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RESUMEN
En este estudio se aislaron dos cepas de bacterias Gram negativas de los suelos de tres
zonas mineras del canton 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
detecto la utilizacion de Hg en la separacion de oro. Se evalud 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 sélidos; las bacterias que crecieron y se
desarrollaron en estos medios fueron resembradas en medios que contenian
concentraciones de 0; 50; y 100 ppm de cloruro de mercurio (HgCl). Dos cepas de
bacterias denominadas como BA y BN, presentaron resistencia a las distintas
concentraciones de HgCl», 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 dias en medio liquido con
concentraciones de 50 y 100 ppm de HgCl», luego de haber transcurrido el tiempo de
inoculacion, la concentracion de Hg en los medios fue menor a 3 ppm, lo que supone
porcentajes de remocidn mayores al 96% por parte de las dos cepas. Con el fin de verificar
que esa reduccion de concentracion de Hg fue dada por accién de las bacterias, también,
se midio la concentracion inicial y final de Hg en medios que no contenian bacterias,
luego de haber transcurrido 5 dias, la concentracion en esos medios no varid
significativamente, lo que sugiere que la remocidn de Hg fue dada por accién microbiana
en los medios que si contenian bacterias. Los resultados de esta investigacion contribuyen
de manera directa al disefio de estrategias de biorremediacion para los suelos

contaminados por actividades mineras de las zonas de Portovelo.
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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 (HgCI2).
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 HgCI2, 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. INTRODUCCION
En los suelos del canton Portovelo existen elevadas concentraciones de metales pesados
producidas por la actividad minera (Betancourt et al., 2005; Guerra & Zaldumbide, 2010;
Lépez etal., 2016). Principalmente se encuentran altas concentraciones de mercurio (Hg),
el cual proviene de minerias artesanales e ilegales que utilizan este metal para separar el
oro de otros elementos (Marin 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
Remediacion 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 canton Portovelo, por ello, es indispensable desarrollar
tecnologias locales amigables con la naturaleza que contribuyan a la remediacion de estos

suelos (Betancourt et al., 2005).

En las minerias artesanales y a pequefia escala el proceso mas utilizado para recuperar el
oro es el proceso de amalgamacion, que consiste en agregar Hg al material rocoso que
contiene oro, con el propoésito de formar una amalgama que facilite la separacion del oro
con el material rocoso. La amalgama formada entre el Hg y el oro normalmente es
separada mediante la vaporizacion de Hg, al someterla a altas temperaturas. La
amalgamacion es un proceso simple y solo requiere una pequefia inversion, sin embargo,
es una gran fuente de contaminacion por Hg (Chasanah et al., 2018). Los relaves de los
procesos de amalgamacion en forma de lodos que todavia contienen Hg, Au y otros
metales pesados, normalmente no tienen un correcto tratamiento y se descargan en tierras
agricolas y cuerpos de agua cercanos. Ademas, durante la vaporizacion de Hg se ha
reportado que por cada gramo de oro producido, se liberan al aire entre 1y 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 (Marin et al., 2016). En primer lugar, pueden ser letales para varias especies
de organismos que viven en ese medio (Millan et al., 2017; Arroyave et al., 2019) y
ademas, pueden bioacumularse en las especies vegetales (principalmente) y de esta
manera ingresar en la cadena trofica (Durango et al., 2010; Beltran & Gomez, 2016). En

segundo lugar, el Hg puede ser arrastrado hacia las fuentes de agua y bioacumularse en

13
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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 trdficos superiores en los ecosistemas, también son muy sensibles a la
contaminacion 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
higado y a 5 mg/kg en las plumas, lo que ocasiona efectos negativos en su crecimiento y

reproduccion (Albuja et al., 2012).

El Hg ha sido reconocido como el metal pesado més toxico en el medio ambiente, es por
ello, que ecosistemas contaminados con este metal constituyen una de las afecciones mas
peligrosas para la salud humana y el medio ambiente (Doadrio, 2004; Yarto et al., 2014;
S. Covarrubias etal., 2015); debido a su toxicidad, movilidad, capacidad de
bioacumulacion y tiempo de residencia en la atmosfera (Gracia et al., 2010; Weinberg,
2010). En la actualidad a nivel mundial se trabaja en el desarrollo de tecnologias y
estrategias que permitan detoxificar del medio ambiente compuestos toxicos de Hg (Le
& Terry, 2005; Garzén & Rodriguez, 2015).

La mayoria de microorganismos mueren o disminuyen su capacidad de crecimiento
cuando se contamina un suelo con Hg, puesto que se alteran las caracteristicas 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 (Gonzalez, 2005; Duran & Hernandez, 2017).

En las zonas mineras de Ecuador, es indispensable desarrollar y aplicar tecnologias y
estrategias que permitan remediar los suelos contaminados con Hg. Por esta razon, en
este trabajo de titulacion se investigo 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

14
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capaces de remover este metal en condiciones controladas de laboratorio, se puede
plantear tecnologias de biorremediacion de suelos y efluentes contaminados con Hg, por
ejemplo, en suelos se pueden desarrollar sistemas de biosorcion 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 biopelicula

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

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

e Evaluar la resistencia a la contaminacion por mercurio y la capacidad de remover
este contaminante, de bacterias aisladas desde los suelos de zonas mineras del

canton Portovelo.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar la concentracion de mercurio en muestras de suelo de las zonas
mineras del cantdn Portovelo.

e Seleccionar grupos de bacterias que sean resistentes a concentraciones de
mercurio consideradas contaminantes para el suelo.

e Determinar el porcentaje de remocion de mercurio en medio liquido por parte de

las bacterias resistentes aisladas.

3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
3.1 Suelo

El suelo constituye la capa superficial del manto terrestre y su profundidad es variable.
Esta formado por particulas minerales, organismos vivos, materia organica, agua y sales
(Anriquez et al., 2005). La mayoria de los componentes provienen de la meteorizacion de
rocas, descomposicion de restos vegetales y accion de microorganismos, formando uno

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

La materia organica 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 metabdlica 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 nimero atémico mayor a 20 y
presentan una densidad de al menos 5 g/cm?, bajo este concepto podemos encontrar a 65
elementos de la tabla periddica. Estos elementos suelen presentar propiedades metalicas
como conductividad, densidad relativa alta y estabilidad como catién (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 bioquimicas. Sin embargo, existen otros elementos como el mercurio, cadmio,
arsenico, 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 catidnico, materia organica y potencial de 6xido
reduccion (Covarrubias et al., 2015; Martinez & Uribe, 2015).

3.3.1 Textura

La textura esta determinada por la cantidad de particulas minerales inorganicas (medidas
como porcentajes en peso) de diferentes tamafios (arena, limo y arcillas) que contiene un
suelo. La textura de los suelos favorece la infiltracion de los metales pesados (Bourg,
1995; Matus & Maire, 2000; Marti et al., 2011). Los suelos ricos en arcillas tienen mayor
capacidad para acumular metales debido a su capacidad de fijacién. Los suelos arenosos
carecen de esta capacidad de fijacion, por lo que los metales lixivian rapidamente al
subsuelo, llegando a contaminar aguas subterraneas (Galantini & Sufier, 2008; Ibanez,
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 especiacion metalica, solubilidad,
adsorcion e intercambio de iones en el suelo (Covarrubias et al., 2015; Martinez & Uribe,
2015). Un pH bajo produce la desorcion de los metales pesados, aumentando su

concentracion y biodisponibilidad en los suelos. Por otra parte, pH alto provoca que estos
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iones sean eliminados de la solucion del suelo y queden adsorbidos en las particulas del
suelo, disminuyendo asi su biodisponibilidad (Abdu et al., 2017; Covarrubias & Pefia,
2017).

3.3.3 Capacidad de intercambio cationico
La capacidad de intercambio cationico del suelo expresa el nimero de moles de iones de
carga positivos adsorbidos que pueden ser intercambiados por unidad de masa seca, bajo
unas condiciones dadas de temperatura, presion, composicién de la fase liquida y una

relacion de masa-solucién dada (Martinez et al., 2008).

3.3.4 Materia organica 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 humicas 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 fraccion residual
del suelo. Los suelos con elevados contenidos en materia organica o arcillas generalmente

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

3.3.5 Potencial de 6xido-reduccién (redox)
La oxidacion relativa de los metales en una solucion acuosa en ambientes anaerobios
reducidos (suelo himedo) conlleva a la precipitacién del metal debido a la presencia de
iones ferrosos y carbonatos, mientras que bajo condiciones oxidantes los metales se hacen
mas solubles (Volke et al., 2005; Alloway, 2013).

3.4 Mercurio
El mercurio (Hg) es un elemento metélico. Considerado como un metal pesado, de color
plateado que permanece en estado liquido a temperatura ambiente. Su nimero atdmico es
80, tiene un peso atomico de 200,59 g/mol, su temperatura de fusion es de -38,87 °C, su
temperatura de ebullicion de 356,58 °C, a temperatura ambiente su gravedad especifica
es 13,456 g/mol. Es sumamente volatil, siendo su presion de vapor de 1,22x10° mm a 20
°C, produce vapores incoloros e inodoros a partir de 13 °C (Morales & Reyes, 2003;

Ramirez, 2008). Tiene una elevada tension superficial y tiene una baja solubilidad en
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agua. No es un buen conductor de calor, pero si un buen conductor de corriente eléctrica
(Hernandez, 2013; Diaz, 2015).

Presenta tres estados de oxidacion estables: elemental Hg°(0), mercurioso Hg2>*(1) y
mercurico Hg?*(11). 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 i6nica puede formar
compuestos organicos e inorganicos, asi como sulfuros y sulfosales estables (Caiza,
2018).

3.5 Ciclo biogeoquimico del mercurio
El ciclo del mercurio estd mediado por procesos geoldgicos y biolégicos, ampliamente
distribuidos en los que el metal sufre diversas transformaciones fisicas. EI Hg surge de
forma natural del ndcleo de la tierra, a través de acciones volcanicas y reside
predominantemente en forma de cinabrio (HgS), éxidos de Hg, sulfatos o Hg elemental
(Blesa & Castro, 2015). Suele encontrarse en estado gaseoso ya que tiene una presion de
vapor muy alta, que lo hace muy volatil. Generalmente, lo podemos encontrar en tres
formas, que son Hg®, Hg?" y Hg,?*(Kumari et al., 2020). A través de reacciones de 6xido-
reduccion, estas diferentes formas permanecen en equilibrio, es decir, Hg,?* <> 4Hg® +
Hg?*(Selin, 2009). ElI Hg volatil (Hg® se libera tanto de fuentes artificiales como
naturales, se distribuye mundialmente en la atmosfera y cambia a forma ionica (Hg?*) por
procesos de oxidacion en presencia de luz solar, al reaccionar con 0zono y agua (Gustin
et al., 2020). El Hg idnico altamente soluble, es condensado por la lluvia y se deposita en
la superficie de la tierra, aqui una pequefia fraccién del metal oxidado puede unirse a
particulas solidas que son lavadas con la lluvia, para luego ser transportado a sistemas
acuaticos por arrastre y por distintos microorganismos, aqui se vuelve a cambiar a su
forma metalica (Hg®) o puede ocurrir la metilacion del metal (Figura 1) (Selin, 2009). En
el caso del Hg?, se evapora de nuevo a la atmésfera y comienza de nuevo un ciclo nuevo
(Kumari etal., 2020). Pero en el caso del metilmercurio formado en los sistemas
acuaticos, se bioacumula en la cadena alimentaria acuatica y se mueve rapidamente al

nivel trofico superior y se biomagnifica (Fitzgerald & Mason, 1996).
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Figura 1. Ciclo Biogeoquimico del Hg.
Fuente: (Castillo, 2005).

3.6 Fuentes de contaminacion del mercurio
Existen diversas fuentes de emision 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, depoésitos naturales de mercurio y
volatilizacién del océano. Como el mercurio es un elemento natural que se encuentra en
todo el sistema solar, se encuentra en pequefias concentraciones en las rocas y es el
componente principal del mineral cinabrio. Los incendios forestales y la quema de
combustibles fdsiles como el carbon y el petréleo también contribuyen a las fuentes
naturales de contaminacion por mercurio en el medio ambiente. Se ha estimado que la
emision natural de fuentes continentales es de aproximadamente 1000 toneladas al afio
(Espafiol, 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
incineracion de desechos médicos y municipales, y las emisiones de las centrales
eléctricas que utilizan carbon (Dash & Das, 2012). ElI 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. Segun algunos modelos recientes sobre el flujo de mercurio a

través del medio ambiente, se sugiere que las fuentes antropogénicas representan
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aproximadamente el 90% de las 5500-8900 toneladas estimadas de mercurio que se

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

3.7 Mercurio en el suelo

En el Gltimo siglo se han emitido a la atmosfera 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 depdsito de este elemento (Gaona, 2004; Camargo et al., 2014). Una vez
depositadas, las especies de mercurio estan sujetas a un amplio espectro de reacciones
quimicas y biologicas. Las condiciones de pH, temperatura y contenidos de sales y
componentes organicos del suelo favorecen la formacion de complejos del ion inorganico
(Hg?*") como HgCl,, Hg(OH)2 o complejos organicos (Durango et al., 2010). Aunque los
complejos inorganicos son bastante solubles en agua y, por tanto, de gran movilidad,
muchos de ellos forman nuevos complejos con la materia organica (principalmente con
los &cidos fulvicos y himicos) y coloides minerales del suelo o sedimento. Son este tipo
de complejos los que principalmente definen el comportamiento del mercurio (Durango
etal., 2010; Dang et al., 2019).

Otra de las especies que condicionan la quimica 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
reduccion del Hg?* por parte de bacterias sulfato reductoras bajo condiciones anaerdbicas
(Camargo et al., 2014).

Por otro lado, el Hg?* presente en los suelos y sedimentos en determinadas condiciones
se transforma a metilmercurio por diversos mecanismos, siendo los procesos microbianos
el principal (Qiu etal., 2008). Aproximadamente, y segun las caracteristicas de los
diferentes suelos y sedimentos, entre el 1 y 3% del mercurio se encuentra como
metilmercurio (Arroyave etal., 2019). Las especies inorganicas restantes se hallan

mayoritariamente unidas a compuestos organicos (Gaona, 2004).

Tanto el mercurio inorganico Hg?*, como el metilmercurio, forman complejos estables
con la materia organica del suelo y de los sistemas acuaticos, el metilmercurio constituye
solo una pequefia parte de mercurio total en suelo y agua, sin embargo, presenta una alta

toxicidad y grado de bioacumulacion (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 toxicas. EI mercurio
elemental HgP es el Ginico metal liquido a temperatura ambiente, tiene una alta presion 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 inorganicas de mercurio (Hg'* y Hg?*) presentan factores de
solubilidad y propiedades de absorcion disimiles entre ellas, pero en ningln caso se ha
reportado toxicidad asociada a absorcion por la piel, aunque si se han evidenciado efectos
por absorcion por los pulmones y el tracto gastrointestinal. Finalmente, para el caso de
las formas organicas de mercurio, debe anotarse que son las mas toxicas y que son

absorbidas por via 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 aminoacidos azufrados (cisteinas) en las proteinas 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 (Hg® es debido a la alta presion de vapor,
anteriormente mencionada, por lo que es facilmente inhalado. Una vez que es absorbido
por los pulmones, el mercurio entra al torrente sanguineo desde donde es distribuido a
todo el organismo, incluyendo el cerebro. EI metal es transformado en los eritrocitos, el
higado y el sistema nervioso central a Hg?* y a metil-mercurio, por lo que la exposicion
a estos vapores puede resultar en afecciones vasomotoras y del comportamiento (Guzzi
etal., 2021).

Las formas organicas de mercurio como mono metil, dimetil-mercurio o acetato fenil
mercurico son liposolubles y consecuentemente facilmente absorbidos por el organismo.
Estos compuestos penetran las membranas celulares y atraviesan la barrera sanguinea que
protege al cerebro. A nivel celular afectan todos los sistemas de membranas (incluyendo
mitocondrias) y, debido a que gran parte es convertido a Hg?*, también causa dafios
importantes a todas las proteinas con cisteina en su estructura primaria. Asi pues, no hay

un cuadro clinico Unico para estos tipos de envenenamiento ya que los efectos son
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diversos, entre los que se cuentan desde desdrdenes visuales hasta paralisis e incluso la

muerte (Kumari et al., 2020)

Ahora bien, es importante anotar que a pesar de que gran parte del mercurio organico se
a llevado a un estado mercurico en las células, este proceso ocurre lentamente, por lo que
los sintomas de envenenamiento pueden apareces semanas Yy hasta meses después de la

exposicion (Yang et al., 2020).

3.9 Biorremediacion
Se define como biorremediacién a cualquier proceso que utilice microorganismos,
hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para aumentar la tasa de degradacion
natural de distintos contaminantes para luego descomponerlos y transformarlos en
compuestos mas simples poco o nada contaminantes (Cuvi & Bejarano, 2015; Beltran &
GoOmez, 2016).

Los procesos de biorremediacion presentan ventajas y desventajas, que dependeran 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 biorremediacion pueden ser in situ o ex situ (Garzén
& Rodriguez, 2015). La biorremediacion in situ consiste en tratar los suelos contaminados
en el propio de lugar de contaminacion sin modificacion del medio y la biorremediacién
ex situ implica la excavacion o traslado de los suelos contaminados para su posterior
tratamiento (Vicien & Paola, 2010).

3.9.1 Biorremediacion de Metales Pesados
Los metales pesados son componentes naturales de la naturaleza por lo que no pueden ser
degradados, sino s6lo movilizados o inmovilizados para extraerlos desde matrices solidas
o de soluciones, con el fin de darles una disposicion final segura. En concentraciones
bajas los metales pesados algunas veces son esenciales, mientras que concentraciones
altas puede significar un envenenamiento o contaminacion del lugar y es aqui cuando se

necesita aplicar un tratamiento adecuado (Beltran & Gémez, 2016).

Las técnicas de biorremediacion que involucraron el uso de microorganismos para

eliminar contaminantes ambientales han ganado un interés creciente en los Gltimos afios,
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porque son efectivas, menos costosas y mas eficientes que los métodos fisicoquimicos
para eliminar metales pesados (Saranya etal., 2017). La meta de la remediacién
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 exposicion a metales pesados toxicos 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 union de metales a la superficie celular, la bioacumulacion, la
detoxificacion de metales toxicos a formas menos toxicas, el uso de la proteina
metalotioneina, y la combinacion de estos. La mayoria de estos procesos son
transformaciones enzimaticas de los metales que incluyen la oxidacién, la reduccién, la
metilacion, la desmetilacion; las cuales pueden dar como resultado, compuestos poco

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

3.9.2 Biorremediacion de Hg
En el caso particular del Hg los procesos de biorremediacién, consisten principalmente
en el uso de bacterias, que mediante mecanismos de reduccion y volatilizacién consiguen
detoxificar el mercurio inorganico Hg?* transformandolo en mercurio mineral Hg® (Essa
etal., 2002; Mahbub et al., 2017). Ademas, se han reportado biopeliculas bacterianas
capaces de adsorber Hg (Wagner-Dobler, 2003).

En ambientes contaminados con Hg debido a su exposicion prolongada, ciertas cepas de
bacterias han adquirido una resistencia muy especifica a compuestos inorganicos 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, Yy
Enterobacteriaceae (Mahbub et al., 2017; Paisio et al., 2017).

El mecanismo de resistencia mas estudiado para este metal se basa en la presencia de
grupos de genes organizados en un Unico operdn, denominado “operén mer”, que
permite la detoxificacion enzimatica del metal (Kotwal et al., 2018). La estructura del

operon mer varia entre las distintas especies bacterianas, encontrandose dos tipos de
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operones: de espectro reducido (mer A) que presenta resistencia a Hg inorganico, y de
espectro amplio (mer B) el cual confiere resistencia a Hg inorgéanico y organico (Dash
& Das, 2012).

Las bases bioguimicas de la resistencia a compuestos inorganicos de mercurio como el
HgCl> se basa en la reduccion enzimatica, que es llevada a cabo por la enzima mercurio

reductasa (mer A) (Guerrero & Garate, 2013). Esta enzima es una flavoproteina que
cataliza la transferencia de electrones de NADPH al ng+ para reducirlo a su forma

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

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

Los iones Hg?* se transportan desde el exterior de la célula hacia el interior a través de
varios transportadores de proteinas (Paisio et al., 2017). En el periplasma de la célula
se encuentra una proteina transportadora, mer P, con un par de residuos de cisteina que
unen los iones Hg?*, para luego transferirlos a otro par de residuos de cisteina en la
proteina mer T, ubicada en la membrana citoplasmatica, que finalmente va a transferir
los iones al sitio activo de mer A, en la cual ocurre la reduccion del metal a la forma
mineral (Barkay et al., 2003; De et al., 2014).

Por otro lado, el proceso bioquimico de resistencia contra los compuestos
organomercuriales es mas complejo. ElI 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
Hg?*, a partir de aqui actGa la enzima mercurio reductasa, que transforma el Hg?*en Hg
elemental (De et al., 2014)

Por los problemas que representa el Hg volatilizado, se ha desarrollado un método
adicional de biorremediacion, que requiere la acumulacién de Hg volatilizado. Esta
bioacumulacién se puede dar de dos formas: a) La bioacumulacion de Hg volatilizado en
el citoplasma de las células que contienen el operon mer; y b) La bioacumulacion de Hg
mediante adsorcion en biopeliculas, que consiste en la utilizacion de biomasa microbiana
viva 0 muerta de bacterias, hongos o algas para la bioabsorcion de Hg® volatilizado para
restringir su reexposicion a la atmosfera (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 ndcleo
celular y de organulos 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 um de diametro y tienen una longitud de entre 0.4 a 5 um, es imposible verlas a
simple vista, excepto cuando se agrupan en colonias (Sanchez et al., 2018). A pesar de su
sencilla organizacion 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 proteccion contra el ambiente externo. Estan recubiertas de una pared celular,
una estructura que esta por encima de la membrana celular y que da rigidez, protege y
permite una comunicacion entre la bacteria y el medio que la rodea. Se las puede
encontrar en cualquier ambiente ya que, a diferencia de la gran mayoria 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 segun el tipo de microorganismo, sin embargo, la
mayoria presenta las siguientes fases: 1) la fase de latencia o fase de crecimiento lento,
corresponde a la primera parte de la curva, aqui las bacterias se adaptan a nuevos entornos
con sus diferentes nutrientes; 2) la fase logaritmica 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 poblacion no aumenta porque las bacterias
comienzan a dejar de dividirse; y 4) la fase de declinacién o muerte, en esta fase las
bacterias células bacterianas comienzan a morir y no se produce una adicién de nuevas
células (Ekyastuti & Setyawati, 2015).
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3.12 ldentificacién bacteriana

3.12.1 Caracteristicas microscopicas.
Ciertas caracteristicas de las bacterias como la forma, tamafio, bordes y la forma de
agruparse, se suelen analizar mediante un estudio microscdpico luego de realizar una
tincién. Las tinciones mas utilizadas son la de azul de metileno y la de Gram (Bou et al.,
2011)

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

caracteristicas propias de cada bacteria, por ejemplo:

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

e Tamafo: pequefias o grandes

e Bordes que presenta: abultados, paralelos, concavos, irregulares, etc.
e Extremos: redondeados o puntiagudos.

e Disposicion: en parejas, cadenas, racimos, tétradas, etc.

3.12.2 Caracteristicas macroscépicas
Las caracteristicas macroscopicas estan determinadas por la morfologia de cada colonia.
La morfologia 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 morfologia se analiza en
colonias de una sola especie, y las caracteristicas principales a analizar son: tamafio,

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

3.12.3 Tincion de Gram
La pared celular de las bacterias estd compuesta por peptidoglicano, que es un polimero
complejo de aminoazucares y diferentes tipos de proteinas, dependiendo del tipo de
bacteria pueden ademas encontrarse lipidos, polisacaridos y otros componentes acidos,
lipoprotéicos y lipopolisacéridos; dicha composicion de la pared es utilizada para
diferenciar dos tipos de bacterias, de acuerdo a su respuesta a la tincién segin demostrd
el cientifico danés Gram de donde se reconocen las bacterias Gram positivas y las Gram
negativas (Rodriguez 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, polisacaridos y poco o ningun lipido;
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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 esta formada por una capa delgada de
peptidoglicano y otra externa con lipoproteinas y polisacéridos (Gobernado & LO6pez-
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 respiracion aerobia, ya que pertenecen
a una cadena de transporte de electrones de oxigeno, y formacion de agua. Por esta misma
razdn 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 solucion acuosa al 1% de
diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina; este reactivo consiste en tefiir las colonias
de bacterias con un color violeta, un resultado positivo se vera reflejado en un viraje
gradual a pdrpura negruzco en los primeros 20 segundos. Un resultado positivo sirve para
identificar las especies de Neisseria, ademas esta prueba sirve para identificar
Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las enterobacterias (Callico et al.,
2004).

3.12.5 Prueba de la catalasa
La enzima catalasa esta contenida en la mayoria de bacterias aerobias, aunque también la
poseen ciertas bacterias anaerobias facultativas, que contienen el citocromo oxidasa. La
prueba es facil de realizar, y es positiva cuando al afiadir una muestra de bacterias sobre
una gota de peroxido de hidrégeno (10 volimenes) se produce una efervescencia muy
répida y se desprenden burbujas; lo que pasa en realidad es que la enzima catalasa

transforma el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular (Guzman, 2016).

La prueba de la catalasa se utiliza para diferenciar las bacterias Micrococcus y
Staphylococcus (resultado positivo), de las Streptococcus (resultado negativo) (Guzman,
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 identificacion 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 (Fernandez et al., 2010).
3.12.7 Agar King Ay 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
(fluoresceina 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 composicion de sales tanto del agar King A como del Agar King B se ve
reflejada en la produccion de uno de los dos pigmentos inhibiendo la produccion del otro
(Callico et al., 2004).
3.13 ESTADO DEL ARTE

La mineria artesanal durante afios 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 separacion del oro de otros metales (Espafiol, 2012; Osores et al., 2012; Lépez et al.,
2016). En nuestro pais pese a que se ha querido legalizar y regularizar este tipo de mineria,
ésta aun sigue presente; asi 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 pais (Tabla 1).

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

Factores afectados de los ecosistemas que se han estudiado
TIPO DE
AUTOR LUGAR : =
MINERIA . . Especies | Especies | Salud
Agua | Suelo | Aire | Alimentos
vegetales | de fauna | humana
Appleton, et al, Ponce
) Artesanal X
1996 Enriquez
Ponce
Enriquez,
Artesanal peces,
PRODEMINCA, | Zaruma- . )
y pequefa X X crustaceos
1998 Portovelo, .
escala e insectos
Santa Rosa
y Nambija
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Ponce
Enriquez,
Appleton, et al,
Portovelo- | Artesanal
2000
Zarumay
Nambija
Cuenca
) ) Artesanal
Betancourt, hidrografica .
equefa eces X
2001 del rio yped P
escala
Puyango
Counter, et al, Nambija 'y
Artesanal X
2002 Portovelo
Zaruma,
Valarezo y Portovelo y
Artesanal X X peces
Rosero, 2004 Ponce
Enriquez
Cuenca
. . Artesanal
Betancourt, et al, | hidrografica .
3 y pequefa X
2005 del rio
escala
Puyango
Paramos .
Guerrero, 2009 3 Todo tipo
del pais
) ) Paramos )
Velastegui, 2010 } Todo tipo
del pais
. Artesanal
Rhon-Dévila, J. | Portoveloy .
y pequefa
2010 Zaruma
escala
Carrilloy Ponce
. . Artesanal
Astudillo, 2011 Enriquez
Cuenca
) ) Artesanal
Betancourt, et al, | hidrografica
. y pequefia X
2012 del rio
escala
Puyango

Fuente: (Jara, 2012).

En las minerias artesanales y a pequefia escala para poder recuperar el oro de la mena

(material rocoso que contiene oro), se mezcla mercurio inorganico con la mena, posterior
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a ello se lava esta mezcla con el fin de recuperar solo 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 (Garcia et al., 2002). Ademas, los relaves
que se producen de la molienda y del lavado de la amalgama son depositados en suelos
agricolas, o simplemente son arrojados a las fuentes de agua mas cercanas, haciendo que

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

Debido a que los tratamientos fisico-quimicos para tratar el mercurio implican grandes
cantidades de dinero y muchas veces no se tienen los resultados esperados, cada vez la
investigacion de técnicas de biorremediacion de este metal va tomando mayor
importancia, es asi que a nivel mundial han surgido diferentes estudios que utilizan
microorganismos, principalmente bacterias, para la remediacion de suelos contaminados
con Hg (Garzon& Rodriguez, 2015; Pinzén & Fajardo, 2018).

A nivel mundial la biorremediacion del mercurio en industrias mineras, comenzo a inicios
de 1980 en Estados Unidos y Canada, con la implementacion de plantas de tratamiento
de metales pesados. En estas plantas se realiza un tratamiento bioldgico aerdbico para la
remocion de mercurio y otros contaminantes como el cianuro, tiocianato, cianato,

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

Actualmente el mecanismo mas utilizado para el tratamiento de Hg se basa en la
aplicacion de grupos de baterias con genes organizados en un Gnico operén, denominado
“operon mer”, que favorecen la detoxificacion enzimatica del metal, transformandolo de
formas toxicas a formas menos toxicas volatiles (Hernandez, 2013; Dash et al., 2014). En
su trabajo de investigacién Paisio et al. (2017) recopila diferentes estudios en donde se
da a conocer algunos microorganismos (principalmente bacterias) que presentan el
sistema operdon como medio de reduccidn 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 remocion
de Hg y compuestos derivados.

Microorganismos Compuesto Referencia
iiﬁgg?g::cl?; Hg orgénico e inorganico Pepi et al. (2011)
P. balearica MeHg Lee etal. (2012)
P. putida V1 MeHg Cabral et al. (2013)
P. fluorescens,
Enterobacter cloacae, MeHg Adelaja y Keenan (2012)
Citrobacter braakii y
Alcaligenes faecalis
Pseudomonas Hg(ll) Wagner-Ddébler (2003)
P. putida spi3 Tiomersal Fortunato et al. (2005)
Enterobacter sp. Hg(ll) Sinha y Khare (2012)
Conjunto de bacterias y Hg(Il) Malakahmad et al. (2011)
algas
Bacillus cereus Hg(ll) Sinha et al. (2012)
Phanerochgete Hg('ll), MeHg y Saglam et al. (1999)
chrysosporium etilmercurio
Lentinus edodes Hg(ll) Bayramoglu et al. (2008)
Hongos micorrizicos Hg Crane et al. (2010)
Trichoderma Hg Raspanti et al. (2009)
Chlamydomonas
reinhardtii, Chlorella Hg(ll) Bayramoglu et al. (2008)
emersonii
Chlamydomonas
reinhardtii 2AMT-2, Hg(ll) He et al. (2011)
transgénica
Chlorella sp. DT
transgénica Hg(ll) Huang et al. (2006)

Fuente: (Paisio et al., 2017).

Para poder capturar el Hg volatil, se han estudiado diferentes métodos de bioacumulacién,
por ejemplo, se ha demostrado que las bacterias que presentan el sistema operon mer
como medio de detoxificacion de Hg, también pueden bioacumular Hg en medios
controlados, asi lo demuestra Diep et al. (2018), que en su trabajo de investigacion 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
acumulacion de Hg es la biosorcidn, es por ello, que en los ultimos afios se han realizado
diferentes estudios en donde el porcentaje de bioacumulacion 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 demostré 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 Bogota, se evidencio que seis cepas de hongos acuaticos son capaces de remover hasta
un 60% del Hg procedente de efluentes liquidos de minerias artesanales (Vera, 2016). En
Lima (Per0) se evidencio la resistencia a Hg de 41 cepas de Escherichia coli aisladas de
aguas superficiales marinas, las cuales presentaron concentraciones minimas inhibitorias
entre 30 uM (8.25 ppm) y 300 uM (82.5 ppm) (Sulca & Alvarado, 2018). En la
Universidad Interamericana ubicada en Puerto Rico se desarrollaron E. coli transgénicas
capaces de absorber en cinco dias el 80% del mercurio contenido en un medio liquido,
estas bacterias acumularon hasta 100.2 + 17.6 uM de Hg en medios que contenian 120
uM (Ruiz et al., 2011). Por otra parte, en una investigacion realizada en Brasil se demostrd
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 EIl 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 liquido a 25 pM de Hg?" mientras que
otras crecieron a 300 pM de Hg?" (Ball et al., 2007).

En Ecuador las investigaciones sobre biorremediacién de Hg aln son escasas, Y las pocas
que existen son principalmente utilizando especies vegetales (fitorremediacion).Por
ejemplo, en un estudio realizado en La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo se
demostré que las especies vegetales Arachis pintoi W.C (mani 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(Mufioz, 2017). En otro estudio realizado
en suelos contaminados por mineria aurifera en las riveras del Rio Nambina (Zamora) se
pudo evidenciar que luego de 3 meses de crecimiento, la especie vegetal Arachis pintoi
W.C (mani forrajero) pudo remover 42mg/kg de Hg de una muestra de suelo con una

concentracion inicial de 174mg/kg Hg (Galo & Leon, 2016).
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4, METODOLOGIA
4.1 Area de estudio

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

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

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

una extension de 286,20 Km?

(Lopez et al., 2016).

El cantdn Portovelo cuenta con 13284 habitantes. Este cantdn 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 calido humedo, teniendo en las zonas altas temperaturas

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

la humedad fluctta entre el 40 al 50%. La precipitacion minima mensual es de 118 mmy

la maxima 125 mm (Oviedo et al., 2017).
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Figura 2. Mapa del Cantén Portovelo.

Fuente: ODEPLAN 2002.
Elaboracion: El autor.

Segun Lopez et al., (2016), aun existe la utilizacion de Hg para la separacion 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 amalgamacion y de la quema del mercurio,

es por ello que se selecciono esta area 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 minerias, sin embargo, no se detecté Hg en estas muestras (Anexo 1), por lo
que fue necesario ingresar a los sitios donde se encontraban areas 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 eleccion se hizo tras haber constatado la utilizacion de Hg para la separacion 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 habian cumplido su tiempo de vida util hace
muchos afios atras. 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 Coordenadasen Y Sl
Muestra
Punto 1 653853.13 9589915.63 M1
Punto 2 654501.43 9589641.51 M2
Punto 3 654550.32 9589537.24 M3

Elaboracion: El autor.

Los tres puntos de muestreo estan ubicados al Este del canton Portovelo, practicamente
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 obstaculo més grande a
la hora de seleccionar los puntos de muestreo.
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Figura 3. Puntos de muestreo.
Fuente: Google Earth.
Elaboracién: El autor.
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En cada punto, se tomé una muestra compuesta de 500 g de suelo, para ello, con la ayuda
de un palin se tomd 10 submuestras de aproximadamente 50 gramos cada una, las cuales
fueron homogenizadas en un recipiente de plastico; una vez tomadas las tres muestras
(una por cada punto) se procedio a colocarlas en una nueva bolsa plastica, las mismas que
fueron selladas y rotuladas con su cddigo de muestreo (Punto 1, M1; Punto 2, M2; y
Punto 3, M3) (Tabla 3), fecha, coordenadas y una observacién 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 extension de aproximadamente una hectarea. La
recoleccion de las muestras de suelo fue superficial, es decir no mayor a una profundidad
de 20 cm (horizonte A), en sitios donde no existia cobertura vegetal, tal y como se
recomienda para metales pesados (Paternina et al., 2017). EI pH en estos suelos es &cido,
y la textura del suelo en su mayoria 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 utilizé una hielera, con el
fin de evitar perdida de humedad, modificaciones de temperatura, o alguna otra alteracion
del entorno natural del suelo que pueda afectar el aislamiento de las bacterias o la

determinacion de Hg en el suelo (Lozano et al., 2004).
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Las muestras recolectadas fueron llevadas al laboratorio de Andlisis de la Calidad del
Agua, de la Universidad de Cuenca, campus de Balzay, en Cuenca. Aqui, las muestras
fueron tratadas y conservadas para su posterior utilizacion en el aislamiento de bacterias

resistentes al mercurio.

4.3 Determinacion de la concentracion 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 fraccion tamizada de suelo, y evitar la presencia de raices, ramas u otros
componentes que puedan interferir en el proceso de anélisis 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 plastica, las mismas que fueron selladas y rotuladas, para ser
enviadas al laboratorio de analisis de agua ANAVANLAB, ubicado en la ciudad de Quito,
en donde se determing la concentracion de Hg presente en la muestra. En este laboratorio,
primero se realiz6 una digestion de las muestras, con el fin de poner en disolucion el ion
metalico que se quiere analizar; la digestion se realizé tomando 1 g de cada muestra de
suelo. Con las muestras digeridas se utiliza la técnica de medicion de la concentracion
de mercurio mediante vapor frio, la cual consiste en reducir el mercurio en forma ionica
(Hg?") a su estado metélico (Hg®), para que de esta forma y mediante un espectrémetro
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 concentracion de Hg de cada muestra
fueron en partes por millén (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
medicién de la concentracion Hg utilizado en el laboratorio, los valores de la
concentracion de Hg son los mismos en ppm y mg/kg.

En este laboratorio, el rango de deteccion 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 estan sujetos a un error. Es asi 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, seleccion 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-Dominguez et al., 2017; Sulca & Alvarado,
2018), dos medios de cultivo sélidos 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 agreg6 diferentes concentraciones de cloruro de
mercurio (HgCl2), con el fin de determinar si las bacterias presentes en el suelo podian
crecer en presencia de este contaminate. Es asi que, tanto el agar MacConkey como el
agar Sabouraud Dextrose fueron preparados agregando concentraciones de 0; 50; y 100
ppm de HgCly, el primero como control positivo, es decir, para verificar que

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

Para las tres muestras de suelo (M1, M2 y M3) se siguié el mismo procedimiento de
siembra, seleccion y aislamiento de bacterias. De este modo, primero, se agregd 1 g de
suelo en un tubo de ensayo junto con 9 ml de agua, se homogenizo ligeramente en un
agitador vortex durante un minuto, y a partir de esta solucion se realizaron diluciones de
v/v en serie, hasta la dilucion 1073, esto con el fin de poder aislar facilmente las bacterias,
ya que es mas facil detectar colonias de microorganismos a medida que aumentan las
diluciones. Posteriormente, se procedi6 a sembrar 0,1 ml de cada dilucion en placas Petri
que contenian los dos medios de cultivo (Mac Conkey y Sabouraud Dextrose) con sus
diferentes concentraciones de HgCl,, mediante la técnica de extension en superficie. Los

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

Luego de 5 dias se evidencio 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 HgCl,, estos medios
fueron incubados a la misma temperatura (20° C) por 5 dias. Este procedimiento de
siembre y resiembra se repitio algunas veces hasta que se llegaron a obtener cultivos puros
con dos Unicas cepas de bacterias (Vera, 2016), a las cuales se les asigno el cédigo 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 analizo la capacidad de
las cepas aisladas para crecer en medio liquido. Con la ayuda de un asa bacterioldgica
estéril se tomo una pequefia muestra de cada cepay se sembré en 20 ml de caldo Lisogenia
a 20°C (Anexo 4), el cual contenia concentraciones de 0; 50; y 100 ppm de HgCl,. Este
medio de cultivo liquido, es nutricionalmente rico, utilizado principalmente en el cultivo

de bacterias (Irawati et al., 2012)

Trascurrido el tiempo de incubacion (2 dias) y al notar crecimiento bacteriano de las dos
cepas en los caldos de cultivo, se procedio a determinar la cinética de crecimiento
bacteriano, para ello, se realizaron diluciones en serie (v/v) hasta 10~ de cada uno de los
medios. De estas diluciones se agregd 0,1 ml nuevamente en los medios sélidos
MacConkey (diluciones con la cepa BA) y Sabouraud Dextrose (diluciones con la cepa
BN), los mismos que contenian las mismas concentraciones en las cuales se desarrollaron
los aislados en el caldo Lisogenia, es decir 0; 50; y 100 ppm de HgCl,. Se analiz6 el
desarrollo de colonias por 10 dias manteniendo las placas a 25°C.

Para la determinacion de la concentracion microbiana, se realizo un recuento directo en
placas Petri (medios s6lidos), sin el uso de un microscopio éptico, puesto que las colonias
tenian un tamafio considerable, lo que permitia 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 dilucion en la que se trabajo.

En este procedimiento se realizaron dos réplicas, y el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) se llevé a cabo en la dilucion v/v 10 para las bacterias que fueron
sembradas en concentraciones de 0; y 50 ppm de HgClz, mientras que las bacterias que
fueron sembradas en 100 ppm de HgCl fueron contadas en la dilucion v/v 10*. Con los
valores obtenidos en cada placa la estimacién de la capacidad de crecimiento de cada

cepa, se calculé mediante la siguiente férmula:

UFC _ (#de Colonias por placa X Inversa de la diluci6n)

ml ml de la muestra sembrada
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Para poder realizar la curva de crecimiento bacteriano, se recomienda registrar los datos
cada dia del aumento del nimero de colonias, sin embargo, debido a la disponibilidad del
laboratorio donde se trabajo, los valores fueron registrados sélo en los dias 2, 5,7 y 10.

4.4.2 ldentificacion Bacteriana
A las dos cepas que pudieron resistir las distintas concentraciones de HgCl», se les realiz6
una identificacion a nivel fenotipica, analizando sus caracteristicas microscopicas y
macroscopicas, ademas, se realizaron pruebas bioguimicas que se tenian a disposicién en

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

Las caracteristicas macroscépicas de las colonias, se analizaron al sembrar las dos cepas
en agar Sabourad Dextrose durante 24 horas a 35°C. Por otro lado, las caracteristicas

microscopicas se analizaron observando a los microorganismos a traves del microscopio.

Las pruebas bioguimicas a las dos cepas de bacterias comenzaron con la prueba de tincion
Gram, un color rosado en esta prueba nos indica que las bacterias son Gram (-), mientras

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

Posteriormente se analizé la presencia de la enzima oxidasa, evaluando la aparicion de
un color violeta o purpura (oxidasa positiva) al exponer las colonias al reactivo de
oxidasa. De igual manera, se analizo la presencia de la enzima catalasa, para ello se
agrego peréxido de hidrogeno sobre una muestra de las cepas de bacterias, la aparicion

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

También, se analizd 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 analizo el crecimiento de las bacterias en medio King A y King B, con el

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

4.5 Determinacion 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
liquido, tanto la cepa BA como la BN fueron inoculadas en Erlenmeyers que contenian

100 ml de caldo Lisogenia (medio en el cual las bacterias ya habian presentado una gran
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adaptacion y desarrollo), con concentraciones de 50; y 100 ppm de HgCl»; estos medios
fueron incubados a temperatura ambiente usando un agitador (shaker) a 200 rpm durante
5 dias. Luego de haber transcurrido el tiempo de incubacién, se separd cuidadosamente
el medio liquido, de una biopelicula que formaron las bacterias en las paredes del
Erlenmeyer; el medio liquido fue almacenado en un frasco de vidrio junto a 1ml de acido
nitrico (con el fin de preservar la muestra) y enviado al laboratorio de analisis de agua
ANAVANLAB, en Quito, con el fin determinar la concentracion de Hg presente en el
medio. Una reduccidn en la concentracion de Hg en los medios liquidos 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 accién de las bacterias) que
modifique la concentracién inicial y final de Hg, tras haber transcurrido el tiempo de
incubacion; estos medios también fueron incubados a 200 rpm por 5 dias (Coley &
Zapata, 2006).

Debido a la pandemia de Covid-19 en este estudio s6lo se realizaron dos réplicas del
porcentaje de remocidn 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 asi 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 podria afectar los resultados ya que
durante este tiempo las dos cepas de bacterias se encontraban en estado de conservacién

criogénica.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Concentracion de mercurio en las tres muestras de suelo de tres sitios de
Portovelo
El rango de concentracidn 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 estan de fueran los limites 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 recuperacion (10 mg/kg) (TULSMA, 2017). Asi
también, superan los limites establecidos en normativas internacionales, por ejemplo en
Per0 la concentracion de Hg en suelo de uso comercial, extractivo o industrial, no debe
superar los 24 mg/kg (MINAM, 2017); mientras que en México la concentracién de Hg
en suelos de uso agricola, residencial y comercial, no debe superar los 23 mg/kg
(PROFEPA, 2016). La elevada concentracion de Hg en los dos puntos supone el uso de
Hg en estos puntos para la separacion de oro que viene dandose desde afios pasados; por
otro lado, en el punto donde no se detectd presencia de Hg se puede asumir que este metal
pudo ser arrastrado por las lluvias o que en afios anteriores no se utilizaba este metal en

la separacion 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, vémitos,
ceguera, depresion, e incluso la muerte; en aves concentraciones de 2 mg/kg puedes
causarles lesiones en los 6rganos y provocarles la muerte (Albuja et al., 2012; Elika,
2013).
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Figura 4. Concentracion 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 surgio de las muestras de suelo M1y M2, en los dos
medios de cultivo (MacConkey y Sabourad Dextrose), los mismos que contenian 0; 50;
y 100 ppm de HgCly; por otro lado, de la muestra M3 no se evidencio crecimiento de
ningln microorganismo. Los microorganismos que crecieron de la muestra M1, surgieron
de la dilucion 10°3; mientras que los organismos que crecieron de la muestra M2 surgieron
de las diluciones 107%;102; 102 (Tabla 5).

En la muestra M2 las bacterias crecieron en las tres concentraciones, esto puede estar
relacionado al hecho de tener una elevada concentracion 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, razén por la cual pueden adaptarse a cualquier medio. Ademas podrian
haber generado mecanismos de crecimiento en donde sélo las bacterias mas aptas crecen,
es por ello que a pesar que en 107 la concentracion de microorganismos es alta, sélo se
adaptaron aquellos microorganimos que pudieron adaptarse al medio y lograron superar

a otros.
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El nimero de colonias de microorganismos fue mayor (visualmente) en los medios de
cultivo que fueron inoculados con la dilucién 107 tanto para la muestra M1 como para
M2, es por ello que las resiembras fueron realizadas s6lo con los microorganismos que

crecieron en los medios de cultivo con estas diluciones.

Tras haber realizado tres resiembras, se logro aislar 2 cepas de microorganismos puros,
las cuales resultaron ser diferentes entre si y lograron resistir concentraciones de 50 y 100
ppm de HgCl.. A estas dos cepas de microorganismos se las denominé: BA 'y BN; la cepa
BA se desarrollo a partir de la muestra M1 (Figura 5), mientras que la cepa BN se

desarroll6 a partir de la muestra M2 (Figura 6).

Tabla 4. Establecimiento de microorganismos en medios de cultivo con diferentes
concentraciones de HgCI2.

Muestras de Medios de cultivo con 0; 50; y 100 ppm de HgCl2
sueloy sus
o Agar MacConkey Agar Sabouraud Dextrose
diluciones en
agua. Oppm | 50 ppm | 100 ppm | O ppm 50 ppm | 100 ppm
M1 (10%) X X X X X X
M1 (10?) X X X X X X
Ma | vl v v | v | v ]| ¥
N S Y 2 A VA
MU |l v v v v Y
MU |l v v v v Y
M3 (10 X X X X X X
M3 (102 X X X X X X
M3 (103) X X X X X X

* X No se evidencia desarrollo de microorganismos.
**y" 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 identificacion 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 morfologia de baston.

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

morfologia redonda.

Al analizar las caracteristicas macroscépicas de las colonias que se desarrollaron a partir
de las cepas BA y BN, se evidencid que las colonias de la cepa BA presentaron una
superficie elevada, forma circular, borde redondo, textura rugosa, y un tamafio entre 1y
2 mm; mientras que las colonias de la cepa BN presentaron una superficie elevada, forma

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

La tincién Gram fue negativa para las dos cepas y al analizar sus caraceteriticas
microscépicas se pudo observar que la cepa BA presentaba estructuras en forma de
baston, ademas, eran cortas y agudizadas en los extremos (Figura 7); mientras que la cepa
BN present6 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 ¢ oxidasa, y por ende se pueden tratar de bacterias aerobias o

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

La cepa BA result6 ser catalasa positiva, es decir presentan la enzima catalasa; por otro
lado, la cepa BN resulto ser catalasa negativa, por lo tanto, no presenta la enzima catalasa,
razon por la cual esta cepa de bacterias podria tratarse de estreptococos o de algun otro

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

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

color blanco-gris, razon por la cual se sospecha que podrian tratarse de bacterias lactosa
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negativas; por otro lado, la cepa BN presento colonias de color rosado, razon por la cual

se sospechd que son bacterias fermentadoras de lactosa.

A la cepa BN no se le realizaron méas pruebas de identificacion, ya que no se llegé a tener

ningun indicio del género de bacteria en cuestion.

A la cepa BA que se sospechaba que podria tratarse de bacterias Pseudomonas, por los
resultados de las pruebas anteriores (catalasa positiva, oxidasa positiva, lactosa negativa),
se le realizd 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,
razon 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 bioquimicas aplicadas para identificar los grupos de
bacterias.

Pruebas de identificacion

Bacterias Tincion Agar Mc Morfologia
aisladas Oxidasa Catalasa King A KingB g . 20
Gram Conkey | (microscopica)
Cepa BA Negativo  Positivo | Positivo Negativo Negativo Lacto_sa Baston
Negativa
Lactosa Redondas,
Cepa BN Negativo Positivo Negativo — ----- | ----- Positiva agru;a;cézs en

e No se realizo
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Gram Negativo.

Fi ra 6. Cultivo de la cepa denominada “BN”, un Coco
Gram Negativo.
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Figura 7. Cepa BA vista en el microscopio.

Figura 8 epa BNista en el microscopio.
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Figura 9. Tincion Gram de la cepa BA.

o, T e

Figura 10. Tincién Gram de la cepa BN.
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6.3 Cinética de crecimiento Bacteriano

El anélisis de crecimiento bacteriano se realizd en las dos réplicas por separado, ya que
el rango de valores fue muy grande, generando un elevado error estandar, que a su vez
genera un porcentaje de incertidumbre considerable; ademas, 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 HgClo.

Las dos cepas de bacterias presentaron crecimiento en las tres concentraciones (0;50; y
100 ppm) de HgCl>. En la primera réplica (R1) el nimero de colonias tanto de la cepa BA
como de la cepa BN result6 ser mayor que la réplica 2 (R2) en todas las concentraciones
de HgCl, (Tabla 6).

Se observaron tendencias de crecimiento completamente diferentes en cada
concentracion. En la cepa de bacilos a medida que aumenta la concentracion de HgCl»
disminuye el nimero de colonias (Tabla 6); mientras que, en la cepa de cocos, el nimero
de colonias fue mayor en una concentracién de 50 ppm, que en 0 o 100 ppm de HgCl;
(Figuras 11y 12).

Tanto en R1 como en la R2, la tasa de crecimiento de las bacterias en las tres
concentraciones de HgCl», se desarrollo de forma comun, siguiendo las cuatro fases
tipicas de la curva de crecimiento bacteriano, las cuales son: fase de latencia, fase

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

En las dos réplicas, en una concentracion de 0 ppm la cepa de bacilos present6 una fase
de latencia muy corta; la fase exponencial o de crecimiento rapido, se produjo
aproximadamente a partir del dia uno y durd hasta el dia siete, a partir de este dia el
numero de colonias no varid hasta el dia diez; mientras tanto la cepa de cocos presentd
una fase de latencia que durd hasta el dia dos, a partir de este dia se dio una fase
exponencial hasta el dia siete, y a partir de ese punto se produjo la fase estacionaria hasta
el dia diez (Figuras 11 y 12).

En las dos réplicas, en una concentracion de 50 ppm de HgCl, tanto la cepa de bacilos
como la de cocos presentaron una fase de latencia que duré menos de un dia; la fase

exponencial se produjo aproximadamente a partir del dia uno, y llegé a su pico maximo
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de crecimiento en el dia siete, a partir de este dia se produjo una fase estacionaria en

donde el nimero de colonias se mantuvo constante y no aument6 (Figuras 11 y 12).

En las dos réplicas, en una concentracion de 100 ppm de HgCl2 la cepa de bacilos presentd
una fase de latencia corta que duré menos de un dia, puesto que se puede observar que
desde aproximadamente el dia uno se presenta un crecimiento exponencial, este
crecimiento, a diferencia de las otras concentraciones se mantiene hasta el dia 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 dia uno aproximadamente, que duro hasta el dia siete, en donde comenzo la fase

estacionaria (Figuras 11y 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 finalizé en el dia diez
cuando el nimero de colonias no varid en tres dias, a excepcion de la cepa de bacilos, que

en una concentracion de 100 ppm la fase estacionaria recién comenz6 en el dia diez.

La distribucidon 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
distribucion sesgada a la izquierda, es decir, los datos se encuentran a la izquierda de la
distribucion, debido a que las bacterias crecieron muy rapido en los primeros dias,
teniendo una fase de latencia corta, y una fase exponencial que comenzo desde el dia uno

aproximadamente (Figura 11).

En R1 en ausencia de HgCl: la cepa de bacilos presenté 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 presentd un mayor desarrollo de colonias (8,90E+09) que la cepa de cocos
(4,13E+08) (Tabla 6).

En R1, en una concentracion de 50 ppm de HgCl> la cepa de cocos presentd 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 resulto
ser mayor (3,45E+09) que la cepa de bacilos (4,89E+08) (Tabla 6).

En R1 en una concentracion de 100 ppm de HgCl: la cepa de bacilos presentd 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 presentd
R2 se mantiene en todas las concentraciones tal y como sucede en R1, sin embargo, en la
R2 se identificd que el nimero 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 presentd un mayor crecimiento en 50 ppm de HgClo,
mientras que la cepa de bacilos presenté 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 relacion 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 Om 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 razon al someterlas a estas concentraciones,
éstas pudieron desarrollarse mejor que en medios sin mercurio 0 con concentraciones

superiores.

Tabla 6. UFC de las cepas de bacilos y cocos desarrolladas en 0; 50; y 100 ppm de HgCI2

UFC de bacilos (BA) y cocos (BN)

(dias) 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

10

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
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
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

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 HgCl, en R1.
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Figura 12. Cinética de crecimiento bacteriano de las dos cepas de bacterias en diferentes
concentraciones de HgCl, en R2.
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6.4 Remocién de Hg por parte de las bacterias aisladas.

A excepcion del medio de cultivo que no contenia bacterias, en todos los medios de
cultivo se realizd dos réplicas y se analizd por separado el porcentaje de remocion 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 contenian 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 méas alto de 2,85 ppm. Es
importante mencionar que R 2 se realizo seis meses después de R1, durante este tiempo
las bacterias se encontraban en refrigeracion, razon por la cual se podria 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 estandar elevado, lo
que significa un rango de valores muy dispersos, razon por la cual cada réplica se analiz6

por separado.

En los dos medios de cultivo que no contenian bacterias la concentracion final de Hg fue
de 70 y 35 ppm en las dos réplicas, presentando una variacién con respecto a las
concentraciones iniciales (Tabla 7). Se pensaria que los valores no deberian disminuir
debido a que no se agregaron bacterias, sin embargo, esta variacion ocurre debido a que
en laboratorio sélo se analiza el mercurio como tal, dejando de lado el ion cloruro; por
esta razon, y a pesar que se trabajé con concentraciones de 100 y 50 ppm de HgCly,

ocurrié una disminucioén de las concentraciones iniciales.

El porcentaje de remocién 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%. Ademas, en los medios de cultivo que no contenian bacterias el
porcentaje de remocion fue del 30%, porcentaje que se sospecha es del ion cloruro dentro

del compuesto de HgCl. (Figura 13).

En estudios similares en donde se han aislado bacterias de zonas mineras para remover
Hg, los porcentajes de remocion también son elevados, asi 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
solido. Estas bacterias también presentaron acumulacion de Hg cuando fueron inoculadas
en medio liquido con concentracién 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 Hg?* hasta 1.09'y 2,7 mg/g de peso seco de las células y eliminar
64,38 y 57,10% de Hg?>" de medios que contienen 50 y 100 ppm de HgCls,

respectivamente.

Chasanah et al. (2018), por otro lado, aisl6 4 cepas de bacterias desde relaves mineros
para determinar su capacidad de acumular Hg en caldo nutritivo que contenia 10, 20 y 30
ppm de Hg durante 24 horas, y en relaves de minas de oro a pequefia escala que contenian
41,37 ppm de Hg durante 2 semanas. la acumulacion de mercurio de las cuatro bacterias
aplicadas en los relaves de las minas de oro a pequefia 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 dltimo, Deng & Wang (2012) aislaron 3 cepas bacterianas de sedimentos marinos que
mostraron fuerte resistencia al Hg?*, (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 Hg?* respectivamente.

En todos estos estudios, se midio el porcentaje de remocién de Hg directamente en el
medio liquido; y luego de remover las bacterias acumuladas en forma de sobrenadante,
se determiné acumulacién de Hg por parte de los microorganimos. En la presente

investigacion sélo se midio la remocion del Hg en el medio liquido.

Ademas, es importante destacar que en la mayoria de estos estudios el tiempo de
incubacién duro 1 dia, mientras que el tiempo de incubacidn en este trabajo fue de 5 dias,
esto podria suponer una de las razones por la cual se removi6 un mayor porcentaje de Hg

en este trabajo.
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En los estudios anteriormente mencionados, la disminucion de la concentracion de Hg en
los medios de cultivo liquidos 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 biosorcion,
mecanismo asociado a la presencia de exopolisacaridos en la pared celular bacteriana que
sirve como quelante de metales pesados en la superficie celular, que puede dan lugar a

una acumulacion de Hg en las células.

En este estudio en particular, por lo observado (Figura 13) se sospecha que la remocion
de Hg de los medios liquidos, puede estar asociado al proceso de biosorcion, ya que se
pudo observar claramente la formacién de biopeliculas 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 acumulacion de Hg por accion enzimatica, 0 una combinacion de los dos
mecanismos. EI Hg mercurio desaprecié del liquido, pero mas que seguro no se hizo aire,
sino que se acumul6 en forma sélida en las costras; este seria el trabajo logrado por ellos:

Limpiar el liquido y acumular una fase solida.

Tabla 7. Porcentaje de remocion de Hg en medio liquido.

Porcentaje | Porcentaje

Concentracion | Concentracion | Concentracion de de

Bacteria inicial de final Hg R1 final Hg R2 Remocién | Remocion
HaCl, (ppm) (ppm) R1 (%) 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. Concentracién de Hg en los medios liquidos luego de 5 dias de inoculacién.
*SB: Medio de cultivo sin bacterias.

Figura 14. Biopeliculas bacterianas en los Erlenmeyers luego de 5 dias de incubacion.
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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 estdn contaminados por este metal. Ademas se
evidencié que suelos que se encuentran en los alrededores de areas mineras no
presentaron Hg, por otro lado aquellos suelos en donde ocurre practicas mineras,

especialmente amalgamacion las concentraciones de Hg son elevadas.

Se encontraron y seleccionaron 2 grupos de bacterias resistentes a concentraciones de 50
y 100 ppm de HgCl.. 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 presentd un mayor crecimiento de colonias tanto en los medios no
contaminados con HgClz, como en los medios con una concentracion de 100 ppm de
HgCl.. Sin embrago, el grupo de bacterias Coco Gram Negativo mostré mayor

crecimiento de colonias en medios contaminados con 50 ppm de HgCl..

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 liquido; mientras que
en la réplica 2 el porcentaje de remocidn fue superior al 96% por parte de las dos cepas

de bacterias.

7. RECOMENDACIONES

1. Esimportante realizar la toma de muestras al menos por triplicado en cada punto,
de esta forma se tendra un valor de referencia con datos estadisticos que
corroboraran la concentracion de Hg en cada punto.

2. Se sugiere que, en el proximo plan de ordenamiento territorial del Cantén
Portovelo, se tome en cuenta aquellas zonas en donde ocurren practicas mineras
para cambiar el uso de suelo, ya que muchas de estas zonas se encuentran con un
uso de suelo agricola.

3. Para disminuir errores durante la medicion de la concentracion 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 medicion de la concentracion de Hg en las biopeliculas
formadas en los Erlenmeyer, ya que ahi se puede saber la cantidad exacta de Hg
que las bacterias pudieron adsorber por cada gramo de biopelicula.

5. Para que el estudio tenga validez para proximas investigaciones, es necesario
realizar una identificacion bacteriana mas a fondo, realizando méas pruebas
bioquimicas o utilizando técnicas mas avanzadas como el analisis del ADN de
cada cepa de bacteria.

6. ES necesario generar un mayor numero de réplicas y en el mismo periodo 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 podria ser de sumo
interés para entidades que se dedican a investigar la biorremediacion, 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. Latoma de muestras se considera como uno de los puntos mas importantes y a la
vez mas dificiles debido al hecho de que no se puede tener acceso a las zonas
mineras, por esta razon, hay que estar preparados y buscar estrategias de

convencimiento a los propietarios de los terrenos.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Concentracién de Hg en muestras cercanas a zonas mineras

LABORATORIO DE SANEAMIENTO
Panamericana Norte Km. 5y 1/2. - Cuenca INFORME DE RESULTADOS Pagina 1de 1
Telf : 4175568
FECHA: 18/03/2020 INFORME N°: 110/02/20

DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE

NOMBRE PACHECO FAJARDO JUAN DIEGO
SOLICITADO POR:  SR. JUAN DIEGO PACHECO
DIRECCION: ORDONEZ LAZO

MUESTRA

CcODIGO: 110/01-02/20

DESCRIPCION (Fuente): AGUA DE MINERIA

PROCEDEMCIA (Lugar): PORTOVELO

FECHA DE RECEPCION:  11/03/2020

ENTREGADAS EN EL LABORATORIO POR: SR. JUAN DIEQ PACHECO

RESULTADOS

FECHA MUESTRA 1
PARAMETRO
METODO REALIZACION| UNIDAD 1100120
MERCURIO SM 3120 ICP 13/032020 ugd <6
FECHA MUESTRA 2
PARAMETRO METODO reaLzacion| UNIDAD 110/02/20
MERCURIO SM 3120 ICP 13/03/2020 ugl <6

Atentamente,
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Anexo 2. Composicion e indicaciones generales del Agar MacConkey.

= - A
Britania

B0211405 B0211406

Mac Conkey Agar

uso

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negati-
vos de fécil desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos a partir
de muestras clinicas, aguas y alimentos. Todas las especies de la
familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo.

Su férmula cumple con los requerimientos de la Armonizacion de
Farmacopeas Europea, Japonesa y de los Estados Unidos de Nor-
teamérica (EP, JP y USP respectivamente).

FUNDAMENTO

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes ne-
cesarios para el desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de
carbono fermentable, y la mezcla de sales biliares y el cristal violeta
son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte
de la flora Gram positiva. El agar es el agente solidificante.

Por fermentacion de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la
colonia. Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo
neutro), la absorcién en las colonias, y la precipitacién de las sales
biliares.

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen co-
lonias incoloras.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cadigo BO211405: envase x 100 g.
Cédigo B0211406: envase x 500 g.

FORMULA (en gramos por litro)

PEPTONA DE CARNE 15
PEPTONA DE GELATINA 170
TRIPTEINA 15
LACTOSA 100
MEZCLA DE SALES BILIARES N3 o.ooooeomceimmmscmcsmsmssnssns 15
CLORURO DE SODIO. 50
ROJO NEUTRO 003
CRISTAL VIOLETA 0.001
AGAR 135

pH FINAL: 7.1 + 0.2

Juan Diego Pacheco Fajardo

INSTRUCCIONES

Suspender 50 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5
minutos. Calentar con agitacién frecuente y llevar a ebullicién 1 a
2 minutos hasta disolver completamente. Distribuir en recipientes
apropiados y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medio de cultivo deshidratado: color beige rosado, homogéneo, li-
bre deslizamiento.

Medio de cultivo preparado: color rojizo pirpura.

ALMACENAMIENTO
Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.
Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO

Siembra

En superficie: inocular directamente la muestra por estria.

En profundidad: inocular una alicuota de la muestra directa o de su
dilucién. Verter un volumen del medio de cultivo fundido y enfriado
a 40-45°C. Homogeneizar mediante movimientos de vaivén y rota-
cién. Dejar solidificar.

Incubacion
En aerobiosis, a 35-37 °C durante 18-48 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Microorganismos fermentadores de lactosa: colonias rosadas-
rojizas. Puede observarse halo de precipitacion biliar.
Microorganismos no fermentadores de lactosa: colonias del
color del medio, incoloras.
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Anexo 3. Composicion e indicaciones generales del AgarSabourad Dextrose.

Agar Dextrosa Sabouraud EP/USP Cat. 1024

Para el cultivo de hongos y levaduras.

Informacion practica

Aplicaciones Categorias

Recuento no selectivo Hongos v levaduras

Indusiria: Farmacéutica/Veterinaria / Clinica / Alimentacion / Cultivo general c E
Regulaciones: USP ( 1SO 11133/ Farmacopea Europea

Principios y usos

Agar Dextrosa Sabouraud se puede ullizar para cultivar levaduras, mohos (como hongos patégenos, particularmente aquellos asociados con
infecciones de |a piel) y microorganismos aciduricos. Este medio también se usa para determinar el contenido microbiano y fungico de los cosméticos y
para la evaluacion micolégica de los alimentos.

La férmula se basa en la Farmacopea Europea. La dextrosa es el carbohidrato fermentable que proporciona carbono y energia. La mezcla de peptona
proporciona nitrbgeno, vitaminas, minerales y aminodcidos esenciales para el crecimiento. El agar bacteriolégico es el agente solldificante. La alta
concentracidn de dextrosa y el pH écido hacen que este medio sea selectivo para los hongos.

Georg et al. demostraron que el agar basico enriquecido con tres antibiéticos mejora considerablemente el aislamienta de hongos patbgenos de fuenles
altamente contaminadas. Para preparar un medio de cullivo selectivo agregar asépticamente lo sigulente por cada litro del medio antes de usar: 04 g
de cicloheximida; 20 unidades de penicilina; 40 mg de estreptamicina.

Se puede obtener un medio de Sabouraud muy rico disolviendo el medio en un litro de infusién de corazén (Cat. 1714).

La Farmacopea Europea recomienda este medio en el parrafo 2.6.12: "Microbiological examination of non — sterile products: Microbial enumeration test'

para el examen de TYMC en productos. En el parrafo 2.6.13: "Microblological examination of nan-sterile products: Test for specified microorganisms"
para la prueba de Candida albicans en productos.

Formulaen g/l

Dextrosa 40 Agar bacteriolégico 15
Mezcla de digerido pé ptico de tejido animal y pancreatico de 10

caselna (1:1)

Preparacion

Suspender 65 gramos del medio en un litro de agua destilada. Mezclar bien y disolver con calor y agitacion frecuente. Hervir durante un minuto hasta la
disolucion completa. Distribuir en recipientes adecuados y esterilizar en autoclave a 118-121 °C durante 15 minutos. NO SOBRECALENTAR, ya que
facilita la hidrélisis de los componentes y que el medio permanezca blando.
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Anexo 4. Concentracién de la muestra de suelo M1.

Servicio de ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS
'
Exmonno. ANAVANLAB CIA. LTDA. QOO
Acreditacion N* SAE LEN 13.006 Matriz: La Primavera |, Leonardo Da Vinel 56-236 y Alberto Durero, Cumbayd.
LASORATORID DR RfsA Vs Contactos: 3550852 / 5143303 / servicoalcliente@aaalab com.ec ANAVANLAEB
Muestra AAALSD No- 21075
Pigna L de )
INFORME DE RESULTADOS N2 21075
1.+ DATOS GENERALES
CLENTE: PACHECO FAJARDO JUAN DIEGO TELEFONO: 0997393277
DIRECCION AV. ORDONEZ LA20 S/N ATENCION A: JUAN PACHECO
2. INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA. CUMPLE LUGAR DE TOMA DE MUESTRA MINERA
TIPO DE MUESTRA OTRO FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 22/10/2020
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: 20+ 086 MEDIO DE CULTIVO RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: CLENTE
FECHA DE RECEPCION MUESTRA. 23/10/2020 PERIODO DE REALIZACION DE ANALISIS: 23/10/2020 al 30/10/2020
3. RESULTADOS:
AA PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADO **INCERTIDUMBRE + % U
) Mereurio AAAPESO12/ EPA 7061 A/ 74718, 3051 mg/L 92,900 20
NOTAS.
AA (Acreditaciones): ke oo AL **Las valorn " g
w0 e evtimado con Kx). nbeed de corflanss 95, 45%
e N1 Ne en ponliale wvalua of cumplenients detedo » gue of lrrite wiperiar del masode @1 ko o le serms
(3 adon con (%) ne eetin e o L Mo e poutde evaluar ef aue perion & b noema
poedmacon SA
b £n ol mantade s of leborater e L los anakan nteontadadea.
3 Ensaven destro del slcance de AL el sanden o S Avenida ¥ de Octitirn 5 Miguel Gambios svauna, [ Cocs
o ko afects & b e Toma de b/
S ol cho nte sumenistrd ks mestra, los resultados aphcan a 1a meeitra como e recblo.
4. OBSERVACIONES INFORME APROBADO
Y AUTORIZADO POR:
Leda. Alejandra Hidalgo
Gerente Técnica
ANAVANLAB CIA. LTDA.
Quito, 30 de octubre de 2020
MCO0703-07 Se prohibe su reproduccion total o parcial sin autorizacidn de ANAVANLAB CIA LTDA
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Anexo 5. Concentracién de la muestra de suelo M2.

Sarvicio do

v

Acroditacion N* SAE LEN 13.006
LABORATORIO DE ENSAYOS

Ecuatoriarn

ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS
ANAVANLAB CIA. LTDA.

Matriz: La Primavera |, Leonardo Da Vind 56-236 y Alberto Durero, Cumbayd.
Contactos: 3550852 / 5143303 / servicloalchente@aaalab. com ec

o
ANAVANLAB

Muestra AAMLAD No: 21074
Phging 1 de 1

INFORME DE RESULTADOS N¢ 21074

1. DATOS GENERALES

CLENTE: PACHECO FAJARDO JUAN DIEGO TELEFONO: 0997393277

DIRECCION: AV. ORDORIEZ LAZO S/N ATENCION A: JUAN PACHECO
2. INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA: CUMPLE LUGAR DE TOMA DE MUESTRA MINERA

TIPO DE MUESTRA OTRO FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 22/10/2020
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: 20 - 085 MINERA RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: CLENTE

FECHA DE RECEPCION MUESTRA: 23/10/2020 PERIODO DE REALIZACION DE ANALISIS: 23/10/2020 al 30/10/2020

3. RESULTADOS:
AA PARAMETRO METODO ANAUTICO UNIDADES RESULTADO **INCERTIDUMBRE +% U
" Mercurio AAA-PE-SO12/ EPA 7061 A / 7471 B, 3051 mg/L 195,600 20
NOTAS:
AA (Acreditaciones): fewra dol sesres do Al *Lon valeres e bneertidarnbre w8 exprean e sorteniae v
A%
L scace dn i Ny N0 4 poniile valuar of cumplimimnts debiclo & gue of Imits Wiper har el retec o1 bnberior & 1s sorma
(*): Lo wrrampms mareadion con (*) e estin Indhuides en of slcance de LY Noes posbie evaluar o curvgmiento dehite 2 oue of [Imte de cuantifacacin del mtedo e wmer o & ls norms
wereditacinn SAL
2: Eraayos subcontmmados. £ ol spartaca de e ne andbin
1 Eraayos deetro del skance de acrediacn del SAE reat zadon en Swcursal Octirn y eaquana, 11 Cocn
0 presente inkame selo afects a la muest 1 assbliaila Toma de ANAVANLAR: AAA-P1AC) | AAA-1Y 4001

Sl el diente suministrd la muestra, los resultados apican & la muestra como se recitid.

4. OBSERVACIONES

INFORME APROBADO
Y AUTORIZADO POR:
Leda. Alejandra Hidalgo
Gerente Técnica
ANAVANLAB CIA. LTDA.

Quito, 30 de octutwe de 2020

MC0703-07

Se prohibe su reproduccitn total o parcial sin autorizacion de ANAVANLAB CIA LTDA

Juan Diego Pacheco Fajardo
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Anexo 6. Concentracion de Hg del medio liquido en donde se sembrd la cepa BN con 100 ppm de HgClz. (R1).

ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS
Btorano ANAVANLAB CIA. LTDA, D @
Acreditacién N* SAE LEN 13-008 Matriz: La Primavera |, Leonardo Da Vingi $6-236 y Alberto Durero, Cumbayd.
LABCIUCTONIG DR ENSANOS Contactos: 3550852 / 5143303 / servicioalcliente @aaalab.com ec ANAVANLAB
Muestra AAALsD No: 20825
Pagina 1da 1
INFORME DE RESULTADOS N2 20825
1. DATOS GENERALES
CLIENTE: PACHECO FAIARDO JUAN DIEGO TELEFONO: 0997393277
DHRECCION: AV. ORDOREZ LAZO /N ATENCION A: JUAN PACHECO
2, INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DF LA MUESTRA: CUMPLE LUGAR DE TOMA DE MUESTRA: MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO
TIPO DE MUESTRA: OTRO FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 28/05/2020
IDENTIEICACION DE LA MUESTRA: 20- 263 BN100 RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: CLIENTE
FECHA DE RECEPCION MUESTRA: 29/09/2020 PERIODO DE REALZACION DE ANALISIS: 28/09/2020 al 07/10/2020
3. RESULTADOS:
AA PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADO **INCERTIDUMBRE +% U
* Mercurio ARMPE-SO12/ EPA 7061 AJ TAT1 8, 3051. me/L <0,005 30
NOTAS:
AA |Acreditaclones): “imtemretanores. hiera oef dtance de acedracdr SAE #*1o% valnres de icevisiambre 1= espresan en portentaje ¢
5 Fan estimade con K= nived de corflanza 95, 45%
L Ensarea que | adcance de S LS Feo e3 posidle cuahaar of cumplmientio debion & Jue of Imile Jwoeror oo meteco e nfkenor 4 la norma
(3 martades con [* e ch en el alcance de - Koes } ' wplimie auperiora la nomme
Acreacmn SAE
& Ensanen En e apartad: ndicaei’ ANLSAN LAY PO ks anadnly
1. Ensayen dentro ded sheases de idr del SAE reall Oetutire v Migued Gamitod egena, L] Cocs
0 ok wierts @ b 3 Frocerimiern de Toma de maestra utiicase por ARAVANLAR AAA-PHAD0D | ARA-H1-5001
S &l cliente suministnd b muestra, los Kados splicana la rechia.
4, OBSERVACIONES INFORME APROBADO
Resuliado de mercurio bajo rango acreditade 0,003 mg/L Dagieally sigrd Y AUTORIZADO POR:
e Leda. Alejandra Hidalgo
:__m“ 2 Geranta Técnica
Daie 20201007 ANAVANLAB CIA. LTDA.
m
Lacson Ouito. 7 de octubre de 2020
MCO703-07 Se prohibe su reproduccién fotal o pandal sin autorizacion de ANAVANLAE CIA LTDA .
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ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS O
Acroditacidn N* SAE LEN 13-006 Matriz: La Primavera |, Leanarde Da Vinel §6-236 y Alberto Durero, Cumbayd.
LABORATORIO DE ENBAYGS Contactos: 3550852 / 5143303 / servicioalcllente @aaalab. com.ec ANAVANLAB
Muestra AAALsD No: 20823
Paginadol
INFORME DE RESULTADOS N2 20823
1 DATDS GENERALES
CLIENTE: PACHE CO FAJARDO JUIAN DIEGO TELEFOND: 0997383277
DIRECCION: A/ ORDONEZ LAZO S/N ATENCION A: AUAN PACHECO
2 INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE L& MUESTRA: CUMPLE LIGAR DE TOMA DE MUESTRA: MEDIO DE CUDVO LIQUIDO
TIPO DE MLESTRA: arRo FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 2/09/2020
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: 20.- 261 BNSO RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: CLIENTE
FECHA DE RECEPCION MU ESTRA: 29/09/2020 PERIODO DE ALALIZACION DE ANALISIS: 18/09/2020 3l 07/10/2020
3. RESULTADOS:
AA PARAMETRO METODO ANALITICO LiNIDADES RESLILTADO **INCERTIDUMBRE +% U
(5] Mercurio AAMCPE-S012/ EPA TOEL A/ TAT1 B, 3051, mg/L <0,005 30
NOTAS:
Al | Aceditadones) I fuera el ke SAE **Lan vakres de incertidy i 10 s en parcentajey
e e ik o W3, mheed oo comian s 95,455
L Em s que w snceentran dentral del skance de acredicaciken S40 Mz Mo e podtale mabar o it L imberior alanorma
) s ensayos marmados com (%) no essin induidan e o doance oo NI ke sl o detica aque o Bmit #1 3 pevior 2 lanorma
mcwsdiackin SAL
2 B ay0r sibcontimacos. in ef . AR ANLAR por ot an s
1 Emyayma dentrg delakance de scredtacion del SAL rediadon m Securad idad ina, AL
1 presenis i faeme sollo skects & ba muestre snalaads Tamade [ | AAASTADCS [ ARAPIS00 L
5 ¢l diente sumini st la muestn, los resultados aplican a s muestra coma se recibio.
4. OBSERVACIONES NFORME APROBADO
fesultado de mercurio bajo mngo acreditada 0,003 me/L. Doty sigradt YAUTORIZADO POR:
R iliona Leda. Alejandra Hidalgo
e ] Gerente Técnica
Das 2030 1007 ANAVANLAB ClA. LTDA.
Adviniats
Loeasesy - Quito, 7 de oclubre de 2020
MCOT03-.07 Se prohibe su reproduccion (otal o parciad sin autorizacion de ANAVANLAB CIALTDA
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Anexo 8. Concentracion de Hg del medio liquido en donde se sembrd la cepa BA con 50 ppm de HgCl: (R1).

ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS

Eustorers ANAVANLAB CIA. LTDA. D (,.)
Acreditacian N* SAE LEN 13-006 Matrie: La Primavera |, Leonardo Da Vincl 56-236y Alberto Durero, Cumbaya
LABORATINGG OE ERGAYOS Contactos: 3550852 / 5143303 / servicioslcliente @aaalab.com.ec ANAVANLAB

Muestra AAALsD No: 20826

Paginaldel
INFORME DE RESULTADOS N¢ 20826
1 DATOS GENERALES
CLIENTE: PACHECD FAJARDOD JUAN DIEGO TELEFONO: 0997393277
DIRECCION: A/ ORDONEZ LAZO 5N ATENCION A: JUAN PACHECO
2. INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA: CUMPLE WGAR DE TOMA DE MUESTRA: MEDIO DE CUMVO LIQUIDD
TIPO DE MUESTRA: OTRO FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 28/0%/2020
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: 20 - 250 BASD RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: CLIENTE
FECHA DE RECEPCION MU ESTRA: 2/09/2020 PERIODO DE REALIZACION DE ANALISIS: 28/09/2020 al 07/10/2020
3. RESULTADO 5:
AR FARAMETRD METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADO **INCERTIDUMBRE +% L
] Mercurio AAA-PE-SD12/ EPA TO61 A/ 7471 B, 3051, mafL <0,005 30
NOTAS:
A | Acreditacianes): AE ey vallorws W
e estimaadn oo K=2, mhvel de confiames 95, 45%
L Ensayos que sheange o saE . Ho s padtis el of detskdo a Wi son intetor alananma
1]: e en sy marcada con (*] o s induidos = o dnes de L S e pesike evalasr detile 8 que amilicac 1 muperioeal
it SAE
> PR [ " ke
¥ Ensayen del BAE 9 ce Derubiee eyuing, Bl Caen
u akciaa e -« #Frocedimiento de Toma de mussira utilzada por ARAVANLAR: AAASEADD S { ALAHHS01
Si el diente suministrd la muestra, los resultados aglican & b muestrs como se recibic,
4. OBSERVACIONES NFORME APROBADO
Fesultade de mercurio bajo mnge acreditade 0,003 mg/L. Cupesily tagrind YAUTORIZADO POR:
Ly O Loda. Alejandra Hidalgo
IDALGO
&“’%ﬁ-mw Gerente Técniea
e ANMANLAB CIA. LTDA.
Raosser.
Anmaiat
Locason: - Quito, 7 de octubre de 2020
MCO703-07

Se prohibe su reproduccion total o parcisl sin aulorizacion de ANAVANLAB CIALTDA.
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Anexo 9. Concentracion de Hg del medio liquido en donde se sembro la cepa BA con 50 ppm de HgCl: (R1).

J ‘ Servicio da ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS
-
Eumtorand ANAVANLAB CIA. LTDA. O @
Acreditacién N SAE LEN 13-006 Matriz: La Primavera |, Leonarde Da Vinc 56-236y Alberto Durero, Cumbayd.
LABORATORIO DE ENSAYOS Contactos: 3550852 / 5143303 / servicloalcliente @aaalab.com ec A NAV;A NL A B
Muestra AAALsD No: 20824
PFiginaldel
INFORME DE RESULTADOS N® 20824
1. DATOS GENERALES
CLIENTE: PACHECO FAJARDD JUAN DIEGD TELEFONOD: 0997393277
DIRECCION: A ORDOREZ LAZO SN ATENCION A JUAN PACHECD
2. INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA: CUMPLE IUGAR DE TOMA DE MUESTRA: MEDIO DE CUMVO LIQUIDO
TIPO DE MUESTRA: OTRO FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 28/09/2020
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: 20 - 262 BAIDO RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: CLIENTE
FECHA DE RECEPCION MUESTRA: B/09/2020 PERIODD DE REALIZACION DE ANALISIS: 2/09/2020 4 07/10/2020
3. RESULTADD &
AA PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADO **|NCERTIDUMBRE +% U
*) Mercurio ARA-PE-S012/ EPA 7061 A/ 7471 B, 3051, mg/L <0,005 30
NOTAS:
AR | Acreditaciones): Furrm e e i **La vabsres e v miie 1 e on paecenta ¥
3¢ ham estimadn con K=, nited de conflanca 55 45%
1 Ensapns que s escuoniran dentrol defl deance de acrediarie SAT N ewidunr o ddl metode esinkerior 2 la norma
171¢ 124 etampas manc o eom (%) A2 evtin bebiles o of deases de N %o mpoiide cvslus i & qun doll stenln e 1 supedins als nosma
amditackin AL
Ensaes En lanarada ANAANRLAR i [T —
E Enadpns deming dell déance de seradiacdn dol QAL re alicad ot o Sadairad bvendda 1 2l ¥ i, AL
akiaala Tamade par JRAAS SO0 L
S ol disnte suminisid b musstra, ks resultadas aplican 2 la muestra coma se recibis,
4. DBSERVACIONES NFORME APROBADO
Resultado de mercurio bajo mngo acreditado 0.004 meg/L. Nﬂr{m ¥AUTO RIZADO P.OR:
- - Leda. Alejandra Hidalgo
ey Garente Técnica
Cale 2o 07 ANAVANLAB CIA. LTDA.
Araveanbah
L - Quilo. 7 de oclubre de 2020
MCOTO3-07 Se prohibe Su reproduccion lolal o parcial sin autorizacion de ANAVANLAB CIA LTDA.

Juan Diego Pacheco Fajardo
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Anexo 10. Concentraciéon de Hg del medio liquido en donde se sembrd la cepa BA con 50 ppm de HgClz (R2).

ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS

ian. ANAVANLAB CIA. LTDA. O 0

Acreditacion N* SAE LEN 13006 Matriz: La Primavera |, Leonardo Da Vinci 56-236 y Alberto Durero, Cumbayi

LABIATIRIO PR EXSATHS Contactos: 3550852 / 5143303 / servicloalcliente@aazlab.com ec ANAVANLAB

Muestra AAALab No- 25546

ato

Pégina1del
INFORME DE RESULTADOS N2 25546
1.- DATOS GENERALES
CLIENTE: IHTA INGENIERIA HIDRAULICA CIA. LTDA TELEFONO 0998364296
DIRECCION: Calle Sucre y Camillo Ponce ATENCION A: DANIELA MATOVELLE
2. INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA: CUMPLE LUGAR DE TOMA DE MUESTRA: NO DISPONIBLE
TIPO DE MUESTRA: AGUA RESIDUAL FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 07/06/2021
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: BA 50 RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: IHTA INGENIERIA HIDRAULICA
FECHA DE RECEPCION MUESTRA: 08/06/2021 PERIODO DE REALIZACION DE ANALISIS: 08/06/2021 3l 15/06/2021
3. RESULTADOS:
AA  PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADO **INCERTIDUMBRE + % U
1 Mercurio AAA-PE-AD23/ SM 3114 C, 3112 6. EPA301S mg/L 1,9600 NA
NOTAS:
AA (Acreditaciones): interprataciones fusra del alcance de scredtacon WAL **Lon valorws de INCIPUAITEIT M ERHTLA €N PO RN ¥
e han estimado con Kv2, el de conkanss 95,45%
1 Ensays quE s¢ encuentran dentrok ded alcance de aowditacion SAE ML Ko €1 posbie svaluar &l Complimiento Gedifo 2 que o Emar wpenor del metace es nfenor 3 b noma
1*) Lot eraayes marcadon con (*) Ao estan mduwdos on «f skarce de " No ey porbile evakiar of 8 que ol hvite de ol 080 €3 superior 3 ks norme
seredtaciin SAL
2 £15300s WHCONTAtIAOL ££ €] ATt OF OLIENACANES 4 NACA ¢ LSOO WOCINTTAAT0. AN AUANLAR 25ume |2 1esponiabildac por ion andits sudcontradacas.
3 Ensapcn dertro gl alcance de acredtacis del SAE reslizados en Sucursal Aveneta'$ de Octubre y Muguet Gambios esquina, 1 Coca
L —— Procedemento de Toma de raestzs ullizado pox ANAVANLAR AAN- 15 4081 / AR M 3001
Sl diente suminated ls muestra, 103 resultados sghcan 4 1 muestia como se reobid.
4. OBSERVACIONES INFORME APROBADO
Y AUTORIZADO POR: \
Leda. Alejandra Hidalgo .
Gerente Técnica
e ANAVANLAB CIA. LTDA.
;wmm‘gnw uv»g
16,0017
Romon prrist, 4 *921 Quito, 15 e junio de 2021
Locasan
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Anexo 11. Concentracién de Hg del medio liquido en donde se sembro la cepa BA con 100 ppm de HgClz (R2).

ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS o
A
J Ecuatoring ANAVANLAB CIA. LTDA. OO
Acreditacion N°* SAE LEN 13-006 Matrir: La Primavera |, Leonardo Da Vingl 56-236 y Alberto Durern, Cumbayd,
LABORATORIO DE ENSAYOS

Contactos: 3550852 / 5143303 / serviciaalcliente@asalsh com.ac ANAVANLAB

Muestra AAALRS No: 25547

Pigina 1de 1
INFORME DE RESULTADOS N 25547
1.- DATOS GENERALES
CLIENTE: IHTA INGENIERIA HIDRAULICA ClA. LTDA TELEFONO 0998364296
DIRECCION: Calle Sucre y Camilo Ponce ATENCION A: DANIELA MATOVELLE
2. INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA: CUMPLE LUGAR DE TOMA DE MUESTRA: ND DISPONIELE
TIPO DE MUESTRA AGUA RESIDUAL FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 07/06/2021
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: BA 100 RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: IHTA INGENIERIA HIDRAULICA
FECHA DE RECEPCION MUESTRA: 08/06/2021 PERIODO DE REALIZACION DE ANALISIS: 08/06/2021 al 15/06/2021
3. RESULTADOS:
AA PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADD **NCERTIDUMERE + % U
1 Mercurio AAA-PE-ADZ3/ SM 3114 C, 3112 B, EPA 3015 mg/L 0,6800 NA
NOTAS:
AA [Acreditacioned] *Irim rprwtacicrm fura e scarn de acryditasicn WAE **Log sy e Incertichamibg ¥n SupteLan On parETLE ¥
m s g K+, nevel e confianza 35 45%
3 Hmayen e v e ar ™ i [ — [ p——
{*): Les ensayes marcasos oon (*) ne estin ndutos e el alcance de NE N 5 posibie @valae ol Cumpimiento Sebedo 2 que el limite de Cuancacan onl M0 £1 SuSE e 3 B norma
———
T Enaves En el apartaco de it MAVANLAS k o anaisis
3 Ermtayen dertrn dut scanca de apmeidtscebn dr AR raaisades e Sucuraad Aveds f e Octubrs y Wgoel Gambos wsira, £1Cocs
als 2 Zp Toma de Hiady AAAPLADD [ ARA-PSOOL
S el cliente suministd 1s musssi, los resultsoios aplicen 8 La mueStre coma se recbid.
4. OBSERVACIONES INFORME APROBADO
Y AUTORIZADO POR:
Leda. Alejandra Hidalgo
Gerente Técnica
ANAVANLAB ClA. LTDA
BERGTTALL ks
e homcanits "1 Quito, 15 de jurso de 2021
ey
MCO703.07 Se prohibe su reproduccian total o parcial sin sutorzacion de ANAVANLAB CIA LTDA

88

Juan Diego Pacheco Fajardo



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 12. Concentracién de Hg del medio liguido en donde se sembr6 la cepa BN con 100 ppm de HgClz (R2).

Ecuatoriano

Acreditacion N* SAE LEN 13.006
LABORATORIO DE ENSAYOS

ANALITICA AVANZADA - ASESORIA Y LABORATORIOS
ANAVANLAB CIA. LTDA.

Matriz: La Primavera |, Leonardo Da Vinci 56-236 y Alberto Durero, Cumbayd
Contactos: 3550852 / 5143303 / servicioalcliente@aaalab com.ec

SO
ANAVANLAB

Muestra AAALID No: 25548

Piginaldel
INFORME DE RESULTADOS N¢ 25548
1.- DATOS GENERALES
CLIENTE: IHTA INGENIERIA HIDRAULICA CIA. LTDA TELEFONO: 0998364296
DIRECCION Calle Sucre y Camilo Ponce ATENCION A DANIELA MATOVELLE
2 INFORMACION DE LA MUESTRA INTEGRIDAD DE LA MUESTRA: CUMPLE LUGAR DE TOMA DE MUESTRA: NO DISPONIBLE
TIPO DE MUESTRA: AGUA RESIDUAL FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 07/06/2021
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: 8N 100 RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: IHTA INGENIERIA HIDRAULICA
FECHA DE RECEPCION MUESTRA: 08/06/2021 PERIODO DE REALIZACION DE ANALISIS: 08/06/2021 3l 15/06/2021
3. RESULTADOS:
AA  PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADO **INCERTIDUMBRE + % U
1 Mercurio AAA-PE-AD23/SM 3114 C, 3112 B EPA 3015 mg/L 2,8500 NA
NOTAS:
AA (Acreditaciones): “Interpretaciones fueca def Akance de aTeORacon SAE **L0% valones O INCErTIIMANe 50 £XRTesan en PORCEta)e ¥
se han esomado con K=2, vwel de confanza S545%
1 Lnasyen que we e ncoentran dentrol del skance Ge acredtacdn JAL Ny N3 e posdie evalusr of cumphmuento e8ido 3 Gue of bevte wpRror del mdtaso ry nferar 3 1 norma
*)- Los ensayos marcados con (*) no estan induides oo el slcance de N No 1 positile exaar of of limite de ge! método e superier 3 3 norma
acmediacion SAE
2 Lnasyon witxontratadon (2 0l apertaso Se GO ENACONS 8 NI 0] Lo atono subx ontr MI30 ANAVANLAS ssure | on sl
1 Ensayos dentro del alcance de aowdtacdn del LAE realeaces o0 Secural Avenicta ) de Octutre y Miguel Gamtos esqeina §l Caca
© presents infarma l0 afecta 3 1 muestrs anataada. Procedimuenso e Toma de muestra usiizado por ANKVANLAS AAA 718007 / AAA-PI 5001
S @l cliente suministnd [ muestia, ios resultados agican 2 |3 Muestra COmo @ recidio.
4. OBSERVACIONES INFORME APROBADO
Y AUTORIZADO POR: \
Leda. Alejandra Hidalgo
Gerente Técnica
ANAVANLAB CIA. LTDA
Emm:sm P 5
u.af‘w.'&' IO 0 ito, 15 de juro de 2021
L ocaton.
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Anexo 13. Concentracion de Hg del medio liquido en donde se sembro6 la cepa BB con 50 ppm de HgCl2 (R2).

3. RESULTADOS:
AA PARAMETRO METODO ANALITICO UNIDADES RESULTADD ""INCERTIDUMBRE +% U
1 Mercurlo AAA-PE-AD23J SM 3114 C, 3112 8, EPA 3015 mg/L 10,9500 NA
NOTAS:
AR |Acreditaciones): - fusra del alcamce d s b I 1€ exptesan v
36 Ran ¢samucdn con k=2, nee] de canbanm $5.85%
| Fmmap qur e g debal de akance de scestacion 144 " o e pasitie rvatvar o] curnglimierto delain 2 gur s Bt wperior del mitodo e ifrer 3 la narsa
*}: 405 enaayos marcados con (] ne exan includos es f skasce de wa: Mioes posiie evakuar o] CumpAmiema debdo 3 que e lime de cuaseficacon onl metodo es superior 3 @ norma
screditacion SeE
F— [rpe——— p— [
1 Lmampos dwrten Sl sleance de goviStscein el LA renleades e “ ¥ g , tiCeen
& prasente inferme soin sferss & muests snsltoda Frocadiment de 1o de mueira utilzads gor AMAVANLKE ASA-SA001 | ALA-913001
Si ol clients surninistrd (0 muestra, los nesultados sglican o 13 muestra come we recl bid.
4. DBSERVACIONES INFORME APROBADO
Y AUTORIZADO POR:
Leda. Alejandra Hidalgo
Gerente Técnica
4 ) ANAVANLAB ClA LTDA.
g
fe- 20210616 00.18: 45
Reason: Aranvanian Cudlo, 15 de junio de 2021
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