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RESUMEN

Los desechos mineros han inducido una gran variedad de alteraciones
ecolégicas y ambientales, ademas de contaminar con metales diversos nichos
ecoldgicos, entre los que se encuentran tierras de cultivo para la obtencion de
diferentes productos, asi como fuentes acuiferas para el consumo humano, aunque
estos desechos pueden ser potencialmente aprovechables (obtenciébn de oro,
materiales para la construccion, étc.)

Por otro iado, no hay estudios evaluativos ‘de los efectos gque los metales
pesados contenidos en 1os jales (desechos mineros) ocasionan al ambiente y a la flora
microbiana en general, por lo que el objetivo de este trabajo fue aislar cepas de hongos
tolerantes a diferentes metales pesados a partir de desechos de una mina del pueblo
de Zimapan (Hidalgo), para en un futuro tratar de utilizar su biomasas celular para
eliminar metales pesados deé aguas residuzales; sembrando diferentes diluciones de las
mismas en Agar Extracto de Malta adicionado con 200 ppm de cobre, e identificando
ias cuoivnias en Agar Sabouraud Dextrosa.

Posteriormente se realizd fa prueba de resistencia en placa con diferentes
metales pesados. Se aislaron 5 Aspergillus flavus y 2 Aspergillus fumigatus, los cuales
presentan diferente resistencia a metales pesados. Todos son resistentes a 200 y 500
ppm de plomo, presentan muy poca resistencia a 200 y 500 ppm de plata, mientras que
no son resistentes a ninguna concentracion de cadmio, arsénico y mercurio. También
presentan alteraciones morfolégicas (diferentes colores en las colonias)



INTRODUCCION

GENERALIDADES

Los metales han atraido la atencién de la ciencia y del pablico en general dada
su reconocida importancia econdémica, asi como los problemas derivados de su uso y
explotacién industrial. Se ha estimado que, a nivel mundial, el volumen de toneladas
de metales pesados liberados en la bidsfera anualmente se ha incrementado
notablemente en muchos sitios. Los metales han comenzado a acumularse
alarmantemente en las cadenas alimenticias y én fuentes de agua antes potable; se
calcula que, debido a la cantidad de agua necesaria para diluir los metales a niveles no
téxicos, el problema a nivel mundial es mayor que el representadoe por la suma total de
compuestos orgénicos y radiactivos.

A nivel mundial, los suelos son contaminados por una gran variedad de
sustancias y productos naturales o producidos por las actividades humanas, entre las
que se encuentran: desechos agricolas, aiimontcios, : animales, aserraderos,
industrias madereras, basura urbana, lodos de desagles municipales, basura sélida de
manufactura metélica, desechos de carboeléctrica, fertilizantes y desperdicios mineros.
En la tabla 1 se muestran los valores medios, en miles de toneladas, de la produccién
de metales contaminantes inducida por la actividad humana, reportada de manera
glabal (Caims,1991).

.« Cuandn los ecosistemas sufren alteraciones en sus ciclos bicgesguimicss

naturales, principalmente ocasionados por descargas de contaminantes al ambiente,
ocurre con frecuencia que los organismos nativos respondan cambiando sus
actividades fisiologicas y bioquimicas. Esta respuesta puede ser de tal grado que solo
aquéllas especies mas tolerantes al contaminante sean las que permanezcan. Dichas
poblaciones microbianas son las que van & empezar a repoblar esas zonas
contaminadas y que pueden tener uso en la biorremediacion y restauracion. (Summers
y Silver, 1978).

Existen varias razones que justifican el uso de microorganismos y poblaciones
microbianas en la evaluacion de riesgos ambientales:

* El importante papel ecolbgico que estos organismos tienen en los ecosistemas.

* La gran diversidad tréfica contenida en las comunidades microbianas ayudan a
evaluar respuestas a contaminantes en muchas especies al mismo tiempo.

* Los tiempos de reproduccion que tienen los microorganismos permiten
observar respuestas ante contaminantes en varias generaciones de ellos y las
diferentes fases de ciclos de vida de cada uno-en un espacio de tiempo corto. . _



TABLA No. 1. DISPERSION ANUAL DE METALES
EN SUELO Y AGUA A NIVEL MUNDIAL (Cairns, 1991)

Metal Canftidad
{Miles de Toneladas)
As 120
Cd 30
Cu 2150
Hg 11
Mo 110
Ni 470
Pb 1160
Sb 72
\' 71
Zn 2340

Interaccioén de los microorganismos con el ambiente

Los microorganismos se encuentran en la naturaleza en contacto con gran
variedad de compuestos quimicos, algunos de los cuales pueden aprovecharse como
nutrientes, mientras que otros, por su concentracién o toxicidad, resultan perjudiciales
al funcionamiento de ias células microbianas. Entre estas sustancias estan los iones
metalicos y sus derivados, presentes en el ambiente debido a procesos geolégicos
naturales y por contaminacién inducida por el hombre.

Algunos microorganismos poseen la capacidad de interaccionar con algunos
iones metdlicos Estos iones pueden dividirse en tres grupos (Silver, 1983)(Cuadro 1).

R e e S



Cuadro 1. Ciasificacién de los iones que interaccionan
con los microorganismos (Silver, 1983)

Grupo a) lones Esenciales:
Mg2+, K* P03, S042%. _
Mn2+, Fe2*, Zn2*, Ni2*, Cu?*, Co?*,

Grupo b) lones Abundantes, Pero Comunmente No Esenciales:
Na*, Ca?*, CF.

Grupo c) lones No Esenciales y Toxicos:
ASOz‘, ASO43', Cr042-, Cr2072'. T&032'

. Grupo a) Comprende los innes asenciales para el oracinents soldlar, Pueden
ser macronutrientes, normalmente requeridos en concentraciones sievadas como el
magnesio, potasio, sulfato, fosfato; o micronutrientes necesarios en pequenas
cantidades, como zinc, cobre, cabalto, hierro y niquel. Algunos de los micronutrientes
esenciales son sumamente tdxicos cuando sobrepasan las concentraciones requeridas
por las células. Para los iones indispensables, los microorganismos han desarrcllado
sistemas especificos de transporte localizados en la membrana celular, que se
encargan de captar los iones del ambiente extracelular y transportarios al citoplasma
para su utilizacion. '

Grupo b) Incluye los iones que, siendo abundantes en la naturaleza, no son
esenciales para el desarrollo. En este grupo se encuentran los iones de sodio, calcio y
cloruro, para los cuales los microorganismos poseen también vias especificas de
transporte de membrana, aunque frecuentemente el flujo de transporte es inverso:. Las
células excretan los iones del citoplasma hacia el exterior impidiendo su acumulacion.

Grupo ¢) Un tercer grupo de iones abarca aquellos que sin poseer funcion
biolégica conocida, ejercen un efecto toxico sobre los microorganismos. Entre ellos se
incluyen varios metales pesados, tales como As, Cd, Hg, Ag, Pb, Te, etc. Los
microorganismos, como es de esperarse, N0 poseen en su membrana sistemas de
transporte especificos para estos iones perjudiciales; sin embargo, alguncs de ellos,
gracias a su similitud quimica con los iones ‘esenciales, "engafian" a los sistemas
fisioldgicos de captacibn y son transportados al citoplasma celular con los
consecuentes efectos deletéreos.



Influencia de Jos Factores Fisicoquimicos en la Toxicidad de Metales Pesados

Los componentes ambientales fisicos, organicos e inorganicos pueden influir
marcadamente en la disponibilidad y toxicidad de los metales pesados en ambientes
acuaticos y terrestres (Gadd y Griffiths, 1980; Babich y Stotzky, 1977, 1980 ).

1) El pH.- Un descenso en el pH incrementa la disponibilidad de los metales
pesados, cerca de la neutralidad pueden formar hidroxidos y carbonatos insolubles.
Sin embargo, existen ejemplos en los cuales la toxicidad en microorganismos como los
hongos no se afecta por cambios de pH (Starkey, 1973), a veces la toxicidad es
reducida a un valor de pH cerca de la neutralidad (Babich y Stotzky, 1980) o el méas
extremo de los casos, ocurre la tolerancia a metales en condiciones acidas (Starkey,
1973; Stokes y Lindsay, 1979).

2) Minerales.- Los minerales arcillosos, pueden abscrber muchos metales
pesados y reducir por tanto la toxicidad (Babich y Stotzky, 1977). Esto se debe al
potencial de intercambio catidnico tan alto de los minerales arcillosos.

3) Materia Organica.- los disolventes y particularmente la materia organica
presentes en el ecosistema pueden infiuir en la movilidad y disponibilidad de los
metales pesados y por tanto en su toxicidad. Los tipos de materia organica que
influyen en la toxicidad de los metales pesados incluyen quelantes sintéticos (ejemplo
acido dicarboxilico, aminoacidos, acidos humicos, exudados organicos como microbios
acudticos y raices de plantas), y complejos de sustancias organicas solubles (ej.,
exiracto de levadura, peptona y acidos humicos). (Babich y Stotzky, 1980)

4) Anjonmes inorgdnicos.- La composicion de aniones inorganicos en el
ambiente influye en la especiacion (forma en que un ién ¢ un metal en solucidn o unido
a un sodlido y depende de la presencia de ligandos (aniones) con los cuaies forma
complejos solubles o que pueden estar unidos a un sélido, Stumm, W, y Morgan, J. J;
1981) y, por consiguiente, en la toxicidad de metales pesados en los microbios,
formando complejos de coordinacién con aniones inorgdnicos como hidroxidos y
cloruros. {(Summer y Silver, 1978).

5) Cationes Orgdnicos.- La presencia de éstos puede afectar la toxicidad de
metales pesados en microbios, como resultado de la competencia de fas formas
catiénicas de metales pesados con sitios anionicos en las superficies celulares. Se
conoce que especialmente el magnesio puede disminuir la toxicidad de algunos
metales pesados en microbios; por ejemplo, incrementando los niveles de Mg en el
medio decrece {a toxicidad de Ni en varios hongos filamentosos (Babich y Stotzky,
1980, Armstrong, 1964).

6) Dureza del Agua.- La dureza del agua favorece la precipitacion de metales.



7) La Temperatura.- Este parametro afecta la toxicidad de metales pesados en
los microorganismos, como resultado del efecto en el estado fisiolégico de células.

8) Potencial Oxido-Reduccion.- El potencial redox (E) del ambiente puede
afectar la disponibilidad y toxicidad de los metales pesados. En los ambientes
reductores el E es negativo; sin embargo, en los ambientes oxidantes el E es positivo.
Los metales pesados depositados en el ambiente con E (-) pueden combinarse con S2-
para formar sulfurcs que no estan disponibles para los microbios y por lo tanto no son
téxicos. El potencial redox afecta las cargas de los metales; por ejemplo, el Cr puede
existir como Cr3* 6 Cr8*, dependiendo de! potencial redox en que se encuentre. El
Cr8*es mas toxico que el Cr3* para el crecimiento del micelio y germinacién de
esporas de Rizopus stolonifer., Trichoderma viride, Penicillium verniculatum, y
Aspergillus giganteus (Babich y col., 1977). Interacciones similares con los metales
pueden ocurrir con componentes de medios de cultivo utilizados en el laboratorio con
aniones, cationes, y sustancias como agar, peptona y extracto de levadura o agentes
acomplejantes como el acido etilendiaminotetraacético y acido citrico

Resistencia de Microorganismos al Efecto Téxico de Jos Metales

La presencia de metales pesados en el ambiente ejerce un efecto inhibitorio
sobre los microorganismos pero, por otro lado, hace que se desarrollen variantes
resistentes al efecto téxico de aquellos. Dos mecanismos fundamentalmente diferentes
son responsables para la acumulacién de metales pesados por microorganismos: a) la
absorcion, que es una captura intracelular con sistemas de transporte activo; b) la
adsorcién, un proceso de unién pasiva a estructuras externas como la pared celular, la
Gapsuia y inaieriales extracelulares como polisacaridos. Ambos mecanismos se han
detectado durante la acumulacién de piata por 10s hongos (Belly y Kidd, 1982).

En general, el mecanismo de accion toxica de los metales pesados es el blogueo
o interferencia de la funciéon de las proteinas; es decir, ocurre el desplazamiento de
activadores 0 cofactores, necesarios para la sintesis o accidén de una determinada
proteina, Jo que ocurre con el desplazamiento de aigunos oligoelementos metalicos
indispensables para que se complementen algunas reacciones enziméticas como
ocurre con los grupos sulfhidrilo. Otras interacciones importantes referentes a la
toxicidad son los complejamientos con vitaminas y con acidos nucleicos.



INTERACCION ENTRE METALES TOXICOS Y HONGOS
Precipitacién Extracelular y Acomplejamiento

Muchos hongos producen compuesios extracelulares que precipitan los metaies
pesados. El acido citrico puede quelar metales y el acido oxalico puede interactuar con
iones metalicos para formar cristales de oxalato insoluble alrededor de las paredes
celutares y en el medio (Murphy y Levy, 1983; Sutter y col., 1983). Las levaduras
pueden producir HoS precipitando a los metales como suifuros insolubles,
predominantemente airededor de las paredes celulares. Se ha descrito que en cepas
de 8. cerevisiae crecidas en medio con cobre resultan colonias que pueden formar
sulfuro de cobre (Ashida y col, 1983). Muchos hongos y levaduras presentan
moléculas con alta afinidad para enlazar hierro, llamadas sideréforos (Senesi y cols;
1987).

Unién de Metales a Ja Pared Celular

La pared celular es el primer sitio de interaccidn con especies metalicas; la
remacion de metales de la solucién depende del tipo y concentracion del metal,
factores ambientales y biomasa. La asociacién de algunos iones metalicos a las
paredes de los hongos puede deberse a: |la carga del mismo, a la absorcién, al
acomplejamiento, precipitacion y cristalizacion (Mullen y col., 1992). La pared celular
estd compuesta por polisacaridos, algunos de los cuales estan asociados a proteinas 0
con .ofros commonentes que incluyen lipidos y melaninas. Todos lcs honges
filamentosos a excepcion de los Oomycetfes contienen quitina y quitosana, las cuales
son polimeros de N-acetilglucosamina y D-glucosamina, respectivamente.

La quitina y la quitosana participan €n la bioabsorcién de metales en la pared
celular de los hongos; el contenido de estos polisacéridos puede variar durante las
diferentes etapas de desarrollo de los hongos. (Bartnicki Garcia, 1968)

Se conoce una variedad de iones metdlicos que son unidos por la quitina,
aungue el CaZ* y Mg2* no son atrapados (Muzzarelli y col., 1986).

Los pigmentos de hongos (melaninas) se encuentran como depésitos dentro y/o
en el exterior de la pared celular. Los polimeros fenélicos y melaninas de hongos
contienen unidades fendlicas, péptidos, carbohidratos, hidrocarburos alifaticos y
écidos, los cuales presentan muchos posibles sitios de unién a metales (Saiz-Jiménez
y Shafizadeh, 1984; Senesi y cols., 1987; Sakaguchi y Nakajima, 1987).



Transporte de Cationes Metalicos Téxicos

Las membranas plasméatica y vacuolar son los principales sitios de transporte de
metales en hongos. (Sanders, 1988).

Las ATPasas de la membrana plasmatica y vacuolar estdn asociadas al
iransporte de iones, con la compartamentalizacion intracelular y 1a regulacién de pH
intracelular (Jones and Gadd, 1990). El transporte acarreador de K* fué el primero en
describirse, aunque incluye otros iones como Rb*, Na*, Cs* Li* y NH * pueden ser
transportados con baja afinidad (Jennings y col. 1958; Armstrong, 1964). mientras que
el Ca2* y el Mg2* pueden ser acarreados por la via de transporte de K¥, ya que la
afinidad por este cation es muy baja (Borst-Pawels, 1981).

Atrapamiento Intracelular de Metales Téxicos
Otros mecanismos de interaccion entre metales. toxicos y hongos , incluyen:

a) Proteinas y péptidos de hongos filamentosos y levaduras que son capaces de
quelar metales .

Los hongos sintetizan proteinas de bajo peso molecular (10 kilodaltones)
llamadas metalofioneinas, las cuales son ricas en cisteina, y que se sintetizan en
presencia de metales. Estas proteinas estan ampliamente distribuidas por todos los
organismos vivientes (mamifercs . incluyende humanos, plantas, hongos vy
cianobacterias). Se ha propuesto que estan involucradas en una gran variedad de
procesos celulares que incluyen: almacenaje de metales, eliminacién de metales,
diferenciacién, control y metabolismo, y respuesta a la luz ultravioleta. (Cervantes y
Gutiérrez, 1994) '

b) Compartamentalizacion vacuolar. Las vacuolas de los hongos son organelcs
con diferentes funciones como degradacidn macromolecular, almacenamiento de
metabelitos y de iones de citosol y homeostasis (Wiemken, y cols., 1979, Jones y
Gadd, 1990).

Las vacuolas de los hongos tienen un papel importante en la regulacién de las
concentraciones citosdlicas de algunos iones metalicos, por medio de funciones
esenciales metabdlicas y por eliminaciéon de iones potencialemente téxicos. Muchos
iones, incluyendo el fosfalo inorgénico asi como cationes monovalentes y divalentes,
se encuentran preferentemente en las vacuolas (Ohsumi y col.,, 1988). Los polifosfatos
tienen una funcion importante en la compartamentalizacion de iones y su biosiritesis
esta acompafiada de una acumulacion de Mg2* o Mn2* en la vacuola (Okorokov y col.,
1980). El Zn2* acumulado en las vacuolas de las levaduras se encuentra asociado con
los polifosfatos. , '



Transformacién de Metales

Los hongos, asi como otros microorganismos, pueden efectuar transformaciones
quimicas de metales, por ejemplo: oxidacion, reduccién, metilaciéon y desalquilacién
(Gadd, 1992a). Algunas enzimas efecttan transformaciones de metales a formas
menos tdxicas y/o mas volétiles que la original. Existen bacterias resistentes a
mercurio, como consecuencia de la operacién de un mecanismo de reduccion mediada
por un plasmido de Hg?* a Hg®. En hongos y levaduras ocurre algo simitar {(Vonk y
Sijpesteijn, 1973, Brunker y bott, 1974), pues se ha observado que ocurre la reduccién
de Ag* a AgP®, la cual es depositada alrededor de las células (Kierans y col., 1990).
Los metales téxicos como Hg, Pb, TI, Pd, Pt, Au, Sn y Cr, y metaloides como As y Se,
pueden ser metilados por microorganismos (Thayler y Brickman, 1982).

Remocién de iones metalicas por precipitacion
de la superficie de microorganismos

La precipitacidén de complejos de metal insoluble ocurre a través de las enzimas
sulfato reductasas asociadas a membranas (Summers y Silver, 1978} 0 a través de la
biosintesis de agentes oxidantes, como oxigeno o perOxido de hidrégeno (Pearson,
1968). La reduccién de sulfato a sulfuro y la difusién de O, y H20, a través de la
membrana celular provista en la regidon de alta reactividad, donde {os metales pueden
ser acomplejados y precipitados. Muchas bacterias precipitan la plata como Ag,S en la
superficie celular.



ANTECEDENTES

Muchos metales pesados son téxicos para los organismos vivos, y el interés
sobre ellos se incrementa dia con dia, debido a la contaminacién del aire, agua y suelo.
Dicha contaminacidén puede aliterar la estructura de la comunidad de bacterias, hongos
y algas presentes, en comparacion con las areas no contaminadas. Hay aigunas
especies que pueden proliferar en ambas condiciones. Se ha propuesto que el cambio
de la estructura de la comunidad de {os hongos, puede deberse a su habilidad para
tolerar la presencia de metales pesados, es decir, hay mas especies de hongos
tolerantes en sitios contaminados que en zonas de control, o bien, que las cepas de
areas contaminadas estan mas adaptadas para crecer en altas concentraciones de
metales que las mismas especies de zonas sin metales, y en la literatura se ha descrito
el aislamiento de algunos hongos resistentes a metales pesados, entre los que se
encuentran: Penicillium thomi, Fusanum oxysporum, Cunninghamella sp., Asperqillus
sp., Mucor sp., Tnchoderma sp., Ciadosponum sp., Helmintospornium sp. y
Cryptococcus sp. (Brown y Scmith, 1976; Acosta y cols., 1993; Babich y Stotzky, 1977,
Minney y Quirk, 1985).

Por otra parte, y debido en gran parte a la explotacién minera en Guanajuato,
Zacatecas, San Luis Potosi, Hidalgo {(Zimapan), Nacozari, etc., los metales
comenzaron a acumularse alarmantemente en las diferentes fuentes de alimentos y de
agua potable, siendo los desechos mineros los principales responsaties {(se ha
descrito que en la actualidad se arrojan aproximadamente 3000 toneladas de desechos
mineros/dia en la Republica Mexicana), pues los procesos de obtencidén de los mismos
generan una enorme cantidad de los mismos (95-99% del material procesado), los
cuales se conocen como “jales". (Guiza, 1849)

Los jales son polvos grisdceos o blancos de tamafio de particula de 0.246 a
0.045 mm, compuestos principalmente por cuarzo (65 - 70% SiO,) y de aguéllos
minerales que no son extraidos en los procesos de beneficio (Guiza, 1949). No
obstante de ser considerados como desechos, los jales son potencialmente
aprovechables ya que aun contienen pequefias cantidades de oro (0.5 gfton.). Ademas
del gran contenido de cuarzo y feldespatos que son minerales Utiles en la industria de
la ceramica. El aprovechamiento de jales se inicié utilizdndolos como materiales de
construccién. En la industria cementera se pueden utilizar gracias a su gran contenido
de silice (mayor de 75%).
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No existen evaluaciones de los efectos que los metales pesados en los jales
ocasionan al ambiente y a la flora en general; sin embargo se han realizado algunos
estudios de las afectaciones que las industrias mineras ocasionan al ambiente. En
estas se ha encontrado que los problemas de contaminacidn por metales pesados son
causadas por las formas metdlicas solubles o0 las que se encuentran débilmente
enlazadas a la matriz mineral, ya que se encuentran facilmente disponibles para las
especies nativas (Gomez, 1989).

La ecologia de restauracién, propone que la regeneracion de zonas afectadas
debe realizarse usando comunidades nativas de microorganismos de las zonas
afectadas para tratar de obtener las poblaciones microbianas originales de dichas
zonas, como ya se ha hecho en la biorremediacion de algunos desechos mineros
(Hossner y Hons,1992). Por lo anterior seria de interés tratar de identificar algunos de
los microorganismos presentes en estos desechos mineros y determinar si presentan
resistencia a diferentes metales pesados.



OBJETIVO GENERAL

Aislar cepas de hongos a partir de desechos mineros Yy
‘caracterizarlas en términos de resistencia a metales pesados,
para, en un futuro, tratar de implementar filtros biolégicos para la
eliminacion de los mismos metales.

12



OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar si los desechos mineros a analizar presentan
hongos resistentes a metales pesados.

Identificar las diferentes especies de hongos presentes en
los desechos mineros.

Caracterizar en base a su resistencia ante diferentes
metales pesados, los diversos hongos aistados.

13



MATERIAL Y METODOS
Desechos mineros.

Las muestras se obtuvieron a partir de desechos mineros de la mina de La
Esperanza, del pueblo de Zimapan, estado de Hidalgo, las cuales fueron aisladas de
las siguientes fuentes:

Fuente:

- Concentrado de cobre.
- Cola jale de zinc.

- Concentrado de plomo.
- Cola jale de plomo.

- Jale de zinc.

LOCALIZACION GEOGRAFICA DE ZIMAPAN (Simons y cols., 1957)

El distrito de Zimapan se encuentra en la parte occidental del Estado de Hidalgo,
en el sureste de la parte central de México y como a 153 kildmetros en linea recta de la
Ciudad de México. Zimapan es un poblado de algunos miles de habitantes y el centro
de la actividad minera del distrito. Sus coordenadas geograficas son aproximadamente
Ciudad de México y Laredo Texas, pasa por Zimapan en un punto a 207 kilébmetros de
ia Ciudad de México. Una carretera transitable en toedo tiempo se extiende al noreste
de Zimapan, con un desarrollo de 15 kildmetros hasta las minas Lomo de Toro y Los

Balcones. :

Zimapan se encuentra situado cerca del centro de un pequerio valle rodeado de
montafias a una altitud de 1770 m. Las montafias vecinas tienen una altitud maxima de
2684 m. en el cerro de San Nicolas, el que se presenta en forma de un pico muy
elevado casi al norte del poblado y en ila Cordillera Oriente-Poniente conocido
localmente como Sierra de El Monte, ta cual forma el flanco norte del Valle de Zimapan.

14



MINERALOGIA

Minerales existentes en el Distrito de Zimapan:

Actinolita Cax(Mg,Fe)g(Sig044)(OH),
Adamita ZnaAs,0g.Z0(0OH)2
Apatita (CaF)Cay(POy4)3

Barita BaSO,

Cailcita CaCO,

Calcopitirita CuFeS,

Esfarelita Zns

Fluorita Caf,

Galena PbS

Hematita F8o04

Limonita 2F el BH,0

Opalo Si02.nHL0

Pirita FeS,

Sanidina KAISi;Op

Siderita : FeCO4,

Tremolina CaZMgs(OHz)(Si4O1 1 )2
Vanadinita {PbC)PD4(VO,)3
Yeso CaS04-2H,0

Zoisita MC&2A|33i301 3

Ademas, también se han encontrado metales preciosos entre los que se
encuentran oro y plata.
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AISLAMIENTO DE LOS HONGOS

Se pesd 1 gramo de cada desecho minero y se colocé en un tubo de ensayo
conteniendo 9 mililitros de agua desionizada esteril y se agitdé para homogenizar la
muestra. Posteriormente, se hicieron diluciones de ésta con la misma agua (1:10,
1:100 y 1:1000), tomando alicuotas de 100l de cada una de las mismas, las cuales se
sembraron por duplicado en agar extracto de Malta adicionado con 200 ppm de cobre
(AEM-Cu), incubando a 28°C durante 3 dias y las colonias resuitantes se purificaron
por resiembras sucesivas en AEM-Cu, y una vez purificados se inocularon por picadura
en medio minimo con ccbre (MM-Cu) y se incubaron a 28°C hasta obtener un
crecimento optimo, al cabo del cual se refrigeraron a 4°C para su mantenimiento. Las
cepas puras se identificaron por sus caracteristicas macro y microscépicas cultivadas
en Agar de Dextrosa Sabouraud (ASD).

SIEMBRA POR SUSPENSION DE ESPORAS

Las esporas se obtuvieron a partir de cultivos puros, desarroliados en tubos con
MM-Cuy, las cuales se resuspendieron en 5 ml de agua destilada estéril, centrifugados a
2,500 rpm y lavados dos veces por el mismo procedimiento. Las esporas se
cuantificaron en un hematocitometro, y se tomaron alicuotas de 1,000,000 esporas y se
sembraron en el centrc de una caja de Petri con AEM adicionado con diferentes
metales.

MEDIO MINIMO
Componente - Concentracién
(/)

Agar bacteriologico 20.00
Dextrosa 20.00
Fosfato acido de potasio 6.00
Nitrato de amonio 1.80
Sulfato de magnesio-heptahidratado 1.00
Sulfato de fierro-heptahidratado 0.001
Suifato de zinc-heptahidratado 0.0018
Sulfato de manganeso-heptahidratado 0.0030

A este medio se le afladen 200 miligramos de sulfato de cobre y/o sulfato de
zinc-heptahidratado, ya que los hongos pierden su resistencia a los metales pesados si
se conservan y/o subcultivan en medios de cultivo sin metales pesados.
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PRUEBA DE RESISTENCIA EN PLACA.

Se prepararon cajas de Petri con 20 ml de AEM adicionado con las sales de los
diferentes metales, los cuales se guardaron en refrigeracion hasta su uso. Las placas
preparadas, se inocularon con 1,000,000 esporas del hongo correspondiente, se
espatularon y se incubaron a 28°C. Cuando la caja control aicanzé el maximo
crecimiento (72-96 horas), y se compard el crecimiento de las placas restantes con
respecto al control, el cual fue la cepa del hongo correspondiente en el mismo medio
sin metal. Lo anterior se realizd con el cbjeto de valorar la resistencia a diferentes
metales divalentes de los hongos aislados.

Una vez purificadas las cepas, se subcultivaron para su conservacion en medio
minimo, adicionada del metal correspondiente.
AGAR EXTRACTO DE MALTA

A este medio de cultivo se le adicionaron las siguientes sales metalicas:

a.- Sulfato de cobre pentahidratado a una concentracién de 200 ppm. Utilizado
para el aislamiento, purificacidn y caracterizacion de las cepas (caracteristicas macro

y/o microscopicas de los hongos que crecieron en estos medios de cuitivo).

b.- Sulfato de cobre pentahidratado, a una concentraciébn de 200 y 500 ppm.
Utilizado para la prueba de resistencia a cobre en placa.

c.- Cloruro de mercurio, a una concentracion de 200 y 500 ppm. Utilizado para
la prueba de resistencia a mercurio en placa.

d.- Nitrato de plomo, a una concentracion de 200 y 500 ppm. UWilizado para la
prueba de resistencia a plomo en placa.

e.- Sulfato de zinc heptahidratado, a una concentracion de 200 y 500 ppm.
Utilizado para la prueba de resistencia a zinc en placa.

f.- Tridxido de arsénico, a una concentraciéon de 200 y 500 ppm. Utilizado para
la prueba de resistencia a arsénico en placa.

g.- Nitrato de plata, a una concentracién de 200 y 500 ppm. Utilizado para la
prueba de resistencia a plata en placa.

NOTA: Las sales de lds metales antes mencionadas, fueron adicionadas

inmediatamente después de la esterilizacién del medio y antes de vaciarlo a las ca;as
de Petri.

17



AGAR DEXTROSA SABOURAUD

Componente Concentracién
(g/1)
Peptona de caseina 10
Dextrosa 20
Agar purificado 20
pH=57+02

Este medio se utilizé para la identificacion de las cepas. |

18



TABLA No. 2. Hongos resistentes a metales pesados aislados a partir
de desechos mineros (AEM-Cu, 3 dias a 28°C)

Hongo Aislado Fuente *Dilucion
Aspergillus flavus 1 Cola Jale de zinc 1:10
Aspergillus flavus 2 Concentrado de cobre 1:100
Aspergillus flavus 3 Jale cola de cobre 1:100
Aspergillus flavus 4 Jale de zinc 1:1000
| Aspergillus flavus 5 Cola jale de zinc 1:100
1 Aspengillus fumigatus 1 Jale cola de cobre 119
Aspergillus fumigatus 2 Jale cola de cobre 1:1000

* Mayor dilucién a la cual se observd crecimiento del hongo
correspondiente

- 19 -
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TABLA No. 4 Alteraciones en el color de las colonias

Hongo ’ Metal Color

A flavus1 al 5 Pliomo Amarillo-verdoso
A flavus1 al 5 Cobre Verde oscuro

A flavus 1 al b Zinc Verde

A. flavus1 al & Plata Blanco

A. furmigatus 1y 2 Plomo Amarillo-verdoso
A. fumigatus 1y 2 Cobre Verde oscuro

A. fumigatus 1y 2 Zinc Verde

A. fumigatus 1y 2 Plata Blanco

A. flavus control color verde, A. fumigatus control color verde.
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RESULTADOS

En este trabajo, se aislaron y caracterizaron 7 hongos
con resistencia a diferentes metales pesados, los cuales
fueron 5 Aspergillus flavus y 2 Aspergillus fumigatus
(Tabla No. 2).

Estos hongos presentan diferentes resistencias a
metales pesados, pues todos son resistentes a 200 y 500
ppm de zinc y plomo (Tabla No. 3), presentan muy poca
resistencia a 200 y 500 ppm de plata, y no presentan
ninguna resistencia a cadmio arsénico y mercurio (Tabla
No. 3).

Por otra parte, los hongos aislados, presentan
diferentes caracteristicas macroscopicas, (diferentes
colores en comparacion al control). (Tabla No. 4 y
Fotografias Nos. 1y 2).



DISCUSION

La actividad minera ha ocasionado serios problemas ambientales por
contaminacion en agua, aire y suelo (Hossner y Hons, 1992). Los residuos
mineros contienen una gran cantidad de metales. En la bibliografia se han
reportado gran cantidad de microorganismos que son capaces de absorber
y/o adsorber iones metalicos, entre ellos se incluyen bacterias resistentes a
Ag* como Pseudomonas sp. (Belly y Kidd, 1982), el hongo hipomiceto
FPhoma sp. (PUmpel y Schinner, 1986) y otros organismos capaces de resistir
otros iones metalicos, entre ellos algas (Coleman y col., 1971), plantas (Grill
y col., 1985), asi como células de mamiferos (Glanville y col.,, 1981). En
algunocs casos dichas propiedades de union de metales por organismos han
sido utilizadas para remover aquellos de aguas residuales y otras fuentes
(Brierley y Brierley, 1983, Volesky, 198t y Gadd, 1993); elio ha conducido a
propuestas acerca del uso de la biomasa miauliania para la remocion de
metales pesados como método alternativo a las técnicas fisicoquimicas (De
Rome y Gadd, 1987). En la bibliografia se encuentran varios trabajos que
proponen la aplicacion de biomasa de hongos para regenerar zonas
contaminadas por metales pesados, asi para descontaminar aguas con gran
contenido de metales (Nordgren y col., 1985; Galun y col.,, 1983;
Shanlakadze y col., 1988).

En el presente trabajo se realizé un estudio de los hongos que
habitan en los residuos mineros (La Esperanza de Zimapan, Hidalgo) y se
les probé resistencia a varios metales. Dicho estudio se hizo con la finalidad
de conocer la poblacién de hongos habitantes de los jales mineros y probar
su resistencia a metales, pues en la literatura casi no hay trabajos al
respecto, aunque por ejemplo Ramos y Cols., (1993) realizaron un estudio
de microalgas que crecen sobre desechos de minas de oro y plata en
Guanajuato, encontrando que !a microalga Cladophora glomerata, puede
crecer en presencia de cobre, plomo y zinc, y Cortés Penagos y Cols.,
(1993) aislaron una cepa de Trichoderma viride de desechos mineros del
Estado de Michoacan, resistente a cobre y plata.

En este trabajo, se aislaron 7 hongos resistentes a metales pesados
(plomo cobre y zinc), los cuales fueron 5 Aspegillus flavus y 2 Aspergillus
fumigatus; 10 que coincide con algunos reportes de la literatura, entre los
que se encuentran los de Ramos y Cols. (1993) y Cortés Penagos y Cols.
(1993).



Los 7 hongos aislados presentan resistencia a 200 y 500 ppm de
plomo y zinc, a 200 ppm de cobre y poca resistencia a plata, coincidiendo
con algunos reportes de la literatura (Cortés Penagos y Cols., 1993; Acosta
y Cols., 1993; Acosta y Cols., 1994).

Finalmente, los resultados obtenidos, indican el cambio de la
microflora debido a la contaminacién por desechos mineros, aiterando el
ecosistema, erosionando los suelos, asi como el aumento en los indices de
contaminacion por metales pesados de los mantos acuiferos, principalmente
en zonas mineras, lo cual coincide con lo reportado por Ramos y Cols.,
(1993) en el estado de Guanajuato.
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CONCLUSIONES

1.- Se aislaron 7 hongos resistentes a metales
pesados (5 Aspergillus flavus y 2 Aspergillus fumigatus) a
partir de desechos mineros.

2.- ~Todos los hongos presentan patrones de
resistencia y sensibilidad semejantes.

3.- Los 7 hongos son resistentes a 200 y 500 ppm
de plomo y zinc, y a 200 ppm de cobre.

4.- Todos los hongos son poco resistentes a 200 y
500 ppm de plata.

5.- Ninguno de los hongos estudiados son
resistentes a 200 y 500 ppm de cadmio, arsénico y
mercurio.

6.- Los hongos analizados presentan aiteraciones
macroscépicas (color).

7.- De las fuentes de fierro y concentrado de plomo
no se obtuvo ningan hongo resistente a metales pesados.
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