto la Mina de Cata, como la Mina de La Valenciana trabajan
en la extraccion de Ag, por lo que desde un inicio se suponia una zona probable
para la deteccion de microorganismos tolerantes a esos metales. A pesar de que la
contaminacion por plata no ha podido evaluarse debido a que no se contaba con el
equipo necesario para realizar una lectura por espectrofotometria, se sabe que
gracias a la facilidad que tiene Ag para desplazarse, la biota se ve afectada
(Odermatt et al., 1994) y al comparar con la vegetacion, sobre todo en M4, lugar
en donde se depositaron jales mineros sobrepasando niveles de As y Hg
(NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004); la falta de vegetacion es muestra de la
afeccion que ha sufrido el suelo (figura 9).

Para el caso del mercurio y el arsénico, de las cuatro zonas evaluadas (M1, M2,
M3 y M4), M1 y M2 no contenian concentraciones fuera de los limites de la
NOM-047-SSA1-2011 y la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 que se visualizan
en el anexo 3 y 4, sin embargo, el resultado ha sido completamente diferente en
M3 y M4. Mientras que M1 y M2 contenian principalmente granulos grandes que
no son capaces de retener grandes cantidades metal pesado, se cree que el
porcentaje de humedad en M3 y el alto contenido de arena muy fina en M4 hacen
que estos sitios retengan con facilidad metales pesados (Kotas y Stasicka, 2000;
Dube et al., 2001; Banks et al., 2006; Bosecker K., 2002; Verstraete, 2002 y
Mulligan et al., 2001).

6.2. Siembra de muestras

En la zona de estudio se han desarrollado microorganismos ain en ambientes
contaminados con metales pesados, estos metales afectan tanto al desarrollo y
comportamiento de los microorganismos como a diferentes especies de flora y
fauna (Gadd, 2000; Silver y Misra, 1988; Bundschuh et al., 2008; Garcia, 2002;
Vullo, 2003).

Para el arsénico, Rokbani et al., (2006) han encontrado microorganismos que
resisten concentraciones de hasta 20mM, y Campos (2007) encontré Pseudomonas
alcaligenes, Burkordelia cepacia, Enterobacter cloacae, 'y Wautersia
solanacearum que se reproducen en concentraciones de 8mM o incluso mayores.
Al evaluar las muestras M3 y M4 a una concentraciéon de 2X10*mM de NaAsO»
se obtuvieron diversas colonias, de las cuales, segtin los dos autores, hasta este
punto se esperaria encontrar en M3 y M4 alguna de las bacterias ya antes
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mencionadas y de ser asi deberian resistir concentraciones de por lo menos 8mM
de arsénico.

Se encontraron cepas creciendo en mercurio a una concentracién de 1.3X10°mM
de las cuales, antes de ser aisladas se podria esperar se reprodujeran de manera
muy sencilla en ambientes contaminados con HgNOs, puesto que tan s6lo Hassen
et al., (1998) fueron capaces de detectar microorganismos como Streptococcus,
Citrobacter freundii 'y Pseudomonas paucimobilisresisten que resisten
concentraciones de 10mM hasta 100mM.

Finalmente, para plata, a pesar de que no se realiz6 ninguna lectura en las
muestras, se sabe gracias a Piimpel y Schinner (1986) que existen
microorganismos en suelo que sobreviven a ambientes contaminados con el metal,
aunque no resisten altas cantidades. Sin embargo, autores como Hendry y Stewart
(1979), Deshpande y Chopade (1994), McHugh et al., (1975) y Haefeli et al.,
(1984) observaron en pacientes hospitalizados que consumieron este metal, el
desarrollo de bacterias como la Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Salmonella typhimurium y Pseudomonas
stutzeri, por lo que, se opt6 por evaluar la siembra de bacterias en concentraciones
de 0.0lmM, 0.1mM y ImM, esperando tener un crecimiento mayor en 0.01lmM
que en 1mM.

6.3. Seleccion de concentraciones para el estudio morfologico

La deteccion de microorganismos posterior a la siembra de muestras mostré que
los microorganismos podrian crecer mds facil en zonas contaminadas con arsénico
y mercurio, y no en plata, ya que desde las primeras 24h fue evidente su
crecimiento (Tabla 8). No obstante, a pesar de que no se encontraron colonias en
las primeras 24h y 48h en ambientes contaminados con plata, para las 115h se
encontraron microorganismos en cada una de las concentraciones evaluadas del
metal, y es que en ocasiones los microorganismos requieren de un tiempo mayor
para poder crecer (Coelho et al., 2014). Es decir, el hecho de que la mayoria de los
microorganismos fuesen aislados desde ambientes contaminados con NaAsO: y
HgNO3 no quiso decir que los microorganismos resistiesen Unicamente estos
metales.

6.4. Aislamiento bacteriano
Obtener en 115h hasta 10.07% en arsenito de sodio, 9.40% en nitrato de
mercurio y 8.70% en nitrato de plata, asi como el hecho de que varias colonias

tuviesen caracteristicas muy similares (figura 11), hacen pensar en una baja
diversidad microbiana. Lo anterior, tampoco resulta perjudicial, ya que encontrar
pocas especies, indica que estas en particular pueden desarrollarse en ambientes
contaminados con distintos metales. Lo cual, se ha visto en Pseudomonas sp. que
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se desarrolla en ambientes contaminados con plata, arsénico y mercurio (Haefeli et
al., 1984; Campos, 2007; Hassen et al., 1998).

Se aislaron 14 cepas bacterianas, las cuales en su mayoria fueron extraidas de agar
nutritivo enriquecido con NaAs; (C1, C6, C7, C8, C9, C10, C11). Ademads, se
aislaron 5 cepas de medio enriquecido con HgNO; (C2, C3, C4, C12 y Cl4) y 2
cepas (C5 y C13) de AgNOs. Basdndose en los resultados obtenidos tanto en el
muestreo como en la siembra y comparando las morfologias con las reportadas en
estudios de microbiologia de zonas contaminadas por estos metales, los resultados
apuntaban hasta este momento que entre las cepas se encuentre alguno de los
siguientes microorganismos: para arsénico podrian ser Pseudomonas alcaligenes,
Burkordelia cepacia, Enterobacter cloacae o Wautersia solanacearum; ambientes
contaminados con mercurio podrian contener Citrobacter freundii o Pseudomonas
paucimobilisresisten; 'y Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Salmonella typhimurium 'y Pseudomonas
stutzeri para ambientes en los que haya plata (Rokbani et al., 2006, Campos, 2007,
Hassen et al., 1998; Hendry y Stewart, 1979, Deshpande y Chopade, 1994;
McHugh et al., 1975; Haefeli et al., 1984).

6.5. Descripcion de la comunidad microbiana

Basandose dnicamente en la tabla 12, se observan bacilos G- en C3, C8, C12, C13,
bacilos G+ en C7, cocos G+ en Cl10, cocos G- en Cl1; ademas de
microorganismos filamentosos G+ (C1 y C4), y filamentos G- en C2, C3, C5,C6y
C9. Segtin estos datos, los bacilos G- pudiesen ser Pseudomonas o Enterobacterias
(Piotrowska-Seget et al., 2005; Malik, 2004; Puerta y Mateos, 2010). Rokbani et
al. (2006) reporta que los bacilos G+ de suelo pertenecian al género Bacillus, y la
morfologia coincidente con los aislados en este proyecto, ademds el autor plantea
la existencia cocos G+ como C10, lo que indica la probabilidad de tener
Micrococcus. Mientras que CI1, al ser coco G- se estima sea algin
microorganismo como la Enterobacteria (Puerta y Mateos, 2010). Para las
muestras filamentosas G+, Marrufo et al., 2015 menciona a Actinobacteria como
un ejemplo sumamente resaltante entre las bacterias que se desarrollan en suelo,
este proyecto también detecta microorganismos filamentosos G+ (Cl1 y C4).
Finalmente, los filamentos G- encontrados en C3, segun los estudios de Roque
(2016) pudiesen ser Actinomyces.

Es interesante observar que en la cepa C3 (proveniente de M3 y extraida de agar
enriquecido con HgNO3) se detectan 2 morfologias distintas que hacen pensar en
la existencia de Pseudomonas, Enterobacterias y Actinomyces. Sin embargo,
Unicamente se han encontrado bacilos Gram negativos como Pseudomonas y
Enterobacterias en ambientes contaminados con mercurio, no se han encontrado
casos de estudio en los que un filamento gram negativo como Actinomyces crezca
al exponerse a Hg. (Roque, 2016; Piotrowska-Seget et al., 2005; Malik, 2004;
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Puerta y Mateos, 2010), por lo que hasta este punto, no se puede saber si tanto los
bacilos detectados como los filamentos resultan de una misma especie o si bien
son clases de bacterias diferentes, esta cepa es un buen prospecto para una
identificacion mds profunda.

Otra muestra que coincide al compararse con los resultados obtenidos en la
siembra y el aislamiento es C8, la cual fue extraida de M4 y expuesta a NaAsO».
Al igual que C3, pudiese tratarse de Pseudomonas y/o una Enterobacteria, pues se
han encontrado especies de estas érdenes microbianas que generan resistencia ante
el arsénico (Piotrowska-Seget et al., 2005; Malik, 2004; Puerta y Mateos, 2010;
Rokbani et al., 2006; Campos, 2007).

La cepa C12 extraida de M4 y aislada de un ambiente contaminado con HgNO3
también coincide con los lo planteado por Hassen et al., (1998), Piotrowska-Seget
et al., (2005) y Malik, (2004) han detectado Pseudomonas en sus estudios, siendo
este microorganismo reportado como resiste ante el mercurio.

C13, también coincide segin datos bibliograficos tanto en siembra como en
aislamiento. Esta cepa al igual que Pseudomonas o Enterobacterias detectadas en
los estudios de Haefeli et al., (1984), Deshpande y Chopade (1994) y Piotrowska-
Seget et al. (2005); Malik (2004); Puerta y Mateos (2010), fue extraida de AgNOs
y contiene bacilos Gram negativos.

Finalmente, C14 tiende a tener un comportamiento como el de la Pseudomonas
encontrada por Hassen et al. (1998), incluso ambas se tratan de los bacilos gram
negativos que se desarrollan en suelo (Piotrowska-Seget ef al., 2005 y Malik,
2004).

6.7. Resistencia de los microorganismos hacia metales pesados

Las figuras 16 y 17 muestran que C5 es la cepa mas sobresaliente al exponerse a
AgNOs3, este microorganismo filamentoso G- logré resistir en todas las
concentraciones evaluadas y ademds fue el microorganismo que toler6 mayor
cantidad de metal tanto en 24h como en 48h. Segin los antecedentes de
microorganismos resistentes a plata, la cepa C5 podria ser E. Coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Salmonella
typhimurium o Pseudomonas stutzeri que son microorganismos resistentes a la
plata (Deshpande y Chopade, 1994; McHugh et al., 1975; Haefeli et al., 1984).
Ademas de C5, las cepas C7 y C14 son cepas que, aunque no toleran AgNOs al
ImM, si resisten el metal en una concentraciéon de 0.ImM y 0.5mM. C7 se
asemeja mas a caracteristicas del género Bacillus al comparar su morfologia
colonial y celular (Rokbani et al., 2006), por lo que este microorganismo también
podria resistir el arsénico. C14 puede estar perteneciendo a alguna especie de
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Pseudomonas o Enterobacteria, que al ser extraida desde una muestra contaminada
con HgNOs, deberia mostrar resistencia ante plata y mercurio (Campos, 2007;
Hassen et al., 1998; Haefeli et al., 1984; Hendry y Stewart, 1979). En cuanto a
cepas sobresalientes expuestas a plata, se observa que C12 a pesar de crecer muy
poco ante este metal, esta no muere al someterse a 0.ImM hasta ImM de AgNOs,
por lo que se podria considera a la plata como un bacteriostatico para C12, otro
caso podria ser que la cepa tUnicamente requiera mayor tiempo para poder
desarrollarse en un ambiente contaminado con plata (Pepper et al., 2002; Vullo,
2003).

Al comparar la absorbancia media de las cepas expuestas a HgNOs3 se ha podido
notar en la figura 18 y 19 que los resultados cambian drésticamente desde las 24
horas hasta las 48 horas. Ejemplo de lo anterior, es la cepa C1, la cual durante las
24h resiste altas cantidades de HgNO3 al 1mM, sin embargo, en 48h se observa un
caso contrario, por lo cual se puede creer que C1 trata de resistir la contaminacion
ante mercurio sin embargo el metal sigue siendo perjudicial para esta cepa (Garcia,
2002; Vullo, 2003). C4, a pesar de no sobresalir por absorber altas cantidades de
mercurio, durante las 24h, al llegar a 48h logra resistir al metal en todas las
concentraciones (0.1mM, 0.5mM y ImM) y principalmente la cantidad més alta
evaluada, por lo cual parece requerir Unicamente de lapsos de tiempo mds largos
para adaptarse y tolerar el metal; el mismo caso se presenta para C9, en donde el
metal no es absorbido en 24h, mds en 48h logra absorber todas las concentraciones
evaluadas (Gadd, 2000; Silver y Misra, 1988). Otra cepa que cambia
favorablemente es C12, quien en 24h sélo resiste al metal en concentraciones
bajas, mds en 48h Unicamente resiste la concentraciéon de 1mM, este resultado
puede significar la tolerancia de la cepa a HgNOs3 puesto que como mencionaron
Gadd (2000) y Silver y Misra (1988) algunos microorganismos suelen volverse
indiferentes a la presencia de metales al ser tolerantes, siendo asi estd puede ser la
razon por la cual en ocasiones la cepa absorbe concentraciones bajas y/o altas de
mercurio, la tolerancia de C12 sera determinada mas adelante con la inspeccion de
ANOVA. Para C4 y C9 no se han detectado casos de estudio en donde se
encuentren microorganismos filamentosos que logren absorber el metal, por lo que
es indispensable continuar el estudio de éstas dos cepas.

La resistencia de las cepas hacia el arsénico, segin los estudios de Campos (2007)
estd presente, puesto que algunos microorganismos detectados en su estudio
resistieron concentraciones incluso mayores al 8mM. Al observar las figuras 20 y
21 se muestra que efectivamente hay una diversidad de cepas resistentes a las
concentraciones evaluadas (4mM, 6mM y 12mM). Entre las cepas que destacan en
24 horas estdn la cepa C11 y C13 que logran una absorbancia media ante NaAsO>
a la 6mM por encima de 0.4500 en una longitud de onda de 600nm, sin descartar,
que ademads resisten concentraciones de 12mM de este metal. Durante las
siguientes 48 horas C11 y C13 se postulan nuevamente como las cepas mads
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resistentes, sin embargo, C13 se muestra indiferente a la concentracién de 4mM
(Gadd, 2000; Silver y Misra, 1988). C6, C7 y CI10 logran resistir también las 3
concentraciones evaluadas, s6lo que no se desarrollan con tanta efectividad como
C11. Siendo asi, C11 pudiese ser una buena candidata que apunta a ser alguna
Enterobacteria, puesto que una vez mds Campos (2007) muestra que, entre las
bacterias encontradas en su caso, se encuentra la E. cloacae, la cual ha resistido
concentraciones mayores a 8mM de As (V).

6.8. ANOVA y su importancia en la deteccion de cepas
tolerantes y resistentes a metales pesados

Para poder diferenciar entre la resistencia y tolerancia de los microorganismos, es
necesario primeramente visualizar el ANOVA realizado, el cual detecta tres
concentraciones significativas en el estudio, es decir casos en los que P resulté ser
menor a 0.005, AgNOs al 0.5mM, HgNO3 al 0.5mM y HgNOs3 al ImM en 48h.

Lo anterior, dirige a mencionar que en general, las cepas logran tolerar altas
concentraciones de plata y mercurio. Mds, al no encontrar una significancia en los
andlisis de NaAsOz, no se tienen suficientes pruebas para demostrar que las cepas
son tolerantes ante él; y es que la mayoria de las cepas fueron aisladas desde un
inicio de muestras contaminadas con arsénico, y ademds segin el andlisis en
HACH DR 3900 las figuras 20 y 21 indican que la mayoria de las cepas logran
resistir el metal a una concentracién de 4, 6 y 12mM, estos resultados deberian
arrojar por lo menos una concentracion significativa para el NaAsO,. Las cepas
parecen ser resistentes al arsénico, mds no tolerantes. Lo anterior puede deberse a
algiin cambio durante el procedimiento, por ejemplo, pequefas diferencias de
tiempo en las mediciones realizadas en HACH DR 3900, ya que como se muestra
en el anexo 5, se tuvieron grandes desviaciones estindar, siendo asi, las
absorbancias medidas pueden ser un poco més altas o bajas que las detectadas, otra

probabilidad es que las cepas unicamente resistan concentraciones menores a la
4mM de NaAsOa.

Se deduce gracias a ANOVA que aquellas cepas que lograron crecer
considerablemente en concentraciones de HgNO3 al 0.5mM y AgNOs3 al 0.5mM
son cepas definitivamente tolerantes, tal es el caso de C5, C7, C12 y Cl4 en
AgNO3 al 0.5mM, C4, C9 y CI12 toleran hasta ImM de HgNOs3. C12 es un
microorganismo que logra resistir y tolerar tanto al mercurio como a la plata y
puede ser utilizado en una biorremediacion de suelo (Pepper et al., 2002; Vullo,
2003).

Para el resto de las cepas que absorbieron altas cantidades de metal y no resultaron
significativas para ANOVA, incluyendo las cepas expuestas a diferentes
concentraciones de NaAsO,, se consideran cepas resistentes que deben seguir
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siendo estudiadas. En el caso de las cepas expuestas a NaAsO., se propone trabajar
en un futuro con concentraciones menores al 4mM puesto que para el arsénico, no
se puede hablar de tolerancia, mds si se puede hablar de resistencia en cepas como
Co,C7,C11yCl13.

Por otro lado, se demuestra que Cl1, C4, C6, C9 y Cl2 podrian resistir
concentraciones ain mayores al ImM de HgNOs y seria interesante que un estudio
posterior trabajase con estos microorganismos para ver qué tanto se desarrollan
ante el metal, especialmente C6 y C12 que crecen inicamente la concentracién de
ImM del metal en lapsos de tiempo largo (a partir de 24h). En cuanto a C5, C7 y
C14 que logran absorber con facilidad a AgNO3 al 0.5mM se pueden considerar
como cepas resistentes que podrian estar también dentro de una biorremediacion.

Segtn los estudios realizados en este proyecto, se deduce que las cepas tolerantes
y resistentes encontradas son candidatas para seguir estudiandolas y deducir su
especie, ya que al ser tolerantes y/o resistentes, se muestran como candidatas para
remediar suelos contamidos con los metales estudiados. Para encontrar las
bacterias existentes en las cepas estudiadas, serd necesario realizar pruebas
bioquimicas o genéticas, de esta forma, los microorganismos pueden reproducirse
en grandes volimenes para absorber arsénico, mercurio y plata.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Se detectaron altos niveles de arsénico y mercurio en el area estudiada, 0.4383mM
de As y 0.0213mM de Hg, tales niveles sobre pasan la NOM-047-SSA-2011; por
tanto, afectan las propiedades del suelo. Los niveles de plata en sedimento no
pudieron ser evaluados.

Se lograron aislar 14 cepas microbianas, que en su mayoria eran bacilos y
filamentos, G+ y G-, también se detect6 una cepa con doble morfologia (C3).

Se evalud la el crecimiento de los microorganismos en ausencia de metales para
usarlo como blanco al observar el crecimiento de las bacterias en ambientes
contaminados con AgNOs3 a la 0.1mM, 0.5mM y 1mM, NaAsO: a la 4mM, 6mM y
12mM, y HgNOs ala 0.1mM, 0.5mM y 1mM.

Gracias a los andlisis de varianza realizados, se encontraron 4 cepas tolerantes a
concentraciones de 0.5 mM de AgNOs (C5, C7, C14 y C12) y 3 cepas que toleran
hasta 1mM de HgNOs; (C4, C9 y C12). No se detectaron cepas tolerantes a
NaAsO;.

Al final se obtuvo una baja densidad microbiana ocasionada por los altos niveles
de contaminacién, muy pocos microorganismos lograron resistir o tolerar los
metales evaluados, lo cual es normal en ambientes contaminados con metales
pesados.
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ANEXOS

Anexo 1. Method 3050b. Acid Digestion of sediments, sludges
and soils (Método 3050B. Digestion dcida de sedimentos, lodos
y suelos).

Este método se ha escrito para proporcionar dos procedimientos de digestion
separados, uno para la preparacion de sedimentos, lodos y muestras de suelo para
el andlisis por absorcion atémica de llama espectrometria (FLAA) o
espectrometria de emision atémica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES)
y uno para la preparacion de sedimentos, lodos y muestras de suelo para el anélisis
de muestras mediante horno de grafito AA (GFAA) o espectrometria de masas de
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Los extractos de estos dos
procedimientos no son intercambiables y s6lo deben usarse con determinaciones
analiticas resumidas en este método. Las muestras preparadas con este método
pueden ser analizadas por ICP-AES o GFAA para todos los metales enumerados,
siempre que los limites de deteccion sean adecuados para el uso final de los datos.
Se pueden usar técnicas determinantes alternativas si son cientificamente vélidas y
se pueden lograr los criterios de control de calidad del método, incluidos los que se
ocupan de las interferencias. Otros elementos y matrices se pueden analizar con
este método si se demuestra el rendimiento para los analitos de interés, en las
matrices de interés, a los niveles de concentracion de interés.

Anexo 2. Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994,
Bienes y Servicios. Método para la cuenta de microorganismos
coliformes totales en placa. 10. Expresion de los resultados

10.1 Calculo del método

10.1.1 Placas que contienen entre 15 y 150 colonias caracteristicas

Separar las placas que contienen el nimero antes mencionado de colonias
caracteristicas en dos diluciones consecutivas. Contar las colonias presentes.
Calcular el nimero de coliformes por mililitro o por gramo de producto,
multiplicando el nimero de colonias por el inverso de la dilucion correspondiente,
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tomando los criterios de la NOM-092-SSA1-1994. Método para la Cuenta de
Bacterias Aerobias en Placa.

10.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias caracteristicas

Si cada una de las placas tiene menos de 15 colonias caracteristicas, reportar el
nimero obtenido seguido de la dilucién correspondiente.

10.1.3 Placas con colonias no caracteristicas

Si en las placas no hay colonias caracteristicas, reportar el resultado como: menos
de un coliforme por 1/d por gramo, en donde d es el factor de dilucién.

Anexo 3. NORMA Oficial Mexicana NOM-047-SSA1-2011,
Salud ambiental. Indices biologicos de exposicion para el
personal ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas.

La presente Norma establece los Indices Bioldgicos de Exposicion para el personal
ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas, responde a la necesidad de
contar con una guia para apoyar la evaluacion del riesgo a la salud del personal
ocupacional que labora con estas sustancias, a partir de conocer los Indices
Biolégicos de Exposicion, con el fin de implementar y evaluar las medidas de
control dirigidas a la conservacion de la salud y a la prevencion de efectos nocivos
en este personal. Asi mismo, responde al cumplimiento tanto del Plan Nacional de
Desarrollo 2007-2012 que plantea en su objetivo 8 Garantizar que la salud
contribuya a la superacién de la pobreza y al desarrollo humano en el pais, y en su
estrategia 8.3 Promover la productividad laboral mediante entornos de trabajo
saludables; como del Programa Nacional de Salud, que establece en su objetivo 5.
Garantizar que la salud contribuya al combate a la pobreza y al desarrollo social
del pais, en su estrategia 1. Fortalecer y modernizar la proteccién contra riesgos
sanitarios, en su Linea de accién 1.5 Fortalecer las politicas y acciones de
proteccidn contra riesgos sanitarios atendiendo las evidencias cientificas, y dentro
de sus actividades la de "mantener actualizadas las estrategias para el analisis de
los riesgos sanitarios a los que se enfrenta la poblacion y establecer las acciones
que deberdn ser incorporadas a los Proyectos que para su atencion opera el
Sistema Federal Sanitario en materia de Salud Ocupacional". Es importante
considerar que para mejorar las condiciones de salud de la poblacién es necesario
proteger la salud del personal ocupacionalmente expuesto mediante medidas
preventivas y de promocion a la salud, atencion integral de los accidentes laborales
y modernizacion del marco legal en materia del trabajo.
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Apéndice Normativo ""A"'
Tabla 1 Indices Biolégicos de Exposicion para el personal ocupacionalmente

expuesto a sustancias quimicas.

Sustancia guimica [Mimero CAS] Momento del IBE Observaciones
Determinante y/o Parametros Biologicos Muestreo
ACETONA [67-84-1]
Acetona en orina Al final del turno de| 50 mgi Me
trabajo
ACETILCOLIMESTERASA INHIBIDA POR | Se deben conocer los
PLAGUICIDAS niveles basales de 105 | 70% de linea Ma
Actividad de colinesterasa en eritrocitos trabajadores antes de Ia | basal individual
exposicion
Discrecional
AMILINA [62-53-3] Muesira control al inicio
Anilina en orina * del turno de trabajo 50 mgfL Mg
Anilina suelta en hemoglobina en sangre Muestra de Exposicion | 1 5% de E. Ns, Sc
p-aminofenol en orina al final del Wwmo de|hemogiobina
trabajo
Muestra de Exposicion
al final del fumo de
trabajo
Muestra de Exposicion
al final del tumo de
trabajo
ARSENICO ELEMENTAL [7440-38-2] v |Al final de una semana
COMPUESTOS INORGANICOS SOLUELES | de trabajo 35 ug Asll B
Arsénico  inorganice  mas  metabolitos
metilados en orina
BEMCENO [71-43-2]
Acido S-fenilmercapturico en orina Al fimal del turno de |25 pgfg creatinina B
Acido tt-muconico en orina trabajo 500 pglg E
Al final del turne de | creatinina
trabajo
1, 3 BUTADIENC [108-99-0]
1, 2 Dihroxi-4-(M-acetilcisteinill- butano en | Muesira de exposicion [ 2.5 mg/L B, Sc
orina mezcla de N-1 y MN-2{hidroxibutenil} | al final del tumo defz5 pmolig Hb T
valina hemoglobina (Hb) aductos en sangre trabajo
Mo critico
2- BUTOXIETANOL [111-76-2]
Acido butoxiacetico (BA&) en oring® Muestra de exposicion | 200maig -
al final del tumno de | creatinina
trabajo
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Anexo 4. NORMA  Oficial Mexicana  NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004, Que establece criterios para
determinar las concentraciones de remediacion de suelos
contaminados por arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo
hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo, selenio, talio y/o
vanadio.

De conformidad a lo dispuesto en el articulo 47 fraccion I de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacién, con fecha 11 de noviembre de 2005 se publicé el
Proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, que
establece Criterios para determinar las Concentraciones de Remediacion de Suelos
Contaminados por arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio,
niquel, plata, plomo, selenio, talio y vanadio, en el Diario Oficial de la Federacidn,
mismo que fue elaborado de manera conjunta con la Secretaria de Salud con el fin
de que los interesados en un plazo de 60 dias naturales posteriores a la fecha de su
publicacién presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Medio
Ambiente y Recursos Naturales sito en Boulevard Adolfo Ruiz Cortines 4209,
cuarto piso, Fraccionamiento Jardines en la Montafia, Delegacién Tlalpan, cédigo
postal 14210, de esta Ciudad. Durante el mencionado plazo, la manifestacion de
impacto regulatorio del citado Proyecto de Norma, estuvo a disposicion del
publico para su consulta en el domicilio antes sefialado, de conformidad con el
articulo 45 del citado ordenamiento. De acuerdo con lo establecido en el articulo
47 fracciones II y III de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, los
interesados presentaron sus comentarios al proyecto de Norma en cuestion, los
cuales fueron analizados por el Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de
Medio Ambiente y Recursos Naturales y por el Comité Consultivo Nacional de
Normalizaciéon, de Regulacion y Fomento Sanitario, realizdndose las
modificaciones procedentes al proyecto; las respuestas a los comentarios y
modificaciones antes citados fueron publicadas en el Diario Oficial de la
Federacion. Una vez cumplido el procedimiento establecido en la Ley Federal
sobre Metrologia y Normalizacién para la elaboraciéon de normas oficiales
mexicanas el Comité Consultivo Nacional de Medio Ambiente y Recursos
Naturales en sesion de fecha 26 de abril de 2006, aprobé la presente Norma Oficial
Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.

5.1.1. Cuando el suelo que se presume contamina tiene una superficie menor o
igual a 1000m?, el responsable a remediar a las concentraciones de referencia
totales (CRT) senaladas en la Tabla 1 o seguir cualquier de las mitologias descritas
en la presente Norma.

51



TABLA 1
Concentraciones de referencia totales (CRy) por tipo de uso de suelo.
Contaminante Uso agricolaresidencial Uso industrial
leomercial (mglkg)
(mglkg)
Arsénico 22 260
Bario 5400 67 000
Berilio 150 1900
Cadmio a7 450
Cromo Hexavalente 280 510
Mercurio 23 310
Nigquel 1 600 20 000
Plata 390 5100
Plomo 400 800
Selenio 390 5100
Talio 52 87
Vanadio 7a 1000
MNOTA:
a. En caso de que se presenten diversos usos del suelo en un sitio, debe considerarse el uso que
predomine.
b. Cuando en los programas de ordenamiento ecoldgico y de desarrollo urbano no estén establecidos los
usos del suelo, se usara el valor residencial.

Anexo 5. Crecimiento de cepas expuestas a AgNO3 0.ImM
0.5mM y ImM; HgNO3H>0 0.ImM, 0.5Mm y ImM y NaAsO:
dmM, 6mM y 12mM
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Figura 22. Crecimiento de cepas expuestas a AgNOj3 durante 24h, mostrando su desviacién
estandar. Color azul: 0.1mM AgNO3 0.1mM; color naranja: AgNO3 0.5mM; color gris:
AgNOs;1mM. Longitud de onda: 600nm.
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Figura 23. Crecimiento de cepas expuestas a AgNO3 durante 24h, mostrando su desviacion
estandar. Color azul: 0.1mM AgNOs3 0.1mM; color naranja: AgNO3 0.5mM; color gris:
AgNO;1mM. Longitud de onda: 600nm.
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Figura 24. Crecimiento de cepas expuestas a HgNO3 durante 24h, mostrando su desviacion

estandar. Color azul: HgNOj3 0.1mM; color naranja: HgNO3 0.5mM; color gris: HgNO3 ImM.
Longitud de onda: 600nm.
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Figura 25. Crecimiento de cepas expuestas a HgNO3 durante 48h, mostrando su desviacién
estandar. Color azul: HgNO3 0.1mM; color naranja: HgNO3 0.5mM; color gris: HgNO3; ImM.
Longitud de onda: 600nm.
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Figura 26.Crecimiento de las cepas expuestas a NaAsO; durante 24h, mostrando su desviacion
estandar. Color azul: NaAsO; 4mM; color naranja: NaAsO, 6mM; color gris: NaAsO;12mM.
Longitud de onda: 600nm.
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Figura 27. Crecimiento de cepas expuestas a NaAsO, durante 48h, mostrando su desviacién
estandar. Color azul: NaAsO, 4mM; color naranja: NaAsO> 6mM; color gris: NaAsO, 12mM.
Longitud de onda: 600nm.

55



