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1. RESUMEN

El mercurio es uno de los componentes quimicos mas toxicos en el medio
ambiente y en general para los seres vivos, debido a esto paises alrededor del
mundo han prohibido su uso en procesos productivos, ya que el ingreso de este
metal a los ecosistemas genera una acumulacién a lo largo de la cadena
alimenticia. En Colombia més exactamente en la region de la Mojana delimitada
por los rios Cauca, San Jorge y Magdalena que es uno de los ecosistemas mas
ricos en cuanto a biodiversidad en el mundo, esta siendo gravemente afectado por
la contaminacion por metales pesados especialmente por mercurio debido a la
gran explotacion de oro en la zona [1], aparte de la regiébn de la Mojana,
localmente encontramos el rio Bogota uno de los rios mas contaminados por
metales pesados, sélidos suspendidos y baja calidad ambiental en el mundo [2].
En otro nivel, desde su nacimiento hasta su desembocadura en el rio Magdalena
recibe varias descargas de contaminantes biologicos, quimicos y fisicos
convirtiéndolo asi en la alcantarilla mas grande de Colombia. Asimismo, tiempo
atras los rios han estado sometidos a un proceso de contaminacién por mercurio,
altamente relacionado con la mineria del oro ubicada en la proximidad de estos
afluentes [2].

Por lo cual es necesario desarrollar localmente una tecnologia, encaminada a la
remocién del mercurio o de los metales pesados. Actualmente los tratamientos
con microorganismos estan siendo reconocidos recientemente por la comunidad
cientifica, ya que presentan una alternativa mas econdmica y eficiente a la hora de
remover metales pesados con concentraciones minimas [3]

Para esto se ubicaron en la cuenca alta del rio Bogota en los municipios de Villa
Pinzén y Choconta, para apreciar de cerca la contaminacién por mercurio y
obtener muestras del ecosistema y asi garantizar la obtencion de microorganismos
tolerantes a esta problemética. Estas muestras fueron suministradas por la
profesora Angela Maria Jaramillo Londofio del Grupo el grupo investigacion de
Sostenibilidad Ambiental de la Facultad de Ciencias Ambientales de la Universidad
de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA).

De las muestras procesadas en el presente proyecto se llegaron a obtener 10
Hongos tolerantes al mercurio en medio acuoso, que posterior a pruebas de
tolerancia y resistencia, resultaron 6 diferentes cepas de hongos capaces de
remover o captar el mercurio en diferentes porcentajes que oscilan entre el 55%-
60%.




Se pudo apreciar que los hongos son capaces de tolerar concentraciones grandes
de mercurio, aprovechar las rutas metabolicas, la biodiversidad y generar asi un
nuevo horizonte en Colombia para el tratamiento de aguas y de esta manera se
espera que las empresas mineras o las empresas agroquimicas, puedan optimizar
sus procesos productivos minimizando asi los impactos al ambiente y a la
sociedad al poder remover el mercurio de los vertimientos como tratamientos a
final del tubo, y por qué no recuperar el mercurio para ingresarlo en sus procesos
industriales.




2. ABSTRACT

Mercury is one of the most toxic chemicals in the environment and in general for
living beings, because of these countries around the world has banned its use in
production processes, as the income of this metal to ecosystems generates an
accumulation along the food chain. In Colombia more precisely in the region of the
Mojana bounded by the Cauca, San Jorge and Magdalena rivers is one of the
richest in terms of biodiversity ecosystems in the world, it is being seriously
affected by contamination by heavy metals especially mercury due the large gold
mining in the area [1], apart from the region of the Mojana, locally found the river
Bogoté one of the most polluted rivers by heavy metals, suspended solids and low
environmental quality in the world [2]. On another level, from its source to its mouth
on the Magdalena River receives several volleys of biological, chemical and
physical contaminants thus making it the largest sewer Colombia. Also, some time
ago the rivers have been subjected to a process of mercury contamination, highly
related to gold mining located in the proximity of these tributaries. [2]

Therefore it is necessary to locally develop technology aimed at the removal of
mercury or heavy metals. Conventional treatments could not remove
anthropogenic contribution in its entirety, because large volumes of water in which
the concentration of metals is of the order of parts per million are handled, which
makes it expensive and difficult to remove these metals from water bodies, while
treatments with microorganisms being recently recognized by the scientific
community as they present a more economical and efficient when removing heavy
metals concentrations with minimal alternative. [3]

For this we are located in the upper basin of the river Bogota in the municipalities
of Villa Pinzon and Choconta, to appreciate closely mercury pollution and obtain
samples of the ecosystem and thus ensure obtaining these issue tolerant
microorganisms. These samples were provided by Professor Angela Maria
Jaramillo Londofio Group on Environmental Sustainability research group of the
Faculty of Environmental Sciences at the University of Applied and Environmental
Sciences (UDCA).

Of the samples obtained were reached to get 10 Mushroom tolerant mercury in
aqueous medium, which after testing tolerance and resistance, were 6 different
strains of fungi capable of removing or capture mercury in different percentages
ranging between 55% -60 %.
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It was seen that fungi are able to tolerate high concentrations of mercury, exploit
metabolic pathways, biodiversity and generate a new horizon in Colombia for water
treatment and thus it is expected that mining companies or companies
Agrochemical, they can optimize their production processes minimizing impacts to
the environment and society to be able to remove mercury discharges as
treatments at the end of the tube, and why not recover mercury to enter it in
industrial processes.
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3. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental generada por diferentes procesos antrépicos, si no es
el mayor problema que afecta el medioambiente es de los mayores contribuyentes
al desequilibrio de los ecosistemas en la tierra. Los metales pesados son uno de
los contaminantes més toxicos y mas dificiles de tratar que se obtienen como
salidas de todos los procesos industriales, cabe aclarar que estos metales
pesados se encuentran en la corteza terrestre de forma natural pero si su
distribucion a lo largo de los ecosistemas no es la correcta se convierten en
agentes toxicos para la biota del ecosistema, ocasionado por los procesos de
mineria, refineria entre otros. [4]

Uno de los metales pesados que afectan mas al ecosistema y a la salud de la vida
humana es el mercurio. Este metal se puede encontrar de manera natural o por
actividades antropicas como lo es la mineria del oro, lo cual ha ocasionado su
acumulacion y toxicidad en la biota. [1]

Por otra parte, el principal riesgo que presenta el mercurio consiste en que es
bioacumulable, afectando principalmente a mujeres embarazadas y a la poblacion
infantil, ya que el mercurio al ingresar al organismo actlia como una neurotoxina,
afectando el cerebro y el sistema nervioso. [5]

La remocién de metales pesados por medio de procesos tales como el intercambio
i6nico (resinas) y la adsorcion (carbén activado), es una alternativa eficiente; Sin
embargo, la utilizacibn de estos materiales convencionales puede resultar
prohibitiva en muchas situaciones debido a los altos costos asociados a su
adquisicién, implementacién y operacion [6]. Por este motivo se encaminaron a
investigar si hongos o mohos, presentes en el ecosistema del rio Bogota podrian
aportarnos su capacidad de remocion o capacidad de absorcién para sustituir las
diferentes resinas o el carbon activado.

Pudimos apreciar que el rio Bogota cuenta con diferentes contaminantes quimicos,

organicos, ademas de metales pesados como el mercurio (Hg), asi que decidimos
recolectar muestras del rio para buscar si existieran hongos que resistieran estos
niveles de contaminacion ambiental y aprovechar su capacidad de
bioacumulacion. [2]
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4.1
41.1

4.2
42.1
4.2.2

4.2.3

4.2.4

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de inmovilizacion de mercurio por diferentes especies
microbianas, para su potencial utilizacion en el tratamiento de aguas
residuales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Adquirir los microorganismos aptos para el proyecto.

Determinar las necesidades de nutrientes de los microorganismos para asi
mantener la actividad biol6gica.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de mercurio sobre las
especies seleccionadas.

Evaluar la remocién de mercurio por los diferentes microorganismos.
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5. MARCO DE REFERENCIA

En Colombia se puede apreciar claramente la afectacion que el mercurio esta
generando, la mineria artesanal de oro, el uso de pesticidas o fungicidas en
procesos de agricultura, como ha sido informado a la comunidad antioquefia por
Omar Franco director de recurso hidraulico del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible, se han encontrado grandes cantidades del metal, esta contaminacion
se debe a los diferentes procesos de crecimiento de la poblacién y el aporte de
explotaciones mineras artesanales [7].

Los municipios mas afectados del bajo Cauca han sido Caceres, Caucasia, El
Bagre, Nechi, Taraza y Zaragoza, donde su actividad econémica principal es la
mineria legal o ilegal de oro; ademas de este impacto ambiental se puede ver
repercusiones en los demas rios o quebradas al norte del pais sin mencionar las
afectaciones a la salud y al medio ambiente que este quimico produce [8].

Siendo, no menos importante el rio Bogota necesita unos tratamientos sean fisico-
quimicos o de caracter microbiano para que con el pasar de los afios y los
esfuerzos de las entidades ambientales como: el Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, la Secretaria Distrital de Ambiente, la Corporacion
Auténoma Regional de Cundinamarca (CAR) y la Secretaria de Salud; la CAR
como responsable pueda entregar a las generaciones futuras el rio Bogota como
alguna vez fue en afos pasados; en sus cuatro tramos se puede ver claramente
cudles son los problemas o impactos antropicos que aportan a la baja calidad
ambiental del rio, en su primer tramo (nacimiento-VillaPinzén) presenta aguas
cristalinas, ricas en oxigeno y con baja contaminacion, en su segundo tramo
(VillaPinzon-Rio Juan Amarillo) se caracteriza por condiciones de contaminacion
creciente, tanto por las aguas negras como por los vertimientos industriales. Esto
ha conducido a una disminucién de la diversidad benténica y un incremento de
especies indicadoras de baja calidad ambiental, en su tercer tramo (Rio Juan
Amarillo- Tocaima) presenta condiciones sépticas y pestilentes, con grandes
riesgos para la salud humana, en su ultimo y cuarto tramo (Tocaima-Rio
Magdalena) se ve una baja presencia de oxigeno disuelto debido a la baja
velocidad del agua [2].
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51 MARCO CONTEXTUAL

Para explicar mas a fondo la problematica que se tiene en el pais con respecto a
la contaminacion hidrica por metales pesados, en el marco contextual se muestran
diferentes ejemplos de fuentes hidricas contaminadas, aunque el presente
proyecto se realizé en el Rio Bogota, mas exactamente en los municipios de Villa
Pinzén y Choconta.

5.2  VILLA PINZON

Villa Pinzén es un municipio de Cundinamarca (Colombia), ubicado en la provincia
de Almeidas, se encuentra a 95 km de Bogoté sobre la Troncal Central del
Norte (Ruta 55). Alli se encuentra el nacimiento del rio Bogota, afluente
del Magdalena, uno de los mas contaminados del mundo después de su paso por
Bogoté [9].

Los sectores agropecuario, industrial y medio ambiente, son los que aportan de
manera cuantitativa al desarrollo social y econdémico territorial. Las actividades
agricolas y pecuarias de la region, el sector secundario de la economia, se
manifiesta con la presencia y actividad de diferentes establecimientos comerciales
gue proveen de insumos agricolas y de elementos de primera necesidad para la
canasta familiar de la poblacion Villaponzonense. El tercer sector de la economia
en el municipio se encuentra representado por la industria de las curtiembres, en
donde procesan el cuero generando empleo y sustento a las familias que alli
laboran. Ademéas encontramos en VillaPinzén algunos talleres del cuero donde
elaboran manufacturas dandole valor agregado al producto y creandose de
manera alterna otra actividad de sustento [9].

5.3 CHOCONTA

Chocontéd, cuyo nombre colonial es Leal y Noble Villa de Santiago de Choconta, es
un municipio de Cundinamarca (Colombia), ubicado en la provincia de
los Almeidas, se encuentra a 75 km de Bogota sobre la Troncal Central del Norte
[10].

Limita por el Norte con Villapinzén y Cucunub4, por el Sur
con Sesquilé y Macheta, por el Oriente con Macheta y Tibirita, por el Occidente
con Suesca [10].
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Situada a 75 km de Bogota, a 20 km de Sesquilé de un ramal en la playa, Macheta
a 18 km hacia los llanos orientales ramal en la represa del Sisga, Villapinzén a 14
km via al norte y Suesca a 22 km [10].

El 70 % de la poblacion de Chocont4 se dedica a las actividades agropecuarias,
ocupando asi el primer renglon de la economia del municipio [10].

El principal producto agricola y de mayor area sembrada en el municipio de
Chocont4, es el cultivo de papa con 850 Ha., su rendimiento se estima entre 15 y
20 toneladas por hectarea (120 — 160 cargas de 10 arrobas cada una), disminuye
su produccién especialmente durante las épocas en que se presentan las heladas
y por la afectacion de enfermedades y plagas. La principal enfermedad que ataca
a este cultivo es la gota, producida por el hongo Phytophthora infestans; entre
otras plagas se encuentran el gusano blanco (Premnotrypes Boérax), la chiza
(Ancognata scarabaoides), las pulguillas (Epitrix spp.) y la palomilla guatemalteca
de la papa [10].

Actualmente los agricultores de la zona disponen de variedades mejoradas
altamente resistentes a la gota, que producen altos rendimientos y son de buena
calidad; entre ellas se destacan las variedades Parda Pastusa, Diacol Monserrate,
Diacol Guadalupe e Ica-Puracé. La variedad més utilizada en el municipio de
Choconté es la Parda Pastusa [10].

Ultimamente se ha incrementado también el asentamiento y produccion de la
industria de las flores que se ha difundido aceleradamente en la region, en el
municipio hay un aprovechamiento de 7,7 Ha. para esta actividad. Esta difusion ha
producido un gran impacto socio - espacial de caracteristicas contradictorias, ya
gue junto al principal impacto positivo que es la generaciéon de empleo directo,
estan los efectos negativos entre los que se encuentran:

- El aumento en la demanda de vivienda, ha originado el surgimiento de
asentamientos subnormales precarios y el incremento de inquilinatos en la
cabecera municipal.

- La gran presién sobre el recurso hidrico por el uso intensivo de pesticidas y
fertilizantes, los cuales tienen niveles altos de toxicidad capaces de matar, en
pequefas dosis ratas, conejos, peces y personas [10].
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6. MARCO CONCEPTUAL

Las emisiones antropogénicas de mercurio incluyen tanto puntuales como difusas.
Las primeras representan casi el 98% de las emisiones de mercurio estas se
pueden asociar a puntos precisos de la geografia y el 2% restante son las
emisiones difusas que son mas dispersas y no esta definido un espacio fisico para
la fuente, pero a través de modelos si se puede estimar la posible fuente o punto
geografico exacto de donde se estén llevando a cabo estas emisiones, como se
puede apreciar a continuacion en la figura 1 [11].

Las fuentes puntuales pueden clasificarse a su vez en tres: fuentes de
combustion, fuentes de produccion y fuentes diversas [11].

El mercurio existe de manera natural como elemento traza en combustibles fosiles
y puede ser igualmente encontrado en materiales de desecho de origen muy
diverso. Dada su gran volatilidad y las temperaturas alcanzadas durante la
combustion, puede ser facilmente desechado junto a gases de combustion como
contaminante traza, de las cuales las fuentes de combustibn mas importantes son:
calderas, incineradoras, incineradoras de residuos hospitalarios, crematorios [11].

Las fuentes de produccion incluyen tanto a aquellas que utilizan el mercurio
directamente, como aquellas otras que producen mercurio como subproducto de
las cuales se aprecian las mas importantes o significativas: industrias cloro-alcali,
cementeras, produccion de pasta y papel, produccién de termdémetros vy
produccién secundaria de mercurio [11].

Las fuentes de emisiones difusas hacen parte del 2% aproximadamente y los
procesos que inciden en estas emisiones son: plantas de energia geotérmica,
pigmentos, catalizadores de mercurio y explosivos [11].
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Figura 1: flujo de mercurio pre industrial [11]

El mercurio y sus compuestos son extremadamente toxicos para los seres
humanos y el medio ambiente. En grandes cantidades puede ser mortal, la
inhalacion de vapor de mercurio es la ruta mas importante de penetraciéon del
mercurio elemental en el cuerpo humano. Aproximadamente el 80% del vapor de
mercurio inhalado es retenido por el organismo. Una vez absorbido, el mercurio
elemental es distribuido con facilidad por todo el cuerpo; es capaz de atravesar las
barreras sangre placenta y sangre-cerebro. El mercurio elemental es oxidado a
mercurio inorganico divalente via hidrogeno peroxidasa-catalasa, presente en la
mayoria de tejidos. La distribucién del mercurio elemental absorbido se encuentra
limitada principalmente por la oxidacion a mercurio divalente, puesto que este
altimo tiene una movilidad mucho mas reducida [12].

La inhalacién prolongada de vapores de mercurio puede dar lugar a dolores de
pecho, disnea, hemoptisis y en algunas ocasiones neumonitis intersticial que
puede ocasionar la muerte. La ingestiébn de compuestos mercuricos, en particular
el cloruro de mercurio, puede causar gastroenteritis ulcerosa y necrosis tubular
aguda causando la muerte por anuria en caso de no realizarse dialisis [13]. Incluso
en dosis relativamente bajas pueden afectar gravemente el desarrollo de sistemas
nerviosos, el sistema central nervioso es el 6rgano critico en la exposicién de
vapores de mercurio, la exposicion aguda puede dar lugar a reacciones psicoticas
caracterizadas por delirios y tendencias suicidas [5].
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La toxicidad para los humanos y otros organismos depende de la forma quimica,
la cantidad, la via de exposicion y la vulnerabilidad de la persona expuesta.
Algunas personas son especialmente sensibles y vulnerables a la exposicion al
mercurio, en particular el feto, el recién nacido y los nifios pequefios debido a la
sensibilidad del sistema nervioso en desarrollo. Asi, los padres, las mujeres
embarazadas y mujeres que desean quedar embarazadas sobre todo, deben ser
conscientes del dafio potencial del metil mercurio. Los limites criticos permisibles
para evitar efectos ecoldgicos por el mercurio en suelos organicos se han fijado en
0,07 - 0,3 mg/kg de mercurio total en los suelos[5].

El rifidn es el 6rgano diana en el caso de ingestion de sales de mercurio
inorganico divalente, pudiéndose desarrollar sindromes nefriticos como resultado
de una respuesta inmunotoxica [5].

Las glandulas tiroidales pueden acumular mercurio en caso de exposicion
continua a mercurio elemental [14]. Se ha mostrado que una exposicion
ocupacional moderada afecta un sistema particular de enzimas de la tiroides a
niveles de mercurio en la orina de 15-30 mg/g de creatinina, los mismos niveles
son mencionados en los informes sobre los efectos menores en el sistema
nervioso central y los rifiones [14].

Un factor muy importante de los efectos del mercurio en el medio ambiente es su
capacidad para acumularse en organismos y ascender por la cadena alimentaria,
como se puede apreciar a continuacion en la Figura 2.
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Figura 2: bioacumulacién del mercurio en la cadena tréfica marina. [15]
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Este metal esta presente en mayor cantidad en los pescados azules, siendo
relevante comentar que los beneficios que aporta el consumo de pescado son
mayores que los riesgos que genera el mercurio. Desde la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) recomiendan seguir las recomendaciones de
la piramide alimentaria en el consumo de pescado.

Los pescados que presentan mayor acumulacién de este metal son el atin rojo
grande, lucio, pez espada o emperador, el tiburdn, la panga y la perca [15].

Dentro de los problemas ambientales mas grandes de envenenamiento por
mercurio ha sido el caso de la bahia de Minamata en el mar yatsushiro de Japon,
este terrible dafio ambiental fue ocasionado por la empresa Chisso ya que esta
sintetizaba acetaldehido a partir de acetileno utilizando el toxico metal pesado
mercurio 1l como catalizador partes del mercurio eran metalizados antes de ser
incorporados o vertidos en el mar [15].

Hasta cierto punto, todas las formas del mercurio pueden llegar a acumularse,
pero el metil mercurio se absorbe y acumula mas que otras formas, siendo este el
mas toxico para los microorganismos, un efecto comun en el fitoplancton es la
inhibicion del crecimiento, normalmente relacionada con la reduccion de la
fotosintesis. La presencia de sedimentos o materiales hdmicos reduce la
disponibilidad del mercurio para las plantas acuaticas via absorcion, de los
compuestos de mercurio, el mas perjudicial para las plantas son los
organometalicos ya que reduce su crecimiento. [5]

El mercurio inorganico también puede ser absorbido pero por lo general en
menores cantidades y con menor eficiencia que el metil mercurio [14]. La
biomagnificacién del mercurio es el componente que mas incide a la salud de
animales y seres humanos; los peces adhieren con fuerza el metil mercurio debido
a su afinidad por los compuestos proteinicos; casi el 100% del mercurio se
bioacumula en peces depredadores como consecuencia de su dieta como se
observa en la figura 3. Aunque en el contenido intestinal y en la mucosa de
algunos peces el mercurio ha sido encontrado en su forma metilada debido a la
ingesta o absorcion del contaminante que esta presente en el agua [16].
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Figura 3: ciclo biogeoquimico del mercurio. [17]

En el mundo se han duplicado e incluso cuadruplicado los niveles de mercurio
durante los ultimos 25 afios en focas anilladas y belugas de algunas areas del
Artico canadiense y Groenlandia. En aguas mas calidas los mamiferos marinos
depredadores también pueden estar en riesgo. Las aves piscivoras se exponen al
mercurio por el pescado que consumen, en las regiones donde los peces tienen
altas concentraciones de mercurio, estas aves pueden correr el riesgo de sufrir
efectos en la reproduccion y el comportamiento [14].
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7. MARCO TEORICO

Los procesos que definen el transporte y destino del mercurio en la atmosfera son
basicamente las emisiones, las transformaciones, transporte en la atmosfera y la
deposicion [5].

Las emisiones pueden tener como origen procesos naturales o bien sea
antropicos, entre los primeros, se encuentra la volatilizacion del mercurio desde
medios acudaticos o maritimos, la volatilizacion a partir de la vegetacion, la
liberacibn de gases de materiales geoldgicos y las emisiones volcanicas. Es
importante remarcar que las emisiones naturales de mercurio tienen lugar
principalmente en forma de mercurio elemental. En cuanto a las emisiones
antropogénicas, estan inferidas a los procesos industriales y fuentes de
combustion de contenido variable en mercurio, pudiendo darse en forma gaseosa
como en forma particular [5].

Una vez que se encuentre el mercurio en el suelo este elemento estara sujeto a
diferentes reacciones quimicas y biologicas. Las condiciones del suelo como su
pH, temperatura, acido humico son generalmente favorables para formar
compuestos inorganicos de Hg (Il) libres o unidos con aniones organicos. Sin
embargo algunos compuestos de Hg (Il) son bastante solubles, suelen formar
complejos con la materia organica y arcillas de los suelos. Este comportamiento
limita en gran medida la movilidad del mercurio en los suelos, haciendo que estos
actien como grandes reservas de mercurio antropogénico [5].

Existen diferentes formas por las cuales el mercurio puede entrar al dominio de las
aguas terrestres. EI Hg (II) y el metilmercurio pueden ser depositados
directamente desde la atmosfera por via seca o humeda sobre los cuerpos
terrestres; ademas pueden ser adicionados por accion de la lluvia; por otro lado,
este lavado y arrastre de mercurio desde el suelo a las aguas terrestres puede
realizarse a partir de corrientes de agua subterranea [5].

Las aguas costeras estan potencialmente afectadas en mayor grado por especies
reactivas de Hg y mercurio elemental liberados a la atmosfera por fuentes
antropogénicas cercanas. Para algunos estuarios contaminados con Hg, la
principal fuente de este contaminante puede llegar a ser la descarga acuética y no
la deposicion atmosférica.

En el caso de las aguas oceanicas, el aporte de Hg es mucho menor que el
comentado por las aguas costeras. Para estas aguas se llega a una
contaminacion por deposicion otorgada directamente por la atmosfera, el cambio
de la especie en forma inorganica (Hg) a las formas metiladas (CHsHg'y
(CH3)2Hg) es el primer paso importante en los procesos de bioacumulacion. La
metilacion es realizada principalmente en los sedimentos de las aguas oceanicas y
cuerpos de aguas continentales [8].
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Los mecanismos de sintesis de los compuestos metilados de mercurio tales como
CH HgCl y CHsHg", han sido claramente identificados y en general pueden seguir
dos rutas bioquimicas: una anaerébica y la otra aerdbica. La primera involucra
bacterias anaerébicas, las cuales metilan mercurio inorganico (Hg) usando la
metilcobalamina CH CoB (un compuesto analogo a la Vitamina B o
cianocobalamina), sintetizada por bacterias metanogénicas. La metilcobalamina
puede también ser generada por muchas bacterias reductoras de sulfato. Entre los
organismos anaerobios que metilan el mercurio pueden destacarse el Clostridium
cochlearium y Desulfovibrio desulfuricans. A pesar de que la produccion de
metilcobalamina depende de un catalizador enzimético, la biosintesis de
metilmercurio a partir de la reaccion de Hg con metilcobalamina transcurre en
forma no enzimatica [8].

El metilmercurio (CHsHg") es ampliamente conocido como una sustancia
neurotdxica. Ha sido listada por la International Program of Chemical Safety
(IPCS) como una de las seis sustancias quimicas mas nocivas para el medio
ambiente. La exposicibn a metilmercurio en humanos proviene casi
exclusivamente del consumo de pescado y productos derivados de estos.
Recientemente, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA)
ha definido la Dosis de Referencia, la cual corresponde a la concentracion de
mercurio que puede ser consumida diariamente a lo largo de la vida sin que se
presente ningun efecto adverso. De acuerdo con la EPA este valor es 0.1 g
Hg/Kg de peso corporal/dia. La intoxicacion ocasionada por la ingestion de
pescado con altas concentraciones de metilmercurio es caracterizada por lesiones
en el sistema nervioso central y periférico. Algunas de las manifestaciones
neurolégicas mas frecuentes son las siguientes: inhabilidad para coordinar
voluntariamente los movimientos de los musculos (ataxia), temblores anormales
repetitivos en el cuerpo (tremor), percepcion de sensaciones anormales de la piel
tales como adormecimiento, punzaciones y quemaduras (parestesia), pérdida en
el control del habla, disminucién en la capacidad visual y auditiva, y paralisis
cerebral, entre otros efectos [16].

La contaminacién con mercurio en las zonas tropicales, particularmente en Brasil,
Colombia, Ecuador y Bolivia es originada en los procesos de beneficio del oro, el
cual es extraido mezclando la roca triturada enriquecida con el metal precioso con
mercurio metalico para formar una amalgama, la cual es presionada con la mano
para remover el exceso de mercurio. Este proceso ocasiona el derramamiento
directo de grandes cantidades del metal en los rios y en cuerpos de agua como
ciénagas y lagunas. La amalgama mercurio-oro obtenida es quemada usualmente
acampo abierto dejando libre el oro y liberando el toxico metalico en forma de
vapor directamente a la atmdsfera. La mayoria de estos procesos son realizados
muy cerca de las viviendas de los mineros, de tal forma que las familias respiran
gran parte del vapor de mercurio volatilizado [18].
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Diversas industrias dedicadas a la produccién de componentes electronicos, de
quimica fina o las farmacéuticas producen grandes cantidades de efluentes
cargados con metales pesados, existen diferentes tipos de procesos pero estos
estan directamente relacionados a la cantidad, al tipo de efluente o a la carga de la
misma,; la preocupacion del ser humano es fundamentalmente por su liquido vital
el agua y su salud, ya que en su mayoria los problemas y contaminaciones son
atribuidas en gran parte a los procesos industriales; para mantener una calidad de
vida, se ha preocupado por remover esos contaminantes o extrafios en el agua
con diferentes procesos como la adsorcion sobre carbon activo, electrdlisis,
intercambio idnico, filtracion a través de membranas, precipitaciones en forma de
hidroxidos, sulfuros o extraccion con disolventes presentan ventajas e
inconvenientes (Tabla 1) [19].

Caracteristicas Generales

. . Niveles de
Tolerancia Influencia
- : . metal
Tecnologia Aplicada a Io_s Selectividad a ,d_e los ToIeranC|a,a sustancias 6ptimos
cambios los metales  Solidos en organicas
i soportables
de pH suspension
mg/L
orcién sobre carbon activo Baja Moderada Muy alta Puedegalrrg)%(ﬁlvar e <10
Electrélisis Alta Moderada Baja Alta >10
Intercambio l6nico Baja Alta Muy alta Inactivan la resina <100
riltracion por membrana Baja Moderada Muy alta Intolerancia >10
ecipitacion de hidréxidos Alta Baja Baja Alta >10
recipitacion por sulfuros Baja Depe;ﬂe B Baja Alta >10
Extraccién organica Media Alta Muy alta Intolerancia >100

Tabla 1: Caracteristicas generales de las tecnologias para la eliminacion de metales pesados. [19].

Por lo que hoy en dia se esté tratando de investigar, estudiar y utilizar diferentes
tipos de microorganismos que sean capaces de remover, absorber o eliminar
ciertos contaminantes de las aguas residuales (Tabla 2, Tabla 3).

Los hongos tienen muchas ventajas que facilitan el estudio en procesos de
biorremediacion, pues estan presentes en sedimentos acuaticos y en habitats
terrestres y sus hifas pueden penetrar el suelo contaminado ademas de producir
enzimas extracelulares que degradan los contaminantes [20].

Tipo de Compuesto Quimico

pH T(C) Afiadido

biomasa y
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de soporte

]

Inmovilizado
en alumina
ceramica
Aspergillus
terreus
fijado en
una matriz
de
poliuretano
Arthrobacter
Viscosus
inmovilizada
en carbon
activado
granular
Escherichia
coli
inmovilizada
en carbon
activado

Tabla 2: microorganismos capaces de remover metales pesados con adicién de compuestos
guimicos. [21]

Cr(VI) 2-12 25 No aplica

Ni(Il),Cr(VI),Fe(lll) 1 25 Glucosa

Cr(VI),Cd(lI 6 25 No aplica

Cr(VI),cd(lI),

Pb(Il) 6.6-7.5 25 NaCl,MgCIl,NaNO3,CaCl,

Los métodos convencionales para el tratamiento de aguas residuales con metales
que incluyen: precipitacion, oxidacién, reduccion, intercambio idénico, filtracién,
tratamiento electroquimico, resultan costosos y en algunos casos ineficientes,
especialmente cuando la concentracién de los metales es muy baja. El uso de
sistemas bioldgicos para la eliminacién de metales pesados a partir de soluciones
diluidas tiene el potencial para hacerlo mejor y a menor costo.

Los métodos quimicos resultan costosos debidos a que el agente activo no puede
ser recuperado para su posterior reutilizacion. Ademas él producto final son lodos
con altas concentraciones de metales, los microorganismos y sus productos
pueden ser bioacumuladores muy eficientes de metales solubles y particulados,
por esto las tecnologias basadas en los microorganismos ofrecen una alternativa o
ayudan a las técnicas convencionales para la eliminacion/recuperacion de metales
[22].

) Biopolimero
Biosorbente >10p
involucrado

Sargassum sp. (alga) Polialginatos Ni*2,cd*?,Cu*?
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Cu*?, cd™?,

Spirulina sp. Po:cllj;lgrr:g;os, Ni*2
Cd*?
Pb*?, Ni*2
Cr'®, Au®,
Sac%g?,?dwg)e s ¢ péptidoglucanos Cd*?, Ni*?,
Cr*?, cd*?,
Cu*?
Lentinus edodes (hongo) Polltlesna:icrg:qdoos, Cd*?
Ascophyllum nodosum Polialginatos Cd*2
(alga)
Enterobacter cloaceae Exopolisacirido cd*?, Co*?,
(bacteria marina) P Hg*?,Cu*?
Manihot sculenta (planta Celulosa 7n*2. Cd*?
superior) '
Sphaerotilus natans Celulosa. alucanos Pb*2, Cu*?,
(bacteria) 9 Zn*?, Cd*?
Fontinalis antipirética Fitoquelatinas 7n*2. Cd*?
(musgo) g '
Funalia trogii (hongo . . Zn*?, Hg*?,
inmovilizado) Alginato-quitosano Cq?
Zn*? Hg*?,
, Quitosano, Cd*? Pb*?,
SIEar bl (e ) polisacéaridos Zn*?, cd*™
1-+2 ’
Ni
. Zn*?, Cd*?
Oryza sativa (planta Ligninas, celulosa Pb*2 A3,
superior) ' cu*2 ’

—

Tabla 3: microorganismos capaces de remover contaminantes utilizando biopolimeros [23].

Se ha descrito que los hongos y levaduras también pueden captar metales
pesados. Debido a esta capacidad estos microorganismos pueden ser utilizados
para tratamientos alternativos de estos contaminantes bien sea del agua o del
suelo (Tabla 3) [24].

En particular, se ha mencionado que la captura de metales por la biomasa de
hongos parece ser un proceso que involucra la acumulacién y/o la bioadsorcion.
Por ejemplo, la superficie celular de las levaduras puede actuar como una resina
de intercambio i6nico, mientras que las paredes celulares de los hongos tienen un
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rol principal en la bioadsorcion. Saglam et al. Estudiaron la capacidad de
bioadsorcion de 250 mg/L cloruro de mercurio (Hg (ll)), MeHg y etilmercurio de
soluciones acuosas, sobre la biomasa de Phanerochaete chrysosporium. Los
resultados obtenidos demostraron que la maxima capacidad de bioadsorcion varié
entre 79 y 61 mg/g peso seco, para los diferentes compuestos. Estos valores
fueron superiores a los reportados para otros microorganismos (3-58 mg Hg/g
peso seco) [24].
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8. DESARROLLO CENTRAL

8.1 METODOLOGIA

Para la elaboracion de la investigacion se siguieron los diferentes pasos
secuenciales, que conllevaron a término el proyecto.

8.1.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de las cuales se aislaron los microorganismos aptos para la
inmovilizacion de metales fueron recolectadas en diferentes tramos del Rio
Bogota, por lo tanto el area de estudio comprende la cuenca alta del Rio Bogota,
especificamente los municipios de VillaPinzén y Choconta, ubicados en el
departamento de Cundinamarca. Estas muestras fueron suministradas por la
profesora Angela Maria Jaramillo Londofio del Grupo el grupo investigacion de
Sostenibilidad Ambiental de la Facultad de Ciencias Ambientales de la Universidad
de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA). Especificamente fueron provistas
por el grupo que trabaja en el proyecto titulado “Transformacién ambiental a lo
largo del curso alto del rio Bogota”.

8.1.2 MUESTREO Y ZONA DE INFLUENCIA.

Las muestras que se obtuvieron de esta zona fueron las correspondientes a los
sedimentos presentes en el fondo del rio Bogotd y en las laderas del rio,
alrededores, obteniendo asi un lodo con diferentes caracteristicas fisico-quimicas
gue permitieron tener una gran variedad de microorganismos que se asumiria que
estaria presente a lo largo y ancho del rio Bogota.

Como se puede apreciar en la figura 4 la linea azul es la que nos muestra el cauce
del rio Bogota desde el municipio de Villa Pinzén hasta la ciudad de Bogota D.C.
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Figura 4: zona de influencia rio Bogota. [25]
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8.2 SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS.

8.2.1 EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

Los diferentes hongos que fueron objeto de estudio necesitan macronutrientes y
micronutrientes, por esto se evaluaran las siguientes variables presentes en los
diferentes medios de cultivo disponibles en el mercado:

e Carbono.

e Calcio.

¢ Nitrégeno.

e Aminoacidos.

e Fosforo.

e Yodo.

e Potasio.

e Sodio.

e Azucares.

e Disponibilidad en laboratorio.
e Precio.

Se realizara una tabla comparativa entre los medios de cultivo aptos para el
crecimiento de los hongos, donde se comparen la informacion nutricional de cada
una de las variables.

8.2.2 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Para el aislamiento primario de los hongos, se pueden utilizar diferentes tipos de
medios de cultivo, como por ejemplo: selectivos, por composicidon, definidos,
complejos, por utilizacion o diferenciales. Estos medios hay que seleccionarlos en
funcién del hongo que se sospeche y del tipo de muestra.

Los medios de cultivo se utilizaron en tubos cerrados con tapén de rosca o en
cajas de Petri. La gran superficie de estas ultimas facilita el aislamiento y la
disolucién de sustancias inhibidoras en las muestras. Es importante que el medio
de cultivo no se seque por lo que el espesor de las mismas debe ser por lo menos
de 25 mm (milimetros) que equivale a 15-25 ml (mililitros) de medio.

La temperatura de incubacién debe ser seleccionada teniendo en cuenta el tipo de
hongo, en general, los medios de cultivo se deben incubar a temperatura
ambiente, durante una semana.
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Foto 1: medio solido

Foto 2: medio liquido.
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8.2.3 SELECCION DE MICROORGANISMOS.

Para la seleccidén de los microorganismos que serian objeto de estudio se
realizo lo siguiente.

e En diferentes cajas de Petri con medio de cultivo, se introdujeron 3g
de sedimento provenientes del rio Bogota.

e Las cajas de Petri fueron dejadas a temperatura ambiente durante
una semana, en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Santo Tomas.

e Se aislaron las 10 diferentes cepas, en cajas de Petri para que
posteriormente pudieran ser estudiadas las cepas de manera
individual y sin contaminacién por otros microorganismos.

e Se preparo el medio de cultivo TSB con una adicion de 3ugHgi/L,
para probar la tolerancia del hongo, ya que no se contaba con un
medio liquido para hongos en el laboratorio.

8.2.4 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS COLONIAS.

A partir del aumento del tamafo de las colonias, de las cepas aisladas en las
placas de cultivo en condiciones ambientales se evaluaron sus caracteristicas
macroscopicas registrando lo siguiente:

Tamario de la colonia (mm).

Color (blanco, naranja, transparente, etc.).
Forma (circular, ovalada, etc.).

Elevacién (elevada, concavo, convexo).
Superficie (rugosa).

Luz reflejada (transltcidas, opacas).

8.2.5 PRUEBAS DE TOLERANCIA.

Después de obtener las diferentes cepas tolerantes (6 cepas) se realizaron dos
réplicas de los hongos en cajas de Petri para posteriormente realizar las pruebas
de tolerancia a diferentes concentraciones de mercurio, de estas réplicas se
obtuvieron 12 cajas de Petri. EI mercurio se agregd a los medios de cultivo
mediante una probeta calibrada, los célculos para obtener las concentraciones se
encuentran a continuacion.
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Foto 3: cajas de Petri.
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Foto 4: prueba de tolerancia.
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La prueba de tolerancia consisti6 en realizar una serie de disoluciones (pUHg/L).
Para este proyecto se usaron las siguientes concentraciones: Alta que sera dos (2)
veces mas que la concentracion que se encuentre en el ambiente (6 pgHg/L), la
concentracion del ecosistema (3 pgHg/L) [26] y una concentracidn hiper que seré
tres (3) veces mas alta que la concentracion del ecosistema (9 pgHg/L). [27], Las
disoluciones se realizaron en diferentes tubos de ensayo, en los tubos de ensayo
se encontraban varias especies hongos y medios de cultivo ricos en nutrientes.

Foto 5: réplicas en medio liquido.

Para poder realizar las disoluciones en los medios de cultivo se utilizd un balén
con una concentracion de (12ugHg/L) doce microgramos por litro, para obtener las
concentraciones se realizaron los siguientes calculos:

C1*V1=C2*V;
1200 pg/l * V1=3 pg/l * 7ml
e Para concentracion de 3ug/l

35 7mi
vy =—
1200 %2
v, = 0.0175ml
e Para concentracién de 6ug/l
6% * 7ml
v1 =

1200”7g



v; = 0.035ml
e Para concentracion de 9ug/I

9L8 « 7mi
Ul = —1
1200”Tg
v; = 0.0525ml
( |
1 3 )



9. RESULTADOS OBTENIDOS.

De todos estos medios de cultivo para hongos se utilizé para el desarrollo
de este proyecto el medio de cultivo potato dextrose agar ya que cuenta
con los nutrientes suficientes para promover el crecimiento de diferentes
hongos (mohos).

Seleccion del medio de cultivo

Nombre comercial Ingredientes Descripcion

Papa 200g

Dextrosa 10g Es un medio muy usado que sirve para aislar todo tipo de hongos.

PAPA DEXTROSA AGAR Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium) y Metarhizium, los
(PDA) Agar 18g importantes hongos parasitos de insectos, al igual que los parasitos
plantas y los hongos saprofitos crecen muy bien y esporulan en este me

Agua destilada 1L

Dextrosa 20g
Extracto de levadura 5g Este medio se usa para aislar hongos a partir de animales. Los hongc

FITOLEVADURA Peptona 5g aislados de insectos crecen exuberantemente con micelio bien algodo

Agar 18g y buena produccion de esporas.
Agua destilada 1L

Dextrosa 20g Es un medio de cultivo muy utilizado para aislar hongos de animales. Sir

Peptona 10g el aislamiento y mantenimiento de hongos en tubo inclinado. Debido

SABOURAUD composicion, los hongos crecen exuberantemente y esporulan bien. Es el
Agar 18g estdndar para observar la morfologia tipica de los hongos, pero no es el

Agua destilada 1L ideal de crecimiento o para estudiar la esporulacion.

Miel de cafia 60g
Peptona 10g Este medio se recomienda porque tiene un pH que inhibe el desarrollc
Agar 18g algunas bacterias

Agua destilada 1L
Tabla 4: Medios de cultivo para hongos [28]

MIEL PEPTONA AGAR
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e En la tabla 5 se puede apreciar la evaluacion para determinar qué medio de cultivo era el mas adecuado para los hongos que
serian objeto de estudio.

Seleccion de medio de cultivo

Disponibilidad
Nombre comercial Carbono Calcio Nitrogeno|Aminodcidos|  Fosforo Yodo Potasio | Sodio | Azlicar ’ , Precio
en Laboratorio

PAPA DEXTROSA AGAR
(PDA)
FITOLEVADURA H H
SABOURAUD H
MIELPEPTONA AGAR

¥ +H ~t + + +

Tabla 5: Evaluacion nutricional de los medios de cultivo para hongos.



Al cabo de la primera semana de incubacién se encontraron 10
diferentes cepas de hongos.

Cuatro de los diez hongos que inicialmente se obtuvieron, no
resistieron la carga contaminante de 3 pg Hg/l asi que se obtuvo
como resultado 6 cepas tolerantes al mercurio, que siendo afectados
por el agente toxico en su ambiente tuvieron un crecimiento mas
lento llegaron a su desarrollo y se aislaron en PDA formando
colonias en 2 semanas a temperatura ambiente en el laboratorio.

En la tabla 6 se puede apreciar la caracterizacion morfologica donde
apreciamos los siguientes parametros: tamafo, color, forma,
elevacion, superficie y luz reflejada.



Caracterizacién morfoldgica

Nombre Tamafo Color Forma Elevacion | Superficie | Luzreflejada
Hongo 1 8cm Naranja Ovalada Elevada Rugosa Opaca
Hongo 2 4cm Blanco Rectangular Elevada Rugosa Opaca
Hongo 3 5cm Gris claro Lineal Elevada Rugosa Traslucida
Hongo 4 10cm Gris oscuro Ovalada Convexo Rugosa Opaca
Hongo 5 9cm Azul Oscuro Circular Plano Rugosa Opaca
Hongo 6 9.5cm Azul gris Circular Plano Rugosa Opaca

Tabla 6: Caracterizacion morfoldgica.

—
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Se mandaron a analizar los resultados al aplicar hongos que
resistieron la prueba de adicion de 3 pug Hg/l en el medio, fueron
analizados por el laboratorio Analquim en la ciudad de Bogota D.C.,
las muestras enviadas tenian una carga contaminante de 9 ug Hg/l y
tenian un periodo de incubacion de una semana a condiciones de
ambiente el método de andlisis fue espectrofotometria (absorcion
atomica).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 donde las tasas
de remocion o absorcion se encuentran entre el 55.5% y el 66.6%
Los hongos que demostraron mayor absorcién o remocién fueron el
hongo 2 y el hongo 5.
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Remocion y/o acumulacion de mercurio

Nombre Concentracion Inicial | Concentracion Final Factor de remocién
(ug He/L) (ug Hg/L) y/o acumulacidn
Hongo 1 9 4 55.5%
Hongo 2 9 3 66.6%
Hongo 3 9 4 55.59%
Hongo 4 9 4 55.5%
Hongo 5 9 3 66.6%
Hongo 6 9 4 55.5%

=
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Tabla 7: Resultados de remocién o0 acumulacion por hongos.

10. DISCUSION Y APLICACION.

En este trabajo el objetivo principal fue evaluar la capacidad de tolerancia y
remocion del mercurio mediante hongos. Para poder llegar a cumplir este
objetivo fue necesario realizar diferentes ensayos y estudios preliminares
en laboratorio, y asi determinar cual seria la capacidad de tolerancia de los
microorganismos antes de probar su capacidad para remover o absorber el
metal, ya que esta depende de la capacidad, eficiencia y selectividad,
ademas de su equivalencia con los tratamientos fisicoquimicos actualmente
en uso y su economia, ya que al poder utilizar microorganismos como los
hongos se necesitardn Unicamente los diferentes reactores o
infraestructuras donde ellos deberan estar para actuar como medio filtrante,
obteniendo asi un costo de operacion y de mantenimiento menor, en
cambio en los tratamientos fisicoquimicos se necesitaran agentes quimicos
para separar o capturar los metales pesados, ademas que los costos de
mantenimiento seran mas altos debido a la necesidad de agentes
abrasivos. [29]

Sin duda, ciertos tipos de biomasa o productos derivados de esta pueden
lograr unas altas eficiencias a la hora de remover metales o recuperarlos
para su posterior uso en la industria, esto no quiere decir que podrian llegar
a sustituir los tratamientos convencionales ya que no se esta llegando a
analizar el efecto costo beneficio de estas tecnologias pero si se podria
llegar a pensar en utlizarlos como tratamientos adicionales a los
tratamientos convencionales. [29]

Cabe destacar que aunque no se obtuvieron remociones del orden el 70%
al 90% como se pueden obtener en tratamientos fisicoquimicos [30] [31] ,
como se observa en el la tabla 8, se puede llegar a pensar que los
microorganismos presentes en diferentes ecosistemas pueden llegar a ser
una solucién al problema de la contaminacién en cuerpos de agua o
aportar un papel importante en la digestién, acumulacion o absorcién de los
contaminantes, ya que los hongos que fueron objeto de estudio y estan en
listados en la tabla 7 fueron aislados del sedimento tomado de la cuenca
alta del rio Bogota, que corresponde a un ambiente con presencia de
metales pesados, especialmente por mercurio, llegaron a obtener una
remocion y/o acumulacion del 55% al 66% del mercurio (Hg) presente en
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las muestras analizadas, lo cual es muy favorable para las investigaciones
posteriores ya que se puede llegar a optimizar esta remocion y/o
acumulaciéon modificando diferentes pardmetros fisico-quimicos, como lo es
el pH, la selectividad y los Biosorbentes. [29]

Al observar los resultados de laboratorio que cada una de las cepas de
hongos obtuvieron, se puede afirmar que asi no se conozcan las rutas
metabdlicas, la quimica o la genética de estos hongos, se esta
desaprovechando la capacidad microbiana en si para el tratamiento de los
cuerpos de agua, o porque no el de la biosfera, por tal motivo este proyecto
de investigacion pretende explorar las capacidades que tienen estos
hongos para generar soluciones a los diferentes problemas de
contaminacion ambiental.

La disminucion de mercurio disuelto en el medio acuoso puede deberse a
varios factores, como la endotérmica, la energia dependiente de la
eliminacion de metales por los microorganismos se ve influenciada en gran
medida por la temperatura ya que el proceso de adsorcion es fisicoquimico.
[32] Ademas la superficie celular de las levaduras puede actuar como una
resina de intercambio i6nico, mientras que las paredes celulares de los
hongos tienen un rol principal en la bioadsorcion, un posible rol en el
mecanismo de tolerancia podria deberse a aquellos codificantes para
hidrofobinas (proteinas presentes en hongos filamentosos), las que podrian
estar implicadas en la captura de Hg en la pared celular [24], 0 a través
precipitacion extracelular, formacion de complejos y cristalizacion,
transformacion de especies de metales (por ejemplo oxidacién, reduccion,
metilacion y desalquilacion), biosorcion a paredes celulares, pigmentos y
polisacaridos extracelulares, transporte disminuidos o impermeabilidad,
expulsion, compartamentalizacion, intracelular y precipitacion y/o
atrapamiento por ciertas moléculas. [33] Esta transformacion biolégica del
mercurio que resulta toxico mediada por enzimas microbianas puede dar
como resultado compuestos poco solubles en agua o bien compuestos
volatiles; aunque determinar: que mecanismo es el que ocurre esta fuera
de los alcances de este estudio [34]

Por otra parte se siguen utilizando alrededor del globo los tratamientos
fisicoquimicos, aun cuando se sabe que se deben generar grandes costos
asociados a diferentes variables que deberan estar controladas para
obtener remociones del 93% al 97% tales como: Temperatura, pH,
coagulantes y/o superficie de absorcion [35].
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Por otro lado las tecnologias microbianas se mencionan reiteradamente en
la web, bases de datos, aparentemente son muy costosas y sSus
aplicaciones son muy selectas debido a la poca investigacion o la
selectividad de los microorganismos, sin embargo estas tecnologias:
especialmente las que utilizan hongos/levaduras para la remociéon de
metales pesados en aguas contaminadas son las mas optadas para
aplicaciones debido a su crecimiento de corto plazo, su facil manipulacion y
sus demandas no tan exigentes a la hora de pH, oxigeno, espacio o
nutrientes. [29]

10.1 Aplicacion

En esta seccion se proyecta la aplicacién de la biorremediacion con hongos para
la descontaminacion sefialando los parametros determinantes que deben ser
considerados en proximos proyectos. En el diagrama 4 se puede apreciar el
esquema de una planta piloto para la recuperacion microbiana del mercurio
aprovechando la tolerancia de los hongos al componente quimico y su capacidad
para absorber el metal.

Construido para tratamiento continuo; llenado con granulos de piedra pomez como
soporte solido o cualquier otro tipo de soporte donde los hongos tolerantes puedan
realizar su crecimiento y tener contacto directo con los vertimientos. Modo de
operacion es de flujo vertical ascendente; la inoculacion fue hecha con siete
cultivos de cepas de hongos resistentes al mercurio.

Alimentacion f
Afluente 4

76
\ 4
\ 4

Efluente Final

Clarificador Primario Reactor T Clarificador Secundario
3 Purga de Lodo
L

Aire

Lodo Reciclado

f=Alimentacion Fresca
c=Alimentacion Combinada

Figura 5: Biorremediacion de Hg en la Planta Piloto de Agua Residual lodos activados. [36]

El término “lodo activado” se aplica al conglomerado de microorganismos, materia
organica y materiales inorganicos. Las superficies de estos fléculos son altamente
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activas en la accion de absorber materiales coloidales suspendidos que se
encuentran en el agua residual

Este proceso depende del uso de una alta concentracidbn de microorganismos
presentes como fléculo (poblacidon microbiana mixta) que se mantiene suspendido
por medio de agitacion en el reactor, obteniendo el licor mezclado altas tasas de
transferencia de oxigeno

Para poder alcanzar las tasas de remocién que los hongos obtuvieron en la tabla 8
se deben tener en cuenta los siguientes parametros:

TIEMPO DE RETENCION HIDRAULICO (TRH)

El TRH, es el tiempo que permanece el agua residual dentro del reactor y se utiliza
para comparar reactores mas que para disefio. Sin embargo es variable de disefio
cuando existe una concentracion baja de carga orgénica. A partir de los resultados
del proyecto se estima que la remocion de carga contaminante durante 24 h fue de
0.0126 pg.

Volumen del reactor

TRH =
Gasto (L/h) + Q recirculacion (L/h)

TIEMPO DE RETENCION CELULAR (TRC)

El tiempo de retencion celular se define como el tiempo (dias) que permanece la
biomasa (microorganismos) dentro del sistema (reactor bioldgico), el TRC tiene
mucha aplicacion como variable de disefio y operacion. Se requiere medir la
residencia del microorganismo para continuar esta linea de investigacion.

TRC — Concentracion de biomasa SSTLM (ppm) * Volumen del reactor m3

{Q Purga (ppm) = SST inoculo (ppm)} + < Qinf m3/d * SST eflu(ppm)

RELACION ALIMENTO/MICROORGANISMO (A/M)

Para una operacién conveniente del sistema de lodos activados, es necesario que
los microorganismos tengan la cantidad adecuada de alimento, el parametro
denominado relacion alimento/microorganismo, A/M se define como:
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Q infreactor <m3/d> * DBOsinfl Planta(ppm) * 24h
A

M Volumen reactor (m3) * SSVLM (ppm)

FLUJO DE AIRE

El aire proporciona el oxigeno al licor mezclado dentro del reactor, necesario para
la biooxidacién de la materia orgénica, el requerimiento de oxigeno es expresado
como la masa de oxigeno transferida por unidad de volumen por unidad de tiempo
(kg O2/m3 por unidad de tiempo). La disolucién de oxigeno no es la sola funcion
del sistema de aeracion, ya que también suministra la agitacion necesaria para
mantener en suspension los fléculos del lodo y el licor mezclado tan homogéneo
como sea posible. Si la agitacion es insuficiente, el contacto reducido entre
microorganismos y nutrientes retardara la tasa de remocion de nutrientes.

INDICE VOLUMETRICO DE LODOS (IVL)

El IVL se define como el volumen en mililitros ocupado por 1 g de sdlidos en
suspension del licor mezclado, expresado en peso seco, después de sedimentar
durante 30 minutos en una probeta graduada de 1000 ml.

Volumen de solidos sedimentados en 30 min (mTl) * 1000

IVL =

Solidos suspendidos de licor mezclado (?)

Los parametros antes mencionados influyen considerablemente en el crecimiento
de los microorganismos filamentosos; también pueden servir como indicadores del
comportamiento de la operacion de la planta, ya que se presentaran efectos
durante el proceso de tratamiento (lodo inflado en el clarificador); que se pueden
prevenir controlando adecuadamente el TRC, TRH, A/IMy el IVL.

Ademas para controlar y garantizar el crecimiento de los hongos que fueron objeto
de estudio en el presente proyecto podemos aprovechar y/o adicionar lo siguiente:

e Los diferentes hongos requieren fuentes de nitrégeno y pueden utilizar
nitrato o amonio.

e Los aminoécidos, la urea y proteinas son utilizados para el crecimiento.

e Se puede agregar caseina hidrolizada como fuente de nitrégeno.

e Se debera garantizar un pH entre 4 y 6 para un 6ptimo funcionamiento del
sistema, ya que el pH puede afectar la solubilidad de los metales y un pH
bajo afecta los sistemas enzimaticos.
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11. CONCLUSIONES.

Se adquirieron 10 diferentes cepas de hongos o mohos provenientes a la
cuenca alta del rio Bogota, ubicada entre los municipios de Villa Pinzon y
Chocont4d, ademas se ha reportado que diferentes cepas de hongos
expuestos pueden ser utilizados en procesos de biotecnologia como la
biorremediacion [37], aunque en el presente proyecto no se logro identificar
las especies de los hongos debido a los altos costos y falta de recursos en
el laboratorio de la universidad.

La capacidad de trabajo en el laboratorio de la Universidad Santo Tomas
era limitada debido a la cantidad de reactivos que se tenian en este, bien se
sabe que no todos los microorganismos necesitan la misma cantidad de
nutrientes, sin embargo, tras la evaluacion nutricional de los medios de
cultivos se decidio utilizar el medio de cultivo PDA potato destroxe agar ya
gue la base del medio es altamente nutritiva y permite la esporulacién y la
produccion de pigmentos en algunos dermatofitos como se puede apreciar
en la tabla 6.

El efecto de la exposicién previa al contaminante en su ambiente natural
hizo que las 6 cepas seleccionadas de hongos o mohos pudieron soportar e
incrementar sus colonias, adicionando 9 ug/L de mercurio el cual es tres
veces mayor al del encontrado en el medioambiente, aunque su crecimiento
y su punto de equilibrio tardaran en llegar, debido al estrés del
contaminante.

Existe evidencia de remocién del contaminante presente en el ambiente
natural y en los ensayos de laboratorio, las 6 cepas que se inmovilizaron
presentaron cierta capacidad para almacenar o procesar alguna especie de
mercurio, esto puede estar asociado a las diferentes procesos tanto
microbianos (adsorcion en la membrana) o quimicos (volatilizacién o
precipitacion del mercurio), sin embargo los ensayos de laboratorio
arrojaron resultados de remocion, almacenamiento o transformacion de
mercurio en un 55% a un 66% lo cual hace a estos microorganismos
capaces de ser una alternativa de tratamiento de aguas residuales a final
del tubo, ya que estas remociones o transformaciones se alcanzaron en
condiciones ambiente, lo cual si, se juega con diferentes variables como:
nutrientes, pH, tasa de crecimiento, luz solar, los hongos podrian llegar a
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tener una mayor eficiencia lo cual se deberd analizar en un proyecto de
investigacion a futuro.
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12. RECOMENDACIONES

Una vez concluida la tesis, se considera interesante investigar sobre otros
aspectos relacionados con el tratamiento microbiano y se propone:

e Profundizar los estudios expuestos en esta tesis para asi determinar las
variables para la construccion del reactor de flujo continuo.

e Trabajar en mejorar los insumos y recursos del laboratorio de
microbiologia de la Universidad Santo Tomas.

e Analizar con detenimiento que factores se podria mejorar para obtener
remocién, acumulacion o absorcion del contaminante.
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14. ANEXOS.

Los siguientes anexos hacen parte a los resultados obtenidos por la empresa
Analquim LTDA, quien fue la que realizo la medicién con espectrofotometria del
mercurio presente en los ensayos de laboratorio.

Para analizar la capacidad de remocion de los hongos se acudio a un tercero, el
laboratorio Analquim ubicado en la ciudad de Bogoté D.C., laboratorio avalado por
el IDEAM que Analiz6 las muestras de los hongos objetos de estudio con la
concentracion de (9 ug/l), para esto se empleo la siguiente metodologia:

e Reactivos
Solucion madre de Cu de 1000 pg/mi
Soluciones hijas en agua milli-Q de Cu de 100 y 10 pg/mi
Agua milli-Q system
Acido Tricloroacético (TCA)

e Materiales
Pipetas automaticas de 0-50 pl, 50-200 pl, 200-1000 ply 0-5 mi
Espectrofotometro de Absorcion Atdbmica Perkin-Elmer Mod. 560

e Procedimientos
Construir una curva patron a partir de la solucion hija de Cu de 10 pg/ml,
con los siguientes patrones: 0, 0.625, 1.25y 2.5 pug/ml.
Diluir las muestras (1/2) con agua milli-Q
Un método alternativo (se empleara en casos de muestra con depdésitos
0 no cristalino) consiste en adicionar a 1 ml de muestra, 1 ml de Acido
Tricloroacético (TCA) al 24%. A continuacion se calienta durante 15
minutos a 90°C en placa calefactora y posteriormente se centrifuga a
3500 rpm / 20 minutos. En este caso, el diluyente empleado en la curva
patrén sera, en lugar de agua milli-Q, TCA al 12%.

e Calculos
Determinacion de la concentracibon de mercurio en la curva de
calibracion, la concentracidbn de mercurio en cada muestra, expresada
en pg/ml, se determina directamente por interpolacién de la lectura
obtenida, restando previamente el blanco de reactivos 6.3.3., en la curva
de calibracion.
Determinacion de la concentracion de mercurio en la muestra, los
resultados, expresados en microgramos de mercurio por litro (ug Hg/l)
se obtienen mediante la siguiente expresion: C = ¢ x 1000 donde: C es
la concentracibn de mercurio en la muestra en pg Hg/l. ¢ es la
concentracion de mercurio en pg Hg/ml, leida en la curva de calibracion.
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Precision

El sesgo del método ha sido evaluado mediante la utilizacion de
Materiales de Referencia La tabla muestra los resultados de esta
prueba.

Resultados obtenidos

Material de | Concentracion

referencia certificada Contlzr}:‘rqellcion C.V (%) Sesgo (%)
Nivel | 43+/-8 43.9 2.8 2.1
Nivel Il 145+/-29 149.2 1.3 2.9

Tabla 8: precision de laboratorio.

El coeficiente de variacion del método calculado a partir de los datos
intralaboratorio segun se especifica en 9.8 resulté ser inferior al 3% en el
intervalo de concentraciones ensayado.

Limite de deteccion, el limite de deteccion del método calculado
siguiendo el criterio de la IUPAC como la concentracion correspondiente
a tres veces la desviacibn tipica de una serie de lecturas
correspondientes a diferentes muestras en blanco (n=10) resultd ser de
2 pg/ml de muestra. El limite de cuantificacion definido por la misma
IUPAC como la concentracion correspondiente a 10 veces dicha
desviacion tipica es de 5 pug/ml de muestra.

El intervalo de trabajo va desde 3 pug Hg/l a 200 pg Hg/l de muestra. [38]
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