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RESUMEN 

En este estudio se aislaron dos cepas de bacterias Gram negativas de los suelos de tres 

zonas mineras del cantón Portovelo con el objetivo de determinar su resistencia a 

diferentes concentraciones de mercurio (Hg) y evaluar su capacidad para remover este 

metal. Tres muestras de suelo fueron recolectadas de forma aleatoria, en lugares donde se 

detectó la utilización de Hg en la separación de oro. Se evaluó in vitro la capacidad de 

resistencia de las bacterias al Hg, para ello, se extrajeron las bacterias del suelo 

inoculando 1 g de suelo en medios de cultivo sólidos; las bacterias que crecieron y se 

desarrollaron en estos medios fueron resembradas en medios que contenían 

concentraciones de 0; 50; y 100 ppm de cloruro de mercurio (HgCl2). Dos cepas de 

bacterias denominadas como BA y BN, presentaron resistencia a las distintas 

concentraciones de HgCl2, estas dos cepas fueron identificadas como un bacilo Gram 

Negativo y un coco Gran Negativo respectivamente. Para evaluar la capacidad de remover 

Hg, las dos cepas bacterianas fueron inoculadas por 5 días en medio líquido con 

concentraciones de 50 y 100 ppm de HgCl2, luego de haber transcurrido el tiempo de 

inoculación, la concentración de Hg en los medios fue menor a 3 ppm, lo que supone 

porcentajes de remoción mayores al 96% por parte de las dos cepas. Con el fin de verificar 

que esa reducción de concentración de Hg fue dada por acción de las bacterias, también, 

se midió la concentración inicial y final de Hg en medios que no contenían bacterias, 

luego de haber transcurrido 5 días, la concentración en esos medios no varió 

significativamente, lo que sugiere que la remoción de Hg fue dada por acción microbiana 

en los medios que si contenían bacterias. Los resultados de esta investigación contribuyen 

de manera directa al diseño de estrategias de biorremediación para los suelos 

contaminados por actividades mineras de las zonas de Portovelo.  

Palabras Clave: Bacterias. Suelo. Mercurio. Resistencia. Remoción.  
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ABSTRACKT 

In this study, two strains of Gram negative bacteria were isolated from the soils of three 

mining areas of the Portovelo canton with the objective of determining their resistance to 

different concentrations of mercury (Hg) and evaluating their ability to remove this metal. 

Three soil samples were collected at random, in places where the use of Hg was detected 

in the separation of gold. The resistance capacity of the bacteria to Hg was evaluated in 

vitro, for this, the bacteria were extracted from the soil by inoculating 1 g of soil in solid 

culture media; the bacteria that grew and developed in these media were reseeded in 

media containing concentrations of 0; fifty; and 100 ppm of mercury chloride (HgCl2). 

Two strains of bacteria named BA and BN, showed resistance to different concentrations 

of HgCl2, these two strains were identified as a Gram Negative bacillus and a Great 

Negative coco, respectively. To evaluate the ability to remove Hg, the two bacterial 

strains were inoculated for 5 days in liquid medium with concentrations of 50 and 100 

ppm of HgCl2, after the inoculation time had elapsed, the concentration of Hg in the 

media was less than 3 ppm, which means removal percentages greater than 96% by the 

two strains. In order to verify that this reduction in Hg concentration was given by the 

action of bacteria, the initial and final concentration of Hg in media that did not contain 

bacteria was also measured, after 5 days, the concentration in those media it did not 

change significantly, which suggests that the removal of Hg was caused by microbial 

action in the media that did contain bacteria. The results of this research contribute 

directly to the design of bioremediation strategies for soils contaminated by mining 

activities in the Portovelo areas. 

Keywords: Bacteria. Soil. Mercury. Resistance. Removal. 
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1. INTRODUCCIÓN 

En los suelos del cantón Portovelo existen elevadas concentraciones de metales pesados 

producidas por la actividad minera (Betancourt et al., 2005; Guerra & Zaldumbide, 2010; 

López et al., 2016). Principalmente se encuentran altas concentraciones de mercurio (Hg), 

el cual proviene de minerías artesanales e ilegales que utilizan este metal para separar el 

oro de otros elementos (Marín et al., 2016); en estas zonas se han evidenciado 

concentraciones de Hg de hasta 35,90 mg/kg en relaves mineros, lo cual supera los valores 

permitidos por la Norma de “Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de 

Remediación para Suelos Contaminados” (NCAS) que rige en el Ecuador (<10 mg/kg) 

(Oviedo et al., 2017). Esto representa un grave problema para los ecosistemas y la salud 

de las personas que viven en el cantón Portovelo, por ello, es indispensable desarrollar 

tecnologías locales amigables con la naturaleza que contribuyan a la remediación de estos 

suelos (Betancourt et al., 2005). 

En las minerías artesanales y a pequeña escala el proceso más utilizado para recuperar el 

oro es el proceso de amalgamación, que consiste en agregar Hg al material rocoso que 

contiene oro, con el propósito de formar una amalgama que facilite la separación del oro 

con el material rocoso. La amalgama formada entre el Hg y el oro normalmente es 

separada mediante la vaporización de Hg, al someterla a altas temperaturas. La 

amalgamación es un proceso simple y solo requiere una pequeña inversión, sin embargo, 

es una gran fuente de contaminación por Hg (Chasanah et al., 2018). Los relaves de los 

procesos de amalgamación en forma de lodos que todavía contienen Hg, Au y otros 

metales pesados, normalmente no tienen un correcto tratamiento y se descargan en tierras 

agrícolas y cuerpos de agua cercanos. Además, durante la vaporización de Hg se ha 

reportado que por cada gramo de oro producido, se liberan al aire entre 1 y 3 g de Hg, que 

posteriormente pueden depositarse en el suelo o en fuentes de agua cercanas (Telmer, 

2007). 

Las altas concentraciones de Hg en el medio terrestre son una gran amenaza para todo el 

ecosistema (Marín et al., 2016). En primer lugar, pueden ser letales para varias especies 

de organismos que viven en ese medio (Millán et al., 2017; Arroyave et al., 2019) y 

además, pueden bioacumularse en las especies vegetales (principalmente) y de esta 

manera ingresar en la cadena trófica (Durango et al., 2010; Beltrán & Gómez, 2016).  En 

segundo lugar, el Hg puede ser arrastrado hacia las fuentes de agua y bioacumularse  en 
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la flora y fauna fluvial, ingresando también de esta manera en la cadena alimenticia 

(Lominchar et al., 2014). En muchos estudios se ha evidenciado como el Hg puede llegar 

a bioacumularse en el organismo de los peces llegando a niveles que constituyen una 

amenaza, tanto para el ser humano como para otras especies que se alimentan de los peces 

(Betancourt et al., 2005; Diaz, 2015). Las especies de organismos vivos que conforman 

los eslabones tróficos superiores en los ecosistemas, también son muy sensibles a la 

contaminación por Hg; por ejemplo, se ha documentado como un grupo de aves que se 

alimenta de peces, puede llegar a acumular concentraciones superiores a 20 mg/kg en el 

hígado y a 5 mg/kg en las plumas, lo que ocasiona efectos negativos en su crecimiento y 

reproducción (Albuja et al., 2012). 

El Hg ha sido reconocido como el metal pesado más toxico en el medio ambiente, es por 

ello, que ecosistemas contaminados con este metal constituyen una de las afecciones más 

peligrosas para la salud humana y el medio ambiente (Doadrio, 2004; Yarto et al., 2014; 

S. Covarrubias et al., 2015); debido a su toxicidad, movilidad, capacidad de 

bioacumulación y tiempo de residencia en la atmósfera (Gracia et al., 2010; Weinberg, 

2010). En la actualidad a nivel mundial se trabaja en el desarrollo de tecnologías y 

estrategias que permitan detoxificar del medio ambiente compuestos tóxicos de Hg (Le 

& Terry, 2005; Garzón & Rodríguez, 2015). 

La mayoría de microorganismos mueren o disminuyen su capacidad de crecimiento 

cuando se contamina un suelo con Hg, puesto que se alteran las características y 

propiedades naturales de su medio de crecimiento (Barkay & Wagner, 2005; Rocha et al., 

2018), sin embargo, existen microorganismos como por ejemplo, algunos grupos de 

bacterias, que son capaces de resistir concentraciones altas de Hg y pueden bioacumular  

este elemento (González, 2005; Durán & Hernández, 2017). 

En las zonas mineras de Ecuador, es indispensable desarrollar y aplicar tecnologías y 

estrategias que permitan remediar los suelos contaminados con Hg. Por esta razón, en 

este trabajo de titulación se investigó sobre el potencial que tienen las bacterias nativas 

de los suelos mineros de Portovelo para resistir y remover este elemento de un medio en 

particular. 

Si identificamos y caracterizamos los microorganismos nativos del suelo de Portovelo 

que son capaces de desarrollarse en medios con altas concentraciones de Hg y que son 
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capaces de remover este metal en condiciones controladas de laboratorio, se puede 

plantear tecnologías de biorremediación de suelos y efluentes contaminados con Hg, por 

ejemplo, en suelos se pueden desarrollar sistemas de biosorción que utilicen las bacterias 

como biosorbentes; mientras que en flujos de agua contaminados se puede implementar 

un bioreactor capaz de utilizar las bacterias aisladas en laboratorio como una biopelícula 

capaz de adsorber el Hg del flujo contaminante qué pasa a través del biorreactor. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo General 

• Evaluar la resistencia a la contaminación por mercurio y la capacidad de remover 

este contaminante, de bacterias aisladas desde los suelos de zonas mineras del 

cantón Portovelo. 

2.2 Objetivos específicos 

• Determinar la concentración de mercurio en muestras de suelo de las zonas 

mineras del cantón Portovelo. 

• Seleccionar grupos de bacterias que sean resistentes a concentraciones de 

mercurio consideradas contaminantes para el suelo. 

• Determinar el porcentaje de remoción de mercurio en medio liquido por parte de 

las bacterias resistentes aisladas. 

3. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 

3.1 Suelo 

El suelo constituye la capa superficial del manto terrestre y su profundidad es variable. 

Está formado por partículas minerales, organismos vivos, materia orgánica, agua y sales 

(Anriquez et al., 2005). La mayoría de los componentes provienen de la meteorización de 

rocas, descomposición de restos vegetales y acción de microorganismos, formando uno 

de los recursos naturales más importantes del planeta (Volke et al., 2005; Ibánez, 2011). 

La materia orgánica y los compuestos minerales presentes en el suelo se organizan en el 

espacio generando una estructura porosa, donde puede haber agua o aire. En el agua 

contenida en estos poros hay sales minerales y nutriente, lo que permite desarrollar la 

actividad metabólica de los microorganismos que habitan el suelo (Chesworth, 2008). 
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3.2 Metales Pesados 

Un metal pesado es aquel elemento que presenta un número atómico mayor a 20 y 

presentan una densidad de al menos 5 g/cm3, bajo este concepto podemos encontrar a 65 

elementos de la tabla periódica. Estos elementos suelen presentar propiedades metálicas 

como conductividad, densidad relativa alta y estabilidad como catión (Morais et al., 

2012). Algunos metales pesados como el cobre, el selenio o el zinc son oligoelementos 

esenciales, con funciones imprescindibles para el desarrollo de distintos 

microorganismos, plantas y animales pues ejercen roles importantes en algunas 

reacciones bioquímicas. Sin embargo, existen otros elementos como el mercurio, cadmio, 

arsénico, cromo, o plomo, que si bien no son una amenaza en concentraciones bajas, 

representan un verdadero problema en concentraciones elevadas debido a su toxicidad 

(Koller & Saleh, 2018). 

3.3 Factores que inciden en la biodisponibilidad de metales pesados en el suelo 

Los factores que influyen en la biodisponibilidad de los metales pesados en un suelo son: 

textura, pH, capacidad de intercambio catiónico, materia orgánica y potencial de óxido 

reducción (Covarrubias et al., 2015; Martínez & Uribe, 2015). 

3.3.1 Textura 

La textura está determinada por la cantidad de partículas minerales inorgánicas (medidas 

como porcentajes en peso) de diferentes tamaños (arena, limo y arcillas) que contiene un 

suelo. La textura de los suelos favorece la infiltración de los metales pesados (Bourg, 

1995; Matus & Maire, 2000; Martí et al., 2011). Los suelos ricos en arcillas tienen mayor 

capacidad para acumular metales debido a su capacidad de fijación. Los suelos arenosos 

carecen de esta capacidad de fijación, por lo que los metales lixivian rápidamente al 

subsuelo, llegando a contaminar aguas subterráneas (Galantini & Suñer, 2008; Ibánez, 

2011). 

3.3.2 pH del suelo 

El pH del suelo es el principal factor que afecta la biodisponibilidad de gran parte de los 

metales pesados, pues modifica el equilibrio entre la especiación metálica, solubilidad, 

adsorción e intercambio de iones en el suelo (Covarrubias et al., 2015; Martínez & Uribe, 

2015). Un pH bajo produce la desorción de los metales pesados, aumentando su 

concentración y biodisponibilidad en los suelos. Por otra parte, pH alto provoca que estos 
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iones sean eliminados de la solución del suelo y queden adsorbidos en las partículas del 

suelo, disminuyendo así su biodisponibilidad  (Abdu et al., 2017; Covarrubias & Peña, 

2017). 

3.3.3 Capacidad de intercambio catiónico  

La capacidad de intercambio catiónico del suelo expresa el número de moles de iones de 

carga positivos adsorbidos que pueden ser intercambiados por unidad de masa seca, bajo 

unas condiciones dadas de temperatura, presión, composición de la fase liquida y una 

relación de masa-solución dada (Martínez et al., 2008). 

3.3.4 Materia orgánica del suelo (MOS) 

La MOS presente en el suelo es uno de los principales factores que determinan la 

biodisponibilidad de los metales pesados, enmiendas con alto contenido de MOS 

disminuyen la disponibilidad de metales pesados, ya que estos forman enlaces con las 

sustancias húmicas presentes en el suelo (Wei & Zhou, 2008). Lo anterior puede 

ocasionar que los metales pesados cambien de una forma soluble e intercambiable a una 

forma insoluble asociada con MOS o con los carbonatos presentes en la fracción residual 

del suelo. Los suelos con elevados contenidos en materia orgánica o arcillas generalmente 

poseen mayores cantidades de mercurio (Matus & Maire, 2000; Johs et al., 2019). 

3.3.5 Potencial de óxido-reducción (redox) 

La oxidación relativa de los metales en una solución acuosa en ambientes anaerobios 

reducidos (suelo húmedo) conlleva a la precipitación del metal debido a la presencia de 

iones ferrosos y carbonatos, mientras que bajo condiciones oxidantes los metales se hacen 

más solubles (Volke et al., 2005; Alloway, 2013). 

3.4 Mercurio 

El mercurio (Hg) es un elemento metálico. Considerado como un metal pesado, de color 

plateado que permanece en estado líquido a temperatura ambiente. Su número atómico es 

80, tiene un peso atómico de 200,59 g/mol, su temperatura de fusión es de -38,87 °C, su 

temperatura de ebullición de 356,58 °C, a temperatura ambiente su gravedad específica 

es 13,456 g/mol. Es sumamente volátil, siendo su presión de vapor de 1,22x10-3 mm a 20 

ºC, produce vapores incoloros e inodoros a partir de 13 ºC (Morales & Reyes, 2003; 

Ramírez, 2008). Tiene una elevada tensión superficial y tiene una baja solubilidad en 
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agua. No es un buen conductor de calor, pero sí un buen conductor de corriente eléctrica 

(Hernández, 2013; Diaz, 2015). 

Presenta tres estados de oxidación estables: elemental Hg0(0), mercurioso Hg2
2+(I) y 

mercúrico Hg2+(II). El estado elemental en la naturaleza es poco frecuente, pero puede 

originarse a partir de otras formas de Hg. El estado mercurioso rara vez presenta 

estabilidad en condiciones ambientales normales. En forma iónica puede formar 

compuestos orgánicos e inorgánicos, así como sulfuros y sulfosales estables (Caiza, 

2018). 

3.5 Ciclo biogeoquímico del mercurio 

El ciclo del mercurio está mediado por procesos geológicos y biológicos, ampliamente 

distribuidos en los que el metal sufre diversas transformaciones físicas. El Hg surge de 

forma natural del núcleo de la tierra, a través de acciones volcánicas y reside 

predominantemente en forma de cinabrio (HgS), óxidos de Hg, sulfatos o Hg elemental 

(Blesa & Castro, 2015). Suele encontrarse en estado gaseoso ya que tiene una presión de 

vapor muy alta, que lo hace muy volátil.  Generalmente, lo podemos encontrar en tres 

formas, que son Hg0, Hg2+ y Hg2
2+(Kumari et al., 2020). A través de reacciones de óxido-

reducción, estas diferentes formas permanecen en equilibrio, es decir, Hg2
2+↔ 4Hg0 + 

Hg2+(Selin, 2009). El Hg volátil (Hg0) se libera tanto de fuentes artificiales como 

naturales, se distribuye mundialmente en la atmósfera y cambia a forma iónica (Hg2+) por 

procesos de oxidación en presencia de luz solar, al reaccionar con ozono y agua (Gustin 

et al., 2020). El Hg iónico altamente soluble, es condensado por la lluvia y se deposita en 

la superficie de la tierra, aquí una pequeña fracción del metal oxidado puede unirse a 

partículas sólidas que son lavadas con la lluvia, para luego ser transportado a sistemas 

acuáticos por arrastre y por distintos microorganismos, aquí se vuelve a cambiar a su 

forma metálica (Hg0) o puede ocurrir la metilación del metal (Figura 1) (Selin, 2009). En 

el caso del Hg0, se evapora de nuevo a la atmósfera y comienza de nuevo un ciclo nuevo 

(Kumari et al., 2020). Pero en el caso del metilmercurio formado en los sistemas 

acuáticos, se bioacumula en la cadena alimentaria acuática y se mueve rápidamente al 

nivel trófico superior y se biomagnifica (Fitzgerald & Mason, 1996). 
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3.6 Fuentes de contaminación del mercurio 

Existen diversas fuentes de emisión de mercurio al medio ambiente, estas fuentes pueden 

ser clasificadas como: fuentes naturales y fuentes antropogénicas (Durango et al., 2010). 

3.6.1 Fuentes Naturales 

Las fuentes naturales pueden incluir volcanes, depósitos naturales de mercurio y 

volatilización del océano. Como el mercurio es un elemento natural que se encuentra en 

todo el sistema solar, se encuentra en pequeñas concentraciones en las rocas y es el 

componente principal del mineral cinabrio. Los incendios forestales y la quema de 

combustibles fósiles como el carbón y el petróleo también contribuyen a las fuentes 

naturales de contaminación por mercurio en el medio ambiente. Se ha estimado que la 

emisión natural de fuentes continentales es de aproximadamente 1000 toneladas al año 

(Español, 2012). 

3.6.2 Fuentes antropogénicas 

Las fuentes antropogénicas han aumentado las concentraciones de Hg a nivel mundial, 

estas proceden principalmente de descargas de la industria hidroeléctrica, minera y de 

papel. Otros contribuyentes importantes a la reserva mundial de mercurio incluyen la 

incineración de desechos médicos y municipales, y las emisiones de las centrales 

eléctricas que utilizan carbón (Dash & Das, 2012). El mercurio emitido al agua o al aire 

puede viajar largas distancias sin degradarse debido a su alto tiempo de residencia y, por 

lo tanto, existe una reserva global de mercurio que circula por todo el mundo en un 

momento determinado. Según algunos modelos recientes sobre el flujo de mercurio a 

través del medio ambiente, se sugiere que las fuentes antropogénicas representan 

Figura 1. Ciclo Biogeoquímico del Hg. 

Fuente: (Castillo, 2005). 
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aproximadamente el 90% de las 5500-8900 toneladas estimadas de mercurio que se 

emiten y reemiten actualmente a la atmósfera desde todas las fuentes (Das, 2014). 

3.7 Mercurio en el suelo 

En el último siglo se han emitido a la atmósfera casi 200.000 toneladas de Hg, de los 

cuales cerca del 95% ha sido depositado en la superficie terrestre, convirtiendo los suelos 

en el principal depósito de este elemento (Gaona, 2004; Camargo et al., 2014). Una vez 

depositadas, las especies de mercurio están sujetas a un amplio espectro de reacciones 

químicas y biológicas. Las condiciones de pH, temperatura y contenidos de sales y 

componentes orgánicos del suelo favorecen la formación de complejos del ion inorgánico 

(Hg2+) como HgCl2, Hg(OH)2 o complejos orgánicos (Durango et al., 2010). Aunque los 

complejos inorgánicos son bastante solubles en agua y, por tanto, de gran movilidad, 

muchos de ellos forman nuevos complejos con la materia orgánica (principalmente con 

los ácidos fúlvicos y húmicos) y coloides minerales del suelo o sedimento. Son este tipo 

de complejos los que principalmente definen el comportamiento del mercurio (Durango 

et al., 2010; Dang et al., 2019). 

Otra de las especies que condicionan la química del mercurio en el suelo y sedimentos es 

el muy insoluble sulfuro de mercurio. Este compuesto de limitada movilidad, es la 

principal especie presente en los sedimentos contaminados por mercurio, debido a la 

reducción del Hg2+ por parte de bacterias sulfato reductoras bajo condiciones anaeróbicas 

(Camargo et al., 2014). 

Por otro lado, el Hg2+ presente en los suelos y sedimentos en determinadas condiciones 

se transforma a metilmercurio por diversos mecanismos, siendo los procesos microbianos 

el principal (Qiu et al., 2008). Aproximadamente, y según las características de los 

diferentes suelos y sedimentos, entre el 1 y 3% del mercurio se encuentra como 

metilmercurio (Arroyave et al., 2019). Las especies inorgánicas restantes se hallan 

mayoritariamente unidas a compuestos orgánicos (Gaona, 2004). 

Tanto el mercurio inorgánico Hg2+, como el metilmercurio, forman complejos estables 

con la materia orgánica del suelo y de los sistemas acuáticos, el metilmercurio constituye 

solo una pequeña parte de mercurio total en suelo y agua, sin embargo, presenta una alta 

toxicidad y grado de bioacumulación (Li et al., 2009). 
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3.8 Toxicidad del mercurio en la salud humana 

Todas las formas en que se encuentra el mercurio en la naturaleza son tóxicas. El mercurio 

elemental Hg0 es el único metal líquido a temperatura ambiente, tiene una alta presión de 

vapor por lo que existe también en forma gaseosa. En estado gaseoso, el mercurio es 

directamente absorbido por los pulmones, no se conocen efectos en la piel o el tracto 

gastrointestinal. Las sales inorgánicas de mercurio (Hg1+ y Hg2+) presentan factores de 

solubilidad y propiedades de absorción disímiles entre ellas, pero en ningún caso se ha 

reportado toxicidad asociada a absorción por la piel, aunque si se han evidenciado efectos 

por absorción por los pulmones y el tracto gastrointestinal. Finalmente, para el caso de 

las formas orgánicas de mercurio, debe anotarse que son las más tóxicas y que son 

absorbidas por vía dérmica, los pulmones y el tracto gastrointestinal (Liu et al., 2021). 

El mercurio mineral es altamente reactivo y su toxicidad se atribuye a la alta afinidad por 

grupos sulfhidrilos (SH) en los aminoácidos azufrados (cisteínas) en las proteínas de la 

célula, perturbando las funciones vitales. En el cuerpo, estas sales solubles en agua, no 

son eficientemente absorbidas, por lo que son eliminadas por la orina, en cuyo proceso 

afecta severamente al intestino y el sistema renal en casos de envenenamiento (Castillo, 

2005; Yang et al., 2020). 

El riesgo asociado al mercurio elemental (Hg0) es debido a la alta presión de vapor, 

anteriormente mencionada, por lo que es fácilmente inhalado. Una vez que es absorbido 

por los pulmones, el mercurio entra al torrente sanguíneo desde donde es distribuido a 

todo el organismo, incluyendo el cerebro. El metal es transformado en los eritrocitos, el 

hígado y el sistema nervioso central a Hg2+ y a metil-mercurio, por lo que la exposición 

a estos vapores puede resultar en afecciones vasomotoras y del comportamiento (Guzzi 

et al., 2021). 

Las formas orgánicas de mercurio como mono metil, dimetil-mercurio o acetato fenil 

mercúrico son liposolubles y consecuentemente fácilmente absorbidos por el organismo. 

Estos compuestos penetran las membranas celulares y atraviesan la barrera sanguínea que 

protege al cerebro. A nivel celular afectan todos los sistemas de membranas (incluyendo 

mitocondrias) y, debido a que gran parte es convertido a Hg2+, también causa daños 

importantes a todas las proteínas con cisteína en su estructura primaria. Así pues, no hay 

un cuadro clínico único para estos tipos de envenenamiento ya que los efectos son 
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diversos, entre los que se cuentan desde desórdenes visuales hasta parálisis e incluso la 

muerte (Kumari et al., 2020) 

Ahora bien, es importante anotar que a pesar de que gran parte del mercurio orgánico se 

a llevado a un estado mercúrico en las células, este proceso ocurre lentamente, por lo que 

los síntomas de envenenamiento pueden apareces semanas y hasta meses después de la 

exposición (Yang et al., 2020). 

3.9 Biorremediación 

Se define como biorremediación a cualquier proceso que utilice microorganismos, 

hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para aumentar la tasa de degradación 

natural de distintos contaminantes para luego descomponerlos y transformarlos en 

compuestos más simples poco o nada contaminantes (Cuvi & Bejarano, 2015; Beltrán & 

Gómez, 2016). 

Los procesos de biorremediación presentan ventajas y desventajas, que dependerán de su 

aplicabilidad en condiciones de campo, es por ello que cuando se logra aislar y 

caracterizar organismos con capacidad de degradar ciertos contaminantes, lo principal es 

evaluar la viabilidad de implementar la técnica, ya que, dependiendo el traslado o no del 

suelo contaminado, las técnicas de biorremediación pueden ser in situ o ex situ (Garzón 

& Rodríguez, 2015). La biorremediación in situ consiste en tratar los suelos contaminados 

en el propio de lugar de contaminación sin modificación del medio y la biorremediación 

ex situ implica la excavación o traslado de los suelos contaminados para su posterior 

tratamiento (Vicien & Paola, 2010).  

3.9.1 Biorremediación de Metales Pesados  

Los metales pesados son componentes naturales de la naturaleza por lo que no pueden ser 

degradados, sino sólo movilizados o inmovilizados para extraerlos desde matrices sólidas 

o de soluciones, con el fin de darles una disposición final segura. En concentraciones 

bajas los metales pesados algunas veces son esenciales, mientras que concentraciones 

altas puede significar un envenenamiento o contaminación del lugar y es aquí cuando se 

necesita aplicar un tratamiento adecuado (Beltrán & Gómez, 2016). 

Las técnicas de biorremediación que involucraron el uso de microorganismos para 

eliminar contaminantes ambientales han ganado un interés creciente en los últimos años, 
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porque son efectivas, menos costosas y más eficientes que los métodos fisicoquímicos 

para eliminar metales pesados (Saranya et al., 2017). La meta de la remediación 

microbiana de suelos o sedimentos contaminados con metales pesados es inmovilizar el 

metal in situ para reducir la biodisponibilidad, su movilidad o remover el metal del suelo 

(Yagnentkovsky, 2011). 

La exposición a metales pesados tóxicos hace que las células de los microorganismos 

desarrollen mecanismos de resistencia (Silva et al., 2012; Kotwal et al., 2018).  Dado que 

los iones de metales pesados no se pueden degradar ni modificar, existen pocos 

mecanismos de resistencia que pueden remover metales pesados, estos mecanismos 

pueden ser: la unión de metales a la superficie celular, la bioacumulación, la 

detoxificación de metales tóxicos a formas menos tóxicas, el uso de la proteína 

metalotioneína, y la combinación de estos. La mayoría de estos procesos son 

transformaciones enzimáticas de los metales que incluyen la oxidación, la reducción, la 

metilación, la desmetilación; las cuales pueden dar como resultado, compuestos poco 

solubles en agua o bien compuestos volátiles (Marrero et al, 2010).  

3.9.2 Biorremediación de Hg 

En el caso particular del Hg los procesos de biorremediación, consisten principalmente 

en el uso de bacterias, que mediante mecanismos de reducción y volatilización consiguen 

detoxificar el mercurio inorgánico Hg2+ transformándolo en mercurio mineral Hg0 (Essa 

et al., 2002; Mahbub et al., 2017). Además, se han reportado biopelículas bacterianas 

capaces de adsorber Hg (Wagner-Dobler, 2003). 

En ambientes contaminados con Hg debido a su exposición prolongada, ciertas cepas de 

bacterias han adquirido una resistencia muy específica a compuestos inorgánicos de 

mercurio y a compuestos organomercuriales. En este sentido, se ha demostrado que 

muchas especies bacterianas desarrollan resistencia al Hg y a otros metales pesados, por 

ejemplo las Pseudomonas, Proteus, Xanthomonas, Alteromonas, Aeromonas, y 

Enterobacteriaceae (Mahbub et al., 2017; Paisio et al., 2017). 

El mecanismo de resistencia más estudiado para este metal se basa en la presencia de 

grupos de genes organizados en un único operón, denominado “operón mer”, que 

permite la detoxificación enzimática del metal (Kotwal et al., 2018).  La estructura del 

operón mer varía entre las distintas especies bacterianas, encontrándose dos tipos de 
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operones: de espectro reducido (mer A) que presenta resistencia a Hg inorgánico, y de 

espectro amplio (mer B) el cual confiere resistencia a Hg inorgánico y orgánico (Dash 

& Das, 2012). 

Las bases bioquímicas de la resistencia a compuestos inorgánicos de mercurio como el 

HgCl2 se basa en la reducción enzimática, que es  llevada a cabo por la enzima mercurio 

reductasa (mer A) (Guerrero & Gárate, 2013). Esta enzima es una  flavoproteína que 

cataliza la transferencia de electrones de NADPH al Hg
2+ para reducirlo a su forma 

mineral Hg
0 en la cual, dada su alta presión de vapor, es volatilizado dejando el 

ambiente libre del contaminante (De et al., 2014). 

Los iones Hg2+ se transportan desde el exterior de la célula hacia el interior a través de 

varios transportadores de proteínas (Paisio et al., 2017). En el periplasma de la célula 

se encuentra una proteína transportadora, mer P, con un par de residuos de cisteína que 

unen los iones Hg2+, para luego transferirlos a otro par de residuos de cisteína en la 

proteína mer T, ubicada en la membrana citoplasmática, que finalmente va a transferir 

los iones al sitio activo de mer A, en la cual ocurre la reducción del metal a la forma 

mineral (Barkay et al., 2003; De et al., 2014). 

Por otro lado, el proceso bioquímico de resistencia contra los compuestos 

organomercuriales es más complejo. El compuesto organomercurial es transportado 

dentro del citoplasma, y durante este proceso el enlace entre el carbono y el Hg es 

digerido por la enzima organomercurial liasa codificada por el mer B para producir 

Hg2+, a partir de aquí actúa la enzima mercurio reductasa, que transforma el Hg2+en Hg 

elemental (De et al., 2014) 

Por los problemas que representa el Hg volatilizado, se ha desarrollado un método 

adicional de biorremediación, que requiere la acumulación de Hg volatilizado. Esta 

bioacumulación se puede dar de dos formas: a)  La bioacumulación de Hg volatilizado en 

el citoplasma de las células que contienen el operón mer; y b) La bioacumulación de Hg 

mediante adsorción en biopelículas, que consiste en la utilización de biomasa microbiana 

viva o muerta de bacterias, hongos o algas para la bioabsorción de Hg0 volatilizado para 

restringir su reexposición a la atmósfera (Ahluwalia & Goyal, 2007; Diep et al., 2018; 

Mahbub et al., 2017). 
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3.10  Bacterias 

Las bacterias son organismos unicelulares procariotas; es decir que carecen de núcleo 

celular y de orgánulos como las mitocondrias, cloroplastos o aparato de Golgi, por lo que 

su material genético (ADN) se encuentra libre en el citoplasma. Las bacterias miden entre 

0,2 a 2 µm de diámetro y tienen una longitud de entre 0.4 a 5 µm, es imposible verlas a 

simple vista, excepto cuando se agrupan en colonias (Sánchez et al., 2018). A pesar de su 

sencilla organización celular, presentan una gran diversidad de formas, que se pueden 

clasificar como: cocos, bacilos, vibrios  y espirilos (Granados Pérez & Carmen, 2017). 

Estos microorganismos cuentan con una pared que envuelve a la célula y le proporciona 

solidez y protección contra el ambiente externo. Están recubiertas de una pared celular, 

una estructura que está por encima de la membrana celular y que da rigidez, protege y 

permite una comunicación entre la bacteria y el medio que la rodea. Se las puede 

encontrar en cualquier ambiente ya que, a diferencia de la gran mayoría de los organismos 

superiores, las bacterias pueden soportar condiciones ambientales cambiantes e 

impredecibles, y en muchas ocasiones extremas (Hidalgo, 2008). 

3.11  Crecimiento microbiano  

El crecimiento microbiano es el aumento poblacional de una especie microbiana en un 

medio de cultivo que contiene los requerimientos de los microorganismos, como 

nutrientes, temperatura, humedad y pH (Granados Pérez & Carmen, 2017). El 

crecimiento microbiano se puede representar mediante una curva de crecimiento, esta 

curva de crecimiento es distinta según el tipo de microorganismo, sin embargo, la 

mayoría presenta las siguientes fases: 1) la fase de latencia o fase de crecimiento lento, 

corresponde a la primera parte de la curva, aquí las bacterias se adaptan a nuevos entornos 

con sus diferentes nutrientes; 2) la fase logarítmica o fase exponencial, fase en la que las 

bacterias se han adaptado al nuevo entorno y comienzan a multiplicarse con rapidez; 3) 

la fase estacionaria, que es la fase en la que la población no aumenta porque las bacterias 

comienzan a dejar de dividirse; y 4) la fase de declinación o muerte, en esta fase las 

bacterias células bacterianas comienzan a morir y no se produce una adición de nuevas 

células (Ekyastuti & Setyawati, 2015). 
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3.12  Identificación bacteriana 

3.12.1 Características microscópicas. 

Ciertas características de las bacterias como la forma, tamaño, bordes y la forma de 

agruparse, se suelen analizar mediante un estudio microscópico luego de realizar una 

tinción. Las tinciones más utilizadas son la de azul de metileno y la de Gram (Bou et al., 

2011) 

Luego de realizar la tinción y con ayuda del microscopio se puede distinguir 

características propias de cada bacteria, por ejemplo:  

• Forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, etc. 

• Tamaño: pequeñas o grandes  

• Bordes que presenta: abultados, paralelos, cóncavos, irregulares, etc. 

• Extremos: redondeados o puntiagudos. 

• Disposición: en parejas, cadenas, racimos, tétradas, etc. 

3.12.2 Características macroscópicas 

Las características macroscópicas están determinadas por la morfología de cada colonia. 

La morfología se suele determinar en colonias de cultivos frescos que han crecido en 

medios de cultivo no selectivos, y sirve para tener una idea del tipo de microorganismo 

en estudio o para diferenciar un microorganismo de otro. La morfología se analiza en 

colonias de una sola especie, y las características principales a analizar son: tamaño, 

forma, borde, textura, y a veces su color (Pérez & Mota, 2008). 

3.12.3 Tinción de Gram 

La pared celular de las bacterias está compuesta por peptidoglicano, que es un polímero 

complejo de aminoazúcares y diferentes tipos de proteínas, dependiendo del tipo de 

bacteria pueden además encontrarse lípidos, polisacáridos y otros componentes ácidos, 

lipoprotéicos y lipopolisacáridos; dicha composición de la pared es utilizada para 

diferenciar dos tipos de bacterias, de acuerdo a su respuesta a la tinción según demostró 

el científico danés Gram de donde se reconocen las bacterias Gram positivas y las Gram 

negativas (Rodríguez et al., 2005). Las  Gram positivas no se lavan con etanol, retienen 

el colorante violeta y se observan de dicho color, presentan una pared formada por una 

capa homogénea y espesa de peptidoglicano, polisacáridos y poco o ningún lípido; 
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mientras que las  Gram negativas se decoloran cuando se lavan con etanol, no retienen el 

colorante violeta y se observan rosadas, su pared está formada por una capa delgada de 

peptidoglicano y otra externa con lipoproteínas y polisacáridos (Gobernado & López-

Hontangas, 2003). 

3.12.4 Prueba de la oxidasa 

La prueba de la oxidasa sirve para identificar aquellas bacterias que presentan la enzima 

citocromo c oxidasa. Esta enzima interviene en la respiración aerobia, ya que pertenecen 

a una cadena de transporte de electrones de oxígeno, y formación de agua. Por esta misma 

razón este citocromo oxidasa lo podemos encontrar en organismos aerobios, y en ciertos 

anaerobios facultativos (Bou et al., 2011). El reactivo que se recomienda usar para esta 

prueba es el reactivo de Kovacs, que consiste en una solución acuosa al 1% de 

diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina; este reactivo consiste en teñir las colonias 

de bacterias con un color violeta, un resultado positivo se verá reflejado en un viraje 

gradual a púrpura negruzco en los primeros 20 segundos. Un resultado positivo sirve para 

identificar las especies de Neisseria, además esta prueba sirve para identificar 

Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las enterobacterias (Callicó et al., 

2004). 

3.12.5 Prueba de la catalasa 

La enzima catalasa está contenida en la mayoría de bacterias aerobias, aunque también la 

poseen ciertas bacterias anaerobias facultativas, que contienen el citocromo oxidasa. La 

prueba es fácil de realizar, y es positiva cuando al añadir una muestra de bacterias sobre 

una gota de peróxido de hidrógeno (10 volúmenes) se produce una efervescencia muy 

rápida y se desprenden burbujas; lo que pasa en realidad es que la enzima catalasa 

transforma el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno molecular (Guzmán, 2016). 

La prueba de la catalasa se utiliza para diferenciar las bacterias Micrococcus y 

Staphylococcus (resultado positivo), de las Streptococcus (resultado negativo) (Guzmán, 

2016). 

3.12.6 Agar MacConkey 

Este medio de cultivo sirve para el desarrollo de bacterias Gram negativas. La importancia 

principal de este medio recae, en la identificación de bacterias fermentadoras y no 

fermentadoras de lactosa. Aquellas bacterias que fermentan lactosa desarrollan colonias 

de color rosado; mientras que las bacterias que no fermentan lactosa presentan colonias 
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incoloras o transparentes. Este medio se utiliza para identificar bacterias Gram negativas 

de la familia Enterobateriaceaes, Pseudomonas sp, Aeromonas sp, Plesiomonas sp, entre 

otras (Fernández et al., 2010).  

3.12.7 Agar King A y King B 

Estos medios de cultivo sirven para identificar a ciertas bacterias no fermentadoras, que 

producen compuestos pigmentados. Normalmente se utiliza para identificar a 

Pseudomonas aeruginosas, ya que estas producen un pigmento amarillo fluorescente 

(fluoresceína o pioverdina) cuando son inoculadas sobre el agar King B, y un pigmento 

azul (piocianina) cuando son sembradas sobre el agar King A. Lo que ocurre en esta 

prueba es que la composición de sales tanto del agar King A como del Agar King B se ve 

reflejada en la producción de uno de los dos pigmentos inhibiendo la producción del otro 

(Callicó et al., 2004). 

3.13 ESTADO DEL ARTE 

La minería artesanal durante años ha causado fuertes impactos en los ecosistemas y en la 

salud de las personas alrededor de todo el mundo, principalmente por el uso de mercurio 

en la separación del oro de otros metales (Español, 2012; Osores et al., 2012; López et al., 

2016). En nuestro país pese a que se ha querido legalizar y regularizar este tipo de minería, 

ésta aún sigue presente; así lo demuestra Jara (2012), quién en su trabajo menciona una 

serie de autores que han registrado efectos negativos en el agua, suelo, aire, alimentos, 

especies vegetales, especies de fauna y en la salud humana, en diferentes zonas mineras 

de nuestro país (Tabla 1).  

Tabla 1. Factores del ecosistema afectados por la minería en diferentes investigaciones. 

AUTOR LUGAR 
TIPO DE 

MINERIA 

Factores afectados de los ecosistemas que se han estudiado 

Agua Suelo Aire Alimentos 
Especies 

vegetales 

Especies 

de fauna 

Salud 

humana 

Appleton, et al, 

1996 

Ponce 

Enriquez 
Artesanal 

  
x 

    

PRODEMINCA, 

1998 

Ponce 

Enriquez, 

Zaruma-

Portovelo, 

Santa Rosa 

y Nambija 

Artesanal 

y pequeña 

escala 

x x 
   

peces, 

crustáceos 

e insectos 
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Appleton, et al, 

2000 

Ponce 

Enriquez, 

Portovelo- 

Zaruma y 

Nambija 

Artesanal x 
      

Betancourt, 

2001 

Cuenca 

hidrografica 

del río 

Puyango 

Artesanal 

y pequeña 

escala 

     
peces x 

Counter, et al, 

2002 

Nambija y 

Portovelo 
Artesanal 

      
x 

Valarezo y  

Rosero, 2004 

Zaruma, 

Portovelo y 

Ponce 

Enriquez 

Artesanal x x x x x peces 
 

Betancourt, et al, 

2005 

Cuenca 

hidrografica 

del río 

Puyango 

Artesanal 

y pequeña 

escala 

x 
     

x 

Guerrero, 2009 
Páramos 

del país 
Todo tipo x x 

     

Velástegui, 2010 
Páramos 

del país 
Todo tipo 

       

Rhon-Dávila, J. 

2010 

Portovelo y 

Zaruma 

Artesanal 

y pequeña 

escala 

x x x 
    

Carrillo y 

Astudillo, 2011 

Ponce 

Enriquez 
Artesanal 

  
x 

    

Betancourt, et al, 

2012 

Cuenca 

hidrografica 

del río 

Puyango 

Artesanal 

y pequeña 

escala 

x 
     

x 

Fuente: (Jara, 2012). 

En las minerías artesanales y a pequeña escala para poder recuperar el oro de la mena 

(material rocoso que contiene oro), se mezcla mercurio inorgánico con la mena, posterior 
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a ello se lava esta mezcla con el fin de recuperar sólo la amalgama que forma el Hg con 

el oro, esta amalgama luego se somete a altas temperaturas, lo que hace que el Hg se 

evapore y quede el oro; el vapor de mercurio se esparce contaminando el aire, y luego se 

precipita en el suelo o en el agua; afectando a microorganismos, animales, plantas y seres 

humanos que dependen de estos ecosistemas (García et al., 2002). Además, los relaves 

que se producen de la molienda y del lavado de la amalgama son depositados en suelos 

agrícolas, o simplemente son arrojados a las fuentes de agua más cercanas, haciendo que 

la contaminación aumente en estos ecosistemas (Rubiano, 2018). 

Debido a que los tratamientos físico-químicos para tratar el mercurio implican grandes 

cantidades de dinero y muchas veces no se tienen los resultados esperados, cada vez la 

investigación de técnicas de biorremediación de este metal va tomando mayor 

importancia, es así que a nivel mundial han surgido diferentes estudios que utilizan 

microorganismos, principalmente bacterias, para la remediación de suelos contaminados 

con Hg (Garzón& Rodríguez, 2015; Pinzón & Fajardo, 2018).  

A nivel mundial la biorremediación del mercurio en industrias mineras, comenzó a inicios 

de 1980 en Estados Unidos y Canadá, con la implementación de plantas de tratamiento 

de metales pesados. En estas plantas se realiza un tratamiento biológico aeróbico para la 

remoción de mercurio y otros contaminantes como el cianuro, tiocianato, cianato, 

amoniaco antes de ser descargado el efluente (Vicien & Paola, 2010).  

Actualmente el mecanismo más utilizado para el tratamiento de Hg se basa en la 

aplicación de grupos de baterías con genes organizados en un único operón, denominado 

“operón mer”, que favorecen la detoxificación enzimática del metal, transformándolo de 

formas tóxicas a formas menos toxicas volátiles (Hernández, 2013; Dash et al., 2014). En 

su trabajo de investigación Paisio et al. (2017) recopila diferentes estudios en donde se 

da a conocer algunos microorganismos (principalmente bacterias) que presentan el 

sistema operón como medio de reducción de Hg, y que son capaces de remover distintos 

compuestos de Hg de ambientes contaminados (Tabla 2). 
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Tabla 2. Diferentes microorganismos (bacterias, hongos y algas) implicados en la remoción 

de Hg y compuestos derivados. 

Microorganismos Compuesto Referencia 

Pseudomonas, 

Psychrobacter 
Hg orgánico e inorgánico Pepi et al. (2011) 

P. balearica MeHg Lee et al. (2012) 

P. putida V1 MeHg Cabral et al. (2013) 

P. fluorescens, 

Enterobacter cloacae, 

Citrobacter braakii y 

Alcaligenes faecalis 

MeHg Adelaja y Keenan (2012) 

Pseudomonas Hg(II) Wagner-Döbler (2003) 

P. putida spi3 Tiomersal Fortunato et al. (2005) 

Enterobacter sp. Hg(II) Sinha y Khare (2012) 

Conjunto de bacterias y 

algas 
Hg(II) Malakahmad et al. (2011) 

Bacillus cereus Hg(II) Sinha et al. (2012) 

Phanerochaete 

chrysosporium 

Hg(II), MeHg y 

etilmercurio 
Saglam et al. (1999) 

Lentinus edodes Hg(II) Bayramoglu et al. (2008) 

Hongos micorrízicos Hg Crane et al. (2010) 

Trichoderma Hg Raspanti et al. (2009) 

Chlamydomonas 

reinhardtii, Chlorella 

emersonii 

Hg(II) Bayramoğlu et al. (2008) 

Chlamydomonas 

reinhardtii 2AMT-2, 

transgénica 

Hg(II) He et al. (2011) 

Chlorella sp. DT 

transgénica 
Hg(II) Huang et al. (2006) 

     Fuente: (Paisio et al., 2017). 

Para poder capturar el Hg volátil, se han estudiado diferentes métodos de bioacumulación, 

por ejemplo, se ha demostrado que las bacterias que presentan el sistema operón mer 

como medio de detoxificación de Hg, también pueden bioacumular Hg en medios 

controlados, así lo demuestra Diep et al. (2018), que en su trabajo de investigación da a 

conocer una serie de publicaciones que muestran la capacidad de ciertas bacterias, 

principalmente Escherichia coli, de acumular compuestos de mercurio. Otro sistema de 

acumulación de Hg es la biosorción, es por ello, que en los últimos años se han realizado 

diferentes estudios en donde el porcentaje de bioacumulación es elevado (He et al., 2011; 

Zhang et al., 2012; Baldi et al., 2012). 
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En Latinoamérica se han realizado varios estudios para identificar especies de organismos 

resistentes al Hg, que tengan capacidad de remover este contaminante de diferentes 

medios de vida. Por ejemplo, en Sinceleo (Colombia) se demostró que la especie vegetal 

Guarumo, después de 4 meses de crecimiento, es capaz de remover entre el 15.7% y 

33.7% del Hg de suelos contaminados (Durango et al., 2010). En otro estudio realizado 

en Bogotá, se evidenció que seis cepas de hongos acuáticos son capaces de remover hasta 

un 60% del Hg procedente de efluentes líquidos de minerías artesanales (Vera, 2016). En 

Lima (Perú) se evidenció la resistencia a Hg de 41 cepas de Escherichia coli  aisladas de 

aguas superficiales marinas, las cuales presentaron concentraciones mínimas inhibitorias 

entre 30 μM (8.25 ppm) y 300 μM (82.5 ppm) (Sulca & Alvarado, 2018). En la 

Universidad Interamericana ubicada en Puerto Rico se desarrollaron E. coli transgénicas 

capaces de absorber en cinco días el 80% del mercurio contenido en un medio líquido, 

estas bacterias acumularon hasta 100.2 ± 17.6 μM de Hg en medios que contenían 120 

μM (Ruiz et al., 2011). Por otra parte, en una investigación realizada en Brasil se demostró 

que un grupo de Pseudomonas sp. es capaz de remover hasta un 95% de mercurio en un 

medio de cultivo y hasta un 85% de mercurio en efluentes contaminados con este metal 

(Giovanella et al., 2017). De igual forma, un estudio realizado en El Callao (Venezuela) 

se aislaron 190 cepas bacterias tanto de E. coli  como de Pseudomonas aeruginosa, las 

mismas que presentaron un amplio rango de niveles de resistencia a concentraciones de 

Hg 2+ ya que algunas pudieron crecer en medio líquido a 25 μM de Hg2+ mientras que 

otras crecieron a 300 μM de Hg2+ (Ball et al., 2007). 

En Ecuador las investigaciones sobre biorremediación de Hg aún son escasas, y las pocas 

que existen son principalmente utilizando especies vegetales (fitorremediación).Por 

ejemplo, en un estudio realizado en La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo se 

demostró que las especies vegetales Arachis pintoi W.C (maní forrajero)  Cecropia 

peltata L (guarumo) luego de 4 meses de crecimiento pueden remover entre 36.90% y 

52.62% del Hg presente en suelos contaminados(Muñoz, 2017). En otro estudio realizado 

en suelos contaminados por minería aurífera en las riveras del Rio Nambina (Zamora) se 

pudo evidenciar que luego de 3 meses de crecimiento, la especie vegetal Arachis pintoi 

W.C (maní forrajero) pudo remover 42mg/kg de Hg de una muestra de suelo con una 

concentración inicial de 174mg/kg Hg (Galo & León, 2016).  
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4. METODOLOGÍA 

4.1 Área de estudio 

Las muestras de suelo fueron tomadas de diferentes zonas mineras del cantón Portovelo 

(Figura 2), este cantón pertenece a la provincia de El Oro, y se encuentra ubicado al 

extremo suroeste de la República del Ecuador, a 105 Km de la ciudad de Machala, con 

una extensión de 286,20 Km2 (López et al., 2016). 

El cantón Portovelo cuenta con 13284 habitantes. Este cantón se encuentra entre los 560 

y 3600 m s.n.m, presenta dos estaciones marcadas que son: el verano, que cubre los meses 

de junio a noviembre y el invierno, que se da entre los meses de diciembre y mayo (GAD 

de Portovelo, 2014). El clima es cálido húmedo, teniendo en las zonas altas temperaturas 

de 5 a 15°C y en las zonas bajas la temperatura fluctúa entre los 21 a 28°C; por otro lado, 

la humedad fluctúa entre el 40 al 50%. La precipitación mínima mensual es de 118 mm y 

la máxima 125 mm (Oviedo et al., 2017). 

 
Figura 2. Mapa del Cantón Portovelo. 

Fuente: ODEPLAN 2002. 

Elaboración: El autor. 
                                                                                                                                                                                                                                                           

Según López et al., (2016), aún existe la utilización de Hg para la separación de oro en 
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algunas zonas mineras de Portovelo; estas concentraciones llegan al suelo debido a las 

corrientes acuosas que salen de los molinos de amalgamación y de la quema del mercurio, 

es por ello que se seleccionó esta área de estudio para la toma de muestras. 

4.2 Toma de muestras 

En primera instancia se tomaron dos muestras de suelo de dos puntos diferentes en zonas 

cercanas a minerías, sin embargo, no se detectó Hg en estas muestras (Anexo 1), por lo 

que fue necesario ingresar a los sitios donde se encontraban áreas mineras a tomar nuevas 

muestras. De tal modo que luego de recorrer diferentes zonas mineras, se eligieron tres 

puntos en concreto para la toma de tres muestras de suelo (una por cada punto) (Figura 

3), esta elección se hizo tras haber constatado la utilización de Hg para la separación de 

oro en estos puntos, y luego de haber obtenido el consentimiento de los propietarios de 

los terrenos para ingresar a la toma de muestras. Las tres muestras se tomaron de suelos 

pertenecientes a antiguas relaveras, que ya habían cumplido su tiempo de vida útil hace 

muchos años atrás. Las coordenadas de los puntos de donde se tomaron las muestras se 

presentan en la Tabla 3:  

Tabla 3. Coordenadas de los puntos de muestreo en el sistema UTM. 

PUNTOS Coordenadas en X Coordenadas en Y 
Código de 

Muestra 

Punto 1 653853.13 9589915.63 M1 

Punto 2 654501.43 9589641.51 M2 

Punto 3 654550.32 9589537.24 M3 

Elaboración: El autor. 
 

Los tres puntos de muestreo están ubicados al Este del cantón Portovelo, prácticamente 

en sus periferias, y se encuentran relativamente cerca uno de otro. El consentimiento de 

los propietarios de los terrenos para acceder a los mismos fue el obstáculo más grande a 

la hora de seleccionar los puntos de muestreo.  
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Figura 3. Puntos de muestreo. 

Fuente: Google Earth. 

Elaboración: El autor. 

En cada punto, se tomó una muestra compuesta de 500 g de suelo, para ello, con la ayuda 

de un palín se tomó 10 submuestras de aproximadamente 50 gramos cada una, las cuales 

fueron homogenizadas en un recipiente de plástico; una vez tomadas las tres muestras 

(una por cada punto) se procedió a colocarlas en una nueva bolsa plástica, las mismas que 

fueron selladas y rotuladas con su código de muestreo (Punto 1, M1; Punto 2, M2;  y 

Punto 3, M3) (Tabla 3), fecha, coordenadas y una observación general del lugar (Osorio, 

2012). 

Para obtener una muestra compuesta representativa de los tres puntos, las 10 submuestras 

de suelo fueron tomadas al azar en una extensión de aproximadamente una hectárea. La 

recolección de las muestras de suelo fue superficial, es decir no mayor a una profundidad 

de 20 cm (horizonte A), en sitios donde no existía cobertura vegetal, tal y como se 

recomienda para metales pesados (Paternina et al., 2017). El pH en estos suelos es ácido, 

y la textura del suelo en su mayoría es arcillo arenoso (GAD de Portovelo, 2014). 

Debido a la distancia desde los puntos de muestreo al lugar de tratamiento de las muestras, 

fue necesario almacenarlas en un lugar fresco, en este caso se utilizó una hielera, con el 

fin de evitar perdida de humedad, modificaciones de temperatura, o alguna otra alteración 

del entorno natural del suelo que pueda afectar el aislamiento de las bacterias o la 

determinación de Hg en el suelo (Lozano et al., 2004). 
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Las muestras recolectadas fueron llevadas al laboratorio de Análisis de la Calidad del 

Agua, de la Universidad de Cuenca, campus de Balzay, en Cuenca. Aquí, las muestras 

fueron tratadas y conservadas para su posterior utilización en el aislamiento de bacterias 

resistentes al mercurio.  

4.3 Determinación de la concentración mercurio en las muestras de suelo 

Las tres muestras de suelo fueron tamizadas a través de una malla de 2 mm, con el fin de 

recoger la fracción tamizada de suelo, y evitar la presencia de raíces, ramas u otros 

componentes que puedan interferir en el proceso de análisis de Hg (Toledo & Viciedo, 

2017). 

Luego de tener las tres muestras de suelo uniformes, se pesaron 100g de cada muestra y 

se colocaron en una bolsa plástica, las mismas que fueron selladas y rotuladas, para ser 

enviadas al laboratorio de análisis de agua ANAVANLAB, ubicado en la ciudad de Quito, 

en donde se determinó la concentración de Hg presente en la muestra. En este laboratorio, 

primero se realizó una digestión de las muestras, con el fin de poner en disolución el ion 

metálico que se quiere analizar; la digestión se realizó tomando 1 g de cada muestra de 

suelo.  Con las muestras digeridas se utiliza la técnica de medición de la concentración 

de mercurio mediante vapor frío, la cual consiste en reducir el mercurio en forma iónica 

(Hg2+) a su estado metálico (Hg0), para que de esta forma y mediante un espectrómetro 

de luz visible, se determine las concentraciones de mercurio presentes en cada muestra 

de suelo (Ruiz, 2016). 

Las unidades reportadas por el laboratorio de la concentración de Hg de cada muestra 

fueron en partes por millón (ppm). Para poder comparar con la normativa de calidad de 

suelos, las unidades fueron cambiadas a mg/kg, sin embargo, de acuerdo al método de 

medición de la concentración Hg utilizado en el laboratorio, los valores de la 

concentración de Hg son los mismos en ppm y mg/kg. 

En este laboratorio, el rango de detección de Hg es de 0,005 ppm hasta 10 ppm, dentro 

de este rango los resultados son seguros y confiables, sin embargo, valores fuera de este 

rango están sujetos a un error. Es así que para valores superiores a 10 ppm el laboratorio 

reporta un porcentaje de incertidumbre de 30%, mientras que para valores menores a 

0,005 ppm el porcentaje de incertidumbre reportado es de 20%. 
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4.4 Cultivo, selección y aislamiento de las bacterias resistentes a mercurio 

De acuerdo a diferentes estudios en los cuales se aislaron microorganismos resistentes a 

metales pesados (Ber et al., 2003; Santos-Domínguez et al., 2017; Sulca & Alvarado, 

2018), dos medios de cultivo sólidos fueron seleccionados para favorecer el crecimiento 

de los microorganismos presentes en las muestras de suelo, estos medios de cultivo 

fueron: a) Agar MacConkey (Anexo 2); y b) Agar Sabouraud Dextrose (Anexo 3). 

A estos dos medios de cultivo se les agregó diferentes concentraciones de cloruro de 

mercurio (HgCl2), con el fin de determinar si las bacterias presentes en el suelo podían 

crecer en presencia de este contaminate. Es así que, tanto el agar MacConkey como el 

agar Sabouraud Dextrose fueron preparados agregando concentraciones de 0; 50; y 100 

ppm de HgCl2, el primero como control positivo, es decir, para verificar que 

efectivamente habían microorganismos en las muestras de suelo (Vera, 2016). 

Para las tres muestras de suelo (M1, M2 y M3) se siguió el mismo procedimiento de 

siembra, selección y aislamiento de bacterias. De este modo, primero, se agregó 1 g de 

suelo en un tubo de ensayo junto con 9 ml de agua, se homogenizó ligeramente en un 

agitador vórtex durante un minuto, y a partir de esta solución se realizaron diluciones de 

v/v en serie, hasta la dilución 10-3, esto con el fin de poder aislar fácilmente las bacterias, 

ya que es más fácil detectar colonias de microorganismos a medida que aumentan las 

diluciones. Posteriormente, se procedió a sembrar 0,1 ml de cada dilución en placas Petri 

que contenían los dos medios de cultivo (Mac Conkey y Sabouraud Dextrose) con sus 

diferentes concentraciones de HgCl2, mediante la técnica de extensión en superficie. Los 

cultivos fueron incubados a una temperatura de 20°C por 5 días.  

Luego de 5 días se evidenció visualmente el crecimiento de microorganismos en ciertas 

placas, mientras que en otras no se pudo evidenciar desarrollo de microorganismos. De 

las placas que presentaron desarrollo de microorganismos, se seleccionaron a las 

morfoespecies dominantes, las cuales fueron inoculadas por estriado en nuevas placas 

Petri con los mismos medios y a las mismas concentraciones de HgCl2, estos medios 

fueron incubados a la misma temperatura (20° C) por 5 días. Este procedimiento de 

siembre y resiembra se repitió algunas veces hasta que se llegaron a obtener cultivos puros 

con dos únicas cepas de bacterias (Vera, 2016), a las cuales se les asignó el código de 

aislamiento: BA y BN.  
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4.4.1 Cinética de crecimiento Bacteriano 

Para determinar la cinética de crecimiento bacteriano, primero se analizó la capacidad de 

las cepas aisladas para crecer en medio líquido. Con la ayuda de un asa bacteriológica 

estéril se tomó una pequeña muestra de cada cepa y se sembró en 20 ml de caldo Lisogenia 

a 20°C (Anexo 4), el cual contenía concentraciones de 0; 50; y 100 ppm de HgCl2. Este 

medio de cultivo líquido, es nutricionalmente rico, utilizado principalmente en el cultivo 

de bacterias (Irawati et al., 2012) 

Trascurrido el tiempo de incubación (2 días) y al notar crecimiento bacteriano de las dos 

cepas en los caldos de cultivo, se procedió a determinar la cinética de crecimiento 

bacteriano, para ello, se realizaron diluciones en serie (v/v) hasta 10-5 de cada uno de los 

medios. De estas diluciones se agregó 0,1 ml nuevamente en los medios sólidos 

MacConkey (diluciones con la cepa BA) y Sabouraud Dextrose (diluciones con la cepa 

BN), los mismos que contenían las mismas concentraciones en las cuales se desarrollaron 

los aislados en el caldo Lisogenia, es decir 0; 50; y 100 ppm de HgCl2. Se analizó el 

desarrollo de colonias por 10 días manteniendo las placas a 25°C.  

Para la determinación de la concentración microbiana, se realizó un recuento directo en 

placas Petri (medios sólidos), sin el uso de un microscopio óptico, puesto que las colonias 

tenían un tamaño considerable, lo que permitía contarlas a simple vista; este conteo 

consiste en contar una a una las colonias perfectamente formadas en placas y luego 

estimar su cantidad final de acuerdo a la dilución en la que se trabajó.  

En este procedimiento se realizaron dos réplicas, y el conteo de unidades formadoras de 

colonias (UFC) se llevó a cabo en la dilución v/v 10-5 para las bacterias que fueron 

sembradas en concentraciones de 0; y 50 ppm de HgCl2, mientras que las bacterias que 

fueron sembradas en 100 ppm de HgCl2 fueron contadas en la dilución v/v 10-4. Con los 

valores obtenidos en cada placa la estimación de la capacidad de crecimiento de cada 

cepa, se calculó mediante la siguiente fórmula:  

UFC

ml
=

(#de Colonias por placa × Inversa de la dilución)

ml de la muestra sembrada
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Para poder realizar la curva de crecimiento bacteriano, se recomienda registrar los datos 

cada día del aumento del número de colonias, sin embargo, debido a la disponibilidad del 

laboratorio donde se trabajó, los valores fueron registrados sólo en los días 2, 5,7 y 10. 

4.4.2 Identificación Bacteriana 

A las dos cepas que pudieron resistir las distintas concentraciones de HgCl2, se les realizó 

una identificación a nivel fenotípica, analizando sus características microscópicas y 

macroscópicas, además, se realizaron pruebas bioquímicas que se tenían a disposición en 

el laboratorio con el fin de tener una idea de la familia de bacterias en cuestión. 

Las características macroscópicas de las colonias, se analizaron al sembrar las dos cepas 

en agar Sabourad Dextrose durante 24 horas a 35°C. Por otro lado, las características 

microscópicas se analizaron observando a los microorganismos a través del microscopio.  

Las pruebas bioquímicas a las dos cepas de bacterias comenzaron con la prueba de tinción 

Gram, un color rosado en esta prueba nos indica que las bacterias son Gram (-), mientras 

que un color púrpura nos indica que las bacterias son Gram (+).  

Posteriormente se analizó la presencia de la enzima oxidasa, evaluando la aparición de 

un color violeta o purpura (oxidasa positiva) al exponer las colonias al reactivo de 

oxidasa. De igual manera, se analizó la presencia de la enzima catalasa, para ello se 

agregó peróxido de hidrógeno sobre una muestra de las cepas de bacterias, la aparición 

de un burbujeo o efervescencia nos indica que la prueba es positiva.  

También, se analizó el crecimiento de colonias en agar MacConckey con el fin de 

determinar si las bacterias eran fermentadoras de lactosa o no, un cambio de color en las 

colonias a rosado nos indica que las bacterias no son fermentadoras de lactosa.  

Finalmente, se analizó el crecimiento de las bacterias en medio King A y King B, con el 

fin de identificar pigmentos  amarillos y azules respectivamente (Callicó et al., 2004). 

4.5 Determinación de la capacidad para remover mercurio de las bacterias 

seleccionadas. 

Para conocer si las bacterias aisladas tienen la capacidad de remover Hg de un medio 

líquido, tanto la cepa BA como la BN fueron inoculadas en Erlenmeyers que contenían 

100 ml de caldo Lisogenia (medio en el cual las bacterias ya habían presentado una gran 
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adaptación y desarrollo), con concentraciones de 50; y 100 ppm de HgCl2; estos medios 

fueron incubados a temperatura ambiente usando un agitador (shaker) a 200 rpm durante 

5 días. Luego de haber transcurrido el tiempo de incubación, se separó cuidadosamente 

el medio líquido, de una biopelícula que formaron las bacterias en las paredes del 

Erlenmeyer; el medio líquido fue almacenado en un frasco de vidrio junto a 1ml de ácido 

nítrico (con el fin de preservar la muestra) y enviado al laboratorio de análisis de agua 

ANAVANLAB, en Quito, con el fin determinar la concentración de Hg presente en el 

medio. Una reducción en la concentración de Hg en los medios líquidos indica que las 

bacterias fueron capaces de remover este metal de dicho medio. En este punto fue 

necesario tener una forma de control negativo, es decir, medios de cultivo sin bacterias, 

para verificar que no existan interferencias (distinta a la acción de las bacterias)  que 

modifique la concentración inicial y final de Hg, tras haber transcurrido el tiempo de 

incubación; estos medios también fueron incubados a 200 rpm por 5 días (Coley & 

Zapata, 2006).  

Debido a la pandemia de Covid-19 en este estudio sólo se realizaron dos réplicas del 

porcentaje de remoción por parte de las bacterias, y los resultados fueron analizados por 

separado ya que el tiempo entre réplica y réplica fue de seis meses; es así que, la primera 

réplica fue realizada en noviembre del 2020, mientras que la segunda réplica fue realizada 

en mayo del 2021, la diferencia entre estas dos fechas podría afectar los resultados ya que 

durante este tiempo las dos cepas de bacterias se encontraban en estado de conservación 

criogénica. 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Concentración de mercurio en las tres muestras de suelo de tres sitios de 

Portovelo 

El rango de concentración de Hg en el suelo de los sitios examinados de la zona minera 

de Portovelo estuvo entre 0,005 mg/kg y 195,6 mg/kg (Anexo 4,5,6; Figura 4). Estas 

concentraciones de Hg en el suelo son similares a las concentraciones reportadas por otros 

estudios realizados en esta misma zona (Duran, 2008;  Oviedo et al., 2017) . 

Dos de los tres sitios examinados por este estudio, tienen concentraciones de Hg en suelo 

(P1: 92,9 mg/kg y P2: 195,6 mg/kg; Figura 4) que están de fueran los límites establecidos 

en la normativa nacional tanto para un suelo de buena calidad (0,1 mg/kg; TULSMA, 
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2017) como también para un suelo en recuperación (10 mg/kg) (TULSMA, 2017). Así 

también, superan los límites establecidos en normativas internacionales, por ejemplo en 

Perú la concentración de Hg en suelo de uso comercial, extractivo o industrial, no debe 

superar los 24 mg/kg (MINAM, 2017); mientras que en México la concentración de Hg 

en suelos de uso agrícola, residencial y comercial, no debe superar los 23 mg/kg 

(PROFEPA, 2016). La elevada concentración de Hg en los dos puntos supone el uso de 

Hg en estos puntos para la separación de oro que viene dándose desde años pasados; por 

otro lado, en el punto donde no se detectó presencia de Hg se puede asumir que este metal 

pudo ser arrastrado por las lluvias o que en años anteriores no se utilizaba este metal en 

la separación de oro. 

Las altas concentraciones de Hg en el suelo de los sitios evaluados, son un peligro y una 

amenaza grave para todos los habitantes y las especies de organismos que habitan cerca 

de las zonas mineras. En varios estudios se ha evidenciado que distintas concentraciones 

de Hg en el suelo pueden afectar a especies animales, por ejemplo, concentraciones de 5 

mg/ kg en el suelo puede afectar a las vacas, produciéndoles gastroenteritis, disnea, 

dermatitis, anorexia, pérdida de equilibrio y fiebre; por otro lado, en cerdos 

concentraciones de 0,5 mg/kg de Hg en el suelo puede causarles anorexia, vómitos, 

ceguera, depresión, e incluso la muerte; en aves concentraciones de 2 mg/kg puedes 

causarles lesiones en los órganos y provocarles la muerte (Albuja et al., 2012; Elika, 

2013). 
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Figura 4. Concentración de Hg en el suelo de los sitios examinados de la zona minera de 

Portovelo. 

 

5.2 Grupos de bacterias de la zona minera de Portovelo resistentes a medios 

contaminados con Hg. 

5.2.1 Aislamiento de microorganismos resistentes a Hg 

El desarrollo de microorganismos surgió de las muestras de suelo M1 y M2, en los dos 

medios de cultivo (MacConkey y Sabourad Dextrose), los mismos que contenían 0; 50; 

y 100 ppm de HgCl2; por otro lado, de la muestra M3 no se evidenció crecimiento de 

ningún microorganismo. Los microorganismos que crecieron de la muestra M1, surgieron 

de la dilución 10-3; mientras que los organismos que crecieron de la muestra M2 surgieron 

de las diluciones 10-1;10-2; 10-3 (Tabla 5). 

En la muestra M2 las bacterias crecieron en las tres concentraciones, esto puede estar 

relacionado al hecho de tener una elevada concentración de Hg en el punto 2 (Figura 4). 

En este punto las bacterias pudieron estar sometidas a altos grados de estrés por la 

cantidad de Hg, razón por la cual pueden adaptarse a cualquier medio. Además podrían 

haber generado mecanismos de crecimiento en donde sólo las bacterias más aptas crecen, 

es por ello que a pesar que en 10-1 la concentración de microorganismos es alta, sólo se 

adaptaron aquellos microorganimos que pudieron adaptarse al medio y lograron superar 

a otros. 
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El número de colonias de microorganismos fue mayor (visualmente) en los medios de 

cultivo que fueron inoculados con la dilución 10-3 tanto para la muestra M1 como para 

M2, es por ello que las resiembras fueron realizadas sólo con los microorganismos que 

crecieron en los medios de cultivo con estas diluciones. 

Tras haber realizado tres resiembras, se logró aislar 2 cepas de microorganismos puros, 

las cuales resultaron ser diferentes entre sí y lograron resistir concentraciones de 50 y 100 

ppm de HgCl2. A estas dos cepas de microorganismos se las denominó: BA y BN; la cepa 

BA se desarrolló a partir de la muestra M1 (Figura 5), mientras que la cepa BN se 

desarrolló a partir de la muestra M2 (Figura 6). 

Tabla 4. Establecimiento de microorganismos en medios de cultivo con diferentes 

concentraciones de HgCl2. 

Muestras de 

suelo y sus 

diluciones en 

agua. 

Medios de cultivo con 0; 50; y 100 ppm de HgCl2 

Agar MacConkey Agar Sabouraud Dextrose 

0 ppm 50 ppm 100 ppm 0 ppm 50 ppm 100 ppm 

M1 (10-1) x x x x x x 

M1 (10-2) x x x x x x 

M1 (10-3) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

M2 (10-1) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

M2 (10-2) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

M2 (10-3) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

M3 (10-1) x x x x x x 

M3 (10-2) x x x x x x 

M3 (10-3) x x x x x x 

     * x No se evidencia desarrollo de microorganismos. 

     **✓ Se evidencia desarrollo de microorganismos.  
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6.2.2 Grupos identificados de bacterias resistentes al Hg 

Los resultados de las 6 pruebas de identificación aplicadas a las dos cepas de 

microorganismos resistentes al Hg seleccionadas (Tabla 5) nos permitieron distinguir e 

identificar de forma preliminar dos grupos de microorganismos de la siguiente manera: 

Cepa BA: Bacilo Gram negativo, catalasa positiva, oxidasa positiva, King A y King B 

negativo, lactosa negativa, y morfología de bastón. 

Cepa BN: Coco Gram negativo, catalasa negativa, oxidasa positiva, lactosa positiva, y 

morfología redonda. 

Al analizar las características macroscópicas de las colonias que se desarrollaron a partir 

de las cepas BA y BN, se evidenció que las colonias de la cepa BA presentaron una 

superficie elevada, forma circular, borde redondo, textura rugosa, y un tamaño entre 1 y 

2 mm;  mientras que las colonias de la cepa BN presentaron una superficie elevada, forma 

circular, borde ondulado, textura lisa, y un tamaño entre 0,5 a 1 mm. 

La tinción Gram fue negativa para las dos cepas y al analizar sus caraceteríticas 

microscópicas se pudo observar que la cepa BA presentaba estructuras en forma de 

bastón, además, eran cortas y agudizadas en los extremos (Figura 7); mientras que la cepa 

BN presentó estructuras esféricas. (Figura 8). De acuerdo a su forma estas bacterias 

fueron identificadas como un bacilo Gram Negativo (cepa BA) y  un coco Gram Negativo 

(cepa BN) (Figura 9 y 10). 

Tanto la cepa BA como la cepa BN resultaron ser oxidasa positivas, es decir, presentan 

la enzima citocromo c oxidasa, y por ende se pueden tratar de bacterias aerobias o 

anaerobias facultativas; además, se descarta que pudieran tratarse de Enterobateriaceaes. 

La cepa BA resultó ser catalasa positiva, es decir presentan la enzima catalasa; por otro 

lado, la cepa BN resultó ser catalasa negativa, por lo tanto, no presenta la enzima catalasa, 

razón por la cual esta cepa de bacterias podría tratarse de estreptococos o de algún otro 

género que presente la enzima citocromo oxidasa, pero no la enzima catalasa. 

En agar MacConkey la cepa BA presentó un crecimiento, y sus colonias presentaron un 

color blanco-gris, razón por la cual se sospecha que podrían tratarse de bacterias lactosa 
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negativas; por otro lado, la cepa BN presentó colonias de color rosado, razón por la cual 

se sospechó que son bacterias fermentadoras de lactosa.  

A la cepa BN no se le realizaron más pruebas de identificación, ya que no se llegó a tener 

ningún indicio del género de bacteria en cuestión.  

A la cepa BA que se sospechaba que podría tratarse de bacterias Pseudomonas, por los 

resultados de las pruebas anteriores (catalasa positiva, oxidasa positiva, lactosa negativa), 

se le realizó las pruebas King A y King B, dando un resultado negativo en las dos pruebas, 

lo que significa que estas bacterias no producen los pigmentos pioverdina ni piocianina, 

razón por la cual se descarta que sean Pseudomonas Aeruginosas, si esta cepa se tratara 

de Pseudomonas. Se ha reportado que el género de bacterias Pseudomonas, se han 

desarrollado en diferentes ambientes contaminados con Hg (Pepi et al., 2011).  

Tabla 5. Resultados de las pruebas bioquímicas aplicadas para identificar los grupos de 

bacterias. 

Bacterias 

aisladas 

Pruebas de identificación 

Tinción 

Gram 
Oxidasa Catalasa King A King B 

Agar Mc 

Conkey 

Morfología 

(microscópica) 

Cepa BA Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo 
Lactosa 

Negativa 
Bastón 

Cepa BN Negativo Positivo Negativo ----- ----- 
Lactosa 

Positiva 

Redondas, 

agrupadas en 

pares 
*----- No se realizó 
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Figura 5. Cultivo de la cepa denominada “BA”, un bacilo 

Gram Negativo. 

Figura 6. Cultivo de la cepa denominada “BN”, un Coco 

Gram Negativo. 
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Figura 8. Cepa BN vista en el microscopio. 

Figura 7. Cepa BA vista en el microscopio. 
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Figura 9. Tinción Gram de la cepa BA. 

Figura 10. Tinción Gram de la cepa BN. 



UNIVERSIDAD DE CUENCA 

 
 

 

49 
Juan Diego Pacheco Fajardo  

6.3 Cinética de crecimiento Bacteriano 

El análisis de crecimiento bacteriano se realizó en las dos réplicas por separado, ya que 

el rango de valores fue muy grande, generando un elevado error estándar, que a su vez 

genera un porcentaje de incertidumbre considerable; además, debido a que el tiempo entre 

una réplica y otra réplica fue de seis meses, pudo causar que las condiciones de 

crecimiento entre las dos réplicas fueran diferentes. Las dos cepas de bacterias 

presentaron crecimiento en las tres concentraciones (0;50; y 100 ppm) de HgCl2.  

Las dos cepas de bacterias presentaron crecimiento en las tres concentraciones (0;50; y 

100 ppm) de HgCl2. En la primera réplica (R1) el número de colonias tanto de la cepa BA 

como de la cepa BN resultó ser mayor que la réplica 2 (R2) en todas las concentraciones 

de HgCl2 (Tabla 6). 

 Se observaron tendencias de crecimiento completamente diferentes en cada 

concentración. En la cepa de bacilos a medida que aumenta la concentración de HgCl2 

disminuye el número de colonias (Tabla 6); mientras que, en la cepa de cocos, el número 

de colonias fue mayor en una concentración de 50 ppm, que en 0 o 100 ppm de HgCl2 

(Figuras 11 y 12). 

Tanto en R1 como en la R2, la tasa de crecimiento de las bacterias en las tres 

concentraciones de HgCl2, se desarrolló de forma común, siguiendo las cuatro fases 

típicas de la curva de crecimiento bacteriano, las cuales son: fase de latencia, fase 

exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (Figuras 11 y 12). 

En las dos réplicas, en una concentración de 0 ppm la cepa de bacilos presentó una fase 

de latencia muy corta; la fase exponencial o de crecimiento rápido, se produjo 

aproximadamente a partir del día uno y duró hasta el día siete, a partir de este día el 

número de colonias no varió hasta el día diez; mientras tanto la cepa de cocos presentó 

una fase de latencia que duró hasta el día dos, a partir de este día se dio una fase 

exponencial hasta el día siete, y a partir de ese punto se produjo la fase estacionaria hasta 

el día diez (Figuras 11 y 12). 

En las dos réplicas, en una concentración de 50 ppm de HgCl2 tanto la cepa de bacilos 

como la de cocos presentaron una fase de latencia que duró menos de un día; la fase 

exponencial se produjo aproximadamente a partir del día uno, y llegó a su pico máximo 
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de crecimiento en el día siete, a partir de este día se produjo una fase estacionaria en 

donde el número de colonias se mantuvo constante y no aumentó (Figuras 11 y 12). 

En las dos réplicas, en una concentración de 100 ppm de HgCl2 la cepa de bacilos presentó 

una fase de latencia corta que duró menos de un día, puesto que se puede observar que 

desde aproximadamente el día uno se presenta un crecimiento exponencial, este 

crecimiento, a diferencia de las otras concentraciones se mantiene hasta el día diez y 

recién en ese punto comienza la fase estacionaria. Por otro lado, la cepa de cocos de igual 

manera presenta una fase de latencia muy corta, presentando un crecimiento exponencial 

desde el día uno aproximadamente, que duró hasta el día siete, en donde comenzó la fase 

estacionaria (Figuras 11 y 12). 

Debido a que no es posible diferenciar las bacterias muertas de las bacterias vivas en 

placa, no se pudo evidenciar la fase de muerte y por ende el conteo finalizó en el día diez 

cuando el número de colonias no varió en tres días, a excepción de la cepa de bacilos, que 

en una concentración de 100 ppm la fase estacionaria recién comenzó en el día diez. 

La distribución de los datos no se dio de forma normal, es decir las curvas de crecimiento 

no fueron en forma de campana de Gauss; en este caso las curvas presentaron una 

distribución sesgada a la izquierda, es decir, los datos se encuentran a la izquierda de la 

distribución, debido a que las bacterias crecieron muy rápido en los primeros días, 

teniendo una fase de latencia corta, y una fase exponencial que comenzó desde el día uno 

aproximadamente (Figura 11). 

En R1 en ausencia de HgCl2 la cepa de bacilos presentó un mayor desarrollo de colonias 

(9,39E+09) que la cepa de cocos (4,90E+08); en R2 se dio algo similar, ya que la cepa de 

bacilos presentó un mayor desarrollo de colonias (8,90E+09) que la cepa de cocos 

(4,13E+08) (Tabla 6). 

En R1, en una concentración de 50 ppm de HgCl2 la cepa de cocos presentó un mayor 

desarrollo de colonias (4,45+09 UFC) que la cepa de bacilos (6,75E+08 UFC); mientras 

que en R2 se dio algo similar, ya que el desarrollo de colonias de la cepa de cocos resultó 

ser mayor (3,45E+09) que la cepa de bacilos (4,89E+08) (Tabla 6).  

En R1 en una concentración de 100 ppm de HgCl2 la cepa de bacilos presentó un mayor 

desarrollo de colonias (5,36E+08) que la cepa de cocos (9,44E+07); mientras en la R2 la 
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cepa de bacilos también fue mayor (4,08E+08) que la cepa de cocos (8,97E+07) (Tabla 

6). 

A pesar que las réplicas fueron realizadas en fechas diferentes, la tendencia que presentó 

R2 se mantiene en todas las concentraciones tal y como sucede en R1, sin embargo, en la 

R2 se identificó que el número de colonias tuvo un descenso considerable, lo que sugiere 

que las bacterias perdieron su efectividad en este tiempo. El hecho de no volver a realizar 

resiembras e ir adaptando nuevamente a las dos cepas de bacterias, pudo afectar el 

resultado final en R2.  

En las dos réplicas, la cepa de cocos presentó un mayor crecimiento en 50 ppm de HgCl2, 

mientras que la cepa de bacilos presentó mayor crecimiento en 100 ppm, por ello, se 

puede sugerir que la cepa de bacilos tuvo una mayor capacidad de resistencia a 

concentraciones elevadas de Hg en relación con la cepa de cocos. 

Las bacterias son microorganismos muy complejos, en este trabajo se puede observar 

como la cepa de cocos presenta un mayor crecimiento en 50 ppm que en 0m y 100 ppm, 

en las dos réplicas. Se cree que estas bacterias se desarrollaron de suelos que presentaron 

concentraciones cercanas a 50 ppm, por esta razón al someterlas a estas concentraciones, 

éstas pudieron desarrollarse mejor que en medios sin mercurio o con concentraciones 

superiores. 

Tabla 6. UFC de las cepas de bacilos y cocos desarrolladas en 0; 50; y 100 ppm de HgCl2 

 

Tiempo 

(días) 

UFC de bacilos (BA) y cocos (BN) 

BA (0 ppm) BN (0 ppm) BA (50 ppm) BN (50 ppm) BA (100 ppm) BN (100 ppm) 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 4,77E+09 4,42E+09 1,79E+08 3,44E+08 1,87E+08 1,14E+08 3,70E+09 1,58E+09 8,90E+07 6,80E+07 8,48E+07 6,73E+07 

5 8,74E+09 6,92E+09 4,24E+08 3,11E+08 4,01E+08 3,21E+08 4,20E+09 2,97E+09 2,39E+08 2,10E+08 9,00E+07 8,05E+07 

7 9,39E+09 8,90E+09 4,90E+08 4,13E+08 6,73E+08 4,89E+08 4,45E+09 3,45E+09 3,70E+08 4,08E+08 9,42E+07 8,97E+07 

10 9,39E+09 8,90E+09 4,90E+08 4,13E+08 6,75E+08 4,89E+08 4,45E+09 3,45E+09 5,36E+08 4,08E+08 9,44E+07 8,97E+07 
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Figura 11. Cinética de crecimiento bacteriano de las dos cepas de bacterias en diferentes 

concentraciones de HgCl2 en R1.  
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Figura 12. Cinética de crecimiento bacteriano de las dos cepas de bacterias en diferentes 

concentraciones de HgCl2 en R2. 
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6.4 Remoción de Hg por parte de las bacterias aisladas. 

A excepción del medio de cultivo que no contenía bacterias, en todos los medios de 

cultivo se realizó dos réplicas y se analizó por separado el porcentaje de remoción de las 

dos cepas de bacterias en las distintas concentraciones de Hg (Anexo 6,7,8,9,10,11,12,13; 

Tabla 7). 

Las concentraciones finales de Hg en la réplica 1 (R1) que contenían bacterias son muy 

bajas llegando a tener valores de 0,003 a 0,004 ppm, mientras que en la réplica 2 (R2) los 

las concentraciones finales fueron mayores, siendo el valor más alto de 2,85 ppm. Es 

importante mencionar que R 2 se realizó seis meses después de R1, durante este tiempo 

las bacterias se encontraban en refrigeración, razón por la cual se podría pensar que las 

bacterias pudieron haber disminuido su eficiencia para remover Hg, lo que concuerda con 

la cantidad de UFC presentado en el resultado anterior. 

Al trabajar con el promedio entre las dos réplicas, se obtuvo un error estándar elevado, lo 

que significa un rango de valores muy dispersos, razón por la cual cada réplica se analizó 

por separado.  

En los dos medios de cultivo que no contenían bacterias la concentración final de Hg fue 

de 70 y 35 ppm en las dos réplicas, presentando una variación con respecto a las 

concentraciones iniciales (Tabla 7). Se pensaría que los valores no deberían disminuir 

debido a que no se agregaron bacterias, sin embargo, esta variación ocurre debido a que 

en laboratorio sólo se analiza el mercurio como tal, dejando de lado el ion cloruro; por 

esta razón, y a pesar que se trabajó con concentraciones de 100 y 50 ppm de HgCl2, 

ocurrió una disminución de las concentraciones iniciales.  

El porcentaje de remoción de Hg en todos los medios de cultivo en donde actuaron las 

cepas de bacilos y cocos fue superior al 99%, en R1, mientras que en R2 los valores son 

mayores al 98%. Además, en los medios de cultivo que no contenían bacterias el 

porcentaje de remoción fue del 30%, porcentaje que se sospecha es del ion cloruro dentro 

del compuesto de HgCl2 (Figura 13).  

En estudios similares en donde se han aislado bacterias de zonas mineras para remover 

Hg, los porcentajes de remoción también son elevados, así como la cantidad de Hg 

acumulado por gramo de peso seco de bacterias. Por ejemplo: 
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Ekyastuti & Setyawati (2015), informaron que 4 cepas de bacterias aisladas desde relaves 

mineros, pudieron resistir concentraciones de hasta 100 ppm de Hg en medio selectivo 

sólido. Estas bacterias también presentaron acumulación de Hg cuando fueron inoculadas 

en medio líquido con concentración de 100 ppm de Hg. Las bacterias Bacillus subtilis 1, 

Bacillus subtilis 2, Burkholderia cepacia, y Burkholderia cenosepacia acumularon 

58,9%, 33,4%, 10,9% y 66,2% de Hg, respectivamente.  

Irawati et al.  (2012) informaron que la bacteria Brevundimonas sp aislada desde relaves 

mineros, puede acumular Hg2+ hasta 1.09 y 2,7 mg/g de peso seco de las células y eliminar 

64,38 y 57,10% de Hg2+ de medios que contienen 50 y 100 ppm de HgCl2, 

respectivamente. 

Chasanah et al. (2018), por otro lado, aisló 4 cepas de bacterias desde relaves mineros 

para determinar su capacidad de acumular Hg en caldo nutritivo que contenía 10, 20 y 30 

ppm de Hg durante 24 horas, y en relaves de minas de oro a pequeña escala que contenían 

41,37 ppm de Hg durante 2 semanas.  la acumulación de mercurio de las cuatro bacterias 

aplicadas en los relaves de las minas de oro a pequeña escala, fue de 76,1% para 

Fusobacterium aquatile, de 75,6% para Brevundimonas vesicularis, de 74,4% para 

Fusobacterium necrogenes, y de 74,2% para Nitrococcus mobilis. 

Por último, Deng & Wang (2012) aislaron 3 cepas bacterianas de sedimentos marinos que 

mostraron fuerte resistencia al Hg2+, (hasta 120 ppm). Estas bacterias: Pseudomonas sp, 

Staphylococcus pasteuri, y Brevibacterium casei, fueron capaces de acumular 133,33; 

92,59 y 121,95 mg/g de Hg2+ respectivamente. 

 

En todos estos estudios, se midió el porcentaje de remoción de Hg directamente en el 

medio líquido; y luego de remover las bacterias acumuladas en forma de sobrenadante, 

se determinó acumulación de Hg por parte de los microorganimos. En la presente 

investigación sólo se midió la remoción del Hg en el medio líquido. 

Además, es importante destacar que en la mayoría de estos estudios el tiempo de 

incubación duró 1 día, mientras que el tiempo de incubación en este trabajo fue de 5 días, 

esto podría suponer una de las razones por la cual se removió un mayor porcentaje de Hg 

en este trabajo.  
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En los estudios anteriormente mencionados, la disminución de la concentración de Hg en 

los medios de cultivo líquidos que fueron inoculados con las diferentes bacterias, fue dada  

por dos mecanismos: 1) Por la presencia de enzimas como la mercurio reductasa en las 

bacterias, que pueden transportar el Hg al interior de la célula, y en lugar de volatilizarlo 

al exterior, pueden  bioacumular este metal en el interior de la célula; y b) Por biosorción, 

mecanismo asociado a la presencia de exopolisacáridos en la pared celular bacteriana que 

sirve como quelante de metales pesados en la superficie celular, que puede dan lugar a 

una acumulación de Hg en las células. 

En este estudio en particular, por lo observado (Figura 13) se sospecha que la remoción 

de Hg de los medios líquidos, puede estar asociado al proceso de biosorción, ya que se 

pudo observar claramente la formación de biopelículas bacterianas en las paredes de los 

Erlenmeyers en donde se inocularon las dos cepas de bacterias (Figura 12), las mismas 

que pudieron ser formadas por agentes quelantes de las bacterias, sin embargo, no se 

descarta la acumulación de Hg por acción enzimática, o una combinación de los dos 

mecanismos. El Hg mercurio desapreció del líquido, pero más que seguro no se hizo aire, 

sino que se acumuló en forma sólida en las costras; este sería el trabajo logrado por ellos: 

Limpiar el líquido y acumular una fase sólida. 

Tabla 7. Porcentaje de remoción de Hg en medio líquido. 

Bacteria 

Concentración 

inicial de 

HgCl2 

Concentración 

final Hg R1 

(ppm) 

Concentración 

final Hg R2 

(ppm) 

Porcentaje 

de 

Remoción 

R1 (%) 

Porcentaje 

de 

Remoción 

R2 (%) 

*SB 100 70 70 30,00 30,00 

*SB 50 35 35 30,00 30,00 

Bacilos 100 0,003 2,85 99,99 97,150 

Bacilos 50 0,003 0,95 99,99 98,100 

Cocos 100 0,004 0,68 99,99 99,320 

Cocos 50 0,003 1,96 99,99 96,080 
*SB: Medio de cultivo sin bacterias. 
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         Figura 13. Concentración de Hg en los medios líquidos luego de 5 días de inoculación.  

        *SB: Medio de cultivo sin bacterias. 
 

 

 

Figura 14. Biopelículas bacterianas en los Erlenmeyers luego de 5 días de incubación. 
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6. CONCLUSIONES 

Los suelos de 2 de los 3 sitios examinados de la zona minera de Portovelo presentan 

elevadas concentraciones de Hg, es decir están contaminados por este metal. Además se 

evidenció que suelos que se encuentran en los alrededores de áreas mineras no 

presentaron Hg, por otro lado aquellos suelos en donde ocurre prácticas mineras, 

especialmente amalgamación las concentraciones de Hg son elevadas. 

Se encontraron y seleccionaron 2 grupos de bacterias resistentes a concentraciones de 50 

y 100 ppm de HgCl2. El primer grupo se trata de bacterias Gram Negativas del morfotipo 

Bacilo, mientras que el segundo grupo se trata de bacterias Gram Negativas con morfotipo 

Coco.        

El grupo de bacterias Bacilo Gram negativo a diferencia del grupo de bacterias Coco 

Gram Negativo presentó un mayor crecimiento de colonias tanto en los medios no 

contaminados con HgCl2, como en los medios con una concentración de 100 ppm de 

HgCl2. Sin embrago, el grupo de bacterias Coco Gram Negativo mostró mayor 

crecimiento de colonias en medios contaminados con 50 ppm de HgCl2. 

En la réplica 1 los dos grupos de bacterias BA y BN mostraron que tienen la capacidad 

de remover un porcentaje mayor al 99% de Hg presente en medio líquido; mientras que 

en la réplica 2 el porcentaje de remoción fue superior al 96% por parte de las dos cepas 

de bacterias. 

 

7. RECOMENDACIONES 

 

1. Es importante realizar la toma de muestras al menos por triplicado en cada punto, 

de esta forma se tendrá un valor de referencia con datos estadísticos que 

corroborarán la concentración de Hg en cada punto.   

2. Se sugiere que, en el próximo plan de ordenamiento territorial del Cantón 

Portovelo, se tome en cuenta aquellas zonas en donde ocurren prácticas mineras 

para cambiar el uso de suelo, ya que muchas de estas zonas se encuentran con un 

uso de suelo agrícola.  

3. Para disminuir errores durante la medición de la concentración de Hg que pueden 

surgir por el transporte y manejo de las muestras, se sugiere que todo el proceso 

se realice en el mismo laboratorio, sin acudir a laboratorios particulares. 
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4. Es de suma importancia la medición de la concentración de Hg en las biopelículas 

formadas en los Erlenmeyer, ya que ahí se puede saber la cantidad exacta de Hg 

que las bacterias pudieron adsorber por cada gramo de biopelícula. 

5. Para que el estudio tenga validez para próximas investigaciones, es necesario 

realizar una identificación bacteriana más a fondo, realizando más pruebas 

bioquímicas o utilizando técnicas más avanzadas como el análisis del ADN de 

cada cepa de bacteria. 

6. Es necesario generar un mayor número de réplicas y en el mismo período de 

tiempo y bajo las mismas condiciones para poder trabajar con el promedio y 

determinar el error. 

7. Es importante que este estudio pueda ser compartido ya que podría ser de sumo 

interés para entidades que se dedican a investigar la biorremediación, o para 

gobiernos municipales que quieran remediar sus suelos de Hg ya que es un metal 

sumamente peligroso y que afecta a la salud humana. 

8. La toma de muestras se considera como uno de los puntos más importantes y a la 

vez más difíciles debido al hecho de que no se puede tener acceso a las zonas 

mineras, por esta razón, hay que estar preparados y buscar estrategias de 

convencimiento a los propietarios de los terrenos.  
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9. ANEXOS 

 

Anexo  1. Concentración de Hg en muestras cercanas a zonas mineras 
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Anexo  2. Composición e indicaciones generales del Agar MacConkey. 
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Anexo  3. Composición e indicaciones generales del AgarSabourad Dextrose. 
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Anexo  4. Concentración de la muestra de suelo M1. 
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Anexo  5. Concentración de la muestra de suelo M2. 
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Anexo  6. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BN con 100 ppm de HgCl2. (R1). 
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Anexo  7. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BN con 50 ppm de HgCl2 (R1).. 
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Anexo  8. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BA con 50 ppm de HgCl2 (R1). 

 



UNIVERSIDAD DE CUENCA 

 
 

 

86 
Juan Diego Pacheco Fajardo  

Anexo  9. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BA con 50 ppm de HgCl2 (R1). 
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Anexo  10. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BA con 50 ppm de HgCl2 (R2).
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Anexo  11. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BA con 100 ppm de HgCl2 (R2). 
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Anexo  12. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BN con 100 ppm de HgCl2 (R2). 
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Anexo  13. Concentración de Hg del medio líquido en donde se sembró la cepa BB con 50 ppm de HgCl2 (R2). 

 


