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Resumen

Se evalué la capacidad de cepas flingi cas ai sladas de ambientes contaminados con petréleo, podredumbre
blanca de arboles, ambientes cerrados y acibar de Aloe vera para crecer y degradar antraceno, fluoranteno y
pireno. Las cepas se seleccionaron inicialmente por su habilidad para crecer en placas con Czapek
complementadas con diesel como unica fuente de carbono y energia, se identificaron hongos pertenecientes a
los géneros Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Paecillomyces, Peniciliumy Trichoder ma, seguidamente
las cepas fueron sometidas a ensayos de crecimiento en placas con medio Czapek complementado con los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) como Unica fuente de carbono, a partir de este ensayo se
seleccionaron tres cepas que presentaron mayor crecimiento en los HPA, todas del género Aspergillus, con
las cuales se determind la degradacién de HPA en cultivos liquidos en 20 dias de incubacion. La
cuantificacion de los HPA serealizd por cromatografia de gases. La cepa U2010-27A (Aspergillus versicolor
) mostré la mayor tasa de biotransformacion de los HPA, entre 15y 20 %, por lo que se seleccioné para
ensayos de biorremediacion en un suelo contaminado con HPA, |as tasas de degradacion en 60 dias de
incubaci6n resultaron 23,6% pireno, 10,6% fluoranteno y 5,0% antraceno. Estos resultados sitlian ala cepa
U2010-27A como un hongo con potencial para biorremediar suelos contaminados con HPA.
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Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) by fungi isolated from water
contaminated with oil, whiterot and aloe from Aloe vera

Abstract

We evaluated the ability of fungal strainsisolated from oil-contaminated environments, white rot of trees,
aloes indoors and Aloe vera to grow and degraded anthracene, fluoranthene and pyrene. The strains were
initially selected for their ability to grow on plates with Czapek Medium (Cz ) supplemented with diesel as
the sole source of carbon and energy. Several isolates were identified as fungi belonging to the genera
Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Paecillomyces, Penicillium and Trichoderma. The three strains selected
by their best growth with PAHs belonged to the Aspergillus genus. The degradation of PAHs was
determined in liquid cultures during 20 days of incubation, quantifying PAHs by gas chromatography. The
strain U2010-27A (Aspergillus versicolor) showed the highest yield of biotransformation of PAHS, between
15 and 20%, so it was chosen for testing bioremediation in contaminated soil. The degradation yields at 60
days incubation were 23.6 % pyrene, 10.6 % fluoranthene and 5.0 % anthracene. These results indicated that
the strain U2010-27A could be a potential candidate for bioremediation of contaminated soils.
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Introduccion

El petréleo tiene una gran importancia en la sociedad moderna, sin embargo, éste muestra varios aspectos
negativos, siendo |os problemas ambiental es derivados de su explotacién y uso los méas importantes. Su sola
presenciaen e ambiente implica una serie de problemas rel acionados con la contaminacién, la disminucion
delacalidad del agua, €l suelo y de lavida de muchas plantas y animales; pudiendo afectar finalmente, la

calidad de vida de los seres humanos, que interacttan con |os ecosistemas y cadenas alimenticias af ectadas

[1].

Entre los numerosos compuestos que contiene el petréleo, estan los hidrocarburos aromaticos, 1os cuales
varian en estructura, tamafio y complejidad; desde compuestos monociclicos hasta estructuras de cadenas
largas y complejas constituidas por anillos aromaticos [2]. De éstos compuestos, |os hidrocarburos
policiclicos arométicos (HPA) han sido los més estudiados debido a que forman parte de una amplia
variedad de productos de importancia bioldgica, quimica e industrial [3].

Los HPA se encuentran entre los contaminantes de mayor impacto bioldgico debido alos efectos
cancerigenos y mutagénicos que provocan en los sistemas vivos [4]. Este efecto bioldgico varia en funcién
de laestructuradel HPA, la agencia parala praoteccion ambiental americana (EPA) selecciond 16 de los
HPA, llamados prioritarios debido a su alta toxicidad, entre los que se encuentran antraceno, fluoranteno y
pireno [5].

En los Ultimos afios se haincrementado el interés en el uso de biotecnol ogias destinadas a recuperar



ambientes contaminados con petréleo o sus derivados, que complementen los métodos quimicos y fisicos
tradicionales. Aparece asi la biorremediacion, una técnica basada en € uso de microorganismos para
degradar los hidrocarburos presentes en el petréleo y otros combustibles que representa uno de los
principal es mecanismos por |0s cual es estos contaminantes pueden ser eliminados del ambientey

general mente resulta més econémica que otras alternativas de restauracion [6].

Gran parte de | os estudios de biorremediacion, se han centrado en |as bacterias, por lafacilidad que ofrecen
para estudiar sus vias metabdlicasy llevar a cabo construcciones genéticas que permitan degradar
especificamente determinados compuestos contaminantes; sin embargo la capacidad de los hongos, para
transformar una gran variedad de compuestos organicosy llevarlos hasta compuestos mas simples, ofrece un
potencial indiscutible para su utilizacion en procesos de tratamiento de contaminaciones. Ese potencial

radica fundamental mente en las caracteristicas de su sistema enzimatico y en su vigoroso crecimiento que les
permite, através del desarrollo de su micelio, colonizar diferentes tipos de sustratos y acceder alos
compuestos que constituyen las contaminaciones mas frecuentes [ 7].

El objetivo de este estudio fue aislar e identificar cepas fngicas de diferentes fuentes con potencial para
biodegradar antraceno, fluoranteno y pireno, tres HPA de alto impacto debido a su frecuenciay recalcitrancia
en ambientes impactados por actividades petroleras, con lo cual se pretende hacer un aporte biotecnol 6gico

al saneamiento de ambientes contaminados con estos compuestos.

Materialesy M étodos

Aislamiento de cepas fungicas

Muestras de corteza de arboles (aprox.10 g) con podredumbre blanca[3,8], acibar de Aloe vera (aprox. 5 g)
con crecimiento fungico [9,10], agua contaminada con petréleo crudo (10 mL) [11], ambientes
cerradosfueron suspendidas en 100 mL de medio liquido Czapek (Cz) [13]. Luego de 24 h deincubacion, a
partir de estas soluciones se aislaron cepas fungicas con la capacidad para crecer en medio Cz[14]
complementado con una emulsion de diésel comercial 5% (CzD) como Unica fuente de carbono y energia
[15]. Las colonias se incubaron a 32°C durante 7 dias. Los cultivos de hongos puros se obtuvieron mediante
posteriores transferencias a placas de agar fresco.

Laidentificacion de | as especies fungicas se realizé mediante estudios macro y microscopicos de
caracteristicas morfol égicas (hifas, conidios, células conidiogenasy conidi6foros), lainformacién fue
compiladay comparada con claves taxonémicas descritas en hibliografia especializada[16, 17, 18,19, 20].

Habilidad de las cepas fungicas para crecer en HPA

L as cepas flngicas con capacidad para crecer en CzD se seleccionaron por su habilidad para crecer en medio
Cz complementado con antraceno, fluoranteno o pireno 0,5 mg/mL como Unica fuente de carbono y energia
[20]. Se utiliz6 un control positivo de medio Cz sacarosay negativo de Cz sin ninguna fuente de carbono.

L os cultivos se incubaron durante 7 dias a 32 °C. Paraevaluar € crecimiento de las cepas se establecid una
escala basada en €l tamario de la colonia: (++) Buen crecimiento; (+) Moderado crecimiento; (-/+) Escaso
crecimiento; (-) No se observé crecimiento.



Preparacion del indeulo

Los indcul os fueron preparados a partir de cultivos puros colocados en recipientes inclinados con medio
Papa-Dextrosa-Agar (PDA) estos se incubaron a 32 °C. Luego de 7 dias € cultivo fue lavado con 10 mL de
agua desionizada estéril con o cual se obtuvo una suspension de esporas, eliminando los fragmentos de
micelio de la suspension por filtracion con lanade vidrio estéril [21]. La concentracion de esporas en €
indculo se estimé con una cdmara de Neubauer.

Ensayo de degradacién de HPA en cultivos liquidos

L as cepas seleccionadas se sometieron a ensayos de degradacion en Erlenmeyers de 125 mL que contenian
20 mL de medio Cz liquido, complementado con antraceno, fluoranteno o pireno (CzH) (como Unica fuente
de carbono) disueltos en acetona hasta una concentracién de 0,5 mg/mL. Evaporado totalmente el solvente,
los medios se esterilizaron a121°C y 15 psia por 20 min. Los recipientes se inocularon con una suspension
de esporas de cada una de las cepas hasta una concentracion de 105 esporas/mL [21]. Adicionalmente se
inocul6 Cz liquido complementado con 0,5 mg/mL de sacarosa (Control [+]), medio Cz sin fuente de
carbono (Control [-]) y medio CzH sin inéculo (Controles [0]), con lafinalidad de establecer comparaciones.
Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Los cultivos fueron incubados a 32°C y 130 rpm en un
agitador de mesa (Innova 2100). Se tomaron cultivos transcurridos 5, 10, 15 y 20 dias de incubacién, se
determind el peso seco de lamasafungicay cantidad de antraceno, fluoranteno, pireno o sacarosaresidua en
los medios.

Tratamiento de la muestra de suelo

La muestra de suelo utilizada para los microcosmos (aprox. 2 Kg) fue colectada de una parcela de cultivo de
laUnidad de Apoyo Académico Ing. José Landaeta (UNEFM) localizada en Coro, Venezuela. El suelo
presento pH 6.5, Nitrégeno total 2,8 g/Kg, Potasio 2,3 g/Kg, Fésforo 0,8 g/Kg, CE 0,52 dS/m. El suelo fue
secado al airey tamizado a 2 mm, luego almacenado en la oscuridad a 4 °C hasta su uso [22].

Ensayo de degradacién en un microcosmos contaminado con HPA

L os microcosmos se instalaron en Erlenmeyer (2 L) que contenian 250 g de suelo contaminado con
antraceno, fluoranteno y pireno (MH), los cuales se agregaron disueltos en acetona, evaporado el solvente en
su totalidad. El sistema fue agitado durante 1 h [23]. La concentracion final de los hidrocarburos en €l suelo
fue 500 mg/kg de suelo. Cada MH fue inoculado con una suspensién de 105 esporas/g de suelo, disponiendo
de MH contral no inoculados (MC). El contenido de humedad en los microcosmos se mantuvo arededor de
70% de la capacidad de retencion de agua del suelo, con agua destilada estéril [21]. Los Erlenmeyers fueron
tapados con algodon y fibra de lana estéril la cual se sustituy6 cada 20 dias y colocados atemperatura
ambiente (aprox. 32°C), realizando un duplicado para cadarecipiente. Se tomé un MH y MC cada 15, 30, 45
y 60 dias para determinar la cantidad de antraceno, fluoranteno y pireno residual en las muestras se suelo.

Procedimiento analitico

Laextraccion de los HPA de los cultivos liquidos se realizé con diclorometano (DCM), los extractos se
hicieron pasar por camara de sulfato de sodio anhidrido y aforados a 10 mL. Los HPA de las muestras de
suelo fueron extraidos con DCM por 16 h usando un dispositivo Soxhlet [21]. La cuantificacion de los HPA
serealizO en un cromatégrafo de gases (Agilent Technologies modelo 6890N, Netwook GC) acoplado aun



detector de ionizacion de [lama.Usando una columnacapilar 19091-j913, HP-5% Fenil-Metil Siloxano (30.0
m x 320 ?m x 0.25 ?m, AgilentTechnologies). Se programé unatemperaturainicial de 150°C por 30 seg y un
incremento lineal de 20°C/min hasta 230 °C. Latemperaturadel detector e inyector se mantuvo en 280°C, €l
volumen deinyeccién fue de 1 pL. La cuantificacion de los HPA en cultivos liquidos se realizé por medio de
larelacion del areadel analito respecto al area del estandar interno con una curva de calibrado, usando
fluoranteno o pireno como estandar interno. La cuantificacion de HPA en las muestras de suelo se realizd
estimando las areas de | os picos obtenidos y calculando la concentracion del analito utilizando relacién lineal
CON una curva patron.

La biomasa fungica producida se obtuvo filtrando al vacio el contenido de los cultivos con papel Whatman
N°1. El filtrado se lavé dos veces con 10 mL de acetonay agua destilada estéril y el material fue secado en
estufaa 60 °C hasta peso constante. El peso se determind en una balanza analitica (Ohaus Adventur). La
cantidad de sacarosaresidual en los cultivos se determiné mediante método espectrof otométrico [24] a 490
nm utilizando un espectrofotémetro (Genesys, UV/VIS).

Andlisis estadistico

Lasignificancia de los resultados se comprobd por andlisis de varianza, ANOVA y sistemas de comparacién
multiples utilizando € test de Duncan, para resultados con 95% de confianza, empleando el software
Infostat.

Resultados

Capacidad de las cepas flingicas para crecer en HPA

Se estudio la habilidad de hongos de diferentes fuentes para crecer en medios de cultivo complementados
con diesel obteniéndose 10 diferentes aislados (resultados similares han sido reportados por Bento et al.[15]
y Hettige et al.[25]) los cuales fueron purificados e identificados, seguidamente | as cepas fungicas se
ensayaron por su capacidad para crecer en medios de cultivo con antraceno, fluoranteno o pireno como Unica
fuente de carbono. Las cepas aisladas (Tabla 1) pertenecen principalmente al género Aspergillus, € cua ha
sido ampliamente descrito por su capacidad para metabolizar HPA [26,27,28]. El resto de las cepas aisladas
pertenecen alos géneros Acremonium, Fusarium, Paecillomyces, Peniciliumy Trichoderma, todos
reportados por su capacidad hidrocarbonoclastica [20,28,29]. Estas cepas fueron almacenadas en €l cepario
de hongosy levaduras del LIADSA-UNEFM. Los ensayos de crecimiento de las cepas en cultivos con HPA
muestran que los hongos aislados de ambientes contaminados con petréleo crecieron en todos los HPA de
prueba, caracteristica que ha sido descrita por Okerentugba et al. [11] y Naranjo et al. [20]. Las cepas
asladas de podredumbre blanca de érbol crecieron en medios con antraceno 'y pireno (resultados similares
obtenidos por Van Hamme et a.[3,31]; Acevedo et a.[30]; Gianfreda et al.[32]), aunque solo la cepa U2010-
26C fue capaz de utilizar fluoranteno como sustrato. Los hongos aislados de |os espaci os cerrados del
Laboratorio de Andlisis Quimico (LAQ) no evidenciaron crecimiento aparente sobre los HPA durante este
ensayo. La cepa U2010-1A aislada a partir de una muestra de acibar de A. vera mostro crecimiento en todos
los medio con HPA, siendo este € primer informe de crecimiento de un hongo aislado de esta fuente sobre
HPA.. Estos resultados permitieron seleccionar las cepas U2010-27A, U2010-1A y U2010-26C para
préximos ensayos en cultivos liquidos.



Tablal.

Crecimiento de las cepas fungicas en los sustratos de prueba

Medic

Cepa Género Especie Fuente Sacarosa Control
U 2010-2C Aspergillus niger Aguaa ++ -
U 2011-2A Penicilium p Ambiente b ++ -
U 2010-27A Aspergillus versicolor Aguaa ++ -

U 2010-26C Aspergillus oryzae Maderac ++ -[+
U 2011-5A Acremoniun p Maderac ++ -
U 2010-2E Trichoderma P Aguaa + -
U 2010-1A Aspergillus nidulans Acibar d ++ -
U 2011-1A Fusarium solana Ambiente b + -
U 2010-1B Paecillomyces variotti Aguaa ++ -
U 2011-3A Aspergillus flavus Maderac ++ -

Aidlamiento a partir: a Aguas de servicio petrolero, Refineria Amuay; b Ambientes cerrados, LAQ-
UNEFM; ¢ Podredumbre blanca de arboles;dAcibar de A. vera

.(++) Buen crecimiento; (+) Moderado crecimiento; (-/+) Escaso crecimiento; (-

) No se observé crecimiento.

Degradacion de HPA en cultivos liquidos

Se determiné la habilidad para degradar antraceno, fluoranteno o pireno en cultivos liquidos de 20 dias de
incubacion de tres cepas seleccionadas del ensayo de crecimiento en HPA. Lafigural muestrael patron
cinético de consumo de HPA y la biomasa fungica producida durante €l ensayo. Las cepas cumplieron con
una fase adaptativa, en lacual €l hongo gjusta su aparato enzimético para metabolizar € sustrato,
observandose degradacién a partir de los dias 5 a 10 del ensayo, evidenciado por ladisminucién de la
cantidad del HPA residual y el aumento de la biomasa producida por € hongo. Luego de lafase de
adaptacion cada una de las cepas ensayadas mostrd un comportamiento especifico de metabolizacién de los
HPA y crecimiento, aungue ninguna de ellas logré agotar completamente € sustrato. Las cepas U2010-26C y
U2010-1A reportaron porcentajes de degradacion entre 5y 15 % hasta el dia 20 del ensayo (figuras 1A'y
1C), demostrando que la cepa aislada del acibar de A. vera es capaz biodegradar antraceno, fluoranteno y
pireno alas concentraciones de estos ensayos. Este resultado evidencia que la capacidad para metabolizar
algunos HPA no es exclusiva de hongos aislados de ambientes contaminados con hidrocarburos o
podredumbre blanca de arboles. Aungque son muchos los informes publicados de bioconversion de HPA por
hongos del genero Aspergillus[26,27,28], esta es la primera evidencia de degradacion de HPA por un hongo
aislado de A. vera. Antraceno fue el HPA degradado en mayor cantidad, seguido de fluoranteno y pireno,



esto debido a que durante la degradacion microbiana de compuestos aromaticos los HPA de menor peso
molecular se degradan con mayor rapidez [33]. U2010-27A fue el hongo que reportd las mayores porcentajes
de consumo de HPA, entre 15y 20 %, en contradiccion con o esperado esta cepa presentd un mayor
consumo de pireno 19,9% seguido de fluoranteno 15,5% y antraceno 11,5%. Estos resultados, aunque
contrastan con o expuesto anteriormente, han sido también reportados por Vifias et al.[34]. Esta
caracteristica de la cepa para degradar preferiblemente pireno -un HPA de mayor niimero de anillos
aromaticos y peso molecular que fluoranteno o antraceno- probablemente se deba a una marcada sel ectividad
en el complejo enzimético de este hongo. Caracteristica que o hace recomendable para procesos de
biorremediacion en suel os contaminados con HPA de alto peso molecular (4 o mas anillos aromaticos).

Presentationl.jpg

Degradacion de HPA en un suelo contaminado

La capacidad para biorremediar un suelo contaminado con HPA se evalud utilizando la cepa U2010-27A, la
cual mostré lamejor asimilacion de HPA en cultivos liquidos. Los resultados de agotamiento de antraceno,
fluoranteno y pireno en 60 dias de ensayo (figura 2) muestran un comportamiento similar al presentado por
el hongo en cultivos liquidos (figura 1B), con porcentajes de degradacién entre 5y 10% para antraceno y
fluoranteno respectivamente. La pendiente de las curvas indica que |a degradaci én de estos dos HPA se
realizd en mayor medida durante los primeros 15 dias de ensayo, luego de este periodo la degradacion
disminuy6 con una cinética constante hasta el final del ensayo. Pireno fue el HPA que desapareci en mayor
cantidad, agotandose 23,6% a dia 60 del ensayo, presentando mayor degradacion de este compuesto entre
losdias 15y 30 La asimilacion sostenida de los HPA sugiere que la cepa U2010-27A mantuvo la produccién
de esporas durante €l ensayo, |0 que demuestra que este hongo es capaz de colonizar ambientes distintos a
autéctono, ofreciendo versatilidad de habitat para futuros procesos de biorremediacién. Aungue no se
analizaron intermediarios metabdlicos durante este ensayo [33,35], las concentraciones en los MC (en los
cuales no se detectd cambios significativos en las concentraciones de los HPA) confirman la biodegradacién
de los HPA por la cepa.

Discusion

Se establecid un ensayo preliminar de crecimiento de cepas en diesel comercial previo alos ensayos de
crecimiento en HPA, se selecciond diesel comercial como sustrato selectivo ya que se han reportado
informes de crecimiento de hongos en este combustible con potencial para degradar otros hidrocarburos [15].
De acuerdo con Pino et al.[36], e diesel es una mezcla compleja de hidrocarburos que contiene

principal mente al canos, alquenos e hidrocarburos arométicos, por lo que este ensayo permiti6 el aislamiento
de 10 cepas con la habilidad para crecer en diesel y posiblemente usarlo como fuente de carbono. Las
mismas fueron clasificadas e identificadas, obteniéndose 6 géneros diferentes, todos reportados por su
capacidad para biodegradar HPA y otros hidrocarburos [29]. Los resultados de crecimiento de estos hongos
en los HPA muestran que | as cepas aid adas de aguas contaminadas con petréleo, podredumbre blancay
acibar de A. vera poseen € potencial para crecer en medios de cultivo complementados con antraceno,



fluoranteno y pireno, caracteristica que paralas dos primeras fuentes ha sido reportada por Van Hamme et
al.[3,31]; Naranjo et al.[20], Acevedo et a.[30]. Sin embargo no se encontraron informes de hongos aislados
de acibar de A. vera con capacidad para crecer en HPA, constituyendo este el primer reporte de un hongo
aislado de esta fuente con habilidad para crecer en antraceno, fluoranteno y pireno.

L os experimentos anteriores permitieron la seleccion de tres cepas con la habilidad de crecer y degradar cada
uno de los HPA.. El ascenso en la cantidad de biomasa proporcional a agotamiento de |os hidrocarburos
indica que efectivamente los hongos sel eccionados son capaces de utilizar los HPA como fuente de carbono
y energia, aunque durante las determinaciones cromatograficas no se detectaron picos con areas relevantes
gue permitieran afirmar la presencia de compuestos intermedios de la degradacion de alguno delosHPA. La
cepa U2010-26C A. oryzae, un hongo aislado a partir de podredumbre blanca de arbol, mostré porcentajes de
degradacién entre 5y 15%. La capacidad de estos hongos lignoliticos para degradar HPA ha sido descrita
recientemente por Dashtban et al.[37]; Acevedo et al.[30]; Llad6 et al. [38]. De acuerdo con Asgher et al.
[39] y Rubilar et al.[40], los hongos aislados de esta fuente son |os principalmente utilizados debido ala
produccién de enzimas oxidativas de importancia en procesos de biorremediacion. Aungue esta investigacion
no abarco la determinacion de enzimas extracel ulares asociadas a la degradacion de HPA, se sabe que la
degradacién por hongos lignolitico se produce en dos pasos, primeramente por la accion del sistema
hidrolitico que produce hidrolasas responsable de la transformacion de macromoléculas y posteriormente por
el sistema oxidativo lignolitico, responsable de |a degradacién de varios contaminantes, entre ellos los HPA
[41]. Laventaja de este mecanismo radica en la estructurairregular de la molécula de lignina, que hace que
los hongos adaptados a su asimilacién produzcan enzimas con muy baja especificidad de sustrato que los
hace adecuados para la degradacién de diferentes compuestos [42]. L os porcentajes de degradacién para
U2010-27A A. versicolor, muestran que este hongo presentd el mayor crecimiento y degradacion de HPA
(15-20%) de las cepas evaluadas. Hongos aislados de aguas contaminadas con petrdleo han sido también
reportados por Okerentungba et al.[11], €l cual ais6 e identifico cepas de Aspergillus sp de aguas
contaminadas con petréleo de los rios Omuihuechi y New Calabar en Nigeria. La capacidad deA. versicolor
para degradar HPA ha sido reportada por Uzoamaka et al.[26], €l cual describe su alta capacidad para
degradar HPA.. El mecanismo enzimético parala degradacion de HPA para hongos aislados de ambientes
contaminados con petréleo ha sido estudiado por Naranjo et al.[20,43] en cuyos informes se reporta
evidencias de produccion de enzimas lignoliticas, principalmente lacasay lignina peroxidasas. La
degradacion de HPA por la cepa U2010-1A A. nidulans un hongo aislado de acibar de la planta deA. vera
estuvo entre 5y 15%, reportes de degradacion de HPA por hongos aislados de esta fuente no se encontraron,
aunque se sospecha que e mecanismo que le permitio a esta cepa metabolizar HPA, podria ser similar al de
los hongos lignoalitico ya que los componentes principales del acibar son aloinay emodina, dos
antraquinonas compleas que poseen varios anillos arométicos en su estructura [44].

El ensayo de biorremediacidn con la cepa U2010-27A deA. versicolor, mostré que esta cepa es capaz de
disminuir los niveles HPA en un suelo contaminado con 60 dias de incubacion (tiempos similares de
incubacion en microcosmos han sido reportados por Potin et al. [21]. La degradacion en €l MH se compard
con la cantidad de HPA en el MC, se utiliz6 un control de suelo no estéril con lafinalidad de evaluar una
posible degradacion de HPA por poblaciones indigenas presentes en el suelo [21]. Los resultados evidencian
gue estas poblaciones no mostraron habilidad para metabolizar ninguno de los HPA, ya que no se detectaron
variaciones significativas en la concentracion de ninguno de los hidrocarburos. Los niveles de agotamiento
de HPA en MH muestran que la cepa U2010-27A, degrada entre el 5y 25% los HPA presentes en el suelo;



aunque han sido reportados niveles de degradacién paraA. versicolor de hasta 99% de una amplia variedad
de HPA entre ellos antraceno, fluoranteno y pireno [26]. Los niveles de transformacién y asimilacion de
HPA en suelos suelen ser bajos comparados con | os estudios realizados en cultivos liquidos [45]. Ademés la
degradacién presentada por U2010-27A en estos ensayos es frecuente para hongos del género Aspergillus, €
cual de acuerdo con Perniaet al. [29], son hongos de minima degradacién, con porcentajes que alcanzan €l
22%. Comparativamente, la degradacién de cada uno de los HPA en el suelo indica que la cepa mantiene su
capacidad para degradar preferiblemente compuestos con mayor peso molecular. Este comportamiento es
especia mente importante ya que se sabe que la persistencia de los HPA en e medio ambiente aumenta con
el tamafio de la molécula, ademés la toxicidad de estos compuestos se incrementa con el peso molecular y
carécter lipofilico [46]. La degradacion ascendente y cultivos en placas con PDA tomados de MH
demuestran que U2010-27A ademas de tener |a habilidad para colonizar un medio distinto el autéctono, fue
capaz sobrevivir durante todo el ensayo. Esta cualidad para de colonizar ambientes distintos a su habitat,
sobrevivir a condiciones de baja disponibilidad de nutrientes y competir con poblaciones indigenas, le
confiere ala cepa U2010-27A especiales atributos para la biorremediacion de suelos contaminados con HPA.

Conclusién

Este estudio permiti6 el aislamiento de cepas fungicas con potencia para degradar antraceno, fluoranteno y
pireno. Sucesivos ensayos de degradacion en cultivos liquidos con tres cepas sel eccionadas mostraron
efectiva degradacion de los HPA en 20 dias de incubacién. De estos hongos hidrocarbonoclasticos se
selecciond la cepa U2010-27A de A. versicolor para ensayos de biorremediacién en un suelo contaminado
con los HPA, logrando una disminucion en los niveles de los contaminantes, especialmente |os de mayor
peso molecular. Estos resultados demuestran la capacidad de esta cepa para la biorremediacion de suelos
contaminados con HPA, por o que &l préximo paso a seguir en lainvestigacion seralaevaluacion de
mayores tiempos de incubaci6n en suelos contaminados y |a determinacion e identificacion de las principales
enzimas extracelulares producidas por e hongo.
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