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Resumen

Los contaminantes como metales pesados tienen la capacidad de provocar cambios evolutivos debido a sus efectos
dafiinos. EI manejo inadecuado de los materiales y residuos peligrosos ha generado a nivel mundial, un problema de
contaminacién de los suelos y cuerpos de agua que han provocado un deterioro creciente de las fuentes de
abastecimiento de agua potable. Es en base a este mal manejo que aumenta la demanda por buscar maneras
economicas y sencillas de conservar limpias las &reas naturales, aquellas que han sido contaminadas por las acciones
del hombre. Usando la Biotecnologia como herramienta principal, se creard un método experimental que describa el
uso del hongo Pleurotus Ostreatus como Biorremediador, para suelos que contiene niveles toxicos de metales pesados.

Palabras Claves: Biorremediacion, Biorremediador, Hongos, Pleurotus Ostreatus, Suelos Contaminados, Metales
Pesados.

Abstract

Contaminants like Heavy metals have a capacity to cause a evolutive’s changes because of their harmful effects. The
wrong management of the materials and residue’s damages has been created in the entire world a contamination
problem into water bodies and lands that's prompted a deterioration of water supply fountain. Based on this wrong
management that increases the demand for look up economics and simples ways of preserve the natural areas clean,
those that have been contaminated by the man's actions, using Biotehcnology like principal tool, are going to create an
experimental method that describes the use of the Pleurotes Ostreatus hongo like Bioremediator for lands that contain
toxic levels of heavy metals.
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1. Introduccién

El uso de sustancias Tdxicas, inorganicas y
organicas, en los suelos, tales como plaguicidas,
fertilizantes, residuos urbanos, subproductos de
transformacidn de industrias agroalimentarias, etc. asi
como el vertido accidental de residuos o su
enterramiento en lugares inapropiados ha ido
agravando en las Ultimas décadas los problemas de
contaminacién de suelos y aguas. Actualmente, como
consecuencia de la fabricacién y elaboracion de una
gran cantidad de productos y obtencién de materias
primas, se arrojan a los cauces publicos multitud de
sustancias contaminantes que quedan disueltas en el
agua o retenidas por las particulas en suspension y
sedimentos. Los ecosistemas terrestres y acuaticos se
contaminan ademas por la liberacion de xenobioticos
del suelo por las aguas de lluvia y riego que los
movilizan y trasportan a otros suelos, rios, lagos y
aguas subterraneas.

Entre las mas severas contaminaciones destacan las
que se produjeron y todavia se producen a causa de
los metales pesados porque tienden a bioacumularse,
aumenta la concentracion de un producto quimico en
un organismo bioldgico en un cierto plazo, comparada
a la concentracion del producto quimico en el
ambiente. Como elementos de rastro, algunos metales
pesados (Cobre, selenio, zinc) son esenciales mantener
en el metabolismo del cuerpo humano. Sin embargo,
en concentraciones mas altas pueden conducir al

envenenamiento. El envenenamiento por metales
pesado podria resultar, por ejemplo, de la
contaminacién del agua potable, las altas

concentraciones en el aire cerca de fuentes de la
emision, o producto via la cadena de alimento.

En la actualidad las actividades de las
transnacionales mineras y de hidroeléctricas privadas
estan causando conflictividad social.

En la mineria en pequefia escala, por ejemplo,
también ha tenido  graves implicaciones
medioambientales  desplazan  comunidades, se
apropian de extensos territorios, de las aguas, de la
biodiversidad, desequilibran la seguridad y soberania
alimentaria de las poblaciones afectadas. Las
descargas mineras aportan al ambiente una carga
adicional de elementos persistentes y con alto
potencial toxico, muchos de ellos biomagnificables y
con largos tiempos de residencia en los suelos.

La explotacién minera a gran escala produce un
impacto directo en el suelo, flora, fauna y el agua. En
la fase de prospeccion y exploracion, se abren
caminos, se derriban bosques primarios, intervienen

maquinarias utilizando combustibles contaminantes.
En la explotacidn se utilizan quimicos como el cianuro
o0 el mercurio para separar el oro de otros minerales de
la naturaleza, que directamente se depositan en los
yacimientos hidricos.

El suelo que se pretende biorremediar, contiene
niveles tdxicos de metales pesados, por tal motivo se
intenta aplicar un proceso para abrir las puertas a un
mecanismo econdémico y sencillo, que tenga el
potencial de establecerse como un método valido que
se pueda desarrollar y perfeccionar en nuestro pais de
manera eficiente y pionera.

Actualmente para disminuir los impactos de la
bioacumulacién existen alternativas de manejo y de
eliminacion o fijacion de dichos metales a través del
uso de microorganismos. Entre los microorganismos
utilizados encontramos la cepa del hongo Pleurotus
Ostreatus de la clase basidiomycete, que degradan
principalmente la lignina, puede liberar a la celulosa y
hemicelulosa del complejo que forman con esta (Reid,
1989)

Muchos estudios se enfocan en la habilidad de
estos hongos en la degradacion de compuestos
persistentes, principalmente los de la familia
Phanerocaete donde se encuentra el hongo Pleurotus
Ostreatus. Estos hongos son efectivos porque
producen una enzima extra celular que cataliza una
reaccion que degrada lignina, un compuesto
aromatico. Para catalizar estas reacciones poderosas,
la enzima requiere perdxido de hidrégeno, lo cual el
hongo produce.

El suelo que se pretende biorremediar, contiene
niveles téxicos para los seres humanos: Mercurio
(Hg), Plomo (Pb), Cadmio (Cd) y Arsénico (As) son
los que presentan el mayor peligro ambiental, debido a
Su uso extensivo, a su toxicidad y a su amplia
distribucion.

Muchos estudios como La produccion de Enzimas
Lignoliticas a partir del Hongo Pleurotus Ostreatus y
su Aplicacién en diversos procesos ambientales. Se
enfocan en la habilidad de estos hongos para la
degradacion de compuestos persistentes, mostrando
gue es una tecnologia muy prometedora. Se utilizd
una cepa de Pleurotus Ostreatus, el cual se propago
en medio Papa Dextrosa Agar PDA, para la
produccion de enzima lacasa se prepararon medios
liquidos minerales a base de fibra 1 de maizoro y
bagazo deshidratado de chayote en las proporciones
100%,  75%-25%, 50%-50% y  25%-75%
respectivamente, se monitoreo la produccion de
lacasa en fermentacion liquida a los 7, 14 y 21 dias
utilizando como sustrato al ABTS para el ensayo
enzimatico. La enzima con mayor actividad se aplico



en aguas contaminadas con los colorantes azul
cibacron y azul solofenil a 50 ppm asi como a los
compuestos aromaticos anilina y 2-clorofenol a 100
ppm, todas las determinaciones se realizaron por
triplicado utilizando un espectrofotdmetro Agilent
8453 UV-visible, también se monitoreo la cantidad de
azucares reductores formados. La enzima producida
fue capaz de remover los colorantes estudiados y
polimerizar compuestos aromaticos.

Como resultado de ello, este género demuestra
tener oportunidades en diferentes areas, sobretodo en
la biorremediacién por estar comprobada la eficacia
en la biodegradacion de algunos componentes
quimicos. Se escoge para la realizacion de este
proyecto.

2. Materiales y Métodos.

Localizacion del area de estudio

Los puntos de muestreo Serdn seleccionados en
base un red homogénea en forma de cuadricula
100x100m disefiada sobre un mapa topografico de la
zona (Zaruma - Portovelo) Ajustandose algunos de los
puntos en base a las cantidades de bocaminas
existentes.
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Figura 1. Ubicacion Geografica. Fuente: Pesantes, C;
Carrion, P; Blanco R. Evaluacién y Zonificacion de
Riesgos Geodinamicos en el Distrito Minero de
Zarumay Portovelo.

2.1. Obtencidn de las muestras de suelo.

En el lugar con equipo multiparametrico se midi6
los Parametros abioticos: Temperatura (C°), Humedad
relativa (%) y pH. Segin el método PCA (Principal
Component Analysis) se coloca para leer estos
parametros abioticos en ambiente.

La obtencion de las muestras de suelo se realiza
tomando 12 puntos. En cada uno de los puntos de
muestreo  se recogié6 muestras de suelo de
aproximadamente de 2 kg. Son 12 muestras de suelo
de cada éarea para tener suficiente muestra con 3
réplicas para cada metal estudiado. Luego el
remanente se pulveriz6 con un mortero y se guardo en
bolsas estériles.

2.2 Analisis quimico

Para esto, se diluyen 20g de tierra en 20ml de agua
estéril 'y se homogeniza; Se toman 2ml del
homogenizado y se depositan en 10 cajas petri, estos
se dividirdn en 2 grupos: 5 en medio de cultivo SDA
(Saboraud Dextrose Agar) y 5 en medio de cultivo
MEA (Malt Extract Agar). Se incuban a 25°C, por una
semana.

Se realizé la cuantificacion de los metales pesados
gue se encuentran presentes en nuestra area de estudio.
Por Metodologia de Absorcién Atémica se utilizaran
estandares de 1000 mg L-1 (Merck) de cada elemento.

Fueron prioritarios, los metales mas abundantes y
con efectos nocivos para el ser humano: Cadmio (Cd),
Cobalto (Cb), Cobre (Cu) y Plomo (Pb).

Para conocer los metales que presenta el suelo
contaminado se realiz6 la extraccion de metales,
usando el horno (mufla) donde incineramos las
muestras en crisoles, para eliminar humedad y toda
contaminaciéon orgénica a temperaturas desde los
600°C a 110°C. Estas muestras son pesadas antes y
después de poner en el horno, se calculd su diferencia
de peso. Esta diferencia es la humedad del suelo.

Incinerando nuevamente en el horno por 3 horas a
600°C para reducir la muestra a sélo lo inorgénico.
Enfriadas las muestras, se transfirieron
cuantitativamente a un vaso de precipitado de 600 ml.
Se afiadié 3 porciones de 1 ml (uno a la vez) de HCL
Acido clorhidrico concentrado y de ahi, el acido con
los residuos de la muestra se pasaron al vaso de
precipitado que contenia la muestra de suelo
correspondiente. Luego se le afiadié 1 ml de Acido



Nitrico (HNO3) al crisol y se pas6 al vaso de
precipitado. La misma accion se realiza con 3
porciones de 1ml de Acido clorhidrico (HCL) al 10%.

Los vasos precipitados son calentados en un “hot
plate” a temperatura moderada (~350 °C) por
aproximadamente 15 min. Se dej6 enfriar a
temperatura ambiente y nuevamente se le afiadio las
mismas porciones de los &cidos clorhidrico y nitrico,
pero esta vez directamente a un beaker.

Este beaker se calent6 nuevamente y se dejé
enfriar, para luego ser filtrado. Durante la filtracion se
lavé el residuo con HCL 10 % hasta que quedd
incoloro removiendo completamente todo el residuo.
Terminada la filtracién, por ultimo, se transfirio a
botellas plasticas debidamente rotuladas y con tapa
para ser almacenadas hasta el momento de la lectura
con el Espectrometro de Absorcion Atémica.

2.3 Comprobacién,
mantenimiento de Pleurotus.

obtencién y

Antes de comenzar el tratamiento, se verifico que
el suelo que se pretender biorremediar no contenga
previamente el hongo Pleurotus Ostreatus. Para esto,
se diluy6 20g de tierra en 20ml de agua estéril y se
homogenizd; Se tom6é 2ml del homogenizado y se
depositdé en 10 cajas petri, estos se dividieron en 2
grupos: 5 en medio de cultivo SDA (Saboraud
Dextrose Agar) y 5 en medio de cultivo MEA (Malt
Extract Agar).

Para la preparacion del inoculo el hongo liofilizado
ATCC® Number: 32783™ Pleurotus Ostreatus
(Jacquin: Fries) Kummer, teleomorph. Se transfirié a
otros platos Petri con diferentes medios de cultivo:
SDA y MEA para su multiplicacién y mantenimiento;
para ello, se prepar6 5 cultivos en medio SDA y 5
cultivos en el medio MEA. Los cuales, se incubaran a
25 °C por un periodo de 7 dias hasta que el micelio
crezca y cubra el plato Petri completamente.

2.4 Tratamiento.

En 12 tubos de ensayo se colocaron
aproximadamente 1 g de muestra del suelo
muestreado, 6 fueron seleccionados para el

tratamiento y 6 para el control. La asignacion del
tratamiento fue al azar. Para los tubos que recibieron
el tratamiento 2 fueron rotulados a tiempo inicial, 2
fueron rotulados 15 dias y los 2 restantes 30 dias. A
los tubos seleccionados como tratamiento se les
coloco un in6culo 5 ufc/ml del hongo Pleurotus, que
corresponde a 1 cm de didmetro aproximadamente de
area de los platos Petri con micelio obtenido de los
medios SDA Posteriormente tratamiento y control
fueron incubados a temperatura ambiente.

A los 15 y 30 dias respectivamente se realizd una
extraccién y lectura de los metales pesados de los
tubos inoculados para evaluar la capacidad de
remocion de los metales pesados presentes en el suelo
tratado, asi mismo del grupo control. Para verificar la
presencia del hongo Pleurotus se realiz6 previamente
una extraccién de la muestra del suelo sembrado,
donde se inocul6 con micropipeta el sobrenadante en
medios SDA y MEA. Respectivamente que fueron
incubados a temperatura ambiente y leidos 15 dias
posteriormente.

2.5 Analisis de datos.

De los datos obtenidos del grupo control y del
tratamiento se realiz6 una prueba Anova de dos vias
en donde se midid el efecto del hongo a base del
tiempo, del area y de la interaccion tiempo-area.

También se realiz6 una prueba Tukey para
determinar en ddnde se encontraban las diferencias
significativas con relacion al tiempo-drea y la
interaccion tiempo-area.

3. Resultados.

e Los valores obtenidos al momento de
recoleccion de la muestra de los pardmetros
de temperatura, humedad relativa y pH
fueron los siguientes: Para la temperatura fue
30.8 °C; la humedad relativa fue 69.2 y el pH
8.4.

e Se evallo la eficacia de remocion del hongo
en relacion con los diferentes metales
pesados presentes en las muestras siendo mas
efectivo para la remocion del Co,Cd y en
menor proporcién para el Pb, Cu.

e Laefecto de la relacion tiempo-concentracion
no es directamente proporcional a la
concentracion de los metales ni a la
concentracion del inoculo.

e La concentracion del inoculo fue solo
eficiente para cierto tipo de metales pesados

e Los pardmetros ambientales no afectan

directamente a la fijacion del hongo por los
metales pesados.

4. Conclusion.



e A través de este proyecto se presentard y se
demostrara  los  beneficios de la
biorremediacion como método de limpieza
de suelos contaminados por metales pesados
y que es una alternativa viable con el hongo
Pleurotus Ostreatus, que tiene la capacidad
de remover los metales pesados.

e A partir de este estudio se da hincapié a la
contaminacién minera que existe en nuestro
pais y lo poco que ha sido cuidada, dando
una opcién econémica para mejor el
ambiente que nos rodea y de la cual somos
beneficiaros.

e Es importante considerar que el inoculo
propuesto solo es capaz de trabajar sobre una
determinada concentracion de metales
pesados, pero si esta se ve incrementada por
mas actividades humanas posiblemente sea
una causa para el fallo del tratamiento

e La capacidad del hongo no depende
directamente de las condiciones ambientales
iddneas, ni de la concentracion de los metales
pesados, ni de la edad del hongo en si, sino
que este asuperditada a su concentracion.
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