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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En México, la mineria es una de las actividades econdmicas de mayor tradicion, la cual se
ha desarrollado por casi cinco siglos (Moreno et al., 2009). Esta actividad se distingue por
sus diferentes efectos, magnitudes e impactos ambientales que por lo regular suelen ser
negativos, los cuales pueden ser de dos tipos: el primero incluye la modificacion de paisaje,
habitat, régimen hidrolégico, cambios en la topografia, entre otros; y el segundo es la
contaminacion por el manejo inadecuado de residuos generados en la etapa de extraccion y
procesamiento de minerales, este tipo de residuos suelen ser acompafiados de altas
concentraciones de metales y metaloides (Rodriguez, 2011). Entre los principales tipos de
yacimientos que se han explotado en México estan los: epitermales, los de metasomatismo
de contacto o skarn, los sulfuros vulcanogenéticos y yacimientos del tipo porfido cuprifero.
A mediados del siglo XX con el avance de la tecnologia se comenzaron a utilizar procesos
metalUrgicos como la flotacion y la cianuracién. En estos yacimientos y procesos modernos
existen minerales de importancia econémica y no econdémica, los cuales son tratados por
diferentes procesos fisicos y quimicos. Debido a estas actividades se produjo durante este
periodo la acumulacion de residuos mineros (jales) (Martin y Gutiérrez, 2010). Los jales
son residuos solidos generados en las operaciones primarias de separacién y concentracion
de minerales (NOM-141-SEMARNAT-2003). Generalmente este tipo de jales contiene
sulfuros metélicos residuales como: la pirita, pirrotita, galena, esfalerita, calcopirita y
arsenopirita, que son fuente de Elementos Potencialmente Toxicos (EPT) como: arsénico
(As), cadmio (Cd), plomo (Pb), cobre (Cu), Zinc (Zn), hierro (Fe), etc. Las particulas de
este material pueden ser depositadas directamente sobre la superficie del suelo y
dispersadas con facilidad por el viento al ambiente (Rico et al., 2013). Los jales mineros
constituyen un foco de contaminacion para los organismos que se establecen sobre ellos,
como plantas, cultivos, la poblacion aledafia (Razo, 2006, Bocanegra, 2006, Diaz Barriga,
1999, Yafez et al.,, 2003, Gonzales-Mille, 2006) y sus principales efectos son: la
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generacion de drenaje acido y su dispersion a través de escurrimientos superficiales en el

ambiente (Romero et al., 2007).

La necesidad de estudiar la contaminacién de los metales pesados en el suelo, radica en el
impacto que puede tener en la funcionalidad de los sistemas ecoldgicos y productivos. Es
comun que en sitios cercanos a minas y fundiciones de metales se encuentren areas
extensas con presencia de cobre, cadmio, arsénico, plomo, entre otros; los cuales en altas
concentraciones tienen efectos toxicos y son considerados contaminantes ambientales
capaces de alterar a los ecosistemas (Alcala et al., 2012, Ruiz y Armienta, 2012). La
actividad biolégica como: la actividad enzimatica presente en el suelo es un excelente
indicador de la salud del suelo, debido a que puede ser usada como biosensor para detectar
alteraciones en los procesos biolégicos y bioquimicos del suelo, causados por factores

ambientales adversos (Alvear et al., 2007).

En San Luis Potosi existe un gran potencial de minerales metalicos y no metalicos,
distribuidos en 14 regiones mineras activas. Se seleccionaron cuatro zonas las cuales
fueron: 1) Villa de la Paz, su explotacién comenzo partir de 1870 y tiene una produccién de
metales preciosos como plata, oro, plomo, cobre, zinc y manganeso; 2) Cerro de San Pedro,
lugar explotado desde 1595, rico en oro, plata, manganeso, mercurio, plomo y cobre; 3)
Charcas, explotado desde 1563, es rico en cobre, zinc, plata y oro; y 4) Cedral, el cual se
comenzo a explotar a partir de 1726, cuando este pueblo sufri6 una transformacion debido a
que los metales en bruto producidos en Real de Catorce se trasladaron a Cedral con el fin
de beneficiar varias haciendas (INAFED, 2014). Estos sitios fueron elegidos por su
importante actividad minera con la finalidad de cuantificar los niveles de As, Cd, Cu, Mn,
Pb y Zn en el suelo. Debido a los contaminantes (metales pesados) resultado de las
excavaciones mineras, en este estudio se pretende evaluar la salud del suelo la cual esta
relacionada con su fertilidad, productividad potencial, sostenibilidad y calidad ambiental
(Alcald et al., 2012) de cuatros sitios mineros de San Luis Potosi, mediante la medicion de

la actividad enzimaética del suelo y sus propiedades fisicas y quimicas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Suelo

El suelo es un sistema biolégicamente activo, compuesto de material mineral y organico,
brinda soporte, aporta nutrientes, almacena agua que requieren las plantas para su
desarrollo, es fundamental en todos los procesos ecosistémicos y actia como filtro de los
efectos de diversos contaminantes. Su funcionamiento es clave para la produccion de
alimentos y para el mantenimiento de la calidad ambiental a escala local, regional y global.
No s6lo es la base para la agricultura y para los diferentes ecosistemas, sino que ademas de
él depende toda la vida del planeta (Sumner, 2000, Ochoa et al., 2007, Semarnat, 2008,
Sagarpa, 2012). En el suelo existen microorganismos vivos como: bacterias, hongos,
protozoarios y nematodos; existe mesofauna los cuales son acaros y colémbolos, también
encontramos la macrofauna que son lombrices y termitas. Estos microrganismos pueden
interactuar entre si, con la biota y con las plantas formando un complejo de sistemas de
actividad bioldgica. Este sistema complejo contribuye para la sostenibilidad de los
ecosistemas y para el manejo de los sistemas agricolas. Los microorganismos actdan
principalmente en la conduccién de los ciclos de los nutrientes, la regulacion de la dindmica
de la materia organica del suelo, el secuestro del carbono en el suelo, las emisiones de gases
de invernadero, modifican la estructura fisica del suelo, almacenamiento de agua,
disponibilidad de nutrientes para la vegetacion y aumentando la salud de la planta, por lo
cual son parte fundamental en el mantenimiento de la salud del suelo (FAO, 2015).

La interaccion de factores ambientales y humanos ha ocasionado una degradacion del
suelo, debido a esto, una gran parte de los suelos de los ecosistemas naturales presentan una
degradacion en sus diferentes procesos y niveles. En el caso de los ecosistemas manejados
como: agricultura, ganaderia y bosques cultivados; el 70 % resulta afectado por algun tipo
de degradacion, siendo la quimica la de mayor afectacion sobre estos ecosistemas
(SEMARNAT, 2008). La degradacién de los suelos puede afectar la calidad de este mismo,
se puede hablar de dos tipos de degradacion: la primera, por desplazamiento de material
edafico, aqui podemos encontrar la erosion hidrica y edlica; y la segunda, se refiere a un

deterioro interno subdividido en degradacion quimica, fisica y bioldgica. En la degradacion
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quimica encontramos pérdida de nutrientes, contaminacion, acidificacion y salinizacion. En
la degradacion fisica encostramiento, compactacion y deterioro de la estructura del suelo. Y
en la degradacion biologica pérdida de actividad microbiana y actividad enzimatica. (Cotler
et al., 2008).

Es importante mantener la salud del suelo integra, ya que interactia o se relaciona con las
actividades que realiza la humanidad. Al actuar de manera irresponsable realizando
cualquier tipo degradacion, solo se esta ocasionando el colapso de los ciclos globales que
hacen posible la vida. La degradacion de los suelos se debe a los factores que pueden
ocasionar algun tipo de presion sobre ellos (Fig. 1). Sin embargo, el suelo es un
componente que esta expuesto no solo a un factor, si no que puede verse presionado por

varios factores a la vez lo cual aumenta la problematica al igual que la degradacion.

Presiones sobre la salud del suelo

El clima, los fenémenos naturales, la urbanizacion,
la agricultura, la silvicultura, mineria etc.

Salud del suelo

[ ]

Sanidad vegetal
Salud del ecosistema
del suelo

Lixiviacion a las aguas subterraneas

Equilibrio
atmosférica

Salud animal

S~
\

Salud de la comunidad

microbiana del suelo

escorrentia superficial

N

Figura 1 Puntos claves para monitorear la salud del suelo.

(S. K. Dasy A. Varma, 2011)
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2.1.1. Formacion del suelo

Los principales procesos para la formacion del suelo son: la meteorizacion, acumulacion,
remocion, traslocacion y transformacion. La meteorizacion consiste en la transformacion
fisica de las rocas sin variar su composicién quimica. Esto da lugar a una capa material
suelta que yace sobre la roca sélida, esta capa puede ser fina u ocupar varias decenas de
metros de profundidad. A esta zona se le conoce como frente de meteorizacion, ya que es
donde este proceso es mas activo. La composicion mecanica, quimica y mineralogica de los
suelos de las primeras etapas de desarrollo es determinada por la composicion de las rocas,
solo después de esto se forman suelos maduros con horizontes bien diferenciados. Las rocas
pueden ejercer influencia en la formacion de diferentes regimenes hidrico, térmico y
gaseoso (Hernandez, 2006).

Durante la meteorizacion quimica se conduce a la formacion de minerales secundarios a
partir de la reaccion que se lleva a cabo entre el agua o elementos &cidos con el material
parental. La rapidez de este tipo de meteorizacion dependera de la temperatura y la
humedad. En este proceso el agua es fundamental, ya que el diéxido de carbono se disuelve
en el agua de lluvia la cual es ligeramente acida (pH 5.6), debido a esto las precipitaciones
hacen que algunos minerales por su solubilidad o inestabilidad a las condiciones de la
superficie del suelo se disuelvan lentamente dando lugar a productos secundarios como
minerales arcillosos, hierro, dioxidos de aluminio, carbonatos y nutrientes como calcio y
potasio. Los procesos como el anterior el agua puede disociarse en hidrdgeno, con carga
positiva (H+) e hidroxilo, con carga negativa (OH-). El ion hidrégeno debido a su carga
positiva altera el balance de la carga minerales provocando la liberacion de cationes en el
suelo (Bohn, 1993).

La meteorizacion bioldgica es generada principal mente por las actividades de organismos
vivos con ayuda de componentes fisicos y quimicos. Este tipo de meteorizacion suele ser
causada por la actividad microbiana, interaccién de la roca con la raices mediante acidos
organicos mediante un ciclo bioldgico: Suelo-Plantas-Microorganismos-Suelo. Esto da
lugar a la formacion de proteinas, carbohidratos, lipidos entre otros, mediante las plantas. Y

los microorganismos descomponen la materia organica, regresando al suelo los elementos
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minerales. La caracteristica principal es que este tipo de transformacién se lleva a cabo en
un tiempo corto comparado con la meteorizacion quimica y fisica (Hernandez, 2006).

2.1.2. Materia Organica

Se conforma principalmente por residuos vegetales y al ser incorporados al suelo los
compuestos organicos se descomponen mediante procesos biolégicos donde el colapso
fisico y la transformacion bioquimica de las moléculas de los complejos organicos de los
materiales muertos se convierten en moléculas imples e inorgénicas. Los residuos vegetales
contienen principalmente compuestos complejos de carbono los cuales contienen
cantidades variables de oxigeno, hidrogeno, nitrégeno, fosforo y azufre que a su vez son la
base para los azucares simples y aminoacidos (Juma, 1998). La descomposicion sucesiva
del material muerto y La materia organica resulta en la formacién de un tipo de materia
orgénica denominado humus (sustancias himicas complejas como: acido humico, huminas
y &cidos fulvicos) el cual tiene una complejidad mayor ya que puede afectar las propiedades
del suelo incrementando la agregacién del suelo, la capacidad de intercambio cationico,
aporta nitrégeno, fosforo y otros microelementos durante su descomposicién y mantiene la
estructura del suelo debido a que sin humus los suelos con altos contenidos de limo y
arcilla se compactaria. En la materia organica también existen sustancia vitales que son
liberadas por células como: proteinas, aminoacidos, carbohidratos, polisacaridos lipidos y
almidones (Jackson, 1993).

El humus o la materia orgénica humificada es el material que contiene carbono més
ampliamente distribuido en los medios terrestres, tiene la capacidad de interactuar con
iones metalicos, 6xidos, hidratos, minerales y sustancias organicas formando complejos que
pueden ayudar a disolver, movilizar y transportar metales y sustancias organicas en los

suelos (disponibilidad de los nutrientes) (Edwards, 2000).
2.1.3. pH del suelo

El pH es una propiedad quimica de los suelos tiene una importante efecto den el desarrollo
de los seres vivos y se refiere a la concentracion de iones hidrogeno activos (H+) que se da

en la interface liquida del suelo. La concentracion de hidrogenos es fundamental en los
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procesos fisicos, quimicos y bioldgicos. La acidificacion del suelo es un proceso que se
genera durante la pedogénesis, aqui ocurre una continua meteorizacion quimica, la cual
consiste en la perdida de cationes alcalinos y alcalinotérreos (K*, Na*, Ca™, Mg™) e
incremento concomitantes de cationes metalicos (Al*, Fe*>, Mn*). Los iones que
conforman los minerales, al encontrarse en la superficie, cambian lentamente a estados
quimicos mas estables. Sin embargo los cambios mas grandes los ocasionan condiciones
quimicas como la exposicion al agua, al oxigeno, al bioxido de carbono y a compuestos
organicos. La combinacion de estos minerales con el agua ocasiona que se disuelvan

liberando cationes y aniones los cuales media el pH del suelo (Zapata, 2002).
2.1.4. Conductividad Eléctrica

Las condiciones climaticas en que la precipitacion en mm?® por afio es menor que la
evaporacion del suelo, incluida la transpiracion de plantas y asociado a condiciones de
drenaje imperfecto se produce en el suelo un acumulo de sales insolubles, de sodio
intercambiables en forma diferencia en los horizontes del suelo (Nufiez, 1997).

Las sales solubles en agua que el yeso (sulfato de calcio, CaSO%); sin embargo, las de
mayor interés para los suelos son los sulfatos (SO4 ), bicarbonatos (HCO*) y los cloruros
(CI") de bases de Ca**, Mg®* y Na*, y las que mas predominan en los suelos salinos son los
cloruros y sulfatos (Plaster, 2000). Este acumulo de sales ocurre mediante el movimiento
desde capas inferiores hasta la superficie por capilaridad al llevar a la superficie el agua se

evapora y las sales precipitan acumulandose puntualmente (Nufiez, 1997).

2.2. Relaciones del suelo

2.2.1. Relacion Suelo-Planta

En el suelo existen elementos como C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Mo, B, Zn,
Cl, y Ni, estos elementos han sido identificados como esenciales para el crecimiento de las
plantas, debido a que las plantas no pueden completar su ciclo de vida y funciones
fisiolégicas normales en ausencia de estos elementos (Malavolta et al., 1992). El

crecimiento de las plantas estd mediado por la presencia y ausencia de estos elementos en el
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suelo. Una parte importante para mantener la salud del suelo es la radicula de la planta, esto
debido a que las raices de las plantas forman parte de la biota del suelo, al igual que ayudan
a la adsorcion y funcionan como dispositivos de anclaje. Las raices tienen varias funciones
como: almacenamiento de alimento y agua, propagacion, neumatoforos, raices parasitarias
y micorrizas. Algunas de estas raices pueden ayudar a la aglutinacion del suelo. Una vez
que las raices mueren pueden dejar canales que llevan agua y oxigeno a los
microorganismos que viven en el suelo. Al igual que ayudan a traer nutrientes de las capas
mas profundas de los suelos a las capas superficiales. Las plantas con un sistema radicular
expansivo tiene mayor capacidad de absorber agua, oxigeno y nutrientes del suelo. La
funcion ecoldgica méas importante de las raices puede ser la modulacion de la actividad
bioldgica del suelo. Se ha determinado que las raices finas y delgadas son componentes
principales de la biomasa subterranea, también son las principales fuentes de didxido de
carbono en el suelo. Las plantas pueden fijar carbono en las hojas durante la fotosintesis, el
carbono captado se lleva a las raices a través del floema y se mueve al suelo como una
mezcla de sustancias solubles e insolubles junto con las células desprendidas, a este proceso
se le conoce como rhizodeposicion (Osman, 2013). Las raices de las plantas interactian con
los microorganismos del suelo como: Azospirillium, Azotobacter entre otros, y los
podemos encontrar en la rizosfera. Estos microorganismos utilizan los metabolitos
(aminoécidos, &cidos grasos, hidratos de carbono, vitaminas, polisacéridos, proteinas,
enzimas, glucésidos, auxinas, acido cianhidrico y saponinas) secretados por las raices y de
esta manera pueden influir en el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a esta
caracteristica tales bacterias son conocidas como promotoras de crecimiento (Olalde y
Aguilera, 1998). Sin embargo, las plantas también necesitan los microorganismos del suelo
pues estos mineralizan la materia organica y llevan a cabo transformaciones que ayudan a
la disponibilidad de los nutrientes para las plantas. En la rizosfera las plantas llevan a cabo
interacciones quimicas, fisicas y bioldgicas con el entorno del suelo, estas interacciones son

muy complejas e interacttan con las raices al mismo tiempo (Osman, 2013).
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2.2.2. Relacion Suelo-Biota

El suelo es uno de los héabitats menos estudiados de la tierra, pero también es el sistema con
mayor nimero de organismos vivos. Es un sistema complejo ya que contiene miles de
organismos diferentes, a su vez estos organismos interactian en los ciclos globales
haciendo posible toda forma de vida. Son esenciales para el funcionamiento de un
ecosistema, pues estos organismos actlan como agentes conductores en los ciclos de los
nutrientes, la fijacion del carbono, las emisiones de gases invernadero y funciones que
representan servicios indispensables para el suelo y el ser humano. La biodiversidad del
suelo tiene un papel importante en la fertilidad de este mismo, asi como en su
rehabilitacién, absorcién de nutrientes por las plantas, en los procesos de biodegradacion,
reduccion de la materia organica, fijacién de nitrégeno y control de plagas de forma natural.
Las especies y la diversidad dependera de factores como la aireacion, temperatura, acidez,
humedad, contenido de nutrientes y sustrato organico. Sin embargo las actividades
antropogénicas (agricultura, mineria, urbanizacion, etc.) estin alterando estas variables y

ocasionando una pérdida de estos organismos en suelos (FAO, 2015).

2.2.3. Relacion Suelo-Salud humana

El sistema del suelo no solo esta relacionado con el medio ambiente (aire, agua, roca y
planta), sino que también con las actividades que pueden llegar a condicionar sus
propiedades y funciones, tales actividades son: sociales, econdmicas, culturales y sanitarias.
A lo largo de la existencia de la humanidad el suelo no ha sido tomado en cuenta como un
sistema biolégicamente activo. Sin embargo la relacion que tenemos con el suelo no es
comUnmente mencionada; y ha tomado cada vez mayor relevancia debido a la relacién
Suelo-Salud humana. A mediados de los ochenta comenz6 a tomar importancia este tema
mencionado por primera vez por la Organizacion Mundial de la Salud en 1991, y en 2002
publico en el VI Programa del Marco Europeo de Medio Ambiente lo siguiente: En las
ultimas décadas ha habido una concientizacion cada vez mayor de la calidad del aire,
agua, suelo y de los alimentos que influyen en la calidad de nuestra salud y de nuestras
vidas. La comisaria de medio ambiente de la Union Europea publica en este mismo afio lo

siguiente: a partir de ahora la proteccion de los suelos estara al mismo nivel que la
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conservacion de la calidad del agua y aire. Durante demasiado tiempo hemos ignorado la
situacion de los suelos. Sin embargo, la erosion, la contaminacion y la necesidad de

mantener los suelos, son problemas acuciantes en toda la union europea (FAO, 2015).

Las propiedades del suelo intervienen en el proceso de retencion y movilizacion de
contaminantes, afectando la cadena trofica o a las aguas subterraneas (Sombroek et al.,
1993). Inhalar o ingerir el polvo de suelos con presencia de contaminantes en jardines,
parques, casas e incluso el que se pega a nuestro cuerpo, ocasiona un riesgo que tiene una
directa relacion con enfermedades patoldgicas como: asma, dermatitis, afectaciones a los
rifones y corazon, intoxicacién o acumulacion de metales pesados dentro de nuestro

organismo (Lopez, 2015).

El contacto con la naturaleza cada vez es menos frecuente entre las sociedades, debido a
esto perdemos o desconocemos la importancia de los suelos para nuestra supervivencia y
prosperidad. Los suelos tienen importantes funciones en los ecosistemas, de las cuales se
derivan servicios ambientales indispensables para el sostenimiento de la vida humana y de
los ecosistemas. Tales servicios pueden ser soporte y nutrientes para las plantas. La
contaminacion de los suelos es considerada como el mayor problema ambiental que

amenaza la produccion mundial de alimentos (Cotler et al., 2008).

2.2.4. Relacion Suelo-Metales pesados

La presencia de concentraciones nocivas de algunos elementos quimicos y compuestos
(contaminantes) en los suelos, son un tipo especial de degradacién que se denomina
contaminacion. Los metales pesados, y en general los elementos traza estan presentes en
bajas concentraciones en la corteza terrestre. Los metales pesados no tienen origen
biolégico sin embargo, algunos de estos metales son esenciales para el desarrollo de las
plantas, animales y seres humanos. Los metales pueden abandonar un suelo por
volatilizacion, disolucion, lixiviado o erosion, y pasar a los organismos cuando pueden ser
asimilables, lo que normalmente ocurre cuando se encuentran en forma soluble. (Galan y
Romero, 2008). El destino de los metales pesados en el suelo depende de procesos

edafogenicos y propiedades como: el contenido de materia organica, carbonatos y
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oxihidroxidos de hierro y magnesio, de la proporcién y tipo de minerales de la arcilla, de la
capacidad de intercambio catiénico de suelo, del pH y CE, textura, permeabilidad y

actividad microbiana (Lugo et al., 2003).

2.3. LaMineria en México

México cuenta con una amplia riqueza de minerales en todo el territorio nacional, tanto en
minerales metalicos como de no metalicos. Mas del 70 % de nuestro pais tiene un potencial
minero importante (Figura 2). En nuestro pais se encuentran depoésitos de clase mundial
como son las salinas de Guerrero Negro, las mas grandes del planeta; el yeso de la Isla San
Marcos y de la costa oriental de la peninsula de Baja California, con reservas de 70 afios;
Las Cuevas, la mina mas grande de fluorita en el mundo; Fresnillo, el yacimiento de plata
mas rico y mas grande que haya descubierto la humanidad; Molango, el deposito mas
importante de manganeso en Norte América; las minas de carbon de la Cuenca de Rio
Escondido, entre otras. Ademaés, el sector minero mexicano se mantiene como lider
mundial en la produccién de plata y en 2001 se ubicO en los primeros diez lugares de

produccion mundial de 18 minerales (Musik, 2004).

Diseminados, porfidos y brechas de Cu-Mo-Au

Diseminados, vetas y stockworks de Au-Ag-Cu
Servicios Geoldgicos [l Mantos, chimeneas y vetas de Zn-Pb-Ag-Cu
Mexicano, 2011 [I Sulfuros masivos de Au-Ag-Zn-Cu-Pb
- Metales basicos y preciosos Au, Ag, Cu

Bl Depésitos de inyeccion y reemplazamiento de Fe
—
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Figura 2 Potencial Minero en la Republica Mexicana. Cu (cobre), Mo (molibdeno) Au
(oro), Ag(plata) Pb (Plomo), Fe (Fierro) y Zn (zinc).

2.4. Mineria en San Luis Potosi

El estado de San Luis Potosi estd relacionado con la mineria desde 1561 con el
descubrimiento de mineral que correspondié a “Las Reales Salinas de Pefion Blanco”.
Después de esto se comenz0 a registrar la existencia de otras minas como: la del Mineral de
Charcas, en 1592 el Capitan Caldera registré las “Minas de San Pedro”, en 1608 se
descubrid la formacion del mineral de Villa de Ramos, en 1743 se descubrieron mas de 80
minas, la mayor parte en el Cerro de San Cristobal, en 1772 se descubrié la mineria en Real
de Catorce entre otras (SGM, 2014). En la actualidad es uno de los estados con mayor
participacion minera aportando el 5.18% del valor total de la produccion minera nacional
(CGMINERIA, 2012). El Estado de San Luis Potosi se distingue por tener distritos mineros
que destacan por su actividad como: metalicos, en estos distritos podemos encontrar a
Cerro de San Pedro, Charcas, Villa de la Paz, y en los distritos no metalicos encontramos a
Las Cuevas, Cementos Moctezuma y Cementos Mexicanos. Las principales minas en
explotacion en el estado de San Luis Potosi estan ubicadas en los municipios de Cerro de
San pedro (Au, Ag), Charcas (Au, Ag, Pb, Zn), Villa de la Paz (Au, Ag, Cu) y Santo
Domingo (Mn) (SGM, 2014).

2.5. Metales Pesados

Son elementos que muestran propiedades metélicas, como ductilidad, maleabilidad,
conductividad, estabilidad de cation y la especificidad del ligando. Poseen una alta
densidad y elevado peso atomico. Algunos metales pesados son necesarios para el
mantenimiento de la vida en bajas concentraciones como: Co, Cu, Fe, Mn. Mo. Ni, V' y Zn.
Concentraciones elevadas en el ambiente representan riego para los organismos. Otros
metales como Pb, Cd, Hg y As no aportan ningin beneficio a los organismos y son
considerados como toxicos convirtiéndose en perjudiciales para las plantas y animales
(Raskin et al., 1994)
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A lo largo del tiempo el hombre ha adquirido el conocimiento para utilizar los metales
pesados, logrando una dependencia importante hacia estos elementos. Esta relacion existe
desde la aparicion de la metalurgia en la edad de cobre y bronce. Los metales pesados son
componentes del entorno geoldgico y algunos son esenciales para los procesos biologicos
enzimaticos de los que depende la vida. Sin embargo, una exposicion cronica a bajas
concentraciones representa riesgo para el medio ambiente y la salud humana. Para lo cual,
una caracterizacion de los procesos implicados de transporte y migracion de los
contaminantes, es de vital importancia en el proceso de evaluacion de riesgos. La Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA) actualmente incluye en la lista de contaminantes
prioritarios los siguientes elementos traza: antimonio, arsénico, berilio, cadmio, cromo,

cobre, plomo, mercurio, niquel, selenio, plata, talio y zinc (Stone y O'Shaughnessy, 2005).

Los metales pesados tienden a acumularse en distintos érganos de un individuo ya sea
animal (higado, rifion) o vegetal (Hoja, raiz), existe una cantidad importante de informacion
sobre los efectos de estos en el peso, la reproduccién y la mortalidad de los organismos
(Oropesa et al., 2005; Gonzalez-Mille, 2006; Prieto et al., 2009; Alcala et al., 2013). Los
contaminantes metalicos y metaloides son capaces de causar una disminucion en la
poblacion debido a los efectos toxicos que pueden causar en la flora y fauna de un
ecosistema y de esta manera causar la eliminacion de depredadores o competencia. En los
microorganismos como bacterias y hongos se acumulan en las superficies celulares,
causando efectos en la mortandad, reproduccion y tasa de crecimiento. Cuando existe una
alta concentracién de algin metal sin importar la etapa del ciclo de vida bajo estudio esta se
ve afectada de manera perjudicial y esto ocurre debido a una combinacién de la
disponibilidad del metal, la via de exposicion, duracion de la exposicion, propiedades

quimicas y fisicas del suelo. (Hodson, 2012).

Todas las especies de plantas responden al aumento de concentraciones de metales en
suelo, mediante la absorcion y la acumulacion a través de la solucion del suelo quien los
moviliza hasta las raices, parte de la planta donde se lleva a cabo la absorcion o adsorcion
(Adriano, 2006). Una vez absorbidos los metales tienden a acumularse en las raices siendo

los primeros 6rganos afectados por la contaminacion, debido a la alta cantidad de materia
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organica, intensa actividad microbiana y la movilidad de los metales. Debido a esto se
ocasionan procesos de acidificacion o formacion de complejos orgénicos en la rizosfera que
propician la absorcién de metales pesados. Otras condiciones que afectan la disponibilidad
de los metales son el clima, temperatura, agua, al igual que las sinergias y antagonismos
ocasionados por la presencia de metales como Cu, Ni, Zn, Mn y no metales como: P y Se
(Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Los metales pesados pueden ser transportados a la planta
a través del transporte activo (metabolico) o pasivo (no metabdlico), por ejemplo el plomo

se trasporta a través del pasivo y el Cu, Mo y Zn a traveés del activo (Alloway, 1995).

Los factores que afectan la cantidad de metal pesado absorbido en una planta esta
condicionada por: (i) las concentraciones y la especiacion de los metales en la solucién del
suelo, (ii) el movimiento de los metales de la superficie del suelo a las raices, (iii) El
trasporte del metal de la superficie de la raiz al interior de estas, (iv) la translocacién desde
las raices a otras partes de la planta (Alloway, 1995). Las plantas cultivadas en suelos
contaminados por lo general absorben méas oligoelementos, esto aumenta la concentracion
de metales pesados en el tejido vegetal. Altas concentraciones de metales pesados en los
tejidos causan fitotoxicidad. Lo anterior se ve reflejado en sintomas como: clorosis,
crecimiento débil de las plantas o incluso reduccion en la absorcién de los nutrientes y
desordenes en el metabolismo (Puga et al., 2006).

En el suelo los metales pesados y metaloides pueden ser adsorbidos fuertemente por la
materia organica, inorganica y los coloides del suelo. Estas propiedades pueden mediar la
movilidad y biodisponibilidad de los metales, a esta caracteristica se le considera como uno
de los servicios ecosistémicos del suelo. Las propiedades residuales (minerales, lluvia
acida, lodos de depuradora y artefactos antropogénicos urbanos, etc.), la afinidad intrinseca
de iones metalicos individuales para superficies de adsorcién del suelo, el conjunto de
superficies de adsorcion presentes en los suelos (humus, 6xidos metalicos, aluminiosilicato
y arcillas carbonato de calcio, etc.), las propiedades como el pH, potencial redox, el
contenido de agua, temperatura, actividad bioldgica, concentracion de sal y el tiempo de
contacto del suelo con el metal, también son factores que pueden ayudar a retener los

metales en el suelo (Young, 2012).

26

——
| —



“EFECTO DE LOS METALES PESADOS EN SUELO DE JALES MINEROS DE | 201 6
SAN LUIS POTOSI".

2.5.1. Arsénico

El arsénico es un elemento natural ampliamente distribuido en la corteza terrestre. En una
concentracion media de 2 mg/kg. Este metal se puede movilizar a través de una
combinacion de procesos que incluyen la meteorizacion, actividad bioldgica, emisiones
volcanicas, mineria, combustibles fésiles pesticidas herbicidas, conservadores de madera
etc. (Marquez, 2008). Puede entrar al aire, al agua o en agua filtrarse a través del suelo y
entrar a suelos de otras areas a través del polvo que levanta el viento. En el ambiente, el
arsénico se combina con oxigeno y azufre para formar compuestos inorganicos de arsénico.
En el suelo el As puede ser disuelto o adsorbido por las arcillas 0 materia organica, estos
procesos son llevados a cabo a través de la materia organica que a Su vez genera
transformaciones como: cambios redox que inducen a la transformacion arsenito-arsenato,
reduccion y metilacion del As, biosintesis de compuestos de As y formas solubles de As
fuertemente toxicas. EI As en los humanos tiene la capacidad de inhibir el sistema inmune,
dafa el Sistema Nervioso Central, provoca cirrosis hepatica, afecta el rifion. En una
exposicion aguda podemos observar un cuadro intestinal con gastroenteritis, esofagitis,
vomitos, diarrea, nauseas y dolor abdominal. El arsénico en animales y en plantas se
combina con carbono e hidrogeno para formar compuestos organicos de arsénico. El
arsénico no puede ser destruido en el ambiente, solamente puede cambiar de forma.
(ATSDR, 2007; SEMARNAT, 2009; Santillana, 2009).

2.5.2. Cadmio

El cadmio generalmente se encuentra como mineral combinado con otros elementos tales
como oxigeno (6xido de cadmio), cloro (cloruro de cadmio) o azufre (sulfato de cadmio,
sulfuro de cadmio). Todos los suelos y rocas, incluso el carbon y abonos minerales,
contienen algo de cadmio. ElI cadmio entra al suelo, al agua y al aire durante actividades
industriales y de mineria, y durante la combustion de carbdén y desechos domésticos. No se
degrada en el ambiente, pero si cambia de forma. Las particulas de cadmio en el aire
pueden movilizarse largas distancias antes de depositarse en el suelo o el agua. Algunas
formas de cadmio se disuelven en agua. También se adhiere fuertemente a particulas del
suelo. Las plantas, los peces y otros animales incorporan cadmio del ambiente. En el ser

humano el cadmio se acumula principalmente en los rifiones causando hipertensién arterial.
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En la biota, el cadmio ha sido asociado con la aparicion de céncer en animales de
experimentacion. (ATSDR, 2008; SEMARNAT, 2009).

2.5.3. Cobre

El cobre es un metal que podemos encontrar naturalmente en el ambiente, en rocas, suelo,
agua y aire. Es un elemento esencial para las plantas y animales, por lo tanto es necesario
para la vida. El cobre es utilizado para fabricar alambres, cafierias, laminas de metal, en la
agricultura se utiliza para tratar enfermedades de las plantas, para tratar agua y como
conservador para alimentos, cueros y telas. En los humanos el Cu en bajas concentraciones
es esencial para la vida, sin embargo en altas concentraciones puede tener efectos negativos
para la salud como: irritacion de la nariz, la boca y los ojos, vomito, diarrea, calambres
estomacales y puede llegar a causar muerte. En el ambiente el Cu es liberado por la
industria minera, actividades agricolas, actividades de manufactura, la liberacion de aguas
residuales a rios y lagos, volcanes, vegetacion en descomposicion y por Gltimo incendios
forestales. EI Cu generalmente se adhiere a particulas de materia organica, arcilla, suelo y
arena, este metal no se degrada en el medio ambiente (ATSDR, 2004). EI Cu se encuentra
naturalmente en la corteza terrestre en una concentracion media de 100 mg/kg. Este metal
tiene una alta afinidad al azufre por lo cual se pueden formar compuestos como calcoprita
(CuFeS,), bornita (CusFeS,), calcocita (Cu,S) y covelita (CuS). El Cu puede verse afectado
directamente por distintas variables que incluyen el pH, potencial redox, materia organica,
textura, temperatura y clima estas variables estan relacionadas directamente con la

solubilidad, movilidad y disponibilidad de este metal (Kabata- Pendias, 2001).

2.5.4. Manganeso

El manganeso es un elemento de origen natural y se encuentra en muchos tipos de rocas, es
de color plateado en su estado puro pero en el ambiente se combina con 6xido, azufre o el
cloro. Este metal se utiliza en la produccion de acero para mejorar su dureza, rigidez y
solidez y se ha utilizado como aditivo en la gasolina con el fin de mejorar su octanaje. En
los humanos la ingesta de pequefias cantidades en los alimentos o el agua es necesaria para
mantenerse sano, pero la exposicion a elevadas concentraciones puede ocasionar dafios al

cerebro, cambios en el comportamiento, efectos en el sistema nervioso, la persona puede
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volverse lenta y torpe, irritaciones pulmonares y efectos en la funcion reproductora. En el
ambiente el Mn puede ser liberado al aire, al suelo y al agua durante la fabricacion, uso o
eliminacién de productos a base de Mn, no puede ser degradado en el ambiente, solo puede
cambiar de forma y puede adherirse a particulas del suelo o separarse de ellas (ATSDR,
2012). EI Mn un elemento abundante en la corteza terrestre se pueden encontrar
concentraciones de 350-2000 mg/kg. Las principales formas de este mineral en suelo son:
pirolusita (MnO,), manganita (MnOOH), hausmanita (Mn3O,4) y rodocrosita (MnCO3). La
movilidad y biodisponibilidad del manganeso estd dada por factores como el pH vy el
potencial 6xido reduccion. A un pH &cido podemos encontrar una mayor concentracion de

este metal en solucion del suelo (Rodriguez, 2011).

2.5.5. Plomo

El plomo es el principal contaminante metalico en la atmosfera, es un metal gris-azulado, se
encuentra naturalmente en pequefias cantidades en la corteza terrestre (15 mg/kg). La
mayor parte proviene de actividades como la mineria, manufactura industrial y de quemar
combustibles fosiles. Se cree que las concentraciones de plomo han aumentado mas de mil
veces durante los ultimos tres siglos, esto debido a las actividades antropogénicas. Las
principales formas del Pb emitido por la mineria y fundiciones son PbS, PbO, PbSO, Y
PbO-PbSO,. El plomo no se degrada, pero los compuestos de plomo son transformados por
la luz natural, el aire y el agua. Cuando se libera plomo al aire, puede movilizarse largas
distancias antes de depositarse en el suelo una vez que cae al suelo, generalmente se adhiere
a particulas del suelo. En los seres humanos el plomo es absorbido en su forma inorganica
por dos vias: respiratoria y gastrointestinal, este metal tiene gran afinidad por los eritrocitos
con un 95% de afinidad. Este contaminante puede causar un ligero deterioro del aprendizaje
y comportamiento, convulsiones, estado de coma y la muerte. Cuando se presenta una
intoxicacion aguda o cronica en humanos se presentan alteraciones digestivas, dolores
epigastricos y abdominales, vomito, alteraciones renales y hepéticas, convulsion, coma y
cefalea, anemia en mamiferos, en plantas disminucién de la fotosintesis y por ultimo
alteraciones en las enzimas ligadas al metabolismo del nitrogeno (ATSDR, 2007;
SEMARNAT 2009; Santillana, 2009; Rodriguez, 2011).
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2.5.6. Zinc

Es un elemento abundante en la corteza terrestre. La concentracion media de este metal en
suelos es de 10 y 300 mg/kg con una media de 50 mg/kg. Los componentes del suelo como:
silicatos, carbonatos, fosfatos, 6xidos y materia organica pueden retener este metal en
suelo. La arcilla controla la distribucion del Zn en un 60% y el pH ya sea neutro o alcalino
tiene una alta capacidad de inmovilizarlo. Las principales fuentes de generacion de este
metal en el ambiente son: la mineria, la fundicion y agricultura (Fertilizante) (Rodriguez,
2011).

2.6. Actividad Microbiologica del Suelo

Los microorganismos del suelo como las bacterias, hongos y actinomicetos son
responsables de transformaciones fisico-quimicas importantes en el suelo. Numerosos
estudios muestran que los microorganismos del suelo intervienen tanto en el
aprovechamiento de nutrientes como en la solubilizacion y absorcion de iones (Sivila y
Hervé, 1994). Los microorganismos del suelo son un indicador sensible para detectar la
degradacion de los ecosistemas, su actividad en particular se resiente, incluso, ante cambios

0 perturbaciones fisicas y quimicas leves del suelo (Alvear et al., 2007).

El pH, la materia organica y los nutrientes del suelo pueden alterar la actividad de los
organismos del suelo. La mayor actividad de las bacterias del suelo como las algas verde-
azules, diatomeas y protozoos, sucede en suelos neutros o ligeramente alcalinos (pH 6.5-
7.5), la de los hongos en suelos acidos (pH 4.5-6.5) y la de los actinomicetos en suelos
ligeramente alcalinos. Las bacterias nitrificantes como Nitrosomas y Nitrobacter y las
bacterias que participan en la fijacion del nitrégeno como Azotobacter no son capaces de
tolerar suelos acidos, al contrario las baterias oxidantes del azufre como Thiobacillus
thiooxidans se encuentran activos en este tipo de suelos. Las bacterias heterotrofas se
alimentan de la materia organica y en suelos con alto contenido de materia organica

aumenta su actividad bruscamente (Towhid, 2013).
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2.7. Actividad enzimatica del Suelo

Las enzimas son proteinas cuya funcion es catalizar las reacciones quimicas en los sistemas
vivos, transforman sustratos especificos en productos necesarios para los ciclos bioldgicos.
Son utilizadas para aproximarse al entendimiento de los ciclos de los nutrientes y a los
niveles de actividad microbiana responsables de estos procesos (Cerdn y Melgarejo, 2005,
Ochoa et al., 2007). Muchos tipos de moléculas inhiben las enzimas y acttan de diferentes
formas. La inhibicion puede ser de dos formas reversibles o irreversibles. La primera se
basa en la union no covalente con el inhibidor, que siempre puede revertirse, mediante la
eliminacion o desplazamiento del inhibidor. Y la segunda es la irreversible, se suele
observar en la accion de toxinas y venenos especificos, Estos compuestos pueden causar
problemas serios en los procesos enzimaticos debido a que pueden incapacitar enzimas
clave (Mathews and Holde, 2002).

En el suelo existen enzimas que suelen jugar un papel importante en el mantenimiento de
los procesos ecologicos, propiedades fisicas y quimicas, la fertilidad y la salud del suelo.
Las enzimas son segregadas por los microrganismos y las podemos encontrar de diferentes
formas en el suelo como: (i) Enzimas que funciona dentro del citoplasma de las células en
proliferacion microbiana, animales y vegetales. (ii) Enzimas restringidas al espacio
periplasmatico de la proliferacion de las bacterias Gram negativas. (iii) Enzimas unidas a la
superficie externa de las células viables en donde los sitios activos se extienden hacia el
ambiente del suelo. (iv) enzimas en las células no proliferantes, tales como esporas de
hongos, protozoos, quistes, semillas de plantas, y endosporas bacterianas. (v) enzimas
unidas a toda una célula y escombros muertos de células. (vi) enzimas que se escapan de las
células intactas o son liberadas de las células lisadas, originalmente situadas en la
membrana de la célula o dentro de las células, que puede sobrevivir durante un corto
periodo en la solucion del suelo. (vii) enzimas extracelulares libres en agua de los poros del
suelo. (viii) enzimas asociadas temporalmente en complejo enzima-sustrato soluble o
insoluble. (ix) enzimas formando complejos con los coloides hdmicos por absorcion,
atrapamiento, o co-polimerizacion durante la humificacion. (x) enzimas absorbidas a la
capa externa o interna (es decir, dentro de las celosias de 2:1 silicatos estratificados) de la

superficie de los minerales de arcilla. (xi) enzimas unidas a los taninos condensados o
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lixiviados de hojas de las plantas o raices. Enzimas extracelulares que pueden ser
convertidos abiGticamente o a través de la actividad de las enzimas proteoliticas. (xii)
péptidos degradados por peptidasas en sus aminoacidos constituyentes. (xiii) enzimas
asimiladas por los microbios y plantas (Figura 3). Las enzimas estan encargadas de los
procesos bioquimicos en el proceso de la descomposicion de la materia orgéanica, procesos
vitales para los microorganismos, estabilizacion en la estructura del suelo, descomposicion
de los residuos organicos, formacion de materia organica y tienen un papel importante en
los ciclos de los nutrientes, por lo tanto juegan un papel importante en la agricultura. El
grupo de enzimas que exista en el suelo depende de las caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas y las propiedades bioquimicas del suelo, estas enzimas pueden incluir:
amilasa, arilsulfatasa, b-glucosidasa, celulosa, quitinasa, deshidrogenasa, fosfatasa, proteasa
y ureasa. (Shonkor and Ajit, 2011).

Célula intacta muerta

Estructura de descanso

Célula viva

Célula desintegrada muerta

Lisis y degradacién T % e
L D o ———— - DT - - By

0 s Py
i Petidos Aminodcidos

X t‘ ;A.i.
lulares libres \ (xii) (xiii)
\ 7R 7N

ol 4
&8 |
/1E"z"'"usn1ml.g
%5 ‘/
4 AU, &
s’ DOeg. 1 20
i b

enzima-sustrato
(viii) @

Tanino-enzima
(xi)

Hum#s-enzima Arcilla-enzima
(ix) (x)

Dick, 2011.)

Figura 3 Localizacion de las enzimas en suelo.

La cantidad y variedad de enzimas que podemos encontrar en el suelo es muy alta y al
menos se cree que son unas 500 enzimas y estas estan involucradas en los distintos ciclos
de los nutrientes, transferencia de energia, calidad del ambiente y productividad de los

cultivos. El suelo es muy complejo y debido a esto existen factores que afectan las
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actividades enzimaticas en el suelo. La actividad de cualquier enzima en el suelo es el
resultado de la sintesis, la persistencia, la estabilizacion, la regulacion y el comportamiento
catalitico de las proteinas enzimaticas presentes en el suelo en el momento del ensayo.
Estos procesos pueden ser relacionados con las propiedades fisicas y quimicas, asi como la
composicion biolégica del suelo. La presencia y la conservacion enzimatica puede verse
afectada por factores naturales (cambios estacionales, diferentes localizaciones geograficas
o0 diversos régimen del suelo hidrico o térmico) y por actividades antropogénicas
(agricultura y la gestion de las practicas o casos de contaminacion). Todos estos factores
pueden influir de cierta manera en la produccion de enzimas (Gianfreda and Ruggiero,
2006).

La actividad enzimatica del suelo se encarga de la solubilizacién, movilizacién vy
disponibilidad de nutrientes para las plantas, se puede utilizar como un indicador; a su vez
estos nos pueden hablar de la salud del suelo ya que su sensibilidad nos proporciona una
respuesta temprana a cambios en los ciclos de los nutrientes. Estos microorganismos estan
interactuando con el medio ambiente, factores como acidez y sustancias quimicas que en

condiciones desfavorables pueden alterar los procesos microbianos (Romero et al., 2009).

El suelo es el sustrato de la vida en este se desarrollan distintas actividades como:
agricultura, pastoreo, mineria, al igual que la vida. La actividad enzimatica es parte
fundamental del monitoreo de los suelos debido a que esta actividad participa en distintos
procesos naturales que nos pueden ayudar a monitorear la salud del suelo. La actividad
biolégica es un excelente bioindicador de la calidad del suelo y puede ser usada como

biosensor temprano a cambios bioldgicos y bioquimicos. (Cuadro 1).

Cuadro 1 Enzimas del suelo como indicadores de la salud del suelo.

Indicador de la actividad

Enzima del suelo Reaccion de la enzima . .
microbiana

Sistema de transporte de

Deshidrogenasa Ciclo del Carbono

electrones
B-glucosidasa Hidrolisis celobiosa Ciclo del Carbono
Ureasa Hidrolisis de la urea Ciclo del Nitrégeno
Fosfatasa Liberacion de PO4 Ciclo del Fosforo
Arilsulfatasa Liberacion de SO4 Ciclo del Azufre
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Degradacion de la materia
Enzimas del suelo Hidrolisis orgénica por actividad
enzimatica

S.K. Das and A. Varma (2011)

2.7.1. Deshidrogenasa

La actividad de la enzima deshidrogenasa se utiliza cominmente como un indicador de la
actividad bioldgica en los suelos. Esta enzima se considera que existe como una parte
integral de células intactas, pero no se acumula extracelularmente en el suelo. La oxidacion
microbiana de sustancias organicas esta ligada a una cadena de transporte de electrones
conocida como fosforilacion oxidativa. En esta ruta de transporte de electrones participan
cuatro tipos de enzimas de Oxido-reduccion entre las cuales se encuentra las
deshidrogenasas piridin-dependientes, estas enzimas necesitan dinucle6tido de
nicotinamida y adenina (NAD) o nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP),
compuestos que actlan como una coenzima para llevar a cabo la reaccion. Y las
deshidrogenasas flavin-dependientes que contienen dinucleétido de flavina y adenina
(FAD) o riboflavina-5'-fosfato (FMN) actian como grupo prostético. Debido a lo anterior
las deshidrogenasas son un buen indicador del sistema redox microbiano y por lo tanto un
importante exponente de las reacciones oxidativas del suelo y de la actividad microbiana.
Al igual que estas enzimas son parte fundamental en las etapas tempranas de la oxidacién
de la materia organica. Estos procesos son parte de las vias de respiracion de los
microorganismos del suelo y estan estrechamente relacionados con el tipo de condiciones
del aire-agua del suelo y del suelo, y esta directamente involucrada con el ciclo del Carbono
(Trasar-Cepeda, 2003; Shukla et al., 2011).

2.7.2. B-Glucosidasa

B-Glucosidasa es una enzima comun y predominante en los suelos, lleva el nombre de
acuerdo con el tipo de enlace que se hidroliza, cataliza la hidrolisis de B-D-
glucopirandsidos pertenece al grupo de las glicosidasas. Esta enzima juega un papel
importante en los suelos, ya que esta implicado en la catalisis de la hidrdlisis y
biodegradacion de diversos glucésidos (Ecuacion 1) presentes en los desechos de

descomposicion de la planta en el ecosistema y estd directamente involucrada en el ciclo
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del Carbono. A este tipo de enzimas se les denomina como glicosidasas o
glucosidohidrolasas. La reaccion general de este grupo es:

Glucésido + H,0 — Azucar + Aglicon Ecuacion (1)

Estas enzimas tienen un papel muy importante en la degradacion de los carbohidratos del
suelo y los productos generados por la actividad hidrolitica generan un aporte de energia
para los microorganismos del suelo. La B-glucosisada interviene en la degradacion de la
celulosa, descomponiendo derivados de bajo peso molecular que estan presentes en el suelo
teniendo como producto final la glucosa (Jiménez de Ridder y Bonmati-Pont, 2003; Alvear
et al., 2007).

2.7.3. Ureasa
Es una proteina hexamérica que contiene dos iones Ni (I1I) por subunidad. La enzima
ureasa cataliza la hidrolisis de la urea a amonio y dioxido de carbono (Ecuacién 2) basado

en la siguiente ecuacion:
CO <\ + H,0 - CO, + 2NH; Ecuacion (2)

Esta enzima actla sobre los enlaces C-N peptidicos en amidas lineares, lo cual nos indica
que esta enzima pertenece al mismo grupo que la glutaminasa y la amidasa (Sastre-Conde y
Lobo-Bedmar, 2003). La enzima ureasa es responsable de la hidrolisis de la urea
(fertilizante) en amoniaco (NH3) y didxido de carbono (CO;) con el consiguiente aumento
en el pH del suelo, proceso considerado vital en la regulacion del suministro de N a las
plantas después de la fertilizacion con urea. Debido a este rol, la actividad de la ureasa en
los suelos ha recibido mucha atencion desde que fue reportada por primera vez por Rotini
(1935). La ureasa se extrae de plantas 0 microorganismos, se degrada rapidamente en el
suelo por las enzimas proteoliticas y esta ligada con el ciclo del nitrégeno (Burns et al.,
2002).

2.7.4. B-Galactosidasa
Esta enzima pertenece al grupo de las glicosidasas, las cuales son sintetizadas por los

microorganismos del suelo, estas tienen la capacidad de intervenir en el ciclo
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biogeoquimico del Carbono y acttan sobre los glicésidos catalizando la liberacién de
azucares (Ecuacion 3). La enzima B-galactosidasa cataliza la hidroélisis de lactosa. Reaccion

general de hidrdlisis de las enzimas de este grupo es:
Glucosido + H,0 — Azucar + Aglicon Ecuacion (3)
(Martinez-Ifiigo et al., 2003)

2.7.5. Arilsulfatasa

La enzima arilsulfatasa es responsable de la hidrélisis de ésteres de sulfato en el suelo.
Estas enzimas son secretadas por bacterias al medio ambiente como respuesta a la
disminucion del azufre, se relaciona cominmente con la biomasa microbiana y la tasa de
movilidad de azufre en el ciclo del Azufre. Esta enzima tiene un rol importante en la
hidrolisis de ésteres de sulfatos aromaticos (R-O-SO3.) a fenoles (R-OH) y sulfato, o sulfato
de azufre (SO, o SOA4-S). Estas enzimas se encuentran correlacionadas con el C de
biomasa y con la materia organica humificada, asi como el pH. El pH adecuado para que la
actividad de esta enzima en suelo es de 5.8 a 8.2. La importancia que tiene el azufre en la
planta nos ayuda a comprender mejor la funcién de la arilsulfatasa en la movilidad del
Azufre principalmente en suelos agricolas (Das and Varma, 2011; Gonzéalez-Carcedo,
2003).

2.7.6. Fosfatasa

Las fosfatasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de ésteres y anhidridos
del acido fosforico. En este grupo podemos encontrar las monoésterfosfato hidrolasas en las
cuales estan la fosfatasa &cida y la alcalina estas enzimas inespecificas catalizan la
hidrolisis de glicerolfosfato (Trasar-Cepeda, 2003). En los ecosistemas estas enzimas
suelen ser mas abundantes en la rizosfera cuyas actividades estan relacionadas con el ciclo
del Fésforo, el agotamiento de P organico, estan correlacionadas con el estrés causado por
P, son indicadoras de la fertilidad del suelo y ayudan al crecimiento de la plantas. Esta
enzima nos puede indicar una deficiencia de P, cuando existe una secrecion mayor

producida por las plantas con el fin de mejorar la solubilizacién y movilizacién del P,

36

——
| —



“EFECTO DE LOS METALES PESADOS EN SUELO DE JALES MINEROS DE | 201 6
SAN LUIS POTOSI”.

ayudando de esta manera a la planta a soportar las condiciones por estrés de fosforo
(Tarafdar y Jungk 1987, Das and Varma, 2011).

——
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CAPITULO 2

3. ANTECEDENTES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se han reportado numerosos estudios de laboratorio donde se determina que altas
concentraciones de metales pesados en el suelo, como: As, Pb, Mn, Zn, Cd y Cu pueden
actuar de manera negativa con la actividad enzimtica. En este capitulo presentamos
algunos estudios detallados que se pueden observar en el cuadro 2. Effron et al. (2004),
encontraron que los metales pesados inhibieron las actividades de la ureasa, mientras que
Egamberdieva et al. (2011), mencionaron que la presencia y naturaleza de la cubierta
vegetal afectan la actividad de las enzimas en el suelo. La actividad de la ureasa se ve
afectada por el tipo de suelo, la temperatura, contenido de materia organica y metales
pesados, en general las actividades enzimaticas del suelo se ven afectadas por
oligoelementos debido a la interaccion entre los elementos traza con moléculas de la

enzima.

Gianfreda y Ruggiero (2006), concluyeron que los metales pesados pueden permanecer en
el suelo y causar dafio a un largo plazo a las comunidades microbianas, asi como afectar
procesos bidticos y abioticos. Se ha demostrado que la actividad de la celulasa, xilanasa y
B-glucosidasa no se ve afectada en concentraciones bajas de metales pesados mientras que
la arilsulfatasa y fosfatasa si fueron afectadas. Karaca et al. (2010), determinaron que las
actividades enziméticas se ven influenciadas de distintas maneras por diferentes metales

debido a las afinidades quimicas de las enzimas en el sistema del suelo.

Khan et al. (2007), concluyeron que el Cd tiene un mayor efecto inhibitorio que el Pb para
las enzimas gracias a su movilidad y a su menor afinidad con los coloides del suelo. Lorenz
et al. (2006), observaron que la contaminacion con Cd tuvo un efecto negativo sobre las
actividades de la ureasa. Renella et al. (2005), encontraron que el Cd no afecta la fB-
glucosidasa ni la ureasa. Speir et al. (1999), demostraron que la sulfatasa fue inhibida por

As (V), pero que la ureasa no se vio afectada.

38

——
| —



“EFECTO DE LOS METALES PESADOS EN SUELO DE JALES MINEROS DE

SAN LUIS POTOSI".

2016

Cuadro 2 Estudios relacionados con los efectos de los metales pesados en la actividad enzimética

del suelo.
Enzima Tipo de sitio % de Contaminante Concentracion enzimatica Referencia
Inhibi
cion
Ureasa 8235 Control 3400 + 220
(nmol NH,*-N g* hh) j Contaminado 600 + 20
Ureasa Control 1100 + 7
(nmol NH,*-N g* h™) Suelos aaricolas 936 Zn Contaminado 70 + 0.00 2?Iy?§g§5§t
B-D-glucosidase 9 50 8,100 mg/Kg Control 680 * 10 B
(nmol PNP g* h?) Contaminado 340 + 20
B-D-glucosidase Control 600 + 50
(nmol PNP g* h?) 983 Contaminado 10 + 0.00
Suelo no contaminado
Ureasa de capa superficial, 7515 Cd 100 mg/Kg Control 4.99 + 0.08 Yang et al.,
(nmol NH4*'N g* h™) tierras de cultivo ' Pb 500 mg/Kg Contaminado 1.24 + 0.03 2009
Suelo agricola
Suelo agricola +
Uref\sa s (Arkpor) 3773 Control 1.06 £0.03
(nmol NH,~N g* h) Cu 200 mg/Kg Contaminado 0.66 + 0.01 Bojeong et
Ureasa S“(e:'(’ugggg)("a p1 55 Control 1.16 +0.04 al., 2008
(nmol NH,*-N g* h™) ‘ Contaminado 0.91 +£0.01
B-glucosidase 375 Control 709.0 + 28.0
(nmol PNP g™ h%) Suelo agricola ) Cu 450 mg/Kg Contaminado 443.0 + 12.0 Jadwiga et
Arylsulfatasa 46.89 Control 258.0+15.0 al., 2010
(nmol PNP g™* h'h) ) Contaminado 137.0+9.0
Ureasa p Cu Control 0.026 + 0.003 Binetal.,
(nmol NH,"-N g h%) Suelo agricola 65.38 800 mg/Kg Contaminado 0.009 + 0.0008 2013
Urefilsa s 74.77 Cont(ol 567.0
(nmol NH4s-N g~ h™) Contaminado 143.0
B-Glucosidasa Franco arenoso 36.29 Zn Control 416.0 Borowik et
(hmol PNP g™* h%) ) 2400 mg/Kg Contaminado 265.0 al., 2014
Arilsulfatasa Control 98.0
(nmol PNP g™* hh) 8571 Contaminado 14.0
Control 575.92
34.6 Cu 50 mg/Kg Contaminado 376.45
84.9 Cu 450 mg/K Contaminado 86.41
(nmol l\LlJl-rle?-slel g'h? Suelo agricola Cu. Zn pt? 45?) Vz\e/ty ;ch;v(\)/gléa
' 76.72 u mg]/Kg Contaminado 134.03 K
78.3 Cu, iré‘/ﬁg 450 Contaminado 124.87
Zn: 117, Pb:
Suelo Normal 225, Cd: <0.50, 0.969
Cu: 2.59 mg/Kg
Zn: 890, Phb:
B-glucosidase Suelo 86.9 340, Cd: 0.126
(nmol PNP g™ h'h moderadamente ) <0.3.15, Cu: ’ Hernndez et
contaminado 3.47 mg/Kg al.. 2006
Zn: 18900, Pb:
Suelo altamente 89.0 ;’59 i% %?J 0.106
contaminado 11.90 mg/Kg
N Suelo Normal 2225n : (:1(}7<g%0 0.726
rylsulphatase .
(nmgl A e Cu: 2.59 mg/Kg
Suelo Zn: 890, Pb:
moderadamente 36.3 340, Cd: 0.462
contaminado <0.3.15, Cu:
[



contaminado

Cu: 2.59 mg/Kg
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Enzima Tipo de sitio % de Contaminante Concentracion enzimatica Referencia
Inhibi
cion
3.47 mg/Kg
Suelo altamente Zn4él§§ Og‘d?b:
contaminado 64.3 15.10, Cu- 0.259
11.90 mg/Kg
Zn: 117, Phb:
Suelo Normal 225, Cd: <0.50, 0.316 Herndndez et
Cu: 2.59 mg/Kg al.. 2006
Urease moderadamente 100 <03 1’5 C . Debajo del limite de deteccién
(nmol NH4*-N g*h?) contaminado 20 AU
3.47 mg/Kg
Zn: 18900, Pb:
Suelo altamente 4930, Cd: . L .,
contaminado 100 15.10, Cu- Debajo del limite de deteccion
11.90 mg/Kg
Zn: 117, Pb:
Suelo Normal 225, Cd: <0.50, 0.302
Cu: 2.59 mg/Kg
Suelo Zn: 890, Pb:
FDA 340, Cd:
(nmol FNa g™ h™) modetradfimznte 55.2 <0.3.15. Cu: 0.135
contaminado 3.47 mg/Kg
Suelo altament Zn: 117, Pb:
uelo aftamente 7284 225, Cd: <0.50, 0.082
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CAPITULO 3

4. JUSTIFICACION

El suelo es un sistema bioldgicamente activo es fundamental para los procesos
ecosistémicos y puede actuar como filtro para contaminantes. Hablar de un suelo saludable
en la actualidad es dificil debido a las perturbaciones que este ha sufrido a lo largo de la

existencia de la humanidad.

Por lo regular se le da poca importancia a la salud ambiental dejandola en tercer plano
después de la salud humana y de la biota. La interaccion de factores ambientales y humanos
ha ocasionado importantes alteraciones en el suelo, causando dafios en diferentes procesos
y niveles del suelo. Para mantener la salud del suelo se debe tener un equilibrio entre los
diferentes factores que interacttian en él. Uno de los factores con mayor relevancia al hablar
de alteraciones del suelo son las actividades antropogénicas como la agricultura, ganaderia,
urbanizacion, mineria entre otros. Estas actividades pueden cambiar las propiedades fisicas
y quimicas del suelo mediante la aireacion, exposicion de la luz, el calor, el exceso de

nutrientes y la contaminacion.

La mineria es una de las actividades econdmicas de mayor relevancia del pais y con un gran
crecimiento a futuro debido a que més del 70% de nuestro pais tiene potencial minero. El
estado de San Luis Potosi ha estado acompafiado por esta actividad desde su fundacion,
cuenta con zonas con mas de 400 afios de actividad minera. Los metales pesados extraidos
durante este periodo son componentes del entorno geoldgico y muchos de ellos son
utilizados en procesos enzimaticos de los cuales depende la vida. Sin embargo, la actividad
minera ha tenido grandes repercusiones en el ambiente una de ellas es la generacion de
residuos mineros (jales), estos residuos no tuvieron un confinamiento adecuado
ocasionando una dispersion de estos contaminantes los cuales pueden llegar a tener efectos
negativos sobre el ambiente. De esta manera se ha ocasionado una contaminacion en las
zonas cercanas a estos desechos. Se estima que el nimero de sitios con presencia de jales

en México es de 10, 000 a 50, 000 sitios abandonados o inactivos contaminados con As,
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Pb, Cr, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Mn y Zn, este tipo de contaminantes suelen afectar de manera

negativa los procesos ambientales y causar alteraciones que ain son desconocidas.

La actividad enzimatica y las propiedades fisicoquimicas de los suelos son un excelente
indicador de alerta temprana en alteraciones del suelo, por ello hemos propuesto la
medicién de pH, materia organica, conductividad eléctrica y textura, asi como actividad
enzimética de la Deshidrogenasa, Ureasa, Gluco y Glactosidasa, Arilsulfatasa y Fosfatasa,
con el fin de conocer que alteraciones pueden causar los metales pesados en el suelo de

sitios con presencia de residuos mineros (jales mineros).
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CAPITULO 4

5. HIPOTESIS

Los sitios de San Luis Potosi, contaminados por pasivos ambientales mineros tienen

concentraciones elevadas de As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Pb, V y Zn.

Los metales pesados alteran la actividad bioldgica del suelo, registrada como la actividad
enzimética, al igual que ciertas propiedades fisicoquimicas como pH, conductividad,
textura y contenido de materia orgénica, las cuales son esenciales para los ciclos

biogeoquimicos.
6. OBJETIVOS
6.1.  Objetivo General

Evaluar los efectos de los metales pesados en el suelo de jales mineros a través de

indicadores biologicos y atributos fisicoquimicos
6.2.  Objetivos Especificos

I.  Cuantificar la concentracién de metales pesados en el suelo (As, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Mn, Pb, V'y Zn).
Il.  Determinar las propiedades fisicoquimicas del suelo: pH, Conductividad, Materia
Organica y Textura.
I1l.  Establecer la actividad enzimatica de la deshidrogenasa, ureasa, p-glucosidasa, B-
galactosidasa, arilsulfatasa y fosfatasa en el suelo.
IV.  Comparar las concentraciones de cada uno de los pardmetros analizados en los sitio
de referencia con las concentraciones encontradas en el sitio contaminado.
V. Encontrar si existen una asociaciones entre los niveles de metales pesados, las

propiedades fisicoquimicas y la actividad enzimatica del suelo.
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CAPITULO 5

7. METODOLOGIA

7.1.  Descripcion de los sitios de estudio

Se seleccionaron cuatro sitios de estudio clasificados en sitios de referencia (un sitio que se
considera que no existe presencia de metales pesados derivados de la actividad minera) y
sitios problema, los cuales estan considerados como contaminados por metales pesados
debido a la intensa actividad minera y a estudios realizados con anterioridad donde se
cuantificaron metales pesados. Los sitios de referencia se seleccionaron a 10 km de
distancia del sitio problema, para esto se tomo en cuenta la direccion de las corrientes de
agua y aire, con el fin de descartar algun tipo de exposicion indirecta a metales. A

continuacion se describe los sitios seleccionados.

7.1.1. Cedral

Es un municipio que pertenece al estado de San Luis Potosi se encuentra localizado en la
parte Norte del estado, en la zona altiplano. La cabecera municipal tiene las siguientes
coordenadas 100° 43" de longitud Oeste y 23° 49" de latitud Norte, se encuentra a 1,700 m
sobre el nivel del mar. Colinda al Norte con el municipio de Vanegas, al Este con el
municipio de Nuevo Ledn, al Sur con los municipios de Matehuala y Villa de la Paz y al
Oeste con los municipios de Real de Catorce y Vanegas (INAFED 2015). En 1826 se le da
la categoria de municipio con el nombre de “Cedral”. Se sabe que en épocas remotas este
poblado era territorio de los Chichimecas, Guachichiles, Guamares, Cascanes, Guaxabanas
etc. En 1726 se registré una gran transformacién debido a que los minerales en bruto de
Real de Catorce fueron trasladados a este poblado con el fin de beneficiar algunas
haciendas (INAFED, 2015). Los minerales trasladados a este municipio fueron procesados
a través “haciendas de beneficio” y a finales del siglo XVIII existian por lo menos nueve de
estas haciendas (Morton-Bermea et al., 2015). Las haciendas de beneficio procesaban los
minerales del material en bruto a través del método de patio (amalgamacion con mercurio)

(Flores-Ramirez et al., 2011). Esta situacion continto hasta la terminacion del siglo XX, y
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termino debido a la decadencia de las minas del Real de Catorce quien arrastro también a la
decadencia y ruina a Cedral, ya que existi6 una carencia de minerales en bruto para
beneficiar a las haciendas en este poblado (INAFED, 2015). Los residuos que quedaron del
proceso de Patio (relaves) de Cedral fueron procesados en el segundo tercio del siglo con el
fin de obtener la plata y el mercurio que tenian, después fueron apilados en dos sitios
conocidos como: “El caballo” y “Jestis Maria” (Morton-Bermea et al., 2015). Debido a la
presencia de los relaves generados por las haciendas de beneficio se han realizado estudios
para evaluar las concentraciones de metales pesados en Cedral como: Flores-Ramirez et al.
(2011), quienes tomaron muestras de polvo de lugares similares a la residencia de nifios,
tomd en cuenta banquetas, exteriores de casa, areas recreativas, patios y zonas escolares.
Colectd un total de 49 muestras en las cuales encontré concentraciones de 98 a 4,225
mg/Kg de Plomo. Menciona que las altas concentraciones de plomo son causadas por los
pasivos mineros histéricos existentes en Cedral. En Cedral se realiz6 la primera toma de
muestras en el sitio catalogado como referencia en el cual se observa una abundante
vegetacion (Figura 5) y la segunda en el sitio contaminado, tal sitio se caracteriza por la
escasa presencia de vegetacion y la existente es por la colonizacion en los residuos mineros.
(Figura 4).

Figura 4 Sitio de Referencia en Cedral.
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Figura 5 Sitio contaminado en Cedral.

7.1.2. Charcas

Este municipio se encuentra ubicado en la parte Norte del estado, en la zona del altiplano
potosino, a una altura de 2,010 m sobre el nivel de mar. Colinda al Norte con el municipio
de Cedral, al Este con el municipio de Villa de Guadalupe, al Sur con el municipio de
Venado y al Oeste con los municipios de Santo Domingo y Salinas de Hidalgo. El
descubrimiento de minerales en Charcas fue hecho por Don Juan de Ofate este
descubrimiento se registré en 1563 registrado la primera mina con el nombre de San
Cristobal. La prosperidad, el incremento y descenso de la poblacion varia en diversas
épocas, debido a la riqueza y bonanza de las minas (INAFED, 2015). En el siglo XVI se
formaron varias haciendas de beneficio alrededor de la mina, en este periodo Venado y
Moctezuma fueron por mucho tiempo haciendas de beneficio. En la actualidad Charcas
forma parte del distrito minero conformado por El Rosario y Santa Gertrudis, en este lugar
existe un yacimiento hidrotermal, del cual se extraen Au, Ag, Cu y Zn (SGM, 2014). La
mina existente en este municipio es considerada como una de las principales productoras de
Zn en el pais. De esta mina se extrae a 500 m de profundidad 4,500 toneladas de Zn el cual
es molido ahi mismo y procesado en una planta de flotacion para obtener un concentrado de
Zn, cobre y plomo (Estevis, 2008). El sitio seleccionado como referencia se muestra en la
Figura 6 donde se puede observar una amplia vegetacion y el sitio seleccionado como
contaminado se muestra en la Figura 7 aqui se observa poca vegetacion y una presencia de
malezas, al igual que el lugar donde se llevaba a cabo la actividad minera.
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Figura 6 Sitio de Referencia en Charcas.

Figura 7 Sitio Contaminado en Charcas.

7.1.3. Cerro de San Pedro

Se encuentra localizado en la zona centro del estado San Luis Potosi, la cabecera municipal
tiene las siguientes coordenadas 100°48" de longitud Oeste y 22°13" de latitud Norte con
una altura de 2,040 m sobre el nivel del mar. Colinda al Norte y al Oeste con el municipio
de Soledad de Graciano Sanchez, al Este con el municipio de Armadillo de los Infantes y al
Sur con San Luis Potosi (INAFED, 2015). En este municipio existe un yacimiento de tipo
porfido de composicion dioritica a granodioritica (Rodriguez, 2011).La actividad minera en
este municipio comenzo el 4 de marzo de 1592 con el registro de la mina “La
descubridora”. EIl descubrimiento del yacimiento de minerales preciosos lo realizaron los
Guachichiles. Debido a la gran cantidad de oro y plata que se comenz6 a explotar se

congregd una numerosa poblacion. De esta mina también se extraian minerales como:
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magnesio, mercurio, plomo y cobre. Debido a la explotacion irracional, en 1608 se
ocasiond el hundimiento de tiros y socavones, obligando a la poblacion a abandonar esta
zona en 1621 y para 1630 el poblado se quedd deshabitado y en completo abandono. Para
los mineros fue necesario buscar lugares, con el fin de obtener el beneficio de los minerales
extraidos en bruto, para esto debieron seleccionar lugares ricos en agua, suficientes
personas, recuas necesarias para el transporte y grandes cantidades de lefia para los hornos
de fundicidn, a estos lugares se les llamo6 “Haciendas de Beneficio” y por lo regular estaban
en zonas cercanas al Cerro de San Pedro, logrando de esta manera repoblar las zonas
cercanas a este lugar (INAFED, 2015). En la actualidad este municipio comenzé a tomar
relevancia debido a la presencia de residuos mineros existentes desde tiempos coloniales.
Se han realizado estudios en este sitio con el fin de cuantificar la presencia de Elementos
Potencialmente Toxicos (EPT) entre los estudios que se han realizado esta Rodriguez
(2011), quien registrd concentraciones de Pb de 31 a 37,364 mg/Kg, As registrd de 1 a
43,228 mg/Kg, el Cd mostr6 un rango de 0.2 a 54 mg/Kg, el Cu de 6 a 603 mg/kg, el Zn de
32 a 5,053 mg/Kg y por ultimo el Mn de75 a 1,261 mg/Kg en suelo superficial, menciona
que las concentraciones maximas encontradas coinciden con la operacién histérica de las
haciendas de beneficio, pues las muestras que registraron altas concentraciones se ubicaron
en puntos cercanos a estos vestigios. También reporta que las concentraciones de Pb, el 33
% superaron el valor establecido por la norma NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 para
Pb (400 mg/Kg). Para As el 68% registraron valores por arriba de la norma (22mg/Kg) y
para Cd solo una muestra sobrepaso la norma (37mg/Kg). Se considera que las actividades
humanas que se han desarrollado por méas de 400 afios en Monte Caldera, principalmente
actividades metallrgicas, son la principal causa del aumento en las concentraciones
naturales de Elementos Potencialmente Toxicos (EPT). También se tiene registro de otro
estudio realizado por Ortega (2012) reporté concentraciones de As (216.9 mg/Kg) el cual
supera la Norma Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 utilizada para uso
agricola e industrial (22mg/Kg) y la utilizada en suelos de uso industrial (260 mg/Kg). En
el caso del Cd (19 mg/Kg) encontré valores de algunos puntos de muestreo que sobrepasan
la Norma Oficial Mexicana para uso de suelo agricola/residencial (37mg/Kg) y observo

concentraciones altas de Cd en zonas cercanas al drenaje acido de mina. Y por ultimo las
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concentraciones de Pb (1,726 mg/Kg) de todos los puntos de muestreo se encuentran
sobrepasando los valores establecidos por la Norma Oficial Mexicana para uso
agricola/residencial (400 mg/Kg) y uso industrial (750 mg/Kg) el estudio se realiz6 en
suelo de la rizosfera. En la Figura 8 se puede observar el sitio que seleccionamos como sitio
de referencia el cual se caracteriza por una vegetacion importante y en la Figura 9 se
muestra el sitio seleccionado como contaminado aqui existe poca vegetacion y el sustrato

donde se tomaron las muestras presentan coloraciones rojizas, amarillentas y grisaceas.

Figura 9 Sitio Contaminado en Cerro de San Pedro
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7.1.4. VilladelaPaz
Este municipio se encuentra localizado en la parte Norte del estado de San Luis Potosi, en

la zona del altiplano potosino, a una altura de 1,800 m sobre el nivel del mar. Colinda al
Norte con el municipio de Cedral, al Este con el municipio de Matehuala, al Sur con el
municipio de Villa de Guadalupe y al Oeste con el municipio de Real de Catorce .En el
siglo XVIII este lugar fue conocido como la “Boca” ya que algunas familias de gambusinos
se establecieron con el fin de buscar minerales y posteriormente se transformé en una
hacienda de beneficio. En 1870 se comenzo a explotar la primera mina de la Paz y en 1921
se le declaré municipio. La mina tenia 9 tiros: el principal era el de la Paz, los otros eran El
Relicario, Cinco Sefiores, San Miguel, San Agustin, San Francisco, San José, San Juan y
San Rafael. Esto ocasiond que en la zona actual del municipio de Villa de la Paz se
establecieran algunas familias de gambusinos (INAFED, 2015). En la actualidad la zona de
Villa de la Paz pertenece al distrito minero Santa Maria de la Paz aqui se encuentra un
yacimiento tipo skarn de Pb-Zn-Ag (Cu-Au). También existen dos diferentes tipos de
mineralizacion: una mena de Pb-Zn-Ag y otra de Cu-Au (Zn), este sitio se ha explotado por
mas de 200 afios generando a lo largo de este periodo contaminacion por metales pesados
en suelo, agua y sedimento (Razo, 2002, Chiprés, 2008). En este lugar opera la minera
“Beneficiadora la Paz y Anexas SA de CV”, la cual produce concentrados de cobre, oro y
hasta 2002 produjo plomo y plata (Santillana, 2009). Se han realizado numerosos estudios
con el fin de cuantificar las concentraciones de metales pesados derivados de los residuos
mineros. Mejia et al. (1999), reportaron concentraciones medias de Pb de 1,824 mg/K g,
para As de 2,045 mg/Kg y para Mn de 619 mg/Kg en Villa de la Paz. Monroy et al. (2002),
encontraron concentraciones de 19 a 17,384 mg/Kg de As, de 15 a 7,200 mg/Kg de Cu, de
31 a 3,450 mg/Kg de Pb y de 26 a 6,270 mg/Kg de Zn. Razo et al. (2002), reportaron
concentraciones de suelo entre 19 a 17 384 mg/Kg de As, de 15 a 7200 mg/Kg de Cu, de 31
a 3450 mg/Kg de Pb y de 26 a 6270 mg/Kg de Zn. Razo et al. (2004), determinaron la
concentracion minima y maxima de As, de 19 a 17,384 mg/Kg, para Cu de 15 a 7200
mg/Kg, el Pb de 31 a 3,450 mg/Kg y para Zn de 26 a 6,270 mg/Kg en Villa de la Paz, el
concluye que estos valores estan por arriba de la normativa de México de los limites
permisibles de metales en suelo. Gonzélez-Mille (2006), reportdé las concentraciones

mediast desviacidn estandar: para As registré 222.1 + 53.1 mg/Kg, para Cu 231.9 + 55.7
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mg/Kg, para Pb 204.3 + 80.1 mg/Kg y en el caso del Zn encontr6 175.4 + 35.9 mg/Kg en
este sitio impactado. Este autor también determiné que los valores encontrados en el sitio
impactado fueron mas altos que los sitios de referencia, observé que el As fue 345 veces
mas alto, el Cu 27 veces, el Pb 52 veces y el Zn 40 veces. Otro estudio el cual fue realizado
por Méarquez (2008), determind concentraciones totales de As de 13,443.4 mg/Kg, de Cd de
397.6 mg/Kg, de Fe de 22,983.3 mg/Kg, de Cu de 201.33 mg/Kg, para el Pb del 301.7
mg/Kg y para el Zn de 8,236.7 mg/Kg en el distrito minero de Villa de la Paz, obteniendo
valores que sobrepasan los valores de fondo. También menciona que el As y Pb presentan
concentraciones por arriba de la Norma Oficial Mexicana para uso agricola/residencial, lo
cuan considera que es un grave riesgo para la poblacion. Gamifio-Gutierrez et al. (2013),
reportaron concentraciones minimas y maximas en suelo superficial de As: 212 a 16,595
mg/Kg y de Pb: 37 a 16,991 mg/Kg en la zona urbana de Villa de la Paz, mencionan que
los valores estan por arriba de las normas mexicanas. En la figura 10 se muestra el sitio
catalogado como referencia, en el cual podemos observar una abundante vegetacion y en la
Figura 11 se muestra el sitio elegido como contaminado, en este sitio existe poca

vegetacion y una coloracion grisacea en el sustrato muestreado.

Figura 10 Sitio de Referencia en Villa de la Paz.
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Figura 11 Sitios Contaminado en Villa de la Paz.

7.2.  Ubicacion de los sitios de muestreo.
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Figura 12 Sitios de muestreo.
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7.3. Recolecta de muestras

Se recolectaron 25 muestras por cada uno de los sitios seleccionados obteniendo un total de
200 muestras de suelo (en algunos de los sitios contaminados el sustrato colectado
probablemente no sea suelo sino residuos mineros). La recoleccion se realiz6 en un trayecto
de 250 m en el que cada 10 m se recogia una muestra compuesta de 5 submuestras a una
profundidad de 5 a 10 cm y dentro de un 4rea de 1 m?. Cada muestra se tamiz6 al momento
de su recoleccion con un tamiz de 2 mm, y posteriormente se resguardaron en bolsas de
plastico de 5 kg. También se tomaron alicuotas de cada una de las muestras y se colocaron
en tubos conicos de 50 ml estrictamente sellados con plastico de parafina y se resguardaron
en una hielera junto con las demas muestras para su traslado. Una vez en el laboratorio el
suelo colectado para la determinacion de metales pesados se resguardo en contenedores de
plastico de 50 kg para su posterior procesamiento (Figura 16). El suelo colectado en tubos
conicos para la medicion de la actividad enzimatica se coloco en el refrigerador a -20°C
para resguardarlo hasta su procesamiento (Figura 17). EI muestreo se realiz6 del 25 de
enero al 25 de febrero del 2014, la ubicacién exacta de los puntos muestreados se

encuentran en el Anexo II.

Figura 13 Almacenamiento en contenedores.
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Figura 14 Resguardo en Refrigerador.
7.4.  Determinacion de Metales Pesados

7.4.1. Determinacion de metales pesados con el analizador portétil Niton XL3t
GOLD de Thermo Scientific.

Se utilizé el analizador ambiental Thermo Scientific Niton XL3t Gold Serie 500 de
fluorescencia de rayos X (XRF), comUnmente usado para andlisis de mineria. Los limites
de deteccién que maneja el aparato son los siguientes: As (7 mg/Kg), Cd (12 mg/Kg), Cu
(13 mg/Kg), Mn (50 mg/Kg), Pb (8 mg/Kg), V (25 mg/Kg) y Zn (10 mg/Kg). Los limites
de deteccion dependen de factores como: el tiempo de prueba, interferencias/matriz y nivel
de confianza estadistica. El aparato calcula las cargas como tres desviaciones estandar
(intervalo de confianza del 99.7%) para cada elemento. Para realizar el analisis se tomé una
muestra compuesta de 5 submuestras para obtener un valor con el menor sesgo posible.
Después se tamizaron con un tamiz de 2 mm, las muestras de suelo en el sitio con el fin de
remover interferencias como: hojas y tallos. El tamizado se realizd varias veces hasta
obtener un total de 500 gr y se almacenaron en bolsas plasticas, inmediatamente se
procedio a realizar el analisis con el analizador ambiental. Para el analisis, el aparato se
calibro utilizando tres filtros durante 1 minuto cada uno, después se abrieron las bolsas
donde se colectaron las muestras y se agitaron durante un minuto, se midié cada una de las
muestras por triplicado, entre cada lectura se vuelve a revolver la muestra en la bolsa. Cada
veinte lecturas se analizaban los estandares con el fin de calibrarlo nuevamente. Para el

analisis se tomaron en cuenta los siguientes metales: As, Cd, Cu, Mn, Pb, V y Zn.
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7.5.  Propiedades Fisicoquimicas
7.5.1. Materia Orgénica

Se prepararon soluciones de concentraciones conocidas de sacarosa (10, 20, 30, 40, 50
mg/mL) con él fin de realizar una curva de calibracion para determinar la concentracion de

cada una de las muestras.

Se pes6 1 g de suelo seco y se tom6 1 mL de cada uno de los estandares. Después se
colocaron en matraces de Erlenmeyer de 150 mL. A estos matraces se les agregaron 10 mL
de dicromato de sodio 0.5 M, después se les agregaron 20 mL de acido sulfurico, con el fin
de evitar puntos localizados de ebullicion, se agitd lentamente y se esperd hasta el término
de la reaccion. Después se agitd durante 30 min a 150 rpm en una plancha de agitacion,
esto se realizd en una campana de extraccion. Después se le agregaron 70 mL de agua
desionizada y se dejo reposar durante toda la noche. De esta muestra se tomd el
sobrenadante y se registrd la absorbancia a 600 nm. La curva de calibracion se utilizé para
determinar la concentracion de las muestras a través de las absorbancias (Arrieche y
Pacheco, 1998).

75.2. pH

Para la determinacion del pH se utiliz6 el método potenciométrico (Willard et al., 1974;
Bates, 1983) correspondiente al manual de técnicas de andlisis de suelos aplicadas a la
remediacion de sitios contaminados de Fernandez et al., (2006).

Se pesd 1 g de suelo y se colocd en un vaso de precipitado de 50 mL, se le agregaron 10
mL de agua desionizada, se coloc6 en agitacion durante 10 min y se dejo reposar otros10
min. Después se procedio a calibrar el potenciometro con soluciones amortiguadoras de pH
7 y 4. Una vez calibrado el potenciometro se dejo en reposo durante 10 minutos.
Posteriormente se tomé la lectura del pH con el potenciometro de la marca Hanna

instruments modelo HI12316.
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7.5.3. Conductividad Eléctrica

Se pesaron 3 g de suelo, los cuales se colocaron en tubos conicos de 50 mL. Después se le
adicionaron 15 mL de agua desionizada. Se colocaron en agitacion durante tres ciclos de 5
min a 800 rpm y luego se dejaron reposar durante 15 min. Inmediatamente al transcurrir el
tiempo de reposo se agitaron y se colocaron en una centrifuga a una velocidad de 1000 rpm
durante 10 min, una vez terminado el ciclo, se sacaron los tubos y se colocaron en gradillas
para recuperar el sobrenadante. El sobrenadante se colocé en tubos de ensaye para medir la
conductividad eléctrica con el electrodo previamente calibrado. Para este analisis se utilizo

un conductimetro de la marca Hanna instruments modelo HI2316 (Benton-Jones, 2001).
7.5.4. Textura

Se utiliz6 la técnica de determinacion de textura del suelo por el procedimiento de
Bouyoucos AS-09, tomada de la norma oficial mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000.

La cual consiste en pesar 100 g de suelo los cuales se colocaron en vaso de precipitados de
1 L, enseguida se les adicionaron 40 mL de peroxido de hidrégeno al 30 % con el fin de
destruir la materia organica y se puso a evaporar hasta sequedad, este paso se repitio las
veces necesarias hasta que terminara la reaccion entre materia organica del suelo y
peréxido de hidrogeno. Una vez que el suelo ya no presentd reaccion y que se seco, se
pesaron 50 gr y se colocaron en un vaso para batidora con 10 mL de hexametafosfato y se
coloco en agitacion durante 5 minutos a una velocidad media. Una vez transcurrido el
tiempo la mezcla se colocd en una probeta graduada y se afordé a un litro con agua
desionizada y se tapd con papel parafina. Después se agitd la probeta fuertemente durante
10 segundos y se dejo reposar durante 30 segundos, se introdujo el densimetro para tomar
la primera lectura correspondiente a las arenas, enseguida se dejaron transcurrir 2 horas y se
introdujo nuevamente el densimetro para tomar la segunda lectura que corresponde a las
arcillas. Una vez tomadas las lecturas se utilizd6 un termometro para determinar la
temperatura de la soluciéon de las probetas con el fin de corregir las mediciones. Para
determinar el porcentaje de arenas la primera lectura que es a los 40 s se multiplicé por dos

y se le restd 100. La lectura de 40 s corresponde al porcentaje de arcilla mas el porcentaje
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de limo. Para obtener el porciento de arcilla la lectura a las 2 horas se multiplicé por dos.
Para el porciento de limo se resto el porciento de arena y de arcilla. Para la lectura se utilizé

un densimetro calibrado a 100 g.
7.6. Actividad Enzimatica

Para la medicién de las actividades enziméticas se realizaron curvas de calibracion (Anexo
1). Solo se utilizaron curvas con un coeficiente de determinacién de R*= 0.999. Las
muestras se colectaron en un periodo de 30 dias. Cada 7 dias se realizaba la colecta y al dia
posterior a esta se realizaba la medicion de la actividad enzimatica este procedimiento se
siguid con los 4 sitios muestreados. La medicion de la actividad enzimética se realizd por

triplicado y como control se utilizé un blanco (Anexo 1).
7.6.1. Deshidrogenasa

Se estim0 la actividad de la enzima Deshidrogenasa mediante la técnica del Método
Benefield et al., 1977; von Mersi y Schinner, 1991; von Mersi, 1996; and Shaw y Burns,
2006. Este método se basa en la medida espectrofotométrica del iodonitrotetrazolio
formazan (INTF) producido por la reduccion del 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-
feniltetrazolio (INT) en suelo incubado con INT en medio tamponado y en oscuridad
durante 1 hora a 40 °C. Después se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 464 nm.
La actividad de la deshidrogenasa se expresé en pg de INTF g™ suelo seco h™.

7.6.2. Ureasa

Se estim6 la actividad de la enzima Ureasa mediante la técnica de Determinacion
Colorimétrica de amonio, método propuesto por Kandeler y Gerber (1988). Esta técnica se
basa en la determinacion colorimétrica del amonio liberado en la incubacién de una
solucion de suelo a 37 °C durante 2 h. La determinacion del amonio se realizo a través de la
reaccion de Berthrlot con ciertas modificaciones. La reaccién de Berthelot consiste en la
reaccion del amonio en medio alcalino con un agente colorante dando monocloramina, que
con timol se transforma en 2,2-iso-propil.5, 5-metil-indofenol, compuesto coloreado y cuya

intensidad de color es proporcional a la concentracion del mismo. En este método el
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amoniaco producido por la actividad ureasa reacciona con salicilato y dicloro iso-cianuro
para dar un color verde azulado. Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 610 nmy
es directamente proporcional a la concentracion del nitrdgeno amoniacal. La actividad de la

ureasa se expreso en pg de NH,-N gt 2h™.
7.6.3. P-Glucosidasa y p-Galactosidasa

Se estimo la actividad enzimatica de la B-Glucosidasas en suelo segun el método de Eivazi
y Tabatabai (1988). EI método se basa en la determinacion colorimétrica del p-nitrofenol
obtenido por la accion de la B-glucosidasa después de incubar el suelo con el sustrato B-D-
glucopiranosido en medio tamponado ajustada a un pH 6. La incubacién se llevé acabo a 37
°C durante 1 hora y el p-nitrofenol liberado se extrajo por filtracion después de la adicion
de CaCl, y tampon THAM ajustado a un pH 12. Después se registrd la absorbancia a una
longitud de onda de 405 nm. La actividad de la B-galactosidasa y B-glucosidasa se expresé

en pg de p-nitrofenol gt h™.
7.6.4. Arilsulfatasa

Se estim0 la actividad enzimatica de la Arilsulfatasa en suelo segin el método de Tabatabai
y Bremner, 1970. En este método se utiliza la capacidad hidrolitica de la enzima sobre un
sustrato artificial:  p-nitrofenilsulfato cuyo producto, p-nitrofenol, se evalla
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 420 nm en un medio fuertemente
basico, condiciones bajo las que se desarrolla un intenso color amarillo. La actividad de la

arilsulfatasa se expresé en pg de p-nitrofenol g h™.
7.6.5. Fosfatasa

Se estimo la actividad enzimatica de la Arilsulfatasa en suelo segin el método de Tabatabai
and Bremner, 1969; Elvazi and Tabatabai, 1977. EI método se basa en la determinacion
espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado cuando el suelo es incubado a 37°C 1 h con
disolucién tamponada de p-nitrofenilfosfato. Es método también toma en cuenta el hecho

de que las disoluciones alcalinas de este compuesto tienen color amarillo. Se leyo la
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absorbancia a una longitud de 405 nm. La actividad de la fosfatasa se expresé en p-

nitrofenol g™t h™.
7.7. Analisis Estadistico

El analisis de normalidad (Test de Shapiro-Wilk) indico que los datos no se ajustaron a una
distribucion normal. Debido a esto, se realizaron bases de datos en Excel y después se
realizaron cuadros donde se presentaron estadisticas descriptivas (Mediana, minimo y
maximo). Se determiné el porcentaje de inhibicion utilizando la férmula propuesta por
Kucharski et al., 20009:

A
In= (—— 1) 100

Dénde:

In: % de inhibicion.

A: Actividad enzimatica en suelo contaminado.

Ag: Actividad enzimética en suelo control (no contaminado).

Para verificar si existian diferencias entre sitios (contaminado vs referencia) por variable, se
utilizé la U Mann-Whitney. Con el fin de encontrar si existe alguna diferencia entre los
valores encontrados de cada variable por municipio se utiliz6 el andlisis de Kruskal-Wallis.
Las graficas se realizaron con ayuda del software GraphPad Prism Version 6. Para
encontrar si existe algun tipo de asociacién entre las variables de exposicidn (contaminantes
ambientales) y de efecto (Caracteristicas fisicas y quimicas) se realizaron correlaciones
maultiples. Este andlisis se realizd con el software Statistica Version 10 de Statsoft
(STATISTICA. 1993. StatSoft, Tulsa, USA.). Por dltimo se realizO un analisis
multivariable (Modelamiento linear basado en distancia-DistLM) entre la actividad
bioldgica (Deshidrogenasa, Ureasa, Galactosidasa, Glucosidasa, Fosfatasa y Arilsulfatasa)
y las variables confusoras (As, Cd, Cu, Mn, Pb, Zn, % arcilla, pH, CE y MO) para este
analisis se utilizo el software PRIMER 6 Version 6.1.18 & PERMANOVA Version 1.0.8.
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CAPITULO 6

8. DISCUSION Y RESULTADOS

8.1.  Analisis de metales pesados

Los metales tienen una densidad mayor o igual a 5 g/cm?, algunos de estos metales como
Cu, Zn y Mn son esenciales para el mantenimiento de la vida y participan en el crecimiento
y metabolismos microbianos. Algunos otros metales no se les conoce alguna funcion
bioldgica por lo tanto representan un riesgo toxico para la biota del suelo, en este grupo se
encuentra el Au, Ag, Pb y Cd. Estos elementos suelen representar una alta toxicidad para
las plantas, microorganismos, enzimas presentes en el suelo afectando de esta manera la
salud del suelo (Cafiizares-Villanueva, 2000). En los cuadros 3, 4, 5y 6 se presenta el

resumen estadistico de las concentraciones registradas en los sitios muestreados.
8.1.1. Cerro de San Pedro

En los sitios de referencia se registro la presencia de Mn Pb y Zn y en el sitio contaminado
se registrd la presencia de As, Cu, Mn, Pb, Zn, las concentraciones obtenidas se presentan
en el Cuadro 3. Se observd mayor concentracion de Mn (p<0.01), Pb (p<0.01) y Zn
(p<0.01) en los sitios catalogados como contaminados con respecto a los sitios de
referencia. En el caso del As y Cu no se realizé el analisis estadistico debido a que en el
sitio de referencia no se obtuvieron valores, mas bien se obtuvo no detectables. EI Pb y Zn
registraron las mayores concentraciones en el sitio contaminado (Cuadro 3). El Pb es un
elemento que no tiene alguna funcion bioldgica y el Zn es un elemento esencial para las
plantas y animales, pero en alta concentracién suele tener un efecto toxico (OMS, 2015;
Osman, 2013 y Reinhold, 1975). Este sitio ha sido objeto de estudio debido a la presencia
de Elementos Potencialmente Téxicos (EPT), Rodriguez (2011), registrd concentraciones
medias de Pb de 31 a 37,364 mg/Kg, As de 1 a 43,228 mg/Kg, Cd de 0.2 a 54 mg/Kg, Cu
de 6 a 603 mg/Kg, Zn de 32 a 5,053 mg/Kg y Mn de 75 a 1,261 mg/Kg en suelo. Esta
informacion indica una relacion de concentraciones altas en los sitios en donde se sentaron

haciendas de beneficio. Otro estudio realizado por Ortega (2012), en Cerro de San Pedro
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reporta concentraciones de As de 216.9 mg/Kg que superan la Norma Oficial Mexicana de
uso agricola la cual es de 22 mg/Kg, para Cd encontr6 una concentracion media de 19
mg/Kg solo en algunos puntos de muestreo se superé la Norma Oficial Mexicana de uso
agricola/residencial que es de 37 mg/Kg y por ultimo el Pb registr6 1,726 mg/Kg el cual
superd la Norma oficial Mexicana para uso agricola/residencial que es de 400 mg/Kg. Se
creé que las actividades metallrgicas realizadas por mas de 400 afios en Monte Caldera,
son la principal causa del aumento de las concentraciones de Elementos Potencialmente
Téxicos (EPT), debido a que el método de procesamiento de los metales en bruto se
realizaba a través de haciendas de beneficio que consistia en la separacion del metal de la
piedra principalmente por el método de patio en el cual se utilizaba sulfato de cobre o

|74

magistral™ y mercurio; y el método de toneles y cloruracion, aqui se utilizaban cedazos

metalicos, sal, mercurio y hierro (Gamez, 2004).

Cuadro 3 Concentracién de metales pesados en una localidad de Cerro de San Pedro.

Cerro de San Pedro

Dardmet Referencia Contaminado
arametro
(n=25) (n=25)
1,483.2
As (mg/kg) N.D. (128.7 — 3,028.0)
Cd (mg/ko) N.D. N.D.
128.3
Cu (mg/kg) N.D. (6.5 - 286.8)
583.3 258.5*
Mn (mg/kg) (454.5 - 862.5) (25.0 —1,763.1)
65.7 6,485.1%*
Pb (mg/kg) (34.5 - 100.6) (1,124.5 - 18,537.8)
20 (malka) 92.4 3,509.2%*
9’9 (77.6 - 113.7) (360.7 — 17,080.1)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**, N.D.: No detectable.

8.1.2. Charcas

En el municipio de Charcas, en el sitio catalogado como referencia solo se registrd la
presencia de Mn, Pb y Zn y en el sitio catalogado como contaminado se registré la
presencia de Cd, Cu, Mn, Pb y Zn, en el Cuadro 4 se muestran las concentraciones

obtenidas por tipo de sitio. Se encontr6 que los valores de Cd, Cu, Mn (p<0.01), Pb
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(p<0.01) y Zn (p<0.01) presentaron concentraciones elevadas en el sitio contaminado con
respecto al sitio de referencia. Solo no se realizd el andlisis estadistico en Cd y Cu debido a
que se obtuvieron valores no detectables en el sitio de referencia. Las mayores
concentraciones registradas en el sitio contaminado fueron de Zn y Pb (Cuadro 4). El Pb es
un elemento de cual no se tiene registrado que realice alguna funcién bioldgica y el Zn es
un elemento esencial para las plantas y animales, pero en alta concentracion suele tener un
efecto toxico (Reinhold, 1975; Osman, 2013; OMS, 2015). Al tomar en cuenta las
concentraciones medias en la corteza continental encontramos que el As es de 2 mg/Kg
(Mérquez, 2008), para Cu es de 100 mg/Kg, el Pb es de 15 mg/Kg, el Mn es de 350 a 2,000
mg/Kg y por ultimo el Zn es de 10 a 300 mg/Kg, y las concentraciones medias de suelos de
diferentes sitios del mundo para As es de 7 mg/Kg, para Cd es de 0.4 mg/Kg, en el caso del
Cu es de 39 mg/Kg, el Mn es de 488 mg/Kg, el Pb es de 27 mg/Kg y el Zn muestra
concentraciones de 70 mg/Kg (Kabata-Pendias, 2011), observamos que los valores
obtenidos en el sitio contaminado son superiores. Esto nos indica que las actividades
metallrgicas presentes en este poblado han ocasionado el aumento de los Elementos
Potencialmente Toxicos. Debido a que los procesos de separacion del metal de la piedra

74
I

(patio, toneles y cloruracion) utilizaba sulfato de cobre o magistral™, mercurio, cedazos

metélicos, sal, y hierro (Gamez, 2004).

Cuadro 4 Concentracion de metales pesados en una localidad de Charcas.

Charcas
Parametro Referencia Contaminado
(n=25) (n=25)
As (mg/kg) N.D. N.D.
455.1
Cd (mg/kg) N.D. (6.0 - 695.2)
9,095.8
Cu (mg/kg) N.D. (6.5 — 13,927.5)
844.3 3,092.6%*
Mn (mg/kg) (716.1 - 1,027.2) (716.0 - 3,898.9)
32.7 34,128.4**
Pb (mg/kg) (19.4 - 42.8) (153.5 — 43,201.7)
20 (mgka) 104.0 68,070.1%*
9’<g (82.8 - 119.8) (400.9 — 95,892.7)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**, N.D.: No detectable.
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8.1.3. Cedral

En el municipio de Cedral, en el sitio de referencia se registro la presencia de As, Mn, Pby
Zn y en el sitio contaminado se encontré Cd, Cu, Mn, Pb y Zn, las concentraciones
obtenidas se muestran en el Cuadro 5. Se determiné que las concentraciones de Cd, Cu, Mn
(p<0.01), Pb (p<0.01) y Zn (p<0.01) estan elevadas en el sitio contaminado con respecto al
sitio de referencia y la concentracion de As esta elevada en el sitio de referencia con
respecto al contaminado. Para el Cd y Cu no se realiz6 el andlisis estadistico debido a que
se obtuvieron no detectables en los sitios de referencia. Las concentraciones mas altas las
registré el Pb y Zn en el sitio contaminado (Cuadro 5). Del Pb no se tiene registro de que
cumpla alguna funcién biolégica importante y el Zn es un elemento esencial para las
plantas y animales, en altas concentraciones suelen ser toxicos (OMS, 2015; Osman, 2013 y
Reinhold, 1975). En este sitio Flores-Ramirez et al., (2011), realizaron un estudio en el cual
tomo 49 muestras de polvo en las cuales encontrd concentraciones de 98 a 4,225 mg/Kg de
Plomo. Flores-Ramirez et al. (2011), menciona que las altas concentraciones de plomo son
causadas por los pasivos mineros histéricos existentes en Cedral. Se sabe que las haciendas
de beneficio procesaban los metales en bruto a través del método de patio (amalgamacién
con mercurio) (Flores-Ramirez et al., 2011). Este método genero residuos y estos residuos
fueron apilados en dos sitios conocidos como: “El caballo” y “Jestis Maria” (Morton-
Bermea et al., 2015). Por lo tanto se creé que las elevadas concentraciones de Elementos
Potencialmente Tdxicos registradas en Cedral son producto de los procesos metalirgicos
Ilevados a cabo en las haciendas de beneficio.

Cuadro 5 Concentracion de metales pesados en una localidad de Cedral.

Cedral
Parametro Referencia Contaminado
(n=25) (n=25)
28.2
As (mg/kg) (3.5 - 49.7) N.D.
6.0
Cd (mg/kg) N.D. (6.0 - 309.3)
1,828.9
Cu (mg/kg) N.D. (1,107.5 — 2,619.7)
701.7 4,165.1**
Mn (mg/kg) (482.1 - 879.0) (1,870.4 — 6,218.4)
Pb (mg/kg) 26.3 8,272.3%*
( )|
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(8.0-55.7) (5,814.6 — 10,108.0)
Zn (malka) 113.6 4,530.4%
9’g (101.0 - 138.6) (3,109.3 — 7,277.4)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**, N.D.: No detectable.

8.1.4. VilladelaPaz

En el municipio de Villa de la Paz se encontro la presencia de As, Mn, Pb 'y Zn en el sitio
de referencia y se registrd la presencia de As, Cu, Mn, Pb y Zn en el sitio contaminado, las
concentraciones obtenidas se muestran en el Cuadro 6. Se observo una elevada (p<0.01)
concentracion de As, Mn, Pb y Zn en el sitio catalogado como contaminado con respecto al
sitio de referencia. Solo en el caso de Cu no se realizo el andlisis estadistico debido a que
en el sitio de referencia se obtuvieron valores no detectables. EI As y el Zn registraron las
concentraciones mas altas en los sitios contaminados (Cuadro 6). El As es catalogado como
altamente téxico y tiene la capacidad de inhibir el sistema inmune y dafiar el sistema
nervioso central (ATSDR, 2007). El Zn es un elemento esencial para las plantas y animales
en bajas concentraciones, y en altas suele ser toxico (OMS, 2015; Osman, 2013 y Reinhold,
1975). En la actualidad la zona de Villa de la Paz pertenece al distrito minero Santa Maria
de la Paz. En este lugar se han realizado numerosos estudios como el presentado por:
Gonzalez-Mille (2006), quien reportd las siguientes concentraciones medias + desviacion
estandar en un sitio impactado de este distrito minero: encontr6 222.1 + 53.1 mg/Kg de As,
231.9 + 55.7 mg/Kg de Cu, 204.3 + 80.1 mg/Kg de Pb y 175.4 = 35.9 mg/Kg de Zn.
También encontré que los valores del sitio impactado fueron mas altos que los sitios de
referencia, y el As fue 345 veces mas alto, el Cu 27 veces, el Pb 52 veces y el Zn 40 veces.
Chiprés, (2008), encontr6 concentraciones de metales pesados de interés ambiental
relacionados con el panorama geoquimico del altiplano. Al comparar el horizonte “A”
contra el horizonte “C” encontr6 un aumento de la concentracion de estos metales en el
horizonte “A” mostrando los siguientes rangos de concentraciones: As 4 a 324 mg/Kg, Cd
de 0.18 a 10.35 mg/Kg, Cu de 6.8 a 828 mg/Kg, Mn de 27 a 1,560 mg/Kg, y Zn de 7 a 506
mg/Kg con respecto al horizonte “C” As 1 a 351mg/Kg, Cd de 0.01 a 4.97 mg/Kg, Cu de
1.6 a 383 mg/Kg, Mn de 2.5 a 850 mg/Kg, y Zn de 1 a 434 mg/Kg. Marquez (2008),
determino las concentraciones totales de As (13,443.4 mg/Kg), Cd (397.6 mg/Kg), Fe
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(22,983.3 mg/Kg), Cu (201.33 mg/Kg), Pb (1,301.7 mg/Kg) y Zn (8,236.7 mg/Kg) en el
distrito minero de Villa de la Paz. Méarquez (2008), también menciona que el As y Pb
presenta concentraciones por arriba de la Norma Oficial Mexicana de uso
agricola/residencial (As 22 mg/Kg y Pb 400 mg/Kg), lo cual considera que es un grave
riesgo para la poblacion. En este distrito minero se encuentra un yacimiento tipo skarn de
Pb-Zn-Ag (Cu-Au), en este lugar existen dos diferentes tipos de mineralizacion: una mena
de Pb-Zn-Ag y otra de Cu-Au (Zn) (Razo, 2002, Chiprés, 2008). La actividad metaldrgica
llevada a cabo por méas de 200 afios probablemente sea la fuente de las concentraciones
altas de Elementos Potencialmente Téxicos los cuales han generado a lo largo de este
periodo una contaminacién en suelo, agua y sedimento (Razo, 2002, Chiprés, 2008).

Cuadro 6 Concentracion de metales pesados en una localidad de Villa de la Paz.

Villa de la Paz

Parametro Referencia Contaminado
(n=25) (n=25)
10.6 7,188.2**
As (mg/kg) (3.5-31.9) (3.5 -28,274.0)
Cd (mg/ko) N.D. N.D.
1,456.6
Cu (mg/kg) N.D. (208.1 - 2,345.2)
744.1 3,101.4**
Mn (mg/kg) (586.4 - 862.2) (1,442.5 — 9,615.8)
22.9 1,053.7**
Pb (mg/kg) (4.0 - 47.863) (466.1 — 3,486.4)
Zn (ma/kg) 88.9 3,781.1**
(69.4 - 109.7) (1,165.9 - 13,684.7)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**, N.D.: No detectable.

8.1.5. Comparacion de Sitios

8.1.5.1. As
La mayor concentracion de As por sitio contaminado la mostrd Villa de la Paz seguido por
Cerro de San Pedro, solo en Cedral y Charcas no se encontrd presencia de este metaloide
(Fig. 18). Tomando en cuenta las normas que existen para controlar la concentracion
permitida en el suelo, se encontrd que de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para uso

de suelo agricola/residencial de As (22 mg/kg), las concentraciones estan por encima de la
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norma 72 veces en Cerro de San Pedro y en Villa de la Paz 399 veces. Basandonos en las
Guias de Calidad del Medio Ambiente de Canada para As (12 mg/kg) encontramos que las
concentraciones estan 132 veces por arriba de esta norma en Cerro de San pedro y en Villa
de la Paz 732 veces. Si tomamos en cuenta las normas de la NOAA de As (100 mg/kg) para
microorganismos en suelo encontramos que las concentraciones estan 16 veces por encima
en Cerro de San Pedro y en Villa de la Paz 87 veces. Al tomar en cuenta la normativa
existente nacional e internacional observamos que los valores encontrados rebasan de la
mas laxa a la mas rigurosa normativa. Existen diversos estudios que relacionan la actividad
minera con residuos mineros (jales) y altas concentraciones de Elementos Potencialmente
Tbxicos como: Puga et al. (2006), encontraron la presencia de As en el estado de
Chihuahua, México, en donde se localiza una industria minera la cual cuenta con una presa
de jales que cubre una superficie de 140 ha. Este autor realizd determinaciones en un
trayecto alejandose de la zona contaminada y encontré concentraciones de 2,687 ppm en
300 m, 1,566 ppm en 1,200 m y 727 ppm en 2,400 m. Con estos datos determind que entre
mas se alejaba del sitio problema disminuia la concentracion del contaminante en el suelo.
Zhang et al. (2013), realizaron un estudio en tierras de labranza que estan cerca de una
mina de plomo y cinc en China. El autor cuantifico arsénico (19.9 mg/Kg) y encontrd que
existia contaminacion por arsenico en suelo. En los articulos citados anteriormente se puede
observar una asociacion entre el aumento de metales pesados en el suelo con la actividad
minera. Las concentraciones reportadas en este estudio nos indican que los valores
registrados estan por arriba de las normativas, asi como de los valores de fondo de los sitios

y esto probablemente se deba a los residuos mineros presentes en los sitios.
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Figura 15 Concentracién de Arsénico en sitios problema. En el grafico se expresa la mediana y
el rango intercuartil. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) y Villa de la
Paz (VLP). Limite permisible de la norma Estados Unidos (USA), limite permisible de la norma
Canadiense (CAN) y limite permisible de norma Mexicana (MEX).

8.1.52. «d
En el caso del cadmio se encontrd presencia de este metal en los 4 sitios seleccionados,
siendo Charcas el de mayor concentracion seguida por Cedral, Villa de la Paz y Cerro de
San Pedro (Fig. 19). De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para uso de suelo
agricola/residencial de Cd (37 mg/kg), las concentraciones encontradas estan por encima de
la norma 11 veces en Charcas, 1.6 veces en Cedral, 1.1 veces Villa de la Paz y solo Cerro
de San pedro se encuentra cumpliendo esta normativa. Al basarnos en las Guias de Calidad
del Medio Ambiente de Canada de Cd (10 mg/kg), se encontrd que las concentraciones
estan 42 veces por arriba de esta norma en Charcas, 6 veces en Cedral, 4 veces en Villa de
la Paz y 1.7 veces en Cerro de San Pedro. Si tomamos en cuenta las normas de la NOAA de
Cd (20 mg/kg) para microorganismos en suelo, se encontré que las concentraciones estan
21 veces por arriba de la norma en Charcas, 3 veces en Cedral, 2 veces en Villa de la Paz y
las concentraciones encontradas en Cerro de San Pedro no sobrepasan los valores
establecidos por la norma. Al tomar en cuenta la normativa existente nacional e
internacional observamos que los valores encontrados rebasan la normativa en algunos de

los sitios catalogados como problema. Al revisar la literatura en donde se mide la
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concentracion de Elementos Potencialmente Toxicos en suelo se observa una relacion
directa entre el aumento de estos en presencia de actividades mineras o residuos mineros.
Entre los estudios existentes se encuentra el de Lou et al. (2015), quienes encontraron
concentraciones medias de Cd (16.70+1.05 mg/Kg) en suelo, en una mina de Mn
abandonada en Xiangtan, provincia de Hunan, China. Zhang et al. (2013), realizaron un
estudio en tierras de labranza que estan cerca de una mina de plomo y cinc en China. Zhang
et al. (2013), cuantificaron concentraciones medias de cadmio (28.9+24.3 mg/kg) y
determinaron que existe contaminacion por cadmio en suelo. Yao et al. (2010), realizaron
un estudio en la ciudad de Huainan, China, en ese estudio se tomaron muestras de suelo a
una profundidad de 0-20 cm para cuantificar la concentracion media de Cd en tres sitios
mineros: Mina de Datong (0.31+£0.12 mg/kg), Mina Xinzhuangzi (0.51+£0.14 mg/kg) y
Mina Panyi (0.43+0.16 mg/kg); se concluyo que existe contaminacion debido a que los
valores son mas altos que los valores de fondo. Li et al. (2014), analizaron suelos en el
norte del condado de Miyun, Beijin, China, estos suelos fueron tomados en el area donde se
encuentra una mina de oro, al analizar los suelos se encontraron valores de Cd de 0.65
mg/kg’, estos valores estan por arriba de los valores de fondo de esta ciudad lo cual mostré
una contaminacion por este metal. Todos los estudios anteriores concuerdan en que el
aumento de las concentraciones de Elementos Potencialmente Toéxicos debido a la
presencia de actividades metallrgicas ya que estas concentraciones sobrepasan los valores

de fondo.
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Figura 16 Concentracion de Cadmio en sitios problema. En el gréfico se expresa la medianay el
rango intercuartil. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) y Villa de la
Paz (VLP). Limite permisible de la norma Estados Unidos (USA), limite permisible de la norma
Canadiense (CAN) y limite permisible de norma Mexicana (MEX).

8.1.5.3. Cu
Se encontrd presencia de cobre en los 4 sitios seleccionados, siendo Charcas el que

presentd la mayor concentracién, seguido por Cedral, Villa de la Paz y Cerro de San Pedro
(Fig. 20). De acuerdo con la norma Guias de Calidad del Medio Ambiente de Canadé para
Cu (63 mg/Kg), las concentraciones estan 134 veces por arriba de esta norma en Charcas,
28 veces en Cedral, 21 veces en Villa de la Paz y 2 veces en Cerro de San Pedro. Al tomar
en cuenta las normas de la NOAA de Cu (100 mg/Kg) para microorganismos en suelo
encontramos que las concentraciones estan 84 veces por arriba de la norma en Charcas, 17
veces en Cedral, 13 veces en Villa de la Paz y 1.3 veces Cerro de San Pedro. Al tomar en
cuenta la normativa internacional observamos que los valores encontrados rebasan la
normativa en algunos de los sitios catalogados como problema. Estudios realizados con
anterioridad encuentran valores similares y Elementos Potencialmente Tdxicos en zonas
mineras como: Rout et al. (2015), encontraron la presencia de Cu en una mina de carbon de
la India, obteniendo un rango de concentraciones de 23.69 a 83.33 mg/Kg. Sieghardt,

(1990), analizé muestras de suelo de una mina en el area de Carinthia, Australia, las
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muestras de suelo tomadas las tamiz6 con un malla de 2.0-0.2 mm, en esta zona el encontro
concentraciones de 200 mg/Kg de Cu. Yao et al. (2010), realizaron un estudio en la ciudad
de Huainan, China. Se tomaron muestras de suelo a una profundidad de 0-20 cm para
cuantificar la concentracion media de Cu en tres sitios mineros: Mina de Datong
(32.06£5.13 mg/Kg), Mina Xinzhuangzi (43.52+£9.87 mg/Kg) y Mina Panyi (40.28+7.66
mg/Kg), se determinaron que existe un grado de contaminacion debido a que los valores
son mas altos que los valores de fondo. Li et al. (2014), analizaron suelos en el norte del
condado de Miyun, Beijin, China, estos suelos fueron tomados en el area donde se
encuentra una mina de oro, al analizar los suelos se encontraron valores de Cu de 58.30
mg/Kg dicho valor se encuentra por arriba de los valores de fondo de esta ciudad lo cual

indica una contaminacion por este metal.
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Figura 17 Concentracién de Cobre en sitios problema. En el grafico se expresa la mediana y el
rango intercuartil. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) Y Villa de la
Paz (VLP). Limite permisible de la norma Estados Unidos (USA), limite permisible de la norma
Canadiense (CAN) y limite permisible de norma Mexicana (MEX).

8.1.54. Mn
En el caso del magnesio se encontrd presencia de este metal en los 4 sitios seleccionados,

siendo Cedral el de mayor concentracion, seguido por Villa de la Paz, Charcas y Cerro de

San Pedro (Fig. 21). Al basarnos en la norma de la NOAA para Mn (100 mg/Kg) para
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microorganismos en suelo encontramos que las concentraciones estan 41 veces por arriba
de la norma en Cedral, 40 veces en Villa de la Paz, 29 veces en Charcas y 5 veces en Cerro
de San Pedro. Al tomar en cuenta la normativa internacional se observa que los valores
encontrados rebasan la normativa en todos de los sitios catalogados como problema, se
utilizé esta norma debido a que en México no existe normativa para el Mn. Estudios
realizados anteriormente demuestran que podemos encontrar altas concentraciones de
Elementos Potencialmente Toxicos en sitios mineros. Lou et al. (2015), analizaron la
concentracion de metales pesados en una mina de Mn abandonada en Xiangtan, provincia
de Hunan, China, el encontr6 concentraciones de 6,195.53 + 16.66 mg/Kg de Mn en suelos
cercanos a la mina. Sieghardt (1990), analiz6 muestras de suelo de una mina en el rea de
Carinthia, Australia las muestras de suelo tomadas las tamizé con un tamiz de 2-0.2 mm, en
esta zona el encontrd concentraciones de 300 mg/Kg de Mn. En nuestro estudio
encontramos una alta concentraciéon de Mn cuyos niveles superan las normas mexicanas,
canadiense y estadounidense, al comparar los datos obtenidos en los sitios contaminados
con los sitios de referencia se encontr6 una mayor concentracion de Mn. La caracteristica
qgue comparten estos lugares sefialados por Lou et al. (2015) y Sieghardt (1990) son la
actividad minera lo que explica la contaminacion por la presencia de residuos o jales

mineros.
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Figura 18 Concentracion de Magnesio en sitios problema. En el gréfico se expresa la medianay
el rango intercuartil. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) Y Villa de la
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Paz (VLP). Limite permisible de la norma Estados Unidos (USA), limite permisible de la norma
Canadiense (CAN) y limite permisible de norma Mexicana (MEX).

8.1.5.5. Pb
Se encontr6 plomo en los 4 sitios seleccionados, el gradiente de concentracion es: Charcas>
Cedral> Cerro de San Pedro> Villa de la Paz (Fig. 22). De acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana de uso de suelo agricola/residencial de Pb (400 mg/Kg), las concentraciones
encontradas estan por encima de la norma 79 veces en Charcas, 19 veces en Cedral, 18
veces Cerro de San Pedro y 3 veces Villa de la Paz. Al basarnos en las Guias de Calidad del
Medio Ambiente de Canada de Pb (140 mg/Kg), se encontrd que las concentraciones estan
228 veces por arriba de esta norma en Charcas, 56 veces en Cedral, 52 veces en Cerro de
San Pedro y 9 veces en Villa de la Paz. Si se toman en cuenta las normas de la NOAA de
Pb (900 mg/Kg) para microorganismos en suelo encontramos que las concentraciones estan
35 veces por arriba de la norma en Charcas, 8 veces en Cedral, 8 veces en Cerro de San
Pedro y 1 vez en Villa de la Paz. Al tomar en cuenta la normativa existente nacional e
internacional observamos que las concentraciones encontradas sobrepasan las normativas
existentes en los sitios contaminados. Se han realizado estudios en zonas similares a las de
Cerro de San Pedro, Charcas, Cedral y Villa de la Paz como: Puga et al. (2006),
encontraron la presencia de Pb en el estado de Chihuahua, México, en donde se localiza
una industria minera la cual cuenta con una presa de jales que cubre una superficie de 140
ha. Realizé determinaciones en un trayecto alejandose de la zona contaminada, encontrd
concentraciones de 1,115 ppm en 300 m, 1,115 ppm en 1200 m y 823 ppm en 2400 m
determind que entre méas se alejaba del sitio problema disminuia la concentracion del
contaminante en el suelo. Lou et al. (2015), determinaron que existe concentracion de Pb
(596.99 £ 3.65 mg/Kg) en suelo cercano a una mina de Mn abandonada en Xiangtan,
provincia de Hunan, China. Sieghardt (1990), analizé muestras de suelo de una mina en el
area de Carinthia, Australia las muestras de suelo tomadas las tamiz6 con un tamiz de 2.0-
0.2 mm, en esta zona el encontrd concentraciones de 17, 500 mg/Kg de Pb. Zhang et al.
(2013), realizaron un estudio en tierras de labranza que estan cerca de una mina de plomo y

cinc en China. El cuantificé plomo (1,001.7 = 1,080.4 mg/Kg) y determind que existe
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contaminacion por plomo en suelo. Yao et al. (2010), realizaron un estudio en la ciudad de
Huainan, China. Se tomaron muestras de suelo a una profundidad de 0-20 cm para
cuantificar la concentracion de Pb en tres sitios mineros: Mina de Datong (44.75 + 7.83
mg/Kg), Mina Xinzhuangzi (42.58 + 13.81 mg/Kg) y Mina Panyi (52.93 + 17.72 mg/Kg),
se determin0 que existe un grado de contaminacién debido a que los valores son mas altos
que los valores de fondo. Li et al. (2014), analizaron suelos en el norte del condado de
Miyun, Beijin, China, estos suelos fueron tomados en el area donde se encuentra una mina
de oro, al analizar los suelos se encontraron valores de Pb de 109.0 mg/Kg, estos valores
estan por arriba de los valores de fondo de esta ciudad, lo cual mostré6 contaminacién por
este metal. Con estos estudios se demuestra que es comun encontrar concentraciones

elevadas de Elementos Potencialmente Toxicos en zonas con actividad minera.
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Figura 19 Concentracion de Plomo en sitios problema. En el grafico se expresa la mediana y el
rango intercuartil. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) Y Villa de la
Paz (VLP). Limite permisible de la norma Estados Unidos (USA), limite permisible de la norma
Canadiense (CAN) y limite permisible de norma Mexicana (MEX).

8.1.5.6. Zn
En el caso del cinc se encontrd presencia de este metal en los 4 sitios seleccionados. Siendo

Charcas el de mayor concentracion seguido por Villa de la Paz, Cerro de San Pedro y

Cedral (Fig. 23). De acuerdo con la norma Guias de Calidad del Medio Ambiente de
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Canadé de Zn (200 mg/Kg) se encontrd que las concentraciones estan 327 veces por arriba
de esta norma en Charcas, 25 veces en Villa de la Paz, 25 veces en Cerro de San Pedro y 23
veces en Cedral. Si tomamos en cuenta las normas de la NOAA de Zn (100 mg/Kg) para
microorganismos en suelo encontramos que las concentraciones estan 655 veces por arriba
de la norma en Charcas, 51 veces en Villa de la Paz, 51 veces en Cerro de San Pedro y 47
veces en Cedral. Al tomar en cuenta la normativa internacional observamos que los valores
encontrados rebasan las normas en los sitios catalogados como problema. Puga et al.
(2006), encontro la presencia de Pb en el estado de Chihuahua, México, en donde se
localiza una industria minera la cual cuenta con una presa de jales que cubre una superficie
de 140 ha. Este autor realiz6 determinaciones en un trayecto alejandose de la zona
contaminada, y encontrd concentraciones de 1,836 ppm en 300 m, 1,787 ppm en 1200 m y
1,064 ppm en 2400 m; con estos datos determind que entre mas se alejaba del sitio

problema disminuia la concentracion del contaminante en el suelo.

La presencia de un determinado elemento toxico generado mediante la actividad minera
generalmente es indicador de otro u otros elementos toxicos. Rout et al. (2015),
encontraron concentraciones de Cu en una mina de carbon de la India, obteniendo
concentraciones media de 75.97 mg/Kg. Lou et al. (2015), encontraron concentraciones
totales de Zn de 621.84 mg/Kg, en suelo en una mina de Mn abandonada en Xiangtan,
provincia de Hunan, China. Sieghardt (1990), analiz6 muestras de suelo de una mina en el
area de Carinthia, Australia, las muestras de suelo tomadas las tamizé con un tamiz de 2-0.2
mm, en esta zona el encontrd concentraciones de 8, 900 mg/Kg de Zn. Zhang et al. (2013),
realizaron un estudio en tierras de labranza que estan cerca de una mina de plomo y zinc en
China. Zhang et al. (2013), cuantificaron concentraciones medias de cinc (461 mg/kg) y
determind que existe una contaminacién por plomo en suelo. Esta informacion muestra la
asociacion de los Elementos Potencialmente Toxicos con las actividades mineras

basandonos en los estudios realizados en estas zonas.
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Figura 20 Concentracion de Zinc en sitios problema. En el gréafico se expresa la mediana y el
rango intercuartil. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) Y Villa de la
Paz (VLP). Limite permisible de la norma Estados Unidos (USA), limite permisible de la norma
Canadiense (CAN) y limite permisible de norma Mexicana (MEX).
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8.2. Propiedades Fisicoquimicas

Las propiedades fisicas y quimicas del suelo pueden influir sobre la toxicidad de los
elementos traza. El impacto de estos metales sobre el suelo y sus consecuencias sobre la
biota depende de la cantidad del metal y la forma quimica al igual que algunas propiedades
que pueden influir en el medio como el contenido de materia organica, arcilla y el pH
(Acosta y Tabatabai, 2000, Adamo et al., 2006).

8.2.1. Cerro de San Pedro

Las propiedades fisicoquimicas del suelo del sitio contaminado con respecto al de
referencia muestran diferencias importantes. Los niveles de arcilla, MO Y pH en los sitios
contaminados fueron significativamente menores en los sitios contaminados con respecto a
los sitios de referencia. En el caso de la CE (p<0.01) en el sitio contaminado fue
considerablemente mayor con respecto al sitio de referencia. Se sugiere que existe una
tendencia a un menor contenido de materia organica en el sitio contaminado con respecto al
sitio de referencia. Para la CE observamos que el sitio de referencia tiene una salinidad muy
ligera y el sitio contaminado es similar pero existe un aumento en la CE (Cuadro 8).
Rodriguez, 2011 registré un rango de CE de 0.116-1.003 ds/m en una zona impactada por
metales en Cerro de San Pedro. Se encontré una acidificacion en el suelo, determinando
que el pH en el sitio de referencia es medianamente alcalino y en el sitio contaminado
obtuvimos un pH fuertemente acido Rodriguez, 2011 midid el pH en este sitio encontrando
valores de 4.5-8.1 de esta manera observando que el rango va de &cidos a alcalinos.

Cuadro 7 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo en una localidad de Cerro de San Pedro.

Cerro de San Pedro

Paramet Referencia Contaminado
arédmetro
(n=25) (n=25)
. 16.0 10.0**
Arcilla (%) (12.0 - 22.0) (6.0 - 16.36)
3.897 1.927**
0,
MO (%) (2.031 - 5.138) (1.086 - 3.580)
CE (ds/m) 0.089 1.357**
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(0.051 - 0.308) (1.015 - 4.25)
o 8.340 4.40%
P (7.470 - 8.700) (15-6.7)
Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**

8.2.2. Charcas

Observamos diferencias de las propiedades fisicoquimicas, se encontré una menor cantidad
de arcilla, MO y pH (p<0.01) en los sitios contaminados con respecto a los sitios de
referencia. En el caso de la CE (p<0.01) en el sitio contaminado se elevd
considerablemente con respecto al sitio de referencia. Se determind que existe un
empobrecimiento de MO ya que encontramos en el sitio de referencia un nivel alto y en el
sitio contaminado un nivel medio. Para la CE observamos que el sitio de referencia tiene
una salinidad muy ligera y el sitio contaminado es similar pero existe un aumento en la
salinidad. Se encontré que el sustrato muestreado (residuos mineros) de esta zona ha
sufrido cambios, determinando que el pH en el sitio de referencia es medianamente alcalino
y en el sitio contaminado obtuvimos un pH similar. Sin embargo se logra observar una
ligera disminucién, aunque significativa, de este parametro en el sitio contaminado.
(Cuadro 9).

Cuadro 8 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de una localidad de Charcas.

Charcas
Darémet Referencia Contaminado
arametro
(n=25) (n=25)
_ 24.0 8.0%*
0,
Arcilla (%) (22.0 - 30.0) (4.0 - 46.0)
4.634 2.819**
MO (%) (4.294 - 5.190) (2.053 - 4.461)
0.062 0.844**
CE (ds/m (0.050 - 0.140) (0.111 - 2.451)
Ny 8.40 7.60**
P (7.70 - 8.60) (7.30 - 8.10)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**
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8.2.3. Cedral

Las propiedades fisicoquimicas determinadas indican diferencias en las propiedades fisicas
y quimicas en el sitio contaminado. Se encontr6 una diferencia significativa en la arcilla,
MO y pH (p<0.01) lo cual nos indica que existe una menor cantidad de arcilla, MO y pH en
los sitios contaminados con respecto a los sitios de referencia. En el caso de la CE (p<0.01)
en el sitio contaminado se elevd considerablemente con respecto al sitio de referencia. Se
determiné que existe un empobrecimiento de materia organica ya que encontramos en el
sitio de referencia un nivel alto y en el sitio contaminado un nivel bajo. Para la CE
observamos que el sitio de referencia tiene una salinidad muy ligera y el sitio contaminado
es similar pero existe un aumento en la salinidad. Se determind que el pH en el sitio de
referencia es fuertemente alcalino y en el sitio contaminado obtuvimos un pH
medianamente alcalino (Cuadro 10). En base a estos resultados observamos que el sustrato

muestreado (Residuos mineros) de esta zona ha sufrido cambios importantes.

Cuadro 9 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de una localidad de Cedral.

Cedral
Darémet Referencia Contaminado
arametro
(n=25) (n=25)
_ 18.36 6.360**
0
Avrcilla (%) (2.0 - 22.0) (1.640 - 16.360)
3.715 0.489**
MO (%) (3.198 - 4.824) (0.331 - 2.957)
0.064 0.739**
CE (ds/m (0.053 - 0.128) (0.435 - 1.035)
H 8.60 8.0%*
P (8.50 - 9.00) (7.90 - 8.10)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**

8.2.4. Villa de la Paz

Las propiedades fisicoquimicas obtenidas en Villa de la Paz indican que existen diferencias
en los sitios contaminados con respecto al sitio de referencia, se encontraron diferencias

significativas en la cantidad de arcilla, MO y pH (p<0.01) lo cual nos indica que hay una
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menor cantidad de arcilla, MO y pH en los sitios contaminados con respecto a los sitios de
referencia. En el caso de la CE (p<0.01) en el sitio contaminado se elevd
considerablemente con respecto al sitio de referencia. Se determind que existe un
empobrecimiento de materia organica ya que encontramos en el sitio de referencia un nivel
alto y en el sitio contaminado un nivel medio. Para la CE observamos que el sitio de
referencia tiene una salinidad muy ligera y el sitio contaminado es similar pero existe un
aumento en la salinidad. Se determiné que el pH en el sitio de referencia es medianamente
alcalino y en el sitio contaminado obtuvimos un pH similar. Sin embargo se logra observar

una ligera disminucion de este parametro en el sitio contaminado. (Cuadro 11).

Cuadro 10 Caracteristicas Fisicoquimicas del suelo de una localidad de Villa de la Paz.

Villa de la Paz

Darémet Referencia Contaminado
arametro
(n=25) (n=25)
) 26.360 6.360**
0,
Avrcilla (%) (20.36 - 28.36) (3.640 - 25.640)
3.831 2.029**
MO (%) (2.950 - 7.030) (1.207 - 11.613)
0.058 0.708**
CE (ds/m (0.048 - 0.085) (0.225 - 1.225)
o 8.40 7.80%*
P (8.30 - 8.60) (7.10 - 8.20)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**

8.2.5. Comparacion de sitios

8.2.5.1. Arcilla

Se encontrd que el porcentaje de arcilla de los sitios de referencia esta entre el 2 y el 30 %
mostrandonos que el mayor porcentaje en promedio lo tienen en el siguiente orden Villa de
la paz> Charcas> Cedral> Cerro de San Pedro. Los porcentajes de arcilla obtenidos para los
sitios impactados muestran claras diferencias, estos valores se encuentran entre 1.6 a 46.0
%, el estudio nos arrojé los siguientes resultados Charcas> Cerro de San Pedro> Villa de la
Paz> Cedral. Y se encontré un empobrecimiento de la fraccion de arcilla en los sitios

contaminados que va de 37% en Cerro de San Pedro hasta 64% en Villa de la Paz (Fig. 24).
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Si hablamos de los metales las arcillas pueden hacer que la toxicidad del metal sea baja. Se
ha demostrado que los coloides del suelo pueden ayudar al control de los metales pesados
debido a la unidn arcilla-metal esta union evita la movilidad de este complejo en el suelo y
en la solucion del suelo (Chibuike and Obiora, 2014). ElI Cr y el Cu pueden formar
agregados con las arcillas. Los silicatos estratificados extensibles de la arcilla pueden tener
un papel importante en los sedimentos y suelos contaminados ya que actlan como
reservorios de Cr y Cu (Adamo et al., 2006). Mecanismos de intercambio catidnico,
adsorcion, fuerzas de Van Der Waals, enlaces idnicos o hidrofébicos pueden mantener las
enzimas y los metales en las superficie de arcillas (Zimmerman and Mi-Youn, 2011),
considerando lo anterior es posible que las propiedades anteriores reduzcan la toxicidad de
los metales pesados en el suelo. En nuestro caso encontramos que mas del 90 % de los
suelos son franco arenosos lo que indica que existe una porcentaje bajo de arcilla. La arena
actlia de manera contraria a la arcilla debido a que tienen una capacidad de retencion muy
baja y esto permite que los metales pesados pasen al medio acuoso o se filtren quedando
mas disponibles en el medio y de esta manera se causa una mayor toxicidad que inhibe a la
actividad enzimatica. Un ejemplo de esto lo propone Dar (1996), quien realizd un
bioensayo adicionando Cd a dos tipos de suelo diferentes y encontrd que existia una mayor
inhibicion de la actividad enzimatica en suelo franco arenoso que en franco arcillosos. El
Pb es un metal que se puede oxidar lentamente y tiene capacidad de formar carbonatos, asi
como puede ser fijado por las arcillas, hidroxidos y materia organica del suelo (Kabata-
Pendias, 2011).
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Figura 21 Porcentajes de arcilla en sitios problema. En el gréfico se presenta la mediana, el
rango intercuartil y el porcentaje dentro de las barras indica el decremento con respecto al sitio
de referencia. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el
analisis Kruskal Wallis. Cerro de San pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) y Villa de la
Paz (VLP).

8.2.5.2. Materia Orgdnica

Se encontro en los sitios de referencia valores que van del 2.0 al 7.0 %, determinando un
mayor porcentaje en promedio de MO en: Charcas> Villa de la Paz> Cerro de San Pedro>
Cedral. También se observé un decremento de la MO en los sitios impactados en estos
lugares, con intervalos que van desde 0.3 al 11.6 %. Los mayores porcentajes en promedio
fueron de Charcas> Villa de la Paz> Cerro de San Pedro> Cedral. Al determinar la
disminucion de la MO en el sitios contaminado con respecto al sitio de referencia
observamos que el sitio con menor disminucion es Charcas con un 37% y el de mayor
Cedral con un 81 % (Fig. 25).

Al igual que la arcilla la materia organica puede ayudar a reducir el efecto de los metales
sobre las enzimas, el intercambio de iones, el atrapamiento de las redes organicas, enlace
ionico o covalente pueden explicar la asociacion estable entre las enzimas y materiales
hdmicos (Zimmerman y Mi-Youn, 2011). La materia organica esta formada por acidos
hamicos (Laren et al., 1996) que aportan una capacidad de intercambio catidénico amplia,

distintos autores han demostrado que el Cr y Cu se asocia principalmente a la materia
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orgénica y las fracciones reducibles y residuales, la interaccion de la materia orgénica con
la formacion de drgano arcillas, puede mejorar la capacidad de adsorcion del suelo para
contaminantes inorganicos. EI Cu y Cr se extrajeron con oxalato de amonio en suelo y
sedimentos, esto nos muestra algun tipo de asociacion o formacion de complejos érgano-
minerales, la cantidad de estos agregados aumentan con el grado de contaminacion del
suelo (Adamo et al., 2006). Se ha demostrado a traves de estudios que agregarle materia
organica al suelo (composta, residuos, hojarasca) puede ayudar a reducir la toxicidad de los
metales pesados en la actividad enzimatica del suelo (Karaca et al., 2006). La materia
orgénica puede considerarse como un reservorio de Pb en sitios contaminados (Kabata-
Pendias, 2011). Se debe de tomar en cuenta que el método de Walkley y Black esta sujeto a
interferencias ocasionadas por componentes del suelo, como: iones cloruros o iones ferroso,
estos pueden reaccionar con el dicromato y de esta manera se puede sobre estimar la
existencia de MO. En este estudio se procesaron todas las muestras por el mismo método,
probablemente hallamos sobre estimado las concentraciones de MO, sin embargo creemos
que la tendencia es la misma ya que en todos los sitios contaminados se observaron valores

bajos de esta variable.
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Figura 22 Porcentaje de Materia Organica en sitios problema. En el gréfico se presenta la
mediana, el rango intercuartil y el porcentaje dentro de las barras indica el decremento con
respecto al sitio de referencia. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida
mediante el anélisis Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) y
Villa de la Paz.
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8.2.5.3. Conductividad eléctrica

Para el caso de la conductividad eléctrica se determin6 que en los sitios de referencia existe
una conductividad baja que va desde 0.048 a 0.053 ds/m, basdndonos en la CE promedio
observamos que los sitios mostraron el siguiente orden: Cerro de San Pedro>
Charcas=Cedral> Villa de la paz. Los sitios contaminados mostraron una mayor
conductividad eléctrica de méas de 10 veces con respecto a los sitios de referencia. Los
valores de CE encontrados en estos sitios van de 0.111 hasta 4.25 ds/m esto nos indica que
tenemos una alta conductividad,. Las conductividades encontradas en los sitios de
referencia no presentan alguna alteracion debido a que tiene un bajo contenido de sales
solubles, sin embargo los sitios contaminados tienen una alta presencia de sales solubles y
al determinar el porcentaje de aumento encontramos rangos de 91 al 93 % de aumento en

los sitios contaminados (Fig. 26).

Los metales pesados al estar en el ambiente pueden formar compuestos y estos compuestos
pueden alterar las propiedades quimicas del suelo como: el arsénico en el ambiente se
combina con oxigeno, cloro y azufre para formar compuestos inorganicos de arsénico. El
cadmio es un elemento que puede forman compuestos en el ambiente y generalmente se
encuentra como mineral combinado con otros elementos tales como oxigeno (6xido de
cadmio), cloro (cloruro de cadmio) o azufre (sulfato de cadmio, sulfuro de cadmio)
(ATSDR, 2009; SEMARNAT, 2009). El comportamiento de esto metales en el ambiente
nos explica del porque la conductividad eléctrica se elevo en los sitios contaminados, esto

debido a la formacion de sales en el suelo.
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Figura 23 Conductividad Eléctrica en sitios problema. En el grafico se presenta la mediana, el
rango intercuartil y el porcentaje dentro de las barras indica el aumento con respecto al sitio de
referencia. Las letras a y b representan la diferencia significativa obtenida mediante el anélisis
Kruskal Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz
(VLP).

8.2.5.4. pH

Al determinar el pH de los sitios de referencia encontramos que va desde 7.4 hasta 9.0 lo
cual nos indica que es medianamente alcalino hasta fuertemente alcalino, se observo que
los sitios més alcalinos en promedio fueron: Cedral> Villa de la Paz> Charcas> Cerro de
san pedro. En los sitios contaminados se observé una acidificacion del suelo ya que se
encontré un pH de 1.5 hasta 8.20 que va desde fuertemente acido hasta medianamente
alcalino, se puede observar que el sitio mas acidificado en promedio es Cerro de San pedro,
este sitio tiene el mayor porcentaje de decremento de la acidez (49%) de los cuatro sitios,
probablemente al drenaje acido de la mina sea la causa debido a que genera una

acidificacion del medio (Fig. 27).

La acidificacion registrada en los jales mineros podria deberse al drenaje acido de mina.
Rodriguez (2011) determiné que existe acidificacion del suelo en el Cerro de San Pedro
encontrando valores de 4.5 a 8.1 que van desde acidos a alcalinos. Uno de los factores que

pueden llegar a afectar el pH del suelo puede ser la erosion, se ha demostrado que la
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erosion es un factor importante en los cambios de pH del suelo. A mayor erosion aumenta
el pH, esto probablemente por una disminucion en la concentracion de hierro, sulfatos y
acidos humicos. (Romero et al., 2009). El tipo de forma quimica del Pb en el suelo esta
mediada por el pH, valores altos ocasionan formas precipitadas de este metal como
hidréxidos, fosfatos y carbonatos lo cual indica que reduce la solubilidad de este elemento
y cuando el pH es bajo la precipitacion decrece y aumenta el intercambio catidnico (Siegel,
2002).
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Figura 24 pH en sitios problema. En el gréfico se presenta la mediana, el rango intercuartil y el
porcentaje dentro de las barras indica el decremento con respecto al sitio de referencia. Las letras
ay b representan la diferencia significativa obtenida mediante el analisis Kruskal Wallis. Cerro
de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP).

8.3.Andlisis de correlacién

Con base en el analisis de correlacidn se puede sefialar que los metales pesados afectan las
propiedades fisicoquimicas del suelo. Los valores de arcilla, MO y pH muestran una
correlacion negativa con relacion a los metales encontrados en los sitios. Esto indica que
algunas propiedades de los suelos presentes sobre los jales mineros como la textura, la
materia organica y pH son diferentes de las de los suelos que no estan expuestos a la
contaminacion. En contraste la conductividad eléctrica se asocié de forma positiva con

todos los metales encontrados en el estudio. Esto indica que los metales promueven la
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elevada conductividad eléctrica en el suelo (Cuadro 12), suponemos que al estar esos
metales en el suelo forman mezclas o compuestos salinos. Observamos que altas
concentraciones de metales pesados y metaloides esta afectando la salud del suelo ya que
pueden persistir durante decenas de afios afectando a largo plazo las propiedades fisicas y
quimicas del suelo. La disminucién de la materia orgénica puede deberse al contenido alto
de metales pesados, debido a que indujeron una acumulacion de C organico, lo que sugiere
una disminucion en el volumen de la materia organica, ya que los metales interfieren en la
mineralizacion de C, que conduce gradualmente a la acumulacion de C organico (Valsecchi
et al., 1995). La modificacion del pH puede deberse al drenaje acido de mina resultado de
una serie compleja de reacciones geoquimicas, principalmente el drenaje &cido de mina es
generado por la pirita, cuando la pirita esta expuesta a la atmosfera en un entorno oxidante,
genera acidificacion del suelo con altas concentraciones de hierro, sulfato y metales
toxicos. La oxidacion de sulfuro y liberacion de metales pesados es un proceso que puede
durar décadas (Gutiérrez-Ruiz et al., 2007; Rios et al., 2007). Los metales pesados al estar
en el ambiente pueden formar compuestos y estos compuestos pueden alterar las
propiedades quimicas del suelo, algunos de estos metales son: el arsénico en el ambiente se
combina con oxigeno, cloro y azufre para formar compuestos inorganicos de arsénico.
(ATSDR, 2009; SEMARNAT, 2009).

Cuadro 11 Analisis de correlacion entre Propiedades Fisicoguimicas y metales pesados.

Parametro As Cd Cu Mn Pb Zn
Arcilla -0.2139  -0.3314 -0.6207 -0.4099 -0.6405 -0.6504
MO -0.2333  -0.2650 -0.6903 -0.4324 -0.6386 -0.6248
CE 0.2311 0.3542 0.6947 0.2731 0.8417 0.7485
pH -0.2426  -0.3491 -0.6900 -0.2971 -0.8096 -0.6945

Para determinar las diferencias significativa se utiliz6 una p< 0.01 para todas las variables.
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8.4.Propiedades Bioldgicas
8.4.1. Cerro de San Pedro

La actividad de las enzimas del suelo fue mayor en los sitios de referencia que en los sitios
contaminados. La actividad de la Deshidrogenasa, Ureasa, B-Glucosidasa y Arilsulfatasa
presentaron una diferencia significativa (p<0.01) entre el sitio contaminado y de referencia.
En cambio la B-Galactosidasa y Fosfatasa no presentaron diferencias significativas (p>0.01)

entre ambos sitios (Cuadro 13).

Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas encontramos que la
que presenta una mayor inhibicion es la Arilsulfatasa> Ureasa> p-Glucosidasa>
Deshidrogenasa. La Arilsulfatasa y la Ureasa son enzimas que poseen una sensibilidad alta

a la mezcla de metales pesados en este sitio (Cuadro 13).

Cuadro 12 Actividad enzimatica por tipo de sitio.

Cerro de San Pedro

Referencia Contaminado Inhibicion
Parametro
(n=25) (n=25) %
Deshidrogenasa 2.112 1.387** 34.3
(nM INTF g*h™) (1.769 - 2.814) (1.357 - 4.007)
Galactosidasa 20.690 15.379 25.6
(nM p-nitrofenol g™ h™") (15.611 - 40.955) (6.532 - 102.233)
Fosfatasa 36.697 39.351 7.2
(nM p-nitrofenol g* h™) (20.167 - 77.652) (20.369 - 106.1320)
Ureasa 62.541 0.728** 98.8
(nNM NH,-N g™ 2h™) (53.592 - 73.155) (0.0 - 25.703)
Glucosidasa 56.142 10.30** 81.6
(nM p-nitrofenol g™ h™) (22.615 - 84.009) (5.088 - 103.777)
Arilsulfatasa 363.229 13.954** 96.1
(nM p-nitrofenol g* h™") (125.997 - 380.0) (1.415 - 34.583)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**
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8.4.2. Charcas

La actividad enziméatica medida en el suelo del municipio de Charcas muestra una mayor
actividad en el sito de referencia que en el sitio contaminado. La actividad de la
Deshidrogenasa, p-Galactosidasa, Fosfatasa, Ureasa, p-Glucosidasa y Arilsulfatasa,
presentaron diferencias significativas (p<0.01) entre sitios contaminados y de referencia. Se
encontrd que la mayor actividad enzimatica en sitios contaminados la obtuvo la Ureasa y la

menor actividad fue de la Deshidrogenasa (Cuadro 14).

Al determinar el porcentaje de inhibicion encontramos que la que presenta una mayor
inhibicién es la Arilsulfatasa> Ureasa> p-Glucosidasa> Fosfatasa> [B-Galactosidasa>
Deshidrogenasa. La Arilsulfatasa y la Ureasa son enzimas que poseen una sensibilidad alta
a la mezcla de metales pesados en este sitio (Cuadro 14).

Cuadro 13 Actividad enzimatica por tipo de sitio.

Charcas
Referencia Contaminado Inhibicién
Parametro
(n=25) (n=25) %
Deshidrogenasa 2.322 1.394** 39.9
(nM INTF g*h™) (2.071 - 2.735) (1.359 - 1.664)
Galactosidasa 11.296 2.914** 74.2
(nM p-nitrofenol g* h™") (7.843 - 23.262) (1.470 - 21.337)
Fosfatasa 50.034 14.805** 70.4
(nM p-nitrofenol g* h™) (39.122 - 64.005) (12.151 - 45.346)
Ureasa 348.089 31.946** 90.0
(nNM NH,-N g™ 2h™) (254.016 - 390.963) (15.713 - 115.613)
Glucosidasa 43.744 4.607** 89.4
(nM p-nitrofenol g™ h™) (32.358 - 54.316) (2.930 - 27.113)
Arilsulfatasa 410.756 7.280** 98.2
(nM p-nitrofenol g* h™") (271.410 - 590.550) (2.224 - 46.313)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**
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8.4.3. Cedral

La actividad enzimatica en el sitio contaminado fue baja comparada con el sitio de
referencia. La actividad de la Deshidrogenasa, p-Galactosidasa, Fosfatasa, Ureasa, f-
Glucosidasa y Arilsulfatasa presentaron diferencias significativas importantes (p<0.01)
entre el sitio contaminado y de referencia, de esta manera evidenciando una menor
actividad enzimaética en el sitio contaminado Se encontr6 que la mayor actividad enzimatica
en sitios contaminados la obtuvo la Ureasa y la menor actividad fue de la Deshidrogenasa
(Cuadro 15).

Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas encontramos que la
que presenta una mayor inhibicion es la Arilsulfatasa> Ureasa> B-Glucosidasa> -
Galactosidasa> Fosfatasa> Deshidrogenasa. La Arilsulfatasa y la Ureasa son enzimas que

poseen una sensibilidad alta a la mezcla de metales pesados en este sitio (Cuadro 15).

Cuadro 14 Actividad enzimatica por tipo de sitio.

Cedral
) Referencia Contaminado Inhibicion
Parametro
(n=25) (n=25) %
Deshidrogenasa 1.814 1.373** 24.3
(nM INTF g*h™) (1.719 - 2.511) (1.339 - 1.605)
Galactosidasa 7.262 3.760** 48.2
(nM p-nitrofenol g* h™) (5.403 - 30.117) (2.283 - 8.823)
Fosfatasa 21.797 14.023** 35.6
(nM p-nitrofenol g™ h™) (16.489 - 55.894) (10.090 - 19.466)
Ureasa 251.968 29.449** 88.3
(NM NH,-N g™ 2h™) (213.015 - 290.854) (4.890 - 68.368)
Glucosidasa 25.968 4.856** 81.3
(nM p-nitrofenol g* h™) (19.113 - 46.001) (3.312 - 15.594)
Arilsulfatasa 126.199 8.494** 93.2
(nM p-nitrofenol g™ h™") (85.144 - 276.264) (1.617 - 21.033)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**
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8.4.4. Villa de la Paz

La actividad de las enzimas en el suelo del sitio de referencia fue mayor con respecto al
sitio contaminado. La enzimas que mostraron diferencias entre el sitio contaminado y de
referencia son: Deshidrogenasa, B-Galactosidasa, Fosfatasa, Ureasa, B-Glucosidasa y
Arilsulfatasa (p<0.01). Haciendo evidente la inhibicion enzimatica en el sitio contaminado
Se encontré que la mayor actividad enzimatica en sitios contaminados la obtuvo la

Fosfatasa y la menor actividad fue de la Deshidrogenasa (Cuadro 16).

Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas encontramos que la
que presenta una mayor inhibicion fue la Ureasa> Arilsulfatasa> B-Glucosidasa> p-
Galactosidasa> Deshidrogenasa> Fosfatasa. La Ureasa y la Arilsulfatasa son enzimas que

poseen una sensibilidad alta a la mezcla de metales pesados en este sitio (Cuadro 16).

Cuadro 15 Actividad enzimatica por tipo de sitio.

Villa de la Paz

Referencia Contaminado Inhibicién
Parametro
(n=25) (n=25) %
Deshidrogenasa 2.154 1.756** 18.4
(nM INTF g*h™) (1.998 - 3.168) (1.635 - 1.829)
Galactosidasa 19.445 4.042** 79.2
(nM p-nitrofenol g* h™") (15.561 - 59.760) (3.030 - 19.262)
Fosfatasa 30.163 29.637 1.7
(nM p-nitrofenol g* h™) (20.719 - 103.612) (17.890 - 74.553)
Ureasa 193.035 0.0%* 100
(nNM NH,-N g™ 2h™) (111.450 - 635.093) (0.0 - 49.221)
Glucosidasa 31.677 4.291** 86.4
(nM p-nitrofenol g* h™) (22.018 - 132.590) (2.997 - 24.607)
Arilsulfatasa 109.818 1.213** 98.8
(nM p-nitrofenol g* h™") (64.313 - 688.638) (0.0 - 47.527)

Mediana (Min-Max), p>0.05*, p<0.01**
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8.4.5. Comparacion de Sitios

8.4.5.1. Deshidrogenasa

Al medir la actividad de la deshidrogenasa se encontrd que los sitios con mayor presencia
fueron Charcas> Villa de la Paz> Cerro de San Pedro> Cedral esto en el caso de las
referencias. Efectivamente en los sitios impactados encontramos una baja actividad de esta
enzima en el siguiente orden Villa de la Paz> Cerro de San Pedro> Charcas> Cedral. Al
determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas por los distintos sitios
muestreados encontramos que la deshidrogenasa presenta una inhibicion del 39.9 % en
Charcas, 34.3 % en Cerro de San pedro, 24.3 % en Cedral y 18.4 % en Villa de la Paz (Fig.
28). Se han reportado estudios donde se demuestra que la presencia de metales pesados
inhibe la actividad enzimatica del suelo. Kucharski et al. (2009), en un ensayo realizado
bajo condiciones de laboratorio descubrieron que el Ni puede causar la inhibicion de la
deshidrogenasa en un 49 %. Se ha encontrado poca literatura sobre inhibicion ocasionado
por metales pesados. Sin embargo en este estudio se encontr6 que el sitio méas afectado fue
Charcas, que mostré6 un 34.3 % de inhibicion. Determinamos que la deshidrogenasa

muestra una sensibilidad baja en presencia de metales como As, Cd, Cu, Mn, Pby Zn.

50 9

40 9

%

30 M

20 9

Inhibicidén

109

Figura 25 Inhibicién de la actividad enzimatica por sitios Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP). n=200.
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Al realizar el analisis multivariado encontramos que el Pb fue el metal que afecté en mayor
medida a la deshidrogenasa mostré, una R%:0.591, lo cual indica que esta variable explica el
comportamiento de la deshidrogenasa. Las variables que presentaron un efecto negativo
fueron: Pb, Zn, Mn y CE. Y las variables que presentaron un efecto positivo fueron: MO y
pH (Cuadrol?7). En la Figura 29 se observa que entre mayor concentracion de Pb la
actividad de la deshidrogenasa comienza a disminuir y entre menor concentracion de Pb la

actividad de la deshidrogenasa comienza a aumentar.

Se han reportado numerosos estudios sobre el comportamiento de esta enzima con los
metales, estos muestran una disminucién de la actividad enzimatica en presencia de
metales. Bartkowiak y Lemanowicz (2014), encontraron una correlacion negativa entre el
Zn (-0.577) y la deshidrogenasa, solo en el caso del Cu no se encontr6 una correlacion. Las
concentraciones reportadas de Cu fueron 1.60 mg/Kg y de Zn fueron 18.58 mg/Kg.
Quilchano y Marafidn (2002), realizaron un estudio en el bosque donde una se dejé sin
arbustos. El resultado fue que la actividad de la deshidrogenasa tiene una correlacion
positiva con pH (0.55, p<0.01). Mocek-Pldciniak (2009), realiz6 un estudio en el cual
observo el efecto del Cu y Pb sobre la actividad de la deshidrogenasa, las muestras fueron
tomadas en hornos de cuba de las Obras de cobre Legnica. Se observd una correlacion
negativa de la deshidrogenasa con Cu (-0.38, p<0.05) y Pb (-0.39, p<0.05). Trevors (1984),
realiz6 un estudio para observar el efecto del pH sobre la actividad de la deshidrogenasa, el
encontrd una correlacion positiva de 0.982. Marzadori et al. (1996), realiz6 un ensayo bajo
condiciones del laboratorio en el cual encontr6 disminucion de la actividad de la
deshidrogenasa causada por la adicidn de Pb, el suelo fue colectado en lItalia. El sitio Porto
Teulada, el control mostré una actividad de 9.2 pg triphenylformazan g™ suelo 24 h™ y el
contaminado con 5,000 pg g suelo de Pb mostré 1.1 ug triphenylformazan g suelo 24 h™
de actividad. D"Ascoli et al. (2006), realizaron un estudio en suelos volcanicos de Italia,
encontré que la deshidrogenasa mostro un coeficiente de correlacidon de Pearson es de 0.41
con respecto al Cu 229.34 + 17.02 mg/Kg. En estos estudios se observa que la actividad de
la deshidrogenasa se ve afectada de manera negativa en presencia de metales y al revisar
nuestros resultados encontramos que altas concentraciones de Pb puede llegar afectar de

manera significativa la actividad de la ureasa.
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Cuadro 16 Modelo lineal basado en distancia (DistLM) para la actividad enzimética de la
Deshidrogenasa.

AIC R’ RSS No Co-variables Pseudo-F  Prop  Cumul Efecto
-221.79 0.690 6152 6 Pb 287.07 0.591 0.591 -
MO 26.02 0.047 0.639 +
Zn 9.72 0.017 0.656 -
Mn 14.63 0.023 0.680 -
pH 4.24 0.006 0.687 +
CE 2.21 0.003 0.690 -

AIC: Criterio de informacion Akaike’s. RSS: Suma residual de errores al cuadrado. Prop:
Proporcional. Cumul: Proporcional acumulada. (-): Efecto inhibidor. (+): Efecto inductor.

Transform: Log(X+1)
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 26 Efecto del Pb sobre la actividad de la Deshidrogenasa.

8.4.5.2. B-Galactosidasa

Al medir la actividad de la B-galactosidasa se encontrd que los sitios con mayor presencia
de esta enzima fueron Villa de la Paz> Charcas> Cedral> Cerro de San pedro esto en el
caso de las referencias, efectivamente en los sitios contaminados encontramos una baja
actividad de esta enzima en el siguiente orden Villa de la Paz> Charcas> Cedral> Cerro de
San pedro. Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas por los

distintos sitios muestreados se encontré que la deshidrogenasa presenta una inhibicion del
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79.2 % en Villa de la Paz, 74.2 % en Charcas, 48.2 % en Cedral y Cerro de San Pedro 25.6
% (Figura 30). Lo cual indica que la mezcla de metales pesados, pH, CE, asi como las
condiciones que existen en Villa de la Paz estan afectado la actividad de la B-Galactosidasa,

seguido por el municipio de Charcas el cual también tiene un alto porcentaje de inhibicién.
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Figura 27 Inhibicién de la actividad enzimatica por sitios, Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP). n=200.

Al observar los resultados que nos arrojo el analisis multivariado encontramos que las
variables que afectaron de manera negativa a la p-galactosidasa fueron: Mn, Cu, pH, Zn,
Pb, CE y Cd y las variables que afectaron de manera positiva fueron: Arcillay MO (Cuadro
18), todas juntas explican el comportamiento de la p-galactosidasa (R*:0.771). En la Figura
31 se observa que la variable que explicé en mayor proporcion el comportamiento de la -
galactosidasa fue Mn. Observamos que entre mayor concentracion de Mn menor actividad
enzimatica y que a menor concentracion de Mn mayor actividad enzimatica. Se puede
observar que existen algunos puntos que no siguen la tendencia pero puede ser debido a que

variables como la MO o la arcilla estén potenciando la actividad de la B-galactosidasa.
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Cuadro 17 Modelo lineal basado en distancia (DistLM) para la actividad enzimética de la
Galactosidasa.

AIC R’ RSS No Co-variables Pseudo-F  Prop  Cumul Efecto
-275.87 0.771 45558 9 Mn 260.88 0.568 0.568 -
Cu 55.82 0.095 0.663 -
pH 23.27 0.035 0.699 -
Arcilla 18.51 0.026 0.725 +
Zn 13.83 0.018 0.743
Pb 8.23 0.010 0.754 -
MO 5.74 0.007 0.761 +
CE 571 0.006 0.768
Cd 2.25 0.002 0.771 -

AIC: Criterio de informacion Akaike’s. RSS: Suma residual de errores al cuadrado. Prop:
Proporcional. Cumul: Proporcional acumulada. (-): Efecto inhibidor. (+): Efecto inductor.

Transform: Log(X+1)
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 28 Efecto del Mn sobre la actividad de la Galactosidasa.

8.4.5.3. Fosfatasa

Al medir la actividad de la fosfatasa en los sitos de referencia se encontré que los sitios con
mayor presencia fueron Charcas>Villa de la Paz> Cerro de San Pedro> Cedral. Y
efectivamente en los sitios contaminados encontramos una disminucién de la actividad de
esta enzima en el siguiente orden Cerro de San Pedro> Villa de la Paz> Charcas> Cedral.

Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas por los distintos sitios
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muestreados encontramos que la fosfatasa presentd una inhibicién de 70.4 % en Charcas,
35.6 % en Cedral, Cerro de San Pedro 7.2 % y Villa de la Paz 1.7 %. Blum y Schwedt,
1998, realizaron un estudio con la Fosfatasa en la cual encontraron que el Cd ocasion6 una
inhibicién del 40 % en esta enzima. El sitio que arrojo mayor porcentaje de inhibicion es
Charcas (Figura 32), esto pudiera ser por la mezcla de metales pesados que existen y que

estan teniendo un efecto toxico con la actividad enzimatica.
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Figura 29 Actividad enzimatica en sitios problema, Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA),
Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP). n=200.

Al realizar el analisis multivariado encontramos que las variables que afectan de manera
negativa a la fosfatasa son Mn, Cu y Pb y de manera positiva As y MO, estas variables
explican el comportamiento de la fosfatasa (R%0.516) (Cuadro 19). En la Figura 33 se
puede observar que en el sitio de referencia, la actividad se ve aumentada cuando existen
bajas concentraciones de Mn y en el sitio contaminado se observa que la actividad se
dispersd probablemente porque el Mn también actué de manera positiva con esta enzima

interactuando con la MO y las arcillas.

Se han reportado estudios donde se relaciona la actividad enzimatica con la presencia de
metales pesados, en los cuales se encontrd que ciertos metales pueden disminuir o aumentar

la actividad enzimatica, algunos de estos estudios se sefialan enseguida: Cerdn y Melgarejo
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(2005), determinaron que los suelos con altas concentraciones de Cadmio, mostraron un
aumento en la actividad metabolica lo cual indica condiciones de estrés de la microflora,
descensos en la biomasa microbiana y en las actividades enzimaticas (fosfatasa alcalina).
Kandeler et al. (2000) descubrieron que la actividad de la fosfatasa, disminuy6 después de
10 afios de contaminacion con diferentes niveles de Zn, Cu y Cd. Mocek-Pldciniak (2009),
realizaron un estudio en el cual observaron el efecto del Cu y Pb sobre la actividad de la
fosfatasa. Las muestras fueron tomadas en hornos de cuba de las Obras de cobre Legnica.
Se observé una correlacion negativa de la deshidrogenasa con Cu (-0.65, p<0.01) y Pb (-
0.59, p<0.01). Kuperman y Carrero (1997), realizaron un estudio en suelos de USA en los
cuales encontraron As (4.8 mg/Kg), Cd (0.20 mg/Kg) Cu (11.0 mg/Kg), Pb (19.4 mg/Kg) y
Zn (50.8 mg/Kg) en un sitio de referencia y un sitio contaminado, encontraron
concentraciones de As (5.64 mg/Kg), Cd (0.88 mg/Kg), Cu (123.6 mg/Kg), Pb (250
mg/Kg) y Zn (222.2 mg/Kg). En el sitio de referencia obtuvieron concentraciones de la
actividad de la fosfatasa de 1.782 g dry wt h™ y en el sitio contaminado 0.402 g'dry wt h’, lo
cual indica un decremento de esta actividad por la presencia de metales pesados. En este
mismo estudio se obtuvieron correlaciones de pearson en las cuales se encontré6 una
correlacion positiva con materia organica (0.946, p<0.0001), y una negativa con pH (-
0.693, p<0.004) y total de metales pesados (-0.254, p<0.003). En este estudios encontramos
que el Mn tiene mayor afectacion sobre la fosfatasa que el Cu, Pb, Zny Cd.

Cuadro 18 Modelo lineal basado en distancia (DistLM) para la actividad enziméatica de la
Fosfatasa.

AIC R’ RSS No Co-variables Pseudo-F  Prop  Cumul Efecto
-134.49 0516 96.148 5 Mn 87.10 0.305 0.305 -
MO 20.36 0.065 0.370 +
As 21.43 0.062 0.432 +
Cu 14.74 0.039 0.472 -
Pb 17.79 0.044 0.516 -

AIC: Criterio de informacion Akaike’s. RSS: Suma residual de errores al cuadrado. Prop:
Proporcional. Cumul: Proporcional acumulada. (-): Efecto inhibidor. (+): Efecto inductor.
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Figura 30 Efecto del Mn sobre la actividad de la Fosfatasa.

8.4.5.4. Ureasa

Al medir la actividad de la ureasa se encontré que los sitios con mayor presencia fueron
Charcas> Cedral> Villa de la Paz> Cerro de San Pedro esto en el caso de las referencia.
Efectivamente en los sitios contaminados encontramos una disminucién de la actividad de
esta enzima en el siguiente orden Charcas> Cedral> Villa de la Paz> Cerro de San Pedro.
Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas por los distintos sitios
muestreados encontramos que la ureasa presenta una inhibicion del 100 % Villa de la Paz,
98.9 % Cerro de San pedro, 90.0 Charcas y 88.3% Cedral (Figura 34).

Se han reportado estudios donde se demuestra que la presencia de metales pesados pueden
inhibir la actividad enzimatica del suelo, Balyaeva et al. (2005), encontraron una inhibicion
de la ureasa de 82.35 y 93.6 % por Zn (8, 100 mg/Kg) en suelos agricolas. Yang et al.
(2009), demostraron que la ureasa se inhibidé un 75.15 % con la presencia de Cd (100
mg/Kg) y Pb (500 mg/Kg) en suelo agricola en un ensayo controlado. Bojeong et al.

(2008), encontrd inhibicién causada por Cu (200 mg/Kg) en la actividad de la ureasa en dos

98

——
| —



“EFECTO DE LOS METALES PESADOS EN SUELO DE JALES MINEROS DE | 201 6
SAN LUIS POTOSI".

tipos de suelo agricola en Arkport (37.73 % de inhibicion) y Hudson (21.55 % de
inhibicion). Bin et al. (2013), observaron una inhibicién de la Ureasa (65.38 %) causado
por Cu (800 mg/Kg) en suelos agricolas. Borowik et al. (2014), realizaron un ensayo en el
cual determind que el suelo utilizado era de textura franco arenoso, determino que la ureasa
puede ser inhibida (74.77 %) por altas concentraciones de Zn (2,400 mg/Kg).Wyszkowska
et al. (2006), encontraron que la actividad de la ureasa en suelo agricola puede verse
inhibida por diferentes mezclas de metales pesados, en la primera solo se agregdé Cu ( 50
mg/Kg) y se encontrd una inhibicion de 34.6%, en la segunda se adicioné Cu (450 mg/Kg)
mostrando una inhibicion del 84.9 %, a la tercera mezcla se adiciond Cu, Zn y Cd (450
mg/Kg) encontrando una inhibicion del 78.3%.

En nuestro estudio se encontrd una mezcla de metales (As, Cd, Cu, Mn, Pb, V' y Zn) con
una elevada concentracion. ElI municipio de Villa de la Paz fue el sitio que mostré una
mayor inhibicion de las enzimas, la mas inhibida fue la ureasa, con valores mayores que
80%, esto nos indica que en estos sitios la concentracién de metales estd afectando de
manera importante la actividad enzimatica edéafica y los procesos en los que interactla esta

enzima, como puede ser el ciclo del nitrégeno.
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Figura 31. % de inhibicion de la ureasa en sitios problema, Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP). N=200.
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Al realizar el andlisis multivariado encontramos que el pardmetro de mayor afectacion en la
ureasa fue la CE, seguido por el As y el Pb, estas variables actian de manera negativa. La
arcilla es una variable que actia de manera positiva para la actividad de la ureasa. Estas
cuatro variables explican el 84 % de los que esta sucediendo en el suelo y como se esta
afectando esta enzima (Cuadro 20). En la Figura 35 se observa que entre mayor CE la
actividad de la ureasa comienza a decrecer. Se han realizado distintos estudios donde se
demuestra que diferentes metales pueden llegar a afectar de manera negativa la actividad
enzimatica de la ureasa. Balyaeva et al. (2005), encontraron que el Zinc disminuyd las
actividades de la ureasa. En el estudio de Ceron y Melgarejo (2005), se determinaron que
los suelos con altas concentraciones de Cadmio, mostraron un aumento en el contenido
metabdlico lo cual indica condiciones de estrés de la microflora, descensos en la biomasa
microbiana y en las actividades enzimaticas ureasa. Kandeler et al., (2000), descubrieron
que las actividad de la ureasa disminuyeron después de 10 afios de contaminacién con
diferentes niveles de Zn, Cu y Cd. Shen et al., (2005), mostraron que el orden de inhibicién
de la actividad de la ureasa en general, disminuyo de acuerdo con la secuencia Cd> Zn>
Mn> Pb. Balyaeva et al. (2005), encontraron una disminucion de la actividad de la ureasa
en suelos agricolas contaminados por Zn, indic6 que la concentracion de Zn era de 8,100
mg/Kg y utilizo un suelo control el cual arrojo una concentracion de ureasa de 3,400+220
nmol NH4*N g* h™ y el suelo contaminado tuvo una concentracién de 600 + 20 nmol
NH4*N g™* h™ demostrando que el Zn puede afectar la actividad de la ureasa. Yang et al.
(2009), realizaron un estudio en suelos agricolas contaminados por plomo (500 mg/kg) y
cadmio (100 mg/kg), utilizaron un suelo control para comparar, encontré que en el suelo
control existfa una actividad de 4.99 + 0.08 nmol NH4"N g™ h y en el suelo contaminado
1.24 + 0.03 nmol NH4*N g* h™ lo cual indica una pérdida de la actividad enzimatica. Bin
et al. (2013), realizaron un ensayo en el cual utilizé suelo agricola contaminado por Cu
(800 mg/Kg). Con la finalidad de comprar se utilizo un suelo control en el cual obtuvo una
actividad enzimatica de 0.026 + 0.003 nmol NH4*N g* h™ y en el suelo contaminado
registrd 0.009 + 0.0008 nmol NH4"N g™ h,
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Cuadro 19 Modelo lineal basado en distancia (DistLM) para la actividad enzimética de la
Ureasa.

AIC R’ RSS No Co-variables Pseudo-F  Prop  Cumul Efecto
-357.67 0.840 31817 4 CE 332.3 0.626 0.626 -
As 227.3 0.200 0.826 -
Pb 8.3 0.007 0.833 -
Arcilla 7.7 0.006 0.840 +

AIC: Criterio de informacion Akaike’s. RSS: Suma residual de errores al cuadrado. Prop:
Proporcional. Cumul: Proporcional acumulada. (-): Efecto inhibidor. (+): Efecto inductor.

Transform: Log(X+1)
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Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 32 Efecto de la CE sobre la actividad de la Ureasa.

8.4.5.5. B-Glucosidasa

Al medir la actividad de la B-glucosidasa se encontré que los sitios con mayor presencia
fueron Cerro de San Pedro> Villa de la Paz> Charcas> Cedral esto en el caso de las
referencias, efectivamente en los sitios impactados encontramos una disminucion de la

actividad de esta enzima en el siguiente orden Cerro de San Pedro> Villa de la Paz>
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Charcas> Cedral. Al determinar el porcentaje de inhibicion de cada una de las enzimas por
los distintos sitios muestreados encontramos que la B-glucosidasa presenta una inhibicion
89.4 % Charcas, 86.4 % Villa de la Paz, 81.3 % Cedral y 81.6 % Cerro de San Pedro
(Figura 36). Jadwiga et al. (2010), realizaron un ensayo en suelo agricola donde encontrd
inhibicion de la B-Glucosidasa la cual indicé un 37.5 % de inhibicion causada por Cu (450
mg/Kg). Borowik et al. (2014), determinaron que la B-Glucosidasa (36.29 %) se ve inhibida
por el Zn (2,400 mg/Kg), el ensayo lo realizd en suelo franco arenoso. Hernandez et al.
(2006), encontraron inhibiciones de la B-glucosidasa de 86.9 % de inhibicion en un suelo
moderadamente contaminado por Zn: 890, Pb: 340, Cd: <0.3., Cu: 3.47 mg/Kg y un 89 %
de inhibicién en un suelo altamente contaminado por Zn: 18,900, Pb: 4,930, Cd: 15.10, Cu:
11.90 mg/Kg. Se determiné que la ureasa es una de las enzimas mas sensibles a la presencia
de metales pesados debido a que arrojé los mas altos porcentajes de inhibicion, lo cual

indica que esta enzima esta siendo afectada de manera importante.
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Figura 33 Actividad enzimatica en sitios problema, Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA),
Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP).n=200.

Al realizar el analisis multivariado nos damos cuenta que las variables que interactian con
la B-Glucosidasa fueron Cu, Mn, As Zn, pH, Pb y CE estas variables actian de manera
negativa para la actividad de esta enzima y las variables como: Arcilla y MO actlan de
manera positiva o beneficiosa. La actividad de la f-Glucosidasa es afectada principalmente

por el Cu la cual explica el 72 % del comportamiento (Cuadro 21), debido a que entre
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mayor concentracién de Cu la actividad de la enzima comienza a disminuir y a menor
concentracion de Cu la actividad de esta enzima aumenta, se puede observar en la Figura 37
que el sitio impactado presenta menor actividad enzimatica y el sitio de referencia presenta

una mayor actividad.

Se han realizado numerosos estudios donde se determina que metales pesados afectan la
actividad de la B-Glucosidasa. Balyaeva et al. (2005), encontraron que el Cinc disminuyo
las actividades de la B-D-glucosidase. En el estudio de Cerén y Melgarejo (2005),
determinaron que los suelos con altas concentraciones de Cadmio, mostraron un aumento
en el contenido metabdlico lo cual indica condiciones de estrés de la microflora, descensos
en la biomasa microbiana y en las actividades enzimaticas B-Glucosidasa. Geiger et al.
(1998), encontraron que el cobre inhibe la actividad B-Glucosidasa. Herndndez et al.
(2006), demostro que la actividad de la B-Glucosidasa puede verse afectada de manera
negativa por concentraciones elevadas en suelo de: Zn: 18,900, Pb: 4,930, Cd: 15.10, Cu:
11.90 mg/Kg obtuvo una concentracién de 0.106 nmol PNP g* h™ y en el sitio control
obtuvo una concentracién de 0.969 nmol PNP g™ h™. Jadwiga et al. (2010), en su estudio
utilizaron suelo agricola contaminado con Cu (450 mg/Kg), midieron la actividad de la B-
Glucosidasa en un suelo control y uno contaminado. El suelo control mostré una actividad
de 709.0 + 28.0 nmol PNP g* h™ y el contaminado 443.0 + 12.0 nmol PNP g™ h™, lo cual
indica que el suelo contaminado esta sufriendo alteraciones por Cu. Borowik et al. (2014),
encontr6 un decremento de la actividad de la B-Glucosidasa en suelo contaminado por Zn
(2,400 mg/Kg). Utiliz6 un suelo control el cual arrojé una actividad de 416.0 nmol PNP g*
h™ y el suelo contaminado mostré una actividad de 265.0 nmol PNP g™ h™. D" Ascoli et al.
(2006), realizaron un estudio en suelos volcanicos de ltalia, encontr6 que la B-Glucosidasa
mostro un coeficiente de correlacion de Pearson es de 0.27 con respecto al Cu 229.34 +
17.02 mg/Kg. Kuperman and Carrero (1997), realizé un estudio en suelos de USA en los
cuales encontrd contaminacién por As (4.8 mg/Kg), Cd (0.20 mg/Kg) Cu (11.0 mg/Kg), Pb
(19.4 mg/Kg) y Zn (50.8 mg/Kg) en el sitio de referencia y el sitio contaminado mostro
concentraciones de As (5.64 mg/Kg), Cd (0.88 mg/Kg), Cu (123.6 mg/Kg), Pb (250
mg/Kg) y Zn (222.2 mg/Kg). En el sitio de referencia obtuvieron concentraciones de la

actividad de la B-Glucosidasa de 0.629 g'dry wt h y en el sitio contaminado 0.089 gdry wt
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h, lo cual indica un decremento de esta actividad por la presencia de metales pesados. En
este mismo estudio se obtuvieron correlaciones de pearson en las cuales se encontrd una
correlacion positiva con materia organica (0.954, p<0.0001), y una negativa con pH (-
0.643, p<0.025) y total de metales pesados (-0.673, p<0.006). Nuestro estudio y los citados
anteriormente concuerdan en que la actividad enzimatica de la B-Glucosidasa puede
disminuir su actividad, debido al efecto toxico de las altas concentraciones de metales
pesados.

Cuadro 20 Modelo lineal basado en distancia (DistLM) para la actividad enzimatica de la
Glucosidasa.

AIC R’ RSS No Co-variables Pseudo-F Prop  Cumul Efecto
-360.82 0.850 29.791 9 Cu 522.14 0.725 0.725 -
Arcilla 39.70 0.046 0.771 +
Mn 11.56 0.012 0.783 -
As 19.77 0.019 0.803 -
Zn 7.85 0.007 0.811 -
pH 11.91 0.010 0.822 -
MO 22.52 0.018 0.841 +
Pb 8.89 0.007 0.848 -
CE 2.74 0.002 0.850 -

AIC: Criterio de informacion Akaike’s. RSS: Suma residual de errores al cuadrado. Prop:
Proporcional. Cumul: Proporcional acumulada. (-): Efecto inhibidor. (+): Efecto inductor.
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Figura 34 Efecto del Cu sobre la actividad enziméatica de la Glucosidasa.

8.4.5.6. Arilsulfatasa

Al medir la actividad de la arilsulfatasa se encontr6 que los sitios con mayor presencia
fueron Charcas> Cerro de San Pedro> Villa de la paz> Cedral esto en el caso de las
referencias, efectivamente en los sitios impactados encontramos una disminucion de la
actividad de esta enzima en el siguiente orden Cerro de San pedro > Charcas Villa de la
Paz> Cedral. Al determinar el porcentaje de inhibicién de cada una de las enzimas por los
distintos sitios muestreados encontramos que la arilsulfatasa presenta una inhibicion 98.8 %
Villa de la Paz, 98.2 % Charcas, 96.1 en Cerro de San Pedro y 93.2 % en Cedral (Figura
38). Jadwiga et al. (2010), encontraron inhibicion del 46.89 % de la arilsulfatasa en suelo
agricola causada por el Cu (450 mg/Kg). Borowik et al. (2014), determinaron que la
Avrilsulfatasa puede ser inhibida por altas concentraciones de Zn (2,400 mg/Kg) en este
ensayo encontrd un 85.71 % de inhibicion, el ensayo lo realizd en suelo franco arenoso.
Hernandez et al. (2006), encontraron inhibicion en la actividad de la arilsulfatasa en dos

tipos de suelo contaminado con metales pesados en el primero moderadamente
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contaminado por Zn: 890, Pb: 340, Cd: <0.3, Cu: 3.47 mg/Kg mostré un 36.3 % de
inhibicion y el segundo altamente contaminado por Zn: 18900, Pb: 4930, Cd: 15.10, Cu:
11.90 mg/Kg arrojoé un 64.3 % de inhibicion. Al determinar los porcentajes de inhibicion
nos damos cuenta que la arilsulfatasa es la enzima con mayor sensibilidad a los metales
pesados debido a que los porcentajes de inhibicion fueron los mas altos al compararlos con
la deshidrogenasa, galactosidasa, 3-glucosidasa, fosfatasa y ureasa.

150 9

%

100 9

50 9

Inhibicidén

Figura 35 Actividad enzimatica en sitios problema, Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA),
Cedral (CED) y Villa de la Paz (VLP).

Al realizar el andlisis multivariado se encontrd que las variables que afectan de manera
negativa la actividad de la arilsulfatasa son: Ce, Cu, As, Mn, Cd, Pb y Zn y las que la
afectan de manera positiva son: MO, arcilla y pH. Estas variables explican el 87 % del
comportamiento de esta enzima en el suelo (Cuadro 22). En la Figura 39 se puede observar
el efecto de la CE sobre la arilsulfatasa, esta enzima se comporta de manera ascendente en

presencia de una CE bajas y de manera decreciente en presencia de una CE baja.

En algunos estudios se ha reportado el efecto de los metales sobre la actividad enzimatica y
todos concluyen que en presencia de metales la actividad enzimatica disminuye. En el
estudio de Ceron y Melgarejo (2005), se determiné que los suelos con altas concentraciones
de Cadmio, mostraron un aumento en el contenido metabdlico lo cual indica condiciones de

estrés de la microflora, descensos en la biomasa microbiana y en las actividades
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enziméticas como la arilsulfatasa. Kandeler et al. (2000), descubrieron que las actividad de
la Arilsulfatasa, disminuyeron en fracciones de particulas de tamafio después de 10 afios de
contaminacion con diferentes niveles de Zn, Cu y Cd. Renella et al. (2004), encontraron
que las actividades de arilsulfatasa fue significativamente reducida en suelos contaminados
con Cd durante unos 15 afios. Speir et al. (1999), encontraron que la arilsulfatasa fue
inhibida por As (V), pero que la ureasa no se vio afectada. Hernandez et al. (2006),
determinaron que la actividad de la Arilsulfatasa puede ser afectada negativamente al estar
en presencia de altas concentraciones de metales pesados. Realizaron un estudio en el cual
se contaba con un suelo control y suelo altamente contaminado este Gltimo mostré tener
concentraciones de Zn: 18900, Pb: 4930, Cd: 15.10, Cu: 11.90 mg/Kg las cuales dieron una
actividad enzimatica de 0.259 nmol PNP g h y el suelo control arrojé una actividad de
0.726 nmol PNP g™ h, al observar las concentraciones obtenidas nos damos cuenta que la
actividad de la arilsulfatasa disminuy6 en presencia de metales pesados. Jadwiga et al.
(2013), encontraron que el suelo contaminado por Cu (450 mg/Kg) puede alterar la
actividad de la arilsulfatasa, realizaron mediciones en suelo control encontrando 258.0 +
15.0 nmol PNP g* h™' y en suelo contaminado 137.0 + 9.0 nmol PNP g™ h™*, lo cual indica
una disminucion de la actividad enzimética causada por Cu. Borowik et al. (2014),
utilizaron un suelo de textura franco arenoso el cual estaba contaminado por Zn (2,400
mg/Kg), midié la actividad de la arilsulfatasa en un suelo control arrojando una
concentracion de 98.0 nmol PNP g™ h™ y el suelo contaminado mostré una concentracion
de 14.0 nmol PNP g™ h™, esto nos dice que la actividad enzimatica se esté alterando por la
presencia de altas concentraciones de metales en suelo. En nuestro estudio encontramos que
los metales pesados pueden afectar de manera negativa la actividad enzimética sin
embargo no solo estas variables sino también pueden alterar propiedades del suelo como la
CE.

Cuadro 21 Modelo lineal basado en distancia (DistLM) para la actividad enzimatica de la
Arilsulfatasa.

AIC R’ RSS No Co-variables Pseudo-F Prop  Cumul Efecto
-397.03 0876 2461 10 CE 435.46 0.687 0.687 -
Cu 64.22 0.076 0.764 -
As 76.27 0.066 0.830 -
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MO 33.09 0.024 0.854 +
Mn 6.71 0.0048  0.859 -
Cd 6.00 0.0042  0.864 -
Arcilla 4.04 0.0028  0.866 +
Pb 3.02 0.0020  0.868 -
Zn 9.29 0.0061  0.875 -
pH 2.02 0.0013  0.876 +

dbRDAL1 (100% of fitted, 87.6% of total variation)

'
[N
|

1
N
1

AIC: Criterio de informacion Akaike’s. RSS: Suma residual de errores al cuadrado. Prop:
Proporcional. Cumul: Proporcional acumulada. (-): Efecto inhibidor. (+): Efecto inductor.

N
|
1

=
|
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o
|

Transform: Log(X+1)
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Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 36 Efecto de la CE sobre la actividad enzimética de la Arilsulfatasa.

La actividad enzimatica puede presentar variaciones en la concentracion del suelo, ligado a

la presencia de mineria, industria, fertilizantes etc. Estas actividades pueden afectar

directamente su actividad, asi como la composicion del suelo durante una exposicion

cronica a través de la disminucién de la MO, acidificacion del medio o disminucion de la

arcilla del suelo las cuales son propiedades ligadas a una elevada presencia enzimatica.

Distintos estudios muestran que las enzimas del suelo son inhibidas por elementos traza,

por ejemplo las o y B-glucosidasas, a y -galactosidasas, ureasa, fosfatasas, arilsulfatasa,
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nitrato reductasa, I-glutaminasa, I-asparaginasa, L-aspartasa y celulasa (Acosta y Tabatabai,
2000). Los metales pesados pueden modificar las propiedades bioldgicas del suelo como
actividad microbiana y actividad enzimatica (Chibuike and Obiora, 2014).Los metales son
parte fundamental para el funcionamiento de un ecosistemas, sin embargo cuando la
concentracion de estos metales se eleva puede causar grandes alteraciones de micro a
macro escala. La Actividad enzimatica puede verse afectada seriamente debido a
concentraciones de ciertos metales pesados como: Cu, Ni, Cd, Zn, Cr y Pb. Varios autores
han informado de que los metales pesados causan efectos nocivos en el ecosistema del
suelo (Karaca et al., 2010). Los metales pesados pueden inhibir la actividad enzimatica de
manera irreversible o reversible ocupando el lugar activo de la enzima que ocuparia el
sustrato de esta manera impidiendo la unién con el sustrato evitando la formacién de los
productos. Distintos autores han documentado que la inhibicion se lleva a cabo al nivel del
grupo sulfidrilos (SH). Este mecanismo sucede en cada una de las enzimas (Lorenz et al.,
2006, D'Ascoli et al., 2006; Khan et al., 2007).

Varios autores han mencionado que los mecanismos de inhibicion enziméatica son los
siguientes: 1. Mediante la interaccién con el complejo enzima-sustrato, 2. Mediante la
desnaturalizacion de la proteina enzimatica, 3. Interaccion con los grupos de proteinas
activas (Dick, 1997; D'Ascoli et al., 2006). Esto nos indica que las concentraciones
encontradas en los sitios contaminados pueden estar causando una inhibicion de la

actividad enzimatica del suelo por méas de 400 afios.

La inhibicion de la actividad enzimatica no solo podemos atribuirsela a los metales pesados
ya que existen otras variables que pueden tener un efecto en esta actividad como el pH,
Acosta-Martinez y Tabatabai (2000) encontraron que la B-Glucosidasa es sensible a
cambios en el pH del suelo y a las practicas de manejo de suelo, asi como Romero et al.
(2009), determinaron que el pH puede afectar la actividad biolégica del suelo al igual que la

disponibilidad de los nutrientes.

Otra de las propiedades que se debe de tomar en cuenta es la arcilla y la materia organica
debido a que pueden formar complejos con los metales pesados y con las enzimas. En

cierto punto la cantidad de materia organica y arcilla pueden ser benéficos para la actividad
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enzimética debido a que pueden formar complejos con los metales y asi minimizar su
toxicidad. Khan et al. (2007), encontraron que el Cd era mas toxico para las enzimas que el
Pb, debido a su mayor movilidad y menor afinidad por los coloides del suelo. Dar (1996),
encontré una disminucién en la actividad enzimatica mayor en suelos franco arenoso que

en suelos franco arcillosos.
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CAPITULO 7

9. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Loa metales detectados en los 4 sitios son As, Cd, Cu, Mn, Pb, V' y Zn de los cuales se
encontraron altas concentraciones en los sitios impactados por la mineria, se determin6
que las concentraciones estdn por arriba de la norma mexicana, canadiense y
estadounidense, al igual que los valores de referencia con excepcion del V. Esta
situacion nos indica que existe una contaminacion por metales pesados, siendo el sitio
contaminado del municipio de Charcas el que presenta una mayor concentracién de Cd,
Cu, Pb y Zn y del cual no existe amplia literatura sobre la presencia de estos elementos.
En el sitio contaminado en Cedral mostré la mas alta concentracion de Mn al
compararlo con los demas municipios, este suceso nos llama la atencion debido a que la
intensidad de la explotacion minera en este sitio ha sido minima comparada con la
ocurrida en Cerro de San Pedro, Villa de la Paz y Charcas. Después en Villa de la Paz
se encontrd la mayor concentracion de As. Para el caso del V todos los sitios mostraron
el mismo nivel de concentracion, esta concentracion se encontraba por debajo de la
normativa. En el caso del sitio contaminado en Cerro de San Pedro se obtuvieron altas
concentraciones de metales pero estuvieron por debajo de las obtenidas para los demas
sitios, sin embargo esto no significa que este sitio este menos contaminado. La
caracteristica que comparten los 4 sitios es que existe o existio actividad minera la cual
dejo jales mineros ricos en metales pesados, esto ocasiond un problema de
contaminacion causando afectaciones a la salud del suelo, plantas, animales y humanos.
Se recomienda realizar un monitoreo a largo plazo con el fin de determinar si las
concentraciones de metales pesados y metaloides incrementan y en qué proporcion. El
monitoreo nos ayudara a tomar medidas para controlar la movilidad de los
contaminantes, asi como evaluar si los valores permisibles de las normas mexicanas son
suficientes o se deben de tomar medidas méas severas. Se debe de comenzar a realizar
planes para la remediacion de los sitios, al igual que delegar responsabilidades a las
empresas correspondientes, ya que las concentraciones presentes en estos sitios

representan un riesgo nacional.
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V.

La contaminacion por metales pesados en los sitios contaminados de Cerro de San
Pedro, Charcas, Cedral y Villa de la Paz a lo largo del tiempo ha ocasionado que las
propiedades fisicoquimicas de los suelos desarrollados sobre los jales mineros como
son el porciento de arcilla, materia organica, conductividad eléctrica y pH, sean
significativamente distintas que aquellas de los suelos sin influencia de contaminacion.
La diferencia en estas propiedades se debe a la alta concentracion de metales como As,
Cd, Cu, Mn, Pb y Zn. Estas propiedades estan involucradas en las interacciones entre
microorganismos, enzimas, Yy radicula las cuales se encargan de mantener una adecuada
salud del suelo. Se recomienda realizar ensayos para evaluar el grado de degradacion he
identificar puntualmente las alteraciones ocasionadas para asi proponer métodos de
recuperacion de suelo.

La actividad enzimatica de los suelos desarrollados sobre los jales mineros se ve
inhibida por la presencia de metales pesados en el suelo como son: As, Cd, Cu, Mn, Pb,
V y Zn. Concentraciones como las registradas disminuyen la actividad enzimatica del
suelo por lo tanto se esta afectando su salud, al igual que los ciclos biogeoguimicos y
los servicios ambientales que este nos proporciona. Se determind que no solo los
metales pueden afectar de manera negativa a la actividad enzimatica sino que también
la CE y el pH. La MO y Arcilla actian de manera positiva, ayudan a incrementar la
actividad enzimatica. Estas variables se deben de tomar en cuenta en posteriores
estudios para tener resultados adecuados sobre el comportamiento de la actividad
enzimatica en suelo.

Las enzimas con mayor sensibilidad a la presencia de metales pesados en suelo son: la
arilsulfatasa y ureasa, las cuales recomendamos para avaluar la salud en suelo
contaminado por metales pesados. Se determind que en Charcas se encontraron las
mayores inhibiciones de deshidrogenasa, fosfatasa y glucosidasa. Y Villa de la Paz
registro las mayores inhibiciones de galactosidasa, ureasa y arilsulfatsa. Se recomienda
comenzar a realizar estudios con el fin de tratar de recuperar estos suelos ya que se
estan interrumpiendo los ciclos biogeoquimicos como el del Carbono y Nitrégeno que

contribuyen al descenso del CO? en la atmésfera.
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VIII

Los datos obtenidos de la actividad enzimatica al igual que las propiedades fisicas y
quimicas nos sirven como valores de referencia ya que estudios como estos en México
son escasos, por lo tanto los valores reportados ayudarian a comparar estudios futuros
en zonas similares.

En el presente estudio se utiliz6 para la determinacion de metales pesados el analizador
ambiental Thermo Scientific Niton XL3t Gold Serie 500 de fluorescencia de rayos X
(XRF), como un método innovador, rapido, de bajo costo y confiable debido a los
limites permisibles que maneja el aparato. Sin embargo este método no es legal por lo
cual se recomienda usar estos datos de una manera cuidadosa, debido a que la NOM-
147-SEMARNAT/SSA1-2004 no lo tiene registrado para la determinacién de metales
pesados en suelo.

Al analizar los resultados obtenidos encontramos que la actividad enzimaética de la B-
glucosidasa, ureasa y arilsulfatasa son ideales para evaluar la salud del suelo por
contaminacion a metales pesados, por lo anterior recomendamos realizar un monitoreo
a nivel nacional en sitios con presencia de jales mineros. También se puede utilizar
como un requisito para empresas mineras al momento de cierre y restauracion del sitio,
con el fin de monitorear el grado de restauracion que se les exige.

Este estudio se puede complementar con la cuantificacion de la masa microbiana, asi
como realizando la medicion de la actividad enziméatica y propiedades fisicas y
quimicas a través de un transecto tomando como punto de partida el sitio identificado
como contaminado hacia fuera de estos residuos con el fin de determinar a qué distancia
se estd afectado el suelo. Este estudio se puede replicar en sitios en donde exista la
presencia de metales pesados ya sea lugares con presencia de actividades metalurgicas,
actividades agricolas, actividades industriales etc. Y por Gltimo debido a la cantidad
elevada de metales pesados en estas zonas se recomienda comenzar a tratar de restaurar

los sitios a través de técnicas como la biorremediacion o restauracion quimica.
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11. ANEXO 1

DESHIDROGENASA

Metodo Benefield et al., 1977; von Mersi and Schinner, 1991; von Mersi, 1996; and Shaw
and Burns, 2006.

Nota: El suelo debe ser analizado en fresco lo antes posible después de la colecta,

mantenerse refrigerado a 4°C.
MATERIALES Y METODOLOGIA

Barfio de ultrasonico.

Agitador.

Matraz de 50 mL (50 unidades).

Matraz Volumétrico aforado (2 de 100 mililitros, 3 de un litro).

Vaso de Precipitado (3 de 50 mililitros, 3 de 100 mililitros y2 de 1 litro).
Pipetas (1 mL, 5 mL, 10 mL).

Balanza analitica.

Espectrofotémetro

Celdillas

VvV V.V V V V VYV V V¥V

Preparacion de la curva de calibracion
Reactivos

Estandar stock 100 pg de INTF mL™, (1.9696 puM): Pesar 10 mg de iodonitrotetrazolium
formazan (Ci9H14INsO;) disolver en 80 mL de Etanol:Dimetilformamida en un matraz
aforado y completar a 100 mL (Nota: Para preparar el INTF de la curva se necesita tener un
ambiente oscuro o cubrir el matraz para aforar y los matraz de 50 mL con papel aluminio

para evitar el contacto con la luz).

Pipetear volumenes de 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mL del estandar stock de INTF en matraz

de 50 mL. Completar el volumen hasta 13.5 mL con Etanol:Dimetilformamida. Estos
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volimenes corresponden a la concentracion de 0, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg y O,
0.036, 0.072, 0.145, 0.291, 0.437, 0.583, 0.729 uM de INTF, en 13.5 mL de solucién.
Tomar 3 mL de cada estandar colocarlos en una celdilla de cuarzo y leer la absorbancia a

una longitud de onda de 464nm.

E:D ' 13.5mL 1325mL 13mL 125mL 115mL 105mL 95mL 8.5mL

INTF
1000 pg de INTF mL?, ) N
(1.9696 uMm) \ omL 25mL  .5mL 1mL 2mL 3mL 4mL  5mL

Opg 25pg  50pg 100 ug 200 g 300pug 400pug 500 pg
OuM 0.036puM 0.072puM 0.145puM  0.291 pM 0.437 uM 0.583 uM 0.729 uM

Figura 1. Metodologia para la preparacién de la curva de calibracion de la
deshidrogenasa.
Al realizar en el laboratorio la curva de calibracion para la actividad enzimaética de la
deshidrogenasa y utilizando una longitud de onda de 464 nm obtuvimos una recta de 5
puntos con un coeficiente de correlacion de 0.9999 (Figura 2).

A
16
14
12
1.0
0.8
0.6
04
0.2
0.0
0 100 200 300 400 500
pg/mL
Parametros de lacumwva: y = 2.988604E-03 x -1.628706E-03
Residuos: 0.0054 Coeficiente de Correlacidn: 0.99995
Fecha: 29/01/2013 01:44:02 p.m. Autozero 29/01/2013 01:39:01p.m.
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Figura 2. Curva de calibracion de la deshidrogenasa.
En el cuadro 1 se pueden observar las concentraciones de cada uno de los estandares

utilizados para la realizacion de la curva de calibracion (Figura2), asi como las

absorbancias obtenidas en cada uno de los puntos la curva se realiz6 por duplicado.

Cuadro 1 Estandares utilizados para realizar la curva de calibracion.

N° Concentracién Ordenadas
[pg/mL] [a]
1 25.00 0.071
2 25.00 0.075
3 50.00 0.147
4 50.00 0.148
5 100.00 0.299
6 100.00 0.295
7 200.00 0.603
8 200.00 0.598
9 300.00 0.889
10 300.00 0.896
11 400.00 1.183
12 400.00 1.195
13 500.00 1.489
14 500.00 1.504

Preparacion de las muestras
Reactivos

» INT 0.5%: Pesar 0.25gr de INT en 45mL de agua desionizada en un matraz para
aforar de 50mL de color ambar, utilizar el bafio de ultrasonidos durante 10 min para
disolver y completar a 50 ml (Para disolver el INT se necesita colocar la solucién en
el bafio de ultrasonidos durante 10 min).

» Etanol:Dimetilformamida: Preparar una dilucion 1:1 mezclando 50 mL de Etanol y
50 mL de Dimetilformamida.

» Tris-HCL, pH 7.5: Disolver 121.14 g de Tris-hidroximetil-aminometano en,
aproximadamente, 800 mL de agua destilada. Llevar el pH a 7.5 con HCL

aproximadamente 6 M y enrasar a 1000 mL.
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Esterilizar 50 g de la muestra de suelo en la autoclave durante 30 min a 120°C tomar 1 gr
del suelo estéril para preparar el blanco o control y para procesar las muestras tomar un 1 gr
de suelo fresco sin esterilizar. Afadir 1.5 mL de tampdn Tris-HCL 1M pH 7.5. Después
adicionar 2 mL de solucion de INT solo a las muestras y al blanco se le adicionan 2 mL de
agua desionizada. Posteriormente se somete a incubacion durante 1 h a 40°C. Después de la
incubacion se le adicionan 10 mL de solucién extract ante (Etanol:Dimetilformamida)
se agita vigorosamente, se deja reposar en oscuridad durante 10 minutos a temperatura
ambiente y a continuacion se filtra o se centrifuga. Se lee en un espectrofotometro a 464 nm
(Figura 3).

Pesar Suelo 1 gr estéril 1gr lgr

ﬂ 15 mL 1.5 mL 1.5 mL
Tris-HCL

INT ﬁ 2 mL 2 mL
N

o | 2 mL
1h 40°C
Incubar
E:D ﬂ
{g100:. 10mL 10mL 10mL
Leer a una longitud
de onda de 464 nm B M1 M2

Figura 3. Metodologia para el procesamiento de muestras de suelo.

CALCULOS

La actividad de la deshidrogenasa es expresada en pg de INTF g™ suelo seco h™. Usando la
curva de calibracion. La actividad se calcula en base a la ecuacion de la recta de la

siguiente manera:

y=mx+b
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X, y: son variables en un plano.

m: "pendiente de la recta" y esta relacionada con la inclinacion que toma la recta respecto a
un par de ejes que definen el plano.

b: "término independiente” u "ordenada al origen™ y es el valor del punto en el cual la recta
corta al eje vertical en el plano.

Al realizar la curva de calibracion a partir de las concentraciones conocidas se obtuvo una
absorbancia, como se muestra en la siguiente gréafica el eje de las X respecto al eje de las Y
(Figura 4):

Deshidrogenasa

Eje Y
ABS
0

600

Eje x

[1

Figura 4. Interpolado de las absorbancias obtenidas.

Para obtener la concentracion de las muestras a partir de la absorbancia dada en cada
muestra. Utilizamos la curva de calibracion introduciendo las absorbancias para obtener la

concentracion de acuerdo al rango que se introdujo en la curva.

Para esto se utiliza la siguiente [UN:

Una vez obtenida la concentracion de cada una de las muestras se utiliza la féormula para

obtener la actividad de la deshidrogenasa (ug INTF g*h™) de la siguiente manera:
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-0

Deshidrogenasa actividad = m

S=Cantidad de INTF pg de las muestras.
C=Concentracion de INTF g estéril control.

DM=Suelo pesado seco en cada muestra 1 g.

Para obtener los resultados de cuantificacion de deshidrogenasa en unidades de pmol.

AE= pmol INTF g*h™

(5)
(1*DM x PM)

AE Deshidrogenasa =

PM= masa molecular de la deshidrogenasa en este caso es de (mol/g).
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UREASA

Ureasa Determinacion Colorimétrica de Amonio Método (Kandeler and Gerber, 1988).

Nota: El suelo debe ser analizado en fresco lo antes posible después de la colecta,

mantenerse refrigerado a 4°C.
MATERIALES Y METODOLOGIA

Bafio de ultrasonidos.

Agitador.

Matraz de 50 mL (50).

Matraz Volumétrico aforado (100,500,1000 y 2000 mL).
Vaso de Precipitado (100,200, 250, 500, 1000 y 2000 mL).
Pipetas (1ImL, 2mL, 5Mly 10 mL).

Balanza analitica.

Espectrofotometro

YV V.V VYV V ¥V V VY VY

Celdillas

Preparacion de la curva de calibracion
Reactivos

» Cloruro de Amonio stock, solucion para realizar la curva de calibracion, teniendo
una concentracién de 1000 pg NH4-N mL™ (0.07142 mM): Disolver 3.8207 g de
cloruro de amonio en agua y se afora a 1L con agua. Se puede conservar esta
solucion a 4°C.

Estandares de Cloruro de Amonio: Para preparar los estandares de amonio se pipetean
volimenes de 0, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mL en matraz aforado de 100 mL completar el volumen
con KCL (2M)-HCL (0.01 M). Los estandares tendran una concentracion de 0, 10, 15, 20,
25ugy 0, 0.7142, 1.071, 2.142, 5.356 pM NH,-N MI™,

Se toma 1 mL de cada uno de los standares y se les afiande 9 mL de agua desionizada
teniendo una concentracion final de: 0, 1, 1.5, 2, 2.5 ug y 0, 0.071, 0.107, 0.214, 0.535 pM.
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Para la generacion de color en los estandares se les adiciona a cada uno 5 mL de sodium
salicylatesodium hydroxide y 2 mL de sodium dichloroisocyanurate (Nota: Después de la
coloracion es estable durante 8 horas). Después se agitan las muestras por pocos segundos y
se dejan reposar durante 30 min a temperatura ambiente posteriormente se lee la

absorbancia a 660 nm en el espectrofotometro (Figura 5).

J

Cloruro de Amonio Stock 3.8207 g Cloruro de Amonio
1000 pg NH, mL ! 1L agua desionizada
0.07142 mM ¢ =)

l 0OmL l 1.0 mL l 1.5mL l 2.0mL \L 2.5mL

Aforar a
100mL
um 714 pM 071 pM 2@42.pM 5856 pM
= 1.0mL - 1.0mL = 1.0mL = 10mL = 1.0mL
o | d 9mL 9mL 9mL 9mL 9 mL
el
salicylate ﬂ\ 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
Dichloroiso ﬂ 2 mL 2 mL 2mL 2mL 2mL
cyanurate &R
[ T )| e L) L RS2
Agitary
reposar 30
min » - o o -
OpgNmL™? 1.0pugNmL™? 1.5pug N mL™t 20pugNmL™t 25ugNmL?
0 uM 0.071 pM 0.107 uMm 0.214 uMm 0.535 uMm

Figura 5. Metodologia para preparar la curva de calibracion de la Ureasa
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Al realizar en el laboratorio la curva de calibracion para la actividad enzimética de la ureasa
y utilizando una longitud de onda de 660 nm obtuvimos una recta de 4 puntos con un

coeficiente de correlacion de 0.9999 (Figura 6).

A
12

1.0
0.8
0.6
0.4

0.2

0.0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 06 0.7 0.8 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Hg/mL

Pardmetros de la curva:y = 0.46089 x + 0.006905
Residuos: 0.0030 Coeficiente de Correlacion: 0.99995
Fecha: 31/01/2013 02:44:20 p.m. Autozero 31/01/2013 02:41:51 p.m.

Figura 6. Curva de calibracion de la ureasa.
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En el cuadro 2 se pueden observar las concentraciones de cada uno de los estandares

utilizados

para la realizacion de la curva de calibracion (Figura 6), asi como las

absorbancias obtenidas en cada uno de los puntos la curva se realiz6 por duplicado.

Cuadro 2. Estandares utilizados para realizar la curva de calibracion.

N° Concentracién | Ordenadas
[pg/mL] [a]
1 1.00 0.469
2 1.00 0.463
3 1.50 0.699
4 1.50 0.701
5 2 .00 0.931
6 2 .00 0.930
7 2 .50 1.160
8 2 .50 1.155

Preparacion de las muestras

Reactivos

>

Solucién de Urea, (720 mM): Disolver 21.6 g de urea en agua y aforar a 500 mL
con agua, esta solucion se debe preparar diariamente.

Solucion de NaOH (0.3 M): Disolver 12 g de NaOH en 500 mL de agua y aforar
all.

Solucién salicylate sodium (1.06 M): Disolver 17g de sodium salicylate y 120
mg de sodium nitroprusside en agua y aforar a 100 mL. Esta solucién se debe de
preparar en el momento del ensayo.

Sodium salicylate-sodium hydroxide solucion: se mezclan 50 mL de sodium
salicylate y 50 mL de sodium hydroxide.

Solucién sodium dichloroisocyanurate (3.91 Mm): Disolver 0.1 g de
dichloroisocyanurate en agua y aforara a 100 mL con agua. Preparar la solucion

en el momento de usarse.
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» Disolucién de KCL 1M acidulada: disolver 75.6 gr de KCL en agua destilada,
afiadir 10 ml de HCL 1M y enrazar a 1000 ml.

Para preparar el blanco se esteriliza el suelo previamente se pesan 1 g. Se le adicionan 1.5
mL de agua desionizada y se incuba 2 h a 37°C. El amonio liberado en la incubacion es
extraido afiadiendo tras el tiempo de incubacién 13.5 mL de potassium chloride (2M)
hydrochloric acid (0.01 M) solucién. Agitar durante 30 min a 120 oscilaciones por min,
después colocar en tubos de ensaye y centrifugar a 2000 rpm. Seguir la metodologia de

determinacion de amonio que se indica en las muestras.

Pesar 1 g de suelo en un matraz de 50 mL, se le afiaden 2.5 mL de solucion de Urea. Tapar
con parafilm los matraz e incubar 2 h a 37°C, adicionar 13.5 mL de potassium chloride
(2M) hydrochloric acid (0.01 M) solucion. Agitar durante 30 min a 120 oscilaciones por

min, después colocar en tubos de ensaye y centrifugar a 2000 rpm.

Para la determinacion de amonio, pipetear 1 mL del sobrenadante de los tubos
centrifugados adicionar 9 mL de agua desionizada, para la generacién de color en las
muestras y blanco se les adiciona a cada uno 5 mL de sodium salicylatesodium hydroxide y
2 mL de sodium dichloroisocyanurate (Nota: Después de la coloracion es estable durante 8
horas). Después se agitan las muestras por pocos segundos y se dejan reposar durante 30
min a temperatura ambiente posteriormente se lee la absorbancia a 660 nm en el

espectrofotometro (Figura 7).
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Pesar  Suelo 1 g estéril 1g 1g
Soluciénde Urea .J.\ 15mL 15mL
Agua desionizada ﬂ 1.5mL ‘ \
Incubar Agitacion Centrifugar
2h37°C 30 min 2000 rpm
KCL2 M ﬂ 13.5mL 13.5mL 13.5mL
(—— i |
Sobrenadante v v
despuls de 1mL 1mL 1mL
centrifugar _ ‘
Agua 2 v v
desionizada | | 9mL 9 TL 9 TL
Salicilato ﬂ\ 5mL 5mL 5mL
’». —
\\ } |
Dichloroisocia N
nurate § 2mL 2mL 2mL
Leer a una longitud de onda B ‘
de 660 nm M1 M2
ot ot >

Figura 7. Metodologias para el procesamiento de las muestras de suelo.

CALCULOS

La actividad de la ureasa es expresada en pg de pumol NH,-N g* 2 h™. La actividad se

calcula en base a la ecuacién de la recta de la siguiente manera:
y=mx-+b
X, y: son variables en un plano.

m: "pendiente de la recta” y esta relacionada con la inclinacion que toma la recta respecto a

un par de ejes que definen el plano.
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b:"término independiente” u "ordenada al origen™ y es el valor del punto en el cual la recta

corta al eje vertical en el plano.

Al realizar la curva de calibracion a partir de las concentraciones conocidas se obtuvo una
absorbancia, como se muestra en la siguiente grafica el eje de las X respecto al eje de las Y
(Figura 8):

Ureasa
1.4
1.2 v =0.4645x%
R2=0.9
1 /)99/
EjeY 0.8
ABS pg
0.4
/
02 ]
0 T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Eje X
[1

Figura 8. Interpolado de las absorbancias obtenidas.

Para obtener la concentracion de las muestras a partir de la absorbancia dada en cada
muestra, Utilizamos la curva de calibracion introduciendo las absorbancias para obtener la

concentracion de acuerdo al rango que se introdujo en la curva.

Para esto se utiliza la siguiente formula:

Una vez obtenida la concentracion de cada una de las muestras se utiliza la férmula para
obtener la actividad de la Ureasa (g NH4-N g 2 h™) de la siguiente manera:

(S—B)«D=«D'
G

Actividad de Ureasa =

S=Cantidad de NH4-N en las muetras.

D=Factor relativo de dilucion (10).
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D’=Volumen del extractante (2.5 mL).

G=Factor relativo de cantidad de suelo pesado (1 g).

Para obtener los resultados de cuantificacion de Ureasa en unidades de pmol.
AE= pmol NH,-N g*2h*

(S—B)xD=xD'
G*xPM

AE Ureasa =

PM= masa molecular de la Ureasa en este caso es de (mol/g).
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GLUCOSIDASA Y GALACTOSIDASA

Determinacion de la actividad de glucosidasas en suelo segin el método de Eivazi y
Tabatabai (1988).

Nota: El suelo debe ser analizado en seco lo antes posible después de la colecta,

mantenerse refrigerado a 4°C.
MATERIALES Y METODOLOGIA

Bafio de ultrasonidos.

Agitador.

Matraz de 50 mL (50).

Matraz VVolumétrico aforado (100,500,1000 y 2000 mL).
Vaso de Precipitado (100,200, 250, 500, 1000 y 2000 mL).
Pipetas (1mL, 2mL, 5Mly 10 mL).

Balanza analitica.

Espectrofotémetro

Celdillas

YV V.V V V V V V VY

Preparacion de la curva de calibracion
Reactivos

» Disolucion patron de p-nitrofenol (10 mM): Disolver 1.391 gr de p-nitrofenol en
1000 mL de agua desionizada. Almacenar en oscuridad a 4°C.

» Cloruro de Calcio (CaCl2)(0.5M): Disolver 73.5 g de cloruro de calcio en agua y
aforara 1L.

» Tampon THAM (0.1 M), pH 12: Disolver 12.1 g de Tris-Hidroximetilaminometano
en 800 mL de agua desionizada, ajustar el pH a 12 con NaOH (0.5 M) aforar a 1L

con agua desionizada.

——

137

'



“EFECTO DE LOS METALES PESADOS EN SUELO DE JALES MINEROS DE | 201 6
SAN LUIS POTOSI".

Para preparar la curva de calibracion, se realiza una disolucion 1:100 con la solucién patron
de p-nitrofenol, se toma 1 mL de la solucion patron y se coloca en un matraz para aforar de
100 mL, se afora con agua desionizada, después se pipetean distintas alicuotas en un rango
de 0, 1, 2, 3, 4, y 5 mL en matraz de 50 mL y completar a 50 mL con agua desionizada,
posteriormente se le adiciona 1 mL de cloruro de calcio 0.5 M y 4 mL de tampon THAM

0.1 M pH12, completando

o

hasta un volumen final . . de 10 mL
P-nitrofenol Stock 1gds p';"”°fe“°c:
1L agua desionizada
con agua 1000 pg /mL
7.2 mM é&.=)
desionizada, X
| P-nitrofenol Stock "‘ 1 mL de p-nitrofenol
con 0 que 10 ug /mL 100 mL agua desionizada
0.072 mM &
P-nitrofenol Stock 0 mL 1mL 2mL 3mL 4 mL 5mL
10 pg /mL
0.072 mM
5
Cacl, | 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
()
THAM 0.1 1
. | 4mL 4mL 4mL 4mL 4mL 4mL
M pH 12
Nota: completar el
volumen a 10 mL
con agua
desionizada
; P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol
Obtendran |aS 0 pg/mL 1ug/mL 2 ug/mL 3pg/mL 4pg /mL 5 pg /mL
0 um 7.2 uM 14.4 uM 21.6 M 28.8 uM 36 uM

siguientes
concentraciones de p-nitrofenol:0, 100, 200, 300, 400 y 500 pmol (Figura 9).
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Figura 9. Metodologia para preparar la curva de calibracion de la glucosidasa y
galactosidasa.

Al realizar en el laboratorio la curva de calibracién para la actividad enzimatica de la ureasa
y utilizando una longitud de onda de 405 nm obtuvimos una recta de 5 puntos con un
coeficiente de correlacion de 0.9999 (Figura 10).

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

0.0

microM/ml

Pardmetros de la curva:y = 0.0177065 x + 0.003185
Residuos: 0.0036  Coeficiente de Correlacion: 0.99992
Fecha: 07/02/2013 02:10:42 p.m. Autozero 07/02/2013 02:05:40 p.m.

Figura 10. Curva de calibracidn de la glucosidasa y galactosidasa.
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En el cuadro 3 se pueden observar las concentraciones de cada uno de los estdndares
utilizados para la realizacion de la curva de calibracion (Figura 10), asi como las

absorbancias obtenidas en cada uno de los puntos la curva se realiz6 por duplicado.

Cuadro 3. Estandares utilizados para realizar la curva de calibracion.

N° Concentracién Ordenadas
[pg/mL] [a]
1 10.00 0.181
2 10.00 0.178
3 20.00 0.358
4 20.00 0.358
5 30.00 0.336
6 30.00 0.336
7 40.00 0.706
8 40.00 0.709
9 50.00 0.895
10 50.00 0.885

Preparacion de las muestras
Reactivos

» Tampon MUB, pH 6: Disolver 2.42 g de Tris-hidroximetil-aminometano, 2.32 g de
acido malico, 2.8 g de &cido citrico y 1.26 g de acido borico en 100 mL NaOH 1M y
diluir hasta 200 mL con agua destilada; ajustar el pH a 6 con HCL 0.1 M y
entonces, diluir con agua desionizada.

» Tolueno.

» Cloruro de Calcio (CaCl2) (0.5M): Disolver 73.5 g de cloruro de calcio en agua y
aforar a 1L.

» Tampon THAM (0.1 M), pH 12: Disolver 12.2 g de Tris-Hidroximetilaminometano
en 800 mL de agua desionizada, ajustar el pH a 12 con NaOH (0.5 M) aforar a 1L
con agua desionizada.

» P-nitrofenol-B-D-galactopiranosido y P-nitrofenol-B-D-glucopiranésido (25 mM):
Disolver 0.377 g del compuesto en 50 mL de tampon MUB pH 6.
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Pesar 1 g de suelo en matraz de 50 mL al que se le afiaden 0.2 mL de tolueno, 4 mL de
tampén MUB de pH 6 y 1 mL de la disolucion (25 mM) de p-nitrofenil-p-D-
galactopirandsido. Seagitan durante pocos segundos para permitir la mezcla homogénea de

los distintos reactivos con el suelo y se incuban a 37°C durante 1 hora.

Transcurrido este tiempo se afiaden en el siguiente orden: 1 mL de CaCl, (0.5 M), se agita,
y a continuacién 4 mL de tampén THAM (0.1 M) pH 12. Después de mezclar agitando, se
centrifuga la muestra a 2000 rpm durante 10 min y a continuacion se mide la absorbancia a
400 nm.

Paralelamente se incuban muestras control preparadas segun el procedimiento anterior,
modificando solo a la hora de agregar el sustrato en este caso se agrega el sustrato después

de adicionar el CaCl; y el tampon THAM al suelo incubado (Figura 11).

Pasar Suelo 1 gr estéril 1gr lgr
Tolueno J 0.25‘ mL 0.25mL 0.25; mL
M e ﬂ amL amL AL

P- mtrofenl] ‘ ‘ ‘
Agregara
J después de 1mL 1mL 1mL
galactoplranosndo CaCl, y THAM
pH 12 Incubar
2h37°C
cacl, ﬂ 1mL 1mL 1mL
THAM 0.1 ﬂ
M Ph 12 4 mL 4 mL 4 mL
Centrifugar
2000rpm
Leer a una longitud de B
onda de 400 nm M1 M2

Figura 11. Metodologias para el procesamiento de las muestras de suelo.
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CALCULOS

La actividad de la glucosidasa y galactosidasa es expresada en g de p-nitrofenol g* h™. La
actividad se calcula en base a la ecuacion de la recta de la siguiente manera:
y=mx+b

X, Y= son variables en un plano.

m: "pendiente de la recta” y esta relacionada con la inclinacion que toma la recta respecto a

un par de ejes que definen el plano.

b: "término independiente” u "ordenada al origen™ y es el valor del punto en el cual la recta

corta al eje vertical en el plano.

Al realizar la curva de calibracion a partir de las concentraciones conocidas se obtuvo una
absorbancia, como se muestra en la siguiente gréafica el eje de las X respecto al eje de las Y
(Figura 12):

Glucosidasas

0.8
0.7 y= OBG;?
0.6 RZ= 99
0.5 —
Hev,, < A
ABS
03 ,/
o //
0.1
0 : : : . :
0 10 20 30 40 50

Eje X
[1

Figura 12. Interpolado de las absorbancias obtenidas.

Para obtener la concentracion de las muestras a partir de la absorbancia dada en cada
muestra, Utilizamos la curva de calibracion introduciendo las absorbancias para obtener la

concentracion de acuerdo al rango que se introdujo en la curva.

Para esto se utiliza la siguiente formula:
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Una vez obtenida la concentracion de cada una de las muestras se utiliza la féormula para

obtener la actividad de la Glucosidasas (umoles p-nitrofenol g™* h™) de la siguiente manera:

($)*D
G+T

Actividad de las glucosidasas =

S= Concentracion (umoles mL ™) de p-nitrofenol en los filtrados de las muestras de suelo
obtenidas a partir de la recta patron.

D=Factor relativo al total del volumen del liquido en mL generado por la incubacion y
extraccion del producto de reaccién en este caso 10 mL.

G=Factor relativo al peso de suelo seco utilizado en la incubacion en este caso 1 g.

T=Factor relativo al tiempo de incubacién expresado en horas en este caso 1 hora.

Para obtener los resultados de cuantificacion de glucosidasas en unidades de pmol.
AE=mM p-nitrofenol g™* h™

(5) *D

AE 1 =
Glucosidasas C+T < PM

PM= masa molecular de la Glucosidasas en este caso es de (mol/g).
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ARILSULFATASA

(Tabatabai and Bremner, 1970a)

Nota: El suelo debe ser analizado en fresco lo antes posible después de la colecta,

mantenerse refrigerado a 4°C.
MATERIALES Y METODOLOGIA

Bafo de ultrasonidos.

Agitador.

Matraz de 50 mL (50 unidades).

Matraz VVolumétrico aforado (100,500 ,1000 y 2000 mL).
Vaso de Precipitado (100,200, 250, 500, 1000 y 2000 mL).
Pipetas (1mL, 2mL, 5Mly 10 mL).

Balanza analitica.

Espectrofotometro

Celdillas

YV V.V V V V V V VY

Preparacion de la curva de calibracion
Reactivos

» Disolucién patron de p-nitrofenol: Disolver 1 gr de p-nitrofenol en 1000 mL de
agua desionizada.
» Cloruro de Calcio (CaCl,) (0.5 M): Disolver 73.5 g de cloruro de calcio en agua y
aforara 1L.
» NaOH (0.5 M): Disolver 20 g de NaOH en 700 mL de agua desionizada y aforar a
1000 mL con agua desionizada.
Para preparar la curva de calibracion, se realiza una disolucién 1:100 con la solucion patrén
de p-nitrofenol, se toma 1 mL de la solucion patrén y se coloca en un matraz para aforar de
100 mL, se afora con agua desionizada, después se pipetean distintas alicuotas en un rango

de 0, 1, 2, 3,4, y 5 mL en matraz de 50 mL, se completa el volumen a 5 ml con agua
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desionizada, posteriormente se le adiciona 1 mL de cloruro de calcio 0.5 M y 4 mL de

NaOH (0.5 M), con lo que obtendran las siguientes concentraciones de p-nitrofenol: 0; 7.2;

14.4; 21.6; 28.8; 36 UM (0; 10; 20; 30; 40; 50 mg) leer a 420 nm (Figura 13).

P-nitrofenol Stock
10 pg /mL
0.072 mM

CaCl, ‘

NaOH

Nota: completarel
volumena 10 mL
con agua
desionizada

P-nitrofenol
0 pg/mL

0OmL

1mL

4 mL

o’

0 um

P-nitrofenol Stock
1000 pg /mL
7.2 mM

P—nitrofenol Stock

10 pug /mL
0.072 mM
1mL 2mL
Im ImL
‘ l
4 mL 4mL
o o
P-nitrofenol P-nitrofenol
1pg/mL 2 pg/mL
7.2 uM 14.4 uyM

1 g de p-nitrofenol
1L agua desionizada

1 mL de p-nitrofenol
100 mL agua desionizada
3mL 4 mL
ImL ImL
4mL 4 mL
— >
P-nitrofenol P-nitrofenol
3 pg/mL 4 pg/mL
21.6 uM 28.8 uM

5mL

ImL

4 mL

-

P-nitrofenol
5 pg/mL
36 uM

Figura 13. Metodologia para preparar la curva de calibracion de la arilsulfatasa.

Al realizar en el laboratorio la curva de calibracién para la actividad enzimética de la ureasa

y utilizando una longitud de onda de 420 nm obtuvimos una recta de 5 puntos con un

coeficiente de correlacién de 0.999 (Figura 14).
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o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
pg/mL

Paramefros dela curva: y = 9.610455E-02 x
Residuos: 0.0189  Coeficiente de Correlacion: 0.99964
Fecha: 12/02/2013 03:01:38 p.m. Autozero 12/02/2013 02:59:01 p.m.

Figura 14. Curva de calibracion de la arilsulfatasa.
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En el cuadro 4 se pueden observar las concentraciones de cada uno de los estandares
utilizados para la realizacion de la curva de calibracion (Figura 14), asi como las

absorbancias obtenidas en cada uno de los puntos la curva se realiz6 por duplicado.

Cuadro 4. Estandares utilizados para realizar la curva de calibracion.

N° Concentracién Ordenadas
[ng/mL] [A]
1 5.00 0.491
2 5.00 0.480
3 10.00 0.983
4 10.00 0.968
5 15.00 1.427
6 15.00 1.484
7 20.00 1.923
8 20.00 1.923
9 25.00 2.392
10 25.00 2.382

Preparacion de las muestras
Reactivos

» Buffer acetato (0.5 M), pH 5.8: Disolver 68 g de sodium acetate trihydrate en 700
mL de agua desionizada y adicionar 1.70 mL de acido acético glacial (99%) y aforar
a 1000 mL con agua desionizada.

» Cloruro de Calcio (CaCl2) (0.5 M): Disolver 73.5 g de cloruro de calcio en agua y
aforar a 1L.

» Tolueno.

» P-nitrofenil sulfate (0.05 M): Disolver 0.614 g del compuesto en 40 mL de buffer de
acetato y aforara a 50 mL con buffer.

» NaOH (0.5 M): Disolver 20 g de NaOH en 700 mL de agua desionizada y aforar a

1000 mL con agua desionizada.
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Pesar 1 g de suelo en matraz de 50 mL al que se le afladen 0.25 mL de tolueno, 4 mL de
acetato buffer, 1 mL de p-nitrofenil sulfato solucion. Se agitan durante pocos segundos para
permitir la mezcla homogeénea de los distintos reactivos con el suelo y se incuban a 37°C

durante 1 hora.

Transcurrido este tiempo se afiaden en el siguiente orden: 1 mL de CaCl, (0.5 M), se agita,
y a continuacion 4 mL de NaOH (0.5 M). Después de mezclar agitando, se centrifuga la

muestra a 2000 rpm durante 10 min y a continuacion se mide la absorbancia a 420 nm.

Paralelamente se incuban muestras control preparadas segun el procedimiento anterior,
modificando solo a la hora de agregar el sustrato en este caso se agrega el sustrato después
de adicionar el CaCl, y el NaOH (0.5 M) al suelo incubado (Figura 15).

Pesar Suelo 1 gr estéril 1gr lgr
Tolueno J]\ 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL
Acetato buffer ﬂ 4 mL 4 mL 4mL
Agregara l \L
P-nitrophenyl sulfate || después de 1mL 1mL 1mL
£ CaCly THAM
i pH 12 Incubar
1h37°C
CaCl, ﬁ ImL ImL 1mL
‘ |
NaOH J l
o 4mL 4mL 4mL
Centrifugar
2000rpm
Leer a una Longitud de
onda de 420 nm B M1 M2
> o >

Figura 15. Metodologias para el procesamiento de las muestras de suelo.
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CALCULOS

La actividad de la arilsulfatasa es expresada en pg de p-nitrofenol g* h™%. La actividad se

calcula en base a la ecuacién de la recta de la siguiente manera:
y=mx+b
X, y: son variables en un plano.

m:"pendiente de la recta” y esta relacionada con la inclinacién que toma la recta respecto a

un par de ejes que definen el plano.

b:"término independiente” u "ordenada al origen™ y es el valor del punto en el cual la recta

corta al eje vertical en el plano.

Al realizar la curva de calibracién a partir de las concentraciones conocidas se obtuvo una
absorbancia, como se muestra en la siguiente gréafica el eje de las X respecto al eje de las Y
(Figura 16):

Sulfatasa
3
25 \'r:anﬁ‘lv
R2=09
2 /ﬂ’
EeY, o /
ABS
1 ]
os /
0 :
0 5 10 15 20 25 30
Eje X
[1

Figura 16. Interpolado de las absorbancias obtenidas.

Para obtener la concentracién de las muestras a partir de la absorbancia dada en cada
muestra, Utilizamos la curva de calibracion introduciendo las absorbancias para obtener la

concentracion de acuerdo al rango que se introdujo en la curva.

Para esto se utiliza la siguiente formula:
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Una vez obtenida la concentracion de cada una de las muestras se utiliza la féormula para

obtener la actividad de la arilsulfatasa (umoles p-nitrofenol g™ h™) de la siguiente manera:

($)*D

Activi =—
ctividad de las Sulfatasa CrT

S= Concentracion (umoles mL ™) de p-nitrofenol en los filtrados de las muestras de suelo
obtenidas a partir de la recta patron.

D=Factor relativo al total del volumen del liquido en mL generado por la incubacion y
extraccion del producto de reaccién en este caso 10 mL.

D’=Factor relativo al total del volumen de liquido en mL en caso de que la ABS no se
pueda cuantificar se diluye la muestra.

G=Factor relativo al peso de suelo seco utilizado en la incubacion en este caso 1 g.

T=Factor relativo al tiempo de incubacion expresado en horas en este caso 1 hora.

Para obtener los resultados de cuantificacion de Sulfatasa en unidades de pmoles.
AE=uM p-nitrofenol g*h™

($)«D

AE Arilsulfat =
rilsulfatasa T PM

PM= masa molecular de la Sulfatasa en este caso es de (mol/g).
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FOSFATASA

Tabatabai and Bremner, 1969; Elvazi and Tabatabai, 1977.

Nota: El suelo debe ser analizado en seco lo antes posible después de la colecta,

mantenerse refrigerado a 4°C.
MATERIALES Y METODOLOGIA

Bafio de ultrasonidos.

Agitador.

Matraz de 50 mL (50).

Matraz VVolumétrico aforado (100,500 ,1000 y 2000 mL).
Vaso de Precipitado (100,200, 250, 500, 1000 y 2000 mL).
Pipetas (1mL, 2mL, 5Mly 10 mL).

Balanza analitica.

Espectrofotémetro

Celdillas

YV V.V V V V V V V

Preparacion de la curva de calibracion
Reactivos

» Disolucién patron de p-nitrofenol: Disolver 1 gr de p-nitrofenol en 1000 mL de
agua desionizada.
» Cloruro de Calcio (CaCl,) (0.5 M): Disolver 73.5 g de cloruro de calcio en agua y
aforara 1L.
» NaOH (0.5 M): Disolver 20 g de NaOH en 700 mL de agua desionizada y aforar a
1000 mL con agua desionizada.
Para preparar la curva de calibracion, se realiza una disolucién 1:100 con la solucién patron
de p-nitrofenol, se toma 1 mL de la solucion patron y se coloca en un matraz para aforar de
100 mL, se afora con agua desionizada, después se pipetean distintas alicuotas en un rango
de 0, 1, 2, 3, 4, 5 mL en matraz de 50 mL, completando un volumen de 5 mL con agua
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desionizada, posteriormente se le adiciona 1 mL de cloruro de calcio (0.5 M) y 4 mL de

NaOH (0.5 M), , con lo que obtendrén las siguientes concentraciones de p-nitrofenol: O;

7.2;14.4; 21.6; 28.8; 36 uM (0; 10; 20; 30; 40; 50 pg) (Figura 17).

P-nitrofenol Stock 7 1 g de p-nitrofenol
1000 pg /mL 1L agua desionizada
7.2 mM ¢ a)
P-nitrofenol k X
it 1?) en/o LStOC 1 mL de p-nitrofenol
He/m 100 mL agua desionizada
0.072 mM )
P-nitrofenolStock Q0 mL 1mL 2mL 3mL 4 mL
10 pg /mL
0.072 mM
" ; | J
Cacl, | 1imL im 1mL 1mL 1mL
[ u) [
NaOH f \
a
| 4 mL 4mL 4mL 4 mL 4 mL
-)
Nota: completarel
volumena 10 mL
con agua
desionizada
o’ ot o’ o o
P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol P-nitrofenol
0 ug/mL 1pg/mL 2 pg/mL 3 pg/mL 4 pg/mL
0 um 7.2 uM 14.4 uyM 21.6 uM 28.8 uM

5mL

1mL

4 mL

-

P-nitrofenol
5 pg/mL
36 uM

Figura 17. Metodologia para preparar la curva de calibracion de la fosfatasa.
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Al realizar en el laboratorio la curva de calibracion para la actividad enzimética de la ureasa
y utilizando una longitud de onda de 405 nm obtuvimos una recta de 5 puntos con un

coeficiente de correlacion de 0.999 (Figura 18).

0.67
0.5t
0.4t
0.3t
0.2t

017

0.0

pg/mL

Parametros de lacurva:y = 0.1081973 x
Residuos: 0.0035 Coeficiente de Correlacion: 0.99976
Fecha: 15/02/2013 01:01:08 p.m. Autozero 15/02/2013 12:56:44 p.m.

Figura 18. Curva de calibracion de la fosfatasa.
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En el cuadro 5 se pueden observar las concentraciones de cada uno de los estandares

utilizados para la realizacion de la curva de calibracion (Figura 18), asi como las

absorbancias obtenidas en cada uno de los puntos la curva se realizo por duplicado.

Cuadro 5. Estandares utilizados para realizar la curva de calibracion.

N° Concentracién | Ordenadas
[ng/mL] [A]
1 1.00 0.108
2 1.00 0.110
3 2.00 0.214
4 2.00 0.220
5 3.00 0.328
6 3.00 0.319
7 4.00 0.427
8 4.00 0.434
9 5.00 0.542
10 5.00 0.544

Preparacion de las muestras

Reactivos

>

Tampon MUB: Disolver 12.1 g de Tris-hidroximetil-aminometano, 11.6 g de acido
malico, 14.0 g de &cido citrico y 6.3 g de acido bérico en 488 mL NaOH (1M) y
entonces, aforar a 1000 mL con agua desionizada.

Cloruro de Calcio (CaCl2) (0.5 M): Disolver 73.5 g de cloruro de calcio en agua y
aforara 1L.

Tolueno.

Buffer universal pH 6.5 y 11: Tomar 200 mL de MUB stock, ajustar el pH a 6.5 con
HCL 0.01M vy ajustar el volumen a 1 L. Tomar 200 mL de MUB stock y ajustar el
pH a 11 usando NaOH (0.1 M) después aforar a 1000 mL.

P-nitrofenil fosfato (0.05 M): Disolver 0.840 g del compuesto en 40 mL de tampon
MUB pH 6.5 0 MUB pH 11 y completar a 50 mL con MUB del mismo pH.

NaOH (0.5 M): Disolver 20 g de NaOH en 700 mL de agua desionizada y aforar a

1000 mL con agua desionizada.
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Pesar 1 g de suelo en matraz de 50 mL al que se le afiaden 0.2 mL de tolueno, 4 mL de
tampén MUB de pH 6.5 para fosfatasa acida o pH 11 para fosfatasa alcalina, 1 mL de p-
nitrofenil fosfato solucidén. Se agitan durante pocos segundos para permitir la mezcla

homogénea de los distintos reactivos con el suelo y se incuban a 37°C durante 1 hora.

Transcurrido este tiempo se afiaden en el siguiente orden: 1 mL de CaCl, (0.5 M), se agita,
y a continuacion 4 mL de NaOH (0.5 M). Después de mezclar agitando, se centrifuga la

muestra a 2000 rpm durante 10 min y a continuacion se mide la absorbancia a 405 nm.

Paralelamente se incuban muestras control preparadas segun el procedimiento anterior,
modificando solo a la hora de agregar el sustrato en este caso se agrega el sustrato después
de adicionar el CaCl, y el NaOH (0.5 M) al suelo incubado.

Pesar Suelo 1 gr estéril 1gr 1gr

Tolueno J'\ 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL

4mL 4 mL 4mL

o I !

después de 1mL 1mL 1mL
CaCl, y THAM

pH 12 Incubar

1h37°C

CaCl, ﬂ I1mL 1mL 1mL

Acetato buffer

P-nitrophenyl sulfate

! ! !

4 mL 4 mL 4 mL

NaOH

Centrifugar

2000rpm

Leer a una Longitud de B
onda de 400-410 nm M1 M2
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Figura 19. Metodologias para el procesamiento de las muestras de suelo.

CALCULOS

La actividad de la fosfatasa es expresada en pg de | p-nitrofenol g* h™. La actividad se

calcula en base a la ecuacién de la recta de la siguiente manera:
y=mx-+Db
X, y: son variables en un plano.

m:"pendiente de la recta” y esta relacionada con la inclinacién que toma la recta respecto a

un par de ejes que definen el plano.

b: "término independiente” u "ordenada al origen™ y es el valor del punto en el cual la recta

corta al eje vertical en el plano.

Al realizar la curva de calibracion a partir de las concentraciones conocidas se obtuvo una
absorbancia, como se muestra en la siguiente grafica el eje de las X respecto al eje de las Y
(Figura 20):

Fosfatasa
0.6
05 y=0.1082x~"
R? =9-9997
o /99‘5
EjeY 03
ABS T e
0.2
0.1 /
0 T
0 1 2 3 4 5 6
Eje X
[1

Figura 20. Interpolado de las absorbancias obtenidas.

Para obtener la concentracién de las muestras a partir de la absorbancia dada en cada
muestra, Utilizamos la curva de calibracion introduciendo las absorbancias para obtener la

concentracion de acuerdo al rango que se introdujo en la curva.

Para esto se utiliza la siguiente formula:
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Una vez obtenida la concentracion de cada una de las muestras se utiliza la féormula para

obtener la actividad de la fosfatasa (umoles p-nitrofenol g™* h™) de la siguiente manera:

($)*D

Actividad de las F t =—
ctividad de las Fosfatasa CoT

S= Concentracion (umoles mL ™) de p-nitrofenol en los filtrados de las muestras de suelo
obtenidas a partir de la recta patron.

D=Factor relativo al total del volumen del liquido en mL generado por la incubacion y
extraccion del producto de reaccién en este caso 10 mL.

D’=Factor relativo al total del volumen de liquido en mL en caso de que la ABS no se
pueda cuantificar se diluye la muestra.

G=Factor relativo al peso de suelo seco utilizado en la incubacion en este caso 1 g.

T=Factor relativo al tiempo de incubacion expresado en horas en este caso 1 hora.

Para obtener los resultados de cuantificacion de fosfatasa en unidades pmoles.
AE= pmoles p-nitrofenol g* h™

($)«D

AEF t =
osfatasa CT+PM

PM= masa molecular de la Fosfatasa en este caso es de (mol/g).
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12. ANEXO II

Ubicacién de los puntos muestreados.
En la Figura 1 se muestran los puntos de muestreo de Cedral.

Ubicacion del sitio de Referencia y sitio Co

= -

ntaminado en el Municipio de Cedral, S.L.P.

v,, v—— B

|| Referencia
B contaminado

Figura 1. Ubicacion de los puntos muestreados en Cedral.

En la Figura 2 se pueden observar los puntos tomados en cuenta para el muestreo en el
municipio de Charcas.

[ Referencia
B contaminado
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Figura 37 Ubicacion de los puntos muestreados en Charcas.

En la Figura 3 se presenta el sitio de Cerro de San Pedro donde se tomaron los puntos
muestreados.

Ubicacion del sitio de Referencia y sitio Contaminado en el Municipio de Cerro de San Pedro, S.L.P.
- Y : & .

-

Referencia
B contaminado

Figura 38 Ubicacion de los puntos muestreados en Cerro de San Pedro.

En la Figura 15 se muestran los puntos en donde se tomaron los puntos de muestreo en
Villa de la Paz.
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grSacramento

Referencia
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Figura 39 Ubicacién de los puntos muestreados en Villa de la Paz.




