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RESUMEN

El Golfo de Guayaquil es el estuario més importante de la costa pacifica del Ecuador
puesto que engloba areas de proteccion ecoldgica y permite el comercio y desarrollo industrial.
No obstante, la actividad antropogénica ha provocado la contaminacién del Golfo induciendo
al aumento de concentraciones de contaminantes, en especial de metales pesados que
sobrepasan los limites permisibles y provocan afecciones en el ecosistema y la salud humana.
La investigacion tiene por objetivo el aislamiento de taxones de hongos con potencial de
remocion de metales pesados (Cr, Cd, As) para la biorremediacion de sedimentos marinos en
el Golfo de Guayaquil, Ecuador. La metodologia consiste en la cuantificacion de metales
mediante la técnica ICP-OES, aislamiento, aclimatacion, resiembra e identificacion del taxon,
y la evaluacion del grado de remocidn de contaminantes mediante tratamientos experimentales.
Los resultados obtenidos demuestran presencia elevada de iones metalicos, en especial Cr (43
ppm); un aislamiento de hongos del género Aspergillius y Penicillium; y un resultado positivo
en la disminucién de contaminante del 77,08% Cd, 70,98% Cr y 9,60% As. Sin embargo, la
efectividad del tratamiento se ve regido por las condiciones ambientales y el uso individual de
los agentes flngicos en contraste con un consorcio de estos. El tratamiento de zonas
contaminadas y los efluentes hidricos de industrias son indispensables para preservar el medio
ambiente y la integridad de la salud, ademas, la implementacion de microorganismos para la
biorremediacion, mediante sus mecanismos biologicos, es una técnica mas factible en
comparacion a los tratamientos convencionales por sus ventajas economicas, resultados a gran

escala y no causar efectos secundarios.

Palabras clave: sedimento marino, metales pesados, Aspergillus spp., Penicillium spp.,
ICP-OES.



ABSTRACT

The Gulf of Guayaquil is the most important estuary on the Pacific coast of Ecuador
since it includes areas of ecological protection and allows trade and industrial development.
However, anthropogenic activity has caused contamination of the Gulf, inducing an increase
in concentrations of pollutants, especially heavy metals that exceed permissible limits and
cause effects on the ecosystem and human health. The objective of the research is the isolation
of fungal taxa with the potential to remove heavy metals (Cr, Cd, As) for the bioremediation
of marine sediments in the Gulf of Guayaquil, Ecuador. The methodology consists of the
quantification of metals through the ICP-OES technique, isolation, acclimatization, replanting
and identification of the taxon, and the evaluation of the degree of removal of contaminants
through experimental treatments. The results obtained show a high presence of metal ions,
especially Cr (43 ppm); an isolate of fungi from the genera Aspergillius and Penicillium; and a
positive result in the reduction of contaminants of 77.08% Cd, 70.98% Cr and 9.60% As.
However, the effectiveness of the treatment is determinated by environmental conditions and
the individual use of fungal agents in contrast to the use of a consortium. The treatment of
contaminated areas and industrial water effluents are essential to preserve the environment and
the integrity of health, in addition, the implementation of microorganisms for bioremediation,
through its biological mechanisms, is a more efective technique compared to conventional
treatments for its economic advantages, large-scale results and the fact they do not cause side

effects in the environment.

Keywords: marine sediment, heavy metals, Aspergillus spp., Penicillium spp., ICP-
OES.
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Capitulo 1

1. Introduccién

1.1 Antecedentes

El Golfo de Guayaquil, considerado el estuario mas grande y relevante de la costa
pacifica sudamericana (Union Nations Environment, 2017), es vital para las comunidades
pesqueras artesanales que abastecen el mercado nacional. No obstante, la contaminacion
derivada de actividades humanas como la mineria, agricultura e industria ha afectado

gravemente esta zona (Navarrete Forero y col., 2019).

Los metales pesados son contaminantes prominentes que pueden tener efectos
perjudiciales tanto en la salud humana como en la biodiversidad del ecosistema, debido a esto
se pretende eliminar o disminuir las concentraciones de dichos contaminantes mediante
metodologias biotecnoldgicas que permitan reducir su impacto negativo (Goicochea Trelles &
Garcia Lopez, 2022).

Segun la investigacion realizada por Paz Barzola (2021) en los sedimentos del Golfo de
Guayaquil durante el periodo 2019-2021, se encontraron niveles de As, Cu, Cr y Zn que

superaban los limites permisibles establecidos a nivel nacional y segun la normativa canadiense

(1SQG).

Kabata Pendias & Pendias (2001) comentan que estos contaminantes se mueven en la
cadena tréfica lo que afecta la integridad del ecosistema debido a que las plantas absorben los
contaminantes del suelo, luego son consumidas por animales y estos a su vez son ingeridos por
los humanos. Por lo tanto, los niveles elevados pueden tener un impacto significativo en la

calidad y seguridad de los alimentos, asi como en la salud humana (Pugay col., 2006).

Salcedo Martinez y col., (2019) resalta la eficacia de las alternativas biotecnoldgicas
basadas en microorganismos vivos, como bacterias, microalgas y hongos, para la eliminacion
de contaminantes en el ecosistema, utilizando sus mecanismos biologicos, transformaciones de

estado y formacién de complejos.

Estas tecnologias tienen la ventaja de ser mas econdmicas, amigables e innovadoras con
el medio ambiente en comparacion a los procesos fisicoquimicos tradicionales, sin embargo,

aun existen desafios en su implementacion a gran escala (Sandoval, 2006).
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1.2 Planteamiento del problema

La contaminacidn de sistemas acuiferos es una problematica comun que genera efectos
nocivos en la vida silvestre y la salud humana (Cartaya y col., 2008). Esto se debe a que la
presencia de diversos contaminantes ha provocado la degradacion de la calidad de los recursos
hidricos, resultando en un deterioro ambiental (Contreras Pérez y col., 2004).

Los metales pesados de mayor interés, como el cadmio (Cd), cromo (Cr), arsénico (As),
mercurio (Hg), entre otros, se encuentran en el ambiente en estado mineral y no son degradados
por metabolismos biolégicos, puesto que no todos cumplen con dichas funciones (Pabény col.,
2020). Debido a esta caracteristica se facilita el incremento de la presencia de metales pesados
en organismos vivos (bioacumulacion) generando casos de toxicidad (Prieto Méndez y col.,
2009).

Los metales pesados en el Golfo de Guayaquil son un indicador de la mala gestion de
los residuos vertidos en zonas acuiferas, provocando afectaciones en la calidad alimenticia,
desarrollo de cultivos y salud publica (Mitra y col., 2022). La contaminacién por metales
pesados es producto de actividades antropogénicas como la mineria, agricultura, industria del
plastico, conservantes de madera, fabricacion de baterias, descargas domésticas e industriales
y deposicion atmosférica (Pabén y col., 2020).

En la actualidad, se han encontrado altos valores de concentraciones de metales pesados
en alimentos como hortalizas, frutas, peces, carnes, leche y mariscos, e incluso se ha reportado

valores entre 100 y 1000 pg/kg de acumulacion de cadmio en moluscos (Reyes y col., 2016).

Los efectos toxicos a causa de los metales se ven reflejados en forma directa a la cadena
trofica debido a las alteraciones en el desarrollo de plantas y las enfermedades que producen

en animales y humanos por la bioacumulacién de distintos tipos de metales (Mitray col., 2022).

En el &mbito de la salud humana, las patologias resultantes frente a estos metales se dan
al ingerir productos contaminados, por ejemplo, el consumo de alimentos con elevados valores
de cobalto (Co) o manganeso (Mn) que producen enfermedades del sistema nervioso,
intoxicaciones tanto crénicas como agudas, desarrollos cancerigenos y la disminucién de las

funciones de 6rganos (Mejia Sandoval, 2006).
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En el &mbito agricola, el riego de los cultivos con agua sin previo tratamiento podria
aumentar las concentraciones de metales en el suelo, en especial en suelos acidos, en donde el
exceso de Al, Hg y Pb resultan toxicos para las plantas al afectar el crecimiento y el desarrollo

de raices laterales y secundarias (Prieto Méndez y col., 2009).

1.3 Pregunta de investigacion

¢Los taxones de hongos aislados de zonas puntuales del Golfo de Guayaquil tienen la

posibilidad de remover de metales pesados?

1.4 Justificacion del estudio

El proceso de biorremediacién empleando agentes flngicos filamentosos se caracteriza
por ser una técnica de facil aplicabilidad con dptimos resultados, e incluso se ha establecido
como una propuesta tentadora para la obtencion de un elevado nivel de eliminacion de metales

toxicos en comparacion a procesos desarrollados con bacterias (Dell’anno y col., 2022).

El proceso metabolico y biorremediador de los hongos filamentosos consta de la
produccion de enzimas que degradan elementos quimicos tdxicos como metales pesados
permitiendo su tolerancia y desintoxicacion a través de la compartimentacion intracelular (Lin
y col., 2020). Esta cualidad les permite producir una descontaminacion por medio de la
segregacion y degradacion de grandes moléculas organicas en moléculas mas pequefias como
azUcares, iones minerales, etc., para luego absorberlas por medio de las paredes y membranas
de las hifas permitiendo su posterior uso como parte del metabolismo (Lucio Flores y col.,
2021).

Los hongos presentan diversos mecanismos de remocién de metales pesados como la
bioacumulacion, biomineralizacion, biotransformacion y biosorcion (Navarro Moreno y col.,
2022). A partir de las técnicas mencionadas se puede ejecutar un tratamiento experimental a
nivel de laboratorio que permita evaluar la capacidad de disminucion de contaminantes por
diferentes taxones de hongos y su potencial como agentes biorremediadores (Joshi y col.,
2011).

Segun las investigaciones realizadas por Chang y col., (2020); Hassan y col., (2020);

Pietro Souza y col., (2020) y Talukdar y col., (2020), se evidencio la remocion de diferentes
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metales pesados bajo condiciones controladas de los siguientes hongos: Penicillium (84% Hg
en 7 dias a 30°C y pH 5,3), Basidiomycota (77% As, 71% Mn, 60% Cry 52% Cu en 100 dias
a 28°C y pH 7), consorcio de 4 hongos Aspergillus, Curvularia geniculata, Lindgomyces y
Westerdykella sp. (57,14% Hg en 14 dias a 28°C), Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus
(73% Cr(VI1) y 74% Cd(ll) en 5 dias a 80°C y pH 5) de forma respectiva.

El objetivo de la investigacion experimental es analizar la adaptabilidad y establecer
tasas de reduccion de contaminantes utilizando tres taxones de hongos filamentosos aislados
del Golfo de Guayaquil (Liny col., 2020).

Enfatizar la importancia de profundizar el estudio de metodologias bioldgicas,
amigables y eficientes para la biorremediacion con el objetivo de que puedan ser empleadas
por organizaciones municipales como medidas de remediacion ambiental, protegiendo asi,

tanto el ecosistema como a las comunidades dependientes de él (Navarrete-Foreroy col., 2019).
1.5 Delimitacién

Para el aislamiento e identificacion de tres taxones de hongos filamentosos con potencial
biorremediador se realizar4 un muestreo en dos zonas del Golfo de Guayaquil: Puerto Posorja
y Puerto “El Morro”. La capacidad biorremediadora de metales pesados se evaluara con el
equipo de Espectrometria de Emision Atomica de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
OES) para su cuantificacion.
1.6 Objetivo general y especificos
1.6.1 Objetivo general

e Evaluar la capacidad removedora de metales pesados (Cr, Cd, As) empleando taxones

de hongos filamentosos aislados de sedimentos marinos del Golfo de Guayaquil,

Ecuador.
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1.6.2 Objetivos especificos

e Cuantificar las concentraciones de metales pesados presentes en sedimentos marinos
de dos sectores puntuales del Golfo de Guayaquil, mediante la técnica de
Espectrometria de Emision Atdmica de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES).

e Aislar tres taxones de hongos del sitio de muestreo mas contaminado con metales
pesados e identificar su taxonomia mediante caracterizacion morfologica y tincion
diferencial.

e Establecer tratamientos de remocion de metales pesados (Cr, Cd, As) para evaluar la

eficiencia de la biorremediacion por parte de los taxones de forma independiente.

1.7 Hipotesis

Ho: No existe disminucién de la concentracion de metales pesados (Cd, Cr, As) en los

tratamientos experimentales con taxones de hongos.

H1: Existe disminucion de la concentracion de metales pesados (Cd, Cr, As) en los

tratamientos experimentales con taxones de hongos.
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Capitulo 2
2. Marco teérico

2.1 Golfo de Guayaquil

Es una bahia ubicada en Ecuador, al sur de la provincia del Guayas, entre la peninsula
de Santa Elena y el Cabo Blanco en Per(, atravesada por los rios Guayas y Babahoyo, y esta

conectada con el océano Pacifico (Avilés, 2022).

Es un &rea rica en recursos naturales y biodiversidad marina, pero también enfrenta
desafios ambientales, como la contaminacién y la degradacion del ecosistema; la gestion
adecuada y sostenible de esta region es fundamental para mantener su valor ecolégico y su

importancia econdmica (Ortega-Pacheco y col., 2020).

Los ecosistemas propios de estas zonas como manglares y bosques secos se ven
afectados por la bioacumulacion de contaminantes, correspondientes a los restos de materia
organica e inorganica producto de actividades mineras, industriales y domésticas que se

movilizan a lo largo de ambientes acuéticos (Pernia & Cornejo, 2019).

El exceso de nutrientes y particulas en sedimentos marinos por metales pesados
aumenta la turbidez y degradacion del agua, esto modifica la ecoldgica de la zona poniendo en
riesgo la vida de especies marinas, razén por la cual el manejo de metodologias de
biorremediacion de sedimentos contaminados tiene como objetivo la prevencion de riesgos a

la salud ambiental y humana (Hansen y col., 2022).

2.1.1 Puerto “EIl Morro”

El Puerto “El Morro” es una reserva marina costera con una extension de 10.130,16
hectareas que incluye manglares, esteros y canales naturales; su comunidad tiene como
actividad principal la pesca, lo cual permite el sustento econémico de pescadores, recolectores
de conchas y cangrejos, haciendo que el turismo pase a ser una actividad secundaria que, no
obstante, ha mejorado sus ingresos econémicos, su estilo de vida y han creado un habito para
generaciones de vivir en armonia con la naturaleza desarrollando una actividad productiva

consciente y un estado de desarrollo sostenible (Aguirre Torres, 2019).
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2.1.2 Puerto “Posorja”

Posorja es un pueblo localizado a lo largo del perfil costero del Pacifico, en la Provincia
del Guayas, conocido por sus playas, industria pesquera e instalaciones portuarias por su

conexion con las actividades maritimas y comerciales (Go Raymi, 2022).

Es una de las parroquias rurales que pertenecen al cantdon Guayaquil, ocupa una
extension de 73,18 Km? con una poblacion aproximada de 24,136 habitantes y su economia se
basa en industrias alimenticias, turismo y como aspecto fundamental la pesca artesanal
(Banchon Adum, 2015).

2.2 Metales pesados

Son componentes que cumplen funciones en los organismos para la realizacion de
procesos bioguimicos y fisioldgicos en los sistemas bioquimicos de organismos que favorecen
el metabolismo, sin embargo, pueden resultar toxicos para los humanos y los ecosistemas
(Ferré Huguet y col., 2007).

Algunos de estos metales tienen su origen en fuentes naturales, tales como la corteza
terrestre, mientras que otros se generan de actividades humanas, como la industria, la
agricultura, la mineria, la ganaderia, sobre todo, del trafico en areas urbanas que hacen que
sean considerados como fuentes de metales pesados (Ferré Huguet y col., 2007).

A pesar de que los cientificos aun no han establecido una definicion clara para el
término “metal pesado”, una se basa en la gravedad, pero no es considerada como una
definicidn Gtil en base a investigaciones sobre los posibles efectos toxicos que ciertos metales
pueden causar en el medio ambiente y los organismos vivos, por lo que otra de sus definiciones
que ha sido adoptada es la de un “conjunto de metales 0 metaloides vinculados a la

contaminacion y la posibilidad de ser toxicos”. (Nordberg y col., 2007; Reyes y col., 2016).
2.2.1 Cadmio

El Cadmio (Cd) se puede encontrar en la corteza terrestre, sus aplicaciones incluyen la
fabricacion de baterias, pigmentos, recubrimientos y plasticos; dandole paso a industrias de

actividad metalmecanica que generen estos procesos de produccion a grandes escalas
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proporcionando un alto grado de descargas de este metal que contaminan al medioambiente y

generan dafos al estar en contacto con individuos (Samaca Ruiz & Mogollén Quintero, 2014).

En humanos la exposicion de valores mayores a 15 ppm provoca nausea, vomito, dolor
abdominal e incluso diarrea, en el caso de peces, aves y mamiferos genera disminucion del
crecimiento, anemia e hipertension; la citotoxicidad de este metal se origina por la afinidad
hacia los radicales libres como SH, OH, carboxilo, fosfatil, cisteinil e histidil (Pernia &
Cornejo, 2019).

2.2.2 Arsénico

El Arsénico (As) es un componente quimico natural que puede ser liberado en el medio
ambiente por procesos de biotransformacion a traveés de reacciones reductivas, oxidativas y de
metilacion con base en actividades antropoldgicas como la mineria, aplicacidn de pesticidas y
produccion de energia; los efectos que producen en la salud incluyen problemas de piel,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, dafio hepatico, afecciones renales, cancer de piel,

vejiga, pulmon y rifidn (Octavio Aguilar & Olmos Palma, 2022).

Segun el Reglamento Técnico-Sanitaria para el abastecimiento y control de calidad de
las aguas potables de consumo publico (Real decreto 1138/1990) (Blanco Hernandez y col.,
1998), el arsénico es considerado como un componente toxico y con una valoracion permisible
de 50ppb.

2.2.3 Cromo

El Cromo (Cr) permite la elaboracion de acero inoxidable, aleaciones, pinturas,
pigmentos, productos quimicos y es usado como sales en las industrias de curtiduria de pieles,

provocando cantidades excesivas del metal en el ambiente (Porras, 2010).

Se presenta en dos formas principales: Cr (111) y Cr (V1), este Gltimo es soluble en agua
y posee mayor toxicidad, su rango permisible es de 0,5 mg/L segin Medina & Pozo (2013).
Estas caracteristicas mencionadas le permiten integrarse en la cadena trofica generando efectos
en el organismo como problemas respiratorios, alteraciones de material genético, erupciones
cutaneas, afecciones en el crecimiento de las plantas y disminucion del desarrollo de raices
laterales (Octavio Aguilar & Olmos Palma, 2022).
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2.3 Sedimento marino

Los sedimentos marinos son detritos rocosos sedimentados por la erosion de la tierra,
se componen de materia organica (bacterias, hongos, levaduras, microalgas, etc.) e inorganica
(minerales, sales, etc.), ademas, representan un ecosistema de vida microbiana aerdbica y
anaerobica clave para investigaciones cientificas que buscan potenciar los metabolismos de
microorganismos a favor de la salud, el ambiente y la economia (Heubeck y col., 2010; Hoshino
y col., 2020).

2.3.1 Limites permisibles de metales pesados en sedimentos marinos

Segun la normativa nacional documentada por Ministerio del Ambiente Ecuatoriano
(2012) en el Anexo 2 del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del
Ministerio del Ambiente: Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de
Remediacion para Suelos Contaminados y la Norma Canadiense CCME (2003) los limites
maximos permisibles de valores de metales pesados en sedimentos marinos son As (5 — 5,9
mg/kg), Cd (0,5 - 0,6 mg/kg) y Cr Total (20 — 37,3 mg/kg).

Gracias a la informacion recopilada de articulos investigativos realizados por Valle Del
Mezquital y col. (2005), Belmonte Serrato y col. (2010) y Tomailla & lannacone (2018), la
comunidad europea establece que los valores permisibles son para Cd de 2 a 6 kg ha, As de
0.98-500 mg/L y Cr de 100-1.000 mg/kg, valores minimos al contrastar con el Reglamento 503
de los Estados Unidos, USEPA (United Environment Protection Agency, 1993).

2.4 Hongos filamentosos

Los hongos son organismos heterotréficos y osmotréficos del reino Fungi, que se
caracterizan por tener una pared celular multilaminar compuesta de quitina o quitosano, esta

estructura es fundamental para su forma y proteccion contra cambios osmoticos (Frioni, 2005).

Los hongos filamentosos, micelares o llamados “mohos” se presentan en dos formas
principales mostrando su cuerpo en 2 porciones, una reproductiva y otra vegetativa que por lo

general no presenta coloracion y esta compuesta por hifas microscopicas, en el micelio aéreo
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o reproductivo (por lo general visible) a menudo las hifas se encuentran divididas por tabiques

0 septos (Romero y col., 2019).

2.5 Biorremediacion

La biorremediacion es una técnica que utiliza el metabolismo de microorganismos para
eliminar, transformar y reducir la contaminacion en el medio ambiente con el objetivo de tratar
una amplia gama de contaminantes, incluyendo hidrocarburos, metales pesados, compuestos
organicos volatiles y contaminantes radiactivos (Martin Moreno y col., 2004; Villaveces
Palacios, 2019; Quispe, 2020; Lucio Flores y col., 2021 y Paz Barzola, 2021).

Estas técnicas se pueden aplicar en suelo, agua y aire contaminado por ser alternativas
sostenibles, respetuosa con el medio ambiente, mas econémica y menos invasiva que otras
técnicas de remediacidén convencionales, como la excavacion y el transporte de residuos

contaminados (Niu y col., 1993).

2.5.1 Hongos biorremediadores

Los hongos filamentosos poseen una capacidad biotransformadora de residuos toxicos
a componentes necesarios para su desarrollo, entre los mecanismos bioldgicos de supervivencia
se destaca la precipitacion extracelular, cristalizacion, biosorcion celular, reacciones de

oxidacion, reduccion, metilacion y desalquilacion (Navarro Moreno y col., 2022).

Estos microorganismos ejecutan la absorcion de elementos de alta toxicidad (metales
pesados) por medio de los micelios y los solubilizan mediante secrecion de acidos organicos,
reacciones aciddlisis, bioacumulacion, quelatos y mecanismos de formacion de complejos
(Pacsi Achahui & Cafari Diaz, 2022).

En la biorremediacién, los hongos filamentosos se utilizan para descomponer los
contaminantes en sustancias no toéxicas menos dafiinas para el medio ambiente con base en la
produccion de enzimas, sus propiedades biogeoguimicas y bioacumuladoras, como en el caso
de Penicillium spp (Ofa & Gualoto, 2022).
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2.6 Mecanismo de accion de los hongos para la remocion de metales.

En la naturaleza, los organismos vivos se exponen a metales pesados, lo que ha llevado
al desarrollo de variantes microbianas capaces de tolerarlos, los hongos y otros
microorganismos han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para enfrentar estos

efectos nocivos (Cervantes y col., 2006).

Estudios realizados por Ochoa y Rodriguez (2017); Mufioz y col. (2019) y Villaveces
(2019), demuestran que los hongos de género Aspergillus y Penicillium han brindado
resultados exitosos en estudios realizados ex situ a cerca de la remediacion fangica de

contaminantes como el Pb, Ni, Au, Cr, Ag, Cu, Zn, Cd, Co, Fy As.

Los géneros Aspergillus y Penicillium son considerados como los principales hongos
filamentosos para la remocion de metales a traves de un mecanismo de transformacion que
corresponde a la inmovilizacion del metal haciendo que este pase de un estado acuoso a uno
solido (Vullo, 2003).

La inmovilizaciéon del metal por parte de los hongos antes mencionados se da por
mecanismo de biosorcion, proceso en donde la biomasa fungica absorbe metales en sus tejidos
por accion de las paredes celulares y enzimas extracelulares del hongo que pueden unirse a

iones metalicos concentrandolos dentro de las células fungicas (Cafiizares, 2000).

Por otra parte, Aspergillus niger es una especie que no realiza biosorcion del
contaminante, sino que emplea un mecanismo de bioacumulacion, proceso celular que implica
un transporte del contaminante mediante la internalizacion de iones metalicos dispuestos en el
entorno hacia la membrana del microorganismo, cuando el metal se incorpora al citoplasma se

compartimentaliza dentro de la vacuola (Beltrdn y Gomez, 2016).

2.6 Determinacion de metales pesados mediante la tecnologia ICP-OES

ICP-OES es una técnica de andlisis que permite identificar y cuantificar maltiples
elementos de la tabla periodica, excepto C, N, O, H, F, gases nobles y algunos elementos

terrestres raros o pocos frecuentes (Instituto de Catalisis y Petroguimica, 2019).

En esta técnica, se introducen muestras liquidas continuas donde un sistema de

nebulizacién crea un aerosol que se suministra mediante gas argén a un soplete de plasma
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acoplado a induccidn de radiofrecuencia; debido a la alta temperatura del plasma los analitos
se atomizan e ionizan creando un espectro de emisién atomica que se difunden mediante una
rejilla de difraccion y un detector fotosensible, esta informacion es procesada por sistemas

informaticos (Ribdn Lozano & Naharro Ferrero, 2019).

La técnica mencionada en comparacion de la ICP-MS (Espectrometria de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente), tiene la capacidad de analizar muestras con mayores
concentraciones del analito generando mejores respuestas (Vanina y col., 2019). El ICP-MS
detecta los elementos metalicos con un limite de deteccion inferior a 10 partes por trillon (ppt),
mientras que el limite de deteccion para ICP-OES es superior a 10 partes por billon (ppb)
(Fisher Scientific Inc, 2016).
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Capitulo 3
3. Materiales y métodos

3.1 Disefio experimental

El modelo de investigacion corresponde a un paradigma cuantitativo para evaluar
hipbtesis, medir y comparar resultados mediante un grupo experimental y de control
enfocandose en la diferencia de concentracion de metales pesados antes y después del

tratamiento.

3.2 Poblacién y muestra

La poblacion muestral de la investigacion se delimito a sedimentos marinos
contaminados por metales pesados que puedan tener contacto con residuos de camaroneras,

industrias alimenticias, zona de desembarcaciones y areas turisticas en el Golfo de Guayaquil.

Las muestras se obtuvieron mediante muestreo aleatorio sistematico de los sedimentos
marinos provenientes de Puerto Posorja y Puerto “El Morro” en base a un primer punto elegido
de forma aleatoria y los demas elementos utilizando un intervalo de separacion en forma de
zigzag de 10 metros.

3.3 Variables
3.3.1 Variable dependiente

La variable dependiente del estudio fue el grado de metales pesados.

3.3.2 Variable independiente

Corresponde a los taxones de hongo filamentosos con actividad para la remocién de

metales pesados.
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3.4 Técnicas de procesamiento, recoleccion y analisis de datos

3.4.1 Procesamiento y recoleccion de datos

Se utilizaron programas de andlisis y almacenamiento como base de datos de Excel,
IBM-SPSS y Qtegra Software.

3.4.2 Procesamiento y analisis de datos

Se emplearon medidas de tendencia central para representar los promedios de cada
parametro evaluado y un test paramétrico de estadistica (Prueba T-Student) para la informacion
recopilada sobre los niveles de metales presentes en las muestras analizadas antes y después

del tratamiento.

3.5 Procedimientos

3.5.1 Recoleccion de muestras de sedimento marino

Como establece Taft & Jones (2001), se delimitd los puntos de muestreo de sedimento
marino en el Golfo de Guayaquil a Puerto Posorja y Puerto “El Morro” en funcion de las
caracteristicas industriales (camaroneras, pesca artesanal y terminal de contenedores),

turisticas (ecosistemas marino-costeros y manglares protegidos) y domésticas de las zonas.

La colecta de las muestras se basé en protocolos establecidos por Taft & Jones (2001)
en Ohio EPA Sediment Sampling Guide and Methodologies, y en la Guia de orientacion sobre
el muestreo de sedimentos del fondo de rios, lagos y zonas estuarinas, 1ISO 5667-12 (2017), en
donde se recolectd 4 muestras de sedimento marino de cada area de estudio para obtener un

total de 8 muestras finales.

Se escogio al azar el primer punto de analisis a una distancia de 20 metros de la orilla
del manglar y los demaés puntos de muestreo continuaron en forma de zigzag con una distancia
de 10 metros entre ellos (Casal & Mateu, 2003).

Para cada muestra se realizaron 3 submuestras de sedimento marino, se mezcl6 y

recogio 350 g finales que se rotularon y conservaron en hieleras a 4°C (1SO 5667-12, 2017).
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La toma de data se realiz6 con una pala de mango anilla y georreferenciaron las coordenadas
de muestreo con un equipo GPS de campo GARMIN - ETREX10 (Taft & Jones, 2001).

3.5.2 Andlisis fisicoquimico de las muestras

El registro de informacion de los pardmetros fisicoquimicos se realizé con base en los

manuales de uso de cada equipo:

e Potencial de hidrégeno (pH)

Se realizé una lectura por triplicado en el equipo METTLER TOLEDO SevenCompact
pH meter S220 de una suspension de relacion 20:200 sedimento/agua para cada punto de

muestreo (20 g de muestra 'y 200 ml de agua tipo 1).

e Conductividad

La lectura de conductividad de las muestras se registré por triplicado con el equipo
OAKTON PCTSTestr 50™ a partir de suspensiones 20:200 sedimento/agua.

e Humedad

El analizador de humedad empleado OHAUS — MB23 tiene una capacidad de 110 g de
muestra con lectura minima de 0,01 g/0,1%. Se coloco una alicuota de 2 g de cada muestra de
sedimento marino en platillos de aluminio dentro del equipo analizador de humedad a una

temperatura de 150°C y rango de tiempo entre 24 y 35 minutos.
3.5.3 Preparacidn de muestras de sedimento marino para digestion acida
La preparacion de las muestras incluyé secado, molienda y tamizaje mediante

adaptacion del Instructivo de Preparacion de Suelos y Sedimentos para Analisis descrito por
(Giralda, 2020).
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e Secado

Se armd 8 recipientes de aluminio en forma de bandejas que fueron colocados en
charolas rotuladas con los datos de cada zona de muestreo, se colocé el sedimento marino en
cada bandeja y se llevo a la estufa Memmert UUSS a 110°C por 3 dias.

e Molienda

Las muestras de sedimento seco se trituraron y molieron en morteros de porcelana para

la eliminacién de material grueso (rocas, basura, plantas, etc.).

e Tamizaje

Para asegurar la ausencia de material innecesario las muestras se tamizaron con ayuda
de un tamiz Pinzuar Granotest ASTM-11 de 75 um de apertura con agitacion manual, se

guardaron en fundas ziplock rotuladas y se conservaron a temperatura ambiente.

3.5.4 Digestion acida por microondas bajo la norma EPA 3051

Para la digestion acida se peso 0,5 g de cada muestra tamizada en la balanza analitica
Sartorius ENTRIS224-1S, la cantidad se coloco en vasos de digestion y se adiciono 9 ml de
acido nitrico concentrado libre de metales mas 3 ml de acido clorhidrico concentrado (EPA
3051, 2018), esta actividad se realiz6 en una cabina de flujo laminar BIOBASE — BBSH1800.

Se sellaron los vasos digestores con las muestras y con el blanco, los mismos que se
posicionaron en el tambor del equipo digestor CEM MARS 6, de inmediato se programo el
equipo bajo la normativa EPA 3051 colocando condiciones de reaccion especificas como
temperatura de 175°C durante una rampa de tiempo de 5 minutos y 30 segundos a una presién
de 800 psi con potencia entre 900 - 1800 W y mantenerse a 175°C durante 4 minutos y 30

segundos sin movimiento, como se encuentra descrito en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros de reaccion para la digestion acida de sedimento marino bajo normativa
EPA 3051 en digestor CEM MARS 6.

Temp Ramp Mantener | Presion Potencia o
Etapa . Movimiento
(°C) (mm:ss) (mm:ss) (psi) (W)
1 175 5:30 4:30 800 900 - 1800 | Apagado

Fuente: CEM MARS 6 Method Note Compendium (2018), traducido por Bustamante y
Romero, (2023).

Al finalizar el proceso se dejo enfriar los vasos digestores en la cabina de flujo laminar,
luego se procedi6 a filtrar al vacio las muestras con la bomba Gast DOA-P704-AA 'y se realizd
el aforado en matraces de 50 ml con &cido nitrico libre de metales al 2%, para finalizar las
muestras se conservaron en envases PET de 60 ml a una temperatura de 4°C hasta el dia del
analisis (EPA 3051, 2018).

3.5.5 Determinacién de metales pesados mediante la tecnologia ICP-OES

El proceso de determinacion de metales pesados inicio con el acondicionamiento del
equipo ICP-OES Thermo Fisher iCAP 7000 Plus, se prepararon las disoluciones con estandares
correspondientes a trazas de metales (As, Cd, Cr) que conforman la recta de calibrado y se
registraron secuencias que indicaban la posiciones en que debian ser colocadas las muestras en
el automuestreador para la deteccion de la cantidad de metal en las muestras, los resultados

fueron reflejados de forma automatica a través del software Qutegra (Thermo Fisher, 2018).
3.5.6 Aislamiento y aclimatacion de microorganismos biorremediadores de metales pesados

Para el aislamiento de los taxones de hongos a partir de sedimento marino del Golfo de
Guayaquil se realizaron los siguientes procesos dentro de un periodo de 24 horas después de la
recoleccion de estas.

e Preparacion de inoculo y siembra

Basado en una modificacion de Cardenas y col. (2015), se sembrd una alicuota de 1 ml
de suspensién de una muestra madre preparada de cada punto de muestreo (100 g de sedimento
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marino disueltos en 900 ml de agua esteéril), estas siembras se realizaron en condiciones
escépticas por duplicado en medios de cultivo SDA + Cloranfenicol suplementados de forma
individual con los metales pesados en estudio a concentraciones de 0,5 ppm, por Gltimo las

cajas sembradas se incubaron a 24°C durante 7 dias en la incubadora Elos Breed BO55N.

3.5.7 Resiembra y purificacion de colonias de hongos biorremediadores

Mediante una adaptacion de la metodologia de Garcia (2004) para la resiembra y
purificacion de taxones de hongos, se midié el diametro del halo de crecimiento de cada taxon
aislado utilizando el Calibrador de Vernier a los 7 dias de incubacion, y se sembraron en medio
PDA suplementado a concentracion determinada de metales, solo aquellos con las medidas de
didametro mas representativas (como se muestra en la tabla 2), de esta manera, se delimitaron 5
taxones de hongos para Cry Cd y un total de 6 taxones para As, los mismos que se incubaron
a 24°C durante 7 dias.

Tabla 2. Medios de cultivo PDA suplementado con metales pesados en concentraciones

minimas y maximas.

PDA + Concentracion | PDA + Concentracion
Metal minima (ppm) segin | maxima (ppm) segun Referencia

resultados ICP-OES | revision bibliogréafica

(Alcivar Tenorio y col.,
Cr 43 50 2011; Jiménez Verdesoto,
2012; Guarco, 2015)
(Mero y col., 2012; Proafio

Cd 2 10 Alvarado, 2016; Pernia
Santos y col., 2018)
As 3 8 (Paz Barzola, 2021)

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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e Resiembra sucesiva para seleccion definitiva de tres taxones de hongos con

potencial biorremediador

Se selecciond 1 taxon por cada metal correspondiente a los medios de cultivo con
concentracion maxima de contaminante con base en sus caracteristicas macroscopicas de
adaptacion, fueron sembrados por duplicado en medios de cultivo PDA sin presencia de

metales pesados e incubados a 24°C por 7 dias (Cardenas y col., 2015).

3.5.8 Identificacién de taxones de hongos biorremediadores

Para la identificacién taxonomica de los hongos se observaron las caracteristicas
macroscopicas (color, tamafio, forma de las colonias) y microscopicas (esporas, conidiéforos,
fialides, conidios) en el microscopio AMSCOPE B520A.

Segun Prats (2007), se implementd la técnica de impresion de esporas en cinta adhesiva
para la visualizacion de estructuras microscopicas en 40x y 100X, la metodologia consiste en
tocar de forma sutil la colonia del hongo con la cinta adhesiva y plasmarla en un portaobjeto
con una gota de azul de lactofenol.

La identificacion se realiz6 mediante revision bibliografica de “lllustrated Genera of
Imperfect Fungi” (Barnet & Barry, 1998), “Microbiologia Clinica” (Prats, 2007) y “Larone’s
Medically Important Fungi: A Guide to Identification” 6th edition (Walsh y col., 2018).

3.5.9 Tratamiento a escala de laboratorio de biorremediacion de metales pesados con

hongos filamentosos aislados

Se realiz6 un tratamiento experimental en medio de cultivo liquido SDB modificado
(26 g dextrosa + 13 g de peptona a un pH 5,6) para observar la remocién de metales pesados
por parte de los taxones de hongos aislados en concentracién maxima de contaminante (Narrea
Cango & Malpartida Zevallos, 2006).

Se establecieron 8 tratamientos experimentales con su respectivo grupo de control en
matraces Erlenmeyer de 250 ml, a los cuales se les agregaron los contaminantes y hongos

biorremediadores por individual y un mix.
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e Conteo de esporas.

Se preparé una solucion de Tween 80 al 1% (1 ml de Tween 80 + 9 ml de agua destilada)
en 3 tubos de ensayo, los cuales fueron inoculados con 3 taxones de hongos de forma individual

y se llevaron a Camara de Neubauer para el conteo de esporas (Cafiedo & Ames, 2004).

El conteo de esporas de cada taxdn se determind mediante Camara de Neubauer en el
cuadrante central (25 cuadros) considerando solo los cuadros menores de las esquinas y el
central, la concentracion de esporas se obtuvo en funcion de la siguiente formula (Hernandez,

2022).
N

_ 4
C = 10-6 * FD

En donde:
C = concentracion cel/ml
N = numero de células contadas

FD = factor de dilucion

e Inoculacion de hongos filamentosos en el medio de cultivo liquido

Basado en una modificacién de la metodologia de Villalba Villalba & Gémez Azuara
(2019) se inoculd 1 ml de la suspension de esporas de cada taxon en los medios de cultivo del
tratamiento experimental y se llevo a incubaciéon en el equipo Heidolph Plug & Play Agitador

de plataforma Unimax1010 a 25°C y 200 rpm por 20 dias.

3.5.10 Digestion abierta

La digestion se realiz6 mediante un método indirecto de concentracién de metales
basado en la investigacion realiza por Hidalgo & Osorio (2013), para ello se coloc6 1 ml del
medio de cultivo del tratamiento en un vaso de precipitacion de 50 ml, luego se agreg6 10 ml
de acido nitrico y 2 ml de peroxido de hidrogeno para digerir y mineralizar los compuestos
durante 30 minutos de reposo en la cabina de flujo laminar, para finalizar se aford a 50 ml y se

conserva en refrigeracion (4 - 8°C).
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3.5.11 Analisis ICP-OES del tratamiento experimental de biorremediacién

Se realiz6 por segunda vez el procedimiento detallado en el apartado 5.5 del capitulo 3,
donde se detalla el analisis de la técnica mencionada, este proceso se llevd a cabo para
cuantificar las concentraciones de los metales estudiados en las muestras obtenidas a partir de

cada cultivo del tratamiento experimental.
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Capitulo 4

4. Resultados y discusion

4.1 Ubicacién de puntos de muestreo

Los detalles de los puntos de muestreo del Golfo de Guayaquil se georreferenciaron con

coordenadas en unidades UTM (meridiano).
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Figura 1. Delimitacion geografica de la zona de estudio (Golfo de Guayaquil).
Fuente: Google Earth, elaborado por Emily Bustamante y Kathia Romero.

Tabla 3. Ubicacién de areas de muestreo.

Lugar Ubicacién

Coordenadas

Provincia Guayas

Puerto Posorja ; )
Canton Guayaquil

2°43°0” Sy 80°16°60” O

Provincia Guayas

Puerto “El Morro” ) )
Canton Guayaquil

2°36°0” Sy 80°16°60” O

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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4.1.1 Detalles de coordenadas de muestreo en Puerto Posorja

Figura 2. Delimitacion geografica del Puerto Posorja (Golfo de Guayaquil).

Fuente: Google Earth, elaborado por Bustamante y Romero, (2023).

o
Figura 3. Delimitacion geografica de los puntos de muestreo en el Puerto Posorja (Golfo de

Guayaquil).
Fuente: Google Earth, elaborado por Bustamante y Romero, (2023).
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Tabla 4. Coordenadas geogréficas de los puntos de muestreo en Puerto Posorja.

Punto de muestreo Coordenadas UTM
Punto 1 17 M 0606233 9757459
Punto 2 17 M 0583187 9703049
Punto 3 17 M 0583254 9703319
Punto 4 17 M 0596472 9736407

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

Los puntos de muestreo utilizados en la investigacién fueron seleccionados con ayuda
del Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial Parroquia Rural Posorja (2015); la zona de
Puerto Posorja seleccionada presenta mayor grado de contaminacion por falta de servicio de
recoleccion de basura y por los canales generados a causa de las descargas de industrias
atuneras que se encuentran situadas alrededor del puerto (Banchén y col., 2015)

Estas industrias generan contaminacion debido a que emplean bugues de embarcaciones
que atracan el puerto descargando cantidades de toneladas de atunes para que sean procesados
previos a su exportacion, y liberando cantidades sustanciales de metales como Cu, Zn, Cr, As,

etc., que luego se acumulan en el sedimento marino (Suarez, 2017).

Ademas, realizan diferentes tipos de pruebas para las conservas de atn implementando
equipos y magquinarias que generan derrames de combustible, los cuales contienen
componentes téxicos como Sh, As, Be, Cd, Cr, Co, etc.; al igual que los productos quimicos
corrosivos empleados para realizar procesos de desinfeccion o limpieza en el interior de los
equipos utilizados para la produccion de ceras, abrillantadores, imprimaciones, etc. que
generan grandes cantidades de contaminantes y comprometen el equilibrio del ecosistema del
puerto (Calabuig, 2017).
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4.1.2 Detalles de coordenadas de muestreo en Puerto “El Morro”

Figura 4. Delimitacion geogrdfica del Puerto “El Morro” (Golfo de Guayaquil).
Fuente: Google Earth, elaborado por Bustamante y Romero, (2023).

Figura 5. Delimitacion geogrdfica de los puntos de muestreo en el Puerto “El
Morro” (Golfo de Guayaquil).
Fuente: Google Earth, 2023 elaborado por Bustamante y Romero, (2023).
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Tabla 5. Coordenadas geogrdficas de los puntos de muestreo de Puerto “El Morro”.

Punto de muestreo Coordenadas UTM
Punto 1 17 M 577434 9711452
Punto 2 17 M 582900 9707755
Punto 3 17 M 577332 9718916
Punto 4 17 M 623146 9757089

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

Los puntos de muestreo del &rea mencionada se escogieron con base a una recabacion
bibliografica de documentos cientificos que evidencian la presencia de contaminantes toxicos

en el sedimento.

Al igual que en la primera zona de muestreo de Puerto Posorja, el Puerto “El Morro” se
encuentra rodeado por empresas camaroneras que descargan sus desechos dia a dia al realizar
sus procesos de produccion y limpieza, lo que permite que exista mayor contaminacion a
comparacion de otras zonas costeras como playas, rios o lagos, perjudicando a los seres vivos

nativos de la zona (Duran Albuja, 2022).

Entre las principales actividades generadoras de componentes quimicos y toxicos que
aumentan las concentraciones de metales en agua y sedimento se pueden mencionar la
recoleccion de conchas y el turismo asociado al mantenimiento de las embarcaciones (Molina
Alavay col., 2018).

En la actividad de muestreo se pudo corroborar la incidencia de contaminacion por
aguas servidas sin previos tratamientos por parte de lugares turisticos como restaurantes,
hoteles, bares y viviendas aledafas de la zona que vierten sus efluentes de forma directa en el

puerto.
4.2 Cuantificacion de metales pesados en sedimento marinos del Golfo de Guayaquil

En la tabla 6 se muestran los valores correspondientes a la medicion por ICP-OES de
las concentraciones de metales pesados (Cd, Cr y As) presentes en las muestras de sedimento

marino recolectadas de Puerto de Posorja y Puerto “El Morro”. Estos datos son representados

en la figura 6 y 7 que evidencian el comportamiento de los metales en las zonas de muestreo.

41



Tabla 6. Concentraciones de Cd, Cr y As en muestras de sedimento marino del Golfo de

Guayaquil.
Promedio de las concentraciones de los metales (PPM)
Muestras
Cd Cr As
Puerto Posorja Punto
15 37 2,65
11y1.2
Puerto Posorja Punto
2 45,5 3,75
21y 2.2
Puerto Posorja Punto
1,55 36,3 2,1
3.1ly32
Puerto Posorja Punto
1,1 25,4 0,8
4.1y4.2
Puerto “El Morro”
1,95 47,05 3,15
Punto 1.1y 1.2
Puerto “El Morro”
2,05 50,3 2,9
Punto 2.1y 2.2
Puerto “El Morro”
2,05 49,15 3,2
Punto 3.1y 3.2
Puerto “El Morro”
1,8 43,15 3,75
Punto4.1y 4.2

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Figura 6. Gréfica de concentracion de metales pesados en sedimento marino de Puerto
Posorja.

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Figura 7. Gréfica de concentracion de metales pesados en sedimento marino de
Puerto “EIl Morro”.

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Los datos obtenidos en Puerto Posorja evidencian un rango de concentracion de Cd
entre 1,1 — 2,1 ppm, en el caso de Cr los limites son 25,4 — 50,1 ppm, por otro lado, As presenta
un minimo de 0,8 ppm y un méaximo de 4,5 ppm. No obstante, Puerto “El Morro” exhibe limites
minimos y maximos de concentracion de metales como 1,6 — 2,2 ppm para Cd, 38,0 — 53,8

ppm para Cry 1,2 — 4,7 ppm para As.

La cuantificacion de concentracion de metales pesados en Puerto Posorja y Puerto “El
Morro” reflejan valores superiores a los limites permitidos por la normativa Nacional y la
normativa Canadiense como es el caso de Cr y Cd que presentan un promedio de 41,8 y 1,8
ppm de forma respectiva en contraste con los rangos permisibles de 20 — 37,3 mg/kg (Cr) y 0,5
— 0,6 mg/kg (Cd), caso contrario de As que presenta un promedio de 3 ppm situado dentro de
los parametros permisible de concentracion (rango permisible de 5 - 5,9 mg/kg) (CCME, 2003;
Ministerio del Ambiente, 2012).

Realizando una comparativa entre estudios similares del analisis de metales pesados en
sedimento marino del Golfo de Guayaquil se tienen datos de 9,5 ppm Cd y 43,47 ppm Cr en el
Estero Salado (Alcivar Tenorio y col., 2011); 6,92 ppm Cd en Puerto “El Morro” (Mero y col.,
2012); 0,106 mg/kg Cd en manglar y 2,34 mg/kg Cd cercano a puente sin presencia de
vegetacion en el Estero Salado (Pernia Santos y col., 2018b) y 4,09 mg/kg As y 52,3 mg/kg Cr
en el Estero Santa Ana (Paz Barzola, 2021), que permiten verificar la presencia de

contaminacion superior a los limites establecidos de seguridad ambiental en estas zonas.

El punto de muestreo con mayor contaminacion en Puerto Posorja fue el Punto 2 con
un promedio de 2 ppm Cd, 45,5 ppm Cry 3,75 ppm As, de igual forma, el Punto 2 de muestreo
en Puerto “El Morro” reflejo los valores més altos de metales pesados con un promedio de 2,05

ppm Cd, 50,3 ppm Cry 4,6 ppm As.

La diferencia entre los niveles de contaminacion de ambas localidades se ve
influenciada tanto por los vertidos de aguas residuales domésticas e industriales que no son
sometidos a tratamientos previo a su emisién (Carballo Hondal y col., 2003), como la
contaminacion por desembarque de vehiculos maritimos que realizan limpieza y cambio de
combustible en las orillas del Golfo (Rodriguez Moreira, 2006), ademas de los parametros
fisicoguimicos del sedimento marino como la conductividad, que a su vez esta relacionada con

el porcentaje de salinidad, debido a que valores bajos indican la presencia de iones libres que
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se puedan acumular (Lépez Jiménez y col., 2012) y el tipo de suelo arcilloso con mayor

potencial de disponibilidad y acumulacion de iones metalicos (Herrera Nufiez y col., 2013).
4.3 Parametros fisicoquimicos del sedimento marino del Golfo de Guayaquil

Los parametros fisicoquimicos permiten caracterizar la calidad de los sedimentos
marinos en funcion a la contaminacién del sitio, considerando propiedades como humedad, pH
y conductividad que se reportan en las tablas 7, 8 y 9 junto a gréficas que describen el

comportamiento de los parametros en las zonas (detalle en las figuras 8, 9y 10).

4.3.1 Humedad

Tabla 7. Valores de humedad de las muestras de sedimento marino de Puerto Posorjay Puerto
“El Morro”.

Muestra Humedad (%)
Posorja P1 63,2
Posorja P2 62,7
Posorja P3 54,3
Posorja P4 63,2
Morro P1 64,6
Morro P2 63,8
Morro P3 63,7
Morro P4 95,7

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Variaciones de humedad
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Figura 8. Gréfica de variaciones de humedad en los puntos de muestreo de Puerto Posorjay
Puerto “El Morro”.

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

El porcentaje de humedad generado para los 4 puntos de muestreo realizados en Puerto
Posorja obtuvieron un rango entre 54,3% (porcentaje minimo) y 63,2% (porcentaje maximo),
lo que indica que las muestras presentaban un alto porcentaje de humedad. Por otro lado, en
Puerto “El Morro” se consiguieron valores de humedad muy similares a los del Puerto Posorja

con datos que oscilaban entre 63,2 % (porcentaje minimo) y 64,6 % (porcentaje maximo).

Los datos mencionados entre ambos puertos generan un promedio del 61,4% de
humedad. El estudio realizado por Medinay col., (1999) menciona que la humedad es un factor
critico para el crecimiento de hongos ya que afecta de forma directa a su desarrollo requiriendo
de un alto porcentaje de este parametro para prosperar debido a que dependen de ella para

absorber nutrientes y mantener su estructura celular.

Cuando la humedad es adecuada, los hongos pueden crecer y reproducirse de manera
efectiva, pero si la humedad es insuficiente, los hongos pueden deshidratarse y detener su
crecimiento (National Center for Environmental Health, 2020). Por otro lado, al ser la humedad
excesiva, puede haber competencia con otros microorganismos, como bacterias, que también

pueden proliferar en ambientes himedos (Morales Santos, 2019).
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La relacién entre la humedad y los metales pesados para el crecimiento de hongos en el
agua es importante ya que influye en la capacidad de absorcion y acumulacién de estos por
parte de los microorganismos mencionados (Ortiz Caton y col., 2011).

Asi se establece que un ambiente con niveles adecuados de humedad es necesario para
que los hongos puedan llevar a cabo sus procesos metabolicos y de absorcidn de metales, sin
embargo, si la humedad es insuficiente, su capacidad de absorcién puede verse comprometida
(Ramos Vasquez y Davila, 2008).

4.3.2 pH

Tabla 8. Datos de pH de las muestras de sedimento marino de Puerto Posorja y Puerto “El

Morro™.
Muestra Promedio de pH
Posorja P1 7,04
Posorja P2 6,98
Posorja P3 7,23
Posorja P4 7,09
Morro P1 7,63
Morro P2 7,54
Morro P3 7,21
Morro P4 7,63

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Promedios de las variaciones de pH
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Figura 9. Grafica de comportamiento de los valores de pH en los puntos de muestreo
de Puerto Posorja y Puerto “El Morro”.
Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

Los analisis de pH en las muestras analizadas mantienen valores entre 6,98 y 7,63
obtenidos a partir de 3 réplicas del analisis del pardmetro. En la figura 9 se analiza la
comparacion de los datos, observando que los valores de pH de los puntos de muestreo de
Puerto “El Morro” no difieren en gran medida con los resultados de Puerto Posorja.

Los niveles de pH en el sedimento marino pueden variar dependiendo de la ubicacion
geografica, la influencia de fuentes de contaminacién y otros factores locales. Sin embargo, en
condiciones marinas tipicas, el pH del sedimento marino tiende a estar en el rango cercano a la
neutralidad, que es un pH de alrededor de 7.5 a 8.5, valores que contrastan con los obtenidos
en este estudio (pH 6,98 a 7,6) (Ortiz Garcia y col., 2020).

Los resultados de pH presentaron rangos de valores neutros comprobando lo descrito
en la investigacion realizada por Fuenmayor y col., (2009) que indican que, en las condiciones
marinas tipicas, el pH del sedimento tiende a estar en el rango cercano a la neutralidad, que es
un pH de alrededor de 7.5 a 8.5.

Es importante destacar que los sedimentos marinos pueden experimentar cambios en el

pH debido a procesos naturales y actividades humanas. Esto puede ocurrir por la generacion
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de &cidos organicos al momento de la descomposicion de materia organica en el sedimento, lo
que puede disminuir de manera temporal el pH en la zona. Ademas, la contaminacion con
productos quimicos, como los vertidos de aguas residuales o la escorrentia de fertilizantes,
puede alterar los niveles de pH en el sedimento marino y tener efectos negativos en sus

ecosistemas (Aguirre y col., 2009).

Se puede considerar que, en las condiciones de pH &cido o neutro, algunos metales
pesados como el Pb, Cd y el Al pueden volverse mas solubles y, por lo tanto, estar mas

disponibles para la absorcion por organismos marinos.

4.3.3 Conductividad

Tabla 9. Datos de conductividad de las muestras de sedimento marino por triplicado en Puerto

Posorja y Puerto “El Morro”.

Muestra Promedio de conductividad (mS/cm)
Posorja P1 10,94
Posorja P2 8,85
Posorja P3 6,83
Posorja P4 9,15
Morro P1 4,17
Morro P2 5,24
Morro P3 8,54
Morro P4 4,67

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Variaciones de la conductividad (mS/cm)
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Figura 10. Gréfica de variaciones de conductividad en los puntos de muestreo de Puerto
Posorja y Puerto “El Morro”.

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

La conductividad presentd valores bajos en las réplicas del Puerto “El Morro” con
valores entre 4,16 y 8,60 a comparacién de los de Puerto Posorja que incidian en valores entre

6,79y 10,98 (en la figura 10 se analiza la comparacion de los datos de conductividad).

Cuando hay contaminacion por metales pesados, como Pb, Hg, Cd u otros, en agua o
sedimentos, estos metales pueden disolverse y contribuir a un aumento en la conductividad;
esto se debe a que los iones metalicos liberados en el agua pueden aumentar la concentracion
de iones en solucién, lo que, a su vez, aumenta la capacidad del agua para conducir la

electricidad (Pérez Martinez y Romero, 2015).

Una mayor conductividad a menudo indica una mayor concentracion de sales y
minerales disueltos, lo que puede proporcionar a los hongos una fuente de nutrientes; efecto en
el crecimiento ya que algunos toleran ciertos niveles de salinidad y conductividad, mientras

que otros pueden ser sensibles a altas concentraciones de sales (Ceiro y col., 2014).

Una investigacion desarrollada por Kravetz y col., (2023) enfatiza que la conductividad
excesiva debido a la contaminacion puede ser perjudicial para los hongos y limitar su
crecimiento, también puede influir en la composicion de la comunidad microbiana en un
entorno acuatico o sedimentario. Los hongos interactian con otros microorganismos, y la

salinidad puede afectar la estructura de estas comunidades.
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En el marco de la biorremediacion, se observa una conexién entre la conductividad, los
metales pesados y los hongos en el agua y los sedimentos. Algunos hongos poseen la habilidad
de capturar y acumular componentes toxicos, permitiendo que el pardmetro de conductividad
pueda influir en como estos metales se desplazan y se vuelven accesibles para los hongos
(Muiioz Silvay col., 2019).

En resumen, las condiciones como pH moderado (6,0 a 7,0) y conductividad moderada
0 baja (4,7 a 10,9) evidencian un aumento de la distribucion microbioldgica ante la facil
adaptabilidad de los microorganismos en comparacién a niveles de pH mas é&cidos y
conductividad mas alta que reducen el desarrollo de bacterias, mohos y levaduras (Romero y
col., 2008).

4.4 Aislamiento e identificacion de taxones de hongos biorremovedores de metales

pesados

4.4.1 Medicién del halo de crecimiento de hongos

Los taxones de hongo aislados de las muestras de sedimento marino de Puerto Posorja
y Puerto “El Morro” fueron enumerados y clasificados por su medicion del didmetro del halo

de crecimiento como se adjunta en Anexo 2y 3.

A continuacion, en la Tabla 10 se detallan 16 taxones seleccionados para la resiembra
en PDA suplementado con concentracion minima y maxima de Cr, Cd y As basado en las

caracteristicas de adaptabilidad y condiciones fisicoquimicas de los hongos.

Tabla 10. Taxones seleccionados para resiembra de metales pesados.

; Diametro del halo _
Metal Taxon o Punto de muestra Figura
de crecimiento (mm)

Puerto “El Morro”
Cd 1 37,20 Punto 1.1
Codigo (PM P1.1)
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48,17

Puerto Posorja
Punto 1.1
Codigo (PP P1.1)

33,76

Puerto Posorja
Punto 3.2
Caodigo (PP P3.2)

39,46

Puerto “El Morro”
Punto 3.2
Cddigo (PM P3.2)

48,67

Puerto “El Morro”
Punto 3.1
Codigo (PM P3.1)

Cr

29,31

Puerto “El Morro”
Punto 3.1
Caodigo (PM P3.1)

34,64

Puerto “El Morro”
Punto 4.2
Cadigo (PM P4.2)
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85,09

Puerto “El Morro”
Punto 1.1
Codigo (PM P1.1)

35,17

Puerto “El Morro”
Punto 3.2
Cddigo (PM P3.2)

15,95

Puerto “El Morro”
Punto 2.1
Caodigo (PM P2.1)

As

33,32

Puerto “El Morro”
Punto 4.2
Caodigo (PM P4.2)

30,72

Puerto “El Morro”
Punto 1.1
Cadigo (PM P1.1)

26,47

Puerto Posorja
Punto 2.1
Codigo (PP P2.1)
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Puerto Posorja
1 49,14 Punto 4.2
Cadigo (PP P4.2)

Puerto Posorja
1 49,30 Punto 3.2
Cadigo (PP P3.2)

Puerto “El Morro”
1 52,37 Punto 3.2
Cddigo (PM P3.2)

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

De los 16 hongos seleccionados, 11 fueron aislados de las muestras procedentes de
Puerto “El Morro” y 5 de Puerto de Posorja, con didmetros del halo de crecimiento entre 33,76
mm en Puerto Posorja P3.2 y 48,67 mm en Puerto “El Morro” P3.1 para Cd; 15,95 mm en
Puerto “El Morro” P2.1 (taxdn con halo de inhibicion de levaduras) y 85,09 mm en Puerto “El
Morro” P1.1 para Cr; 26,47 mm en Puerto Posorja P2.1 y 52,37 mm en Puerto “El Morro” P3.2
para As.

Un criterio de discriminacion para disminuir el nimero de muestras fue el observar
estructuras alteradas por procesos de adaptacion a metales en medio de cultivo suplementado

con la minima concentracion de contaminante (0,5 ppm).

La tendencia a mayor presencia de microorganismos en el sedimento marino de Puerto
“El Morro” se debe a la disposicion de nutrientes residuales en los suelos arcillosos de la zona
que permiten la acumulacion de iones utilizados por microorganismos como bacterias, hongos
y levaduras para crecer (Jia y col., 2017). Se ha reportado que Bacillus spp. es tolerante a
concentraciones de Cd y Cr, Aspergillus spp. a Pb y Cd, y Saccharomyces cerevisiae a Cd, Pb

y Cr (Navarro Moreno y col., 2022).
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En varias investigaciones realizadas sobre la tolerancia de metales pesados por parte de
cepas fungicas evidencian su adaptabilidad a concentraciones de 50, 100 y 250 ppm de Cd y
Cr parael género Penicillium, 50 ppm de Cd para el género Mucor, 50 ppm de Cr para el género
Sporotrichum Garcia (2004) y 30 mM de As para el género Metarhizium (Lopez Perez y col.,
2019).

Las condiciones como pH moderado (6,0 a 7,0) y conductividad moderada a baja
evidencian un aumento de la distribucion microbiolégica ante la facil adaptabilidad de los
microorganismos en comparacion a niveles de pH mas acidos y conductividad mas alta que
reducen el desarrollo de bacterias, mohos y levaduras (M. Romero y col., 2008). Ademas, se
destaca la variedad de mecanismos de los microorganismos para la union a metales pesados,
como los hongos que pueden adsorber a nivel celular los contaminantes mediante interacciones
fisicoguimicas o0 acumular metales en procesos intracelulares o extracelulares, esto demuestra
la capacidad para propagarse en concentraciones minimas y maximas de contaminante

(Navarro Moreno y col., 2022).

En el Anexo 7 se detalla el crecimiento en concentraciones de metales pesados minimas
(valor propio del muestreo) y maximas (valor bibliografico) de los 16 taxones seleccionados

previo a la discriminacion de los taxones para el tratamiento.

4.4.2 Resultados de resiembra en concentracion minima y maxima de contaminantes
Después de 7 dias en incubacién a 24°C se visualizaron, como detalla la Tabla 11, los

taxones de hongos que pudieron desarrollarse y adaptarse al medio de cultivo PDA

suplementado con metales pesados en concentracién maximay minima.
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Tabla 10. Desarrollo de taxones expuestos a concentraciones minimas y maximas de

contaminante.

Crecimiento
Metal Punto de muestreo Concentracion Con(.:,entra
minima (’:lo-n
maxima

PM P1.1 o ++
PP P1.1 R "

Cd PM P3.1 3 "
PP P3.2 o -
PM P3.2 T "

Cr PM P3.1 s "
PM P4.2 - _
PM P2.1 ¥ -
PM P1.1 _ -
PM P3.2 - _
PM P4.2 R s
PM P1.1 o o
PP P2.1 ¥ -

As
PM P3.2 T "
PP P3.2 . o
PP P4.2 PR g

Nota: Los signos representan: (-): no crecimiento; (+): crecimiento bajo; (+ +): crecimiento
medio; (+ + +): crecimiento alto.

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

Los puntos de muestreo mas representativos para el desarrollo de colonias funcionales
en presencia de contaminante en concentracion maxima fueron: PM P 1.1 para Cd, PM P3.1
para Cry PP P4.2 para As, la seleccion se basé en la capacidad de adaptacion y que provengan

de diferentes zonas de muestreo.
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La adaptabilidad de estos taxones se puede ver influenciada por formacion de complejos
y cristalizacion, transformacion mediante reacciones de oxidacién, reduccion, metilacion y
desalquilacion de metales y biosorcidn celular; que corresponden a los mecanismos bioldgicos
que se activan en los hongos al verse afectados por metales pesados (Navarro Moreno y col.,
2022).

4.5 Caracterizacion morfologica e identificacion de taxones de hongos

Los hongos seleccionados para el tratamiento experimental de remocion de metales
pesados (Cd, Cr, As) fueron escogidos en funcion de su estructura morfologica adaptable a

elevados rangos de contaminacion (se muestra resultados en la Tabla 12).

Con base en revision bibliogréafica de “Illustrated Genera of Imperfect Fungi” (Barnet
& Barry, 1998), “Microbiologia Clinica” (Prats, 2007) y “Larone’s Medically Important Fungi:
A Guide to Identification” 6th edition (Walsh y col., 2018) se describieron las caracteristicas
morfoldgicas a nivel macro y microscopico de los taxones de hongos para su identificacion,

los rasgos se describen en la Tabla 19, 20 y 21 para cada género identificado.

Tabla 11. Crecimiento de taxones de hongos seleccionados para identificacion morfologica.

L Hongo aislado en medio PDA
Metal Descripcion

sin metal pesado

Puerto “El Morro”
Punto 1.1

Cd
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Puerto “El Morro”
Punto 3.1

Cr

Puerto Posorja
Punto 4.2

As

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

Los hongos aislados para cada metal de estudio demuestran una adaptabilidad eficiente
a concentracion maximas de contaminante a los 5 dias de incubacion (24°C): 10 ppm Cd, 50
ppm Cry 8 ppm As.
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Tabla 12. Caracteristicas morfolégicas de los hongos seleccionados para tratamiento de

remocién de contaminante Cd.

Metal (Cd) Foto macroscopica Fotografia microscépica (100x)

Vesicula

Taxon aislado de
Puerto “El

-
orro Conidio
Punto 1.1 solitario
Métulas y fialides
Conidioforos lisos, vesicula
) _ redonda, metulas y fialides
L Colonia aterciopelada de color o o
Caracterizacion ) biseriadas largas con conidios
. marron claro y blanco con un o
morfoldgica redondos, algunos conidios

centro flocoso. o
solitarios se producen a lo largo de

las hifas.

Microorganismo . "
spergillus spp.
identificado pergitius spp

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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Tabla 13. Caracteristicas morfolégicas de los hongos seleccionados para tratamiento de

remocidn de contaminantes As.

Metal (As) Foto macroscopica Fotografia microscépica (100x)

Métulas
y fidlides

Taxoén aislado de

. Conidios
Puerto Posorja

Punto 4.2

Colonia de apariencia Conididforos largos y gruesos,

L polvorienta de color verde vesicula esférica, métulas y
Caracterizacion o . o
o oscuro o negro con periferia | fialides biseriadas que ocupan toda
morfologica ) . o ]
blanca (debido a su coloracion la superficie de la vesicula con

inicial). conidios oscuros y rugosos.

Microorganismo A "
spergillus spp.
identificado Pers PP

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

La identificacion del género Aspergillus se realizO basado en sus estructuras
microscopicas como la forma de conididforos y vesiculas esféricas, disposicion de fialides y
métulas en la vesicula, hifas hialinas septadas, presencia de fialides y esporas globulosas al

igual que lo detallan Garcia (2004) y Navarro Moreno y col. (2022) en sus investigaciones.
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Tabla 14. Caracteristicas morfolégicas de los hongos seleccionados para tratamiento de

remocidn de contaminantes Cr.

Metal (Cr) Foto macroscopica Fotografia microscépica (100x)

Taxoén aislado de

Puerto “El
Morro”
Punto 1.1
Hifas septadas con conidioforos
) ) ramificados de forma cilindrica,
L Colonia aterciopelada de color ) )
Caracterizacion denominados métulas, de donde
o verde azulado en el centro con .
morfologica parten de 3 a 6 fialides ovaladas de

borde blanco en la periferia.
las cuales surgen cadenas de

conidios sin ramificar.

Microorganismo o
Penicillium spp.

identificado

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

El género Penicillium se observa de forma microscépica con hifas hialinas tabicadas,
conidioforos ramificados, fialides con forma ovalada o de frasco y esporas globulosas ubicadas
en hileras (Navarro Moreno y col., 2022). Garcia (2004), comparte las mismas caracteristicas
microscopicas detalladas, mas el sustento adicional de una prueba molecular de secuenciacion

génica que le permiti6 identificar al género Penicillium.

61



4.6 Conteo de esporas para inocular en los tratamientos experimentales

En la Tabla 16 se detallan las concentraciones de esporas utilizadas para los
tratamientos experimentales de remocion de metales pesados con respecto a cada hongo con

capacidad de biorremediacion.

Tabla 15. Células por mililitro para la inoculacion de hongos en los tratamientos de remocion

de metal pesado.

Metal Hongo biorremediador Concentracién de esporas (cel/ml)
Cd Aspergillus spp. 3,4 x 107
Cr Penicillium spp. 6,7 x 106
As Aspergillus spp. 1,205 x 10’

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.

La concentracion de esporas para la inoculacién de los tratamientos experimentales de
remocion de metales pesados se determind bajo revision bibliogréfica de estudios similares de
biorremediacion en donde alcanzaron una concentracion de 1 x 10° cel/ml de Aspergillus spp.y
Penicillium spp. en 100 ml de medio de cultivo (Guerra Sierra y col., 2014), y 1 x 108 cel/ml
de Aspergillum spp. (Villalba Villalba & Gémez Azuara, 2019).

4.7 Cuantificacion de remocion de metales pesados mediante tratamiento experimental

con taxones de hongos

En la Tabla 17 se describen los promedios de remocién de metales pesados durante los
20 dias de tratamiento con respecto a cada metal + hongo biorremovedor y el porcentaje de

disminucién de contaminante.
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Tabla 16. Cuantificacion de porcentaje de remocion de metales pesados

experimentales con hongos.

en tratamientos

Promedio de la Promedio de la Porcentaje

Metal Tratamiento concentracion concentracion de remocion
Dia 0 (PPM¥*) Dia 20 (PPM*) (%)
Cd Aspergillus spp. 3,60 0,83 77,08
Cr Penicillium spp. 15,85 4,60 70,98
As Aspergillus spp. 3,13 2,83 9,60
Aspergillus spp. 10,65 (Cd) 1,60 (Cd) 0,47
Mix + 62,25 (Cr) 59,70 (Cr) 4,10
Penicillium spp. 8,70 (As) 8,65 (As) 0,57

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

Figura 11. Gréfica de porcentaje de remocion de metales pesados durante el tratamiento

experimental con hongos filamentosos.
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Fuente: Bustamante y Romero, (2023).
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En el Grafico 11 se puede evidenciar la remocion de los metales pesados de estudio con
los géneros de hongos aislados, destacando una remocion mayor de la media en porcentajes de
77,08% Cd con Aspergillus spp. y 70,98% Cr con Penicillium spp., estos datos se pueden
corroborar con investigaciones que demuestran alto grado de disminucién de contaminante en
valores de 91,47%, 98,63% y 88,68% para Cd y 50,34%, 88,93% y 58,36% para Cr con los
mismos microorganismos (Guerra Sierra y col., 2014); 60 al 70% de Cd por A. niger
(Massaccesi y col. (2002) como cita Villalba Villalba & Gomez Azuara, 2019).

Por otro lado, el porcentaje de remocidn de As por actividad de Aspergillus spp. es de
9,6% que se puede comparar con investigaciones previas que detallan biorremediacién en
valores de 69% y 96% para Cr con Penicillium spp. en 24 horas a diferentes concentraciones
de biomasa fungica (Santos-Dominguez y col., 2017).

4.8 Analisis estadistico des la disminucion de metales pesados en el tratamiento

experimental

La distribucién de los datos para los tratamientos individuales de Cd con Aspergillus
spp., Cr con Penicillium spp., As con Aspergillus spp. y un mix de los 3 hongos + 3 metales,
fue normal segin el andlisis Shapiro-Wick (p > 0,05; n < 30), permitiendo realizar un
estadistico paramétrico T-Student, calculo de datos descriptivos como media y desviacion
estandar, para medir la capacidad de remocion de metales pesados por parte de los hongos

aislados al implementarlos en tratamientos individuales y en consorcio.
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Figura 12. Analisis estadistico paramétrico T-Student de la disminucion de metales pesados

en el tratamiento experimental.

Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Cd Std. Error Difference
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1 INICIAL- FINAL | 1.40000 1.68798 79399 -1.12682 3.92682 1.763 3 176
Paired Samples Test
Paired Differences
C 95% Confidence Interval of the
r Std. Error Difference
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1 INICIAL - FINAL 7.15000 8.06505 4.03252 -5.68329 19.98329 1.773 3 174
Paired Samples Test

Paired Differences

As 95% Confidence Interval of the
Std. Error Difference
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1 INICIAL - FINAL 16250 16008 .08004 -.09222 41722 2.030 3 135

Fuente: Bustamante y Romero, (2023).

La estadistica de T-Student genera p-value mayores a la significancia 0,05 para cada
tratamiento del tratamiento, esto permite concluir en una aprobacion de la hipotesis nula (Ho)
indicando que no hubo remocion significativa de contaminante durante los 20 dias de
tratamiento, sin embargo, estos valores representan el trabajo de los hongos de manera

individual y en consorcio en funcion de la degradacién del metal.

Entre los valores de remocidn de contaminante se destaca el porcentaje elevado de
disminucion de Cd, Cry As al utilizar los hongos por individual como se detalla en la figura
11y se puede contemplar en investigaciones que enfatizan la degradacion del 77,08% Cd con
Aspergillus spp., 70,98% Cr con Penicillium spp. y 69% al 96% para Cr con Penicillium spp.
(Guerra Sierra 'y col., 2014; Santos-Dominguez y col., 2017).

Esto es un indicativo de que el consorcio de Aspergillus spp, y Penicillium spp. no es
efectivos para biorremediacion, los factores que pueden influir en estos resultados son la
interaccion entre las cepas fungicas, las concentraciones de contaminantes que pueden inhibir
el desarrollo de los hongos por pelea de nutrientes y las condiciones de pH del medio (Morales,
2019).
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Capitulo 5

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

e Se logro evaluar la capacidad removedora de metales pesados (Cr, Cd, As) empleando
taxones de hongos filamentosos aislados de sedimentos marinos del Golfo de Guayaquil,
Ecuador.

e Se cuantificd el contenido de metales pesados en sedimentos marinos a partir de los
sectores puntuales escogidos del Golfo de Guayaquil gracias a la técnica ICP-OES.

e Se lograron aislar tres taxones de hongos del sitio de muestreo mas contaminado con
metales pesados y se identifico su taxonomia mediante caracterizacion morfologica y tincion
diferencial.

e Los tratamientos establecidos de remocion de metales pesados (Cr, Cd, As)
demostraron la eficiencia de los taxones aislados de forma independiente para la
biorremediacion, comprobados a través de analisis estadisticos.

e Al evaluar los parametros fisicoquimicos, se puede establecer que, los hongos en su
generalidad tienden a prosperar dentro de un intervalo de pH de 5,5 a 8,5. Un pH neutro,
alrededor de 7, es adecuado para el crecimiento de la mayoria de los hongos.

e En la biorremediacion se considera indispensable controlar también los niveles de pH
relativos a la humedad para optimizar la actividad de los hongos que pueden ayudar en la
eliminacion de estos contaminantes. La humedad adecuada es una de las condiciones
ambientales que debe ser considerada para que los hongos desemperfien un papel efectivo de
remedicion en las aguas contaminadas por metales pesados.

e Por otro lado, se podria decir que, al estudiar la biorremediacion en entornos
contaminados con sustancias metalicas de alta densidad, es importante considerar el parametro
de conductividad como un factor que afecta la interaccion entre los hongos y los metales

pesados del agua y sedimentos.
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5.2 Recomendaciones

e Esimportante recordar que diferentes especies de hongos pueden tener preferencias de
niveles de pH para su desarrollo, por lo que es importante investigar las condiciones especificas
de crecimiento para el tipo de hongo que se va a cultivar. Ademas, factores como los nutrientes
y temperatura ejecutan una funcion fundamental en el crecimiento de hongos, por lo que es
esencial considerar estos factores junto con el pH.

e Se sugiere implementar los taxones de hongos en tratamientos para metales de forma
individual, debido a la mejor bioadsorcion y bioacumulacion que representan.

e Para la cuantificacion de las concentraciones de metales pesados es necesario formular
codigos de muestras que se rotulen en los tubos de analisis.

e Variar los niveles de contaminante en los tratamientos de biorremediacion para una

generar mayor cantidad de data sobre la actividad de los taxones.
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ANEXOS

Anexo 1. Concentraciones de Cd, Cr y As en muestras de sedimento marino del Golfo de

Guayaquil.
Concentraciones
Muestras cd cr As
Valor* | PPM | Valor | PPM | Valor* | PPM
* * *k * * *

Puerto Posorja Punto 1.1 0,017 1,7 0,431 | 43,1 | 0,031 3,1
Puerto Posorja Punto 1.2 0,013 1,3 0,309 | 30,9 0,022 2,2
Puerto Posorja Punto 2.1 0,021 2,1 0,501 | 50,1 0,045 4,5
Puerto Posorja Punto 2.2 0,019 1,9 0,409 | 40,9 | 0,030 3,0
Puerto Posorja Punto 3.1 0,017 1,7 0,406 | 40,6 0,017 1,7
Puerto Posorja Punto 3.2 0,014 1,4 0,320 | 32,0 0,025 2,5
Puerto Posorja Punto 4.1 0,011 1,1 | 0,254 | 25,4 | 0,008 0,8
Puerto Posorja Punto 4.2 0,011 1,1 0,254 | 254 0,008 0,8
Puerto “El Morro” Punto 1.1 0,021 2,1 0,516 | 51,6 0,028 2,8
Puerto “El Morro” Punto 1.2 0,018 1,8 0,425 | 42,5 0,035 3,5
Puerto “El Morro” Punto 2.1 0,022 2,2 0,538 | 53,8 0,046 4.6
Puerto “El Morro” Punto 2.2 0,019 1,9 0,468 | 46,8 0,012 1,2
Puerto “El Morro” Punto 3.1 0,021 2,1 0,513 | 51,3 0,025 2,5
Puerto “El Morro” Punto 3.2 0,020 2,0 0,477 | 47,7 0,039 3,9
Puerto “El Morro” Punto 4.1 0,016 1,6 0,380 | 38,0 0,028 2,8
Puerto “El Morro” Punto 4.2 0,020 2,0 0,483 | 48,3 0,047 47
Promedio 0,018 1,8 0,418 | 4138 0,030 3,0

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.

*(valor en ppm sin dilucion) **(valor en ppm diluido)
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Anexo 2. Diametros de halo de crecimiento de hongos de las muestras de sedimento marino

de Puerto Posorja.

Muestras

Puerto Posorja

Diametros de halo de crecimiento

fotogréafica

Medio con Cd Medio con Cr Medio con As
Taxon mm Taxon mm Taxon mm
il 40,70
2 30,82
1 16,05
3 31,49 il 20,84
2 17,54
Punto 1.1 4 6,60 2 12,77
3 9,34
5 8,20 3 11,28
4 5,01
6 48,17
7 10,98
Evidencia
fotografica oy et
Taxones aislados en Taxones aislados en Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto SDA+Cr del Punto SDA+ASs del Punto
1.1 1.1 11
il 82,26
Punto 1.2 2 35,61 1 85,28 i 20,50
3 14,49
Evidencia
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Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

1.2 1.2 1.2

1 3,80

1 24,63
il 25,80 2 26,47

Punto 2.1 2 25,93
2 10,30 3 17,64

3 6,54
4 13,08

Evidencia

fotografica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

2.1 2.1 2.1
1 13,74 1 18,08
Punto 2.2 il 3,84 2 11,30 2 37,85
3 18,03 3 12,38
o
\
Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto
2.2

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto
2.2

Taxones aislados en
SDA+As del Punto
2.2
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22,64
23,74
4,95
2,43

A W N

1 22,54 1 22,26

2 23,20 2 16,19
Punto 3.1

3 4,37 3 7,30

4 6,14 4 23,16
Evidencia

fotogréafica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

3.1 3.1 3.1
1 22,33
2 6,36
il 33,76 il 49,30
Punto 3.2 3 5,81
2 19,50 2 42,16
4 2,95
5 20,18
Evidencia

fotogréafica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

3.2 3.2 3.2
1 47,00 il 54,06
il 87,19 2 17,65 2 17,44
Punto 4.1
2 4,85 3 6,81 3 27,05
4 6,38 4 10,90
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Evidencia

fotogréafica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

4.1 4.1 4.1
1 49,14
2 36,41
1 6,25 1 10,20
Punto 4.2 3 11,92
2 77,31 2 6,06
4 7,38
5 8,68
Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto
4.1

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto
4.2

Taxones aislados en
SDA+As del Punto
4.2

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.

Anexo 3. Diametros de halo de crecimiento de hongos de las muestras de sedimento marino

de Puerto "El Morro”.

Muestras Diametros de halo de crecimiento (mm)
Puerto Medio con Cd Medio con Cr Medio con As
“El Morro” Taxoén mm Taxoén mm Taxon mm
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Punto 1.1

~N OO o A O WOODN
~
~
(o))

1 85,09
2 18,10

Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

o N o o~ W N P
=
©
@

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

1.1 11 11
al 27,98
2 25,06
1 26,12
3 25,27 1 56,98
2 16,91
Punto 1.2 4 13,56 2 30,90
3 12,12
5 9,45 3 9,42
4 4,68
6 7,21
7 6,73
Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto
1.2

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto
1.2

Taxones aislados en
SDA+As del Punto
1.2

Punto 2.1

Levadura X

1 14,78
2 15,95

1 30,70
2 25,03
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Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

2.1 2.1 2.1
] 24,44
2 20,70
1 15,56
3 11,77
2 16,52
4 8,48
Punto 2.2 3 6,58 1 68,91
5 6,65
4 2,26
6 4,03
5 3,20
7 4,08
8 11,43
Evidencia

fotogréafica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

2.2 2.2 2.2
il 48,67
Punto 3.1 2 26,24 1 29,31 1 35,66
3 17,89
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Evidencia

fotografica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

3.1 3.1 3.1
1l 39,46 1 35,17
1 52,37
2 34,06 2 8,79
2 15,90
Punto 3.2 3 16,72 3 18,92
3 8,37
4 13,54 4 8,74
4 10,42
5 13,92 5 7,08
Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

3.2 3.2 3.2
al 23,06
1 36,85
2 12,88
2 24,89 1 8,75
Punto 4.1 3 10,49
3 9,52 2 2,12
4 471
4 17,31
5 2,25
Evidencia

fotogréfica
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Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto

Taxones aislados en
SDA+As del Punto

4.1 4.1 4.1
1 34,64
l 36,61 1 27,08
2 25,61
2 3,04 2 33,32
Punto 4.2 3 29,76
3 4,39 3 23,71
4 16,44
4 6,82 4 18,98
5 9,73
Evidencia

fotogréfica

Taxones aislados en
SDA+Cd del Punto
4.2

Taxones aislados en
SDA+Cr del Punto
4.2

Taxones aislados en
SDA+As del Punto
4.2

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
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Anexo 4. Muestras seleccionadas para resiembra en Cd.

o Ozes

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.

Anexo 5. Muestras seleccionadas para resiembra en Cr.

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
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Anexo 6. Muestras seleccionadas para resiembra en As.

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.

Anexo 7. Aclimatacién de taxones en concentraciones minimas y maximas de metales

pesados.
Metal Descripcion Concentracion minima Concentracion maxima
Puerto “El Morro”
Punto 1.1
Cd

Puerto Posorja
Punto 1.1
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Puerto “El Morro”
Punto 3.1

Puerto Posorja
Punto 3.2

Puerto “El Morro”
Punto 3.2

Cr

Puerto “El Morro”
Punto 3.1

Puerto “El Morro”
Punto 4.2

Puerto “El Morro”
Punto 2.1
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Puerto “El Morro”
Punto 1.1

Puerto “El Morro”
Punto 3.2

As

Puerto “El Morro”
Punto 4.2

Puerto “El Morro”
Punto 1.1

Puerto Posorja
Punto 2.1

Puerto “El Morro”
Punto 3.2
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Puerto Posorja
Punto 3.2

Puerto Posorja
Punto 4.2

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero

Anexo 8. Conteo de esporas para inoculacion de hongos en tratamiento.

Cuadrante de ) o ) )
Aspergillus terreus Penicillium spp. Aspergillus niger
conteo
Cuadrante
S 127 25 68
superior izquierdo
Cuadrante
) 135 31 36
superior derecho
Cuadrante
) ) 151 36 50
inferior derecho
Cuadrante
o 115 6 54
inferior izquierdo
Cuadrante central 152 36 33
Promedio 136 26,8 48,2

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
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Anexo 9. Ecuacion para el célculo de las esporas.

El calculo de las esporas en una alicuota de 1 ml de muestra fue:

N 136
- 4 - 4 - 7
€= K 10—6) *FD] = Klo—6> * 1‘ =3,4x 10’ cel/ml

o Penicillium spp.:
26,8
_ 4
—[ 10-6 * FD

N
15*_6 « FD
48,2
—[ 104_6 « FD

o Aspergillus niger:
Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.

C =

=6,7 X 10° cel/ml

C= = 1,205 x 107 cel/ml

N
15‘_6 « FD

Anexo 10. Datos de concentracion de metales pesados en muestras digestadas de tratamientos

experimentales y de control.

) Concentracion | Valor | Concentracion | Valor
Metal Tratamiento

Dia0 PPM Dia 20 PPM

Maximo 3 0,074 3,7 0,019 0,95

Cd Méaximo 3 0,070 3,5 0,014 0,7

Control 0,076 3,8 0,076 3,8

Maximo 1 0,213 10,65 0,092 4,6

Cr Méaximo 1 0,421 21,05 0,092 4,6
Control 0,334 16,7 0,334 16,7

Maximo 2 0,062 3,1 0,056 2,8

As Méaximo 2 0,063 3,15 0,057 2,85
Control 0,071 3,55 0,071 3,55

Mi 0,070 (Cd) 3,5 0,118 (Cd) 59

iX
Méaximo 4 0,411 (Cr) 20,55 0,412 (Cr) 20,6
(Cd+Cr+As)

0,060 (As) 3,0 0,109 (As) 5,45
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0,071 (Cd) 3,55 0,106 (Cd) 53
Maximo 4 0,411 (Cr) 20,55 0,359 (Cr) 17,95
0,061 (As) 3,05 0,096 (As) 4.8
0,072 (Cd) 3,6 0,072 (Cd) 3,6
Control 0,423 (Cr) 21,15 0,423 (Cr) 21,15
0,053 (As) 2,65 0,053 (As) 2,65
Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
Anexo 11. Test de normalidad del As.
Tests of Normality
Kolmogaorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
INITIAL 51 4 953 872
FINAL 302 4 827 161
a. Lilliefars Significance Correction
Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
Anexo 12. Estadistica de muestras pareadas del As.
Paired Samples Statistics
Std. Error
Mean ] Std. Deviation Mean
Pair1  INICIAL 3.0750 06455 nazz
FINAL 2.9125 10308 05154
Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
Anexo 13. Test de normalidad del Cd.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
INICIAL 303 4 T91 086
FINAL 306 4 TET 055

a. Lilliefors Significance Correction

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
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Anexo 14. Estadistica de muestras pareadas del Cd.

Paired Samples Statistics
Std. Error
Mean I Std. Deviation Mean
Pair1  IMICIAL 3.5625 09465 04732
FIMAL 21625 1.54778 773849
Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
Anexo 15. Test de normalidad del Cr.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IMICIAL 430 4 ) BT 005
FIMAL 3058 4 783 0480
a. Lilliefors Significance Correction
Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
Anexo 16. Estadistica de muestras pareadas del Cr.
Paired Samples Statistics
Std. Error
Mean M Std. Deviation Mean
Pair1 IMICIAL | 18.2000 5.03885 251942
FIMAL 11.0500 9.55885 477943

Fuente: Emily Bustamante y Kathia Romero.
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