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Resumen

Los residuos de mina generan grandes cantidades de elementos potencialmente toxicos (EPT), entre los que
encontramos al plomo (Pb) y al arsénico (As), que causan dafios importantes al medio ambiente y a la salud humana.
El estudio de estos EPT normalmente se realiza sobre la cantidad total presente en el suelo, pero no asi en su
distribucion. El andlisis de la redistribucién del Pb y As con bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) indica
que se hacen menos biodisponibles y se redistribuyen en las fracciones de materia organica y residual con diferencias
significativas (p < 0.05). Estos resultados muestran una estabilizacion de los EPT y, por consiguiente, una reduccion
en el riesgo al medio ambiente y a la salud humana.
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Abstract

Mine waste generates large amounts of potentially toxic elements (PTE), among which we find lead (Pb) and arsenic
(As), and these cause significant damage to the environment and human health. The study of these PTE is normally
carried out on the total amount of PTE present in the soil, but not on its distribution. The analysis of the redistribution
of Pb and As with plant growth-promoting bacteria (PGPB) indicates that they become less bioavailable, and that they
are redistributed in the residual and organic matter fraction with significant differences (p < 0.05). These results show
a stabilization of the PTE and therefore decreases the risk to the environment and human health.
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Introduccion

Los elementos potencialmente téxicos (EPT) pueden llegar al suelo por diversas actividades humanas, entre
las que se encuentran la combustién, el uso excesivo de pesticidas, fertilizantes (Zhao et al., 2021), jales de
mina y actividades industriales (Ahn et al., 2020). En los residuos de minas, dos de los principales EPT que
se encuentran en grandes cantidades son el arsénico (As) y el plomo (Pb), los cuales son considerados de
alta toxicidad debido a su persistencia y bioacumulacién (Boostani et al,, 2021; Zhao et al,, 2021). Entre los
efectos toxicoldgicos que puede causar el Pb se encuentra el cancer, si este se vuelve acumulativo en los
humanos a través de las cadenas troficas, iniciando por el aumento de concentracién en el suelo. La
exposicion al As puede ocasionar lesiones dermatoldgicas, cardiovasculares, enfermedades vasculares
periféricas, trastornos neuroldgicos, enfermedades respiratorias, deformaciones de las extremidades,
problemas oculares y diversas formas de cancer y muerte (Roy et al., 2015).

Entre los sistemas actuales de biorremediacidn de suelo que se estudian se encuentran la extraccion
y estabilizacion de los EPT mediante el uso de microorganismos o plantas. Los microorganismos usados
en biomineria son extremofilos, debido a que tienen la capacidad de resistir condiciones extremadamente
acidas (pH 1-3) asi como la presencia de concentraciones elevadas de metales (mayores a 100 mgL™Y). Las
bacterias interaccionan con los metales mediante diferentes procesos, entre los que encontramos
absorcion, bioacumulacion, bioprecipitaciéon, bioreducciéon y biooxidacion (Jerez et al., 2017).

En las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), se ha encontrado que presentan la
capacidad de producir sideréforos para captar hierro (Fe) y otros EPT, asi como la produccién de acidos
organicos para solubilizar fosfatos y promover la captacion de fésforo. Las BPCV promueven el crecimiento
vegetal mediante los mecanismos de fijacién de nitrédgeno, solubilizacion de fosfatos, produccién de
fitohormonas como el acido indol acético y produccién de la enzima ACC desaminasa (Rajkumar et al,,
2012).

En los ultimos afios se ha tratado de entender en la biorremediaciéon de jales de minas cémo es la
interaccion bacteria-mineral y la respuesta de estos para poder sobrevivir a estas condiciones extremas
(Jerez et al, 2017). El estudio de los EPT en el suelo se ha enfocado fundamentalmente en las
concentraciones de estos; sin embargo, para entender los procesos de su estabilizacién, es necesario
estudiar la especiacidn de estos en los suelos, es decir, su distribucidn y su redistribucién causada por los
procesos de interaccién con las bacterias, con las enmiendas y con la fitorremediaciéon (Mngadi et al.,, 2020).

Por lo descrito anteriormente, este estudio esta enfocado a conocer cémo es la redistribucion de los
EPT en el suelo cuando se aplican bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Materiales y métodos
Muestreo

Elarea de muestreo esta ubicada en el municipio de Zimapan, Hidalgo, México, denominada “Jales de Santa
Maria”, en calle Montserrat, colonia Fas, con coordenadas 20° 44' 08.2" N y 99° 23' 56.4" W. En este contexto
se recolectaron 10 submuestras en los jales mineros mediante la técnica de zig-zag (Soil Survey Staff, 2014)
a una profundidad aproximada de 20 cm. Se utilizé pala de plastico para su extracciéon y bolsas de plastico
de 5 kg para su almacenamiento temporal.
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Una vez en laboratorio, se realizé una muestra compuesta de jal y se dejo secar a temperatura
ambiente durante 24 h. Posteriormente, la muestra se homogenizd y mediante la técnica del cuarteo se
subdividié hasta obtener muestras de 1 kg, aproximadamente; las muestras se tamizaron y se almacenaron
en bolsas resellables.

Caracterizacion fisicoquimica de los jales de minas

La caracterizacion fisicoquimica de los jales de mina antes y después del tratamiento se realizé de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, determinando el porcentaje de saturacion, pH,
conductividad eléctrica, acidez extractable, capacidad de intercambio catidénico y densidad aparente.

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas usadas fueron Serratia K120, Serratia MC119, Enterobacter K125, Enterobacter MC156
y Klebsiella MC173, aisladas de la rizosfera de jales de mina de Zimapan, Hidalgo, y caracterizadas como
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) (Mendoza-Hernandez et al., 2016).

Preparacién del inéculo

Las cepas seleccionadas fueron cultivadas en matraces Erlenmeyer de 500 ml en caldo Luria Bertani (LB) a
30 °C, agitaciéon de 800 rpm durante 48 h. Posteriormente, fueron centrifugadas a 11 000 rpm durante 15
min. El pellet fue resuspendido en NaCl 0.9% para ajustar a una densidad éptica de 0.5 A a 600 nm para
obtener aproximadamente 1x10° UFCml-1.

Ensayo de las bacterias con el jal

Se realizé una inoculaciéon de cada cepa bacteriana, 50 ml de la suspensidn bacteriana en 100g de los jales
de minas, usando dos testigos: (T1) jal y (T2) jal con NaCl 0.9%, y los jales se incubaron 30 °C durante 3

meses.

Andlisis quimico o extraccién secuencial

La extracciéon secuencial fue realizada acorde a lo reportado por Tessier et al. (1979), Hall et al. (1996), Dold
& Fontboté (2001) y Favas et al. (2011). Las fracciones que se consideraron son las siguientes: soluble,
intercambiable, enlazada a carbonatos, enlazada a oxihidréxidos de Fe, enlazada a 6xidos de Fe, enlazada a
materia organica, enlazada a sulfuros y fraccién residual.

La extraccidn secuencial inicid con la fraccién soluble, en donde se pesaron 2 g de jal y se disolvid
en 16 ml de agua destilada. Esta suspension se agité durante 30 min en un agitador rotatorio a 80 rpm y
posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 20 min. El sobrenadante fue retirado con una pipeta y
fue analizado mediante espectrofotometria de absorciéon atémica (Favas et al, 2011). Para la siguiente
fraccion se le agregd 16 ml de MgClz 1 M al jal residual y se agitd durante 1 h; después, se centrifugd a 8000
rpm durante 20 min, y el sobrenadante se analizé como fraccién intercambiable.
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En la fraccién unida a carbonatos al jal separado de la fraccidén intercambiable se agregd 16 ml de
C2HsNaO2 1 M y se agitd durante 10 h; el sobrenadante se separd como el paso anterior para realizar el
andlisis como fraccidn unida a carbonatos. En la siguiente fraccién, que corresponde a la fraccién unida a
Fe (III)-Oxihidréxidos, al jal residual se le agregd 80 ml de 0.2 M de (NH4)2C204 y se agité por 1 h en la
oscuridad, separando el sobrenadante por centrifugaciéon. Luego, en la siguiente fraccién, que corresponde
a la fracciéon unida a Fe (III)-6xidos, al jal residual de la fraccion anterior se colocd 40 ml de 0.0 4 M de
NH.OH-HCl;, agitandose durante 6 h a 96 °C, y posteriormente se centrifugd durante 30 min, analizando
el sobrenadante. Al jal residual de la fraccion anterior se agregd 6 ml de 0.02 M de HNOs mas 10 ml de H20:2
y se agité durante 2 h a 85 °C. Posteriormente, se le agregd 6 ml de H202 y se agitd durante 3 h a 85 °C.
Después, a lo anterior se le agregd 10 ml de 3.2 M de NH4OOCHs3 y se agitdé durante 30 min, y se separo el
sobrenadante analizandolo como fraccion unida a materia organica (Dold & Fontboté, 2001; Tessier et al,,
1979).

Acto seguido, en la fraccidn unida a sulfuros se le agregod al jal residual 1.5 g de KClO3 y 10 ml de HCl
12 M, se tapd y agitd en vortex por 30 min; se agregod 20 ml de HNOs 4 M, se tapd y agitd en vortex durante
20 min a 90 °C; se separod el sobrenadante y se analizé (Favas et al., 2011; Hall et al.,, 1996). Finalmente, para
la fraccidn residual se agregd al jal residual de la fraccidn anterior 10 ml de HNOs, 4 ml de HCly 1 ml de
H20:. Se colocd en microondas a 180 °C por 15 min, y al término se filtré y diluyo la muestra a 50 ml con
agua destilada (US Environmental Protection Agency [US-EPA], 1996).

El Pb y el As en todas las fracciones fue analizado mediante espectrofotometria de absorciéon
atomica.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las muestras se colocaron en cinta de carbdn conductor y se recubrieron con oro en una unidad de
pulverizacién (Denton Vacuum, DESK vSCD-030) antes de analizarla por MEB (JEOL JSM6610LV). Los
experimentos se llevaron a cabo utilizando un detector de electrones secundarios (SE) en un sistema de
muestra a granel que funciona en modo de alto vacio a 20 kV de voltaje de aceleraciéon. El equipo se
encuentra acoplado con un sistema de microanalisis por dispersiéon de energia de rayos X (EDS).

Difraccion de rayos X (DRX)

Los jales mineros se caracterizaron mediante la técnica de difraccién de rayos X (DRX, BrukerD8 Discover).
Los datos se recopilaron en un difractémetro Bruker modelo D8 Discover utilizando radiacién CuKa (A =
0.5418 nm) y modo de exploracién por pasos (rango: 3°-90° de 26; tiempo de paso: Os, 60 s; ancho: 0°,04°).

Andlisis estadistico

Un analisis de varianza de un factor se realizd para detectar si al menos un tratamiento fue diferente. Asi
mismo, para detectar diferencias entre los tratamientos se realizé una comparaciéon de medias usando la
prueba de diferencia significativa honesta (DSH) de Tukey, con un nivel de significancia del 95% (a = 0.05).
Todos los analisis se realizaron con el software SPSS version 19.
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Resultados

El analisis fisicoquimico de las muestras de jales de minas iniciales y los inoculados con las BPCV indica
que se presentd una modificacion en el porcentaje de saturacién, siendo mayor con una diferencia
significativa (p < 0.05) con la presencia de las bacterias con respecto al jal de mina sin inocular, y que hay
una disminucién del pH de 8.2 a 7.2 con diferencia significativa (p < 0.05) del jal de mina inoculado con
bacterias con respecto al testigo sin inocular. La conductividad eléctrica, acidez extraible, capacidad de
intercambio catidénico y densidad real no mostraron cambios significativos con y sin bacterias (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del jal de mina, solo y con BPCV.

Parametro Jal_ de Jal, BPCV Jal, BPCV Serratia Jal,_BPCV Ja_l, BPCV Jal, BPCV
mina Enterobacter MC156 K120 Serratia MC119 Klebsiella MC173 Enterobacter K125
Porcentaje de saturacion 525+ 0.2*% 62.14 + 0.1* 65.78 + 0.3* 61.47 + 0.2*% 60.12 + 0.2* 59.26 + 0.3*
pH 8.2+ 0.1* 7.2+ 0.1 71+02% 7.5+ 0.2*% 7.4+ 0.1* 7.3 +0.2%
Conductividad eléctrica 184+03 1.79+0.2 178+ 0.2 175+03 181+0.2 178+ 0.3
Acidez extraible 44402 37401 36+02 38+0.2 39402 36+02
S;ﬁ’g;ﬁiz‘%g;g};f;ambm 056402 065401 078401 063401 069402 062402
Densidad real 0.85+0.1 082+0.1 083+0.2 0.79+0.2 0.77+0.1 0.80+0.2

*Diferencias significativas (p < 0.05)
Fuente: Elaboracién propia.

Elandlisis EDS de los jales de minas indicé la presencia de oxigeno (O), silicio (Si), calcio (Ca), hierro
(Fe), potasio (K), aluminio (Al) y azufre (S) como los elementos mas representativos. Los resultados se

muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Imagen EDS de los elementos quimicos detectados en los jales de minas.
Fuente: Elaboracién propia.
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Se empled la técnica DRX para establecer y estudiar la estructura de las fases minerales presentes en
la muestra de jales mineros. La Figura 2 muestra los difractogramas que indican que la muestra se compone
principalmente por una mezcla de CaCOs (Calcita, JCPDS-PDF 04-007-8659), SiO2 (Cuarzo, JCPDS-PDF
00-046-1045) y tecto-aluminosilicato de bario, calcio, sodio y potasio (K 0.88, Na 0.10, Ca 0.009, Ba 0.012)
(Al 1.005, Si 2.995, O 8) (feldespato ortoclasa, JCPDS-PDF 01-076-0825). Se observan los picos mas
importantes para la calcita asignados a 26 = 23.61°, 29.47°, 35.98°, 39.42°,47.58°, 48.59°, 57.51°, 64.65° y 81.61°.
En la misma figura se observan los picos a 26 = 20.94°, 50.12° y 60.06°, siendo el mas intenso en 26.66° o
que corresponde al cuarzo. Los picos representativos asignados al feldespato ortoclasa se localizan a 26 =
25.65°, 27.56°, 32.15°, 43.37° y 56.36°.
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Figura 2. Patrén DRX de jales de minas.
Fuente: Elaboracién propia.

Del analisis de la movilidad del Pb en las diferentes fracciones de los jales de minas usando la
biorremediacion con BPCV, encontramos que estas influyen disminuyendo significativamente (p < 0.05)
con respecto a los testigos el porcentaje de biodisponibilidad (fraccién soluble, intercambiable y unida a
carbonatos) de este metal en un 10.51% para la bacteria Enterobacter MC156, 13.37% para Serratia K120,
11.05% en Serratia MC119, 11.27% en Klebsiella MC173 y 11.88% en Enterobacter K125; se incrementé de
manera significativa (p < 0.05) con respecto a los testigos en la fraccién unida a sulfuros en un 5.83% para
Enterobacter MC156, 6.47% en Serratia K120, 5.71% en Serratia MC119, 5.6% en Klebsiella MC173 y 7.07% en
Enterobacter K125; y finalmente se incrementa significativamente (p < 0.05) en aproximadamente 1% para

todas las bacterias en la fraccion residual con respecto a los testigos, como se observa en la Figura 3.



ACTA
INIVERSITARIA

Multidisciplinary Scientific Journal

ISSN online 2007-9621

Mendoza-Hernandez, J. C., Arriola Morales, J., Castillo Morales, M., Santamaria Juarez, J. D., & Urbina Trinidad, P. A.
Analisis del efecto de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal en la redistribucién de elementos potencialmente téxicos en jales de minas| 1-11
100 — a9 0o * * *, * *
% % T AN 1% T 1
28% 30%
80 4 34% 35% 34% 34% 35%
* * * * *
==
. 3%
0 0 )
60 - 3% pies 3% 4% e
45%
46%
40 _ Residual
489 A47% 47% ® Sulfuros
e 48% ° ° 46% Materia Org
Oxidos de Fe
1 Oxihidréxidos
Carbonatos
o Intercambiable:
20| ©* Soluble
4% o
= 6% 7% %
4 o o 7% 79
14% 1 % e
12% = 1% To% +
7% T 6% * 6% * 5% *
0 = - o 4% % & 3
T T 7° T Sy T Sy T N o T S T N 4 1
Testigo 1 Testigo 2  Enterobacter  Serratia Serratia Klebsiella  Enterobacter
M156 K120 M119 M173 k125

* Diferencias significativas (p < 0.05)
Figura 3. Porcentaje de distribucion de Pb en las diferentes fracciones del suelo con la presencia de BPCV.
Fuente: Elaboracién propia.

La movilidad del As en las diferentes fracciones de los jales de mina en presencia de BPCV fue de la

siguiente manera. Se presenté una disminucién significativa (p < 0.05) con respecto a los testigos en las

fracciones disponibles (soluble, intercambiable y carbonatos) de un 5.93% para Enterobacter MC156, 6.64%
para Serratia K120, 6.94% para Serratia MC119, 6.38% para Klebsiella MC173 y 7.52% para Enterobacter K125.
En la fraccién de oxihidréxidos, se incremento significativamente (p < 0.05) con respecto a los testigos en
un 4.51% para Enterobacter MC156, 9.15% para Serratia K120, 9.23% para Serratia MC119, 10.99% para
Klebsiella MC173 y 14.5% para Enterobacter K125. En la fraccién de o6xidos de Fe se presentd una

disminucion significativa (p < 0.05) con respecto a los testigos de 4.66% para Enterobacter MC156, 10.41%
para Serratia K120, 9.67% para Serratia MC119, 10.98% para Klebsiella MC173 y 12.28% para Enterobacter K125.
Para la fraccién de materia orgdnica se presentd un incremento significativo (p < 0.05), con respecto a los
testigos, de 2.77% en Enterobacter MC156, 2.95% en Serratia K120, 2.86% en Serratia MC119, 3.02% en
Klebsiella MC173 y 2.77% en Enterobacter K125. Finalmente, para la fraccidon residual se presentd un

incremento significativo (p < 0.05), con respecto a los testigos de 3.31% en Enterobacter MC156, 4.95% en
Serratia K120, 4.52% en Serratia MC119, 3-35% en Klebsiella MC173 y 2.54% Enterobacter K125, como se
muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Porcentaje de distribucion de As en las diferentes fracciones del suelo con la presencia de BPCV.

* Diferencias significativas (p < 0.05)

Fuente: Elaboracién propia.

Elindice de evaluacion de riesgos (RLAC) para Pb para los testigos esta entre el 11% y el 30%, lo que

significa un riesgo medio al medio ambiente; sin embargo, después de los tratamientos con bacterias, es

menor al 10%, lo que representa un riesgo bajo al medio ambiente. El RLAC para As en los testigos esta entre

el 11% y el 30%, 1o que representa un riesgo medio para el medio ambiente; después de los tratamientos,

disminuyé por debajo del 10% para las bacterias Serratia K120, Serratia Mcl119, Klebsiella Mcl73 y

Enterobacter K125, mientras que para Enterobacter Mc156 si disminuyd, pero no por debajo de 10% (Tabla

2).

Tabla 2. RLAC para Pb y As.

RLAC Pb
Testigo 1 Enterobacter MC156 Serratia K120 Serratia MC119 Klebsiella MC173 Enterobacter K125
Jales de minas +
BRCY 17.2 7.7 5.0 7.24 7.0 6.4
RLAC As
Testigo 1 Enterobacter MC156 Serratia K120 Serratia MC119 Klebsiella MC173 Enterobacter K125
Jales de minas + 171 11 97 9.4 9.8 96

BPCV

Fuente: Elaboracién propia.
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Discusion

Las BPCV pueden mejorar la biorremediacion actuando por si mismas o en los procesos de interaccién con
las plantas por la modificacién de la solubilidad de fosfatos, la captacidon de Fe, la modificacién del pH, la
secrecion de quelantes y la movilidad de los oligoelementos. Por otra parte, el conocimiento de la
redistribucion de los EPT en los sistemas de biorremediacion con BPCV y plantas para hacerlos menos
disponibles no se ha estudiado lo suficiente para entenderlo y puede ayudar a comprender el
comportamiento del transporte y los riesgos potenciales hacia el medio ambiente y la salud humana (Li et
al,, 2021).

Las BPCV provocaron una redistribucién significativa del Pb, movilizandolo de las fracciones
disponibles (soluble, intercambiable y unida a carbonatos) a la fraccién de sulfuros, y un poco a la fraccion
residual, disminuyendo su biodisponibilidad y el riesgo al medio ambiente y a la salud humana (Mngadi et
al., 2020), siendo Serratia K120 y Enterobacter K125 las que mejor funcionan. Esto concuerda con lo
reportado por Kidd et al. (2009) y Cao et al. (2018) en Pseudomonas fluorescens, donde disminuye el Pb en
la fraccién unida carbonatos. También coincide con los estudios de Radziemska et al. (2022), quien indico
que las rizobacterias ayudan a la estabilizacién de los EPT, moviéndoles de la fracciéon biodisponible a la
fracciéon residual, favoreciendo los sistemas de biorremediacidon mediante el uso de bacterias que
presentan la capacidad de vivir en sistemas con concentraciones elevadas de estos.

La disminucién de la biodisponibilidad de los EPT provenientes de aguas contaminadas (Song et al,,
2019) por la accidn de las bacterias (Azouzi et al,, 2019; Alvarez—Ayuso & Abad-Valle, 2021; Boostani et al.,
2021) favoreceria al crecimiento de las plantas en zonas en donde las actividades industriales generan
contaminacién por EPT, y en este caso, con BPCV no solo disminuiria la biodisponibilidad de los EPT, sino
que también favoreceria el crecimiento de las plantas.

Mngadi et al. (2020) han reportado que el As en jales de minas de extraccién de oro se encuentra
fundamentalmente en la fraccion residual (55.4%-80.6%), mientras que en jales de minas de Zimapan
donde se realizd el estudio se distribuye en mayor proporcién en la fraccion de oxhidrilos; y cuando se
colocan las BPCV, este se moviliza de las fracciones biodisponibles (soluble, intercambiable y unida a
carbonatos) a la fraccién organica y la fraccién residual, disminuyendo al riesgo de medio a bajo para el
medio ambiente y la salud humana (Mngadi et al., 2020; Rajkumar et al., 2012), siendo la bacteria Serratia
K120 y Enterobacter K125 las que mejor funcionaron, concordando con lo reportado por Bedoya et al. (2021).

Conclusiones

Las BPCV Serratia K120 y Enterobacter K125 contribuyen en la inmovilizaciéon del Pb y As de las fracciones
disponibles a las menos disponibles, por lo que ayudarian a la estabilizacién de los EPT y pueden ser usadas
para los sistemas de biorremediaciéon de jales de mina, ya que modifican el riesgo al medio ambiente y a la
salud humana, volviéndolo bajo.
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