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RESUMEN

El presente trabajo constituye un estudio investigativo-experimental enfocado a la
biorremediacion de suelos contaminados con metales pesados. El objetivo de la investigacion
fue evaluar la eficiencia de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger en la
biorremediacién de suelos contaminados con Mercurio y Cadmio provenientes de una industria
minera del canton Zaruma provincia de El Oro, estableciendo el microorganismo que mejor
actta en la reduccion de estos contaminantes ambientales. Se tomaron doce muestras, 6 tubos
seleccionados para tratamiento adicionando 5UFC/mL de hongo Pleurotus ostreatus o
Aspergillus niger respectivamente (dos fueron rotulados a tiempo inicial o tiempo 0, dos para
evaluacion a los 15 dias y los dos restantes para cuantificacion a los 30 dias), y 6 tubos para
realizar el control, posteriormente se cuantificé el Cadmio y Plomo en las muestras para ello
se utilizo previo tratamiento la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atémica usando el
estandar de 1000 mg L -1 para cada uno de los elementos. Al cuantificar la concentracion de
mercurio en el suelo tratado con Pleurotus ostreatus se logré una reduccion de 51,45 a 31,25
mg/Kg; mientras que, el suelo tratado con Aspergillus niger redujo de 54,2 a 47,05 mg/Kg; al
analizar el Cadmio se establecio que con el hongo Pleurotus ostreatus redujo de 38,05 mg/Kg
a 25,05 mg/Kg; mientras que, con Aspergillus niger disminuyé este metal de 39,15 a 19,5
mg/Kg. Se determino que, el microorganismo que mejor actla en la reduccion de Mercurio es
Pleurotus ostreatus (reduccion de 19,93 mg/Kg), en cuanto al Cadmio Aspergillus niger
demostrandose mayor eficiencia (disminuyo este metal 19,65 mg/Kg), con estos resultados se

demuestra la utilidad de los microorganismos en procesos de remediacion ambiental.

Palabras claves: Aspergillus niger, Biorremediacion, metales pesados, mineria, Pleurotus

ostreatus.
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Abstract

The present work constitutes a research-experimental study focused on the bioremediation of
soils contaminated with heavy metals. The objective of the research was to evaluate the
efficiency of Pleurotus ostreatus and Aspergillus niger fungi in the bioremediation of soils
contaminated with mercury and cadmium from a mining industry in Zaruma, province of El
Oro, establishing the microorganism that best acts in the reduction of these environmental
pollutants. Twelve samples were taken, 6 tubes selected for treatment by adding SUFC/mL of
Pleurotus ostreatus or Aspergillus niger fungus respectively (two were labeled at initial time or
time 0, two for evaluation at 15 days and the remaining two for quantification at 30 days), and
6 tubes to perform the control, subsequently Cadmium and Lead were quantified in the samples
for this purpose the Atomic Absorption Spectrophotometry technique was used prior treatment
using the standard of 1000 mg L -1 for each of the elements. When quantifying the
concentration of mercury in the soil treated with Pleurotus ostreatus, a reduction from 51.45
to 31.25 mg/Kg was achieved; while the soil treated with Aspergillus niger reduced from 54.2
to 47.05 mg/Kg; when analyzing Cadmium, it was established that with the fungus Pleurotus
ostreatus reduced from 38.05 mg/Kg to 25.05 mg/Kg; while, with Aspergillus niger decreased
this metal from 39.15 to 19.5 mg/Kg. It was determined that, the microorganism that best acts
in the reduction of Mercury is Pleurotus ostreatus (reduction of 19.93 mg/Kg), as for Cadmium
Aspergillus niger demonstrating greater efficiency (decreased this metal 19.65 mg/Kg), with
these results the usefulness of microorganisms in environmental remediation processes is

demonstrated.

Key words: Aspergillus niger, Bioremediation, heavy metals, mining, Pleurotus ostreatus.
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INTRODUCCION

Al hablar del suelo es preponderante mencionar que éste es un recurso sustancial, del cual
es dependiente las condiciones de vida de las personas, los animales, las plantas y todos los seres
vivos que habitamos en el planeta, la calidad del suelo también es esencial para el desarrollo

econdmico y social de las naciones. (Guerrero & Pineda, 2016)

La actividad minera sin enfoque de responsabilidad ambiental ocasiona cambios en la
dinamica del suelo, esto como consecuencia de la acumulacion de compuestos toxico, como ciertos
metales pesados, lo cual influye en la reduccidn significativa de la biodiversidad de las especies
vegetales y de fauna del suelo, esto tiene como consecuencia la erosion de los suelos y el acarreo

de los metales pesados a otros habitats como rios, manglares y mares. (Laricano, 2018)

Para la extraccion de metales preciosos tales como el oro y la plata, es necesario emplear
compuestos quimicos y de elevados volimenes de agua en los pozos de extraccion, en el interior
de estos estan sustancias propias del tipo de suelo que, al ser combinadas con los compuestos
quimicos, generan una enorme proporcién de desperdicios o subproductos del proceso de mineria,
los mismo que son toxicos. La contaminacién del suelo ocurre una vez que este tipo de téxicos se

integran al medio ambiente sin haber sido tratados adecuadamente. (Oviedo et al., 2017)

El efecto nocivo de los metales pesados es elevado. Su accién toxicidad afecta a los seres
vigentes ya que estos pueden bloguear las reacciones bioquimicas del organismo, como, por
ejemplo, inactiva las enzimas al unir el metal y los grupos sulfhidrilos de algunas proteinas,
ocasionado enfermedades o efectos en muchas ocasiones irreversibles y/o mortales en quienes se

exponen a ellos. (Valls, M. & De Lorenzo, V., 2002)



Para realizar la remediacion de ambientes altamente contaminados como estos, se aplican
métodos quimicos que implican procesos de costos elevados gracias a la especificidad que los
mismos requieren. Ademas, se ha evidenciado que, esta clase de solucion no se puede aplicar en
todos los casos, debido a que, es dificultoso trabajar sobre uno en especifico ya que existe una
competencia entre ellos, por la presencia de otros. Por otro lado, la utilizacion de métodos
bioldgicos para remediar conocido como biorremediacién, permite una mayor especificidad a la
hora de realizar la remocion del metal de especifico que se desee reducir en el ambiente, ademas
de que permite tener una flexibilidad operacional, y ese ha visto que puede ser aplicable en

sistemas ex situ y en in situ. (Vullo, 2003)

Ciertas bacterias y hongos pueden llevar a cabo varios procesos para reducir su toxicidad
en el ambiente, por ejemplo la movilizacion del metal, pasandolo de estados insolubles a solubles,
a través de un proceso conocido como lixiviacion microbiana, o el efecto contrario por medio de
la inmovilizacion del metal, pasando de un estado soluble inicial en fase acuosa a uno insoluble
final en fase solida, dependiendo de cuales son las caracteristicas fisicas del metal y del suelo que

se pretende recuperar.(Vullo, 2003)

Los metales pesados no son biodegradables, pero ciertas bacterias y hongos pueden
concentrarlos y aislarlos para que no estén libres, es decir que no se encuentren biodisponibles y

por tanto no puedan contaminar. (ArgenBio, 2007).

El hongo Pleurotus ostreatus posee una amplitud enzimatica diversa por lo que ha
demostrado ser Util en la descontaminacion de compuestos quimicos de la biosfera. (Jiménez,

2016)



Aspergillus niger es un hongo que tiene una alta tolerancia a concentraciones de metales
pesados, por lo que puede ser usado como un biorremediador ambiental que reduce estos

compuestos toxicos cuando se encuentran libres en el ambiente. (Villavicencio, 2019)

Existen diversas investigaciones en los que se aplicados métodos biologicos de

remediacion de ambientes contaminados por metales pesados, entre ellos se puede mencionar:

El estudio titulado “El papel de los microorganismos en la biorremediacion de suelos
contaminados con metales pesados” realizado en México por Covarrubias y colaboradores en el
afo 2015, en el estudio se hace referencia al impacto negativo que tienen una actividad minera
irresponsable sobre el ambiente, los investigadores concluyeron que, la aplicacién de la
biotecnologia aprovechando las caracteristicas bioquimicas y metabdlicas de los microorganismos
como las bacterias y hongos, son una alternativa Util y aplicable para la recuperacion de suelos

contaminados por metales pesados.

Beltran y Gomez (2016) realizaron el estudio: Biorremediacion de Metales pesadosCadmio
(Cd), Cromo (Cr) y Mercurio (Hg) mecanismos bioquimicos e Ingenieria Genética: Una revision,
en la investigacion mencionan la alta toxicidad de los metales pesados para el ambiente debido a
los grandes efectos nocivos que tiene sobre toda la biosfera y sus habitantes, los autores hacen
énfasis en el Cadmio, cromo y mercurio por su persistencia y toxicidad. Ademas, mencionanque,
actualmente se dispone de varias técnicas fisicoquimicas usadas para el tratamiento de estos
contaminantes, las mismas que han demostrado tener ciertas deficiencias, limitaciones y efectos
secundarios a largo plazo. Por ultimo los investigadores concluyen que, los microorganismos como
las bacterias y los hongos, presentan diversas capacidades metabolicas en los que utilizan varios

sustratos para generar la energl'a que necesitan y éen ocasiones estos contaminantes son



sustancias que logran ser paralizados o transformados por ciertos hongos y bacterias a través de la
aplicacion de estrategias que pueden afectar su biodisponibilidad, por lo que recomiendan la

implementacion de estas técnicas de Biotecnologia ambiental.

Coello (2011) a través de su investigacion realizada con Pleurotus ostreatus en
biorremediacion, llega a la conclusién que, este hongo cuenta con las caracteristicas metabdlicas
que le permiten ser considerado como una opcién util para la aplicacion de métodos bioldgicos en
la remediacion de suelos, considerando a este como un método de viable por su capacidad de
remocion de metales pesados, y haciendo énfasis en que esta constituye una opcidn sostenible por

ser economica para recuperar suelos y mejorar el medio ambiente.

Villavicencio (2019), realizo el estudio con el hongo Aspergillus niger para tratar aguas
contaminadas, en el que destaca el potencial uso de los método biol6gicos a través de los hongos
y bacterias para la remocion de metales pesados, describe a estos como utiles y viables para atenuar
el efecto de estos toxicos y establece que este hongo es ideal para este tipo de procesos pues no es
exigente en cuanto a nutrientes y condiciones ambientales, ademas menciona que este
microrganismo precisa las cualidades de remocion de metales a través de bioadsorcion,

bioacumulacion y biotransformacion.

Con base en los antecedentes mencionados, se puede decir que, estos métodos bioldgicos
en los que se aprovecha las propiedades bioquimicas y metabdlicas de los diversos
microorganismos presentes en la naturaleza son una opcion mas factible frente a los métodos
tradicionales para la descontaminacion de metales pesados. Aungque es necesario, seguir

investigando los diferentes microorganismos de los ambientes contaminados por estos metales,



pues es asi como se puede identificar cepas mas resistentes que presenten mayor adaptacion y con

mejores caracteristicas que les permitan ser utilizadas en la biorremediacion de suelos.

A través de la presente investigacion pretende evaluar y comparar a escala de laboratorio
la eficiencia de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger para la biorremediacion de
suelos contaminados con Mercurio (Hg) y Cadmio (Cd)provenientes de una industria minera del

Ecuador.

Para lo cual se caracterizo los parametros quimicos, fisicos y microbioldgicos de los suelos
procedentes de una industria minera del cantén Zaruma provincia de EIl Oro, posteriormente se
realizé la reproduccién de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger a nivel de laboratorio
y bajo las condiciones (pH y temperatura) similares a las del lugar de procedencia de las muestras,
para luego inocularlos en los suelos contaminados, se evalud la concentracion de metales pesados
Hgy Cd en un periodo de tiempo de 30 dias, y con estos datos experimentales finalmente de definio6

el hongo maés eficiente para la disminucion de los metales pesados analizados.

La investigacion esta conformada por los siguientes componentes: paginas preliminares

determinadas por la universidad, introduccion y cinco capitulos.

Los capitulos en su contenido estan determinados en una secuencia y relacion logica entre
si con respecto a su forma y fondo para mejor comprension a través de una descripcion real de los

objetivos y el alcance de la investigacion.

En el capitulo | se presenta el Problema en el que se hace referencia a su delimitacién para
consecuentemente establecer los objetivos que se buscan alcanzar, revelandose en este apéndice la

relevancia del tema a través o de la sustentacion de la justificacion, sefialando de manera precisa



cual serd el aporte tedrico del estudio, por ultimo, en este capitulo se hacer una descripcion

resumida de la metodologia a utilizar.

En el capitulo 1l se encuentra el Marco Tedrico en este se hace énfasis en toda la
informacion relevante y de fuentes primarias que se consideren utiles para el encuadre del estudio,
se topas topicos tales como: Biorremediacion, Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger, Industria
minera y impacto en el ambiente y salud del Cadmio y el Mercurio, métodos de analisis de metales

pesados, legislacion vigente, etc.

En el capitulo 111 del Materiales y Métodos se detalla de manera clara, objetiva y ordenada

coémo se desarrollé la investigacion, aplicando métodos y técnicas microbioldgicas y quimicas.

En el Capitulo IV se encuentra el analisis de los resultados alcanzados a través de la discusion, en

donde se plasma el impacto e importancia del presente trabajo.

Finalmente, en el Capitulo V se establecen las conclusiones fruto del resultado del estudio
y constituye el aporte tedrico, la significacién practica y la novedad cientifica demostrada a través

de la investigacion.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. Problematizacion

La mineria a través del tiempo ha evidenciado criticas implicaciones medioambientales
esto como consecuencia de las deficientes condiciones en que, viven las personas que realizan
dicha actividad laboral. Esto, sumado a la pobre infraestructura sanitaria y al deficiente nivel
tecnoldgico, ha generado un deterioro considerable del medio ambiente; ademas, se ha identificado
en los lugares donde se encuentran ubicados estas industrias un elevado indice de personas, plantas
y animales con deterioro de su salud, por causa de la toxicidad de estos procesos metallrgicos.
(Coello, 2011)

Los compuestos quimicos, que se utilizan para la extraccion de minerales, generandesechos
que terminan en los efluentes, los mismos que una vez que entran en contacto con los seres vivos
pasan al organismo por distintas vias y pueden acumularse en los tejidos, generando diversos
problemas de salud, como el cancer. (Calderdn, 2020)

La mayoria de las industrias minera, especialmente las artesanales realizan sus procesos
sin aplicar la tecnologia adecuada, posesionandose en uno de los principales problemas de
contaminacion del ambiente.

Los metales pesados que se encuentran biodisponibles en la naturaleza por la
contaminacion de diversas industrias inciden negativamente en la calidad de vida, debido a su
toxicidad que afecta indiscutiblemente a la salud de todos los seres vivos que se exponen a ellos y
al medio ambiente. La elevada toxicidad de estos compuestos en los suelos esta directamente

asociada con la concentracion disponible que es asimilada por los organismos, y guardan directa

7



relacion con las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, entre las importante estan: el pH, potencial
redox y materia organica, etc. (Laricano, 2018)

Exponerse a concentraciones de estos metales hacen que estos se bioacumulen en la
biosfera y a través de las cadenas troficas llegan a los seres humanos.

Entre los dafios que pueden causar a los organismos se puede mencionar: dafio de varios
6rganos, diarrea, vomito y problemas respiratorios, Ulceras gastricas, anemia y cancer, etc.
(Cérdenas, 2014)

En la historia se han reportado varias catastrofes ambientales relacionados a este sector
industrial, frecuentemente ocasionados por las malas practicas dentro de esta.

Por mencionar algunos de los desastres que ha ocasionado la industria minera se puede
sefialar: el dafo severo a suelos y agua de rios y océanos, destruccion de la flora y la fauna y los
efectos nocivos en la salud de la poblacion que se encuentra en la proximidad de las minas.
(Maroneze et al., 2014)

En todo el mundo se ha evidenciado eventos criticos relacionados a contaminacion con
estos toxicos, por causa de actividades mineras, se pueden detallar los siguientes:

En Estados Unidos en las localidades de Montana, California, Colorado, Oklahoma hay
grandes volimenes de aguas contaminadas con Pb, Hg y varios mas toxicos a causa de las
industrias mineras en los rios aledafios a estas, contaminando setenta mil h. de estos ecosistemas,
esto afecta la flora y la fauna y al suministro de agua potable (Vernieri, 2020)

En México se ha documentado que, en el 2014, en la mina de Cananea causo el derrame

de H2S0O4 afectando a cerca de 22.000 habitantes. (Vernieri, 2020)



Per( es un pais que también se vio criticamente afectado por un incidente en 2014, cuando
un derrame de mercurio, genero una masiva intoxicacion, los dafios ambientales fueron grandes.
(Vernieri, 2020)

En Ecuador, no somos ajenos a este problema, existen areas donde esta Industria se ha
convertido en el sustento de una gran cantidad de poblacién, como es el Canton Camilo Ponce
Enriquez en a la provincia del Cafar, Tena y Portovelo y Zaruma estos dos ultimos cantones de la
provincia de El Oro, sobre todo porque en estos lugares existen yacimientos artesanales, en donde
se realiza la extraccidn de ciertos metales preciosos como el oro, sin contar con las medidas basicas
de proteccidn, convirtiéndose en un riesgo para el ambiente y la salud de quienes laboran y habitan

en estos lugares. (Banco Central del Ecuador, 2015)

En un estudio realizado por biélogos de Ecuador y Brasil obtuvieron como resultado que,
en las zonas aledafias a las minas, la concentracion de unos metales pesados es quinientas veces
mas elevado de lo permisible por las normativas vigentes tanto nacionales como internacionales.

(Vernieri, 2020)

La mineria aurifera en nuestro pais ha generado importantes impactos en el ambiente,
especialmente en las areas Portovelo-Zaruma y Ponce Enriquez. La contaminacion en estas zonas
es principalmente por cianuro y metales pesados, especialmente el mercurio. Se estima que esto se
debe principalmente a los contaminantes que son descargados directa o indirectamente en los rios,
ya que en su mayoria son minas artesanales que realizan una disposicion inadecuados. Esto a

causado la muerte de varias especies en estos rios. (Coello, 2011)



Las técnicas para la remediacion de suelos se basan en métodos fisicoquimicos los mismos
que tienen como limitante que incluyen procedimientos elevados costos y por su complejidad
algunos de ellos no resultan Utiles o viables, especialmente in situ, puesto que, no es posible actuar
sobre un metal determinado, ya que existe una competencia entre todos los metales presentes, por
tanto no es aplicable muchos de los métodos existentes, y esto constituye una desventaja con
respecto a los métodos bioldgicos los mismos que demuestran una mayor especificidad en la
reduccion del metal de interés y ademas ofrece la ventaja de que este método presenta una mayor

flexibilidad en las operaciones, tanto en sistemas in situ como ex situ. (Vullo, 2013)

De acuerdo a varios estudios realizados existen diversos microorganismos que presentan
capacidad biorremediadora, por lo que es esencial seleccionar el o los organismos méas adecuados
para que el tratamiento sea lo méas éptimo posible, esto precisamente es lo que se pretende realizar
con la presente investigacion, a través de la cual, se busca comparar la eficiencia de la capacidad
biorremediadora de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger en suelos contaminados
con metales pesados procedentes de la industria minera y con ello definir el microorganismo que

mejor actla en la disminucion de estos contaminantes ambientales. (Rodriguez & Meléndez, 2019)
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1.1.1. Delimitacion del problema

Espacio: En la Republica del Ecuador, Region Costa, Provincia del Oro, en el Canton
Zaruma, Una industria minera particular.

Tiempo: La Investigacion se realiz6 en los meses de diciembre 2021, enero y febrero de
2022.

Universo: Zona de influencia (aproximadamente 2 km a la redonda de la bocamina) de una

Industria minera del cantén Zaruma.

1.1.2.  Formulacion del problema
¢Cuél es la eficiencia de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger en la
biorremediacion de suelos contaminados con Mercurio (Hg) y Cadmio (Cd) provenientes de una

industria minera?

11



1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo General

Evaluar la eficiencia de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger en la
biorremediacion de suelos contaminados con Mercurio y Cadmio provenientes de una industria
minera del cantén Zaruma, a través de métodos microbioldgicos y espectroscopia de absorcion

atémica, estableciendo el microorganismo que mejor actla en la reduccién de estos contaminantes

ambientales.

1.2.2. Objetivos Especificos
e Cuantificar los metales pesados (Hg y Cd) en los suelos procedentes de una
industria minera del canton Zaruma provincia de El Oro, antes durante y después del
tratamiento con los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger
e Realizar las pruebas microbiologicas que permitan el Optimo desarrollo,
reproduccion e inoculacién de los hongos en los suelos estudiados.

e Identificar el hongo con mayor eficiencia en la reduccion de Cadmio y Mercurio.
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1.3.  JUSTIFICACION

La industria metalUrgica, esencialmente el sector minero ha demostrado provocar un
impacto negativo en el medio ambiente ocasionando la contaminacion de los suelos con sustancias
toxicas, de las que destaca especialmente los metales pesados y de ellos principalmente elmercurio.
Los métodos mas frecuentemente utilizados en la remediacion de estos suelos son los
fisicoquimicos, los mismos que tienen como desventaja el elevado costo y algunos efectos
secundarios negativos. La biorremediacion es un método alternativo en el que se aprovecha la
capacidad de ciertos hongos y bacterias para reducir o degradar los compuestos toxicos que

provocan la contaminacion. (Jimeénez, 2016)

La aplicaciéon de la Biorremediacion destaca porque su costo es inferior con respecto a
otros métodos y porque actua a través de la descomposicion de la materia organica y el

mejoramiento del ciclo de nutrientes. (Laricano, 2018)

La biorremediacion permite mayor especificidad a la hora de tratar un metal determinado,
ademas, presenta varias ventajas, entre las que se puede mencionar es que requieren baja inversion

de capital, menor consumo de energia. (Jiménez, 2016)

Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger, son 2 especies de microorganismos del reino fungi
que en los ultimos afios han sido objeto de estudio por considerarse potencialmente Utiles para
procesos de biorremediacion de suelo, se han obtenido resultado positivos con estas dos especies
de hongo en la reduccidn de ciertos contaminantes ambientales, entre ellos destaca principalmente
algunos metales pesados, ademds destaca de estos organismos que no son exigentes
nutricionalmente y que para su desarrollo no se requiere de grandes inversiones de dinero ni
esfuerzo, ya que se adaptan facilmente, por lo que, su desarrollo en la zona donde se ejecutd la

presente investigacion no seria complicado, por tanto, existe viabilidad.
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Es asi que, con la presente investigacion se ha buscado evaluar y comparar la capacidad de
biorremediacién de dos especies de hongos y determina asi, el microorganismo que presente mayor
eficiencia en la reduccion de la cantidad de Cadmio y mercurio presentes en suelos contaminados

provenientes de una industria minera de Ecuador. (Chanagé et al., 2012)

Lo interesante de utilizar estos hongos en la biorremediacion es que si se llegara a
comprobar que son efectivos para este fin, esto podria constituir una buena alternativa para la
recuperacion de suelos contaminados, es importante mencionar que, sus condiciones y propiedades
de supervivencia no son exigentes lo que facilitaria su reproduccion a gran escala, porlo que puede
ser una técnica permanente y eficaz en el trascurso del tiempo, pudiendo establecersecomo un

método viable en nuestro pais.

El presente estudio tiene relevancia por su innovacion, pues no se han reportado
anteriormente estudios comparativos de estas dos especies en este lugar; cuyo aporte cientifico es
demostrar que la biotecnologia es un mecanismo potencialmente Util, para renovar y recuperar el

ambiente de una forma mas amigable con nuestro planeta.
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CAPITULO Il
2.1. MARCO TEORICO
2.1.1 Cantén Zaruma

Zaruma es un canton de la provincia de El Oro, ubicado en la parte alta suroriental de la
misma. Este canton tiene un clima subtropical, seco de mayo a noviembre y himedo en la época
lluviosa, turisticamente constituye una atraccion para nacionales y extranjero. La temperatura

oscila entre los 22°C y 25°C (Marambio, 2019)

La economia del cantdn depende de la mineria, primordialmente a la del oro. Ademas de
la actividad minera, la produccion agricola es de vital importancia para el desarrollo econémico

de este lugar. (Marambio, 2019)
2.1.2 Zona De Influencia

Son los suelos aledafios a la zona minera del canton Zaruma; alrededor de esta zona se
evidencia terrenos y viviendas del canton, las condiciones ambientales en este lugar continGan

siendo afectadas de manera drastica.

Figura N°1 Area minera del canton Zaruma (El diario, 2022)
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A pesar de que los procedimientos han mejorado, gracias a la incrementacion de la
tecnologia, a la par también lo hizo la intensidad de la produccion, esto debido al aumento del
precio del oro en la Ultima década. Conjuntamente, las afectaciones ambientales han incrementado
por factores tales como: la capacidad de produccion de las plantas, ineficiente tratamiento de
desechos, y el no poseer espacio fisico donde colocar ciertos desechos sélidos conocidos como

relaves, entre otros.

Los efectos ambientales negativos de esta zona son ampliamente conocidos ya que desde
afios atras se han reportado investigaciones, todas coinciden en que esta zona es altamente
contaminada, especialmente por metales pesados en concentraciones muy por encimade los limites
méaximos permisibles en las zonas industriales segun las normas ambientales vigente a nivel

nacional e internacional. (Sanchez, 2015)

Hoy en dia, la biotecnologia nos ofrece un cumulo de técnicas tecnologias viables para
favorecer al desarrollo sustentable, para la mitigar los dafios en ecosistemas contaminados, esta se
aplica en campos, tales como: la elaboracion de productos alimenticios; ciencias agricolas, salud,
productos industria quimica y proteccion ambiental a esta se la conoce como biotecnologia
ambiental y nos permite aplicar tecnologia y biologia para fines de recuperacion de ambientes

contaminados. (Guerrini, 2008)

2.2 La mineria a nivel mundial y nacional

Se conoce como mineria a la actividad humana que se realiza con fines econémicos y que

incluye extraer, explotar y aprovechar dichos minerales. (Banco Central del Ecuador, 2015)
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2.2.1 Los minerales

Compuestos naturales, poseen caracteristicas y propiedades fisicoquimicas uniformes, se

ha formado por la evolucion geoldgica, poseen estructura quimica definida.
2.2.2 Tipos de Minerales

Metélicos: Dentro de estos se encuentran aquellos que se considera los metales preciosos
como el oro y la plata, otros siderdrgicos como hierro, ciertos otros basicos: cobre y ademés estan

los metales ligeros como aluminio y magnesio. (Alberto, 2008)

No metélicos: Por ejemplo, ciertos materiales utilizados en industria de la construccion,

como la arena, la grava, las arcillas, la caliza. (Guerrero & Pineda, 2016)

Los Combustibles, entre ellos el carbdn, el lignito, el petrdleo y el gas. (Banco Central del Ecuador,

2015)
2.2.3 Mina

Es un yacimiento, minerales o de materiales fosiles, que resultan Gtiles, aprovechables y

rentables. (Banco Central del Ecuador, 2015)

————
Fases de vida de una faena minera

Exploracion y
Desarrollo

Prospeccion Explotacion |Post-explotacién

Ingreso

1-3 afios || 2.5 afios ||10-30 afios | 0-10 afios

2-50 cent/US 25cent -5US$ 2-100 US}? ?

Figura N°2 Fases de la actividad minera (Viana, 2018)
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2.2.4 Escalas de explotacion minera

La actividad minera puede ser discriminada técnicamente en una escala jerarquica que

contempla las siguientes categorias: manual, pequefia, mediana y de gran escala.

Estas escalas de explotacion minera se definen en funcion de varios criterios: (i) EIl tamafio
de la operacion medido en cantidad de mineral explotado o superficie, y (iii) Las caracteristicas de

ejecucion o tecnologia de las explotaciones. (Gliza, 2019)

Mineria a gran
Mineria escala
mediana

Mineria
artesanal

Tamaiio de
produccién

10.0000 - 100.000
tm/afio.

Herramientas semi-
mecanizadas.
Infraestructura
pequefia.

Figura N°3. Escalas de explotacion minera (Calderon, 2020)

2.2.5 La mineria artesanal

Desde una perspectiva pragmatica la mineria artesanal se corresponde con aquellas
actividades extractivas mineras que se desarrollan con el uso de herramientas rudimentarias y
técnicas manuales e instintivas, es decir, sin la utilizacion de las fases y técnicas convencionales

de la actividad minera moderna.

La mineria artesanal presenta el mismo tamafio o rango de produccion que la mineria

pequeria, pero la diferencia clave es el aspecto rudimentario de la mineria artesanal que conlleva a
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unaextraccion ineficiente de los minerales y se suma a condiciones de trabajo inseguras, insalubres

y de explotacion de la mano de obra. (Calderdn, 2020)

2.2.6 Impacto ambiental de la Mineria artesanal del Oro

En el caso de la mineria aurifera o del oro, que involucra a mas de 15 millones de, se puede
resefiar que la extraccion artesanal se hace en forma manual. Una vez extraido el material que
contiene el oro, los mineros artesanales utilizan dos métodos rudimentarios para procesar y extraer
el oro. La amalgama con Hg fue la mas utilizada hace algunos afios, pero hoy en dia, en muchas

minas, se han sustituido por la cianuracién (Alfonso et al. (2019).

Cuando el oro se procesa mediante el proceso de amalgamacion, primero, se debe reducir
el tamafio de las particulas, se obtiene utilizando un tipo molino de bolas o, a menudo se utilizan
molinos artesanales denominados quimbaletes, este un tipo de mortero grande formado por un
sumidero donde se ubica el mineral de oro con mercurio junto con una roca que hace la funcion
de mazo. Encima se pone una mesa sobre la cual sube una persona quien serd encargado de
movilizar el mazo de piedra para por accion mecanica se triture el material. EI oro termina
separandose del mercurio fundiendo la amalgama al aire libre o en los espacios preparados para
ello mediante retortas, En el proceso de combustion, el Hg se evapora y finalmente se obtiene el

oro. (Ccolgque, 2019)

Figura N°4. Quimbalete para extraccion de oro (Ccolqque, 2019)
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2.3 Metales pesados

Los metales pesados son aquellos elementos que poseen una densidad mayor que los otros

metales (igual 0 mayor a 5 g/cm®). En la biosfera se encuentran en un porcentaje inferior al cero

punto uno por ciento. Se conocen 2 tipos de metales; los que se les conoce como oligoelementos,

entre ellos podemos mencionar Cobalto, Cobre, hierro, Molibdeno, Magnesio, Zinc, etc., actian

en mecanismos bioquimicos del organismo, en el organismo estan en pequefias cantidades (trazas);

otro grupo conocido como metales pesados estos no poseen actividad bildgica como otros metales.,

por el contrario, son nocivos es asi que, en cantidades mayores, resultan toxicos y suelen

acumularse en los organismos. (Morocho & Puente, 2019)

CONTAMINACION POR METALES PESADOS

VEGETACION [—> CADENA
4 {} T TROFICA
VOLATIZACION ADSORCION
(Sobre superficie de arcillas
y humus)
COMELEIACION PRECIPITACION

(Con ligandos organicos (-),
con otros aniones F-, SO4%-

TRANSFORMACION
(En otro contaminante)

(Formacidon de minerales)

COPRECIPITACION
(Con otros elementos)

!

AGUAS DE DRENAIJE Y

MOBILIZACION I::> RIOS

Figura N°5. Dinamica de los Metales pesados (Morocho & Puente, 2019)
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2.3.1 Mercurio:

Metal plateado y brillante, su particularidad es que es el Unico que se encuentra a
temperatura ambiente en estado liquido. nimero atémico es 80, Su densidad es alta (13.53 g/cm3),
elemento pesado mas estables del planeta y su solubilidad en agua es baja (6x10-5 g/la 25 °C), no
conduce el calor, pero si la electricidad. Es altamente volatil, tiene una tension superficial de 0.51
N/m, y su viscosidad es relativamente baja (0,016 Poises a 20 °C) esto hace que no moje las

superficies. (Alberto, 2008)

La razén por la que es muy utilizado en la industria minera es porque este se alea con
facilidad con otros metales como el oro y la plata dando origen a lo que se conoce como

amalgamas. (Beltran & Gomez, 2016)

Del total de mercurio presente en el planeta, el mayor porcentaje deriva de fuentes

antropogénicas, pues cada afio se liberan en el ambiente aproximadamente 5000 toneladas de este.

Pero es claro que, por el alto valor econémico del oro, es precisamente la actividad minera
la que genera mayormente las emisiones mundiales de mercurio cerca del 35% del total. (Castelo,

2015)
2.3.1.1 Toxicidad del Mercurio

El mercurio es un elemento altamente toxico. Su absorcidn puede ser por: respiratoria, oral
y cutanea. Cuando hay una exposicion prolongada causa efectos tales como: infarto al miocardio,
fibromialgias, lupus, demencia, enfermedades neuroldgicas, degenerativas, cancer, etc. Al poder
unirse al azufre de los grupos sulfhidrilos, puede afectar a la funcion enzimatica a través de la

inactivacion de las enzimas, puede bloquear el metabolismo, funciones celulares. (Castelo, 2015)
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2.3.1.2 Niveles de exposicion y niveles maximos permisibles

Los organismos reguladores ambientales y de salud han determinado el limite maximo de
contenido de Hg, con el propdsito de cuidar la salud de las personas y proteger al ecosistema. La
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos, ha establecido como nivel maximo un valor
de 0,002 mg/L en agua potable, La Organizacion mundial de la Salud considera e un valor de 0,001

ppm en aguas y 0,001 ppm en aire. (Santos et al., 2017)

En nuestro pais la Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes, Recurso Agua
del afio 2010, ha establecido el valor de 0,001 ppm en aguas domésticas y agricolas; y 0,18 pg/L
en subterraneas. La Norma INEN 1 108: 2011, IV revision establece COMO permisible hasta de

0,006 ppm para en agua potabilizada. (Guerrero & Pineda, 2016)
2.3.1.3 Contaminacion por mercurio

Nuestro continente, es una de las regiones donde aun se lleva a cabo la mineria de forma
artesanal en la extraccion oro, esto debido a la baja o nula inversion en tecnologias, muchas veces,
este tipo de actividades no se realizan de manera legal, siendo nuestro pais, el cuarto de
Latinoamérica que produce como desecho y desprende al ambiente mayor cantidad de mercurio

en el mundo. (Alberto, 2008)

Estas son cifras desconcertantes, cada afio se emiten 50 toneladas de mercurio provenientes
de actividad minera realizada de forma artesanal en Zaruma, Nambija, Ponce Enriquez, , Portovelo
en ciertas zonas de la provincia de Esmeraldas. En dichas areas, los sedimentos y los compuestos
de naturaleza quimica que se usan en la extraccion son llevados varios Km. por medio de rios
aledafios, Lamentablemente estos toxicos peligrosos llegan a depositarse en manglares y llegan al

océano Pacifico, generando dentro de esos ecosistemas contaminacion. (Coello, 2011)
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Por mencionar una investigacion realizada una zona de mineria del Ecuador en Ecuador se
evidencid que hay una gran contaminacion a causa de usar del Hg, tal como se muestra en la

Cuadro N°. (Castelo, 2015)

CUADRO N¢1. Contaminacion por mercurio en rios y sedimentos Ecuador

. Agua de rio Sedimentos
Lugar de estudio =

Rango en ng Hg/I. | Rango en ng Hg/kg

Nambija 0.1-2938 0.5 -256.9
Ponce Enriquez 1.9 -47.8 3.2 -440.38
Portovelo-Zaruma 0.003 - 1812.5 1.2-398.2

FUENTE: (Castelo, 2015)

2.3.2 Cadmio

Elemento del Grupo I1-B de la Cuadro Periddica, su niUmero atomico es 48 y presenta la
siguiente configuracion electronica: 4d10 5s2. Normalmente se lo encuentra unido al Zn, Cu y Pb.
Su uso principal en la industria es en la fabricacion de pilas de baterias y barnices, se usa para
recubrir ciertas superficies de metal y asi evitar que se oxiden, en procesos como catalizador.

(Marcano, 2013)

2.3.2. 1 Fuentes de contaminacion por cadmio

Este elemento no es posible reciclarlo, este tiende a acumulase gradualmente en el
ambiente, Este se lo encuentra muy raramente en la litosfera, este es utilizado en ciertas

industrias, donde constituye un desecho que es fuente de contaminacion:
e Industrias mineras
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e Metalurgia de Fe y acero
e Elaboracidn de compuestos para fertilizacion
e Pigmentos y bateria de niquel (Beltran & Gémez, 2016)

2.3.2.2 Contaminacion del suelo con Cadmio

El Cadmio constituye uno de los mas importantes contaminantes esto debido a que es
bioacumulable, ademés se considera muy toxicos, tiene la caracteristica de persistir en el medio

ambiente, y de viajar en rios y con el viento a lugares muy distantes.

El Cd cuando se obtiene como subproducto de tratamientos metallrgicos, se produce el

Oxido de cadmio, el cual presenta una mayor toxicidad. (Ramirez, 2013).

Normalmente la concentracion de Cd en suelos es menor a 1 mg kg™, estableciéndose en
un valor de 0,001 a 0,5 ppm, cuando se encuentra en esas concentraciones no resulta toxico o
peligros, sin embargo, cuando hay un incremento del metal en el suelo este se vuelve altamente

toxico. (Morocho & Puente, 2019)

Se ha reportado que el cadmio en zonas de industrias esta en valores que van desde de
9.1 a 26.7 pg/m? frente a 0.1 a 6 pg/m?® en la zona rural. Este tiene un prolongado tiempo de
permanencia gque es de hasta 3 siglos del cual el noventa por ciento permanece sin transformarse.

(Marcano, 2013)
2.3.2.3 Toxicidad del Cadmio

En ambientes laborales dentro de industrias donde se utiliza el cadmio, la ruta principal
de ingreso es la inhalacién y la absorcion. La cantidad de Cd en liquidos corporales con la

sangre incrementa durante los 6 meses iniciales a la exposicion constante, ya en adelante su
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concentracion es proporcionales a la del ambiente laboral. En exposiciones ocupacionales, el

Cd se acumula en varios 6rganos vitales como corazon, higado, pulmones.

2.4 Normativa legal

2.4.1 Limites maximos permisibles de cadmio en el suelo
De acuerdo con el Libro VI Anexo 2 del Texto unificado de legislacion secundaria del
medio ambiente: Norma calidad ambiental de recursos de suelos y Criterios de Remediacion
para suelos contaminados se establece el valor de calidad y remediacién o restauracion del
suelo, que se considera admisible hasta los siguientes valores que se ilustran en la Cuadro

siguiente:

Cuadro N°2. Criterios de calidad del suelo

Parametro | Unidades™® | Valor
Parametros Generales
Conductividad uSsicm 200
pH 6a8
Relacion de adsorcion de Sodic (Indice &=
SAR)
Parametros inorganicos
Arseénico ma’kg 12
Azufre (elemental) mg/’kg 250
Bario mg/kg 200
Boro (soluble en agua caliente) ma’kg 1
Cadmio ma’kg 0.5
Cobalto ma’kg 10
Cobre ma’kg 25
Cromo Total ma’kg 54
Cromo Vi ma’kg 0.4
Cianuro ma/kg 0.9
Estano ma’kg =]
Fluoruros ma’'kg 200
Mercurio ma'kg o.1
| Molibdeno ma'kg 5
Niguel ma'kg 19
Plomo ma'kg 19
Selenio ma'kg 1
Vanadio ma’'kg 76
Zinc ma'kg 50
Parametros organicos
Bencenc mga'kg 0.03
Clorobenceno mga'kg 0.1
Etilbencenoc mgo’kg C.1
Estirenc mao'kg 0.1
Toluenc mao/kg 0.1
Xileno mo/kg 0.1
PCB8s mg/kg 0.1
Clorinados Alifaticos (cada tipo) mao’kg 0.1
Clorobencenos (cada tipo) mg/kg 0.05
Hexaclorobenceno ma’'kg 0.05
Hexaclorociclohexano mga'kg 0.01
Fendlicos no clorinados {cada tipo) mga/kg 0.1
Clorofenoles (cada tipo) mg’/kg 0.05
Hidrocarburos totales (TPH) mg/kg <150
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos mg’'kg 0.1
(HAPs) cada tipe

*Concentracion en peso seco de suelo

Fuente: (TULSMA. Anexo 2, 2015)
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CUADRO N°3. Criterios de remediacion valores maximos permitidos

Unidades
Pardmetro (Concentracion |\ oo beL suELD
en peso seco de
suela)
Residencial Comercial Industrial Otros usos
Pardmetras
Generales
Conductividad d5/mm 2 4 4 2
pH Gal GaB Gal Gal
Pardmetras
inorgdnicos
Arsénico [inorgdnico) mg kg 15 15 15 12
Azufre (elemental) mgkg . - - 500
Baria mg/kg 500 2000 2000 750
Boro (soduble en agua caliente) mg/kg - - - 2
Cadmio mg/kg 5 10 10 2
Cabalto mgkg 50 300 300 40
Cobre mg/kg 63 63 63 63
Cromo Total mg/ kg 65 90 90 ]
Cramo VI mg/kg 04 1.4 14 0.4
Clanuro (libre) mg/kg 0.9 2.0 2.0 0.9
Estafio mgfkg 50 300 300 5
Flier (tatal) mg/kg 400 2000 2000 200
Mercurio mglkg 2 10 10 0.8
Molibdeno mg/kg 10 40 A0 5
Niguel me/kg 100 100 100 50
Plomao mg/kg 100 150 150 100
Selenio mg/ kg 3 10 10 2
Talio mg/kg 1 1 1 1
Vanadio mg kg 130 130 130 130
Zine mgkg 200 380 380 200
Pardmetras
Organicos
Aceites y grasas mg kg <2500 <2500 <2500 s500
Benceno mgkg 05 5 5 0.05
Etilbenceno mgfke 1.2 20 20 0.1
Estireno mg/kg 5 50 50 0.1
Tolueno mg/kg D8 0.8 0.8 0.1
Yileno me/kg 1 17 20 0.1
PCBs mg/kg 0.1 0.1 01 0.1
COorofenoles (cada tipo) mg/ kg 0.5 5 5 0.05
Fenoles [total) mg/kg EX: 38 EX:] 3.8
Benzola)atraceno mg/kg 1 1 1 0.1
Benzola)pirenas mgfkg 0.7 0.7 0.7 0.1
Naftaleno mg/ kg 0.6 22 22 0.1
Pirenos mg/kg 10 10 10 0.1
Bifenilos policlorados mg/kg 13 33 33 0.5

Fuente: (TULSMA. Anexo 2, 2015)

La EPA (Agencia de proteccién ambiental, por sus siglas en inglés), determina que los valores
normales de Cd en suelos no contaminados estan en el rango de 0,01 a 0,7 ppm. (Morocho &

Puente, 2019)
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2.5 Método de Analisis de Metales Pesados
2.5.1 Espectrofotometria de Absorcion Atémica

La espectrofotometria de absorcidén atomica es un método sensible y especifico para la
cuantificar alrededor de sesenta metales 0 metaloides. Esta técnica se fundamenta en determinar
la radiacion absorbida por &tomos en estado libre, es necesario que la longitud de onda del haz de
luz incidente concuerde con la frecuencia de resonancia del elemento que se pretende analizar,
ademas de que los atomos del analito se encuentren en estado libre. Se considera a la
espectrofotometria de absorcién atdmica como una técnica con un area de aplicacion extensa, entre
las que se puede mencionar: en la identificacion de contaminantes (como, Cu, Hg, Pb, As, Cd), en
productos alimenticios, aguas, geologia, industria farmacéutica, residuos en suelos, metalurgia
(aleaciones), medicina (andlisis de ciertos metales toxicos en el organismo), arqueologia, industria

petrolera, pinturas. (Castelo, 2015)
2.5.2 Instrumentacién

El equipo utilizado en esta técnica se llama Espectrofotometro de absorcion atomica, este
esta estructurado por 4 componentes: 1. fuente de radiacion, 2. atomizador, 3. selector de longitud

de onda o0 monocromador, 4. detector y un procesador de la sefial para la lectura.
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2.5.3 Fuente de radiacion

Lampara de catodo hueco: Esta compuesta por en un anodo de W y un catodo cilindrico
construido a base del metal de cual se desea conocer el espectro estos se encuentran cerrados
herméticos dentro de 1 tubo de vidrio que tiene Ne o Ar con una presion de uno a cinco torr. Una
vez que se aplica el potencial de 300 Voltios esto ocasiona la ionizacion del gas de llenado, esto
causa que los iones choquen con el catodo y generan iones gaseosos del metal, produciendo una
nube donde se encuentran atomos del metal en forma excitada, los mismo que, cuando regresan a

su estado normal generan radiacion de una cierta longitud de onda. (Calderdn, 2020)

CATODO (-) I A INERTE

Figura N°6. Estructura lampara catodo hueco (Castelo, 2015)

Lampara de descarga sin electrodos: Este componente del equipo genera intensidades
radiantes que son 2 6rdenes de valores superiores a las lamparas de catodo hueco. Esta se encuentra
formada por 1 tubo de cuarzo que se encuentra cerrado de manera hermética, aqui se encuentra el
metal en forma pura y un gas inerte que generalmente es el Ar. Esta estructura no tiene electrodos,
por tanto, cuando se desea que se active se utiliza una radiacion de microondas. Entonces, el Ar se
ioniza, produciéndose la aceleracion de esto iones a través de las radiofrecuencias, obteniéndose

la cantidad necesaria de energia para lograr la excitacion de los atomos del metal. (Castelo, 2015)
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Figura N°7. Modelo de la ldmpara de descarga sin electrodos (Castelo, 2015)
Atomizacion de la Muestra

Atomizacion por llama: En esta estructura, el aerosol de la muestra y el combustible son
mezclados para a continuacion pasarlos por varios deflectores que se encargan de impedir que
pasen las gotas de dilucidn gue no sean lo suficientemente pequefias. En un mechero se procede a
guemar, que tiene una ranura que genera llamas de cinco a diez centimetros de longitud. Estos
mecheros de flujo laminar originan una llama estable lo que permite incrementar la sensibilidad y

reproducibilidad del resultado, haciendo que esta técnica sea muy confiable. (Castelo, 2015)

Generacion de Hidruros: se emplea cuando se desea determinar algunos elementos como:
arsénico, antimonio, selenio, bismuto o mercurio, ya que permite ser llevados a sus formas
elementales. Presenta como ventaja que permite un mejor limite para detectar estos elementos,
esto debido a que la solucion que posee los iones que se buscan analizar, es atomizada de forma
directa en la llama. Los hidruros volatiles se forman de manera rapida produciendo la adicion de

una solucion de borohidruro de sodio a la muestra acidificada. A continuacion, la Rx formada:
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BHs- + H3O+ + 2H,0 H3BOs3 + 4H;

El H2 obtenido aqui formara el hidruro volétil, al unirse al elemento que se pretende

cuantificar. aqui se produce la arsina (AsH3) como se muestra a continuacion:
3BH4- + 3H+ + 4H3AsOs 4AsH3 + 3H20 + 3H3BO3

Este hidruro volatil se arrastra a la cdmara de atomizacion por un gas inerte, como puede
ser el argdn hacia un tubo de cuarzo, el mismo se calienta con la finalidad de transformar el hidruro

en atomos de analito.

El mercurio, es un caso excepcional, ya que este, al unirse en combinacion la muestra en
solucidn con el borohidruro de Na, se produce de manera directa Hg en estado elemental, por tanto,
no se necesita usar la llama. En este caso la cuantificacion se establece por absorcion o emision de

energia. (Castelo, 2015)
2.6. Biorremediacion

Se considera a los metales de alto peso molecular dentro de los agentes de contaminacién con
mayor efecto toxico para el ambiente, ya que se ha comprobado que tienen efectos nocivos para
toda la cadena tréfica en general, el cadmio, cromo y mercurio se consideran como entre los mas
peligrosos ya que entre sus caracteristicas destaca su persistencia y alta toxicidad. Hoy en dia se
cuenta con varias técnicas fisicoquimicas, usadas para el tratamiento de dichos contaminantes,
estas técnicas han mostrado ser poco eficientes y provocar efectos secundarios a corto y largo
plazo. Es por esto por lo que se ha investigado y buscado otro tipo de tecnologias, como por
ejemplo las que impliquen seres vivos con capacidades bioguimica y metabdlicas especificas y
especiales, este tipo de técnicas han generado resultados prometedores en algunas investigaciones

donde se han aplicado para procesos de biotransformacion.
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Algunas bacterias, hongos y plantas poseen en su organismos ciertos mecanismos
bioquimicos que les permiten neutralizar el efecto toxico de estos elementos, este grupo de
métodos bioldgicos son los que hoy en dia en la biotecnologia ambiental se les conoce como

biorremediacion. (Beltran & Gomez, 2016)

La biorremediacion es un método, en el que se aprovechan ciertas caracteristicas
metabolicas de algunos microorganismos que les permite realizar la degradacion y transformacion
de agentes toxicos o contaminantes en un ecosistema, Este método presenta un gran potencial en
la recuperacion de ambientes contaminados. Esta se centra en la exploracion para el
aprovechamiento de las caracteristicas metabdlicas (diversidad y versatilidad) de bacterias y
hongos, con la finalidad de reducir los elementos toxicos que pueden estar afectando severamente

un area determinada, mitigando el efecto de dichos contaminantes. (Villaveces, 2019)
2.7 Mecanismos de Microorganismos para tratar Metales Pesados

Algunas especies microbiologicas presentes en la naturaleza tienen la capacidad de
transformar elementos traza incluidos los metales, estos pueden gracias a estas caracteristicas
metabdlicas modificar la concentracion de metales pesados en el ambiente, se ha reportado en
varios estudios que la capacidad de remocion de metales por bacterias, algas y hongos es mayor a
la obtenida con métodos fisicoquimicos convencionales, otra ventaja de este metodo bioldgico es
que suele ser selectivo. Dentro de los procesos de transformacion de caracter enzimatico de los
metales desarrolladas por dichos microorganismos se puede mencionar 3: Oxidacion, Reduccion,
Metilacion Y la demetilacion; las mismas que permiten obtener compuestos con baja solubilidad
en agua o compuestos volatiles. Existen varios mecanismos bioquimicos llevados a cabo por los
microorganismos para lograr la biorremediacion de metales, entre los que se puede

mencionar:.(Beltran & Gomez, 2016)
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2.7.1 Unidn a metales, bioacumulacién y biosorcion

Los metales se ligan a la superficie de la célula por medio de: fuerzas de Van de Waals,
interacciones electrostaticas, union covalente, interacciones redox, precipitacion extracelular, o
también puede combinar estos; los grupos cargados negativamente que se encuentran en la pared
de la célula de la bacteria u hongo permitiendo la adsorcion de los iones metalicos permitiendo su
retencion. Si esto ocurre estos metales pueden bioacumularse. Se entiende a la bioacumulacion
como un proceso de la célula que implica el sistema de transporte de membrana ingresa el metal o
toxico con gasto de energia, este gasto de energia se realiza a través de la H+-ATPasa; una vez que
ha ingresado el metal al citoplasma, se logra el secuestro del mismo por proteinas con varios grupos
sulfhidrilos las cuales son: metalotioneinas (MT), fitoquelatinas (FQ) y otros péptidos de union a
metales, en el caso de microrganismos del reino fungi esto ocurre en las vacuolas. (Beltran &

Gbmez, 2016)

Las metalotioneinas poseen un rol muy importante en el metabolismo de estos metales y
en el control del estrés microbiano. Estas son proteinas de bajo peso molecular, que permiten la
interaccion del microorganismo y el metal, cuando ocurre la union entre ellos se hace mas facil la
absorcion y transformacion del metal, actualmente, se aplica estas técnicas con la ayuda de la

ingenieria genética. (Beltran & Gomez, 2016).

La biosorcion con el uso de la biomasa microbiana sea activa o inactiva con la finalidad de
secuestrar metales, a través de la union a las superficies celulares. Esto se da a por medio de
procesos fisicos y quimicos por ejemplo la adsorcién o el intercambio idnico. Esta técnica se ha

aplicado con biomasa de varios microorganismos.
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Algunos compuestos quimicos presentes en las células, como el grupo acetamido de la
quitina que es el polisacarido estructural de los hongos, grupos sulfhidrilos, ciertas proteinas, etc.,
pueden realizar la biosorcion. Algunos metales son secuestrados efectivamente al unirse ciertas
estructuras como los fosfatos, algunas proteinas y grasas en el citoplasma de la célula, a través de
la competencia con los iones de Na, K y Ca en las funciones bioldgicas. Esta tecnologia de
biosorcion comprende el acomplejamiento en superficie y la microprecipitacion, estas son

alternativas potenciales para reducir los metales contaminantes. (Beltran & Gémez, 2016)

Se han aplicado ciertas bacterias y hongos como biosorbentes, estos han sido aislados de
areas contaminadas, y han mostrado tener los metales pesado, lo cual realizan en un tiempo muy
corto, entrando en contacto con la disolucion del metal, esto reduce significativamente el costo en
el proceso de remediacion, ya que no necesita agregar ningun tipo de nutriente, esto debido a que
dicho organismo no requiere un metabolismo activo, es importante mencionar también que la
biomasa es extraible con facilidad de sistemas acuosos. Algunos biofiltros han sido elaborados con
microrganismos como microalgas y bacterias se han usado con el fin de descontaminar ecosistemas
con Cr y Cd, Esta biomasa microbiana se inmoviliza en materiales inertes, tales como silica,
poliacrilamida, polimetano y polisulfona, etc., por esa razén estos han sido desde hace tiempo

ampliamente utilizados en biorreactores. (Beltran & Gomez, 2016)
2.7.2 Transformacion de la valencia del metal

En dependencia del estado de oxidacion de cada metal una bacteria, hongo o microalga,
puede llevar a cabo dos posibles procesos de transformacion, una esa la movilizacion de dicho
metal, por medio de transformar el estado insoluble que corresponde a una fase en estado sélido a
un estado soluble final que seria a en fase acuosa, que corresponde a una fase en estado sélido a

un estado soluble final que seria a en fase acuosa, esto es la lixiviacion; también se puede
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Inmovilizar el metal con el proceso contrario, en donde la fase inicial es soluble en fase acuosa y

pasa a uno insoluble en fase solida final.

La solubilidad y movilidad esta en dependencia de su estado de oxidacién y de su forma
i6nica. Los metales de diferentes valencias tienen una toxicidad variada; si se excretan enzimas
redox especiales, los microorganismos tienen la capacidad de convertir el metal a otra forme de
menor toxicidad. Las reacciones de 6xido reduccion estan agrupadas en 2grupos, las asimilatorias
y las desasimilatorias; cuando hablamos de reacciones asimilatorias el metal esta inmerso en las
reacciones metabdlicas del organismo haciendo el papel de receptor de los electrones; en cambio,
en las reacciones desasimilatorias se desconoce el papel que puede tener dicho metal dentro del
metabolismo del microorganismo e indirectamente inicia la reaccion redox. Los microorganismos
estan en la capacidad de detoxificar metales a través del cambio en la valencia y e la reduccion
enzimatica de un metal en procesos metabdlicos que no se encuentran en relacion con la
asimilacion del metal. Un ejemplo es en ciertas bacterias resistentes a Hg, en este tipo de bacterias
se forma la proteina liasa organomercurial (MerB), que convierte el metilmercurio (CH3 Hg+) a

Hg (I1) que se considera de menor toxicidad. (Beltran & Gémez, 2016)
2.7.3 Biometilacion y mecanismo de volatilizacion

Este es un proceso de caracter bioldgico util en la eliminacién de metales y metaloides,
este se lleva a cabo cuando estos son transformados a derivados metilados, los mismos que después
son volatilizados, los derivados metilados pueden excretarse de forma rapida desde la célula y
volatilizarse a formas con menor toxicidad. Algunos hongos y bacterias tienen la capacidad de ser
utilizados como agentes metiladores, gracias a la materia organica que le provisiona una fuente de

grupos metilo que les permite que se lleve a cabo este proceso.
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Por ejemplo, en la metilacién de Hg los iones de Hg (I1) se metilan por la transferencia no
enzimatica de grupos metil desde la metilcobalamina lo que lo convierte en monometil o dimetil

mercurio las mismas que han demostrado ser bastante moviles.

Hoy en dia se conoce que la forma como los microorganismos transforman el mercurio es
que sus células son resistentes al metal debido a una enzima que esta en el citoplasma celular
Ilamada mercurio reductasa (MerA) que es la encargada de pasar el Hg (I1) a Hg (0) que se

caracteriza porque es volatil y con menor toxicidad.

Actualmente, a la enzima (Mer A) se le ha considerado y estudiado por su potencia uso, ya
que como se sabe puede ser una alternativa para mitigar el efecto nocivo del mercurio que es un
contaminante ambiental muy agresivo para todo el ecosistema. La aplicacion de este mecanismo
permite que este sea inmovilizado, y por tanto ya no este biodisponible, su movilidad o remover

el metal del suelo.

Aunque, esta estrategia que emplea microorganismos y remueve metales lo que hace es la
reduccion con la ayuda del metabolismo del microrganismo del ion mercurio Hg (1) a un mercurio
metéalico volatil Hg (0), luego el mercurio volatil reducido fluye y se diluye en la atmdsfera, pero

esto no siempre es posible con otros metales toxicos. (Beltran & Gémez, 2016)
2.7.4 Mecanismo de precipitacion quimica extracelular

Algunos microorganismos tales como los hongos y bacterias tienen la capacidad
metabdlica de secretar productos bioquimicos de tipo inorganico como iones sulfatos, carbonatos
o fosfatos, los mismos que por su naturaleza quimica son capaces de precipitar iones metalicos

toxicos de forma no enzimatica.
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En la naturaleza algunos microorganismos tienen la capacidad de inmovilizan estos

compuestos toxicos por medio de la precipitacion extracelular.

Varias sustancias ligadoras de metales son excretadas por hongos y bacterias, por ejemplo,
algunos compuestos como, alcoholes, polisacaridos o &cidos humicos y fllvicos, por mencionar

algunos. (Beltran & Gomez, 2016)
2.7.5 Mecanismo simbidtico

Al hablar de mecanismo simbidticos se refiere al empleo de plantas y microorganismos en
conjunto, para realizar una sinergia en la eficiencia de la extraccion de contaminantes, a esto se lo

conoce como rizorremediacion.

Se ha reportado que al aplicar esa asociacion resulta benéfico y es util, debido a que, los
hongos o bacterias reducen la biodisponibilidad de estos toxicos, mientras que, las plantas actuan

en extrayendo y removiendo dichas sustancias. (Beltran & Gomez, 2016).
2.8. Aspergillus niger

Este es un hongo, clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales, familia Thichocomaceae, genero
Aspergillus, especie Aspergillus Niger; tiene un conidioforo cuyo diametro es aproximadamente
de uno a tres milimetros de largo, lo que le caracteriza a sus conidios es que siempre son de color
negro, sus colonias se desarrollan en un tiempo corto, en 7 dias llega a tener el tamafio de cuatro a
cinco centimetros, las colonias en un inicio tienen el micelio de color blanco, posteriormente se

hacen de color pardo o negro, se puede reconocer facilmente por su apariencia de polvo.

En su reverso son de color gris y en ocasiones de color amarillo palido. (Villaveces, 2019)
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Figura N°8. Aspergillus niger (Rivera et al., 2015)

La temperatura que resiste para su desarrollo tiene un rango amplio es de 5 a 40 grados
centigrados, temperaturas fuera de estos rangos ocasionan la reduccion del crecimiento de la
poblacion, lo cual afectaria drasticamente a la eliminacion del contaminante, generando u reducido

o nulo resultado de micoremediacion. (Villaveces, 2019)

El pH también se considera un factor importante, afortunadamente el rango de pH para su
correcto desarrollo es de 3.5 a 6.8, lo que es bueno ya que se considera relativamente amplio, no
son exigentes desde el punto de vista nutricional, sus nutrientes los toman de macro y
micronutrientes presentes en el sustrato en el cual se desarrollan, por sus caracteristicas este
microorganismo tiene potencialidad como biorremediador ambiental, debido a que ha mostrado
reducir los metales pesados y una alta tolerancia concentraciones de varios de estos elementos, lo
que hace que a este hongo se lo considere por su potencial uso para la micoremediacion. (Hidalgo

et al., 2020)
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2.9 Pleurotus ostreatus

Es una seta con caracteristicas variable. Posee un sombrerillo 0 parte superior cuyo
tamario es de cinco a 20 centimetros, en dependiente de la edad y de las condiciones que han

permitido su desarrollo.

Su forma también depende es los factores antes mencionados, en un inicio es redonda
y abombada, posteriormente, se abre y ensancha, su forma cambia de convexa a plana. Con

el tiempo, el borde levanta y el conjunto termina concava como un plato. (Coello, 2011)

Algunos estudios se han enfocado en la capacidad este hongo para degradar
contaminantes ambientales, estos microorganismos han mostrado ser efectivos, debido a que
tienen la capacidad de producir una enzima extracelular llamada Lacasa, esta enzima es
capaz de catalizar una reaccion que degrada la lignina, un compuesto aromatico. Para actuar
como catalizador en estas reacciones la enzima necesita peréxido de hidrogeno, sustancia

que el hongo tiene la capacidad de producir. (Rico et al., 2020)

La posible capacidad de este microrganismo de descomponer diversos contaminantes
ambientales estd siendo bien documentada en la actualidad. Segin estudios se puede
determinar a estos microorganismos como muy Utiles como biorremediadores varios

ambientes contaminados, especialmente suelos de industrias como las petroleras y mineras.

El uso de hongos en procesos de biorremediacion puede ser ventajosos debido a que
estos se encuentran en sedimentos acuaticos y en habitats terrestres, y que sus hifas tienen la
capacidad de ingresar en la tierra o suelo con contaminacion y producir ciertas enzimas
extracelulares para degradar estos contaminantes. Este hongo ha mostrado ser dtil en la

acumulacion de algunos metales pesados como cadmio, cobre, mercurio, plomo y zinc.
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(Santos et al., 2017)

Este tipo de microorganismo presenta un sistema enzimatico extracelular que no ha
mostrado especificidad, este tiene la capacidad de romper un numero elevado de enlaces
diferentes y, de esta forma destruir moléculas organicas. Dentro de las enzimas que
constituyen el complejo multienzimatico ligninolitico del hongo esta la casa. Esta enzima
cataliza la oxidacién, polimerizacion, depolimerizacion, metilacion y/o dimetilacion de

estructuras fenolicas. (Santos et al., 2017)
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

Este trabajo constituye un estudio investigativo-experimental, las muestras de suelo fueron
obtenidas de las zonas aledafias a la bocamina de una Industria minera ubicada en el cantdn
Zaruma- El Oro- Ecuador,, los in6culos de los hongos Aspergillus niger y Pleurotus ostreatus son
procedentes del repositorio existente en el Laboratorio de Microbiologia de Escuela Politécnica de
Chimborazo, los resultados se han obtenidos mediante técnicas microbiolégicas y de
espectrofotometria de absorcion atémica, desarrollados el Centro de Investigacion Biotecnoldgica

del Ecuador de la Politécnica del Litoral.
3.1. Variables.
Variables Dependientes:
I Eficiencia de biorremediacion de metales pesados: Cadmio y Plomo
Variables Independiente:
I Hongo Pleurotus ostreatus
I Hongo Aspergillus niger
3.2 Obtencion de muestras de suelo

Los puntos de muestreo han sido seleccionados con base a una cuadricula de 30 x 30 m

disefiada sobre una topografia del &rea de la bocamina.

Se tomaron doce muestras en doce puntos diferentes dentro de la cuadricula. En cada uno
de los puntos de muestreo se procedi6 a con el equipo multipardmetro determinar los pardmetros

abioticos: la temperatura y el pH y a continuacion utilizando instrumentos y bolsas esterilizadas,
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se tomd una muestra de aproximadamente 1kg por punto, esto para tener suficiente cantidad y

poder realizar repeticiones de andlisis de cada metal.

En el laboratorio se procedié a retirar todo material extrafio (ramas, piedras, escombros,

basura), el remanente se homogenizo y pulverizé guardandose en bolsas esterilizadas.
3.3.1 Andlisis Quimico de las muestras de suelos

Se cuantificd el Cadmio y Plomo en las muestras de suelo ya homogenizadas y
pulverizadas, para ello se utiliz6 previo tratamiento la técnica de Espectrofotometria de Absorcion

Atdmica usando el estdndar de 1000 mg L -1 para cada uno de los elementos (Tiempo 0).
3.3.2 Desarrollo de hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger

Previo iniciar el tratamiento, se realizo la verificacion de las muestras del suelo que se
pretendian estudiar no contenga con antelacion los microorganismos objeto del presente estudio,

para lo cual se realizo el analisis microbioldgico de las muestras de suelo antes de ser tratados.

Se diluy6 20 gramos de suelo y se colocé en 20 mililitros de agua estéril se homogeniza la mezcla;
de aqui se toma 2 mililitros y se coloca en dos cajas de Petri con medio de cultivo Sabouraud

Dextrose Agar, esto se realizo por triplicado y para cada uno de los hongos estudiados.

Posterior a ello, se incubaron a 25°C por una semana, al no haber desarrollo de hongos,
esto nos indicé que el suelo podia ser tratado ya que no existia presencia de los hongos previamente

en los suelos a tratar y por tanto se podia continuar con el estudio.
3.3.3 Preparacion del Inoculo

Los hongos liofilizados procedentes Pleurotus Ostreatus y Aspergillus niger se

transfirieron a cajas de Petri que contengan medio para cultivo SDA (5 de cada uno para cada
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microorganismo) para su multiplicacion. Los mismos se incubaron a veinte y cinco grados
centigrados por un tiempo de una semana hasta que crezca y cubra el plato Petri por completo,

posteriormente se esperd dos semanas después del crecimiento total de los micelios.
3.3.4 Tratamiento
Este procedimiento se realizo tanto para Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger.

En doce tubos de ensayo se depositd un gramo de muestra de muestra, 6 tubos
seleccionados para tratamiento 6 tubos para realizar el control. Es importante mencionar que a
asignacion del tratamiento en los tubos se realizo al azar. En el caso de aquellos tubos a los que se
le aplico tratamiento, dos fueron rotulados a tiempo inicial o tiempo 0, dos para evaluacién a los
15 dias y los dos restantes para cuantificacion a los 30 dias. A estos tubos a los que se les aplico
tratamientos se les adiciond 5SUFC/mL de hongo Pleurotus ostreatus o Aspergillus niger segun sea
el caso, que corresponde a 1cm de diametro de las placas de Petri con los micelios obtenidos de
los medios SDA, posteriormente tanto los tubos de tratamientos y controles se encubaron a T°
ambiente de la ciudad de Guayaquil (Durante el transcurso del afio, la temperatura generalmente
varia de 21 °C a 31 °C )que es el lugar donde se realiz6 el estudio, y que ademas se asemeja a la
temperatura ambiente del lugar de donde se tomaron las muestras que es el cantdn Zaruma

provincia del Oro.

Cuando se cumplié los 15 y 30 dias respectivamente, se procedid a extraer y cuantificar el
Cadmio y el mercurio de los tubos inoculados, con la finalidad de determinar si se ha reducido la

concentracion de estos metales en los tratamientos y controles.

Con el fin de realizar la verificacion de la presencia de los hongos al final del estudio se

volvio a realizar el analisis microbioldgico de las muestras tanto de tratamiento como de control.
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3.3.5 Extraccion de Cadmio y Mercurio para cuantificarlos
3.3.5.1 Cadmio

El primer paso fue incinerar los crisoles en el horno por dos horas a 600 °C con la finalidad
de retirar la humedad y cualquier componente orgéanico y posteriormente se deja enfriar en el

desecador.

En cada crisol se colocé 1g de suelo, se procede a registrar los gramos de la muestra junto

con el crisol (P1) situandose en la mufla por un tiempo estimado de 18-20 horas a 110°C.

Se realiza el pesaje nuevamente (P2). Por diferencia de estos dos pesos se calcula el

porcentaje de humedad.

A continuacidn, los crisoles que contienen las muestras de suelo se pusieron de nuevo en
el horno por 3 horas a 600°C esto con la finalidad de dejar solo la parte inorganica, luego se para

al desecador hasta que se enfrie.

Una vez que se han enfriado, se transfieren las muestras de suelo de los crisoles a vasos de
precipitacion de seiscientos mililitros. Se procedié a afiadir tres porciones de un mililitro de HCL
concentrado a los crisoles para sacar todos los residuos de la muestra que posteriormente se
transfirieron a los vasos de precipitacion que contenian la muestra. A continuacion, se afiadié un
mL de acido nitrico a cada crisol y se pasé a cada vaso de precipitacion, utilizando un vidrio reloj
se taparon los vasos de precipitacion, posteriormente se los calentd en “hot plate” a trescientos
cincuenta grados centigrados por 15 minutos, luego enfriar hasta que alcance la temperatura
ambiente y ahora es necesario afiadir similares volumenes de &cido clorhidrico y acido nitrico,

pero ahora de forma directa al beaker que contiene la muestra.

Se procedio a calentar otra vez el “hot plate”, se dejo enfriar para filtrar con papel filtro
43



N°40 y se coloca en matraces volumétricos de 100 mL.

Se lavd el residuo con &cido clorhidrico al 10% hasta que se observe transparente. El papel
filtro se debe enjuagar en repetidas veces con Acido clorhidrico al 10% hasta que se logre remover
por completo el residuo. Una vez que se termina de filtrar en el matraz volumétrico se lleva a
volumen con Acido clorhidrico al diez por ciento, finalmente, el filtrado lo transferimos a frascos
debidamente rotulados y se tapa antes de almacenarse, para llevarlo al equipo de Espectroscopia

de absorcidn atémica y realizar su lectura.
3.3.5.2 Mercurio

Para extraer el mercurio de la muestra se trabajé de manera diferente a con el cadmio,
debido a que las propiedades fisicas del mercurio no permiten utilizar temperaturas por encima de

los 100°C.

Primero pesamos 1.0 gramo de muestra de suelo y colocamos en un erlenmeyer de 50
mililitros, a esto se afiadio 10 mililitros de Acido nitrico concentrado HNO3 y, posteriormente,
estos se llevaron a digestion durante ocho horas a temperatura ambiente y en el interior de una
campana de extraccion. Antes de la digestion, se colocé en la boca de cada erlenmeyer, un pequefio
embudo de vidrio, esto con el fin de evitar que la muestra se evapore, posteriormente se coloco en
reflujo a sesenta grados centigrados por un tiempo de una hora, aumentando la T° lentamente hasta
cien grados centigrados, durante 3 horas. Después de quitar el reflujo, se afiadié 2,5 mililitros de
acido sulfurico concentrado H2S04, seguido de 1,0 mililitro de acido clorhidrico concentrado
HCL concentrado a cada muestra, posteriormente estas se colocaron de nuevo a 100°C por tres
horas. Después de ese periodo de tiempo, se agregé Permanganato de potasio KMnO4 (10% m/v),

gota a gota, a cada muestra, hasta que una coloracion rosada se quedod constante. Luego, se afiadid
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clorhidrato de hidroxilamina (50 pL, 10% m/v). Estas muestras digeridas se filtran en matraces
aforados de 25 mL; luego se diluyen con agua desionizada. Se guardo las muestras para cuantificar

el Hg total mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atémica al vapor frio.
3.3.6 Analisis de datos

De los datos obtenidos de los 6 tubos control y 6 tubos con se determiné el efecto de los

hongos a base de tiempo, Luego se comparé los resultados de remocion de cadmio y Mercurio

obtenidos en el tratamiento con cada hongo y se determind cudl de los dos resultd mas eficiente

para reducir la concentracion de estos metales pesados de los suelos estudiados.

3.3.7 Esquema de la metodologia

EFICIENCIA DE LOS HONGOS Pleurotus ostreatus Y Aspergillus niger EN LA
BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON METALES PESADOS
PROVENIENTES DE LA INDUSTRIA MINERA

r | ; T |
1. OBTENCION DE IV. TRATAMIENTO

IL. CUANTIFICACION III. ANALISIS
LAS MUITESTRAS DE LOS METALES MICROBIOLOGICO 1
DESUELD | PESADOS (Hg y Cd) : 1 | 12 tubos cada hongo:
1 1 e 6 tubos sin tratamiento
) (Control)
e Areacircundante ala Comprqba016n qe no e 6 tubos con tratamiento
bocamina. . presencia previa de (inoculo 5 UFC/mL de cada
. . Faros B Extraccion de metales Pleuro{us ostr_eatus y hongo): 2 (tiempo inicial), 2
T pesados (Hg y Cd) Aspergillus niger en (15 dias), 2 (30 dias)
Cuantificacién con las muestras de suelo. | - 3
— espectroscopia de ¥
. Mugstras geLkg absorcion atomica l Cuantificacion de Hg y Cd de
o.Bqups (AAS), se utilizardn ” - muestras a los 0, 15 y 30 dias en
n_lultlparametnco in estandares de 1000mg Preparacion del inoculo trabifdisiito % P —_—
situ (T°, humedad L-1 Pleurotus ostreatus Y (Evaluacion de capacidad de

relativa, pH)

Aspergillus niger en
medios de cultivo: SDA
Y MEA

remocion de metales pesados)

v

Verificacion de presencia de

hongos
!
Analisis de datos
Efecto hongo — tiempo
Diferencia significativa en eficiencia de
biorremediacion  entre  los  dos
microorganismos para ambos metales.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuantificacién de Mercurio en Suelos con tratamiento Con Pleurotus ostreatus y

Aspergillus niger

Cuadro N°4. Concentracion de Mercurio (mg/Kg) en Suelos tratados con Pleurotus Ostreatus

VALOR MAXIMO
DESVIACION PERMISIBLE
MUESTRA 1 MUESTRA 2 MEDIA ESTANDAR (zona industrial)
TIEMPO
0 DIAS 53,3 49,6 51,45 2,62 10
TIEMPO
15 DIAS 40,6 39,2 39,9 0,99 10
TIEMPO
30 DIAS 32,1 30,4 31,25 1,20 10

Cuadro N°5. Concentracion de Mercurio (mg/Kg) en Suelos tratados con Aspergillus Niger

VALOR MAXIMO
DESVIACION PERMISIBLE
MUESTRA 1 | MUESTRA 2 MEDIA ESTANDAR (zona industrial)
TIEMPO 55,3 53,1 54,2 1,56 10
0 DIAS
TIEMPO 50,6 49,5 50,05 0,78 10
15 DIAS
TIEMPO
30 DIAS 47,4 46,7 47,05 0,49 10
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Cuadro N°6. Concentracion de Mercurio (mg/Kg) en Suelos sin tratamiento (Control)

VALOR MAXIMO
DESVIACION PERMISIBLE
MUESTRA 1 | MUESTRA 2 MEDIA ESTANDAR (zona industrial)
TIEMPO
0 DIAS 55,6 51,2 53,4 3,11 10
TIEMPO
15 DIAS 52,2 50,3 51,25 1,34 10
TIEMPO
30 DIAS 46,2 47,6 46,9 0,99 10

4.2 Cuantificacion de Cadmio con tratamiento con Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger

Cuadro N°7. Concentracion de Cadmio (mg/Kg) en suelos tratados con Pleurotus ostreatus

VALOR
MAXIMO
DESVIACION PERMISIBLE
MUESTRA1 | MUESTRA?2 MEDIA ESTANDAR (zona industrial)
TIEMPO
0DIAS 37,2 38,9 38,05 1,20 10
TIEMPO
15 DIAS 32,1 30,9 31,5 0,85 10
TIEMPO
30 DIAS 26,4 24,8 25,6 1,13 10
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Cuadro N°8. Concentracion de Cadmio (mg/Kg) en suelos tratados con Aspergillus niger

VALOR MAXIMO
DESVIACION PERMISIBLE
MUESTRA 1 | MUESTRA 2 MEDIA ESTANDAR (zona industrial)
TIEMPO
0 DIAS 39,1 39,2 39,15 0,07 10
TIEMPO
15 DIAS 28,1 27,3 27,7 0,57 10
TIEMPO
30 DIAS 19,8 19,2 19,5 0,42 10

Cuadro N°9. Concentracion de Cadmio (mg/Kg) en suelos sin tratamiento (control)

VALOR MAXIMO
DESVIACION PERMISIBLE
MUESTRA1 | MUESTRA2 | MEDIA ESTANDAR (zona industrial)
TIEMPO
0DIAS 39,5 38,9 39,2 0,42 10
TIEMPO
15 DIAS 39,2 38,3 38,75 0,64 10
TIEMPO
30 DIAS 39,2 38,1 38,65 0,78 10
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4.3. Discusién

De acuerdo con los datos obtenidos las concentraciones en los suelos aledafios a una
industria minera del cantén Zaruma de la provincia de EI Oro sin ningun tipo de tratamiento son
de mercurio: 51,45 — 54,2 mg/Kg y Cadmio de 38,05 — 39,15 mg/Kg, el nivel méximo permisible
para un area industrial de dichos metales pesados es 10 mg/Kg respectivamente, por tanto, se
evidencia que estos suelos presentan niveles que estdn muy por encima de los limites que
especifica la normativa nacional e internacional, esto como residuo de la cianuracion y los relaves
de la amalgama que realizan como procedimiento para extraer el oro en estos sitio, estos resultados
coinciden con los obtenidos por la Fundacion de Salud Ambiente y desarrollo, quienes analizaron
los relaves de ciertas parroquias de Zaruma y Portovelo, en cuyo estudio demostraron que las
concentraciones de plomo es de 1796,8 — 4060,0 mg/Kg, arsénico: 396,0 — 8800,0 mg/Kg, zinc
513,0 - 2670,0 mg/Kg, cadmio 27.0 - 44.1 mg/Kg, y mercurio 10,0 — 35,9 mg/Kg, se encontraban
alarmantemente altos con respecto a los valores maximos permisible sefialados en la norma de
calidad ambiental del recurso suelo y criterios de remediacion para suelos contaminados, esto
demuestra que ciertas empresas mineras de esta zona constituye una fuente de contaminacion, ya
gue con esos resultados es evidente que no acttan con responsabilidad social y por tanto no realizan
un manejo adecuado de desechos ocasionado graves dafios al ecosistema y a afectando la salud de

todos quienes habitan en este sector y su zona de influencia.

Como se evidencia en las Cuadros 4 y 5 al cuantificar la concentracion de mercurio en el
suelo tratado con Pleurotus ostreatus se logré una reduccion de 51,45 a 31,25 mg/Kg; mientras
que, el suelo tratado con Aspergillus niger redujo de 54,2 a 47,05 mg/Kg, esto demuestra que para
el caso del mercurio el microorganismo que actué mejor como biorremediador es el hongo

Pleurotus ostreatus, estos resultados coinciden con los obtenidos por Coello en 2011, quien
49



determiné que el hongo Pleurotus ostreatus es capaz de reducir algunos metales pesados,
siendo efectivo para plomo y mercurio especialmente; mientras que en la investigacion
desarrollada por Villaveces en 2019 cuyos resultados permitieron determinar que el hongo
Aspergillus niger es eficiente en la reduccion de contaminantes ambientales como metales de alto
peso molecular, los mecanismos utilizados por el microorganismo fueron biosorcion,
bioacumulacidn, o la biotransformacidn (gracias al metabolismo de este los iones metalicos fueron

reducidos) cuya eficiencia de remocion fue mayor para metales como el Cr, Cd y Ph.

Al analizar la concentracion de Cadmio en los suelos con tratamiento con los dos diferentes
microorganismos se puede establecer que con el hongo Pleurotus ostreatus redujo de 38,05 mg/Kg
a 25,05 mg/Kg; mientras que, con Aspergillus niger disminuyo este metal de 39,15 a 19,5 mg/Kg,
demostrandose mayor eficiencia de biorremediacion en el segundo hongo; estos resultados se
correlacionan con los obtenidos por Apaza en 2020 quien determino que Aspergillus niger es un
excelente biorremediador para la remocion de Cadmio, ya que este en un medio toxico empieza a
sintetizar mayores cantidades de metalotioneinas para quelar los metales pesados, estas
propiedades hicieron posible en su estudio realizar la remocion de plomo (I1) y cadmio (11) de un

suelo contaminado.
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CAPITULOV
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

e En el presente estudio se determind que los suelos estudiado correspondientes a una
zona minera del canton Zaruma, provincia de El Oro, se encuentran altamente contaminados,la
concentracion de mercurio y Cadmio determinados fueron de 51,45 a 54,2 mg/Kg y de 38,05 a
39,15 mg/Kg respectivamente, ambos valores superan por mucho a la concentracion maxima
permitida por la legislacion ambiental vigente que es de 10 mg/Kg, por tanto se puede decir que,
la industria minera en esta zona produce desechos téxicos, subproducto de procesos mineros de
relaves y escombros, como el mercurio y cadmio, los cuales son enviados al ambiente sin ser
tratados en forma adecuada y constituyen un contaminante ambiental peligroso que esta afectando

gravemente al ecosistema y a la salud de quienes habitan en el lugar.

e Se realizaron las pruebas microbioldgicas para el optimo desarrollo de los hongos
Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger, determinandose que ambos microorganismos no son
exigentes en cuanto a nutrientes y a factores ambientales como pH, temperatura y humedad, lo
cual le permite habituarse facilmente, esto permite que este método bioldgico pueda ser aplicable

y sostenible en el tiempo.

e Se evaluo la eficiencia de los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger en la
biorremediacion de suelos con elevados niveles de dos metales pesados: Mercurio y Cadmio,

provenientes de una industria minera del canton Zaruma, a través de métodos microbioldgicos y
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espectroscopia de absorcion atémica, estableciéndose que el microorganismo que mejor actda en
la reduccion de Mercurio es Pleurotus ostreatus, logrando una disminucion de la concentracion de
este metal de 19,93 mg/Kg; mientras que, el suelo tratado con Aspergillus niger redujo 7,15
mg/Kg; en ambos casos se logrd reducir la concentracion del metal; por otro lado, en cuanto al
Cadmio se determind que Pleurotus ostreatus redujo 13 mg/Kg de la concentracion del metal en
el suelo estudiado; mientras que, con Aspergillus niger disminuyé este metal 19,65 mg/Kg,
demostrandose mayor eficiencia en el hongo Aspergillus niger. Con estos resultados se demuestra

la utilidad de los microorganismos en procesos de remediacion ambiental.

e Este estudio permitié demostrar que el uso de la biotecnologia ambiental con el uso
de agentes bioldgicos como los hongos Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger es una alternativa
viable, sostenible y econdémica que permitiria recuperar suelos altamente contaminados con

metales pesados.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar realizando nuevas investigaciones con otros tipos de
bacterias y hongos, para determinar si poseen cualidades metabolicas que les permita actuar como
biorremediadores, ya que como se evidencio en el presente trabajo, los microorganismos tienen un

gran potencial dentro de la biotecnologia ambiental.
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ANEXOS
Anexo 1.

Tamizaje

Anexo 2.

Extraccion de metales pesados
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Anexo 3.

Tratamiento de muestras

Anexo 4.

Cuantificacion de metales pesados
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Anexo 5.

Aspergillus niger

Anexo 6.

Pleurotus ostreatus




