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ABSTRACT

In Mexico, mining exploitation is a very important economic activity. Unfortunately, it generates large volumes of solid
wastes (jales, from the Nahuatl word xalli, that means fine sands) that are disposed in mine tailing dams (presas de jales)
and cover vast extensions of land, in which there is no vegetation. Mines are responsible for 65% of the industrial wastes
produced in Mexico. The composition of the particulate matter from mine tailing dams varies depending on the exis-
ting mineral deposits. This study worked with tailings from a mine rich in iron pyrite in the State of Mexico, Mexico. The
physicochemical characterization of the waste indicates that it is a compact particulate material without organic matter,
with small water-retaining capacity and whose pH acidizes under atmospheric conditions (weather, biological and che-
mical phenomena or “weathering”). The lack of organic matter is crucial to explain the absence of any visible superficial
microorganism growth in tailing samples to which water was added (and was not absorbed). The sowing of tailings in
a series of liquid culture media indicated the presence of native biota, which under microscope observation showed
different fungi and bacteria, which were tentatively identified through bioassays. Aspergillum nidulans, Helicosporium
panacheum, Humicola alopallonella, Alternaria alternata and Cladobotryum mycophilum were isolated from the initial
mixed cultures. Barr culture media showed the presence of sulfate-reducing anaerobic bacteria identified in the lite-
rature as Desulfovibrio desulfuricans. The decline of pH in the tailing, subject to weathering, indicates the presence of
sulfur-oxidizing bacteria, assumption confirmed in the laboratory with the oxidation of the earth ion. It is, possibly, due
to Acidithiobacillus ferrooxidans. When fragments of tailing were put on a culture of Aspergillus nidulans (native biota)
it was observed that there was fungi growth on the free surface of the wastes. These results observed in laboratory scale
led to the assumption that it is feasible to achieve colonization of the tailings by filamentous fungi present as native
biota, if there is addition of moisture and nutrient. It is necessary, however, to confirm this statement through bioassays
in a larger scale.
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RESUMEN

La explotacién minera es en paises como México una actividad econdmica importante.
Tiene el inconveniente de que genera grandes volumenes de residuos soélidos (jales, del
nahuatl “xalli”, arenas finas) que son depositados en sitios denominados “presas” que
cubren grandes extensiones de terreno, en los cuales no hay desarrollo de una cubierta
vegetal. El1 65% de los residuos industriales producidos en México provienen de la mineria.
La composicion de los materiales particulados de las presas de jales varia dependiendo del
yacimiento mineral de que se trate. En este estudio se trabajo con el jal de una mina rica en
pirita, del Estado de México, México. La caracterizacion fisicoquimica del residuo indica
que se trata de un material particulado compacto en el que estd ausente la materia organica,
con poca capacidad de retencion de agua y cuyo pH se acidifica con la intemperie
(fenémenos meteoroldgicos, bioldgicos y quimicos o “intemperismo”). La carencia de
materia organica es determinante para explicar la falta de crecimiento superficial visible de
microorganismos, en muestras de jal a las que se les adicion6 agua (que no fue absorbida).
La siembra de jal en una bateria de medios de cultivo liquidos indicé la presencia de biota
nativa que a la observacion microscopica mostrd diversidad de hongos y bacterias, que se
identificaron tentativamente a través de bioensayos. A partir de los cultivos mixtos iniciales
se aislaron Aspergillus nidulans, Helicosporium panacheum, Humicola alopallonella,
Alternaria alternata y Cladobotryum mycophilum. El cultivo en medio de Barr mostrd la
presencia de bacterias anaerobias sulfatorreductoras, identificadas bibliograficamente como
Desulfovibrio desulfuricans. El descenso del pH en el jal sujeto a intemperismo indica la
presencia de bacterias sulfooxidantes, presuncion confirmada en el laboratorio como
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oxidacién del i6n terroso. Se trata posiblemente de Acidithiobacillus ferrooxidans. Al
colocar fragmentos de jal sobre un cultivo de Aspergillus nidulans (biota nativa) se observo
crecimiento del hongo sobre la superficie libre de los residuos. Estos resultados observados
a escala de laboratorio permiten suponer que es factible lograr la colonizacion del jal por los
hongos filamentosos presentes como biota nativa, si se le aportan humedad y nutrientes,
pero es necesario confirmar esto por medio de bioensayos a mayor escala.

Microbiota, jales mineros, desechos mineros, residuos sélidos, biorremediacion

INTRODUCCION

En México, desde la época prehispanica, la mineria ha sido una importante actividad
econdmica. Actualmente, esta industria representa alrededor del 5% del producto interno
bruto. Pese a su evidente importancia, debe tenerse en cuenta que la explotacién minera
provoca dafios al ambiente, ya que se estima que alrededor del 95 al 98% del material
extraido de las minas es depositado en sitios denominados presas de jales, que cubren
grandes extensiones de terreno, en los cuales no hay desarrollo de una cubierta vegetal
(Garcia-Meza y Duran-de-Baztia, 2007). El1 65% de los residuos industriales producidos en
México provienen de la mineria (SEDESOL, 1993).

Los “desechos mineros” (jales) contienen materiales solidos potencialmente toxicos
suspendidos en el liquido fluidificado que es descargado en la presa de jales y, al secarse, el
material particulado sélido es diseminado por el viento que lo deposita sobre la superficie
del suelo y de las aguas superficiales proximas al yacimiento minero. Los lixiviados son
otra fuente de contaminacién ambiental al arrastrar la fraccion soluble de dichos residuos a
los mantos freaticos (Lizarraga-Mendiola y col., 2006). Los jales se depositan en barrancas
o planicies proximas a la zona de explotacion minera, el suelo queda recubierto por capas
sucesivas de este material s6lido, cuya altura y compactacion se incrementa continuamente
por las nuevas descargas. Los jales difieren de los suelos en su composicion quimica, que es
relativamente uniforme y, sobre todo, que carecen de materia orgdnica y otros elementos
necesarios para la vida como el nitrégeno y el fosforo. Tienen un contenido de humedad
muy limitado, ya que debido a su tamafio de particula tienen una estructura sélida compacta
y practicamente carente de espacios de aire y de agua. La falta de materia orgéanica, agua y
aire, son factores que evitan que al interior del material solido (jal) pueda desarrollarse la
microbiota nativa que contribuiria a mantener una superficie fértil en la que pudiera crecer y
mantenerse una sucesion de especies vegetales.

OBJETO DE ESTUDIO

El objeto de estudio son los residuos mineros que, desde hace mas de 10 afos, han venido
siendo depositados en la presa de jales (Figura 1) de una mina subterranea rica en pirita. El
yacimiento es de sulfuros masivos y los productos principales que de ¢l se extraen son
“concentrados” de zinc, plomo y cobre (Durdn-de-Baztia y col., 2006). Los residuos
semiliquidos del proceso de recuperacion de los metales, se envian a un carcamo donde se
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les elimina la mayor parte del agua antes de ser enviados para su deposito final a la presa de
jales. Los materiales insolubles: sulfuros de plomo, zinc, cobre, hierro y cadmio, que se
encuentran en el vertido semiliquido, se depositan espontdneamente en forma de capas
superpuestas que quedan cubiertas temporalmente por una delgada lamina del agua de
desecho, pero debido a que estan a la intemperie, el agua se evapora espontaneamente. El
agua de rebombeo del carcamo (hoyo o zanja donde se mantiene el liquido para que la
bomba lo succione) se reutiliza en el procesamiento del mineral (Gonzalez-Sandoval y col.,
2006). Esta investigaciéon es parte de un proyecto que tiene como objetivo hacer el
diagnéstico de los desechos de una de las zonas mineras del pais, evaluando su potencial
toxico, incrementando el conocimiento relativo a la estabilizacion de los jales estudiados y
generando informacion, a escala de laboratorio y de banco, para continuar con el estudio, a
nivel prototipo, de la estabilizacion de jales mineros y dar propuestas de remediacion de
sitios con jales de caracteristicas quimicas similares. Los objetivos especificos del presente
estudio son: a) reconocer en un jal minero la presencia de microorganismos nativos que
estan presentes en estado latente o bajo formas de resistencia, pero que sean capaces de
desarrollarse si se modifican algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de ese residuo
solido b) aportar informacion relacionada con la posibilidad de biorremediacion de zonas
con presencia de jales, utilizando para ello microorganismos, como microalgas, bacterias y
hongos nativos.

METODOLOGIA

1. A partir de la caracterizacion fisica y quimica del jal, siguiendo las metodologias
estandarizadas (Gonzélez-Sandoval y col., 2006), se identificaron por revision bibliografica,
factores que influyen positiva o negativamente en el crecimiento de microorganismos en
dicho sustrato: oxigeno, materia organica, pH, humedad, nitrégeno, foésforo y metales
pesados biodisponibles.

2. Muestras de jal intemperizado y de jal reciente (tomada directamente del carcamo para
recuperacion del agua) fueron tomadas en visitas a la mina en dos temporadas: época de
lluvias y época de secas y transportadas a los laboratorios, donde se les mantuvo a
temperatura ambiente hasta ser utilizadas en los bioensayos que se mencionan a
continuacion. Todos los cultivos se mantuvieron en incubacion a temperatura ambiente.

3. Se sembraron, in situ, muestras del agua de la presa de jales: 1) en caldo nutritivo, 2) en
caldo Luria, 3) en medio 9k, 4) en medio de Barr.

A. Se ensayo la posibilidad de promover el desarrollo microbiano por adicion de agua sobre
la superficie de muestras de jal intemperizado y de jal reciente.

B. Se cultivaron muestras de jal en una bateria de medios nutritivos liquidos: caldo
nutritivo, caldo lactosado, caldo urea, caldo maltosado, medio de Barr, medio 9k
(Castafieda, 2004).

C. Se resembraron en medios de cultivo solido los medios en que se observd crecimiento
microbiano aparente. Se hicieron las resiembras necesarias para el aislamiento e
identificacion de los microorganismos que se desarrollaron (Koneman y Roberts, 1987,
Koneman y col., 1999).
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Figura 1. Presa de jales en estudio (la palabra “jal” proviene del nahuatl o azteca “xalli” y
significa arenas muy finas, por la molienda que se daba al mineral o mena para la
separacion de los metales valiosos)

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del jal

Se encontraron algunas diferencias en las caracteristicas fisicas de las diferentes muestras de
jales; sin embargo, parametros como el color, la densidad, el pH, la humedad y la ausencia
de materia organica y de nitrégeno pueden considerarse constantes. La Tabla 1 resume las
caracteristicas promedio de las muestras de jal, tanto para la época de lluvias como para la
de estiaje (sequia).

En las muestras que se mantuvieron almacenadas a temperatura ambiente en el laboratorio,
el contenido de humedad disminuy6 en tres meses de 1 — 5%, lo que provoco un incremento
en la compactacion (densidad). La falta de porosidad impide el desarrollo de
microorganismos aerobios.

En la Tabla 1, se refiere como “s6lidos volatiles”, a la diferencia entre el peso seco y el
residuo a la ignicion. Esta diferencia de peso es atribuible a la posible descomposicion de
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algunos 6xidos metalicos, posiblemente de plomo o de cadmio, ya que la ausencia de
efervescencia al adicionar acido indica que el jal no contiene carbonatos ni bicarbonatos.

Tabla 1: Caracteristicas del jal de 1a mina en estudio

PARAMETRO MUESTRA
Jal fresco* Jal intemperizado**

Color Ocre a gris olivo Gris olivo a olivo
Textura Franco limo-arcillosa Franco limo-arcillosa
Valor de pH 59-6.1 29-35
Humedad 18 —21.4% 16.5-19.0%
Residuo a la ignicion (a 650°C) | 63.0 — 77.0% 65.0 —76.3%
Sélidos volatiles (a 650°C) 24.0 —37.0% 24.7 - 35.0%
Densidad real 29-38gcm” 30-38¢gcm”
Densidad aparente 1.5-2.1gcem” 1.7-23gem™
Soélidos solubles 0.10—0.11% 0.08 - 0.15%
Carbonatos o bicarbonatos No detectables No detectables
Materia orgénica No detectable No detectable
Nitrogeno Kjeldahl No detectable No detectable

* Determinados en el laboratorio
** Fuente: Lizarraga-Mendiola y col. (2006) y Duran-de-Bazua y col. (2006)

La concentracion de solidos solubles es muy baja por lo que puede suponerse que no es muy
significativo el riesgo de contaminacion de los cuerpos de agua, en el corto plazo. Aunque
en muestras de cuerpos receptores aguas abajo de la presa si se presentan impactos causados
por la presa (Lizarraga-Mendiola y col., 2006). En el jal fresco, el pH es proximo a la
neutralidad, pero hay un notable incremento de la acidez en el jal intemperizado; el pH
acido facilita la disolucion de iones metéalicos potencialmente toxicos.

La ausencia de materia orgdnica y de nitrégeno, asi como el bajo porcentaje de humedad,
que son elementos indispensables para la vida, es responsable de la “aridez” del espacio
ocupado por la presa de jales. El pH acido también es limitante para la vida microbiana, ya
que es reducido el nimero de hongos y bacterias que proliferan a valores de pH<4. Sin
embargo, ese cambio de pH puede atribuirse a la actividad de bacterias sulfooxidantes que
convierten al i6n sulfuro en i6n sulfato generando iones hidrégeno (Gonzalez-Sandoval y
col., 20006).

Bioensayos

En los medios de cultivo liquidos, en 24 — 72 horas, hubo evidencia de desarrollo de
microorganismos en el caldo nutritivo, que se manifesté como un enturbiamiento ligero, que
al microscopio estereoscoOpico mostraba filamentos cortos y delgados. En los otros medios
no se observo enturbiamiento después de 72 horas. Un factor limitante pudo haber sido el
pH del agua de la presa.

A. No hubo evidencia de desarrollo de microorganismos en los ensayos que se hicieron: a)
Al mantener el jal humedecido, por rocio con agua destilada. b) Al utilizar como liquido de
humectacion, agua destilada adicionada con azucar y urea. ¢) Al utilizar agua contaminada
(tomada de un acuario). Si bien se mantenia un ambiente humedo en la superficie, la
compactacion del solido no permitia que el agua penetrara al interior del material s6lido.
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B. Se observd enturbiamiento en todos los caldos nutritivos ensayados, mantenidos a
temperatura ambiente durante 7 dias. La observacion al microscopio mostro la presencia de
bacterias en forma de cocos y bacilos cortos aislados. La tincion de Gram mostrd que se
trataba de cocos gram negativos muy pequefios (ca. 0.9 pm). También se observan
fragmentos de filamentos de hongos. En la Figura 2 se muestra la observacion al
microscopio de una muestra del caldo lactosado inoculado y tefiido por la técnica de gram.

El desarrollo de microorganismos que estaban en estado de latencia o como esporas u otras
formas de resistencia fue posible, una vez que encontraron un medio propicio: nutrientes,
humedad, oxigeno.
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Figura 2. Observacion microscopica de cultivo de jal

B. A partir de los cultivos mixtos obtenidos en los medios liquidos, fue posible a través de
resiembras en agar nutritivo, medio de Barr, medio 9k, observar y aislar diferentes colonias
de bacterias con las siguientes caracteristicas macroscopicas:

a) Colonias bacterianas de apariencia lechosa, de color blanco amarillento y forma irregular
b) Colonias bacterianas de apariencia lechosa de color amarillo—verdoso y forma irregular
d) Colonias bacterianas de forma redonda y color anaranjado

El cultivo en medio de Sabouraud mostrd la presencia del grupo mas importante de
organismos, hongos, en el que se incluyen algunas levaduras:

a) Hongos filamentosos de color verde (2 tipos de colonias)
b) Hongo filamentosos de color amarillo (3 tipos de colonias)
c¢) Hongos filamentosos de color ocre

Desde el punto de vista de diversidad parece haber un mayor numero de especies de hongos
que de bacterias, lo que podria atribuirse a que el pH del jal es 4cido. La Figura 3 muestra
una placa del medio de Sabouraud, con colonias de hongos filamentosos, que al resembrarse
dos o tres veces permitieron aislar, entre otros, un hongo verde de rapido crecimiento,
identificado tentativamente como Aspergillus nidans, especie cuya presencia ha sido
reportada en minas. La Figura 4a muestra la distribucion de las colonias en la placa y la Fig.
4b un acercamiento (Koneman y Roberts, 1987, Koneman y col., 1999). Otro de los hongos
filamentosos encontrados fue identificado tentativamente como Chladobotryum
mycophyllum (Konneman y col. 1987, 1999) y se muestra en la Figura 5. En cuanto a las
bacterias, el crecimiento en caldo nutritivo no se presentd en la superficie libre sino en el
interior del liquido, por lo que la resiembra se hizo en tubos con medio solido de Barr,
usando la técnica de “pico de flauta” (Daguet y Chabbert, 1977), para lograr el desarrollo de
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los organismos anaerobios que se presumia estaban presentes. Se observo el
ennegrecimiento del medio de abajo hacia arriba a partir del piquete, como resultado de la
presencia de bacterias sulfato-reductoras, identificadas tentativamente como Desulfococcus
o Desulfovobrio desulfuricans (Atrian y col., 2004). Las bacterias sulfatorreductoras
convierten al 16n sulfato en sulfuro que reacciona con el plomo formando sulfuro de plomo.
En la Figura 6 se muestra el tubo de cultivo original en contraste con el tubo inoculado.

Otro medio selectivo que se utilizé fue el medio 9k, que entre sus componentes incluye al
ion ferroso. Se observé la oxidacion superficial de Fe™ a Fe™. Se supone que la bacteria
responsable de esta oxidacion es posiblemente Thiobacillus ferrooxidans, organismo que
también seria responsable de la acidificacion in sifu del jal intemperizado (Figura 7).

La identificacion de microalgas y otros microorganismos estd en proceso. Entre los hongos
hay colonias que parecen corresponder al género Fusarium y al género Penicillium. Los
aislamientos se mantienen en refrigeracion, porque estd planeado hacer nuevas resiembras
para la identificacién microscopica en extension que permita corroborar esta identificacion
preliminar.

01/01/2003

Figura 3. Cultivo de al en agar
Sabouraud

16/05/2007

Figura 4b. Acercamiento de Figura 5. Chladobotryum
Aspergillus nidans. Resiembra de jal mycophyllum. Resiembra de jal
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22/05/2007 - 12/01/2003

Figura 6. Cultivo anaerobio de bacterias Figura 7. Cultivo de bacterias
sulfatorreductoras. Medio de Barr ferrooxidantes. Medio 9k

CONCLUSIONES

Dado que en las muestras de jal estdn presentes, aunque en forma no visible sino como
formas de resistencia, microorganismos nativos (bacterias y hongos), que se desarrollaron al
ser sembrados en medios nutritivos que les proporcionaron condiciones favorables para
proliferar, si se identifican sus requerimientos minimos, quimicos y fisicoquimicos, podrian
favorecerse esas condiciones para colonizar el jal, una vez cerrada la presa de jales, con
objeto de reiniciar la remediacion de las zonas ocupadas por las presas con objeto de
transformar sus capas superiores en suelo. Esos requerimientos implican necesariamente el
aporte de nutrientes y la retencion de agua y aire. El desarrollo de la biota primaria seria una
alternativa que podria facilitar en el mediano plazo, el proceso de recuperacion de los suelos
que estan cubiertos por jales en la zona en estudio.
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