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RESUMEN

La industria minera es una actividad base para el desarrollo y equilibrio de la economia
mundial. México, es un pais de gran potencial minero gracias a sus caracteristicas geogréaficas y
edafoldgicas; en 2013, ocup6 el octavo lugar en el mercado internacional como exportador de
oro. La extraccién de metales preciosos utiliza en la mayoria de los casos el método de
cianuracién, que implica severos impactos al ambiente como a la salud humana, donde
concentraciones de 0.05 a 0.3 mg/dL en sangre generan desde efectos tdxicos hasta la muerte.
Es por ello que las zonas mineras del pais han presentado un alto impacto, por los relaves del
proceso que llegan a presentar concentraciones de 100 a 500 mg/L de cianuros y un pH de 10
que evita la volatilizacion de estos. En el presente trabajo de investigacion se van a realizar
pruebas de biodegradabilidad a escala laboratorio del efluente del tratamiento primario por
oxidacion avanzada con concentraciones entre 0.8 y 1.4 mg/L y en condiciones originales de los
relaves mineros producto del método de cianuracion utilizado en la extraccion de Au y Ag, a
través del uso de microorganismos nativos capaces de degradar cianuro, bajo condiciones
aerobicas para mejorar la calidad de los efluentes tratados al alcanzar concentraciones menores a
2 mg/L de CN- cumpliendo asi con los valores establecidos por la normatividad aplicable
(NOM-001-SEMARNAT-1996), en conjunto con la validacion y complemento de la técnica de
ozonacion que se esta desarrollando en UPAEP, con la finalidad de establecer las bases de un

tratamiento de bajo impacto ambiental.

Palabras clave: biodegradabilidad, relave minero, cianuro, ozonacién, oro.
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ABSTRACT

—

The mining industry is the basis activity for the balance and development of the world’s
economy. Mexico is a country of great mining potential due to its geographical and soil
characteristics; in 2013, it ranked eighth in the international market as a gold exporter. Precious
metals extraction used in most cases the cyanidation method, which implies serious impacts on
the environment and so human health, where concentrations of 0.5 to 0.3 mg/dL in blood
generate from toxic effects even death. That’s why mining areas of the country have presented a
dramatic impact in cause of the mining tailings that present concentrations from 100 to 500 mg/L
of cyanide and a 10 pH scale which avoids the volatilization of these. This investigation research
pretends to execute biodegradability tests on a laboratory scale of the primary effluent result of
the advanced oxidation treatment that presents concentrations between 0.8 y 1.4 mg/L and the
original, product of the cyanidation method that is used in the extraction of Au and Ag, through
the use of native and no native microorganisms, capable of degrading cyanide to improve the
quality of treated effluent reaching concentrations below 3 mg / L CN- thus complying with the
established values in the applicable normativity (NOM-001-SEMARNAT-1996) altogether
Validating and complementing the ozonation technique that has been developing at UPAEP, in

order to establish the basis for a low environmental impact treatment.

Key Words: biodegradability, mining tailings, cyanide, ozonation, gold.
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INTRODUCCION

La mineria es considerada como una industria colosal desde la perspectiva de materiales que
este sector remueve de la tierra (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climético [INECC], 2007).
La demanda de metales preciosos en el mercado internacional coloca a la mineria como una actividad
economica primaria por excelencia debido al impacto social que provoca su efecto multiplicador en
la economia de un territorio. Lamentablemente, a pesar de ser un sector de alto valor, las tecnologias
de extraccion de metales preciosos, son el campo de la mineria con desarrollo mas lento. Tipicamente
la obtencidon de los metales preciosos se lleva a cabo mediante procesos hidrometallrgicos, debido a
su simplicidad y bajo costo (Nava-Alonso, Elorza, Pérez-Garibay, & Uribe-Salas, 2007), a pesar del
desarrollo de tratamientos alternativos como los pirometalurgicos y electrometaldrgicos (Tetreault,
2012). La técnica mas utilizada para la extraccion de oro, es la cianuracion; dicha técnica ha sido
utilizada desde hace mas de 100 afios debido a su viabilidad econémica (Logsdon, Hagelstein, &
Mudder, 1999), consiste en la disolucién de metales de un mineral molido, a través del uso de una
solucion acuosa de cianuro de sodio de 0.01% a 0.05% (Logsdon et al., 1999; Nava-Alonso et al.,
2007); debido a que el cianuro es altamente, reactivo y toxico, se ha buscado su reemplazo con otras
sustancias como el mercurio, lamentablemente, el uso de otras sustancias ha generado ain mas
problemas como afecciones en el sistema nervioso de trabajadores o mayores dafios al ecosistema
(Carrillo & Astudillo, 2011).

México se coloca como un pais con gran importancia en el mercado internacional de los
metales pesados al estar posicionado en primer plano en el contexto mundial por la riqueza
de yacimientos minerales, en especial de oro y plata, la industria minera del pais resalta debido a su
papel fundamental, en el desarrollo econémico de la nacién (Parga & Carrillo, 1996). En 2017,
Meéxico fue el mayor productor de plata del mundo (Secretaria de Economia, 2018) y ocup6 el octavo
lugar como productor de oro en 2016 (Cémara Minera de México [CAMIMEX], 2017). Las altas
concentraciones de cianuro en los relaves mineros generados en la industria de extraccion de metales
preciosos como el oro y la plata, implican un impacto negativo ambiental y social en México debido
a que los compuestos de cianuro tienen diferentes estabilidades y toxicidades (Nava-Alonso et al.,
2007).

La mayoria de los relaves en México no reciben un tratamiento antes de ser descargados en
las presas de jales o cuerpos de agua, donde la concentracion total de cianuro se encuentra en un
rango de 100-500 mg/L, excediendo los limites maximos permisibles de la norma mexicana NOM-

001-SEMARNAT-1996. Los métodos de tratamiento para efluentes cianurados varian desde la
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degradacion natural, oxidacion quimica, precipitacion y biodegradacion (Logsdon et al., 1999). Sin
embargo dentro de los pocos casos de empresas que tratan los relaves antes de su descarga, la
mayoria opta por la degradacién natural, lo que implica que los relaves son conducidos a jales o
presas, donde se evapora el cianuro y los gases se van a la atmésfera. Aunado a esto, existe el riesgo
de accidentes en las presas de jales que llegan a generar escurrimientos y arrastre de residuos mineros
peligrosos, siendo eventos devastadores que afectan la calidad del agua de mantos freéticos, asi como
de cuerpos receptores que albergan especies acuaticas y terrestres del ecosistema (INECC, 2007).
Dicha problemaética ha llevado a la bisqueda de nuevos métodos de tratamiento, tratamientos
de innovacién pero que lamentablemente resultan ser costosos debido al alto consumo de reactantes,
producen subproductos peligrosos, ademas de requerir mayor tiempo de tratamiento y espacio para
infraestructura. La ozonizaci6n es una técnica novedosa e innovadora (Salinas, Rivera, Carrillo,
Patifio, Herndndez, J. & Hernéndez, L. E., 2004), que resalta frente a otros debido a su facil
instalacion, operacion y mantenimiento. De acuerdo a estudios realizados, la técnica de ozonizacién
avanzada desarrollada en UPAEP, obtuvo resultados positivos alcanzando una remocién de cianuros
en los relaves tratados del 99.3% (Ramirez, Rosano-Ortega, Garrido-Hoyos & Cruz-Juarez, 2015),
desafortunadamente, dicho valor no se ubicé dentro del limite maximo permisible (3 mg/L) en
embalses para uso en riego agricola como lo establece la NOM-001-SEMARNAT-1996. Asi, surge
la necesidad de la adaptacion de un método terciario de tratamiento, los cuales usualmente son de
carécter bioldgico, buscando reducir la dosis de O3 asi como el consumo de energia, consiguiendo
con esto, costos mas accesibles y tratamientos de remocién més eficientes. Este trabajo pretende
determinar con precision el potencial de biodegradacion de los microorganismos seleccionados en
diferentes condiciones mediante pruebas de biodegradabilidad, con el propdsito de disminuir la
concentracion de cianuro, a valores donde el tratamiento biol6gico pueda realizar un desempefio
significativo. Para ello se cuenta con estudios previamente realizados como es el caso de éxito de la
mina “FormerHomestake Gold Mine” en Dakota del Sur, donde en los afios ochenta se implemento
un proceso de tratamiento biolégico por parte de Pseudomonas paucimobilis, en donde la
concentracién del cianuro en el agua residual era de 4.2 mg/L y al final del proceso se llegaba a un
valor de 0.06 mg/L (Thomas, 1993).

Xiv



1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1. La mineria

La mineria constituye una actividad econdmica primaria por excelencia debido al
impacto social que provoca su efecto multiplicador en la economia de un territorio. Ademas
de ser representada por la exploracién, explotacién y beneficio de minerales de la corteza
terrestre en forma de yacimientos; ésta actividad es realizada en zonas con caracteristicas

geoldgicas especificas (Ley Minera DOF 11.08.14).

En términos précticos la actividad minera se define con base a 3 conceptos:
exploracion, explotacion y beneficio; las obras realizadas en el terreno con el objetivo de
identificar, desprender y extraer productos minerales de los depdsitos, asi como cuantificar y
evaluar las reservas econémicamente aprovechables que contengan (Ley Minera DOF
11.08.14).

1.2. La mineria en el mundo

Histéricamente, se puede decir que la mineria comenz6 alrededor de 5000 afios antes
de Cristo, donde se conocen los primeros intentos de extraccion de cobre. Pero fue hasta el
imperio Romano que se formalizo la actividad minera, donde los metales preciosos como el
oro alcanzaron cifras de produccién sorprendentes para la época. Sin embargo, durante los
siglos subsecuentes, el avance tecnoldgico se perdié. El desarrollo minero no tuvo lugar hasta
el afio 1500 en el continente Europeo donde los metales tuvieron un auge (Griem, 2017). La
mineria no presento ningun avance significativo durante los siglos siguientes. Fue hasta
finales del siglo XX donde esta industria atravesd por un redisefio, logrando desarrollarse a
causa del crecimiento de la economia mundial (Sanchez-Albavera & Lardé, 2006).

La creciente demanda global de metales y el incremento a largo plazo de los precios
del mercado mundial, ha llamado la atencion de diversos paises que buscan una mejor
posicién en la economia global. Los paises que presentan las caracteristicas necesarias para la
obtencion de metales, dependen en primera instancia de la localizacion geografica de sus
depositos, la calidad de los mismos y la situacion politica que vive en ese momento el pais
(Schaffartzik, Mayer, Eisenmenger, & Krausmann, 2016). Latinoamérica es un sector basico

en la mineria mundial, gracias a que cumple con las condiciones propicias para el desarrollo
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de la industria minera. Los paises con mayor influencia historica sobre la mineria en

Latinoamérica son Bolivia, Chile y México (Sanchez-Albavera & Lardé, 2006).

1.3. La mineria en México

La riqueza de los yacimientos minerales de México es uno de los aspectos de mayor
influencia en la historia econémica de la nacion, puesto que lo ha posicionado en primer
plano en el contexto mundial (Cdmara Minera de México, 2017). En la actualidad la industria
minera aporta 4% PIB nacional (Secretaria de Economia, 2018).

Desde su inicio las actividades extractivas mexicanas han estado sujetas a los intereses
como al patron de desarrollo de otras naciones (Coll-Hurtado, Sanchez-Salazar, & Morales,
2002). Desde la época del porfiriato la actividad minera en México a evolucionado de
acuerdo a las necesidades de la época, por ejemplo en el afio de 1823 se permitid la entrada
de capitales extranjeros para el desarrollo de esta industria en nuestro pais. Para 1992 la
publicaciéon de la Ley Minera termina de sentar las bases fundamentales asi como
regulaciones respectivas a la exploracion, extraccion y beneficio de la gran variedad de
minerales (Coll-Hurtado et al., 2002); Ley que actualmente ha sido reformada y su aplicacion

permanece vigente.

1.4. Proceso de cianuracion

El proceso utilizado para extraer oro usando cianuro se desarroll6 en Escocia en 1887
por John Seward MacArthur (Carroll, 2010), y fue utilizado por primera vez en 1889 en la
mineria a gran escala comercial por la Crown Mines Company en Karangahake, Nueva
Zelanda (Eisler & Wiemeyer, 2004). El uso de soluciones a base de agua para extraer y
recuperar metales como el oro se denomina hidrometalurgia. El cianuro, en forma de una
solucion de cianuro de sodio muy diluida, se utiliza para disolver y separar el oro del mineral.
Desde este punto se considera la lixiviacion con cianuro para ser una alternativa mucho mas
segura que la extraccion con mercurio liquido, que anteriormente era el principal método de
eliminacion de oro del mineral. Por lo tanto, el cianuro de lixiviacion ha sido la tecnologia de
extraccion de oro dominante desde la década de 1970 (Eisler & Wiemeyer, 2004).

Para comprender el proceso de cianuracién se debe entender que las operaciones de
mineria del oro utilizan soluciones muy diluidas de cianuro de sodio (NaCN), tipicamente
entre 0.01% y 0.05% de cianuro (100 a 500 partes por millén). Ademas, que el proceso de



disolucion de metales se denomina lixiviacion (Logsdon et al., 1999). Existen dos enfoques

generales para la lixiviacion del oro de un mineral mediante el cianuro:

e La lixiviacion en tanque: es el método por el cual el mineral aurifero se tritura y se
muele hasta reducirlo a menos de un milimetro de diametro. Finalmente, el
mineral molido se lixivia directamente en tanques para disolver el oro en una
solucion de cianuro (Logsdon et al., 1999).

La lixiviacion en pila (por percolacion): Con este método convencional, el mineral se

tritura y se reduce a unos pocos centimetros de diametro y se lo coloca en grandes pilas o

montones. Una solucion de cianuro se hace pasar lentamente a través de estas pilas para

disolver el oro (Logsdon et al., 1999).

Los pasos que sigue el proceso de la lixiviacion en pila, se pueden sintetizar de la

siguiente manera (Ortiz-Azafiero, 2001):

1.

Trituracion del mineral y colocacién de éste sobre una superficie impermeable,
preparada para colectar las soluciones.

El cianuro de sodio se disuelve en agua y se esparce por aspersion sobre las pilas, el
cianuro percola a través del lecho disolviendo los metales preciosos finamente
diseminados.

La solucion de lixiviacion, enriquecida en oro y plata se colecta sobre el piso
permeable que, dispuesto en forma ligeramente inclinada, la hace fluir hacia un pozo
de almacenamiento.

La solucidn, después de haberse eliminado los finos y el oxigeno, pasa un tanque de
agitacion herméticamente cerrado en donde se le adiciona zinc en polvo, acetato de
plomo y carb6n activado cuya accion lograra la precipitacion del oro y de esta forma
se pueda extraer de la solucion.

La solucién residual o estéril puede recircularse para extraer mas oro o dirigirse a un
sistema de deposito de relaves.

Se debe tomar en cuenta que no todos los minerales de oro y plata son aptos para un

tratamiento por cianuracion. En cianuracion en pila la roca huésped debe ser ademas porosa y

permeable a la solucion, a veces requiere aglomeracion. Aun cuando un examen mineraldgico

pudiera indicar que un determinado mineral oro-plata es adecuado para ser cianurado en pila

es necesario estudiar su comportamiento metallrgico a través de un programa de pruebas de
Laboratorio y Piloto (Ortiz-Azafiero, 2001).
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Figura 1. Diagrama del proceso general de lixiviacion

Fuente: National Wildlife Health Center. 1999. Field Manual of Wildlife Diseases: Birds.
Chapter 46 Cyanide. Imagen: Schematic of a typical heap leach system. pg. 341.
Washington,D.C. Estados Unidos de América.

1.5. Relaves mineros

La palabra "relaves" es genérica, ya que describe el subproducto de varias industrias
extractivas. Por tanto, los relaves son mezclas de rocas trituradas y fluidos de molinos,
lavadores o concentradores que permanecen después de la extraccion de metales preciosos,

minerales, combustibles minerales o carbén de la mina.

Cabe destacar, que la relacion de relaves a concentrado suele ser muy alta, generalmente
alrededor de 200: 1 (Kossoff et al., 2014). Esto expresa, que cuando el punto pico de
produccién de metales se supera, la extraccion de mineral resulta en menor grado;
convirtiéndose asi en una tendencia establecida a largo plazo, que a su vez acarrea diversas
dificultades directamente relacionadas a las presas que contienen y acotan a los relaves

mineros.

Mas aln, hay evidencia historica que demuestra como los periodos de aumento de la
demanda de los metales preciosos correlacionan con falla de la presa de los relaves que se
produjo entre 24 y 36 meses (Davies & Martin, 2009). Por ejemplo, la extraccion de oro

promedio entre 1830 y 1900 fue de alrededor de 20 g/ton Au, pero este grado ha ido cayendo



constantemente desde entonces. Si se extrapola esta tendencia en el futuro, el grado podria
caer a 2 g/ton en el afio 2050 y tan s6lo 0,7 g/ton para el afio 2100 (Miller & Frimmel, 2010).
Asi, la tarea de almacenar relaves con seguridad y eficientemente es sustancial y crucial, asi

como significativa mayor en el futuro.
1.6. Almacenamiento de relaves en presas

Los métodos para el manejo y almacenamiento de relaves incluyen eliminacion,
eliminacion submarina, retencion de humedales, relleno, apilamiento en seco y
almacenamiento detrds de represas (Kossoff et al., 2014). El principal método empleado
actualmente, especialmente por grandes empresas trasnacionales, es el dltimo, con las
estructuras producidas a menudo denominadas “estanques de relaves" o "presas de relaves",
donde los relaves se almacenan normalmente con agua para prevenir la formacién de polvo
superficial y de drenaje acido especialmente cuando estan presentes cantidades de pirita
generadora de acido y de pirrotita. Inconvenientemente, el mantenimiento de un nivel de agua

adecuado puede ser problematico, especialmente en las zonas aridas y semiaridas

Hay al menos 3500 de presas de relaves en todo el mundo (Davies & Martin, 2009) con
dimensiones que van desde unas pocas hectareas hasta algunos miles de hectareas. Para tener
una idea sobre el dimensionamiento de estas presas, un claro ejemplo es la represa de relaves
de Cornelia en Arizona, considerada la mayor (en volumen) en los Estados Unidos, con una
profundidad de 305 metros y un didmetro de 2,5 Km (Stefanov, 2002).

Las presas de relaves se construyen cominmente a partir de materiales locales, en lugar
del concreto utilizado, por ejemplo, en represas de retencion de agua. Aunque el dique inicial
es comunmente hecho de suelo de origen local, residuos de roca e inclusive, a menudo

también se utilizan los relaves para la construccion.

En muchos casos, en lugar de instalar inicialmente una capacidad completa finalizada la
estructura, los terraplenes de retencidn intermedios son construidos para luego ir
aumentandolos a medida que aumenta la demanda de almacenamiento (Kossoff et al., 2014).
Dichos terraplenes pueden ser levantados de forma ascendente, descendente o verticalmente

(linea central).
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Figura 2. llustraciones esquematicas de los métodos de elevacion en presas de relaves

Fuente: Kossoff et al. 2014. Mine tailings dams: Characteristics, failure, environmental impacts, and
remediation, Applied Geochemistry. pg. 233.

La elevacion ascendente se logra mediante la colocacion del nuevo material dentro de la
represa existente, la elevacion de la linea central se logra colocando material nuevo
directamente encima de terraplenes, mientras que la subida descendente describe la elevacion
del terraplén colocando el nuevo material fuera del embalse. De estos tres métodos de
construccion la elevacién ascendente es la mas barata, ya que requiere una cantidad menor de

material.

Los relaves son normalmente bombeados desde el molino hasta el embalse como
suspension, por lo que su dispersion debe de ser de manera uniforme. Es una buena practica
colocar una serie de puntos de descarga de relaves alrededor del embalse y utilizarlos
secuencialmente a fin de preservar la integridad estructural de los sucesivos aumentos de

relave en la represa.

1.7. Causas de los fallos en las presas de relaves

Se ha recopilado informacidn sobre los fallos de la presa de relaves y ejemplos clave de
estos se resumen en la Tabla 1. Aunque los datos publicados son incuestionablemente
valiosos, estan incompletos, como incidentes mas pequefios son muy comunes y no estan
suficientemente informados en la literatura cientifica y medios populares. También se piensa
gue muchos, si no la mayoria de los fallos no son reportados debido a temores de mala
publicidad asi como problemas legales particularmente en China y Rusia. Se ha estimado que

la tasa actual de fallas en presas de relaves corresponde de dos a cinco por afio (Davies &



Martin, 2009). Dado el nimero total de embalses de relaves actuales es ¢. 3500, la tasa de
fracaso es de uno en 700 a uno en 1750. Esto es mucho mas alto que el del fallo en represas
de retencién de agua, que aproximadamente es de uno de cada 10.000 (Davies & Martin,
2009). Los datos disponibles sugieren que los embalses activos en lugar de inactivos son mas
propensos a fracasar. Rico et al. (2008), de un extenso analisis de los datos de fallas en presas
en la unién europea, concluyd que el 83% de los fallos ocurrieron cuando la presa aun se
mantenia activa, el 15% ocurrieron en presas inactivas y abandonadas y sélo el 2% ocurrié en

presas inactivas pero mantenidas.

Para los embalses inactivos el overtopping, ocasionado por la cementacion de relaves, ha
sido citado como el principal modo de falla en casi la mitad de los incidentes. Las causas del
fracaso en las represas activas son mas diversas que las de los embalses inactivos, pero se
pueden extraer algunas conclusiones generales. Rico et al. (2008) clasifica los fracasos en
once grandes grupos, tales como: fundacidn, inestabilidad de la pendiente, desbordamiento,
hundimiento de la mina, lluvia inusual, derretimiento de la nieve, tuberias o filtraciones,
licuefaccion sismica, causas estructurales y causas desconocidas. Hay una cierta
superposicion obvia entre varias de estas categorias y casi todos los grupos pueden tener
causas multiples como serian el mantenimiento inadecuado y fallo estructural. Sin embargo,
Rico, Benito, Salgueiro, Diez-Herrero & Diez-Herrero (2008) informan que del 25% global
de los fracasos se explican por fenémenos naturales extremos, una tasa que puede aumentar

con el cambio climatico.

Asi mismo, las presas construidas de forma ascendente son las que tienen mas
probabilidades de fallar por licuacién estatica (pérdida de propiedades solidas en respuesta a
una tension por lo que el material se comporte de manera liquida), de esta forma son
consideradas estructuras imponentes para las cuales es de vital importancia buenas practicas
de disefio y administracion si la integridad debe mantenerse. Otra causa frecuente de fallo del
embalse de la presa, para los embalses activos, es el fracaso de la fundacion. La
permeabilidad de la fundacion es una limitacién vital para la estabilidad la propia estructura
de la presa. Material de cimentacién de baja permeabilidad tiende a elevar la presion de

poros, comprometiendo la estructura haciéndola mas vulnerable a fallos.

La integridad de las presas de relaves depende tanto del buen disefio de estas asi como de
un adecuado mantenimiento preventivo. La mayoria de los fallos estan precedidos por

sefiales de advertencia, excepto los provocados por fendmenos naturales Los buenos



programas de gestion y mantenimiento son, por lo tanto, un requisito esencial para el vertido

eficaz de relaves. La combinacion de los datos en registros operativos debidamente

actualizados (por ejemplo, fechas de registro, ubicaciones y condiciones meteoroldgicas en el

momento de la disposicion) permitird una cuantificacion confiable del riesgo, asi como

respuestas preventivas proactivas eficaces.

Tabla 1. Ejemplos de fallas en presas de relaves

Mina / Mineral Volumen Activa Causa Método de Fatalidades
ubicaciony  extraido/ liberado de A/ elevacion de  inmediatas
afio) / material relaves m® Inactiva la presa
material liberado (1)
San lldfonso, Sulfuro/ Desconocido A Desconocida Desconocido ~ 4000
Potosi Ag, Hg
(Bolivia,
1626)
El Cobre Old Cu 1.900.000 A Ruptura por Ascendente >300
Dam (Chile, terremoto
1965)
Church Rock U 400.000 A Desconocida Desconocido  Desconocida
(New Mexico,
1979)
Cerro Negro Cu 2.000.000 A Ruptura por Ascendente Desconocida
No. 4 (Chile, terremoto
1985)
Jinduicheng Mo 700.000 A Overtopping / Ascendente ~20
(Provincia mal
Shaanxi, mantenimiento
China, 1988)
Harmony, Au 600.000 | Ruptura por Ascendente 17
Merriespruit lluvia intensa /
(Sudéfrica, mal
1994) mantenimiento
Stava (Norte Fluorita 190.000 A Mal Ascendente ~ 250
de Italia, mantenimiento
1995)
Porco Sulfuro 400.000 A Ruptura por Ascendente Posibles 3
(Bolivia, lluvia intensa nifios
1996)
Aznalcdllar Sulfuro 1.300.000 A Fallo en la Mixto 0
(Espanfia, fundacién / mal
1998) mantenimiento
Baia Mare Ag, Au/ Dos A Ruptura por Ascendente 0
and Baia cyanide incidentes de lluvia intensa y
Borsa 100.000 derretimiento de
(Rumania, nieve
2000)
Kingston Cenizas de 4.100.00 A Fallo en el muro Ascendente 0
plant carbo6n / de retencion
(Tennessee, 226Ra +
USA, 2008) 228Ra/As
/ Hg
Ajkai Al/ Alcali 6.000.000 - A Desconocida Desconocido 10
Timfoldgyar 7.000.000
Zrt




(Hungria,
2010)

Fuente: Kossoff et al. 2014. Mine tailings dams: Characteristics, failure, environmental

impacts, and remediation, Applied Geochemistry. pg. 234.

1.8. Impacto ambiental de la actividad minera

Debido al desarrollo y modernizacién en los procesos de extraccion y procesamiento de
los recursos minerales, asi como a la generacién de grandes cantidades de residuos
provenientes de sus procesos, la industria minera en México ha generado por décadas una

gran cantidad de desechos y sitios contaminados a lo largo de todo el pais.

Fase Descrircion ImPAcTO AMBIENTAL

Exploracion Barrenacion, obras y Destruccion de vegetacion
perforaciones

Explotacion Obras diversas: tiros, Operacion de presas de
socavones, patios para jales: arrastre de residuos
depasito de minerales, zonas peligrosos.
para descarga de materiales Descarga de aguas

residuales
Beneficio Concentracion Generacion de ruido
Trituracion y molienda Vibracion y emision de
Tratamientos previos polvo

Fundicion y refinacion  Obtencion de metales ysus  Emisiones a la atmosfera,
aleaciones (uso de hornos residuos peligrosos y
industriales) aguas residuales

Eliminacion de impurezas en
los metales para aumentar la
ley de contenido

Figura 3. Cuadro que muestra la relacion de la actividad minera y su impacto

Fuente: Volke-Sepulveda, T. & Velazco, J. A. (2002). Tecnologias de remediacién para
suelos contaminados. México, Ciudad de México. Instituto Nacional de Ecologia (INE-
SEMARNAT), 64 pp.

Para la evaluacion del impacto ambiental del desarrollo de una operacion minera se
deben considerar los siguientes efectos:

Afectacion al suelo. Los suelos expuestos pierden sus propiedades fisicas, quimicas y

biolégicas debido a la alteracion de su estructura original. Esto, generado por la

drastica modificacion del relieve, la modificacion de la dindmica de los procesos de



ladera, asi como alteraciones en la horizonacion (mezcla de horizontes), agravan los
procesos de erosion, arrastre y sedimentacion del suelo hasta ocasionar su infertilidad
y subsecuentemente ocasionan la desertizacion parcial a total del &rea afectada. Asi
mismo, el régimen hidrico sufre variaciones significativas a causa de alteraciones en
el nivel freatico, y variaciones texturales asi como estructurales. Mas aun, los peligros
geotécnicos implicados derivan a desestabilizacion de laderas por sobrecargas y/o
excavaciones asi como subsidencia por huecos principalmente por depresion en el
nivel freatico.

Contaminacién del aire. Principalmente por emisiones solidas, ruido y gases toxicos
procedentes de diversas fases del proceso de exploracion, explotacion y beneficio.
Principalmente, la suspension de polvos se asocia con enfermedades respiratorias,
mientras que la mezcla de gases como SOy, NOy y CO; con el aire se asocia con la
lluvia &cida. Derivando asi, evidencia tangible en &reas circundantes a esta actividad
principalmente en vegetacion destruida por los acidos, suelo estéril y erosionado.
Afectacion de las aguas superficiales y subterraneas. La dindmica fluvial sufre
alteraciones debido a variaciones antropogénicas del perfil y trazado de la corriente
fluvial por excavaciones, diques y represas; aumentando asi, el riesgo de inundacion
en temporada de lluvias por escurrimiento superficial en laderas. Mas aln, la
modificacién del terreno ocasiona la perdida de grandes masas de agua,
conservandose porcentajes menores a los de la superficie original; asi como también
ocasiona alteraciones del régimen hidrogeoldgico que impacta directamente al nivel
fredtico y al régimen de recarga modificando el flujo subterrdneo por efectos barrera,
drenajes inducidos, infiltracion restringida/favorecida, compactacion, modificacion
del relieve y deforestacion.

Por si fuera poco, uno de los impactos significantes deriva en la contaminacion que
genera en cuerpos de agua, como lo son coloides en suspension, especies en dilucion
como sustancias tdxicas y metales pesados que a su vez magnifican la dimension del
problema.

Aunado a esto, se agudiza el riesgo medioambiental ante un panorama que enfrenta
construcciones deficientes de lagunas de oxidacion, botaderos, presas de jales, entre
otros; su inadecuado manejo y mantenimiento que claramente conducen a un punto de
mayor impacto a lo que corresponde la contaminacion del agua.

Impacto sobre la flora y fauna: implica la remocidn total de la vegetacién en el &rea

de las operaciones mineras, asi como una destruccidon parcial o una modificacion de la
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flora en el &rea circunvecina, originando asi perdida de hébitat para especies nativas
asi como zonas naturales de recarga hidrica y secuestro de CO,. Generando de esta
manera presion sobre los ecosistemas inherentes al &rea, ocasionando la pérdida

significativa de biodiversidad y su riqueza.

1.9. Impacto del cianuro

Una de las razones para el alto valor adjudicado al oro es su resistencia al ataque de la
mayoria de los quimicos. Una excepcidn es el cianuro o, mas especificamente, una solucion
de elevada concentracién de este elemento capaz de solubilizar el metal precioso.
Convirtiendo asi al cianuro como agente lixiviador exclusivamente del oro por excelencia.

Al margen de sus indudables ventajas de alta recuperacion, el cianuro es una sustancia
guimica altamente tdxica, clasificada como uno de los principales contaminantes que puede
tener un impacto catastrofico e irreversible en la salud humana como al medio ambiente v,
por ende, en la diversidad bioldgica.

El efluente de una planta de recuperacion de oro tipicamente contiene entre 600 a
1000ppm de NaCN (Gonzélez & Sahores, 2004), el cual es acumulado en balsas o presas de
exorbitantes dimensiones (Figura 4) para su degradacién natural. Sin embargo, a elevadas
concentraciones la degradacion puede durar semanas y aun meses, implicando un riesgo
latente de posibles derrames, percolaciones a acuiferos cercanos y emanaciones de HCN

gaseoso cerca de presas de jales, entre otros.

Figura 4. Ejemplo de las dimensiones de una presa de jales en México

Fuente: Presa de Jales (2015). Construcciones y Remodelacidn de Tierra Caliente S. A. de C.
V. México. Recuperado el 8 de abril de 2016 de
http://construccionestierracaliente.com.mx/contacto.html
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1.9.1. Organismos y animales marinos

Los peces y los invertebrados marinos son especialmente sensibles a la exposicion al
cianuro. Evidencias manifiestan que los invertebrados experimentan efectos no letales
adversos si son expuestos a concentraciones de entre 18 y 43 microgramos por litro de
cianuro libre, y efectos letales entre 30 y 100 microgramos por litro. Por tanto,
concentraciones de cianuro libre en el ambiente marino que oscilan entre 5,0 y 7,2 (Vaghn,
2011) microgramos por litro reducen la capacidad nadadora e inhiben la reproduccién de
muchas especies de peces. Otros efectos adversos pueden ser mortalidad retardada, desarrollo
de patologias, respiracion entrecortada, alteraciones osmo-regulatorias y alteraciones del
crecimiento. En concentraciones de 20 a 76 microgramos por litro el cianuro es mortal para
una gran cantidad de especies, y en concentraciones que superen los 200 microgramos por
litro el efecto toxico es veloz para la mayoria de las especies marinas (Vaghn, 2011). La
sensibilidad de los organismos marinos al cianuro es especifica de cada especie y se ve
afectada por el pH, la temperatura y los niveles de oxigeno del agua, asi como también por la

etapa de vida y la condicion del organismo.

1.9.2. Aves

Al igual que las especies marinas, las aves también se ven afectadas al entrar en
contacto directo con este contaminante. Las especies de aves con mayor grado de afectacion
son aquellas especies migrantes poniendo en riesgo su sobrevivencia en el futuro. El valor
DLs para las aves oscila entre 0,8 a 11,1 miligramos por kilo de peso (Vaghn, 2011). La
mayoria de las especies mas sensibles tuvieron alguno de los sintomas como agitacion,
parpadeo, salivacion y letargo entre medio minuto y cinco minutos después de haber ingerido
la sustancia, mientras que las especies mas resistentes tardaron hasta diez minutos en sufrir
alguno de los sintomas. Todas las especies expuestas a dosis altas experimentaron respiracion
forzada y profunda seguida de agitacion y respiraciéon cada vez mas superficial. Si bien en la
mayoria de los casos la muerte ocurrié entre 15 y 30 minutos, las aves que sobrevivieron por
mas de una hora a los efectos del cianuro se recuperaron, posiblemente gracias a la

metabolizacion del cianuro a tiocianato y su consiguiente excrecién (Vaghn, 2011).

1.9.3. Mamiferos
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Los efectos tdxicos del cianuro en los mamiferos son relativamente comunes debido a
la vasta cantidad de plantas de forraje que consumen y que por tanto contienen cianuro. El
valor DLs, para los mamiferos oscila entre 2,1 miligramos por kilo de peso y 6,0-10,0

miligramos por kilo de peso (Vaghn, 2011).

Si bien el cianuro esta presente en el medio ambiente y en varias plantas, su toxicidad
no se ha extendido debido a varios factores: El cianuro no persiste por mucho tiempo en el
medio ambiente y no se acumula en el organismo de los animales, éste se excreta facilmente.
No se han encontrado evidencias acerca de la biomagnificacion del cianuro en la cadena
alimenticia (Gonzalez & Sahores, 2004). Si bien la intoxicacién cronica por cianuro existe, su
incidencia es baja; las dosis subletales reiteradas rara vez tienen efectos acumulativos
adversos. Muchas especies son capaces de tolerar dosis altas e intermitentes de cianuro por
largos periodos, sin embargo los efectos observados en estudios en animales fueron similares

a los observados en seres humanos (Gonzélez & Sahores, 2004).

1.9.4. Efectos en la salud humana

El cianuro puede ingresar al cuerpo por inhalacién, ingestion o absorcion a través de
los ojos y la piel, por lo que el grado de toxicidad del HCN para los humanos depende del
tipo de exposicion. La concentracion letal de HCN gaseoso (CLsp) es de 100-30ppm
(Gonzélez & Sahores, 2004) la inhalacidn de esos niveles de cianuro causa la muerte en 10 a
60 minutos, teniendo en cuenta que cuanto méas alta es la concentracion méas rapido se
produce la muerte. La inhalacion de 2.000ppm de cianuro hidrogenado puede ser fatal en tan
solo un minuto (Gonzalez & Sahores, 2004). El valor DLs, por ingestion del HCN es de 50-
200 miligramos, o de 1-3 miligramos por kilo de peso; mientras que para el NaCN el valor de
DLso es de 150-300 miligramos por kilo de peso, con una toxicidad significativa de 50
miligramos de NaCN (Gonzélez & Sahores, 2004),. En contacto con la piel normal, el valor
DLso es de 100 miligramos por kilo de peso (Agencia para sustancias toxicas y el registro de
enfermedades [ATSDR], 2014).

Si bien el tiempo de exposicion, la forma de exposicion y la dosis pueden variar, la
accion bioquimica del cianuro es la misma una vez que ingresa en el cuerpo (Gonzélez &
Sahores, 2004). Una vez que se encuentra en el torrente sanguineo, el cianuro forma un

complejo estable de citocromo oxidasa, una enzima que promueve el traspaso de electrones a
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las mitocondrias de las células durante la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP). Si la
citocromo oxidasa no funciona correctamente las células no consiguen aprovechar el oxigeno
del torrente sanguineo, lo que causa hipoxia citotéxica o asfixia celular. La falta de oxigeno
provoca que el metabolismo cambie de aerobio a anaerobio, lo que conlleva a la acumulacion
de lactato en la sangre (Gonzalez & Sahores, 2004). El efecto conjunto de la hipoxia y la
acidosis lactica provoca una depresién en el sistema nervioso central que puede causar paro
respiratorio y resultar mortal. En concentraciones mas altas, el envenenamiento por cianuro
puede afectar otros 6rganos y sistemas del cuerpo, incluso el corazén.

Los sintomas iniciales del envenenamiento pueden aparecer tras la exposicion a
concentraciones de entre 20 y 40ppm HCN gaseoso (ASTDR, 2014), y pueden revelarse
como dolor de cabeza, somnolencia, vértigo, ritmo cardiaco répido y débil, respiracion
acelerada, enrojecimiento facial, ndusea y vémito. Estos sintomas pueden estar acompafiados
por convulsiones, dilatacion de las pupilas, piel fria y himeda, ritmo cardiaco ain mas rapido
y respiracion superficial (ASTDR, 2014), En el tramo final y mas agudo del
envenenamiento, las pulsaciones se vuelven lentas e irregulares, la temperatura corporal
comienza a descender, los labios, la cara y las extremidades toman un color azulado, el
individuo cae en coma y muere. Estos sintomas pueden ocurrir ante una exposicion sub-letal
al cianuro, pero disminuiran los efectos si el cuerpo comienza a desintoxicarse y expulsa la
sustancia como tiocianato, 2 amino tiazolina, 4 acido carboxilico, con otros metabolitos
menores (ASTDR, 2014). El cianuro no se acumula ni se biomagnifica, por lo que
exposiciones prolongadas a concentraciones subletales de cianuro no necesariamente
causaran intoxicacion.

Tabla 2. Contraste de efectos agudos y cronicos ante la exposicion de cianuro

EFECTOS AGUDOS EFECTOS CRONICOS
CARDIOVASCULARES | Taquicardia, tension en el pecho Palpitaciones
RESPIRATORIOS Irritacion de mucosas, ardor de Irritacion y tension en el pecho
boca y faringe, edema pulmonar
NEUROLOGICOS Dolor de cabeza, mareo, Dolor de cabeza, vértigo, fatiga,
confusion, ansiedad, alteraciones en el apetito y el suefio
convulsiones
GASTROINTESTINALES | Nauseas, vomitos Néauseas y vomitos
DERMATOLOGICOS Coloracidn de la piel roja o rosa Dermatitis, brotes escarlatiniformes
brillante y papulas
ENDOCRINOS N/A Agrandamiento de la glandula
tiroides, disfuncion tiroides en el
metabolismo de la vitamina B12

Fuente: Informacion extraida de Gonzalez & Sahores, 2004, (Elaboracion propia)
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1.10.  Tratamiento de efluentes contaminados por cianuro

Lo preocupante del uso de los proceso de cianuracion en la extraccion de metales, es el
manejo de los residuos de cianuro y sus diferentes complejos (Carroll, 2010). Cuando
hablamos del término “cianuro”, nos referimos a alguno de los tres tipos de cianuro que se
conocen, identificar el tipo de cianuro con el que estamos trabajando es clave en el desarrollo
de un tratamiento. Existen tres clases de cianuro: (1) cianuro total, es decir complejos fuertes
Metal-Cianuro de Fe; (2) cianuros débiles acido disociados (weak acid dissociable [WAD]),
los cuales son complejos con Ag, Cd, Cu, Hg, Ni y Zn; finalmente (3) cianuro libre en forma
CN’" 0 HCN (Botz, Mudder & Akcil, 2005) como se muestran en la Figura 5.

Strong Metal-Cyanide Complexes of Fe

Weak and Moderately Strong
Total Metal-Cyanide Complexes of
Cyanide WAD Ag, Cd, Cu, Hg, Ni and Zn

Cyanide
Free CN
Cyanide HCN

Figura 5. Clasificacion de los cianuros totales
Fuente: Botz, M., Mudder, T., & Akcil, A. (2005). Cyanide treatment: physical, chemical and
biological processes. Advances in gold ore processing, 672-700.

Los procesos de tratamiento del cianuro se encuentran clasificados en aquellos que se
basan en destruccion y aquellos que son sobre la recuperacién. Los procesos de destruccion,
pueden ser quimicos o bioldgicos, donde se busca convertir el cianuro en compuestos menos
toxicos. Los procesos de recuperacion son aquellos en los que se utiliza un enfoque de
reciclaje, es decir, remocion del cianuro de la solucién y reutilizado en un circuito
metalUrgico (Botz et al., 2005). A su vez los procesos pueden ser fisicos, quimicos o
bioldgicos (Akcil & Mudder, 2003). Determinar que procesos son los mas apropiados en la
remocion de cianuro de una operacion minera en particular debe basarse en las caracteristicas
quimicas del relave, el volumen del mismo, las condiciones ambientales del sitio y las normas

de regulacion que aplican al sitio (Akcil, 2003).
1.10.1. Tratamientos quimicos

La mayoria de los procesos de destruccion quimica del cianuro difieren

significativamente, de un método al otro, sin embargo, la mayoria operan bajo la consigna
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principal de convertir los cianuros en compuestos menos toxicos, mediante reacciones de
oxidacion. Existen varios procesos que ya han sido probados y se ha confirmado que los

efluentes resultantes presentan bajos niveles de cianuro y metales (Carroll, 2010).

1.10.1.1. INCO Dioxido de azufre/Aire
El proceso de dioxido de azufre (SO,) y aire se desarrollé por INCO en 1980, ha sido
aplicado en mas de treinta sitios alrededor del mundo. El proceso utiliza SO, y aire con la
presencia de un catalizador de cobre que permite la oxidacién del cianuro al complejo menos
toxico OCN'. Este proceso se ha observado con mejor resultados en relaves con moderadas
concentraciones de cianuro, los resultados de estos procesos alcanzan concentraciones por
debajo de 5 mg/L (Botz et al., 2005).
1.10.1.2. Peroxido de hidrogeno
El tratamiento del peroxido de hidrégeno es similar al desarrollado por INCO, se
utiliza en el tratamiento de soluciones con cianuros de tipo libre 0 WAD. Al igual que el
tratamiento de dioxido de azufre requiere de la adicion del catalizador de cobre. Este proceso
presenta resultados por debajo de 1 mg/L pero requiere de concentraciones iniciales
relativamente bajas y modificaciones de pH de la muestra (Botz et al., 2005).
1.10.1.3. Acido de Caro
El &cido peroximonosulfurico (H,SOs), es un agente desarrollado para su aplicacion en
sitios donde la adicion del catalizador de cobre no es deseada (Botz et al., 2005).
1.10.1.4. Cloracion alcalina
En el pasado era la técnica mas utilizada, pero fue reemplazada gradualmente por otros
procesos. Este proceso es efectivo cuando se buscan concentraciones minimas de cianuro, sin
embargo sus costos son muy elevados por la cantidad de agentes que se requieren. Se divide
en dos fases, la primera es la conversion del cianuro a CNCI, posteriormente la segunda fase
es la hidrolisis de este complejo para la obtencién de compuestos menos toxicos OCN™ (Botz
et al., 2005).

Las distintas aplicaciones de los métodos quimicos antes mencionados pueden ser
observadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Guia de seleccidn para los procesos de tratamiento de cianuro

Proceso de Eliminacion de Eliminacion de Aplicacion de Aplicacion de
Tratamiento cianuro de hierro cianuro WAD abono solucion
SO./Aire | v v v v
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Perdéxido de
hidrégeno

Acido caro
Cloracién alcalina
Precipitacion de
hierro

Carbon activado
Bioldgico
Recuperacion de
cianuro
Atenuacioén natural v
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Fuente: Botz, M., Mudder, T., & Akcil, A. (2005). Cyanide treatment: physical, chemical and
biological processes. Advances in gold ore processing, 672-700.

1.10.1.5. Precipitacion de complejos Hierro-Cianuro

Se recomienda en el tratamiento de cianuros totales y WAD, se utiliza una reaccion
con iones ferrosos, donde la precipitacion puede ser controlada para la separacion de los
solidos precipitados. Requiere condiciones de pH por debajo de 6 para un 6ptimo proceso
(Botz et al., 2005).

1.10.2. Tratamientos bioldgicos

La biotecnologia y la biohidrometalurgia son areas multidisciplinarias que incluyen
campos de estudio como el de los procesos de mineria, la hidrometalurgia, el medio
ambiente, la microbiologia, la bioquimica, entre muchos otros (Akcil & Mudder, 2003). La
habilidad de degradar cianuros simples e inorganicos ha sido demostrada tanto en organismos
eucariotas como procariotas, dentro de un diverso rango de taxa y por diversos procesos
metabdlicos. Algunos de los procesos metabdlicos que han sido observados incluyen
reacciones hidroliticas, oxidativa, reductivas, de sustitucion y de transferencia. Sin embargo
actualmente el tipo de tratamiento biol6gico méas aceptado y econémico es mediante bacterias
(Carroll, 2010).

La habilidad de destruccion de cianuro de los microorganismos fue examinada por
primera vez a principio del siglo XX y se demostré su capacidad comercial en el caso
Homestake Gold Mine, en Estados Unidos alrededor del afio 1980. Con el paso del tiempo se
han reportado diversas investigaciones sobre el uso de microorganismos en condiciones de

laboratorio y plantas piloto (Kuyucak & Akcil, 2013) como los que se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Comparacion de reportes en la biorremediacion de cianuros

Familia

Género

Tipo de
metabolismo
respiratorio

Tincion
de
Gramm

Autores que la mencionan

Actinobacteria

Actinomycetales

Actinomycetaceae

Actinomyces

anaerobio
facultativo

positiva

Given, Dixon, Douglas,
Mihoc, & Mudder (1998);
Mudder et al. (1998)

Actinobacteria

Actinomycetales

Micrococcaceae

Arthrobacter

aerobia

positiva

Given et al. (1998); Mudder et
al. (1998); Asano, Fujishiro,
Tani, & Yamada (1982)

Actinobacteria

Actinomycetales

Micrococcaceae

Micrococus

aerobia

positiva

Given et al. (1998); Mudder et
al. (1998)

Actinobacteria

Actinomycetales

Nocardiaceae

Rhodococcus

aerobica

positiva

Komeda, Kobayashi, &
Shimizu (1996); Kobayashi,
NAGASAWA, & YAMADA
(1989); Blakey, Colby,
Williams, & O'Reilly (1995)

Actinobacteria

Actinomycetales

Brevibacteriaceae

Brevibacterium B. imperiali

aerobia

positiva

Komeda et al. (1996);
Kobayashi et al. (1989);
Blakey et al. (1995); Alfani,
Cantarella, Spera, & Viparelli
(2001)

Alphaproteobacteria

Rhizobiales

Bradyrhizobiaceae

Bosea B. thiooxidans

aerobia

negativa

van Buuren, Makhotla, &
Olivier (2011)

Alphaproteobacteria

Rhodobacterales

Rhodobacteraceae

Paracoccus

aerobio

negativa

Given et al. (1998); Mudder et
al. (1998)

Gammaproteobacteria

Pseudomonadales

Pseudomonadaceae

Pseudomonas P. paucimobilis

aerobia

negativa

Whitlock (1990)

Bacilli

Bacillalaes

Bacillaceae

Bacillus B. pumilus

anaerobio

positiva

Ingvorsen, Hgjer-Pedersen, &
Godtfredsen (1991); Meyers,
Gokool, Rawlings, & Woods
(1991); Watanabe, Yano,
lkebukuro, & Karube (1998)

Bacilli

Bacillalaes

Bacillaceae

Bacillus

anaerobio

positiva

Given et al. (1998); Mudder et
al. (1998)

Bacilli

Lactobacillales

Streptococcaceae

Streptococcus

anaerobia
facultativa

positiva

Khamar, Makhdoumi-Kakhk
& Gharaie (2015)

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Alcaligenaceae

Alcaligenes

aerobia

negativa

Given et al. (1998); Mudder et
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al. (1998)

Ingvorsen et al. (1991);
Meyers et al. (1991);

Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Alcaligenes A. xylosoxidans aerobia negativa  Watanabe et al. (2001)
Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia B. cepacia aerobia negativa  Adjei & Ohta (2000)
aerobia

Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia R. eutropha facultativa negativa  van Buuren et al. (2011)

Given et al. (1998); Mudder et
Betaproteobacteria Nitrosomonadales  Thiobacillacaeae Thiobacillus aerobia negativa  al. (1998)

Ingvorsen et al. (1991);

Meyers et al. (1991);
Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae Chromobacterium  C. violaceum aerobia negativa  Watanabe et al. (2001)

Given et al. (1998); Mudder et
Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae Neisseria aerobia negativa  al. (1998)

Dash, Gaur, & Balomajumder
Gammaproteobacteria  Enterobacteria Enterobacteriaceae  Citrobacter aerobia negativa  (2009)

Figueira, Ciminelli, Andrade,

& Linardi (1996); Kao, Liu,
Gammaproteobacteria  Enterobacteria Enterobacteriaceae  Escherichia E. coli aerobia negativa  Lou, Lin, & Chen (2003)

Figueira et al. (1996); Kao et
Gammaproteobacteria  Enterobacteria Enterobacteriaceae  Klebsiella K. oxytoca aerobia negativa  al. (2003)

aerobia
Gammaproteobacteria  Oceanospirillales  Halomonadaceae Halomonas facultativa negativa  Khamar et al. (2015)
Gammaproteobacteria  Pseudomonadales  Moraxellaceae Acinetobacter aerobia negativa  Finnegan et al. (1991)
Gammaproteobacteria ~ Pseudomonadales  Pseudomonadaceae  Pseudomonas P. fluorescens aerobia negativa  Baxter & Cummings (2006)
P.

Gammaproteobacteria  Pseudomonadales  Pseudomonadaceae  Pseudomonas pseudoalcaligenes aerobia negativa  USEPA (1994)
Gammaproteobacteria ~ Pseudomonale Pseudomonadaceae  Pseudomonas P. putida aerobia negativa  Dash et al. (2009)
Gammaproteobacteria  Pseudomonale Pseudomonadaceae  Pseudomonas aerobia negativa  Akcil (2003)

Ingvorsen et al. (1991);

Meyers et al. (1991);
Gammaproteobacteria  Pseudomonale Pseudomonadaceae  Pseudomonas P. stutzeri aerobia negativa  Watanabe et al. (2001)

Nota. Elaboracion Propia

Recopilacion de diversos articulos
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1.10.3. Contraste de tratamientos

Cuando realizamos un andlisis costo beneficio entre cualquier proceso de tratamiento
de cianuros, se deben considerar los factores economicos, ambientales, legislativos y
requerimientos involucrados. Al comparar un tratamiento quimico, el tratamiento biol6gico
requiere de una inversion inicial mucho mas elevada. Sin embargo visto desde una
perspectiva a largo plazo sucede todo lo contrario. Aunque los procesos bioldgicos tienen
ventaja sobre los quimicos en el sentido de la generacién de efluentes mucho mas amigables
con el ambiente, las variables econdmicas se hacen presentes cuando condiciones climéticas,
afectan las del mantenimiento de los microorganismos. Bajo las condiciones actuales de las
legislaciones, justificar un tratamiento bioldgico sobre un quimico pareceria dificil. Sin
embargo con legislaciones mas estrictas los papeles se invirtieron debido a la capacidad de
producir efluentes mas limpios (S6derholm et al., 2015). Otro concepto interesante representa
que los procesos bioldgicos convencionales no siempre proveen los resultados satisfactorios,
en especial porque el tratamiento de relaves mineros llega a tener residuos resistentes a
tratamientos biolégicos o que en las concentraciones que se encuentran son letales para
organismos. Aqui es donde nace la idea de procesos quimicos de oxidacion avanzada en
combinacién a procesos biologicos para el tratamiento de relaves industriales y mineros
(Oller, Malato & Sénchez-Pérez, 2011).

1.10.4. Pruebas de biotratabilidad

Los estudios de biotratabilidad son disefiados para determinar la cantidad y velocidad
de degradacion de los compuestos de interés, las condiciones optimas para que la
biodegradacion ocurra (SenGupta, 1995) y sefialar cuestiones especificas técnicas, de costos
y tiempos (King, Sheldon & Long, 1997). Los estudios de biotratabilidad pueden usarse de
manera indiferente en proyectos de biorremediacion ya sean in-situ o ex-situ. Los resultados
que se obtienen determinan la viabilidad de emplear las tecnologias de biorremediacion, el
tiempo del tratamiento y las condiciones generales como pH, nutrientes, concentraciones. Las
pruebas de biotratabilidad proveen informacién para estimar el marco de tiempo para una
biorremediacion a escala industrial y estimar los costos relacionados a un proyecto industrial
(SenGupta, 1995). El objetivo es identificar las condiciones dptimas para la degradacion de
los compuestos de interés, asi como determinar a manera general la cantidad que se removera
(King et al., 1997).
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1.10.5. Analisis molecular

La diversidad microbiolégica del planeta es infinita y bastamente desconocida, a lo
largo de los afios se han buscado formas de analizar esta diversidad y conocer las diferentes
comunidades bacterianas. La filogenética asi como la taxonomia nos permiten estudiar esta
diversidad asi como facilitar la identificacion de las especies bacterianas en una muestra. Para
hacer uso de la filogenia se utilizan los analisis molecular que permiten reconstruir la
estructura poblacional de una comunidad a un nivel que las técnicas tradicionales de
identificacion no logran llegar (Cruz-Leyva, Zamudio-Maya, Corona-Cruz, Gonzalez-De La
Cruz, & Rojas-Herrera, 2015).

La primera categoria taxondmica utilizada en los sistemas de clasificacion bioldgica es
el dominio. Los tres dominios fueron propuestos por Carl Woese en 1990, la propuesta nacié
con base a un arbol filogenético donde hay tres divergencias a partir de un progenitor
ancestral (LUCA). Los tres dominios son Eukarya, Archaeabacteria y Bacteria (Woese,
Kandler, & Wheelis, 1990). Dentro del dominio bacteria a lo largo de las investigaciones y

analisis se han descubierto 30 phyla (Euzéby, 2016).

1.10.6. Uso del gen 16S ARNr
El gen 16S del ARN ribosomal presenta una ventaja sobre otros y juega el rol principal
en la identificacion de bacterias, debido a sus secuencias altamente conservadas que dan lugar
a regiones comunes utilizadas como sitio de iniciacién para la elongacién de los cebadores
(primers); y a la presencia simultdnea de zonas especificas con variaciones Unicas entre
grupos filogénicos (Cuadra, 2017).
Rodicio y Mendoza (2004), enumeran las principales 6 caracteristicas que colocan al
16S ARNr como el gen indicado para la identificacion filogénica y anélisis taxonémico:
¢ Esuna molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.
e Debido a la constancia de su estructura y funcién las alteraciones en la secuencia
reflejan probablemente cambios aleatorios.
e a) Los cambios ocurren de manera lenta, aportando informacion sobre procariotas y al
tomar en cuenta las variaciones del ARNr 18S, informacion sobre la escala evolutiva.
b) Los ARNr SSU contienen, suficiente variabilidad para diferenciar los organismos
mas proximos.
e El tamafio relativamente largo de los ARNr 16S (1.500 nt) disminuye las variaciones

estadisticas.
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e La conservacion en estructura secundaria ayuda aportando una base para el
alineamiento preciso.

e Existen bases de datos amplias y en continuo crecimiento sobre estas secuencias.

La construccion de arboles filogenéticos toma lugar gracias al analisis comparativo de las
secuencias del 16S ARNTr. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fue desarrollada
por K. Mullis en la década de los 80 (Cuadra, 2017), esta metodologia permite la
amplificacion selectiva de secuencias, para ello se utilizan diversos primers que permiten

amplificar secuencias especificas.
1.10.7. Reaccién de la polimerasa en cadena

Se conoce como PCR por su nombre en inglés (Polymerase Chain Reaction), esta
técnica convierte pequefias cantidades de ADN, para amplificar millones de copias de
regiones especificas para analisis, se considera una técnica bastante compleja pues incluye
secuenciacion, clonacion y modificaciones genéticas (Clark & Pazdernik, 2013). Para realizar
una PCR entran en juego los elementos méas importantes: la muestra de ADN, los primers, los
desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina) y la enzima
polimerasa.

De la técnica inicial de PCR punto final, descrita a continuacion, se han desarrollado
diversos tipos de PCR, al menos existen 32 versiones diferentes, cada una de ellas con fines
distintos y variaciones especificas a los objetivos de cada una de ellas. Por ejemplo la PCR
tiempo real es una técnica cuantitativa con la que se puede conocer un aproximado de las
cantidades de DNA presente en diferentes muestras. Otra técnica es la PCR anidada, esta
consiste en dos fases, la primera es la amplificacién de una secuencia de interés, seguido de
una segunda amplificacion, de un segmento mas pequefio dentro del primer amplicon,
también se utiliza para darle caracteristicas especiales a una secuencia como lo es la adicién
de la GC-clamp utilizada para otros estudios como el DGGE (Rajalakshmi, 2017).

Los equipos utilizados para llevar a cabo la reaccion son llamados termocicladores,
estan disefiados para establecer un sistema homogéneo para las distintas condiciones de
temperatura y tiempo. La enzima mas usada para la reaccion de PCR es la Tag ADN
polimerasa, esta enzima se obtuvo de Thermus aquaticus, una bacteria capaz de sobrevivir a
temperaturas muy altas (Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013).

La eleccion de primers dependerd del perfil a identificar, en primera instancia se podria

considerar un perfil universal, el ARNr estd altamente conservado por lo que los

22



investigadores utilizan primers universales para identificar los tres dominios de organismos.
Otro enfoque recomendado para la identificacion mediante PCR es la identificacion a nivel
clase, donde los oligonucle6tidos especificos para diversas clases de un dominio nos permiten
conocer la diversidad de nuestra muestra (Cuadra, 2017).

Se denomina primer a las secuencias de oligonucledtidos que se uniran a las regiones
de interés, deben tener la secuencia complementaria del fragmento de interés. Su tamafio
suele ser entre 15 y 25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser mas del 55% de la
secuencia. Se requiere de dos primers para llevar a cabo una reaccion PCR, el primero es
conocido como forward o sentido, mientras que la segunda recibe el nombre de reward o anti
sentido. Ambos cebadores se disefian de forma que la seccion de interés del ADN sea

amplificada por la enzima Taq polimerasa en direccion 5’-3 (Tamay de Dios et al., 2013).

1.10.8. Etapas de la PCR

Todos los elementos antes mencionados interactuaran a lo largo de tres etapas ciclicas
que conforman la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension. Durante la
desnaturalizacion, las cadenas de ADN son expuestas a altas temperaturas consiguiendo
separar la doble hélice en dos secuencias single stranded, usualmente este momento tiene
lugar a 95 °C durante una exposicion de 20 a 30 segundos; el tiempo dependerd del
porcentaje de guaninas y timinas que existen dentro de la secuencia (Tamay de Dios et al.,
2013).

La segunda etapa recibe el nombre de hibridacién, durante esta, los cebadores se
alinean al extremo 3’ de la secuencia base, los cebadores hibridan con su secuencia
complementaria formando el complejo templado-primers. Para conseguir esto la temperatura
de hibridacion o temperatura melting (Tm) debe ser la dptima por los general se encuentra
entre 50-60 °C (Tamay de Dios et al., 2013).

Finalmente la extension, durante esta etapa se debe conseguir en primer lugar que la
enzima Taq polimerasa actGe sobre el complejo templado-primers, una vez que esto es
alcanzado se procede a una funcién catalitica de alta velocidad con sentido 5’ a 3’ donde la
enzima agrega dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La
temperatura usual para este paso debe ser de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es
funcional (Tamay de Dios et al., 2013). Esta secuencia debe ser repetida, la reaccién PCR es
conocida como reaccién exponencial pues de una secuencia original de DNA se obtienen 4

copias después de dos ciclos, 16 copias después de 4 ciclos, 256 después de 8 y asi
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sucesivamente hasta alcanzar millones de secuencias amplificadas conocidas como
amplicones. Los amplicones deberan tener un tamafio tedrico producto de la cantidad de

bases que existe entre las dos secuencias de primers (Rajalakshmi, 2017).
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2. MARCO CONTEXTUAL
2.1. Endeavour Silver Corp

Fundada en 2004, es una compafiia minera de plata-oro de nivel intermedio dedicada a la
evaluacion, adquisicion, exploracidn, desarrollo y explotacion de propiedades de metales
preciosos en América Latina, todo desde un punto de partida orientado a la sustentabilidad
(Endeavour Silver, 2015). Tras 11 afios de continuo crecimiento, ha sido condecorada como
la empresa minera de planta de mayor crecimiento en América del Norte y actualmente tiene
programas de expansién en 3 minas de plata-oro en operacién en México: la mina Guanacevi,
en el estado de Durango, y las minas Bolafitos y ElI Cubo (Figura 6), en el estado de

Guanajuato (Endeavour Silver Corp, 2013).

La mina El Cubo, fue la tercera mina adquirida por Endeavour en julio de 2012, se ubica
a 6 kilémetros al noroeste de la Ciudad de Guanajuato, Guanajuato (Figura 7), bajo las
siguientes coordenadas Longitud 20°59°51.53”N y Latitud 101°10°56.43”0 (Hard Rock
Consulting, 2015). La planta de procesamiento tiene una antigiiedad que data del siglo XVII,
y mas de 150 afos, utilizando la cianuracion, fue el primer sitio en México extrayendo oro y
por este método. Ubicada en el segundo distrito minero de tipo histérico mas grande en
Meéxico, con un &rea total de 8141ha, la planta cuenta con 6 presas de jales (Endeavour Silver
Corp, 2013).

IFICINA CORPORATIVA

Vancouver,
Columbia Brithnica
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Figura 6. Mapa de México sefialando las 3 minas con proyeccion de crecimiento

Fuente: Endeavour Silver. (2015). Informe Anual y Reporte de Sustentabilidad 2015.
Vancouver, Canads: Endeavour Silver Corp. Recuperado el 3 de diciembre de 2016, de
http://sp.edrsilver.com/_resources/2015_Endeavour_Spanish_Web.pdf
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Figura 7. Localizacién general del proyecto EI Cubo

Fuente: Hard Rock Consulting, LCC. (2015). Updated Mineral Resource and Reserve
Estimates for the El Cubo Project, Guanajuato State, Mexico. National Instrument 43-101
Technical Report. Endeavour Silver Corp. Recuperado el 5 de noviembre de 2016, de
http://edrsilver.com/_resources/reports/El_Cubo_technical_report_march_2016.pdf

En 2013 debido a lo peligroso que es el uso de cianuro, se cambidé el proceso de
lixiviacion por un proceso de flotacion; anterior al cambio por cada kg de plata que se
obtenia, se utilizaban 5.44 kg de cianuro de sodio, la produccion de plata en 2013 fue mas de
30000 kg (Hard Rock Consulting, 2015).

Los jales pertenecientes a ElI Cubo son Mastrantos I, 11 y IV, los cuales ain contienen los
residuos resultado de la cianuracién, por otra parte los jales destinados para el proceso de

flotacién son Mirasol, Mastrantos 111 y VI.
2.2. Proceso de flotacién

El proceso de flotacion data del siglo XV cuando se comenzé a utilizar como método de
enriquecimiento de los minerales de carbonato de cobre. Pero su aplicacién general es
reciente, a finales del siglo XIX, la demanda de materia prima metaldrgica obligé a la gente a
buscar nuevas tecnologia. Comenz6 como un proceso de mezcla de polvo mineral con agua y
aceite, la variacion de aceite permitia obtener minerales de tipo sulfuros como galena (PbS),

sfalerita (ZnS) y pirita (FeS), mediante un ajuste de pH estos eran separados.

Fue hasta principios del siglo XX se empez6 a afiadir aire 0 CO2 y a recolectar una
espuma inestable, durante la primera guerra mundial el proceso de flotacién fue usado en
Australia y en EUA para extraer sulfuros de enormes cantidades de residuos de separacion de

sulfuro por sedimentacion selectiva. En los afios 20 se patentd el uso de los xantatos y
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algunos afios mas tarde se generalizo el uso de otros surfactantes, hoy en dia se procesan
anualmente 2.000 millones de toneladas de minerales molidos por este proceso (Tangient
LLC, 2015).

En la flotacion se aprovechan diferentes caracteristicas fisico-quimicas de la superficie de
los minerales, algunos se vuelven hidr6fobos con la adicion de ciertos activadores; se inyecta
aire al tanque y permite que las particulas hidréfobas floten en forma de espuma, para que
esta se retire (Figura 8). La flotacion se utiliza poco en la extraccién de oro pues solo se
recupera el oro libre, sin embargo se ve limitada por el tamafio de granos, el oro debe tener un

grueso entre 250 y 400 um (Naranjo, 2012).

Espuma con
particulas
flotadas

Residuo
sélido
no-flotado

Figura 8. Diagrama del proceso general de lixiviacion
Fuente: Tangient LLC. (2015). Flotacion. Recuperado el 3 de diciembre de 2016, de
http://procesosbio.wikispaces.com/Flotaci%C3%B3n

La flotacién se ha utilizado por afios en combinacién con la amalgamacion y la
cianuracion, sin embargo en la actualidad la combinacion de la flotacién con la cianuracion
es el combo de mayor uso. Esto se debe a que el oro recuperado por flotacion suele llevar no
solo oro, sino algunos otros minerales que pueden ser separados mediante la cianuracion. La
hidrofobicidad del oro, se consigue mediante la adicion de colectores como los xantatos que
permiten una mejor recuperacion del mineral en cuestion, el mas comdn es el xantato
isopropilico de sodio (RahilKhan, 2016). La flotacion cominmente requiere del trabajo en pH

neutro o bésico, dependiendo de los reactantes a utilizar (Naranjo, 2012).
2.3. Marco legal

Tabla 5. Marco Legal aplicable

Ley General del Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente
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Titulo Cuarto. Proteccion al Ambiente
Capitulo I11. Prevencion y Control de la Contaminacion del Agua y de los
Ecosistemas Acuéticos

Ley de Aguas Nacionales

Titulo Séptimo. Prevencion y Control de la Contaminacion de las Aguas y
Responsabilidad por Dafio Ambiental.
Capitulo 1. Prevencion y Control de la Contaminacion del Agua Capitulo
Ley Minera
Avrticulo 19. Fraccién V. Aprovechar las aguas provenientes del laboreo de las minas
para la exploracién o explotacion y beneficio de los minerales o sustancias que se
obtengan y el uso doméstico del personal empleado en las mismas.
NOM-001-SEMARNAT-1996
Limites Maximos Permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas y bienes nacionales, con el objeto de proteger su calidad y posibilitar su uso.
NOM-004-SEMARNAT-2002
Proteccion ambiental.- Lodos y biosolidos.-Especificaciones y limites maximos
permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y disposicion final.

2.4. Situacién actual del problema

Los incidentes y contaminacion a causa de un mal manejo del cianuro en la industria

minera no son situaciones ajenas a la realidad y actualidad de nuestro pais.

El dia 20 de marzo de 2018, la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
(PROFEPA) dio un comunicado oficial con referencia a lo sucedido el pasado 11 de marzo
del mismo afio. La empresa Primero Empresa Minera, S.A. de C.V., localizada en el
municipio San Dimas, Durango recibiria una inspeccion en material de contaminacion de
suelo en seguimiento al derrame de 200 litros de solucién cianurada gastada al rio Piaxtla, por
su parte las afectaciones en relacidn con el agua serian evaluadas por la Comision Nacional
del Agua (CONAGUA) (Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente [PROFEPA], 20 de
marzo de 2018).

Con base en la informacién proporcionada por la empresa, en el cumplimiento a lo
seflalado en el articulo 130 del Reglamento de Ley de la General para la Prevencion y
Gestion Integral de los residuos LGPGIR (Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente
[PROFEPA], 16 de marzo de 2018); la concentracion de cianuro en la solucién derramada se
encontraba dentro del rango de 100 a 180 mg/I de cianuro (PROFEPA, 20 de marzo de 2018).

La causa fue un descuido en el cierre de la véalvula de una pipa que transportaba

remanente de solucion cianurada, ocasionando que drenara la solucion, una vez que esta
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alcanzé la corriente, se desplaz6 aproximadamente 245 m lineales, causando la muerte de un
nimero indeterminado de peces, en su mayoria con tamafio de 1 a 5 cm (PROFEPA, 16 de
marzo de 2018).

En respuesta a la emergencia, la empresa realizd el retiro de los peces muertos e
implementd un programa de monitoreo de la vida silvestre en el entorno del rio Piaxtla donde
ocurrio el derrame (PROFEPA, 16 de marzo de 2018). De acuerdo con Yadira Narvéez,
titular de la Comisidn Nacional del Agua (Conagua) en Durango; las comunidades aledafias
al rio Piaxtla, estan seguras ya que se realizaron de manera inmediata los protocolos de
emergencia. Como parte del plan de contingencia se realizé una limpieza a 250 metros del
lecho del rio y se sigui6 un monitoreo constante aguas abajo por 20 dias. Segin la
funcionaria, el lecho del rio contaba con poca agua el dia del percance, lo que evité el avance

y fue minima la perdida, solo se registraron pequefios peces muertos (Hernandez, 2018).
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3. JUSTIFICACION

La industria utiliza agua para una amplia gama de actividades; la mineria emplea una
mezcla de agua con cianuro para la extraccién de oro y plata, por lo tanto los efluentes
residuales deben recibir algin tratamiento antes de ser liberados al ambiente ya que
contienen cianuro libre, complejos débiles y fuertes de cianuro, metales pesados, entre otras

sustancias.

De acuerdo a los estudios realizados en efluentes mineros contaminados con cianuro, las
concentraciones alcanzadas se encuentran en un rango de 100 a 500 ppm. La estabilidad de
los cianuros y sus efectos en la bidsfera han hecho que se utilicen tratamientos como la
degradacion natural, la cloracion alcalina, el uso de peroxido de hidrdgeno entre otros para la
destruccion del cianuro; lamentablemente, estos métodos resultan ser muy caros, requieren un
alto consumo de reactivos o el tratamiento requiere grandes periodos de tiempo. No obstante,
la falta de cuidado en cuanto al uso y manejo del cianuro representa un aspecto grave en el
impacto ambiental como para la salud, las concentraciones de cianuro pueden ser mortales si
sobrepasan los 0.05 a 0.3 mg/dL en sangre segun lo indica la Organizacién Mundial de la
Salud [OMS].

La industria minera opta por la degradacion natural, por su bajo costo y al no requerir
reactivos. Sin embargo, este no permite a los efluentes alcanzar los limites maximos
permisibles establecidos (LMP) en las normas oficiales mexicanas, convirtiendo a las presas
0 jales mineros en zonas de riesgo latente para los seres vivos. Por esta razon se recomienda
la innovacion en los métodos de tratamiento. Por excelencia, en el tratamiento de aguas, se ha
usado uno de los métodos méas econdmicos y con resultados mas prometedores como lo es el
uso de procesos bioldgicos y el uso de reacciones quimicas de oxidacién avanzada. Se ha
demostrado como la oxidacion avanzada por el método de ozono-coagulacion-floculacion,
tiene resultados éptimos, sin embargo, el uso de microorganismos también ha generado
resultados prometedores. Ambas tecnologias son viables y presentan ventajas diferentes entre

si, por lo que se recomienda una combinacion de técnicas.
Aunque los procesos de 0zonacion no son tan costosos a comparacion de otros, el costo

podria ser ain menor con la implementacién de un método bioldgico que por si mismo no

siempre es Optimo en el tratamiento de efluentes debido a las altas concentraciones de
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contaminantes que resultan ser tdxicos para los microorganismos. El tratamiento de los
efluentes cianurados podria ser una alternativa para mejorar la calidad de vida de las
comunidades una vez escalada en la industria minera, disminuyendo el impacto negativo en
la salud de empleados y poblacién vecina, asi como la distribucion del agua tratada para riego
local u otras actividades que proporcionen beneficios a la sociedad. Los resultados de esta
investigacion representan un escalén mas en la busqueda de una mejora para las condiciones

de pueblos mineros.

La NOM-001-SEMARNAT-1996 establece los Limites Maximos Permisibles (LMP) de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, en cuanto a
los LMP de cianuros en embalses naturales y artificiales para uso en riego agricola es de 3
mg/L, para uso publico urbano es 2 mg/L, y en rios para la proteccion de vida acuatica es de
2 mg/L. La Environmental Protection Agency (EPA) establece que los limites méaximos
permisibles de cianuro libre en cuerpos de agua dulce para la vida acuatica es 0.022 mg/L y

para agua potable es de 0.2 mg/L.

Actualmente la UPAEP tiene firmado un convenio de colaboracién con la empresa Ozono
Polaris S.A. de C.V. (Septiembre 2013), con el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua
(IMTA) y un convenio de colaboracién directa con la empresa La Mina ElI Cubo en
Guanajuato, con el fin de determinar una alternativa para el tratamiento de relaves mineros;
se cuenta con la infraestructura, financiamiento y apoyo de investigadores de estas
instituciones.
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4. HIPOTESIS

El inoculo bacteriano obtenido de la mina El Cubo en Guanajuato, es capaz de degradar
cianuro mediante la actividad metab6lica en condiciones aerobias y pH basico a una
concentracion de al menos 10 ppm, favoreciendo asi el disefio de un tratamiento terciario

bioldgico, de los relaves mineros del proceso de extraccion convencional de oro y plata.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad degradativa de cianuro del inoculo bacteriano obtenido de la mina
El Cubo en Guanajuato, mediante pruebas de biodegradabilidad a escala laboratorio de
relaves subproducto de la mineria de oro, para sentar las bases de un tratamiento terciario
(bioldgico) de bajo impacto ambiental del efluente tratado por oxidacién avanzada que

cumpla con la normatividad aplicable.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

6.1. Elaborar un protocolo de muestreo que garantice un procedimiento adecuado en la
obtencidn, transporte y mantenimiento de las muestras del sitio de estudio, utilizando
como fuente de consulta manuales, formatos, herramientas, aspectos y fundamentos
técnicos para la obtencién del indculo bacteriano.

6.2. Obtener el inoculo a través del tratamiento de las muestras de suelo y lodos de la presa
de jales de la mina El Cubo, para proceder con las pruebas de biodegradabilidad.

6.3. Evaluar la capacidad de remocion de cianuro, mediante pruebas de biodegradabilidad
bajo distintos cambios en los factores (concentracion de cianuros) para probar la
presencia de bacterias degradadoras de cianuro.

6.4. Comprobar la presencia y diversidad de las bacterias del inoculo sometido a las pruebas
de biodegradabilidad, con base en técnicas de biologia molecular (PCR punto final), para

identificar las clases de bacterias presentes.
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7. ALCANCES Y LIMITACIONES

La relevancia de esta investigacion radica en la problematica ambiental, social y
econémica que se genera por el incorrecto manejo de los relaves mineros, con la
finalidad de subvencionar un adecuado tratamiento que permita su reGso y
reincorporacion a los cuerpos de agua buscando el menor impacto tanto a la salud
como al ambiente.

La investigacion se realizara con muestras de una mina caso de estudio, por lo que: a)
Existe mayor representatividad del efluente a tratar a diferencia de solo utilizar agua
sintética elaborada en laboratorio. b) Aislar mayor diversidad de bacterias que ya han
desarrollado mecanismos para biodegradar el cianuro de forma natural es més factible
gue desarrollar estos mecanismos en distintos cultivos puros.

La realizacion del proyecto beneficiara al casco urbano y el ambiente, ya que las
presas de jales son un riesgo latente, brindando alternativas de solucion al problema
asociado a los relaves mineros.

Este proyecto representa la fase de arranque para la puesta en marcha de un

biorreactor continuo como prueba piloto para el tratamiento de los relaves.

Sin embargo, podemos mencionar las siguientes limitantes con las que se enfrentara el

estudio:

El estudio abarcard Unicamente la mina caso de estudio; las condiciones inherentes de
la zona son factores determinantes para la caracterizacion y tratamiento del relave.

La fecha limite para la conclusién del proyecto es Mayo 2018.

Por limitacién de tiempo, espacio y recursos, las pruebas de andlisis molecular no
seran realizadas en su totalidad.

Las empresas pertenecientes al giro industrial minero son escrupulosas en referencia a
la informacién relacionada a su proceso y operacién, por lo que los tramites para el
acceso y muestreo toman prolongado tiempo en ser consolidados y se pueden ver
condicionados.

La industria minera del pais a pesar de ser uno de los sectores de mayor importancia
econdmica, es una de las industrias que destina irrisorios recursos en tecnologias de

tratamiento de relaves.

Los relaves mineros tienen concentraciones elevadas de contaminantes que pueden

llegar a ser toxicas para microorganismos por lo que el trabajo podria verse limitado.
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8. METODOLOGIA
8.1. Muestreo

El muestreo tomé lugar en dos sitios de interés; ambos sitios fueron seleccionados
ventajosamente debido a la presencia de cianuro en la zona circundante a los puntos de toma
de muestra, con el propdsito de priorizar microorganismos ya adaptados a la interaccion con
este contaminante. Los sitios muestreados corresponden a la zona de presas de jales de la
Mina EI Cubo ubicado en la ciudad de Guanajuato. Asi como distintos puntos del cauce del
Rio Atoyac y su cuerpo receptor, la Presa Manuel Avila Camacho en Valsequillo, estos

altimos ubicados en el estado de Puebla.

El muestreo correspondiente a la Mina El Cubo fue efectuado en la zona de presas de
jales mineros, bajo las coordenadas: Longitud 20°59°51.53”N y Latitud 101°10°56.43”0. Los
jales de esta mina se encontraban completamente evaporados debido al cese de actividades
relacionadas al proceso de lixiviacion, el cual fue sustituido recientemente por la técnica de
flotacion para la obtencion de Au. La presa de jales de interés, es la denominada Mastrantos
I1, se procedio a esta toma de muestra debido a que Mastrantos Il fue el Gltimo jale en uso,
por lo que los sedimentos remanentes fueron consideraron relevantes a nivel microbioldgico
debido a la posible presencia de microorganismos capaces de desarrollar mecanismos de

resistencia y adaptacion al cianuro.

La fecha de muestreo fue el jueves 6 de abril de 2017 con base en lo estipulado en el
“Plan de muestreo para relaves mineros y suelo” generado para el proyecto siguiendo los
procedimientos establecidos y formatos de la cadena de custodia (Véase anexo 2). Se llevé a
cabo una recoleccién aerobia; la excavacién fue a una profundidad aproximada de 0.25m
transfiriendo la muestra a recipientes de 250 mL previamente lavados con detergente libre de
nutrientes, sometidos a 12 horas de bafio &cido, 4 horas de enjuague con agua destilada,
expuestos a tratamiento térmico en mufla (250° C) por dos horas y finalmente esterilizados.
Los frascos fueron de cierre de rosca, color &mbar, totalmente cubiertos y rotulados, para su
posterior transporte en oscuridad a una temperatura menor de 4°C, con el fin mantener la
estabilidad de todos sus constituyentes y de esta forma garantizar su preservacion para su

futuro andlisis en laboratorio.
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Figura 9. Vista satelital Mina El Cubo, Endeavor Silver Corp

Fuente: Hard Rock Consulting, LCC. (2015). Updated Mineral Resource and Reserve
Estimates for the ElI Cubo Project, Guanajuato State, Mexico. National Instrument 43-101
Technical Report. Endeavour Silver Corp. Recuperado el 09 de octubre de 2017, de
http://edrsilver.com/_resources/reports/El_Cubo_technical_report_march_2016.pdf
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El segundo muestreo corresponde a la toma de sedimentos en 12 puntos del rio
Atoyac recolectados al margen del cuerpo de agua a una profundidad no mayor a 0.25 m;
estas muestras se etiquetaron como AL##. Posteriormente se realiz6 la toma de sedimentos en
3 puntos de la Presa Manuel Avila Camacho donde se emple6 maquinaria de barrenacion con
el fin de facilitar la extraccion de sedimentos directamente de la zona de transicion de la
Presa, para estos puntos se utilizaron las etiquetas AV##. Los 15 puntos muestreados se
encuentras geolocalizados en la Figura 10, la fecha de muestreo asi como las coordenadas por
punto se presentan en la Tabla 5. Se utiliz6 el “Plan de muestreo para relaves mineros y
suelo” previamente mencionado, para la toma de muestra, transporte y preservacion de las
mismas. La eleccion de estos puntos se realizé bajo el criterio de la diversidad, presencia y

concentracion de diversos contaminantes de las descargas continuas adyacentes al rio Atoyac.
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Figura 10. Geolocalizacion de los puntos de muestreo del Rio Atoyac- Presa Manuel Avila
Camacho, Edo. De Puebla.
Elaboracién propia en Google Earth Pro 2017

Tabla 6. Registro de los puntos de muestreo para Rio Atoyac y Presa Manuel Avila Camacho

ALO1 2 de mayo de 2017 19°4'32" N, 98°08'51" O
AL10 2 de mayo de 2017 19°3'38" N, 98°9'18" O
ALO2 2 de mayo de 2017 19°2'54" N, 98°9'25" O
ALO9S 2 de mayo de 2017 19°2'42" N, 98°9'38" O
ALO3 2 de mayo de 2017 19°2'23" N, 98°10'10" O
AL11 2 de mayo de 2017 19°2'31" N, 98°9'50" O
ALO4 2 de mayo de 2017 19°2'15" N, 98°8'59" O
ALO6 2 de mayo de 2017 18°59'49" N, 98°11'4" O
ALOS 3 de mayo de 2017 19°1'57" N, 98°10'37" O
ALO7 3 de mayo de 2017 18°58'58" N, 98°11'00" O
AL12 3 de mayo de 2017 18°58'38" N, 98°11'11" O
ALO8 3 de mayo de 2017 18°57'6" N, 98°11'14" O
AL13 3 de mayo de 2017 19°6'37" N, 98°3'17" O
ALVO02 4 de mayo de 2017 18°54'14" N, 98°10'42" O
ALVO1 4 de mayo de 2017 18°56'1" N, 98°10'44" O
ALVO3 4 de mayo de 2017 18°55'47" N, 98°11'3" O

Nota. Registro elaborado durante los dias de muestreo.

8.2. Preparacion de soluciones
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Para el desarrollo de la investigacion se prepararon paulatinamente el siguiente conjunto
de soluciones. A continuacidn se muestran las tablas correspondientes a ellas asi como una

breve descripcion.

La solucién peptonada isotonica estéril es un diluyente isotdnico para el enriquecimiento
no selectivo preliminar de bacterias, para su estudio y normalizacion. La formulacion y
preparacion se llevaron a cabo con base en lo establecido por la NOM-110-SSA1-1994
(1995).

TABLA 7. SOLUCIQN PEPTONADA ISOTONICA
ESTERIL (SPIE)SPIE

Peptona de caseina | 19
NaCl | 8.59
Agua destilada | 1L

Nota: Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacion y
Dilucién de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbioldgico. En el Diario Oficial de
la Federacion, Estados Unidos Mexicanos, 10 de mayo de 1995

La solucion Buffer-Fosfato, es una solucion amortiguadora de pH. Esta solucién se

prepara a partir de Cloruro de Sodio, Fosfato de Sodio.

Tabla 8. Solucién Buffer-Fosfato (PBS por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline)

PBS
NaCl | 80g
KH,PO, | 29
Na;HPO, | 11.64g
KCL | 1g
Agua deionizada | 1L

Nota: AAT Bioquest, Inc. (2017). PBS (Phosphate Buffered Saline) (1X, pH 7.4) recipe and
preparation. Recuperado el 13 de enero de 2018, de https://www.aatbio.com/resources/buffer-
preparations-and-recipes/pbs-phosphate-buffered-saline

El medio mineral es un medio de cultivo que contiene los nutrientes minimos
indispensables. Contiene una fuente de carbono para el crecimiento bacteriano; distintas
sales, elementos esenciales como el magnesio, nitrdgeno, fésforo y azufre. La formulacion
utilizada fue la solucion A, a la que se le adicionan 0.5 mL de la solucién B. Se opt6 por la

formulacion utilizada por Khamar et al. (2015) y Chapatwala et al. (1998).

Tabla 9. Medio Mineral o Medio Minimo

MEDIO MINERAL
Solucién A Solucién B
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KoHPO, 4.3g/L MnCl, 1mg/L

KH,PO, 3.4g/L +0.5mL FeSO, 0.6mg/L
MgCl 0.3g/L CaCl, 2.6mg/L
NaMoO, 6mg/L

Nota: Chapatwala, K. D., Babu, G. R. V., Vijaya, O. K., Kumar, K. P., & Wolfram, J. H.
(1998). Biodegradation of cyanides, cyanates and thiocyanates to ammonia and carbon
dioxide by immobilized cells of Pseudomonas putida. Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 20(1), 28-33.; Khamar, Z., Makhdoumi-Kakhki, A., & Gharaie, M. M.
(2015). Remediation of cyanide from the gold mine tailing pond by a novel bacterial co-
culture. International Biodeterioration & Biodegradation, 99, 123-128.

Los electrodos utilizados durante la fase de las pruebas de biodegradabilidad, HI 4009 y HI 4101 (Hanna Instruments),
requieren la adicion de una solucién ISA para ajustar el pH asi como proporcionar una fuerza constante iénica que permita
medir la concentracion de iones. En algunos casos elimina interferencias potenciales de los iones competidores que estan
presentes. De acuerdo a lo estipulado por laboratorios como Thermo Fisher Scientific, la solucion ISA es una solucién 10 M

de NaOH, debido al volumen pequefio de las muestras se utilizé una solucién 5M de NaoH.Tabla 10. Solucion
Ajustadora de Fuerza lonica (1sA)

ISA ( Solucién NaOH[5M] )
NaOH | 200g
Agua destilada | 1L

Nota: Thermo Fisher Scientific Inc. (2018). Reagecon 500ML IONIC STRENGTH
ADJUSTER AMMONIA ISA 10M NAOH 500. Recuperado el 13 de enero de 2018, de
http://www.fishersci.se/shop/products/11583092/11583092

La solucién TAE es un Medio usado para preparar gel de agarosa 1% y desarrollar la
electroforesis. Recibe este nombre de las iniciales de sus componentes., el pH es alcalino,
para que todos los grupos fosfato del DNA estén ionizados por completo y éste se mantenga

cargado negativamente.

Tabla 11. Buffer Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X

TAE 1X
TAE 50X | 20mL

Agua destilada | 1L
Nota: Bio-Rad Laboratories. Run Agarose DNA Gels in Under 20 Minutes. Bioeducation
tech note, United States. Recuperado el 2 de abril de 2018, de http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Ise/literature/Bulletin_5396.pdf

8.3.0btencidn del inéculo

Para las muestras de suelo correspondientes a la mina, en condiciones estériles
empleando el método de cuartiles, se generd una mezcla homogénea de suelo. Esta muestra

fue sometida a un tamizado utilizando una malla del #4 para la remocién de particulas de
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gran tamafio y asi lograr una granulometria uniforme en la muestra. Posteriormente, se
realizaron soluciones 1:10 p/v de suelo/solucion peptonada isotdnica estéril (Tiong, 2015) en
tubos conicos de 50mL. Dicha disolucién se dispuso en el vortex por unos minutos para

obtener una mezcla intersticial entre el suelo y la SPIE.

Dicha disolucién fue lavada mediante centrifugacion en el equipo Hermle Labnet

Z326K, bajo la siguiente programacién:

a) 500 rpm por 5 minutos (5 repeticiones), priorizando el sobrenadante entre cada
repeticion.

b) Del sobrenadante priorizado transferir 1.5mL a un tubo de micro centrifuga,
centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.

c) Retirar sobrenadante y repetir operacion b) las veces que sea necesario hasta
obtener un pellet (precipitado) que servira como indculo para las posteriores
pruebas de biodegradabilidad (Bakken, 1985).

Para las quince muestras del Rio Atoyac y la Presa de Valsequillo se realizaron
soluciones 1:4 v/v de lodos/solucion peptonada isoténica estéril (Tiong, 2015) en vasos de
precipitados de 1L. Se homogenizaron las muestras con ayuda de un agitador magnético
durante una hora; esta mezcla se transfirié a conos imhoff, donde se dej6 sedimentar por 12
horas en refrigeracion. Transcurrido este lapso de tiempo se extrajo, de la zona méas cercana a

los sedimentos, 100mL de sobrenadante.

Las disoluciones fueron lavadas mediante centrifugacion en el equipo Hermle Labnet

Z326K, bajo la programacién anteriormente empleada para las muestras de suelo de mina.

Para la conservacion del indculo, de ambos grupos de muestras, se centrifugé a 10000
rpm por 5 minutos, se descartd el sobrenadante y posteriormente se agregd SPIE, solucion
PBS, se re suspendio el pellet antes de agregar glicerol (Tabla 9) y finalmente se mezcl6 en

vortrex. Los tubos de micro centrifuga se almacenaron a -20°C.
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Tabla 12. Preparacion del inculo para su conservacion

Conservacion del inéculo

SPIE \ 750 pL
PBS ‘ 250 pi » Resuspender
Glicerol 60% \ 500uL : P

8.3.1. Pruebas preliminares

Las pruebas consistieron en la evaluacion del comportamiento de los indculos a
distintas condiciones como lo fueron: medio nutritivo y mineral con un pH fijo de 9,
concentraciones de cianuro de Oppm, 5ppm, 10ppm, 20ppm y 50ppm, incubacién a 20°C,
22°C y 28°C, 150rpm y 200rpm, por un periodo de tiempo de 36 horas a una semana. Los
resultados obtenidos en la medicion de la densidad optica después de dicha ventana de tiempo
a una longitud de onda de 540nm permitieron elegir el origen del in6culo a utilizar. Estas
pruebas fueron sustanciales para brindar un panorama mas certero y por lo tanto facilitar la
puesta en marcha de las pruebas de biodegradabilidad, garantizando la viabilidad de las

mismas.

8.4. Pruebas de biodegradabilidad

Para la puesta en marcha de las pruebas se emple6 Unicamente el indculo del caso estudio,
el cual comprende la muestra de relaves de la mina EI Cubo. Todo el material empleado fue
esterilizado con el fin de evitar interferencias que llegasen a comprometer el experimento. Se
emplearon 10 matraces de 250mL, cuatro para correr las pruebas a 10ppm mas su control
negativo y cuatro para las pruebas de 20ppm mas su control negativo. Al ser reactores
aerobios se considerd que el volumen del matraz corresponderia a 50% de medio liquido y
50% de aire, por lo que cada reactor fue llenado con 125mL de medio mineral previamente
fijado a un pH de 9 asi como calibrado a la concentracion requerida de cianuros de 10ppm y
20ppm respectivamente, para finalmente ser inoculados con 250uL de muestra procesada de

suelo de mina.

Posteriormente, los matraces fueron sellados utilizando un tapén de hule, dichos tapones
poseian una varilla de vidrio de una longitud de 16cm ajustada al tamafio de los reactores. La
seccion de la varilla de vidrio que se encontraba al descubierto (parte superior del tapon) fue
recubierta por una manguera de hule de 5cm de longitud, la cual fue adherida al mismo

utilizando silicon. El propdsito de colocar esta manguera corresponde a facilitar la extraccion
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diaria de 2mL utilizados en el monitoreo de los distintos parametros (secciones 8.4.1 a 8.4.5),
de igual forma Util en el muestreo diario de biomasa para posteriores analisis moleculares, asi
como realizar los cambios de medio a lo largo del experimento. Mientras no estaba en uso

esta manguera se encontraba sellada con una pinza mohr.

Se utilizaron dos jeringas de plastico, una temporal de 50mL para realizar las extracciones
diarias y otra de 20mL que permanecia asegurada al biorreactor para vigilar la posible
produccién de biogas. Finalmente los reactores fueron dispuestos a incubacion en el equipo
Benchmark INCU SHAKER 101 bajo las siguientes condiciones: 25 a 30°C, 200rpm, por un
periodo de estadia de 5 semanas. Para el monitoreo diario de la densidad éptica, pH, oxigeno
disuelto, cianuros libres y NH3 se detenia el equipo y se procedia a extraer rapidamente 1mL
de muestra de cada reactor para efectuar las correspondientes mediciones. Las mediciones
efectuadas con electrodos fueron monitoreados con el equipo multiparamétrico Thermo
Scientific Modelo: Orion 5 Star. Los reactores se dejaban sedimentar de 20 a 30 minutos, al

ver la separacion de fases se procedia a extraer 1.5mL de biomasa.

Figura 11. Ejemplo de bioreactor elaborado y utilizado en las pruebas de
biodegradabilidad.

Nota: Fotografia propia.

8.4.1. Monitoreo de densidad Optica

Antes de efectuar cualquier otra medicion se realizaba el monitoreo diario de la DO en
el espectrofotometro rango UV y visible VelaQuin Modelo VE-5100UV, ajustado a una
longitud de onda de 540nm.

8.4.2. Monitoreo de pH
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Para el monitoreo de pH se utilizé un potencidometro Thermo Scientific Orion Triode
Modelo PH4221-2BNW, el cual fue calibrado utilizando el método de 3 puntos con
amortiguadores de pH (4, 7, 10). Las mediciones se realizaban diario con el fin de
monitorear que el medio permaneciera con un pH de 9 o superior, de presentar alguna

variacion se procedia a su ajuste inmediatamente.

8.4.3. Monitoreo de oxigeno disuelto

Se efectud el monitoreo diario de oxigeno disuelto a través de un electrodo Thermo
Scientific Orion Dissolved Oxygen Probe Membrane Cap 080510MD, el cual fue calibrado

semanalmente con solucién polarografica Orion 080514 Thermo Scientific.

8.4.4. Monitoreo de cianuros libres

Se realiz6 el monitoreo diario de la degradacion de cianuros libres a través de un
electrodo ion selectivo Hanna HI 4109 Cyanide Combination Electrode. Para el uso
adecuado del electrodo y debido a la constante variacion del estado de éste, previo a realizar
las mediciones diarias se efectué una curva de calibracién de 5 puntos para ajustarlas con el

estado del sensor. Los puntos de la curva de calibracion fueron los siguientes:

Tabla 13. Puntos para curva de calibracion de CN’

PUNTO [CN]PPM
1 2
2 5
3 10
4 20
5 50

Para realizar las mediciones con este sensor se requiere la adicion de solucion ISA

(Tabla 10) a las muestras en una proporcion de 4mL de ISA por cada 100mL de muestra.

8.4.5. Monitoreo de NH;

Se realizd el monitoreo diario de la produccion de NHs a través de un electrodo ion
selectivo Hanna HI 4101 ammonia ion selective electrode. Para el correcto uso del electrodo
se verifico su estado interno con 2 soluciones buffer HI 4000-47 a pH 4y HI 4000-47 a pH
7. Debido a la constante variacion del estado del sensor, previo a realizar las mediciones
diarias se efectud una curva de calibracion de 4 puntos para ajustar las mediciones de NHs.

Los puntos de la curva de calibracion fueron los siguientes:
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Tabla 14. Puntos para curva de calibracién de NH3

PUNTO [NHs] PPM
1 | 10
2 | 25
3 | 50
4 | 100

Para realizar las mediciones con este sensor se requiere la adicion de solucion ISA

(Tabla 10) a las muestras en una proporcion de 4mL de ISA por cada 100mL de muestra.

8.5. Identificacion de bacterias

Finalizado el periodo de las pruebas de biodegradabilidad, en base a los pardmetros
monitoreados se seleccionaron los puntos de mayor interés para proceder a la aplicacion de

técnicas moleculares como la extraccién de ADN y su amplificacion con PCR punto final.

8.5.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN genémico se efectud utilizando el DNeasy UltraClean
Microbial Kit catalog number 12224-50 segun las instrucciones del proveedor (QUIAGEN)
(Figura 12).

Figura 12. Kit de extraccion de ADN utilizado en el experimento (QIAGEN)

Las instrucciones que se siguieron para realizar la extracciéon de ADN fueron las

siguientes:

1. Se agregaron 1.4mL de cultivo microbiano (bacterias) a un tubo de recoleccion de 2 mL y
se centrifugd a 10,000 gravedades durante 30s a temperatura ambiente. Se decantd el

sobrenadante y se centrifugd de nuevo a 10,000 gravedades durante 30s a temperatura
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ambiente. Posteriormente se elimind completamente el sobrenadante. Nota: Dependiendo
del tipo de cultivo microbiano, puede ser necesario centrifugar mas de 30s.

Se re suspendié el sedimento celular en 300uL de solucion PowerBead y se agito
suavemente la mezcla en vortex. Se transfirieron las células re suspendidas a un tubo

PowerBead.

3. Al Tubo PowerBead se agregaron 50 pL de Solucion SL.

10.
11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.

Se aseguraron los tubos PowerBead horizontalmente en la base de agitacion del Vortex y
éste se programo a velocidad méaxima durante 15 min.

Los tubos PowerBead se centrifugaron por 1min a un maximo de 10,000 gravedades por
30s a temperatura ambiente.

A un tubo de recoleccion limpio de 2 ml se transfiri6 el sobrenadante. Nota: esperar 200
ul de sobrenadante. Siempre transferir la misma cantidad de sobrenadante a los tubos de
recoleccion.

Se agregaron 100 ul de solucion IRS al sobrenadante y Se puso en vortex durante 5s.
Incubar a 4°C para 5 minutos.

Se centrifugaron los tubos a 10,000 gravedades por 1 min a temperatura ambiente.
Evitando el sedimento, se transfirié todo el volumen del sobrenadante a una coleccion
limpia de tubos de recoleccion de 2 ml. Nota: esperar 300-350 uL de sobrenadante.

Se agregaron 900 pL de Solucion SB al sobrenadante y se puso en vortex durante 5s.

Se cargaron 700 pL en una columna MB Spin y se centrifugé a 10,000 gravedades
durante 30s a temperatura ambiente. Se descarté el liquido en el tubo de recogida,
posteriormente se agreg6 el sobrenadante restante a la MB Spin Column, y se centrifug6
de nuevo a 10,000 gravedades durante 30s a temperatura ambiente. Cada muestra
procesada requiri6 2-3 cargas. Se desecho todo el liquido del tubo de recogida.

Se agregaron 300 uL de solucién CB y se centrifugé a 10,000 gravedades durante 30s a
temperatura ambiente.

El liquido en el tubo de recogida se descarto y se centrifugd a 10,000 gravedades por 1
min a temperatura ambiente.

La columna MB Spin fue colocada en un nuevo tubo de recoleccion de 2 mL.

Se agregaron 50 uL de solucién EB al centro de la membrana del filtro blanco.

Se centrifugo6 a 10,000 gravedades durante 30s a temperatura ambiente.

Finalmente se descart6 la columna MB Spin. Ahora el ADN esté listo para aplicaciones
posteriores. Nota: Se almaceno el ADN en congelacion preferentemente a -20°C o0 -80°C

ya que la solucién EB no contiene EDTA.
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A continuacién en la Tabla 15 se muestra la seleccion de los puntos de mayor interés que

fueron sometidos a anélisis molecular.

Tabla 15. Seleccion de muestras para andlisis molecular

- Fecha de toma de muestra

21-Octubre-2017

01-Noviembre-2017
11-Noviembre-2017
13-Noviembre-2017
21-Noviembre-2017
16-Noviembre-2017
21-Octubre-2017

01-Noviembre-2017
02-Noviembre-2017
11-Noviembre-2017
13-Noviembre-2017
21-Noviembre-2017

M1 10ppm

M2 20ppm

PR e
BEBoo~wous~wN R

8.5.2. Electroforesis en gel

Para determinar la presencia de ADN se realizd una electroforesis en gel de agarosa

1% (1 g de agarosa en 100 ml de buffer TAE 1X). Se utilizd como guia base un marcador

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Thermo Scientific, cuya preparacion se detalla en la Tabla

16. Para las muestras a ser inyectadas en los pozos del gel se tomaron en cuenta los criterios

desglosados en la Tabla 17.

Tabla 16. Preparacién de indicador molecular

INDICADOR MOLECULAR
Marcador molecular 1 kb plus | 1 pL
Colorante de carga de ADN 6x | 1uL
Agua milli-q 4 uL
Total . 6uL

Tabla 17. Cantidades a considerar para preparacion de muestras a correr en el gel

CANTIDAD DE ADN POCO ADN MINIMO A USAR MUCHO ADN
<380 ug/L 380-590 pg/L >600 ug/L
Colorante de carga de ADN 6x \ 3puL me me
ADN (muestra de reactor) ‘ 15 ul 5ulL 3uL
Agua Milli-Q \ 2 ul
TOTAL \ 17 uL 6 uL 6 uL
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El gel se corri6 bajo el siguiente programa: 120V, 300mA y 60 minutos. Finalmente,
el gel es bafiado en bromuro de etidio durante 10 minutos y a 20rpm, posteriormente se
enjuago en agua destilada por el mismo periodo de tiempo y cantidad de rpm, para exponerse
a luz UV en un transiluminador; dicha combinacion permitira visualizar las bandas de los

productos ADN en el gel.

8.5.3. PCR punto final

Se llevé a cabo la amplificacién de ADN a través de la técnica de PCR punto final,
con el objetivo de hallar la presencia de las 4 clases de bacterias que se ha comprobado tienen
especies capaces de degradar cianuro; se buscd identificar: gammaproteobacterias,
actinobacterias, alfaproteobacterias y bacilli. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando Prime STAR Max Premix (2x) (Takara Clontech) haciendo uso del equipo de PCR
punto final denominado termociclador marca Lux™ Thermal Cycler (Interchangeable Block
System-Gradient & More). Los componentes utilizados para cada una de las reacciones

pueden apreciarse en la Tabla siguiente:

Tabla 18. Componentes usados en la reaccion PCR

Componente de la reaccion de PCR Volumen (pL)
Prime STAR Max Premix 125
Primer Mix 0.50
DNA (muestra de reactor) 2
Agua 10

TOTAL 25

8.5.4. Cebadores utilizados y condiciones PCR
8.5.4.1. Gammaproteobacterias

Se utilizaron los primers listados en la tabla asi como las condiciones de PCR. Se
utilizé la técnica de PCR para revelar la existencia de Gammaproteobacterias haciendo uso
del primer mix universal Gamma359f + Gamma871r (Muhling, Woolven & Colin, 2008).

Tabla 19. Descripcién detallada de la mezcla de sets de cebadores para programa para
Gammaproteobacterias (Gamma359f + Gammag71r)

Primer Secuencia Direccién
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Gamma  CMATGCCGCGTGTGTGAA Forward
395f

Gamma ACTCCCCAGGCGGTCDACTTA Reverse
871r

Muhling, M., Woolven, J., & Colin, M. (2008). Improved group-specific PCR primers for
denaturing gradient gel electrophoresis analysis of the genetic diversity of complex microbial
communities. The ISME Journal, 2: 379- 392

El programa de PCR empleado para las Gammaproteobacterias fue el siguiente

Tabla 20. Condiciones de PCR para Gammaproteobacterias.

#Etapa Nombre de la etapa Temperatura Tiempo

1 98°C 4 minutos

2 98°C 10 segundos
3 32 ciclos 54°C 1 segundos
4 72°C 5 segundos
5 72°C 5 minutos

6 4°C 10 minutos

En las etapas 2.3 y 4 se repitieron por 32 ciclos.

8.5.4.2. Alfaproteobacterias

Se utilizé la técnica de PCR para revelar la existencia de Alfaproteobacterias haciendo uso

del primer mix universal Alf28f + Alf684r (Muhling et al, 2008).

Tabla 21. Descripcién detallada de la mezcla de sets de cebadores para programa para
Alfaproteobacteria (Alf28f + Alf684r)

Primer Secuencia Direccién
Alf 28f ARCGAACGCTGGCGGCA Forward
Alf 684r TACGAATTTYACCTCTACA Reverse

Muhling, M., Woolven, J., & Colin, M. (2008). Improved group-specific PCR primers for denaturing
gradient gel electrophoresis analysis of the genetic diversity of complex microbial communities. The
ISME Journal, 2: 379- 392

El programa de PCR empleado para las Alfaproteobacterias fue el siguiente
Tabla 22. Condiciones de PCR para Alfaproteobacterias.

#Etapa Nombre de la etapa Temperatura Tiempo

1 98°C 4 minutos

2 98°C 10 segundos
3 32 ciclos 69°C 1 segundos
4 72°C 5 segundos
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5 72°C 5 minutos
6 4°C 10 minutos
En las etapas 2.3 y 4 se repitieron por 32 ciclos.

8.5.4.3. Actinobacteria

Se utiliz6 la técnica de PCR para revelar la existencia de Clase Actinobacteria haciendo uso
del primer mix universal Act664f +Act941r (Yang et al., 2008).

Tabla 23. Descripcién detallada de la mezcla de sets de cebadores para programa PCR de
Actinobacterias (Act664f +Act941r)

Primer Secuencia Direccién
Act664f ‘ TGTAGCGGTGGAATGCGC Forward
Act941r ‘ AATTAAGCCACATGCTCCGCT Reverse

Yang, Y. W, Chen, M. K,, Yang, B. Y., Huang, X. J,, Zhang, X. R., He, L. Q., Zhang, J., & Hua, Z.
C. (2015). Use of 16S rRNA gene-targeted group-specific primers for real-time PCR analysis of
predominant bacteria in mouse feces. Applied and environmental microbiology, 81(19), 6749-6756.

El programa de PCR empleado fue el siguiente.

Tabla 24. Condiciones de PCR para Actinobacteria

#Etapa Nombre de la etapa Temperatura Tiempo

1 98°C 4 minutos

2 98°C 10 segundos
3 30 ciclos 65°C 5 segundos
4 72°C 5 segundos
5 72°C 5 minutos

6 4°C 59 minutos

En las etapas 2.3 y 4 se repitieron por 30 ciclos.

8.5.4.4. Bacilli

Se utilizd la técnica de PCR para revelar la existencia de Clase Bacilli haciendo uso del
primer mix universal BacF+ 1378R (Garbeva,2013).

Tabla 25. Descripcién detallada de la mezcla de sets de cebadores para programa PCR de
Bacilli (BacF + 1378R)

Primer Secuencia Direccién
BacF GGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT Forward ‘
1378R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG Reverse \
Garbeva, P., Van Veen, J. A., & Van Elsas, J. D. (2003). Predominant

49



Bacillus spp. in agricultural soil under different management regimes

detected via PCR-DGGE. Microbial Ecology, 45(3), 302-316.

El programa de PCR empleado fue el siguiente.
Tabla 26. Condiciones de PCR para Bacilli.

#Etapa Nombre de la etapa Temperatura Tiempo

1 98°C 4 minutos

2 98°C 10 segundos
3 35 ciclos 65°C 15 segundos
4 72°C 5 segundos
5 72°C 5 minutos

6 4°C 10 minutos

En las etapas 2.3 y 4 se repitieron por 35 ciclos.

50



9. RESULTADOS Y DISCUSION

La degradacion de cianuro efectuada en éste proyecto se evalud mediante la
realizacion de pruebas aerobias empleando para este fin 10 reactores (matraces) batch bajo
condiciones controladas que garantizaron el desarrollo 6ptimo de las pruebas. Se realizaron
dos experimentos, ambos sometidos a las mismas condiciones, el primero de ellos
corresponde a las pruebas de 10ppm, donde el tiempo de estancia fue de 28 dias (678 horas),
presentando cambio de medio a los 11 dias (264 hrs) y a los 22 dias (528hrs). El segundo
corresponde a las pruebas de 20ppm, donde el tiempo de estancia fue de 34 dias (768 horas),
presentando cambio de medio en el mismo periodo que para las pruebas de 10ppm.

9.1. Pardmetros Monitoreados

A continuacién se haran referencias a los diversos resultados en graficas, en la Tabla 27
se encuentran las referencias utilizadas a lo largo de esta seccion.

Tabla 27. Cédigos utilizados de referencia para

Cadigo Significado

M1 Reactor 1

M2 Reactor 2

M3 Reactor 3

M4 Reactor 4

MO Control Negativo

10 ppm Gréficas referentes a experimento 1, la

concentracion de cianuro a 10 ppm
20 ppm Gréficas referentes a experimento 2, la

concentracion de cianuro a 20 ppm

9.1.1. Oxigeno disuelto

Se monitoreo diariamente la concentracién de oxigeno disuelto en los reactores, a
continuacién se presentan en la Figura 13 las mediciones diarias de oxigeno disuelto para los
reactores a 10 ppm y en la Figura 14 las mediciones para los reactores a 20 ppm. Los
matraces fueron incubados a 200 rpm con la finalidad de obtener un buen nivel de oxigeno
disuelto.
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Al analizar el conjunto de informacién recabada a lo largo de los 32 dias, se denoto un
comportamiento similar para todos los reactores la mayoria de las mediciones entre 2.5 y 5
mg/L de oxigeno disuelto. Las condiciones que se esperaban eran superiores a 3 mg/L
buscando una cantidad de oxigeno Gptima para un ambiente aerébico, sin embargo hubo
momentos en los que el reactor posiblemente paso a condiciones aerdbicas facultativas.

Aunque el principal objetivo de este proyecto se basa en un tratamiento aerébico, las
bacterias que se esperan encontrar pueden ser tanto aerdbicas como aerdbicas facultativas
como se muestra en la Tabla 4.

La variacion entre mediciones y los niveles pudo tener lugar debido a el tipo de
medicion que se llevaba a cabo, para futuros experimentos se recomendaria el uso de sensor o
electrodo de medicidn en tiempo real, ubicado en el interior de cada matraz, capaz de realizar
mediciones en el correcto estado de la muestra (en agitacion) y sin alteracion en el régimen
de alimentacion de oxigeno al medio liquido.

De igual forma la falta de estabilidad entre mediciones puede estar relacionada al
sistema batch, segin Johnson (1967) el uso de un reactor continuo permite alcanzar después
de un tiempo de estancia prolongado un equilibrio en el comportamiento de estas mediciones.

9.1.2. Potencial de Hidrégeno (pH)

El pH de los reactores se ajusto inicialmente en el medio mineral garantizando un
control preliminar y uniforme de 9.5 en todos los reactores. Segin Huertas et al. (2010) la
degradacién de cianuro se ve afectada por el pH, el cual debe ser estrictamente controlado.

Durante los ensayos se observéd una variacion de pH entre 9.5 y 8.5, por lo que se
realizaron ajustes en diversos momentos del experimento a los reactores que presentaban bajo
potencial de hidrogeno, a continuacion se muestran las figuras 15 y 16 para 10 ppmy 20 ppm
respectivamente.

Como se menciond anteriormente se buscan bacterias alcaldfilas capaces de resistir
valores de pH arriba de 9 (Huertas et al. 2010), debido al manejo del cianuro; a menor pH
mayor Vvolatilizacién de cianuro, a mayor PH, mayor control del cianuro. Aunque las sales
utilizadas para el medio mineral suelen ser parte de buffers con valores méas neutros, también
son utilizadas en diversas investigaciones para el cultivo de microorganismos en condiciones
basicas (Khamar et al., 2015; Tiong et al., 2015; Mirizadeh, Yaghmaei & Nejad, 2014). el
Unico inconveniente es la inminente necesidad de reajustar pH en diversas ocasiones, para
ello se utiliz6 una solucion NaOH 0.04N.
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9.1.3. Densidad Optica

El monitoreo diario de este parametro siempre fue lo primero de que lo que se
realizaba lectura, aprovechando que la constante agitacion de los reactores permitia obtener
muestras perfectamente homogenizadas, otorgando lecturas acertadas respectivamente al
crecimiento bacteriano en el medio.

Las figuras 17 y 18 muestran el comportamiento de la Densidad Optica (DO) de
ambos experimentos. Se puede observar claramente que conforme el tiempo de estancia del
reactor aumentaba la DO lo hacia de igual manera en comparacion con el valor inicial
después de cada cambio de medio, implicando asi que si habia produccion de biomasa en
cada reactor y que la Unica fuente de carbono empleada en el medio minimo se estaba
cumpliendo su propdsito.

Aunque existié un aumento de la DO, los valores no variaron tanto entre los iniciales
y finales, al ser el cianuro la Unica fuente de carbono, el crecimiento de las bacterias se pudo
ver alentado, segun lo investigado por Tao, Bausch, Richmond, Blattner, & Conway (1999),
usar un medio escaso puede influir en la velocidad y cantidad de reproduccion de las
bacterias. Para este proyecto se deicidio trabajar con una Unica fuente carbono (Chapatwala,
Babu, Vijaya, Kumar & Wolfram, 1998; Khamar et al., 2015), buscando estresar a la bacteria
lo suficiente como para desarrollar el mecanismo de degradacion de cianuro. Nuestro
objetivo era que fueran capaces de degradar el cianuro por lo que al utilizar una Unica fuente
se puede garantizar esto. Adicionar una fuente de carbono como algunos autores recomiendan
(Mirizadeh et al., 2014) ayuda al aumento de la biomasa pero puede llegar a repercutir en la
capacidad degradativa.

Para el experimento de 10ppm la lectura de mayor DO corresponde al matraz 1, con
un tiempo de estancia de 144 horas con un valor 0.521 de absorbancia. Después del primer
cambio de medio realizado a las 264 horas la lectura més alta de DO la registré el matraz 4 a
un tiempo de 480 horas 0.298abs. Para el segundo cambio de medio se puede observar
claramente como la DO aumenta en menor tiempo resultando la mayor lectura a en el matraz
1 a 576 horas con una DO de 0.514abs.

Por otra parte, para el experimento de 20ppm la lectura de mayor OD corresponde al

matraz 1 a las 96 horas de estancia con un valor de 0.481abs. Después del primer cambio de

medio registrd su mayor lectura el matraz 4 a un tiempo de 336 horas con una OD de
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0.206abs. Para el segundo cambio de medio la lectura de OD mas elevada corresponde al

matraz 4 con un valor de 0.347abs a un tiempo de 648 horas.

La razon por la que las primeras mediciones de OD presentaran valores mucho mas

elevados que aquellas mediciones después del cambio de medio, es debido a que el indculo

inicial llevara particulas de suelo de origen que por sus caracteristicas arcillosas influyeron en

esta lectura inicial.
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9.1.4. Correlacion entre cianuro y amoniaco

La representatividad de obtener el in6culo de un caso de estudio facilité la puesta en
marcha de las pruebas considerando el hecho de que las bacterias presentes ya habian
interactuado con el contaminante a ser degradado, las mediciones de cianuro para cada
experimento se encuentran en las Figuras 19 y 20 donde se aprecian las curvas de
degradacion, se puede notar que conforme paso el tiempo la velocidad de remocién era
mucho mayor, para el segundo cambio de medio fueron necesarias alrededor de 96 horas de
estancia para alcanzar las concentraciones que inicialmente tomaron 264.

En su gran mayoria los microorganismos capaces de degradar cianuro en condiciones
aerdbicas han demostrado producir amoniaco como metabolito resultante de la degradacion
(Dash et al., 2009), debido a esto se monitorearon los valores de NH3, dichas mediciones se
encuentran en las Figuras 21 y 22, donde se puede apreciar un pico recurrente en los dias
cercanos al cambio de medio.
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Figura 19. Mediciones diarias de la degradacion de cianuro en los reactores a 10 ppm
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Figura 22.Mediciones diarias de amoniaco para los reactores a 20 ppm de CN’

En las figuras 23 y 24 se puede observar la correlacion existente entre el cianuro y amoniaco,

donde durante las primeras dos fases del experimento tanto para 10 ppmy 20 ppm., se
observa una casi nula relacion entre ambos factores, sin embargo para la tercera fase del
experimento se puede observar el comportamiento esperando donde existe una relacion
inversamente proporcional entre la degradacion de cianuro y la produccion de amoniaco, es
posible que durante las primeras fases los metabolitos producidos fueran otros diferentes al
amoniaco pues la biomasa se encontraba en un proceso de adaptacion.

Cabe destacar que al tener un incoulo inicial donde quiza la diversidad de la muestra era

mayor se pudo tener una presencia mayor de enzimas productoras de otros metabolitos como
lo son la Cianuro Hidratasa, Nitrato Hidratasa, Cianidasa, entre otras mencionadas por Dash

et al. (2009).
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seleccionado como el de mejores resultados y utilizado para el analisis molecular.
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9.2.Anélisis molecular

De los puntos iniciales y finales de cada fase para cada experimento se analizaron por PCR
los resultados donde se obtuvo la presencia de clases Gammaproteobacteria (Figura 25),
Alfaproteobacteria (Figura 26), Actinobacteria (Figura 27) y Bacilli (Figura 28). Todos ellos
conformados por 15 muestras cargas en gel de agarosa, para ello se ejemplifica en la Tabla

28, el orden que se siguiod en las imagenes mostradas a continuacion.

Tabla 28. Orden de las muestras inyectadas en los geles de agarosa, para referencia de las
figuras siguientes.

#de 1 2 3 4 5 6 7 8

gel / #

de

cubeta

Exp.1 Marcador Muestra M. M. M. M. M. M.
molecular 0 288 312 528 552 528 648

Exp.2 Marcador Muestra M. M. M. M. M. M.
molecular 0 288 312 528 552 528 648

Figura 25. Amplificacion Gammaproteobacterias
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Figura 26. Amplificacion Alfaproteobacterias

Figura 27. Amplificacién Actinobacterias

Figura 28. Amplificacion Bacilli

i

"N
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10. CONCLUSION

Al evaluar la capacidad degradativa de cianuro del indculo bacteriano obtenido de la mina
El Cubo en Guanajuato, mediante pruebas de biodegradabilidad a escala laboratorio de
relaves subproducto de la mineria de oro se lograron sentar las bases de un tratamiento
terciario biolégico de alto impacto en el rango de biodegradacion de contaminantes
cumpliendo la normatividad aplicable. Se demostrd que al trabajar con in6culos nativos a la
zona de estudio el éxito alcanzado en las pruebas fue rotundo, mostrando una répida
adaptacion y supervivencia de las bacterias en un medio mineral prospectando asi tiempos
menores de estadia en futuras aplicaciones que esto conlleve. Se resalta la importancia del
trabajo de un caso de estudio ya que la reproducibilidad de este proyecto es completamente

viable para sentar las bases y consiguientes adaptaciones a futuros prospectos.

Se comprobd la presencia de microorganismos degradadores de cianuro, gracias a la PCR
se pudo observar la diversidad de la muestra, lamentablemente por falta de tiempo ya no se
pudo concluir con este proyecto, estos pequefios hallazgos abren la puerta a nuevas
investigaciones y mayores alcances. Una vez comprobada la presencia de bacterias capaces
de sobrevivir con el cianuro como Unica fuente de carbono la siguiente fase es la
optimizacion de estas condiciones asi como la estandarizacion de ellas para poder poner a

prueba en planta piloto el inoculo obtenido.
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Anexo 1.1. Mapa de las zonas de importancia minera (oro y plata) de México
Fuente: Zufiiga, E. (6 de febrero de 2013). Riqueza que brilla [Grafico]. En INEGI, El Economista. Recuperado
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Anexo 1.2. Grafico de los principales paises productores de oro

Fuente: George, M. W. (2017). 2016 Minerals Yearbook Gold (pp. 31.1-31.8) (United States, U. S. Deparment
of the Interior, U. S. Geological Survey).
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Anexo 1.4. Mina Home Stake Gold en Dakota del Sur
Fuente: Wark, J. (15 de julio de 2007). Homestake Gold Mine. AirPhoto. Recuperado el 8 de abril de 2016 de
http://www.airphotona.com/image.asp?imageid=14658
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Anexo 1.5 Descripcién detallada de la mezcla de sets de cebadores para programa para
Betaproteobacteria (Beta359f + Beta682r)
Primer Secuencia Direccion Referencia

Beta359f CMATGCCGCGTGTGTGAA ‘Forward ‘ThelSMEJournaI.Z: 379-392.
Beta682r | ACTCCCCAGGCGGTCDACTTA Reverse \ The ISME Journal. 2: 379-392.

El programa de PCR empleado para las Betaproteobacterias fue el siguiente

Anexo 1.6 Condiciones de PCR para Betaproteobacterias.

#Etapa Nombre de la etapa Temperatura Tiempo

1 98°C 4 minutos

2 98°C 10 segundos
3 32 ciclos 63°C 1 segundos
4 72°C 5 segundos
5 72°C 5 minutos

6 4°C 10 minutos

En las etapas 2.3 'y 4 se repitieron por 32 ciclos.
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Anexo 2. Plan de muestreo suelo
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Plan de muestreo para relaves
mineros y suelo
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

INTRODUCCION

Un muestreo es una actividad que requiere de la observacion estricta de las
técnicas y procedimientos de toma, preservacion, transporte y custodia de las
muestras.

El diagrama 1 muestra los pasos que veran seguirse para asegurar un muestreo
confiable. Posteriormente se describe cada paso.

Plan de Recoleccidon de

muestreo muestras

Diagrama 1. Pasos de un muestreo confiable.

PLAN DE MUESTREO

El plan de muestreo evita errores y minimiza la posibilidad de invalidar resultados
obtenidos. Los analisis de calidad del agua son caros y por tanto debe asegurarse de que
las muestras sirvan a los objetivos de la visita de inspeccién.

Se han elaborado dos planes de muestreo, uno para agua (Anexo 1) y otro para suelo
(anexo 2) que satisfacen las necesidades del proyecto, teniendo en cuenta las condiciones
especificas de seguridad de las muestras. Estos planes se completaran de acuerdo a las
observaciones del sitio de muestreo.
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Recoleccion de muestras de agua

A continuacion se presenta el diagrama 2 que detalla la técnica de recoleccion
de agua que a seguirse en base al plan de muestreo.

Diagrama 2. Procedimiento para la recoleccién de muestra de agua

1. Eleccion del

punto de
pmuestreo

Se cuidara la representatividad de la muestra.

No debe haber materia flotante en la superficie.

2

3. Medicidn

Recoleccion de

parametros
in situ

Las muestras se recolectaran en 4 Se realizarda medicidn
contenedores de 20 L y 2 contenedores de de PH, temperatura y
2 L boca ancha de plastico (polietileno). materia flotante
anotando los valores en
Las muestras se tomardn a 15 cm de el formato registro de
profundidad y evitando tomar sedimentos. campo del anexo 6.

Se lavara de 2 a 3 veces los recipientes con
el relave minero con un recipiente
muestreador,

Se llenaran llenar los recipientes con la
muestra hasta que rebose el agua.
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

4. Preservacion

Las muestras requieren de sustancias preservadoras dependiendo
el analisis que se hara. Por lo que estas sutancias se agregaran de
acuerdo al anexo 1 plan de muestreo.

Se cerraran los recipientes de las muestras y se sellaran con papel
parafilm.

Cada frasco se rotulara con ayuda de una etiqueta y pluma
indelebre, colocando los datos correspondientes a la muestra y
tomando las recomendaciones del apartado de etiquetas de este
protocolo.

Todas las muestras requieren de almacenamiento a baja
temperatura (4°C). Porlo que se transportaran en hielera.

Recoleccion de muestras de suelo

En base al Manual de procedimientos LOGOO1 del CIATI “Instructivo para toma
de muestra de suelos y lodos para andlisis microbiolégicos” se elabor6 el
procedimiento para recoleccion de las muestras descrito en el diagrama 2.

Las condiciones de conservacion indicadas son las recomendadas por los
métodos oficiales (Standard Methods, EPA u otro).
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Diagrama 2. Procedimiento para la recoleccion de
muestra de suelo

2.

1. Eleccién

Recolecci
del punto

on

de

Con ayuda de una pala se Excabara a
muestreo

una profundidad aproximada de 0.25
Punto cercano a la m.
orilla del relave minero.

El suelo se transferird a 1 recipiente
estéril de polietileno de 500 mLy 2

Se limpiara la recipientes de 200 mL con tapa de
superficie de cualquier cierre hermético y de boca ancha
tipo de vegetacién, es para facilitar la toma.

necesario un cuadro

aprommado de 0.3 m El proceso de muestreo de

de lado. suelo se realizara 3 veces en 3
tiempos diferentes (en total
son 9 muestras)

3. Medicion
de
4.

Preservacion

parametros in
situ

Se cerraran los recipientes de las muestras y
se sellaran con papel parafilm.

De cada una de las 9 muestras de suelo se medira

pH sisolviendo en agua un poco de muestra de

sueloy se registrard el pH en el formato 7. Cada frasco se rotulard con ayuda de una
etiqueta y pluma indelebre, colocando los
datos correspondientes a la muestra y
tomando las recomendaciones del apartado
de etiquetas de este protocolo.

Se medira temperatura de la muestra con un

termdémetro y se registrara en el formato 7. Todas las muestras requieren  de
almacenamiento a baja temperatura (4°C)
Porlo que se transportaran en hielera.
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Etiquetas

La identificacion de las muestras debe de realizarse con plumdén de tinta
indeleble. La etiqueta debe ser colocada en un lugar visible, no sobrepasar el
tamarfio del recipiente y adherida adecuadamente para evitar su pérdida. Cabe
seflalar que ésta se debe cubrir con cinta adhesiva transparente para
proteger la integridad de los datos. Todas las etiquetas deben contar con la
siguiente informacion como minimo:

e Fechay hora en que se tom6 la muestra

e Zonay Sector muestreado

e Nombre del proyecto

e Numero o clave Unica que estard asentada en la cadena de

custodia.

Las etiquetas para la identificacion de muestras para este proyecto se muestran
en el anexo 4.

Seguridad e higiene

Para el muestreo se contara con equipo de seguridad, mascarillas contra
gases a base de carb6n activado, guantes de latex, botas de seguridad y
lentes de seguridad.

Dentro del plan muestreo se presenta una lista de verificacibn de materiales,
reactivos y equipos para el muestreo (ver anexo 3), considerando también los
aspectos de seguridad e higiene y los formatos que deberan llevarse para
llenarlos en base a las técnicas de recoleccion y observacion.
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REGISTRO Y CADENA DE
CUSTODIA

La cadena de custodia es una evidencia fisica que contiene el control y vigilancia
de las muestras desde la toma hasta el analisis.

La cadena de custodia debe contener como minimo la siguiente informacion:
e El nombre de y responsable del muestreo.
e Los datos de identificacion del sitio de muestreo.
e La fecha y hora en que se tomoé la muestra y el nombre completo de
la persona que la toma.
e El nimero o clave Unica de cada muestra.
Nombre del laboratorio que recibe las muestras.
Las determinaciones analiticas requeridas para cada muestra.
El nimero de envases consignados.
La identificacion de las personas que participan en las operaciones
de entrega y recepcibn en cada una de las etapas de transporte,
incluyendo fecha, hora y firma de los participantes.
e La temperatura y condiciones de preservacion en las que se reciben
las muestras.
e Observaciones en las que deben incluirse mapas, fotos, condiciones
climatolégicas, etc.
e Empaque, transporte y entrega.

Ver el Formato de cadena de custodia de campo para muestras de agua y suelo
en el anexo 5.

Durante el muestreo se debe llenar también un formato de registro de campo
(ver anexo 6 y anexo 7) para anotar datos importantes del sitio de muestreo y
caracteristicas de las muestras que serviran en la interpretacion de la
caracterizacion.
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

CUESTIONARIO

Durante y posterior a la visita de muestreo se contestard este cuestionario en
base a las observaciones e informacion importante para la caracterizacion de las
muestras.

1. Nombre de la mina
2. Ubicacién de las mina

3. Marcar con una X la o las opciones que corresponden.

Metal que se extrae de la mina.
_ Oro

__Plata

__Cobre

Otro

Tiempo de funcionamiento
____1aio

_1-10 afios

____mayor a 10 afos

Descripciéon del proceso

¢Cudl es la jornada laboral en la mina?

¢Cudl es la produccién anual o mensual de la mina?

¢Cuenta con presas de jales? En caso de ser afirmativo, decir las
dimensiones y tiempo de operacion de estas.

¢Se conoce el caudal del agua residual de la mina?

9. En caso de que se cuente con un Historial de calidad de agua del agua
residual de las minas. Presentar este historial

No ok

®

10.Condiciones ambientales

Precipitacion
Clima

11.Afadir Carta topografica.
12.Describir el sitio de muestreo:

13. Flora y fauna que se observen
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

SENSORIALES

14.;Se identifica algun olor? ;Cuél?

15.Describa la coloracion del agua de la muestra.
16.¢Esté turbia la muestra?

17.Describa la coloracion y textura del suelo.

18.Presentar memoria fotografica de la mina y puntos de muestreo.

STAFF TECNICO

Ing. Quim. Laura Isabel Carrillo Flores

Ingenieria Ambiental
UPAEP

Acela Tejeda Gil
Ingenieria en Biotecnologia
UPAEP

Karla Itzel Ortiz Sayavedra

Ingenieria Ambiental
UPAEP

Dra. en C. Genoveva Rosano Ortega
Ingenieria Ambiental
Catedratica-Investigadora SNI
Directora de Facultad

Decanato de Ciencias Biolégicas, UPAEP

Dra. Sofia E. Garrido Hoyos

Especialista en Hidraulica Nivel V

Coordinacion de Desarrollo Profesional e Institucional
Subcoordinacién de Posgrado

Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua

Dra. Maria Elena Raynal Gutiérrez

Profesor de tiempo completo
Departamento de Ingenieria Civil y Ambiental
UDLAP
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

GLOSARIO

Agua Residual: Las aguas de composicion variada provenientes de las
descargas de usos municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarias,
domeésticas y similares, asi como la mezcla de ellas.

Bitacora: Cuaderno foliado e identificado, en el que se anotan todos los datos
de los procedimientos que se siguen en la toma y analisis de una muestra, asi
como toda informacion pertinente y relevante al trabajo de campo y laboratorio.
A partir de dicha bitacora se puede reconstruir el proceso de muestreo y analisis.

Caracterizacion: Es la determinacion cualitativa y cuantitativa de los
contaminantes quimicos o biolégicos presentes, provenientes de materiales o
residuos peligrosos, para estimar la magnitud y tipo de riesgos que conlleva
dicha contaminacion (LGPGIR).

Descarga: Accion de verter, infiltrar, depositar o inyectar aguas residuales a un
cuerpo receptor en forma continua, intermitente o fortuita, cuando éste es un
bien de dominio publico o de la nacion.

Materia flotante: Todo aquel materia que quede retenido en una malla de
entre 2.8 mm y 3.3 mm de abertura.

Preservacion: aquellas acciones que tienen por objetivo ultimo el cuidado y el
mantenimiento de algun objeto, espacio o incluso ser vivo frente a posibles
dafios o amenazas que puedan surgir (Diccionario ABC).

REFERENCIAS

Arce, A. L., Calderén, C. G., & Tomasini, A. C., (s.f.). Fundamentos técnicos para
muestreo y andlisis de aguas residuales. Instituto Mexicano de Tecnologia del
Agua IMTA, Comisiéon Nacional del Agua, México.

CIATI-Centro de Atencion y Asistencia Técnica a la Industria (2016). Manual de
Procedimientos LOG 001 Instructivo para toma de muestra de suelos y lodos
para andlisis microbioldgicos. ENAC, Madrid.
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ANEXOS

DIRECCION DE INVESTIGACION

Acta de visita niumero
ANEXO 1. PLAN DE MUESTREO PARA AGUIA

UPAEP

Tipo de
muestreo

Simple

Fecha

Nombre del sitio de muestreo

caracterizacion

Analisis

pH
Temperatura
Materia flotante
Lab
Metales
Sodio (Na)
Calcio (Ca)
Cobre (Cu)
Hierro (Fe)
Zinc (Zn)
Plomo (Pb)
Arsénico (As)

Litros

Tipo de

necesarios | recipiente

oratorio:

Plastico
(polietileno)

Preservacion

HNO; pH<2
4°C

Nitrégeno total

Plastico
(polietileno)

H,S0, pH<2
4°C

Sulfatos

Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO)

Materia Orgéanica Total
Solidos disueltos totales (SDT)
Solidos suspendidos totales
(SST)

Solidos sedimentables (SS)
Turbidez

Oxigeno Disuelto
Conductividad

Plastico
(polietileno)

NaOH pH>8
4°C

tratamiento

oxidacion, pruebas de jarra y pruebas
de biotratabilidad

79

Plastico
(polietileno)

NaOH pH>8
4°C

total de litros

82
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Ubicacién y descripcion del sitio de muestreo

Medio de transporte automovil

Participantes

Nombre

Responsabilidades

Laura Isabel Carrillo Flores

Toma de muestras, preservacion y
etiquetado

Karla Itzel Ortiz Sayavedra

Apoyo para la toma de muestras y
etiquetado
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DIRECCION DE INVESTIGACION

UPAEP

Acta de visita nUmero 1
ANEXO 2. PLAN DE MUESTREO SUELO

Tipo de
muestreo

Simple

Fecha

Nombre del sitio de muestreo

Analisis

Caracterizacion
Y tratameinto

in situ:

pH
Temperatura

Cantidad
necesaria

Tipo de
recipiente

Preservacion

Metales 1 200 g/200
Sodio (Na) mL plastico
Calcio (Ca) 2| 200 912001 (nolietileno),
ﬁgbre ((lcz:u; Debe estar | refrigerar <6°
ierro (Fe
; lavado con
Zinc (Zn) 3 200 g/200 acido nitrico
Plomo (Pb) mL
Arsénico (As)
Sulfatos 1 500 g/
Nitrégeno total 500 mL
Materia Organica 500 g/ f ot oscuridad y
Total z 500 mL pl_aspco refrigerado
. . (polietileno) °
Oxigeno Disuelto 500 g/ <6°C
Conductividad 3 500 mL
1 500 g/
500 mL
. S 500 g/ plastico Refrigerar a 4°C,
Microbioldgicos 2 500 mL estéril NO CONGELAR
- |500 o/
500 mL

total

3600 g/3600 mL
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Ubicacién y descripcion del sitio de muestreo

Medio de transporte automovil

Participantes

Nombre Responsabilidades

Toma de muestras, preservacion y
Laura Isabel Carrillo Flores etiquetado

Apoyo para la toma de muestras y
Karla Itzel Ortiz Sayavedra etiquetado
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Acta de visita nimero 1

ANEXO 3. LISTA DE VERIFICACION DE MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO
Material, reactivos y Equipo verificado empacado

Kit de medicién de pH

Termdbmetro

Malla de entre 2.8 mm y 3.3 mm de abertura.

Frasco con solucién de acido nitrico HNO;
concentrado

Frasco con solucién de acido sulftarico H,SO,
concentrado

Frasco con solucién de acido nitrico HNO3

Frasco con solucién de Hidréxido de sodio NaOH 1N

Recipiente muestreador

8 Recipientes de 20 Litros de plastico

4 Recipientes de 1 Litro de plastico

Papel parafil

Embudo de plastico (en caso de ser necesario de
pendiendo del ancho de la boca del recipiente)

Pipetas pasteur de plastico

Pala

2 L de agua destilada

1 vaso de plastico

Hieleras con hielo

Flexémetro

Cronémetro

Etiquetas adesivas para las muestras

Marcadores indelebles

Cuerdas de Nylon (en caso de gue requieran)

Toallas de papel absorbente

Guantes de latex

Mascarilla para gases

Oberol o bata

Botas de seguridad

lentes de seguridad

Protocolo de muestreo

Formatos de muestreo

Credenciales de identificacion
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

ANEXO 4. ETIQUETAS DE LAS MUESTRAS

NUmero de
muestra 1A
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de
muestreo:
Acta de visita nimero: 1
Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores
Tipo de muestra: simple
Preservacién:  HNOs, 4°C
Cantidad: 1L
Andlisis: Metales
Nombre de Laura Isabel Carrillo Flores
analista:
NUmero de
muestra 2A
Fecha
Hora

Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de
muestreo:

Acta de visita nimero:

Nombre del muestreador:
Tipo de muestra:

1

Laura Isabel Carrillo Flores

simple

Preservacion:  H,SO., 4°C
Cantidad: 1L

Analisis: Nitrégeno

Nombre de Laura Isabel Carrillo Flores
analista:
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de
muestreo:

Acta de visita nimero:

Nombre del muestreador:

NUmero de

muestra 3A
Fecha

Hora

1

Laura Isabel Carrillo Flores

Tipo de muestra: simple
Preservacion: NaOH, 4°C
Cantidad: 20L
P Sulfatos, fisicoquimicos. Pruebas de oxidacion, de jarra 'y
Analisis: biotratabilidad
Nombre de Laura Isabel Carrillo Flores
analista:

Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de
muestreo:

Acta de visita nUmero:

Nombre del muestreador:

Tipo de muestra:

NUmero de

muestra 4A
Fecha

Hora

1

Laura Isabel Carrillo Flores

simple

Preservacién: _ NaOH, 4°C

Cantidad: 20L

Anéalisis: Pruebas de oxidacién, de jarra y biotratabilidad
Nombre de Laura Isabel Carrillo Flores

analista:
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DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de
muestreo:

Acta de visita nUmero:

Nombre del muestreador:

Tipo de muestra:

Preservacion: NaOH, 4°C

NUumero de

muestra 5A
Fecha

Hora

1

Laura Isabel Carrillo Flores

simple

Cantidad: 20L

Analisis:

Pruebas de oxidacion, de jarra y biotratabilidad

Nombre de Laura Isabel Carrillo Flores

analista:

Nombre del proyecto:

Nombre del sitio de
muestreo:

Acta de visita nUmero:

Nombre del muestreador:

Tipo de muestra:

Preservacion: NaOH, 4°C

NUumero de
muestra 6A
Fecha
Hora

1

Laura Isabel Carrillo Flores

simple

Cantidad: 20L

Analisis:

Pruebas de oxidacion, de jarra y biotratabilidad

Nombre de Laura Isabel Carrillo Flores

analista:
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DIRECCION DE INVESTIGACION

UPAEP
Ndmero de
muestra 1S
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:
Acta de visita numero: 1
Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores
Tipo de muestra: simple
Preservacion: < 6°C
. Frasco de
Cantidad: 200 mL
Andlisis: Metales
Nombre de Acela Tejeda Gil
analistas: Karla ltzel Ortiz Sayavedra
Ndmero de
muestra 2S
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:
Acta de visita numero: 1
Laura Isabel Carrillo Flores
Nombre del muestreador:
Tipo de muestra: simple
Preservacion: < 6°C
. Frasco de
Cantidad: 200 mL
Andlisis: Metales
Nombre de Acela Tejeda Gil
analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
Ndmero de
muestra 3S
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:
Acta de visita numero: 1
Laura Isabel Carrillo Flores
Nombre del muestreador:
Tipo de muestra: simple
Preservacion: < 6°C
. Frasco de
Cantidad: 200 mL
Analisis: Metales
Nombre de Acela Tejeda Gil
analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
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DIRECCION DE INVESTIGACION

UPAEP

Ndmero de
muestra 4S
Fecha
Hora

Nombre del proyecto:

Nombre del sitio de muestreo:

Acta de visita numero: 1

Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores

Tipo de muestra: simple

Preservacion: < 6°C

Frasco de
Cantidad: 500 mL
Sulfatos, Nitrégeno total, Materia Organica Total,

Andlisis: Oxigeno, Conductividad

Nombre de Acela Tejeda Gil

analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
Ndmero de
muestra 5S
Fecha
Hora

Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:

Acta de visita niumero: 1
Laura Isabel Carrillo Flores

Nombre del muestreador:

Tipo de muestra: simple
Preservacion: < 6°C
] Frasco de
Cantidad: 500 mL
. Sulfatos, Nitrégeno total, Materia Organica Total,

Analisis: Oxigeno, Conductividad

Nombre de Acela Tejeda Gil

analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
Ndmero de
muestra 6S
Fecha
Hora

Nombre del proyecto:

Nombre del sitio de muestreo:

Acta de visita numero: 1

Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores

Tipo de muestra: simple

Preservacion: < 6°C

) Frasco de
Cantidad: 500 mL
o Sulfatos, Nitrégeno total, Materia Organica Total,

Analisis: Oxigeno, Conductividad

Nombre de Acela Tejeda Gil

analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
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DIRECCION DE INVESTIGACION

UPAEP
Ndmero de
muestra 7S
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:
Acta de visita numero: 1
Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores
Tipo de muestra: simple
. < 6°C, no
Preservacion:  congelar
. Frasco de
Cantidad: 500 mL
Andlisis: Microbiol6gicos
Nombre de Acela Tejeda Gil
analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
Ndmero de
muestra 85 |
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:
Acta de visita niumero: 1
Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores
Tipo de muestra: simple
. < 6°C, no
Preservacion:  congelar
) Frasco de
Cantidad: 500 mL
Andlisis: Microbiol6gicos
Nombre de Acela Tejeda Gil
analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
Ndmero de
muestra ~9s |
Fecha
Hora
Nombre del proyecto:
Nombre del sitio de muestreo:
Acta de visita numero: 1
Nombre del muestreador: Laura Isabel Carrillo Flores
Tipo de muestra: simple
. < 6°C, no
Preservacion: _ congelar
. Frasco de
Cantidad: 500 mL
Analisis: Microbiol6gicos
Nombre de Acela Tejeda Gil
analistas: Karla Itzel Ortiz Sayavedra
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Acta de visita nUmero 1
ANEXO 5. CADENA DE CUSTODIA DE CAMPO PARA MUESTRAS DE AGUA Y SUELO

Nombre del sitio de muestreo

RECIPIENTES DE MUESTREO

CANTIDAD FECHA FIRMA
6
SOLUCIONES PARA PRESERVAR
NOMBRE DE LA SOLUCION CANTIDAD FECHA FIRMA
HNOs
NOMBRE DE LA SOLUCION CANTIDAD FECHA FIRMA
H,SO04
NOMBRE DE LA SOLUCION CANTIDAD FECHA FIRMA
NaOH 1N
EMPAQUE TRANSPORTE ENTREGA

NUN. DE |\ gy, DE Ngllz\l' NUM. DE Ngllz\l' NUM. DE

HIELERA | rrascos | FPECHA | HORA| e era | FRASCOS | FECHA | HORA | e ERA | FRASCOS | FECHA | HORA
NOMBRE NOMBRE NOMBRE
FIRMA FIRMA FIRMA
OBSERVACIONES OBSERVACIONES OBSERVACIONES




DIRECCION DE INVESTIGACION
UPAEP

Acta de visita
namero 1
ANEXO 7. REGISTRO DE CAMPO PARA TOMA DE MUESTRAS DE SUELO

Nombre del sitio de muestreo
Coordenadas
Profundidad
Nombre y firma del muestreador
fecha del muestreo

Numer
o de
muestr
a

Temperatura °C

Cantidad Analisis

Llenar frasco de 200
1S mL Metales

Llenar frasco de 200
2S mL Metales

Llenar frasco de 200
3S mL Metales

Llenar frasco de 500 Sulfatos, Nitrogeno total, Materia Organica Total, Oxigeno,
4S mL Conductividad

Llenar frasco de 500 Sulfatos, Nitrégeno total, Materia Organica Total, Oxigeno,
5S mL Conductividad

Llenar frasco de 500 Sulfatos, Nitrégeno total, Materia Organica Total, Oxigeno,
6S mL Conductividad

Llenar frasco de 500
7S mL Microbiolégicos

Llenar frasco de 500
8S mL Microbiolégicos

Llenar frasco de 500
9s mL Microbiolégicos

DESCRIPCION DEL PUNTO DE MUESTREO

OBSERVACIONES




	Título: Puebas de biodegradabilidad de relaves mineros producto de la cianuración en la extracción de Au y Ag
	RESUMEN
	ABSTRACT
	ÍNDICE GENERAL
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	INTRODUCCIÓN
	1. MARCO TEÓRICO Y ANTECEDENTES
	1.1.  La minería
	1.2.  La minería en el mundo
	1.3.  La minería en México
	1.4.  Proceso de cianuración
	1.5.  Relaves mineros
	1.6.  Almacenamiento de relaves en presas
	1.7.  Causas de los fallos en las presas de relaves
	1.8.  Impacto ambiental de la actividad minera
	1.9.  Impacto del cianuro
	1.9.1. Organismos y animales marinos
	1.9.2. Aves
	1.9.3. Mamíferos
	1.9.4. Efectos en la salud humana

	1.10. Tratamiento de efluentes contaminados por cianuro
	1.10.1. Tratamientos químicos
	1.10.1.1. INCO Dióxido de azufre/Aire
	1.10.1.2. Peróxido de hidrógeno
	1.10.1.3. Ácido de Caro
	1.10.1.4. Cloración alcalina
	1.10.1.5. Precipitación de complejos Hierro-Cianuro

	1.10.2. Tratamientos biológicos
	1.10.3. Contraste de tratamientos
	1.10.4. Pruebas de biotratabilidad
	1.10.5. Análisis molecular
	1.10.7. Reacción de la polimerasa en cadena
	1.10.8. Etapas de la PCR


	2. MARCO CONTEXTUAL
	2.1.  Endeavour Silver Corp
	2.2.  Proceso de flotación
	2.3.  Marco legal
	2.4.  Situación actual del problema

	3. JUSTIFICACIÓN
	4. HIPÓTESIS
	5. OBJETIVO GENERAL
	6. OBJETIVOS PARTICULARES
	7. ALCANCES Y LIMITACIONES
	8. METODOLOGÍA
	8.1.  Muestreo
	8.2.  Preparación de soluciones
	8.3. Obtención del inóculo
	8.3.1. Pruebas preliminares

	8.4.  Pruebas de biodegradabilidad
	8.4.1. Monitoreo de densidad óptica
	8.4.2. Monitoreo de pH
	8.4.3. Monitoreo de oxígeno disuelto
	8.4.4. Monitoreo de cianuros libres
	8.4.5. Monitoreo de NH3

	8.5.  Identificación de bacterias
	8.5.1. Extracción de ADN
	8.5.2. Electroforesis en gel
	8.5.3. PCR punto final
	8.5.4. Cebadores utilizados y condiciones PCR


	9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	La degradación de cianuro efectuada en éste proyecto se evaluó mediante la realización de pruebas aerobias empleando para este fin 10 reactores (matraces) batch bajo condiciones controladas que garantizaron el desarrollo óptimo de las pruebas. Se real...
	9.1.  Parámetros Monitoreados
	A continuación se harán referencias a los diversos resultados en gráficas, en la Tabla 27 se encuentran las referencias utilizadas a lo largo de esta sección.
	9.1.1. Oxígeno disuelto

	Se monitoreo diariamente la concentración de oxígeno disuelto en los reactores, a continuación se presentan en la Figura 13 las mediciones diarias de oxígeno disuelto para los reactores a 10 ppm y en la Figura 14 las mediciones para los reactores a 20...
	Al analizar el conjunto de información recabada a lo largo de los 32 días, se denoto un comportamiento similar para todos los reactores la mayoría de las mediciones entre 2.5 y 5 mg/L de oxígeno disuelto. Las condiciones que se esperaban eran superior...
	Aunque el principal objetivo de este proyecto se basa en un tratamiento aeróbico, las bacterias que se esperan encontrar pueden ser tanto aeróbicas como aeróbicas facultativas como se muestra en la Tabla 4.
	La variación entre mediciones y los niveles pudo tener lugar debido a el tipo de medición que se llevaba a cabo, para futuros experimentos se recomendaría el uso de sensor o electrodo de medición en tiempo real, ubicado en el interior de cada matraz, ...
	De igual forma la falta de estabilidad entre mediciones puede estar relacionada al sistema batch, según Johnson (1967) el uso de un reactor continuo permite alcanzar después de un tiempo de estancia prolongado un equilibrio en el comportamiento de est...
	9.1.2. Potencial de Hidrógeno (pH)

	El pH de los reactores se ajustó inicialmente en el medio mineral garantizando un control preliminar y uniforme de 9.5 en todos los reactores. Según Huertas et al. (2010) la degradación de cianuro se ve afectada por el pH, el cual debe ser estrictamen...
	Durante los ensayos se observó una variación de pH entre 9.5 y 8.5, por lo que se realizaron ajustes en diversos momentos del experimento a los reactores que presentaban bajo potencial de hidrogeno, a continuación se muestran las figuras 15 y 16 para ...
	Como se mencionó anteriormente se buscan bacterias alcalófilas capaces de resistir valores de pH arriba de 9 (Huertas et al. 2010), debido al manejo del cianuro; a menor pH mayor volatilización de cianuro, a mayor PH, mayor control del cianuro. Aunque...
	9.1.3. Densidad Óptica
	9.1.4. Correlación entre cianuro y amoniaco

	9.2. Análisis molecular

	10.  CONCLUSIÓN
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS
	Anexo 1. Gráficos
	Anexo 2. Plan de muestreo suelo



