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Resumen

Se ensay6 la toxicidad de tres hidrocarburos (hematb, fenantreno y beta-naftol) en
cinco cepas de hongos filamentosAspérgillus niger, Aspergillus sp. B-03, Aspergillus

sp A-01, Phanerochaete chrysosoporiumy Penicillium pinophillum).

La primera serie de experimentos se realizaron aga Petri, se asperjaron los tres
hidrocarburos en cajas Petri con PDA y se inocualgmar piquete cuatro colonias en cada
caja Petri. Se probaron un control s6lo con PDAdGeulo, otro con PDA, inéculo y el
disolvente del hidrocarburo y otros tres con difiege concentraciones del hidrocarburo
(0.0162 mg/crfy 0.162 mg/crhy 1.62 mg/cr).

El hexadecano no presentd efecto toxico sobre &smasc ensayadas, el fenantreno
disminuyo la velocidad de crecimiento radial y etabnaftol solo permitio el crecimiento

en la concentracién mas baja (0.0162 m§jafectando la velocidad de crecimiento radial.

La segunda serie de experimentos se hicieron endelensayo de 30 ml. Se usaron 5 ml
de medio de cultivo con glucosa (10 g/L), se adigie@l hidrocarburo (se probaron tres
concentraciones, 0.005 g/L, 0.05 g/L y 0.5 g/L)seyinoculé con el cultivo mixto, se
incubd con agitacion en un shaker a°30 durante 5 dias, al final de la fermentacion se

midio6 la glucosa y la biomasa.

No se observo efecto toxico del hexadecano ni eearitreno en ninguna de las tres
concentraciones ensayadas, no asi del beta-ngttel,en la concentracion mas alta no

permitio el crecimiento del cultivo mixto.

La tercera serie de experimentos fue igual a larsdsm se probaron las cepas por separado
con la concentracion intermedia (0.05 g/L), se lmicaon agitacion en un shaker a°30
durante 14 dias, esta vez se midio glucosa, bignehdeexadecano por cromatografia de
gases, el fenentraeno y beta-naftol por HPLC. Bguma de las cinco cepas por separado
en presencia de hexadecano se observO un efedtm,t@®@n presencia de fenantreno



tampoco se observd un efecto toxico, en beta- In@ftoepa que experimentd un efecto
téxico fueP. chrysosporium (no hubo crecimiento), el resto de las cepas @xpetaron un

efecto todxico en la disminucién de la biomasa.

El orden de toxicidad de los hidrocarburos esglisnte, hexadecano es el menos toxico,
de ahi sigue fenantreno, el mas téxico es betaln&dinto en caja Petri como en tubo de
ensayo. La importancia de estos estudios radicdeerostrar la relacién entre estructura
quimica y toxicidad de los hidrocarburos modelo rgolkel crecimiento de hongos

filamentosos, ya que en ocasiones la persistercimdidrocarburo se debe a su toxicidad.



1. Introduccién

En el presente trabajo se evalud la toxicidad pitalegradacion de tres hidrocarburos
(hexadecano, fenantreno y beta-naftol) a tres ehtes concentraciones en presencia de
cinco hongos filamentosos Aspergillus niger (ATCC 9642), Aspergillus sp B-03,
Aspergillus sp A-01, Phanerochaete chrysosporium (H-298) y Penicillium pinophillum
(ATCC11797).

Los hidrocarburos se probaron primero asperjandmiosajas Petri con PDA, y después en

medio liquido con tubos de ensayo en agitacion.

Los estudios se llevaron a cabo con glucosa comaofwénte de carbono, la finalidad mas
que ver la biodegradacion es estudiar la toxicaadibs hidrocarburos frente a los hongos,
ya que muchas veces la biodegradacion no se piemde b cabo por la toxicidad del

hidrocarburo mas que por la persistencia del mismo.

La finalidad es también encontrar las concentraasan que los hidrocarburos son toxicos
asi como la toxicidad que presentan los tres hasboros en funcidn de su estructura

guimica sea esta alifatica, aromatica o aromatitar p

Este trabajo consta de un capitulo de revisiondglifica donde se revisan articulos sobre
biodegradacion de hidrocarburos por hongos filaosas, definicion del problema, donde
se sitla el problema, la hipotesis de trabajo des®leentran las principales hipoétesis
evaluadas durante la tesis, los objetivos que ayadaentrar el alcance del trabajo, la
estrategia general donde se define como se abbpialbdema experimental, materiales y
meétodos donde se exponen las principales metodslalg trabajo, que en este caso fueron

cultivos en caja Petri y fermentacion en liquido.

En el capitulo de resultados y discusion se reportanalizan los resultados tanto de caja

Petri como de tubo de ensayo, el analisis termamalas conclusiones generales. En la



parte de recomendaciones se dan algunas ideaprpéuadizar estos experimentos en un

futuro.



2. Revision bibliografica

2.1. Biodegradacion microbiana de xenobioticos

Con la aparicion del hombre en la tierra se empeztar una modificaciéon del medio
ambiente por parte del mismo, esta modificacioacsterd con la evolucion de la especie
humana, al producirse la revolucién industrial s@@nta aun mas esta tasa de cambio, una
de las expresiones de este cambio es la contammaiser humano produce compuestos
gue no se encuentran en la naturaleza (xenobiptecascrementa algunos de los que se
encuentran (C®e hidrocarburos). En un intento de remediar esibl@ma se desarrollan
tecnologias de descontaminacion (tratamiento deemtits, remediacion de sitios,
desarrollo de tecnologias menos contaminanteskstks tecnologias unas de las mas
importantes es el uso de sistemas bioldgicos padedradar los xenobidticos, para esto es
necesario el estudio de las interacciones de estopuestos organicos con los seres Vivos,

principalmente microorganismos.

Cuando un compuesto organico entra en contactaircanicroorganismo experimenta una

biodegradacion primaria que lo convierte en otrasmuestos, si estas biodegradaciones
continan pueden llegar a convertirlo en ,C® agua, en este caso se habla de
mineralizacion, Cuando un compuesto quimico presesdistencia a cualquier grado de

biodegradacion se habla de persistencia. En gelosrabmpuestos biogénicos son faciles
de biodegradar y los xenobioticos mas dificilebideegradar (Grady, 1985).

El cometabolismo es una forma de biodegradacionlaercual un compuesto es

metabolizado simultdneamente junto con otro, ydgradacion del segundo (cosustrato)
depende de la presencia del primer substrato,nestanismo tiene mayor parecido a los
gue se presentan en la naturaleza ya que en lealeaa no se hayan substratos puros sino
complejas mezclas de los mismos, los xenobidticmsdegradan muchas veces por

cometabolismo (Singleton, 1994 y Venkataramani {eAnh1985).



Las encargadas de realizar la biodegradacion enicnoorganismo son las enzimas, estas
proteinas son de varios tipos, tales como: monogggs, dioxigenasas, ligninasas, lignino
peroxidasas, polifenol oxidasas y lacasas segusuledtrato sobre el que van a actuar
(Singleton, 1994). Actualmente, se han estudiadohesienzimas y la forma en que actdan

sobre sus substratos.

En general las tasas de biodegradacion de compuastel medio ambiente son mas lentas
que en el laboratorio, por eso la contaminacionuesfactor tan critico, la tasa de

produccion de contaminantes es mucho mas alta ajue Ibiodegradacion en algunas

ocasiones. Por tanto conocer los factores queaafdattasa de degradacion es de suma
importancia, el gran problema es que muchos des datdores pueden controlarse en el
laboratorio, mas no asi en el medio ambiente. Dederlos factores que afectan la tasa de
degradacion de los hidrocarburos aromaticos pdiadios (de ahora en adelante llamados

HAP) estan las que se describen a continuaciéng(eaal, 2005).

Factores que afectan la tasa de biodegradacionolmmera de los HAP (Tang Yet
al;2005).

1.- Poblaciones degradadoras de hidrocarburos sicma#olinucleados.

e Los degradadores de HAP sélo representan una pedteftion del total de las
poblaciones microbianas, e incrementan su poblatidal por la adicion de
nutrientes, pueden tener poco efecto en las tasb®degradacion de HAP.

e Durante la exposicion previa de los microorganisn@slos HAP u otros
cosubstratos aromaticos (como por ejemplo toluksijnecanismos de interaccion
genética interrelacionados puede incrementar léapidin de degradadores de HAP
y las tasas de biodegradacién para otros HAP (atdicion cruzada).

e Lainoculacion de poblaciones degradadoras de HAdPseriamente limitada por la
presencia de otras especies nativas que compiitssaxente por los substratos

biodisponibles.



2.-Biodisponibilidad

e Los principales procesos metabdlicos de los migamismos degradadores de HAP
son via HAP polares solubles, la disponibilidadlae hidrocarburos aroméaticos
esta limitada por la baja solubilidad y una fueddsorcion y secuestro en
microporos 0 materia organica en el suelo. La édicile surfactantes o la
homogenizacion.e. la dispersiéon de los HAP en la fase acuosa, poegjerar el

transporte de HAP a los microorganismos degradadore
3.-Nutrientes
e La biodegradacion es aumentada por la adicion tlatos y fosfatos en el lugar
sblo cuando los nutrientes del suelo son insufiegnasi que la adicion de
nutrientes incrementan la biodegradacion aunguamto como otras técnicas como
la bioaumentacion.

4.- Temperatura

e La temperatura afecta la actividad enzimética yesta manera la tasa en las vias

metabdlicas.
5.- Presion
e La alta presion en ambientes marinos profundosceethuactividad biolégica. Los
compuestos de hidrocarburos en los ambientes nsapradundos son degradados
muy lentamente y por lo consiguiente a veces fersgor décadas.

6.-pH

e El pH afecta la actividad enzimatica de los micgamismos. La mayoria de las

bacterias heterotroficas se desarrollan mejor adeda neutralidad.



7.- Salinidad

e La salinidad afecta la presién osmatica en lasaviast (Tanget al, 2005).
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Figura 2.1.1. Rutas de biodegradacion de HAP deratites organismos (Cerniglia, 1997).

8.- Estructura molecular del contaminante

e Las estructuras moleculares de los contaminanteglate su persistencia en el

ambiente. Los HAP de dos o tres anillos puededegradados tanto aerébica como



anaerdbicamente, los HAP de cuatro o cinco andfogeneral son mas dificiles de
degradar bajo condiciones anaerdbicas y se degradanmayor facilidad en

condiciones aerobicas (Taggal, 2005).

Las rutas metabdlicas que siguen los microorgarsspera la biodegradacion de los
compuestos organicos varian segun el microorganisetuin se trate de hongos, bacterias
e incluso mamiferos, a continuacion se muestraniésspropuestas para cada uno de estos
grupos en la figura 2.1.1. (Cerniglia 1997). Laarwtria también segun el modelo de
hidrocarburo, no es igual para alifaticos que pdreP, las rutas mostradas son para
aromaticos, generalmente los alifaticos se degrpdana via de los acidos grasos (beta-

oxidacion).

2.2. Biodegradacion de hidrocarburos por hongos fimentosos

En esta tesis los hidrocarburos se estudian enaaseestructura quimica, se dividen en
tres tipos, hidrocarburos alifaticos (como el ndaecano), HAP (se estudia al fenantreno

como molécula modelo) y polares (como el caso e-haftol).

De estos tres grupos los HAP son los mas emblensatya que estan asociados a efectos
cancerigenos y teratogénicos, una de las primeoai&s$ sobre el cancer y los HAP es la de
la formacion de un abducto, que es la incorporadiéhhidrocarburo poliaromatico al
DNA, actualmente ya existen teorias mas comphdjesspecto. Un ejemplo de cancer que
se desarrolla con los HAP es el cancer de sensteaxia correlacion entre el benzo pireno
y los genes de cancer de mama BRCA-1 y BRCA-2. & easo se propone una
interaccion entre un factor exdbgeno como los HARIgunos factores enddégenos como
BRCA, esto produce una desregularizacion del aildola célula, pérdida de DNA por
reparacion y finalmente una transformacion neopdagieffyet al, 2002). Otros estudios
respaldan la idea de que el citocromo P-450 tramsfaalgunos compuestos organicos en
mutageénicos, algunos HAP carcindgenos son metaloloiz a compuestos intermediarios

por el citocromo P-450 y unidos covalentementeAD



Un aspecto importante en el estudio de los contamx@s es la distribucion de los mismos
en el medio ambiente y las variaciones en las edrac@ones de los mismos que se dan en
la naturaleza. Estos datos nos permiten tenerdewmde la magnitud del problema y los

problemas que se van a presentar durante la biediagion.

En Inglaterra el 90 % de los HAP estan en el suglando los HAP vienen de fuentes
naturales se encuentran en el rango de lgl/Rg. Debido a efectos antropogénicos la
concentracién de los HAP llega a encontrarse inentéada hasta 10 veces, pero de acuerdo
a la norma oficial mexicana de emergencia NOM-EN-E€OL-2002 se encuentran en
concentraciones hasta 100 o 1000 veces mayoresndiepdo del uso del suelo, lo cual es
un valor muy alto comparado con el que se da eratiaraleza, y también permite ver el
grave desequilibrio causado por el hombre. Laidistion de HAP también varia segun el
tipo de suelo, en suelos minerales de bosques Bsrmjae en suelos urbanos y en estos
menores que en sitios contaminados. La mayoriasdelAP vienen de la atmdsfera, por lo
consiguiente esto influye la concentracion en eélsu En zonas templadas las
concentraciones de los HAP correlacionan inclusoaomcentraciones de metales pesados,
lo cual hace mas complejo el problema de la comaodn y su respectiva
biorremediacion (Wilcke, 2000).

A continuacion se revisan los sistemas enzimaiiveslucrados en la biodegradacion de
hidrocarburos, principalmente en los casos Abpergillus niger y Phanerochaete
chrysosporium, que son los hongos que se estudiaron en la (esen dos de los mas

estudiados).

Los hidrocarburos alifaticos se oxidan hasta acitasos, posteriormente se biodegradan a
través de la beta-oxidacion (Grady, 1985, Voet ¢ty4995). Esta es la ruta metabdlica
del n-hexadecano y de otros hidrocarburos alifat{figura 2.2.1.). La biodegradacion de

hexadecano es mayor en fermentacién sélida queégerdad, esto puede deberse a dos
factores, el primero es la baja solubilidad deldiecano en agua, y el segundo la
solubilidad del oxigeno en agua. Se han manejadoetdraciones mayores en solido que

en liquido como consecuencia de lo anterior, tEficientes respiratorios son mayores en



sélido que en liquido (Volket al, 2003). Se biodegrado hexadecanoAemiger a altas
concentraciones (180-717 mg/g) de, y se obtuviermeralizaciones del 100 % (Vollat
al, 2005).
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Figura 2.2.1. Ruta metabdlica de la beta-oxidafitet y Voet, 1995).



En general los sistemas de fermentacion sélidephesentado varias ventajas en cuanto a
la concentracion de sustrato que pueden manéjeongararse con los de fermentacion

liquida.

En una serie de estudios realizados en Omanlaeoaisres cepas de hongos filamentosos
Aspergillus niger, Aspergillus terreus y Penicillium chrysogenum a partir de hidrocarburos,
posteriormente se hicieron estudios de biodegradaein medio de cultivo liquido con 77
mg de hexadecano en 20 ml de medio, de las tres damue mas hexadecano consumio
fue A. niger (60.2 mg), la que tuvo un consumo intermedioAugerreus (47.4 mg) y la
cepa que menos consumié faechrysogenum (44.0 mg). La produccion de biomasa fue
mas 0 menos la misma excepto paraniger. P. chrysogenum produjo 50.7 mg de
biomasaA. terreus 50.4 mg de biomasaA. niger 25.1 mg de biomasa. En estudios con
petroleo cruddA. niger consumié solo 14.9 mdp. chrysogenum 9.6 mg yA. terreus 8.2
mg, comparado con el hexadecano el crecimientcee®n{Elshafie, Aet al, 2007).

En el caso del fenantreno se ha reportado queemerddegradado p8r chrysosporiumy
A. niger, Una posible ruta de biodegradacion de fenantremoPpahrysosporium fue
propuesta por Sutherland, figura 2.2.2. (Sutherlendl, 1991, Ouyang Yy Fitzgerald,
2008).

No so6lo se ha reportado la degradacion de HARPpolnrysosporium, sino también poA.
niger, que aunque no tiene enzimas extracelulares gdrasa de radicales, degrada
fenantreno y pireno, figuras 2.2.3. y 2.2.4. (Satc{, 1997 a).

En el caso d®. chrysosporium, este tiene un sistema enzimatico muy especialdddas
enzimas mas estudiadas son la lignina peroxidasanganeso peroxidasa, se han utilizado
con éxito en la biodegradacion de muchos produpi@sicos, ver tabla 2.2.1. (Camergn

al, 2000), este hongo puede trabajar en dos tiposoaéiciones ligninoliticas y no

ligninoliticas.

10
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3-fenantrol
4 CH LOH
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+

Figura 2.2.2. Ruta de biodegradacion de fenantpemd®. chrysosporium (Sutherlandet
al, 1991, Ouyang y Fitzgerald, 2008).

Las enzimas ligninoliticas son extracelularesstam constituidas por lignina peroxidasa
asi como por Manganeso peroxidasa, junto con lerianttiene un sistema de generacion
de HO,, la lignina peroxidasa se compone de 10 isoenz{Dasoretzet al, 1990 b). Las
no ligninoliticas son intracelulares un ejemplo sidacromo P-450, figura 2.2.5. (Cerniglia
1997).

11
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Figura 2.2.3. Ruta de degradacion de fenantrend.puoger (Sacket al 1997a).
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Figura 2.2.4. Ruta de degradacion de pireno¥oiger (Sacket al 1997 a).
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Tabla 2.2.1.Compuestos quimicos degradado® pdirysosporium (Cameroret al, 2000).

Biopolimeros Celulosa
Lignina
Lignina Kraft

Polimeros sintéticos Poliacrilato

Poliacrilamida

Nylon

Compuestos aromaticos clorados

2,4-Dicloroanilina
2,4-Diclorofenol
Pentaclorofenol
Acido 2,4,6, diclorobenzoico
2,4,5, triclorofenol
2,4,6, triclorofenol

Acido 2,4,5- triclofenoxiacetico

Colorantes Colorantes azo
Azul de bromofenol
Cristal violeta
Rojo cresol
Explosivos TNT (2,4,6-Trinitrotolueno)
DNT (2,4 .Dinitrotolueno)
RDX (Hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5triazina)
HMX (Octahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-
tetrazocina)
Nitroglicerina
Pesticidas DDT (1,1,1-tricloro-2,2 bis-(4-

clorofeniletano)
Clorano (octaclorohexahidrometanoindanp)
Lindano (1,2,3,4,5,6-hexaclorohexano)

Toxafeno (mezcla de canfenos clorados)

Contindia en la pagina siguiente
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Continuacién de la pagina anterior
Compuestos policiclicos aroméaticos Antraceno

Benzo (a) pireno
Criseno
Naftaleno

Pireno

Compuestos aromaticos clorados Aroclor 1242 (Hdepbliclorinado) 429
Cl

Aroclor 1254 (bifenilo policlorinado) 54 %
Cl

2,3,7,8-tetraclorodibenzo para dioxina

Otros Aminotriasol
Azida

Tetracloruro de carbono

‘ — = CO

COOH
COOH

Cianuros

2

fenatreno fenantreno 9,10 acido 2,2 difenico
quinona

Figura 2.2.5. Ruta de biodegradacién de fenantpmrohongos filamentosos (Cerniglia
1997).

El sistema de lignina peroxidasas puede biodegtsdancarburos aromaticos catalizando
oxidaciones de un electron en compuestos aromatedgnina peroxidasa so6lo degrada
compuestos con potencial de ionizacion menor d guab5 eV. La manganeso peroxidasa

oxida aromaticos con potenciales de ionizacion meno iguales a 7.8 eV, esto llevaria a
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pensar que la biodegradacion de un HAP dependetalnente de su potencial de
ionizacion, aungue otros estudios establecen gpende mas de la biodisponibilidad. Los
HAP con mas de 4 anillos por su hidrofobicidad seobiodegradan (Bogan y Lamar,
1995), aunque otros estudios como se vera masnéelaaestablecen que los hongos son
capaces de degradar compuestos de mas de 4 asslioguede ser por que el citocromo P-
450 puede degradar hidrocarburos, por lo que leadagién de HAP no depende sélo de la
lignina peroxidasa o de la Manganeso peroxidasaloPaonsiguiente las posibilidades de
biodegradacion de un hidrocarburo dependeran declicion entre su potencial de

ionizacion y biodisponibilidad.

El metabolismo de los HAP en los hongos se pareaghmal metabolismo de HAP en los
mamiferos, en ambos casos es regio y estereosel¢Cerniglia 1997), regioselectivo se
refiere a la preferencia en una direccién en lan&mion o rompimiento de un enlace,
estereoselectivo quiere decir que se favorece nita inezcla de estereroisomeros a partir
de un solo substrato, un ejemplo de esto son ladcibn del dihidrodiol a partir de
fenantreno con las enzimas de hongos c&unninnghamella elegans, que produce el
fenantreno 1,2 trans dihidrodiol que es una medeldR, 2R y 1S, 2S (Sutherlaedal,
1993). En el caso de los hongos el metabolismo Al Es mas lento que en mamiferos
(Cerniglia 1997), esto hace que los hongos seamantelo interesante para estudiar el

metabolismo de HAP que se puede comparar conlesdeamiferos.

En el caso de los cultivos de@ chrysosporium con el tiempo se producen enzimas
proteoliticas que pueden degradar las enzimasijticas, la adicion de glucosa inhibe la
proteasa (una de estas enzimas ligninoliticas)tivaada ligninasa, el oxigeno tiene el
efecto contrario, incrementa la proteasa y bajaglanasa (Dosoretzt al, 1990 a). Lo
anterior indica que la glucosa produce una repmesiatabdlica sobre las proteasas
(Dosoretzet al, 1990 b), esto es muy importante ya que dependideda interaccion de

las proteasas es posible aumentar el tiempo dadisgon de las enzimas ligninoliticas

Lo que diferencia el cambio entre las condiciomgsirioliticas y no ligninoliticas es la

cantidad de nitrogeno, en condiciones de poco getré (ligninoliticas), se produce la
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lignina peroxidasa y/o la manganeso peroxidasadicmmes de mucho nitrdgeno son no
ligninoliticas. Existen estudios que reportan ladegradaciéon de fenantreno tanto en
condiciones ligninoliticas como no ligninoliticappr lo que existen otras enzimas
involucradas en la degradacion de fenantrend®peohrysosporium (Dhawaleet al, 1992),

es decir que el fenantreno se puede degradar emsasuhdiciones.

Las ligninasas se producen durante el metabolisacansiario, son glicoproteinas con
grupos hemo, una prueba muy usada para ver sudacties hacerlas reaccionar con
alcohol veratrilico el cual no absorbe a 310 nrs, ligninasas en presencia de(d lo

convierten a veratraldehido, que si absorbe a 81(Tien y Kirk, 1988).

A nivel genético, la transcripcion de genes queifmach para la sintesis de la lignina
peroxidasa se controla por la presencia de AMRcoicéxiste una relacion entre lignina
peroxidasa y las especies reactivas de oxigenmdoueal nitrdgeno disminuye, el AMP
ciclico aumenta y este induce la produccion deid@rperoxidasa, es decir se dan las
condiciones ligninoliticas. Las células dB. chrysosporium producen una alta
concentracion de las especies reactivas de oxigasoespecies reactivas de oxigeno
inducen la formacién de lignina peroxidasa (Belimkyl, 2003). También se han hecho
estudios de Manganeso peroxidasas recombinantBsabnysosporium y de produccién
de Manganeso peroxidasasfemiger (Larrondoet al, 2001 y Coneset al 2002).

Las manganeso peroxidasas oxidan fenoles a traémal conversion de Mi a Mrt™,
aparentemente se encuentran reguladas por difergeiees ya que la secuencia de
aminoacidos terminal es diferente para cada unapsgonen de 3 isoenzimas (Pease y
Tien, 1992).

Las Manganeso peroxidasas presentan dependenda cencentracion de Mn en la

biodegradacion, sin embargo, la adicion de Mn nessscial para la biodegradacion de

hidrocarburos aromaticos (Zheng y Obbard, 2002).
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Existe un punto de polémica en cuanto a la prodacde lacasas pdt. chrysosporium,
segun un estudio hecho por Camesbral, 2000 existe la produccion de lacasasPen
chrysosporium, éstas utilizan cobre y Opara degradar fenoles. Y la celobiosa
deshidrogenasa que son capaces de degradar egplog®ameronet al, 2000), sin
embargo, se cree que la oxidacion de ABTS (un eador de electrones exdgeno) puede
ser un error producido por el Mfnen estudios a nivel genoma no se ha encontrguiarte
gue codifica para esta enzima, se piensa que E&taa&no es una lacasa capaz de degradar
fenantreno si no una oxidasa multicobre, esto deerdo a cuatro secuencias con
homologia en la region de 25 Kb (Kersten y Cull007). La teoria de que no se producen
lacasas erP. chrysosporium es respaldada por Larrondb al (2003), quienes también
encontraron que no se encuentran codificadas ganeima, aunque su hipotesis es que se

trata de una ferroxidasa, no una oxidasa multicobre

Los sistemas enziméticos de lacasas se encuentizros tipos de hongos, en la oxidacion
de hidrocarburos aromaticos involucran radicale®xXeque dependen de sus potenciales
de oxidacion, incluso la biodegradacion de antracgrantroquinona se da con fenol y
anilina. La oxidacion de HAP por fermentacion lapiise da sin contacto directo de la
enzima con el substrato e involucra la interaccdémediadores de bajo peso molecular en
su estado oxidado. Aminoacidos fendlicos con grufsb$ como la tirosina actian como

mediadores (Johannes y Majcherczyk, 2000).

Otro mecanismo de degradacion de hidrocarburds. ehrysosporium se produce por el
efecto de monoxigenasas de citocromo P-450. Indhsxenobidticos pueden inducir el
citocromo P-450 tanto en condiciones ligninoliticasno no ligninoliticas (Doddapaneni y
Yadav, 2005).

En estudios de biodegradacién de fenantreno enontigdiido se encontré que solo el 5 %
de fenantreno permanece en un medio de cultivoudesge 27 dias de cultivo. De acuerdo
a este estudio no se ha reportado ningun hidrocapgmliaromatico que resista el ataque de
P. chrysosporium. Aparentemente la ligninasa degrada HAP con pa@kascde oxidacion

menores o iguales a 7.56 ev (benzo[a]pireno, bghHApgrileno, benzo[k]fluoranteno y
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antraceno). Perd. chrysosporium puede oxidar HAP con potenciales de ionizacion

mayores a 8.0 ev como el trifenileno y fenantré@ampus, 1989).

En algunos estudios se ha reportado que es necésamiesencia de biomasa junto con la
enzima para oxidar los HAP (tal vez por algun congmbe de biomasa asociado a la
produccion de bD,), por lo consiguiente la publicacion en algunosicalos de la
purificaciéon de enzimas a partir de algunos mig@aarsmos que son capaces de degradar

hidrocarburos sin la presencia de biomasa pardcaiax (Zheng y Obbard, 2002).

P. chrysosporium también degrada halogenados, posiblemente mediantiésmo sistema
enzimético que degrada lignina (Bummtial, 1985). También se ha reportado degradacién
de alquilbencensulfonato lineal en cultivo en c&etri y en medio liquido a una
concentracion de 2 mg/l en el cual se logra unaadegion del 100 % en 6 dias. A altas
concentraciones el alquilbencensulfonato no se adegrla lignina peroxidasa y la
manganeso peroxidasa son esenciales para transfermlguilbencensulfonato lineal por
P. chrysosporium, la cadena lateral se oxida y se corta formantforsucarboxilatos, este
fendmeno es mayor en cultivos de poco nitrégeno eueultivos con mas nitrégeno
(Yadavet al, 2001).

P. crhysosporium biodegrada diesel en medio SBM liquido (medio bdsastanier), a
concentraciones de 1000 mg/l, durante los primdratias se ve una inhibicion, pero
después de 14 dias se biodegrada, esta inhibicidriapser mas parecida a una fase de
adaptacion, sin embargo la inhibicion es comparableuando no hay otra fuente de
carbono mas que el hidrocarburo. Por otra parteioldegradacion de alcanos a pH neutro
ocurre en medios de cultivo con alto nitrégeno @n duales la produccion de lignina
peroxidasa y manganeso peroxidasa esta suprimigerylo consiguiente no estan
implicadas. Si se adiciona un inhibidor de citocooRY450 se observa una inhibicion de
crecimiento y de formacion de metabolitos, por lee @n este estudio concluyen que la
enzima citocromo P-450 esta involucrada en la lgatiacion de alcanos y de diesel
(Kanaly y Hur Hor, 2006), se ha demostrado queadddgradacion de hidrocarburos se da

por diferentes sistemas enzimaticos como habiaibe dnteriormente.
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Coneseat al, (2000) ha estudiado la produccién de peroxidasa aiger,en estos estudios
Conesa ha trabajado con genes que expresan paraglgperoxidasa y manganeso
peroxidasa, los ha clonado en cepas.deger deficientes en la produccion de proteinas, y
logrado la fusion de estos genes pero la expradgdoastas enzimas no han mostrado la
actividad esperada, esto puede deberse a querkeseéxpde estas enzima esta supeditada a
genes reguladores y proteinas acarreadoras, lohagal que este sistema enzimatico sea

mas complejo.

Otro hongo filamentoso que degrada fenantrenoCesninghamella elegans, se ha
encontrado que la cantidad de f@vorece la bioconversion de fenantreno (Lisowetkal,
2006). También se han hecho estudios de la relaite fenantreno y corticosterona en
Cuninnghamela elegans, se adicion6 cortexolona a una fermentacién coarfeeno y se
observo que el fenantreno afecta la hidroxilaciércartexolona, también se observo que al
adicionar cortexolona se aumenta la produccionitweromo P-450, lo cual sugiere una
relacion entre hidroxilasas de esteroides y enzideggadadoras de fenantreno, siendo la
adicion de cortexolona una forma de incrementarbiledegradacion de fenantreno
(Lisowskaet al, 2003). Otro hongo com@. blackesleeana es capaz de degradar colesterol,
camfor y nafatleno (Bhosak al, 2006). Varios hidrocarburos aroméaticos se degrada

hongos filamentosos, como se muestra en la tabla. ZCerniglia 1997).

La degradacion de fenantreno no solo se ha realizadP. chrysosporium, si no también
con Cunninghamella elegans, Pleurotus ostreatus y otros hongospPleurotus ostreatus
mineraliza hasta un 3.0 % de fenantreno en 15 tHadyién mineralizo 0.4 % de pireno y
0.19 % de antraceno (Bezalel et al, 1996 a).
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Tabla 2.2.2. Compuestos organicos y hongos filaoseistque los degradan, (Cerniglia,
1997)

Compuesto Organismo
Acenafteno Cunninghamella elegans
Antraceno Bjerkandera sp, Cunninghamella elegans, Naematoloma

frowardii, Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete laevis,
Pleurotus ostreatus, Pleurotus sacor-caju, Ramaria sp,

Rhizoctonia solani, Trametes versicolor.

Fenantreno Aspergillus niger, Cunninghamella elegans, Naematoloma
frowardii, Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete laevis,
Pleurotus ostreatus, Syncephalastrum racemosum, Trametes

versicolor

Fluoranteno Cunninghamella elegans, Naematoloma frowardii, Laetiporius

sulphurus, Penicillium sp, Pleurotus ostreatus

Fluoreno Cunninghamella elegans, Laetiporus sulphurus, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor

Pireno Aspergillus niger, Agrocybe aegerita, Candida parapsilopsis,
Crinipellis maxima, Crinipellis perniciosa, Crinipellis stiparia,
Crinipellis sonata, Cuninghamella elegans, Fusarium oxysporum,
Kuehneromyces mutabilis, Marasmiellus reamealis, Marasmius
rotula, Mucor sp, Naematoloma frowardii, Penicillium
janczewski, Penicillium  Janthinelleum, Phanerochaete
chrysosporium, Pleutorus ostreatus, Syncephal astrum racemosum,
Trichoderma harzianum

Benzo (a) antreceno |Candida krusei, Cunninghamella elegans, Phanerochaete
chrysosporium, Phanerochaete laevis, Pleurotus ostreatus,
Rhodotorulla minuta, Sybcephalastrum racemosum, Trametes

versicolor

Continda en la pagina siguiente
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Continuacion de la pagina anterior

Benzo (a) pireno Aspergillus ochraceus, Bjerkhandera adusta, Bjerkhandera sp,
Candida maltosa, Candida tropicalis, Chrysosporium pannorum,
Cunninghamella elegans, Mortierella verrucosa, Naematoloma
frowardii, Neurospora crassa, Penicillium jancsewskii,
Penicillium  janthinellum,  Phanerochaete  chrysosporium,
Phanerochaete laevis, Pleurotus ostreatus, Ramaria sp,
Syncephalastrum racemosum, Trametes versicolor, Tricoderma

sp, Trichoderma viride

Criseno Cuninghamella elegans, Penicillium janthinellum,

Syncephal astrum racemosum

Benzo (e) pireno Cunninghamella elegans

De la degradacion de fenantreno se han estudiddcenties metabolitos de diferentes
microorganismos, ver tabla 2.2.3. (S&thl, 1997 b).

Tabla 2.2.3. Microorganismos y los metabolitosfdelntreno

Microorganismo Metabolitos

L. sulphurs Feanantreno trans 1,2 dihidrodiol
Fenantreno trans 3,4 dihidrodiol
Feanantrol

Fenantreno monohidratado en C-1

A. aegerita Feanantreno trans 1,2 dihidrodiol
Fenantreno trans 3,4 dihidrodiol

Feanatrol

F. velutipes Feanatrol
Fenantreno monihidratado en C-1
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En Pleurotus ostreatus, se han estudiado las lacasas amarillas (Pozdwgakal, 2006a),
estas enzimas pueden degradar algunos hidrocarbuoasaticos. Se descubrié que la
persistencia de los HAP aumentaba con el tamafigulamdad, peso molecular y
coeficiente de particion en octanol, es decir a raaslos, y mas hidréfobo mas
recalcitrante es el hidrocarburo. De esta manerarsmntré que el pireno es mas
recalcitrante que el fluoranteno, este mas querglrftreno, este que el antraceno y este que
el naftaleno. Pero finalmente todos pueden seradegios por la lacasa amarilla
(Pozdnyakovaet al, 2006a). En otros estudios se encontré leurotus ostreatus
metaboliza 94 % de fenantreno, 60 % de antracer@9% de pireno en 7 dias de
biodegradacion (Pozdnyakoegal, 2006b).

En Pleurotus ostreatus se han aislado algunos de los metabolitos prodacel ataque se
produce en la region K del fenantreno, el primesie metabolito producido es
fenantreno 9,10-oxido, seguido de fenantreno tr@r0-dihidrodiol después 9,10-
dihidroxifenantreno para terminar en 9,10-fenaninegna y acido 2,2-difenico. La
transformacion de fenantreno a trans-9R-10R dididio puede ser efectuada por
citocromo P-450, esta transformacién es muy paaeaida que efectu@unninghamella
elegans, en el caso d®. chrysosporium esta es distinta porque el metabolito que se
produce es trans-9S-10S dihidrodiol, un enantiom&oal que el que produce
Cunninghamella elegans (Bezalel L.et al 1996 b).

El metabolismo de fenantreno pBteurotus ostreatus tiene dos fases, en la fase | se
produce epodxido hidrolasa posiblemente por citoordt50, que incorpora,d forma
epoxidos, después epodxido hidrolasa y transdihidies] en la fase Il se producen
reacciones de conjugacién que adicionan sulfat@zurares para producir sulfatos o
glucdsidos que hacen el fenantreno mas solublenpsixico, estas reacciones se llevan a
cabo por enzimas como 1-cloro-2,4-dinitrobencentagjon s-transferasa que se encuentra
en el citosol, UDP glucoronosiltransferasa y UDRucgkil transferasa que son

microsomales (Bezalet al, 1997).
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En cambio en el caso deunninghamella elegans este se ha encontrado que produce
algunos conjugados del fenantreno como sulfatagugbnidos y glucdsidos (fenantreno
B—glucopiranosido). Durante el metabolismo de femaa un 100 % del fenantreno
desaparece a las 96 horas, una parte se transérridenantrol glucésido, que a las 72
horas desaparece. Una posible via de degradaeidiendntreno poCunninghamella
elegans es la produccion de fenantrol, posiblemente gli@o®n del mismo y la formacion
de 1,2- 3,4- y 9,10- transdihidrodioles, desp@mlies, seguidos de quinonas, y después
dihidrodiol epéxidosCunninghamella elegans produce S,S dihidrodioles (Cernigttal,
1989)

Otro hongo que consume fenantrendBgskandera sp, en estudios realizados con suelos
contaminados con petrdleo, se aislé una ce@j@&andera sp, la cual después se estudio
con diferentes medios de cultivo con extracto stladara y a diferentes concentraciones de
glucosa, Manganeso y pH. Se midi6 la producciénneditica de Manganeso peroxidasa y
lignino peroxidasa. La mayor produccion fue a uoacentracion de glucosa de 1 g/L, 80
mg/L de Manganeso y un pH &cido de 3. En experioserdalizados después a diferentes
temperaturas y pH, se encontré una tasa maximagtadacion de 0.17 mgd™ a partir

de una concentracion inicial de fenantreno de 190.1a tasa de consumo de glucosa fue
de 0.5 gi'd™. A partir de los datos obtenidos se piensa quiedmadacion de fenantreno se
obtuvo principalmente por la Manganeso peroxidadamanganeso y el &, son
necesarios para la reaccion (Terrazas-$tlas 2005).

Trametes versicolor también es capaz de biodegradar fenantreno, eerieggntos
realizados con 100 mg/l de fenantreno en mediadégse preincubé durante cinco dias y
después se adicioné el fenantreno, se incubd duBadias mas, se probaron los efectos de
la agitacion, los cultivos sin agitacion removiel@h % de fenantreno contra 46 % con
agitacion. Aparentemente se obtuvo mayor remocghriethantreno sin agitacion. Después
se probaron varias concentraciones, temperatupks, ya maxima tasa de transformacion
del fenantreno se obtuvo a 100 mg/l y fue de O8gh de fenantreno, se probaron
diferentes enzimas y su capacidad de transfornmanfesno, se encontré que la lacasa no

puede transformar sola el fenantreno, sélo conagedABTS (a una concentracion 5 Mm)
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o HBT (una concentracion de 5 U/ml), se oxidaneed@ y 30 % de 20 mg/l de fenantreno

en 2 horas respectivamente (Hal, 2004).

Otros HAP que se ha estudiado son el fluoreno flueranteno, del primero se ha
estudiado su biodegradacion geunninghamella elegans, el fluoreno se transforma en 9-
fluorenol por un ataque al anillo alifatico, despe@ 9-fluorenona posiblemente por accién
de una monoxigenasa y por ultimo en 2-hidroxi @ftunona posiblemente por una
dioxigenasa. A partir de una concentracion inidi@l0.333 mg/ml de fluoreno en medio
Sabourad se obtuvo una transformacion del 69 % 2 Horas. Los compuestos

hidroxilados que se forman son menos téxicos qoeighal (Pothuluriet al 1993).

En estudios realizados c@unninghamella Elegans en concentraciones de 0.666 mg/ml de
fluoranteno en medio sabourad durante 72 horasetebwlizé un 80 % del fluoranteno.
Una posible ruta de transformacion es la formadiérirans 2,3 dihidrodiol y la posterior
formacion de 9-hidroxifluoranteno trans-2,3-dihidiid y 8 hidroxifluoranteno trans-2,3-
dihidrodiol. También ocurre la formacién de 3-(8hioixifluoranteno)g- glucopiranosido y

3-fluorantenoB-gluocpiranosido (Pothuluet al, 1990).

En posteriores estudios se compararon los metabalé biodegradacion de fluoranteno de
Cunninghamella elegans y metabolitos hepaticos, ambos sistemas produjasan
metabolito en comun, fluoranteno trans-2,3 dihidbhdal hacer estudios de toxicidad de
fluoranteno erSalmonela se encontrd que el fluoranteno es toxico y mutagémambién
los dihidrodioles producidos por microsomas hep4tie ratones. Pero los dihidrodioles y

metabolitos producidos p&@unninghamella no son téxicos (Pothulue al 1992).

Incluso hidrocarburos de alto peso molecular pueskerdegradados por cocultivos de
bacterias y hongos (aislados de suelos contamindel@aseosota y de plantas productoras
de gas). Boonchagt al, (2000) obtuvieron un cocultivo de bacterias ydus) y lograron
biodegradaciones de hidrocarburos arométicos, Sncke demostrd que el benzo(a) pireno
y dibenzo (a) antraceno son utilizados como Uniemte de carbono. Mientras que.

chrysosporium requiere de otra fuente de carbono, la tasa deralinacion de benzo (a)
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pireno se incrementa cuando se inocula con unvoulixenico adaptado a HAP

conteniendo una comunidad bacteriana.

El problema de los cocultivos es que el suelo ausa mezcla de microbios y organicos
puede desestabilizar al cocultivo. En suma los ltgos de hongos y bacterias pueden
crecer en HAP de cinco anillos y mineralizar befaopireno como Unica fuente de C y
energia (Booncharet al, 2000), esto los convierte en un excelente sistalaa

biodegradacion.

2.3. Biorremediacion de suelos contaminados con lm@tarburos

Se han hecho estudios de bioaumentacionReashrysosporium en suelos contaminados
controlando factores ambientales tales como plfygeno y fuente de carbono, se logro la
biodegradacion de HAP, con una mineralizacion &¥%3en 21 dias (Brodkorb y Legge,
1992).

La degradacion de fenantreno también se ha estudiadompostas. Rea al (2002) ha
estudiado compostas de hongos, primero realiz@raiacubacion en tres formas, una es
un suelo, una segunda es una composta con fenamttartercera es una composta con un
suelo contaminado con HAP, después de unos diemmdlifenantreno marcado con'¢
encontr6 que la composta incrementa la degradag&nfenantreno pero que no hay
diferencia entre los experimentos solo con fenaotie con suelo contaminado con HAP
(Reidet al, 2002).

No soloP. chrysosporium es capaz de degradar HAP, en general los hongaspdelricion
blanca biodegradan HAP. Se han hecho estudios atkedriadacion de HAP en suelos,
encontraron degradaciones del 100 % en algunosdaidruros como el naftaleno, también
hubo una disminucion en la toxicidad del sueldplacidad se evalué mediante pruebas de
germinacion usando dos organisiiospidium sativum, y Folsomia candida (D’annibaleet

al, 2005).
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Lamar ha hecho estudios de biodegradacion con kkodgola pudricion blanca, en
microcosmos con suelos en una prueba a 56 tidscteus degrada 57.7 % de una
concentracién inicial de 398.5 mg/Kg de hidrocaosuaromaticos en suelB, ostreatus
degrada 67.3 % de una concentracion inicial de5398g/Kg de hidrocarburos aromaticos
en suelo (Lamaet al, 2002). Los estudios se llevaron después a pjalui®, a este nivel
se encontraron degradaciones del 93.2 % partieadmd concentracion inicial de 319.7
mg/Kg de HAP. En sus estudios Lamar establecdagud AP de bajo peso molecular son

atacados por bacterias y los de alto peso mole@uks de 4 anillos) por hongos.

En estudios de biodegradacion en suelo se probarnias cepas de hongos de la pudricion
blanca, se esterilizaron muestras de suelo, yssadiion6 50 mg/kg de fenantreno, se
incubaron durante 30 dias, al tiempo inicial seidnicha concentracién de fenantreno de 45
mg, a los 30 dias en el blanco (sin in6culo) s®kiné una concentracion de 30.4 mg. Las
cepas que mas consumieron fenantreno fu@earotus eryngii (2.0mg), Irpex lacteus
(18.8 mg) y Sereum hirsutum (17.1 mg), Phanerochaete chrysosporium tenia una
concentracion final de 20.3 mg, se realizé un sdguexperimento con suelo de pantano, a
2 g de suelo se adicion6 16 ml de medio de cuitis@ mg/kg de fenantreno, se incubaron
por 30 dias, en el tiempo inicial se midié una emi@cion inicial de 46.7 mg, a los 30 dias
la concentracién fue de 25.6 mg, las cepas quedagsadaron fenantreno fuerdrpex
lacteus (13 mg), Pleurotus eryngii (13.2 mg) y Bjerkandera adusta (13.3 mg).
Phanerochaete chrysosporium degraddé 23.0 mg de fenantreno. La razén por la sgue
obtuvo menos biodegradaciéon en el segundo expetinmarede ser por la presencia de
sales, que inhiben el consumo de fenantreno (Maléngt al, 2006).

También se han hecho estudios de biodegradacidierdmtreno usando cocultivos de
hongos con bacterias, en un suelo contaminado idoocarburos se aislaron cuatro cepas
de bacteriasR. aureoginose, P. rickettii, Pseudomonas sp y P. cepacea) y cuatro cepas de

hongos A. terreus, A. tenuis, T. viride y penicillium sp). Se hicieron pruebas en agar con
200 mg/Kg de fenantreno a 18 dias de incubaci@hidmgos lograron una remocién del 35
%, y las bacterias una remocion de 20 %. Esto maugsie los hongos remueven mejor el

fenantreno que las bacterias bajo las condiciox@erignentales ensayadas. En otros
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experimentos de cocultivos de bacterias y hongea pamocion de fenantreno a una
concentracion inicial de 200 mg/Kg se encontré6 doe hongos tienen un efecto
significativo en la remocion del fenantreno, lo Icna ocurre con las bacterias (Chavez-
Gomez et al 2003).

D’annibale et al, (2006) ensayd diferentes cepas de hongos filameesten base a su
capacidad para biodegradar poli R-478 (un colorpotenérico). Al probarse degradaron
varios HAP y disminuyeron la toxicidad de los sselMuchos hongos se encuentran en
formas metabdlicas inactivas en sus habitat, poretsautor establece que se prefiere la

bioaumentacion que la bioestimulacion (D’ Annibetlal, 2006).

El uso de bacterias y hongos ha reportado buenmdtados como una técnica de
biorremediacion de lugares contaminados con hidpbocas, incluso se han realizado
estudios de biodegradacion de fenantreno con glditehnet al, 2004)

2.4. Factores que afectan la biodegradacion

La biodisponibilidad definida como la cantidad de substrato que puede llegar a una
célula (Wackett L.P. y Hershberg C.D., 2001) estafta por varios factores que afectan la
biodegradacion de hidrocarburos, uno es la sotlgulide los mismos. Se ha visto que el
crecimiento de un microorganismo esté limitado lpotasa de disolucién de la fuente de
carbono, aunque estos experimentos solo se haw lkkechbacterias (Stucki y Alexander,

1987). Esto no es comparable en el caso de horggseysu fisiologia es muy distinta. Los

hongos son eucariontes y las bacterias procariogtgsor lo consiguiente el sistema

enzimatico de los hongos es mas complejo, asi caumoapacidad de biodegradacion.
Incluso en algunos estudios a nivel de biologiaeahr se ha encontrado que algunas
bacterias utilizadoras de fenantreno se adaptaas adiferentes biodisponibilidades de

fenantreno. (Friedrickt al, 2000)

En el caso del fenantreno este tiene una soluikaagua de 1.3 mg/l y un potencial de
ionizacion de 8.19 ev, el pireno como punto de cmagon tiene una solubilidad en agua

de 0.14 mg/l y un potencial de ionizacion de %5En un estudio de biodegradacion de
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fenantreno y pireno porricoderma versicolor, se encontré que el pireno se degrada mas
qgue el fenantreno, esto indica que la capacidadiddegradaciéon depende mas del
potencial de ionizacion que de la solubilidad, p&aa condiciones experimentales
ensayadas (Saekal, 1997 b).

En un estudio llevado a cabo con bacterias se &dcque las bacterias causan una
disminucién en la concentracién del sustrato selubh un experimento con bacterias en
presencia de 50 mg/L a una hora de incubaciénfedleao tiene la misma concentracion
en el control abidtico que en el de biodegradaciérjiodegradacion comienza a las 3
horas més o0 menos, en ese momento la concenti@d@idaftaleno fue menor en presencia
de la bacterias que en el control de fase abiggioalo anterior podemos inferir que en
algunos microorganismos la tasa de biodegradacgomagyor que la tasa de disolucion
(Thomaset al, 1986).

En otros estudios con cultivos &eurotus ostreatus se adicionaron solventes organicos
(como acetonitrilo y acetona) en concentracionesames al 1 % para incrementar la
solubilidad de antraceno y fluoreno. Finalmenteolivo una mayor biodegradacion de
antraceno en presencia de acetonitrilo (90 %) guacdtona (58%). Con el fluoreno fue al
revés en acetonitrilo fue menor (42 %) que cortaaee (82%). Un incremento en el
tamafo (peso molecular) y angularidad de los HAP adeno resultado mayor

hidrofobicidad (mayor coeficiente de particion erctamol) y mayor estabilidad

electroquimica. (Pozdnyakoehal, 2006b).

En el caso del fenantreno existen estudios dondesmmenta la biodisponibilidad usando
Tween 80, la disolucion de los HAP son un factavelen su biodegradacion, sin usar un
tensoactivo, la mayor biodegradacion se da en el siguiente sentido
fenantreno>pireno>benzo (a) pireno, al agregar Twe@ la biodegradacion se da en

sentido inverso benzo (a) pireno>pireno>fenant{@heng y Obbard, 2002).

Volkering et al, (1995) estudiaron dos cepasRieudomonas y demostraron que la adicion

de Tergitol Npx con naftaleno no inhibe el crecimitede las cepas. En experimentos de
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biodegradacion con Triton se vio un fuerte incretmean la km (constante de michaelis-
menden), sin Triton la km es de 1.36, con 5 gkraes de 14.1. Existe una toxicidad
inherente en los surfactantes, los surfactantédmoos son menos téxicos que los idnicos.
También se descubrié que la adicion de surfactaniadtivos lote incrementa la taza de

crecimiento lineal (Volkeringt al, 1995).

Se han hecho estudios de laboratorio en el usaoderfactantes producidos por algunas
bacterias como los ramnolipidos para biodegradad®inidrocarburos en suelos, en los
cuales se ha encontrado que se incrementa la lbamtbegyon y la densidad celular a pH
acidos en tratamientos combinados de tecnologilav@delo y biodegradacion en estudios
con bacterias (Shiet al, 2006).

Segun estudios de solubilidad de fenantreno reflz@or Zhaet al (2005), es preferible

el uso de surfactantes combinados que el de ug woh mezcla de iénicos y no iénicos
produce buenos resultados aumentando la eficiglecia solubilizacion. Se ha demostrado
que la adicion reduce la concentracion micelarceriy que incrementan el tamafio de las
micelas dando como consecuencia una mayor dispermsio la fase acuosa y una

consecuente mayor solubilidad aparente.

Tratdandose de surfactantes puros la solubilidadfetentreno es mayor ehween 80,
luego en Brij 35, despues en Tx 100 y por ultimoS#S. Al estudiar surfactantes se
encontré que el fenantreno se degrada mas a coacenes de 2.0 mM de SDS que con
5.0 mM del mismo, esto puede ser porque el SDSaeomo fuente de carbono, esto no
ocurre cuando se mezcla SDS con Tween 80, poderfers que las mezclas no presentan
efectos inhibitorios (Zhaet al, 2005).

En resumen la solubilidad de un compuesto en aguaure factor que afecta su
biodegradacion, entre menos soluble mas recaltgtrahuso de mezclas de tensoactivos en
concentraciones bajas que no compitan con el ladoaco como fuente de carbono ayudan

a aumentar la biodisponibilidad de los hidrocarburo
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Otra forma de aumentar la biodisponibilidad delrdwa@rburo es mediante la molienda de
los suelos, ya que la interaccién entre el micraoigmo y el contaminante cuando son
mezclados permiten la descomposicion de xenobsdtgio la necesidad de solventes
organicos. La molienda del suelo no altera sigaifiamente el conteo bacteriano total ni
la mineralogia. El molido afecta la desorcion @glantreno, las muestras de suelo molidas

desorben el fenantreno mas facilmente por el dujiglen el sistema (Napoéhal, 2006).

Otro factor que afecta la biodegradacion de lasdaarburos es la absorcion en fases
sélidas, esta es otra de las causas de su pecgsten el caso del fenentrano se han hecho
modelamientos usando sistemas de isotermas dedfictu(Leglizeet al, 2006), lo mismo
ocurre con el beta-naftol, factores que afectaablsorcion son el carbono organico, la
salinidad que causa un incremento asi como la tertysa la cual es inversa a la absorcion
(Zhao y Yang, 2002)

2.5. Pruebas de biodegradacién y toxicidad de hidearburos

Antes de realizar un trabajo de biorremediacidnexsesario ver la factibilidad de este, la
factibilidad se evalla en diferentes puntos, uncelitess es el desarrollo de protocolos
estandar de biotratabilidad. Una primera forma elesv un quimico es biodegradable es
mediante una revision de la literatura o de basedatios de computadora. Esta busqueda
tiene una limitante, no siempre se explican laglimones de evaluacion de los resultados,
aparte de que las cepas usadas para realizaruelsagrpueden ser diferentes, una de las
primeras pruebas que se realizan son las pruebehibecion de crecimiento microbiano
(pruebas de toxicidad), para ver que substanceseptes pueden inhibir el crecimiento de

los microorganismos.

Existen varias pruebas de este tipo, la primenmaexdir el consumo de en un frasco de
BOD, si hay algo que inhiba el crecimiento no hatwasumo de oxigeno. La segunda
prueba que se puede efectuar es el conteo en eaRetli, si existen inhibidores del
crecimiento en el suelo o agua, estos van a afett@nteo en la caja de Petri. Un tercer
tipo de prueba de inhibicion de crecimiento esidlaimuestra en relaciones logaritmicas

(1:10, 1:100, 1:1000) y medir la inhibicion del @reiento en estas diluciones. El cuarto
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tipo de prueba son los monitores de toxicidad rbiemma que evaliuan si las células
presentes producen enzimas que pueden afectaraléauta indicadora rezarsurina o sales
de tetrazolio, en estas pruebas tambien se adi@brm@mpuesto a degradar (Baker y
Hersons, 1994).

En un estudio de biodegradacion existen al menasaetapas (figura 2.5.1.)

Pruebas de toxicidad.
v

Pruebas de biodegradacidn

rapida.
v

Pruebas de aclimatacion Y

enriguecimiento.
v

L, | Cinéticas de biodegradacian

Figura 2.5.1. Etapas de un estudio de biodegradacié

Las pruebas de toxicidad tienen como finalidad weralel grado de toxicidad en el
crecimiento de los microorganismos, se adicionan anedio de cultivo el compuesto a
evaluar mas otra fuente de carbono facilmente coitde. Las pruebas de biodegradaciéon
rapida son para asegurar que la biodegradaciémeaea por la fase bidtica asi como
calcular el potencial de biodegradacion. Se adi&cieincompuesto a biodegradar (una sola
fuente de carbono) en baja concentracion. Elrwite biodegradacion es una reduccion
del compuesto en un 20 % en un periodo de 6 semhaaspruebas de aclimatacion y
enriquecimiento usan una fuente de carbono mulypomente, se inocula directa y
periodicamente, el compuesto a evaluar, este dg&the en baja concentracion, la idea es
adaptar los microorganismos a poder degradar Insbxéticos. El ultimo tipo de pruebas
son las cinéticas de biodegradacion, estas pruebasealizan con varios reactores

aclimatados con flujo semicontinuo a diferenteagade crecimiento especifico, la idea es
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correlacionar la concentracion de substrato con diésrentes tasas de crecimiento
especifico (Grady, 1985).

En experimentos de toxicidad de cetonas aromaticasno acetofenona e
hidroxiacetofenona sobfe chrysosporium se encontré que estas incrementan su toxicidad
al aumentar su hidrofobicidad (log p). De hechohae hecho estudios de relaciones
cuantitativas estructurales de toxicidad (QSTRJ)eefd hidrofobicidad y la toxicidad de
solventes. Las cetonas son mas toxicas que ehalamrrespondiente, comparado en
pruebas realizadas c®seudomonas putida, esto puede deberse a un sistema de proteccion
de lasPseudomonas a solventes mediante isomerizacion cis/trans dealbdos grasos
instaurados de la membrana celular. Una opcién pa@minuir la toxicidad de los
hidrocarburos sobre las células es inmovilizajasque las células inmovilizadas tienen

mas resistencia que las libres (Hagal, 2000 ).

Las células se protegen de los solventes organisasdo tres mecanismos basicos,
aumentando los acidos insaturados y disminuyensl@dturados, aumentando la proteina

en la membrana y cambiando los &cidos insaturad@sttans (Heipiepest al, 1994).

Otros estudios llevados a cabo con células reVéstoxicidad de solventes organicos sobre
las mismas, se encontrd que elsbdepende del Log P, cuando es menor a 1 o mayor a 5
no es téxico, algunas moléculas que no siguerregla y que son toxicas a pesar de su log
P, son los fenoles, las moléculas anfipaticas ydoslos débiles que afectan el pH

intracelular.
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3. Definicién del problema

Durante la actividad humana se han generado mudrdaminantes xenobidticos. Uno de
estos contaminantes son los hidrocarburos, algoidoscarburos se derivan de actividades
relacionadas con la explotacion petrolera. Siendxibd un pais productor de petréleo
presenta un gran problema de contaminacion solwretodugares donde existian pozos de
extraccibn o campos de refinacion y durante elsfrarte por buques y ductos. Este
problema ambiental no es s6lo de México si no dgran niumero de paises productores y

exportadores de petroéleo.

Los hidrocarburos tienen diferentes efectos a rmi@lico y para la salud humana, algunos
son muy dificiles de biodegradar (recalcitrantesna es el caso de los HAP, otros son

cancerigenos o teratogénicos como el benzo(a)piren

Cuando un hidrocarburo llega al medio ambienteiedelyradado por bacterias y hongos,
cada uno sigue diferentes rutas metabdlicas y etifes estrategias para conseguir la
biodegradacion, cuando un hidrocarburo es muy @og&te inhibe el crecimiento de los
microorganismos y por lo consiguiente inhibe la deigradacion. Las pruebas de
biodegradacion se realizan con una fuente de carbalterna (ver pruebas de
biodegradacion rapida en el capitulo anterior)d&a no es solo ver la biodegradacién del
hidrocarburo sino encontrar el intervalo de cone@ndn en que el microorganismo puede

crecer con el hidrocarburo sin experimentar algéaote toxico.

La toxicidad de los hidrocarburos depende de detorfes basicamente, el rango de
concentraciones en que se encuentra y la estrugtinaica del mismo, no es el mismo
efecto toxico el de un hidrocarburo lineal, un ba@hirburo poliaromatico o un

poliaromético polar.
La importancia de este trabajo radica en estudiaodicidad de cada uno de estos tres

hidrocarburos modelo (hexadecano, fenantreno y-rmdtal) a tres concentraciones

iniciales logaritmicamente diferentes en cinco seda hongos filamentosos, en agar y
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medio liquido. La razén por la que se escogierol@sesinco cepas es porque
chrysosporium ya se ha probado como degradadora de coloraasedpt especies de sp

se aislaron de suelos contaminados con hidrocaslponlo que se espera que tengan una
buena resistencia al efecto toxico de los hidragahA. niger y P. pinophillum se usaron
como controles. La idea de probarlo en agar y mdijaido es acercarnos al

comportamiento téxico en medios acuosos y en suelos
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4. Hipotesis de trabajo

1. Los hongos filamentosos ensayados creceranaa thstintas, independientemente del
medio en que se desarrollen pero en funcién dexleitlad de los hidrocarburos modelo.

2.-La toxicidad de los hidrocarburos sera funci@sd polaridad, a mas polaridad mas

toxicidad.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar la toxicidad de tres hidrocarburos modeh cinco cepas de hongos

filamentosos creciendo en caja Petri con PDA y méduido.

5.2. Objetivos particulares

1.-Medir la toxicidad de tres hidrocarburos modelio funcidon de la velocidad de

crecimiento radial de cada uno en las cinco cepd®dgos filamentosos.
2.-Medir la toxicidad de tres hidrocarburos modetofuncién del consumo de glucosa y
produccion de biomasa en las cinco cepas de hodiilgagentosos creciendo en medio

liquido.

3.- Cuantificar la biodegradacion de los hidrocaosien medio liquido.
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6. Materiales y métodos
6.1. Material

Para la realizacion de este trabajo se utilizamersiguientes reactivos:

Bioxon: Agar papa dextrosa (PDA) y extracto de tewa.

Baker: NaN@, KH,PO,, MgSQ,7H,0, CaC} FeSQ7H,0, ZnSQ7H,0, H;BO3
MnCIl»4H,0, CoCh6H,0O, CuSQ5H,0, Glucosa.

Hidrocarburos (todos suministrados por Sigma SM&Xxico): n-hexadecano, fenantreno y

beta-naftol, todos ellos grado reactivo analitico.

Disolventes diversos utilizados: Acetato de etiexano, acetona, acetonitrilo, metanol y
formaldehido de Baker todos ellos grado reactialiico.

Otros reactivos usados de Baker: acido clorhidisel), &cido sulfarico (HSQy) y

dicromato de potasio @CrOy).

6.2. Microorganismos

Se utilizaron 5 cepas de hongos filamentosggsergillus niger (cepa ATCC 9642 donada
por el Departamento de Microbiologia de la Facultsal Ciencias Biol6gicas de la
Universidad de Valencia, Espafia de la colecciorabi@p de Cultivos TipoAspergillus
sp B-03 (aislada durante la tesis de maestria de la NC.dWarcela Zuleta (Zuleta, 1998))
Aspergillus sp A-01 (aislada durante la tesis de maestria de la MC.erMarcela Zuleta
(Zuleta, M., 1998)) Phanerochaete chrysosporium (cepa H-298 se adquirié en el
CINVESTAV (México) y Penicillium pinophillum (cepa ATCC 11797onada por el
Departamento de Microbiologia de la Facultad den€ias Bioldgicas de la Universidad de

Valencia Espafia, de la coleccion Espafiola de ©@slthpo).
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6.3. Medios de cultivo

6.3.1. Medio PDA

El medio comercial PDA se prepar6 a una concerdmade 39 g/l, se esterilizo a 121 °C

por 15 minutos, se utilizé para preparar indculgsgservar las cinco cepas evaluadas.

6.3.2. Medio de cultivo para fermentacién liquida

Se prepar6 el medio de cultivo liquido con la cosigidn sefialada en la tabla 6.3.2.1., se
adiciono 1 ml/L de la solucién de oligolementodaléabla 6.3.2.2., se ajusto el pHa 5.5y

se esterilizo.

Tabla 6.3.2.1. Composicion del medio para los essude cultivo liquido

Compuesto. Concentracion (g/l)
NaNG; 0.631

KH,PO, 0.306

MgSQy 7H;0 0.096

CaCb 0.015

FeSQ 7H,0 0.018

Glucosa 10

Extracto de levadura 1
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Tabla 6.3.2.2. Solucién de oligoelementos

Oligoelemento Concentracion (g/l)
ZnSQ, 7H,0 2.2

H3BOs 1.1

MnCly 4H,0 0.5

CoCh6H,0 0.16

CuSQ'5H,0 0.16

6.4. Desarrollo del in6culo

El inoculo se preparé inoculando por estria comasmtubos de ensayo con PDA inclinado
(dos por cada cepa), se incubaron &B@or 3 dias para las cepasAspergillusy 5 dias
para las demas, después se extrajeron las esporasma solucion de Tween-80 al 0.05 %,
la suspension de esporas se vacio a matraces BrIMPDA previamente gelificado, se
incubaron hasta que el hongo crecid y esporuléesmoras se extrajeron con 50 ml de
Tween-80 al 0.05 % en una patrrilla con un agitadagméatico. Por separado, se colectaron
las esporas de tres matraces ganaiger, A. sp B-03 yA. sp A-01. ParaP. chrysosporium

y P. pinophillum se recolectaron las esporas de cuatro matracgseyproducen un menor

nimero de esporas.

6.5. Conteo de esporas

La concentracion de esporas se determind contandblanicroscopio con ayuda de la
camara de Neubauer, se contaron 9 cuadriculas @3 lde la camara utilizando la dilucion

adecuada. La concentracidén de esporas se detepanit@ ecuacion:

N =(n*F)/D
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Donde:

N: NUumero de esporas/ml de suspension inicial
n : Promedio del niumero de esporas contadas émlara de Neubauer
F: Factor de la caAmara empleada (25 %) 10

D: Dilucién empleada para el conteo

6.6. Conservacion de las cepas

Todas las cepas se conservaron de tres maneras:

e Resiembras periddicas (cada mes) en tubos de ensay®DA inclinado, cada tubo se
tapd con tapones de algodon y papel parafim aldol®s, todas las cepas se

mantuvieron por duplicado (dos tubos con cada)cepa°C.

e Preservacion de las esporas en viales con una@olacuosa déween 80 al 0.05 % y

glicerol al 20 %.

Se inocularon tubos de ensayo por estria con urrafdA inclinado (dos por cada cepa),
se incubaron a 30C hasta que el hongo crecié y esporuld, postedntense recolectaron
las esporas con Tween 80 al 0.05 % y se inocularatraces con PDA previamente
gelificado, nuevamente se incubaron a°30, una vez que el hongo crecié y esporuld se
extrajeron las esporas con una solucion acuosameerm 80 al 0.05 % y glicerol al 20 %
con ayuda de un agitador magnético en una patolteagitacion. Una vez recolectadas las
esporas se regresan al matraz en que se encolaratacion de Tween-80 y glicerol, se
llenan los viales en condiciones asépticas. S¢idegliprocedimiento para cada uno de los
matraces con la misma cepa, después se vacio tehodm con ayuda de una pipeta estéril
en cada uno de los viales, se etiquetan y se goarda —20°C. Todas las cepas se

mantuvieron por quintuplicado (cinco viales conaadpa).

e Preservacion en tubos de cultivo con PDA inclinadloiertos con aceite mineral.
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Cada tubo con PDA inclinado se inocul6 por estiaun asa e incubados a3, una vez
gue el hongo crecié los tubos fueron cubiertosaitea mineral esterilizado en seco (160
°C por 45 minutos). Se taparon los tubos con losrtep de rosca y se cubrieron con papel

parafilm. Se guardaron a°€&.

6.7. Pruebas de toxicidad en caja Petri

Se realizaron pruebas de toxicidad en cajas Petni BDA. Fueron ensayadas tres
cantidades de cada hidrocarburo modelo (0.0162mig0.162 mg/crhy 1.62 mg/crh
por cada caja Petri) los cuales se colocaron esuperficie del PDA, posteriormente se

inocularon por piquete con las cepas de los hofigosentosos.

El hexadecano se adiciond formando una emulsion5cam de PDA tibio en tubos de
cultivo. Se adicionaron 0.001, 0.01 y 0.1 g. de ddecxano (1.3, 13 y 13@l
respectivamente) para tener las concentracionés0d$2 mg/cfy 0.162 mg/crhy 1.62
mg/cnf de hexadecano, cada tubo se agitdé rapidamente yacie sin gelificar en
condiciones estériles sobre una capa de PDA prewieengelificado, formando asi una

capa muy delgada en la superficie de la caja Petri.

A las cajas se les adiciono fenantreno y beta-hafeviamente disuelto en acetona-hexano
(1:1 viv), se prepar6 una solucion de 100 mg/mfet@ntreno o beta-naftol en acetona-
hexano, se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 amtama-hexano, después se distribuyd
por aspersion 1 ml de cada solucion en cada cdjee s&l agar previamente gelificado,

mediante un atomizador en condiciones estérilesdege evaporar el solvente durante 1

hora en la campana de flujo laminar con la finalida evitar su interferencia.
Posteriormente se inocularon por piquete con lasoccepas de hongos filamentosas (

niger, Aspergillus sp B-03, Aspergillus sp A-01, P. chrysosporium y P. pinophillum), se

realizaron cuatro inoculaciones por piquete (seutezon cuatro colonias en cada caja).
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Se utiliz6 un testigo (sin hidrocarburo y sin dismte) para todos los disefios
experimentales con los 3 modelos de hidrocarbuf@snbién se usdé un control de
disolvente en el caso del fenantreno y del beteshé&folo se adiciona el disolvente para
verificar que no existe interferencia por algunéivadad residual del disolvente). En el
hexadecano se agregé el PDA extra sin el hexadetas@experimentos se realizaron por
triplicado (Tabla 6.7.1.)

Tabla 6.7.1. Disefio experimental para los experiosean caja Petri para cada modelo de

hidrocarburo.

Tratamiento: Solvente | Hidrocarburo Inoculo Total de
modelo unidades

experimentales

Blanco No No 4 inoculaciones pdr2 por cada cepa
piquete en cada caja

Petri, 3 cajas pg

=

tratamiento, cada

cepa por separado

Control de Si No 4 inoculaciones pofl2 por cada cepa
solvente piquete en cada cdja
Petri, 3 cajas par
tratamiento, cada
cepa por separado

Prueba deSi 3 concentracioned inoculaciones pqrl2 por cada cepa
toxicidad del hidrocarburo |piquete en cada caja
Petri, 3 cajas pg

=

tratamiento, cada

cepa por separado
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Una vez inoculadas las cajas Petri se incubarof &C3 el tiempo de incubacién fue
variable ya que la velocidad de crecimiento radiafio con el tipo de cepa y de
hidrocarburo, se marcé el centro de las colonias woe plumén asi como dos de los
diametros de las colonias, se midieron los diamsedrintervalos de tiempo regulares con

un calibrador tipo vernier con nonio.

Con la finalidad de evitar contaminacion por losnaizadores, éstos se dejaron reposar
toda la noche en una solucion de metanol-agua-fdeh@o 70:20:10 respectivamente,
para usarlos se limpiaron con gasa estéril y agagayon con una solucion acetona-hexano
1:1.

Antes de asperjar el fenantreno yBehaftol en la caja Petri los atomizadores se teaba;
con soluciones iguales a las que se iban a aspenala finalidad de evitar pérdidas por
adsorcion en el plastico, se usaron atomizadostindis para diferentes concentraciones.

6.8. Pruebas de toxicidad en medio liquido

Estudio de cultivos mixtos

El objetivo de este estudio fue verificar que ahosuna de las cepas es capaz de crecer
en alguna de las tres concentracion 0.5, 0.05350n0g/ml del hidrocarburo (hexadecano,
fenantreno y beta-naftol) Se prepararon tubosnday® de 30 ml con 5 ml de medio de
cultivo cada uno, se trabajaron cuatro tratamieBtasco (contiene medio de cultivo, las 5
cepas mezcladas y no contiene hidrocarburo), biadegién (contiene medio de cultivo,
las 5 cepas mezcladas y las tres concentracionbgldearburo), testigo de fase abidtica
(contiene medio de cultivo, y las tres concentraesode hidrocarburo, no contiene inéculo)
y tiempos iniciales (contiene medio de cultivo, tiees concentraciones de hidrocarburo y

no contiene indculo). Todos los tratamientos skziaan por triplicado.

El blanco se usé como una referencia en cuantoraurno de glucosa, las unidades de

biodegradacion fueron el tratamiento a evaluarctefédxico y consumo de hidrocarburo),
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los testigos de fase abidtica se usaron para podetificar la pérdida de hidrocarburo a lo
largo de la fermentacién y los tiempos inicialasida la finalidad de poder cuantificar el

hidrocarburo al principio de la fermentacion.

El in6culo usado tuvo una concentracién de 1%sporas/ml por cada cepa, para que asi la

concentracion total de esporas por las cinco cegaa de 5X10esporas/ml.

Con los tiempos iniciales se cuantificé la glucgséa concentracién del hidrocarburo

inicial.

Una vez inoculados los tubos se colocaron inclisadd5° en un shaker, se agitaron a 130
RPM y 30 °C. La fermentacion tuvo una duracionbdgias al término de los cuales se

cuantifico glucosa, el hidrocarburo y la biomasa.
Prueba de biodegradacién de cultivos axénicos

El objetivo de este estudio fue verificar cual ds kepas es capaz de crecer a una
concentracién de 0.05 mg/ml de hidrocarburo. Spgregon tubos de ensayo de 30 ml con
5 ml de medio de cultivo cada uno, se trabajaraatroutratamientos Blanco (contiene
medio de cultivo, cada cepa por separado y no eathidrocarburo), biodegradacion
(contiene medio de cultivo, cada cepa por sepaya@l05 mg/ml de hidrocarburo), testigo
de fase abidtica (contiene medio de cultivo, 0.0§/mh de hidrocarburo, no contiene
inodculo) y tiempos iniciales (contiene medio detignl 0.05 mg/ml de hidrocarburo y no

contiene inéculo). Todos los tratamientos se raediz por triplicado.

El blanco se usé como una referencia en cuant@raumo de glucosa (concentracion
inicial de 10 g/L), las unidades de biodegradadi@ron el tratamiento a evaluar (efecto
toxico y consumo de hexadecano), los testigos de &biotica se usaron para poder
cuantificar la pérdida de hidrocarburo a lo largola fermentacion y los tiempos iniciales

tenian la finalidad de poder cuantificar el hexaaecal principio de la fermentacion.
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El in6culo usado tuvo una concentracién de 5Xkporas/ml por cada cepa.

Con los tiempos iniciales se cuantificé la glucgséa concentracién del hidrocarburo
inicial.

Una vez inoculados los tubos se colocaron inclisadd5° en un shaker, se agitaron a 130
RPM vy 30 °C. La fermentacion tuvo una duraciénldedias al término de los cuales se

cuantifico glucosa, el hidrocarburo y la biomasa.

6.9. Tratamiento de las muestras
6.9.1. Analisis de muestras

Se siguieron los siguientes pasos en los anaksiasimuestras:

1. Inspeccion visual de crecimiento.

2. Andlisis de glucosa en el medio de cultivo por étado enzimatico (ver 6.10.)

3. Anadlisis de hidrocarburos en el medio de cultivang® extracciones y posteriormente
por HPLC o CG.

4. Medicion de biomasa por el método gravimétrico.

6.10. Andlisis quimicos

6.10.1. Glucosa
Para la medicidn de glucosa se usé el kit enzim&pinreact.

Fundamento del método.
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La determinacion de glucosa en este kit enzim&gcbasa en el método de Trinder:

GOD

 —

Glucosa + @+ H,O O, + Gluconato

POD

2H,O,+ Fenol + 4-AF —__, Quinona + 4H

La glucosa reacciona con el oxigeno y agua en meesale glucosa oxidasa (GOD),
formando peroxido de hidrégeno y gluconato, desgligeroxido de hidrégeno reacciona
con fenol y 4 aminofenazona (4-AF) para formar qoan y agua en presencia de
peroxidasa (POD). Es la formacion de la quinongui@ propicia el cambio de color en la
solucion, este cambio de color se mide a 505 nm.

Preparacion del reactivo.

Se disolvieron las enzimas del frasco R-2 en scfydR-1 (solucion tampdn).

Esta preparacion es estable al menos 1 mes emgo d& 2 a 8 °C, se guardé lejos de la

luz.

Preparacion de las muestras:

Se diluyeron todas las muestras con una soluciégmasaotonica (0.9 % de NaCl) en una

relacion 1:10. Una vez diluidas se prepararon tteamuestras segun la siguiente tabla:

Tabla 6.10.1.1. Medicién de glucosa con el kit eréico

Tratamiento Blanco Standard Muestra
Standard | ------- 20p |
Muestra | -eeee- | s 20 ul
Reactivo 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml
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1.-Se mezclaron e incubaron 30 minutos a temperaimbiente.
2.-Se ajustd a cero el espectrofotbmetro con ehcblade reactivo. Se leyd en el
espectrofotometro a 505 nm en una cubeta de 1 grastede luz.

3.-Se calculo el contenido de glucosa con la sigaitormula:

D. op. muestra
mg/dI= X conc. stardl

D. op. standard

Linealidad

El método es lineal hasta 500 mg /dl (5 g/l), pemsiguiente las muestras se deben diluir
1:10. La razén por la que se diluyen 1:10 y nods2orque el estandar del kit trae una

concentracion de 1 g/l.

6.10.2. Hexadecano

El hexadecano se analiz6 por cromatografia desgasando Helio como fase mévil a un
flujo de 4.6 ml/min a una presion de 18 Psi, se wsdletector FID a una temperatura de
300°C con una atenuacion de -6 y un flujo dgde 45 ml/min y un flujo de aire de 450
ml/min, el horno se trabajé a una temperaturaahide 40°C por 6 minutos, se hizo un
primer rampeo de 20C/min hasta 180C y se mantuvo por 0.5 minutos, después un
segundo rampeo a 2€/min hasta 220C, se mantuvo por 1.0 minutos. El inyector fue
tipo CAP a una temperatura de 2%Dcon Split. En el automuestreador se hizo un lavad
de preinyecciéon con solvente, 4 lavados de preoigaccon muestra y 4 lavados de

postinyeccion con solvente.

6.10.2.1. Preparacion de la curva patron

Se prepar6 una curva patrén de 0 a 0.05 mg/mlr&epm una solucién de 5.0 mg/ml de
hexadecano en hexano, se realizaron diluciones &el@dicionaron 500, 400, 300, 200,

100 y Opl en tubos de ensayo de 30 ml, se dejo evaporaexano toda la noche en la
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campana de flujo laminar y al otro dia se les adi@i5 ml de medio de cultivo, el

hexadecano se extrajo y analizo igual que en |la&stras.

6.10.2.2. Preparacion de las muestras

Para cuantificar el hexadecano en las unidadesrieyg@ales se adicionaron 2.5 ml de
hexano a cada tubo de ensayo, se agitd en el ygsgdrmo una muestra de hexano que se
inyecto en el CG. Se calcul6 el area del pico dei@ de hexadecano para hacer las

regresiones y calcular las concentraciones.

6.10.3. Fenantreno

El fenantreno se cuantific6 por HPLC, se usé unal#o (thermoseparations) en forma
isocratica con un flujo de 1.8 ml/min. y una fasévihde acetonitrilo agua 1:1, un detector
de arreglo de diodos a un longitud de onda de 2&®.4thermoseparations), la columna es

una C18 (spherisorb).

6.10.3.1. Preparacion de la curva patron

Se prepard una solucién de 5 mg/ml de fenantrenbesiano, se diluyé 1:10 y con la
solucién diluida se adicionaron 500, 400, 300, 20 y Oul en tubos de ensayo de 30
ml, se dejé evaporar el hexano toda la noche eartgpana de flujo laminar y al otro dia se

les adicion6 5 ml de agua, el fenantreno se exyrajoalizé igual que las muestras.

6.10.3.2. Tratamiento de las muestras.

Se adicionaron 25 ml de acetato de etilo a cada, ts# agitaron en el vortex se filtraron

con filtros de teflon de 0.4om, se inyectaron en el HPLC.
Se calcul6 el area del pico de elucién de fenaatrerse realiz6 una regresion de area

contra concentracion, con los datos de la regresdnuantifico la concentracion de los

problemas (las unidades experimentales).
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6.10.4. Beta-naftol

El beta-naftol se cuantificO por HPLC wusando unamba en forma isocratica
(Thermoseparations) a un flujo de 1.8 ml/min, wasefmovil de acetonitrilo agua 25:75, un
detector de arreglo de diodos (Thernoseparationgpdongitud de onda de 224 nm, y una
columna C18 spherisorb.

6.10.4.1. Preparacion de la curva patron

Se prepard una solucion de 5 mg/ml de beta-naftchaetona, se diluyé 1:10 y con la
solucién diluida se adicionaron 500, 400, 300, 20 y Oul en tubos de ensayo de 30
ml, se dejé evaporar la acetona toda la noche eantgpana de flujo laminar y al otro dia se

les adicion6 5 ml de agua, el beta-naftol se extyagnalizé igual que las muestras.

6.10.4.2. Tratamiento de las muestras.

Se adicionaron 20 ml de agua a cada tubo, se amgjitar el vortex, Posteriormente se tomo
una alicuota de cada tratamiento se filtré coroflide teflon de 0.4bm y se inyecto en el
HPLC.

Se calcul6 el area del pico de elucion de betashaft se realizd una regresion de area
contra concentraciéon, con los datos de la regresdnuantificd la concentraciéon de los

problemas (las unidades experimentales).
6.10.5. Cuantificacion de biomasa por el método gvanétrico

Se coloco papel Whatman no. 41 a°@en la estufa por 24 horas, después se enfrio el
papel Whatman en el desecador por 20 minutos eseé. [zl medio de cultivo se filtré en
un embudo Buchner y un matraz kitazato con ayudauda bomba de vacio,
posteriormente, se lavo la biomasa con agua dastileel papel filtro se secé nuevamente

por 24 horas en la estufa a 8D. Se dej6 enfriar en un desecador por 20 minutpapel
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filtro junto con la biomasa. Posteriormente, sedpepapel filtro junto con la biomasa. Por

altimo se calcul6 el peso de la biomasa, seguodaa@on:

Biomasa =Papel filtro con biomasa — Papel filtfmdo a peso constante).

6.10.6. Tratamiento de los resultados

6.10.6.1. Caja Petri

Se calculo el radio a partir de cada diametro paleular la velocidad radial de crecimiento
se realiz6 una regresion lineal de los radios dia emidad experimental contra tiempo,
obteniendo asi la pendiente que es la velocidadreeimiento radial de cada unidad
experimental, se calculé una pendiente promedia,d@sviacion estandar promedio y una
correlacion promedio para cada tratamento. Se dalmgdiante graficas de barras dicha

pendiente para cada tratamiento y para cada cepa.

6.10.6.2. Fermentacion en tubo de ensayo.

En la fermentacion liquida se procedié a calculeanms iniciales y finales de los
hidrocarburos, a partir de estos se calculé el wnoonsde hidrocarburos por las cepas, la
biomasa y el consumo de glucodas pruebas se corrieron con cada uno de los 3
hidrocarburos y con cada una de las cinco cepadsymszon dos etapas:

Primero se corrieron todas las cepas al mismo tergn cada hidrocarburo a tres
concentraciones 0.5, 0.05 y 0.005 mg/ml, esta prgelrealizé con la finalidad de verificar
gue al menos una de las cepas era capaz de creesaeoncentracion de hidrocarburo
(Tabla 6.10.6.2.1.).
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Tabla 6.10.6.2.1. Disefio experimental para cadaetoate hidrocarburo

Tratamiento: Glucosa. Hidrocarburo Inoculo Total de
modelo Unidades
experimentales
Blanco Si No Las 5 cepas
mezcladas.
Biodegradacion, Si 3 concentracionéss 5 cepas3 por cadq
mezcladas. concentracion
Testigo de fasgSi 3 concentracionegNo 3 por cad;
abiotica concentracion
Tiempo inicial. | Si 3 concentracionehlo 3

Después se corrieron cada una de las cepas poademman una de las concentraciones en

las que se observo crecimiento para ver cual cepeapaz de crecer en esta concentracion,

asi como para medir el consumo del hidrocarburo.

Tabla 6.10.6.2.2. Disefio experimental para cadaetoate hidrocarburo

Tratamiento: Glucosa. Hidrocarburo Inoculo Total de
modelo Unidades
experimentales
Blanco Si No Si, cada cepa p@rpor cada cepa|
separado
Biodegradacion,| Si Una de las |, cada cepa poB por cada cepa
concentraciones | separado
Testigo de fasgSi Una de las B3No 3
abiodtica concentraciones
Tiempo inicial. | Si Una de las |Blo 3

concentraciones
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En todas las pruebas de biodegradacién en medidicge midid glucosa (inicial y final),

concentracion de hidrocarburo (inicial y final) ipimasa (Tabla 6.10.6.2.2.).
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7. Resultados y discusion
7.1. Estudios de toxicidad en caja Petri

Para realizar estos experimentos se usO una \@riael método publicado por Shiaris y
Cooney (1983). El objetivo de estos experimentos es vefegito del hidrocarburo sobre la
velocidad de crecimiento radial. Se prepararon sc&fatri con PDA, se asperjo el
hidrocarburo disuelto en un solvente y se calcalévélocidad de crecimiento radial
promedio para cada tratamiento, incluyendo los roteg asi como la respectiva

desviacion estandar, los resultados se muestrantmgacion.

7.1.1. Efecto del hexadecano

Las velocidades de crecimiento radial promedio gegadecano se grafican con sus
desviaciones estandar en la figura 7.1.1.1. Enrdficg se aprecia que en el casoAde
niger y deA. sp B-03 bajo las condiciones experimentales ensayadag we gfecto del
hexadecano sobre la velocidad de crecimiento radsgilando esta entre 0.038 y 0.039,
para ambas cepas con todos los tratamientos. éaseldeA. sp A-01 tampoco se observa
un efecto del hexadecano sobre la velocidad denuestto radial bajo las condiciones
experimentales ensayadas, aunque la velocidadedaniento radial es menor que con las
dos cepas anteriores ensayadas oscilando entr2 W@B33. Par®. chrysosporium no se
observa tampoco efecto del hexadecano en la velbai® crecimiento radial bajo las
condiciones experimentales ensayadas, las velazsdde crecimiento radial de esta cepa
son las mas altas de las cinco cepas ensayad@sdedd.060 a 0.069, en este experimento
se midié la velocidad de crecimiento radial no lantasa total producida, aunqir
chrysosporium es un hongo de lento crecimiento en cuanto acudsa total, puede tener

una velocidad radial mayor.

En el caso dé°. pinophillum tampoco se observa una influencia del hexadecanka e
velocidad de crecimiento radial bajo las condiceonexperimentales ensayadas, la
velocidad de crecimiento radial es la mas bajaadecinco cepas ensayadas, variando de
0.013 a 0.014.
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El hexadecano no tuvo efecto toxico en la velocidatial de crecimiento en las cinco
cepas de hongos filamentosos bajo las condiciofErienentales ensayadas.

0.08 +
= _
= 0.06 -
L
<
S
© 0.04
° -
=] —
g —
S 0.02 - —
> — =
0.00 ‘ | = | ;
A. niger Aspergillus sp.  Aspergillus sp. P. chrysosporum  P. pinophilum
B03 A01

Fig. 7.1.1.1. Efecto de la concentracion de hexaesobre la velocidad de crecimiento
radial de 5 cepas de hongos filamentosos. Conaédrtranicial (mg/cni): o1, 0.016E

0168 1.6

7.1.2. Efecto del fenantreno

Las velocidades de crecimiento radial promedio darentreno se grafican con sus
respectivas desviaciones estandar en la figur2.1.1En la gréafica se observa que para la
cepa déA. niger hay un efecto del fenantreno en la velocidad deigriento radial bajo las
condiciones experimentales ensayadas, en el cdatr@locidad radial de crecimiento es
de 0.034, en los tres tratamientos varia entre60y00.005. Para\. sp B-03 se observa
también un efecto del fenantreno en la velocidadrdeimiento radial bajo las condiciones
experimentales ensayadas, en el caso del corgrgotvente la velocidad radial es de
0.032, para los tres tratamientos varia entre Oy0DB06. Pard\. sp A-01 también se ve un
efecto del fenantreno sobre la velocidad de cregitoi radial bajo las condiciones

experimentales ensayadas, la velocidad de credioniawlial del control fue de 0.030 y
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para los tratamientos con fenantreno fue de 0.008@4. En el caso d& chrysosporium
también hay una disminucién en la velocidad deigrieato radial bajo las condiciones
experimentales ensayadas. PRrginophillum también se aprecia una disminucion en la
velocidad de crecimiento radial bajo las condicgeperimentales ensayadas. Para el
control la velocidad de crecimiento radial es d@l10.y para los tratamientos con

fenantreno varia entre 0.006 y 0.007.
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A. niger Aspergillus sp.  Aspergillus sp. P. P. pinophilum
BO3 A0l chrysosporum

Fig. 7.1.2.1. Efecto de la concentracion de ferematisobre la velocidad de crecimiento
radial de 5 cepas de hongos filamentosos. Conoérranicial (mg/cn): 000 , 0.0164]

,0.1628 1.0

Resumiendo el fenantreno produjo una disminuciotaerelocidad de crecimiento radial

de las cinco cepas. La cepa que menos disminugerienentd fud?. pinophillum.

7.1.3. Efecto del beta-naftol

Las velocidades de crecimiento radial promedio fdagta-naftol se grafican con sus
desviaciones estandar en la figura 7.1.3.1. Enrdficg se aprecia que en el casoAde

niger hay una inhibicibn en la velocidad de crecimiengalial bajo las condiciones
experimentales ensayadas que varia de 0.041 eanslol de solvente a 0.021 en la

concentracion mas baja, en las otras dos concantescno hay crecimiento, la inhibicién
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es completa. Para sp B-03 el beta- naftol también causa una disminuciéraerelocidad

de crecimiento radial bajo las condiciones expentales ensayadas variando de 0.040 para
el control a 0.023 para la concentracibn méas lajdenantreno, en la concentracion
intermedia y la mas alta no hay crecimiento. Parap A-Ol la velocidad radial de
crecimiento disminuy6 de 0.028 para el control@®9.para la concentracion mas baja de
beta-naftol, en la concentracion intermedia y emdes baja no hay crecimiento, por lo que
el efecto téxico del beta-naftol también se da @mta cepa bajo las condiciones

experimentales ensayadas.
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Fig. 7.1.3.1. Efecto de la concentracion de befmhaobre la velocidad de crecimiento

radial de 5 cepas de hongos filamentosos. Conoédrrinicial (mg/cni): ol , 0.016H |

0.162  1.60

Para P. chrysosporium también se observa un efecto toxico del beta-hdfego las
condiciones experimentales ensayadas, para elotdatwvelocidad de crecimiento radial
fue de 0.063 y para la concentracibn mas baja ®e0.814, para la concentracion
intermedia y la mas alta no hubo crecimiento. Yekoaso déP.pinophillum se observa la
misma inhibicién en el crecimiento radial bajo tamdiciones experimentales ensayadas,
para el control la velocidad de crecimiento raflial de 0.013 y para la concentraciéon mas
baja de 0.008, nuevamente para la concentraci@rmetlia y la mas alta no hay

crecimiento.
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Todas las cepas experimentaron inhibicién en eirmmiento en presencia de beta-naftol en
la concentraciébn mas baja, en las concentracionesriedias y mas altas no hubo

crecimiento.

Una de las variables que define la biodisponibdide un compuesto es su solubilidad en
agua (Stucki y Alexander, 1987 y Sagtkal 1997 b), la solubilidad en agua de los tres

compuestos ensayados es la siguiente (tabla 7)1.3.1

Tabla 7.1.3.1. Solubilidad en agua de los hidtowars ensayados, ((1) y (3) Budavari,
1996 (2) Saclet al, 1997 b, (4) Lide, 1999, (5) Watts R. J. y StarfRorC., 1999).

Compuesto

Solubilidad en agua

Coeficiente de panticle
otcanol en agua (log Kow)

n-hexadecano Insoluble en agua (1) 9.07 (5)
Fenantreno 1.3 mg/l (2) 452 (4)
Beta-naftol 19/l (3) 2.70 (4)

Como se puede ver el hexadecano es el menos selublgua, después el fenantreno y por
altimo el beta-naftol, por lo consiguiente de losstel mas biodisponible es el beta-naftol

seguido del fenantreno y por ultimo el hexadec&mocuanto a su polaridad, el coeficiente

de particion de octanol en agua es una medida peldaidad, el mas polar es beta-naftol,

seguido de fenantreno, y el menos polar es n-heaade

Como la fisiologia de los hongos es muy parecida @e los mamiferos en cuanto a las
rutas que siguen para biodegradar los HAP (Ce&idlD97), es muy probable que la
toxicidad de los HAP sea casi la misma que pararlamiferos, por lo consiguiente el

fenantreno y el beta-naftol son los méas toxicoso @ ser este ultimo el mas soluble en
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agua su toxicidad es letal a las concentraciones atas. El hexadecano al ser un

hidrocarburo alifatico no presenta toxicidad, adha limitacién por su solubilidad.
7.2. Estudios de toxicidad en tubo de ensayo

7.2.1. Estudios de toxicidad de hexadecano, fenaato y beta-naftol en cultivos mixtos

El objetivo de estos estudios es encontrar unaecaracion en la que los hidrocarburos no
sean toxicos para poder hacer posteriormente estuthé biodegradacion, el medio de
cultivo tiene 10 g/L de glucosa, la idea de utiliamma fuente de carbono de facil
asimilacion es estudiar el efecto téxico del hidrbaro ya que muchas veces el problema
no es la biodegradacién del hidrocarburo sinox&tdad del mismo. Todos los estudios se
hicieron por triplicado.

Se prepararon tubos de ensayo en condicioneslestée hicieron cinco tratamientos que
fueron un testigo (tiene inéculo de todas las cegasongos y medio de cultivo), un testigo
de fase abibtica a tres concentraciones diferepwa cada hidrocarburo (tiene el
hidrocarburo el medio de cultivo pero no el indgulvatamiento con hexadecano a tres
concentraciones diferentes (tiene el medio de vayltiel inéculo y el hexadecano),
tratamiento con fenantreno a tres concentraciorfesedtes (tiene el medio de cultivo, el
inoculo y el fenantreno) y tratamiento con betaealad tres concentraciones diferentes
(tiene el medio de cultivo, el inéculo y el betdtoB, las tres concentraciones ensayadas de
los hidrocarburos fueron 0.005, 0.05 y 0.5 g/Linétulo fue una mezcla de las cinco cepas
estudiadas. Se midi6 consumo de glucosa por undmé&iozimatico asi como biomasa por
el método gravimétrico. La hipétesis es que el gors de glucosa se asocia al efecto

toxico, al haber consumo de glucosa no hay efésiod del hidrocarburo.

7.2.1.1. Consumo de glucosa

En el caso de los resultados de tubo de ensayhexadecano primero se analizaran los
resultados de consumo de glucosa para todas las getas a los 5 dias de consumo, el

consumo de glucosa fue de 100 %, para el blana® riqucontiene hexadecano) asi como
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en los que contienen 0.005, 0.05 y 0.5 g/L de hecaub, lo cual permite inferir que no
existe influencia de ninguna de las tres conceioinas de hexadecano en el consumo de

glucosa bajo las condiciones probadas.

Para el fenantreno se encontré6 consumo de glumd®@ % en todos los tratamientos
excepto en el de todas las cepas con 0.005 gfuatinsuestra un consumo de 99.04 %, lo
cual sugiere que no hubo una influencia negativa paguna de las tres concentraciones

de fenantreno manejadas bajo las condiciones expetales ensayadas.

En el beta-naftol al igual que en los casos anmegidespués de la fermentacion se encontro
un consumo de 99.89 %, para el blanco de betainpfica el tratamiento con 0.005 g/L
con beta-naftol el consumo fue de 100%, para elegueon 0.05 g/L el consumo fue de
98.83 % en estos tres casos el consumo de gluegzaesle considerar de 100 %, lo cual
sugiere que no hubo una influencia negativa parguma de las concentraciones
manejadas. Para el tratamiento con 0.5 g/L el cooste glucosa fue de 4.37 % lo cual
indica que no hubo crecimiento ya que no hubo aoonsde glucosa, por lo que se puede

pensar que el beta-naftol a esta concentracidixesot

En resumen en la mayoria de las condiciones evaduatlconsumo de glucosa fue del
100%. Se observo un consumo de glucosa de apedds eh presencia de beta-naftol a
una concentracion de 0.5 g/L. Por lo que se corajue el beta-naftol a esta concentracion
tiene un efecto toxico para todas las cepas, cuasids son cultivadas en forma de cultivo
mixto. En el caso de hexadecano y fenentreno nabservo toxicidad para este cultivo

mixto bajo las condiciones evaluadas.

7.2.1.2. Produccién de biomasa

En la Fig. 7.2.2.1. se presentan los datos de lsanpaoducida en presencia de los 3
diferentes modelos de hidrocarburos evaluados & lo®s de incubacion. En el caso de
hexadecano y fenantreno a concentraciones de @00% g/L, la presencia de estos
compuestos no tiene un efecto negativo sobre dainskento del cultivo mixto. Sin

embargo, en presencia de beta-naftol, existe ureajgaefecto téxico sobre el crecimiento.

59



Esto lo demuestra el hecho de que el crecimiendonfuio a la maxima concentracion

evaluada de este hidrocarburo.
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Figura 7.2.1.2.1. Produccién de Biomasa en el é@xgeto con todas las cepas en

hexadecano después de 5 dias de incubacién (T & fad cepas sin hexadecano, T H
0.005 Todas las cepas con 0.005 g/L de hexade€ddd.05 todas las cepas con 0.05 g/L

de hexadecano, T H 0.5 Todas las cepas con 0.8egHexadecano, T B F todas las cepas
sin fenantreno, T F 0.005 Todas las cepas con5@A0de fenantreno, T F 0.05 todas las

cepas con 0.05 g/L de fenantreno, T F 0.5 Todasedpas con 0.5 g/L de fenantreno, TBN

todas las cepas blanco de beta-naftol, T N 0.06&stdas cepas con 0.005 g/L de beta-
naftol, TN 0.05 todas las cepas con 0.05 g/L de-haftol, TN 0.5 todas las cepas con 0.5
g/L de beta-naftol).

7.2.2. Estudios de toxicidad en hexadecano, fenaetro y beta-naftol en cultivos

axenicos

La idea de los estudios, es ver cual de las cirgas son capaces de crecer a una
concentracion de 0.05 g/L con cada uno de los télbmros (ya que en esta concentracion
al menos una de las cepas fue capaz de creceoy, gtna parte ver la biodegradacion del

hidrocarburo en cada cepa, el medio de cultiveetiHh g/L de glucosa, nuevamente la idea
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de utilizar una fuente de carbono de facil asindiaces estudiar el efecto tdxico del

hidrocarburo. Todos los estudios se hicieron ppli¢ado.

Se prepararon tubos de ensayo en condicioneslestée hicieron cinco tratamientos que
fueron un testigo (tiene indculo y medio de culfjvan testigo de fase abidtica (tiene el
hidrocarburo el medio de cultivo pero no el inégutcatamiento con hexadecano (tiene el
medio de cultivo, el in6culo y el hexadecano),amnsiento con fenantreno (tiene el medio
de cultivo, el inoculo y el fenantreno) y tratamarmron beta-naftol (tiene el medio de
cultivo, el indculo y el beta-naftol), la concemién ensayada del hidrocarburo fue 0.05
g/L, el indculo fue de cada cepa por separadoj@oual la matriz anterior se hizo cinco

veces, una para cada cepa. Se midié6 consumo desglymor un método enzimatico, el
hexadecano por cromatografia de gases, fenantremetaynaftol por HPLC, asi como

biomasa por el método gravimétrico.

7.2.2.1. Estudios en hexadecano

7.2.2.1.1. Consumo de glucosa

Dado que los resultados de glucosa de todas las cep muestran toxicidad en cuanto a
crecimiento de los hongos para ninguna de las otrazeones manejadas de hexadecano.
Se probd la concentracion intermedia (0.05 g/Lapestudiar la biodegradacion de cada

cepa por separado.

En los resultados de concentracion de glucosabitategradaciones fueron de cerca del
100 %, excepto para el blancoR®echrysosporium que es de 96.43 % y de 80.64 % para P.
chrysosporium con el tratamiento con hexadecanqostble ver que no existe efecto
negativo del hexadecano sobre las cepas bajo takscoanes ensayadas.

7.2.2.1.2. Consumo de hexadecano

Se evaluaron las cinco cepas contra la concentragd& hexadecano de 0.05 g/L, se
encontré que la perdida por fase abiética fue leasiisma que por biodegradacion (figura
7.2.2.1.2.1), la biodegradacion fue de un 94.668a%aA. niger hasta un 99.61 % pakRa
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pinophillum. Existe la posibilidad que la eficiencia en laragtion de hexadecano no sea
muy alta a esta concentracién y no se puede cicantédl hexadecano con las condiciones
experimentales ensayadas.
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Figura 7.2.2.1.2.1. Consumo de hexadecano en caddailas cepas por separado para una
concentracion de 0.05 g/L de hexadecano despudd diéas de incubacion. (To tiempo
inicial, TFA testigo de fase abidtica 0.05 g/Lhexadecano, An HA. niger con 0.05 g/L

de hexadecano, B-03 A. sp B-03 0.05 g/L de hexadecano, A-O1Ad sp 0.05 g/L de
hexadecano, Pc R. chrysosporium 0.05 g/L de hexadecano, PP Pl pinophillum 0.05

g/L de hexadecano).

7.2.2.1.3. Produccion de biomasa

En las cepas por separado varia la biomasa pdeaaspa, sin embargo no se encontrd
diferencia significativa en la biomasa entre lapasesin hexadecano y las cepas con
hexadecano (figura 7.2.2.1.3.1.).
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Figura 7.2.2.1.3.1. Produccién de biomasa en pcesele hexadecano en cada una de las
cepas por separado después de 14 dias de incubgemB A. niger blanco, An H A.
niger 0.05 g/L de hexadecano, B-03A sp B-03 blanco, B-03 HA. sp B-03 0.05 g/L de
hexadecano, A-01 B. sp A-01 blanco, A-01 HA. sp A-01 0.05 g/L de hexadecano, Pc B
P. chrysosporium blanco, Pc HP. chrysosporium 0.05 g/L de hexadecano, PP P.
pinophillum blanco, PP HP. pinophillum 0.05 g/L de hexadecano).

En el caso del hexadecano se han hecho experimpatasver la biodegradacion de
hexadecano porA. niger, Volke ha reportado experimentos de biodegradaaién
hexadecano pok. niger en medio liquido mayores a las aqui estudiad®s,4@, 60 y 80
g/l) en la mas baja concentracion se obtuvo el mé&donsumo de hexadecano pero no se
obtuvo un consumo completo, sélo del 55, 50 y 3ie%pectivamente a un tiempo de 31
dias, aunque las condiciones experimentales fudifementes, los resultados pueden
deberse a limitacion del nutriente (Voliteal, 2003).

En otros estudios coB. chrysosporium se probaron concentraciones de n-hexadecano de

0.850 g/L en medio SBM (medio basal de Stanier)dé&ag, se obtuvieron degradaciones de
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85-90 %, y se obtuvieron incrementos en la biomasael consumo de hexadecano
(Kanaly y Hur Hor, 2006).

En este estudio las concentraciones fueron muclohbajas 0.5, 0.05 y 0.005 g/L, y los
tiempos mas cortos, al revisar las concentracideeébexadecano vemos que la del testigo
de fase abiotica fue muy cercano a la de la prdeldaiodegradacion, esto puede deberse a
la eficiencia en la extraccion del hexadecano, ayningun efecto téxico del hexadecano
asociado, lo cual coincide con los reportes anmesid_as diferencias pueden deberse a los

medios de cultivo y diferentes condiciones expenit@les ensayadas.

Por la estructura quimica del hexadecano que esidmocarburo alifatico lineal, el
metabolismo del hexadecano se da por el ciclo sli@dalos grasos, y por su estructura es

menos téxico que los aromaticos.

7.2.2.2. Estudios de fenantreno
7.2.2.2.1. Consumo de glucosa

Dado que los resultados de glucosa de todas las a¢denantreno no muestra toxicidad
para las concentraciones manejadas se probo l@&moacion intermedia (0.05 g/L) para
ver la degradacion de fenantreno de cada cepaparado.

El consumo de glucosa fue del 100 % para todaselaas, excepto paRa pinophillum que

en el blanco (tratamiento sin fenantreno) fue dé&b@® % y para el tratamiento con
fenantreno fue de 97.63 %, para fines practicosléggadaciones fueron del 100 % o muy
cercanas al 100% de degradacion. En los resulgleasnsumo de glucosa, es posible ver

gue no existe efecto negativo del fenantreno slalsreepas bajo las condiciones probadas.

7.2.2.2.2. Consumo de fenantreno

En el caso de fenantreno se observa una dismindeida concentracién de fenantreno por

fase abidtica (24.62 %). Se aprecia una biodegi@lat se comparan las concentraciones
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de fenantreno de los tratamientos de las diferezgpas contra el testigo de fase abidtica,
asi se ve una disminucion en la concentracion @nfeeno para las cepas Aleniger, A.

sp B-03 (65 % para las dosh, sp A-01 y P. chrysosporium (disminucion de 57 y 58 %
respectivamente para las dos cepas). Para la egpapthophillum no hubo disminucion
en la concentracion de fenantreno (29.21 %) ya epuenuy cercana al testigo de fase
abidtica (figura 7.2.2.2.2.1.).
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Figura 7.2.2.2.2.1. Consumo de fenantreno en cadada las cepas por separado después
de 14 dias de incubacion. (To tiempo inicial caBb0g/L de fenantreno, TFA testigo de
fase abiotica 0.05 g/L de fenantreno, AA.Figer 0.05 g/L de fenantreno, B-03A4 sp B-

03 0.05 g/L de fenantreno, A-01 A sp A-01 0.05 g/L de fenantreno, Pc FP.
chrysosporium 0.05 g/L de fenantreno, PPPE pinophillum 0.05 g/L de fenantreno).

7.2.2.2.3. Produccion de biomasa

No se observa ningun efecto de la concentracidiert@Entreno en la produccion de
biomasa (figura 7.2.3.3.1.).
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Figura 7.2.2.2.3.1. Produccion de Biomasa en cadade las cepas por separado después
de 14 dias de incubacion. (AnAniger blanco, An FA. niger 0.05 g/L de fenantreno, B-
03 B A. sp B-03 blanco, B-03 FA. sp B-03 0.05 g/L de fenantreno, A-01/&8 sp A-01
blanco, A-01 FA. sp A-01 0.05 g/L de fenantreno, PcHB chrysosporium blanco, Pc FP.
chrysosporium 0.05 g/L de fenantreno, PP B. pinophillum blanco, PP FP. pinophillum

0.05 g/L de fenantreno).

No existe efecto toxico del fenantreno sobre lggasepuras, segun se aprecia en el
consumo de glucosa, ni tampoco se afecta la pramluce biomasa, tanto para las cepas
juntas como por separado bajo las condiciones emprtales ensayadas.

Los estudios de biodegradacion de fenantreno sos amundantes que los de n-
hexadecano, en estudios llevados a caboRcashrysosporium, se probaron 0.05 g/L de

fenantreno en medio liquido durante 7 dias, laatkEgion de fenantreno fue de 100 a 88
%, ambas se probaron a un pH de 3.2. A un pH d@a4légradacion de fenantreno fue 99
a 88 % en condiciones ligninoliticas, y de 100 a%8ara no ligninoliticas, en estos

experimentos el fenantreno se agregaba a los 2ldiasciado el cultivo, y se dejaba por 5
dias. Estos resultados demuestran que el fenardeetdegrada en condiciones ligninoliticas

como no ligninoliticas (Dhawalet al, 1992).
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En nuestros experimentos la biodegradacion fuabkrien cada cepa, pero fue de un 55 %
paraA. niger que fue la que mas degradé y un 6 % arpinophillum que fue la que
menos degrado.

Los resultados confirman lo que se encuentra ditelatura, que tanté. niger comoP.
pinophillum son capaces de degradar fenantreno, incluso $&utHereporta algunos
metabolitos de fenantreno &nchrysosporium (Sutherlandet al, 1991), y metabolitos de
fenantreno erA. niger, (Sacket al, 1997a). El fenantreno incluso se degrada en agzcl

con otros hidrocarburos aromaticos (Bumpus, 1989).

Una posible manera de aumentar la biodegradacibfedantreno es mediante el uso de
surfactantes, que pueden aumentar la solubilidddeti@ntreno en agua, aunque estos
estudios se han hecho con bacterias (Volkesirag, 1995).

7.2.2.3. Estudios en beta-naftol
7.2.2.3.1. Consumo de glucosa

Los resultados de glucosa demuestran que hubo@eolde consumo de glucosa, excepto
paraP. chrysosporium, para esta cepa no hubo consumo de glucosa eenpiasle beta-
naftol, por lo que podemos concluir que bajo lasdétiones ensayadas el beta- naftol sélo
fue toxico pardP. chrysosporium. Por lo anterior para esta cepa ya no se cuanrtifibeta-

naftol ni biomasa.

7.2.2.3.2. Consumo de beta-naftol

En el caso de las concentraciones de beta-nafadu@vas este no presenta una fuerte
disminucién de su concentracidon por fase abio@a%), pero la biodegradacion es alta y
va de un 97.5 % y 96 % (figura 8.2.2.3.3.1.) pasdepas que presentaron una mayor
biodegradacionA. niger y A. sp B-03 respectivamente), hasta un 71 % que correlspan
las cepas que menor biodegradacion presentarap A-01,y P pinophillum).
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Figura 7.2.2.3.3.1. Consumo de beta-naftol en cadade las cepas por separado después
de 14 dias de incubacion. (To tiempo inicial Ogdls de beta-naftol, TFA testigo de fase
abidtica 0.05 g/L de beta-naftol, An Al niger 0.05 g/L de beta-naftol, B-03 N. sp B-
03 0.05 g/L de beta-naftol, A-01 Al sp A-01 0.05 g/L de beta-naftol, PP R pinophillum
0.05 g/L de beta-naftol).

7.2.2.3.3. Produccién de biomasa

Al comparar cada blanco con la misma cepa pero bmta-naftol se puede ver una
disminucién en la biomasa, esta disminucién fue5@ePo para el caso de. Aniger (el
hongo que menos disminucion experimentd) hasta2u¥ $araP. pinophillum (el hongo
que mas disminucién experimentd, figura 7.2.2.3)3Ror lo anterior inferimos que el

beta-naftol tiene una influencia negativa en ladpozion de biomasa.
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Figura 7.2.2.3.4.1. Produccién de biomasa de ttakasepas por separado después de 14
dias de incubacion (An B. niger blanco, An NA. niger 0.05 g/L de naftol, B-OB A. sp
B-03 blanco, B-03 M. sp B-03 0.05 g/L de naftol, A-01 B. sp A-01 blanco, A-01 NA.

sp A-01 0.05 g/L de naftol, PP B. pinophillum blanco, PP NP. pinophillum 0.05 g/L de

naftol).

Igual que en los resultados de caja Petri, la dadad en agua es muy importante, por las
razones discutidas anteriormente, nuevamente eldeeano es el menos soluble en agua,
después el fenantreno y por ultimo el beta-nafiol, lo consiguiente de los tres el mas
biodisponible es el beta-naftol seguido del fereartry por ultimo el hexadecano.

Excepto que esta vez como el cultivo es en mediaidd la solubilidad se vuelve mas

critica, nuevamente como la fisiologia de los heng® muy parecida a la de los mamiferos

en cuanto a las rutas que siguen para biodegresl&tAP (Cerniglia, 1997).
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8. Conclusiones

La velocidad de crecimiento radial en caja Petriavan funcién de la polaridad de cada
hidrocarburo, siendo el mas téxico beta-naftolusy por fenantreno, el hexadecano no

presenta efecto toxico bajo las condiciones expariales probadas.

En el caso del fenantreno este presento una texidittermedia entre el hexadecano vy el
naftol, la cepa que menos efecto toxico presersadfuPinophillum y la que mas efecto
toxico presento fué sp A-01.

Para el beta-naftol este fue completamente téxiwo Permitié crecimiento) a la
concentraciéon intermedia y la mas alta, la cepamanos efecto toxico presentd fRe

pinophillum, y la que mas efecto toxico presentd Ruehrysosporium.

En medio liquido se observo un efecto toxico ercifum de la polaridad del hidrocarburo,
siendo el més toxico beta-naftol, el fenantrend lyegadecano no presentan ningun efecto
toxico bajo las condiciones experimentales probaekte puede deberse a su solubilidad en

medio liquido.

Cuando se ensayaron todas las cepas en tubo dmtaehaftol presenté un efecto téxico a
la concentracion mas alta (no hubo crecimientojpemexperimentos de cepas por separado
la mayor biodegradacion de fenantreno se obtuvoAcainger y A. sp B-03, el beta-naftol
fue toxico paraP. chrysosporium, para el cual inhibi6 completamente el crecimigfao
cepa que mas degradé beta-naftolAuriger.
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9. Recomendaciones

El presente estudio se realiz6 para medir la tdaitide tres hidrocarburos modelo, los
estudios de biodegradacion fueron mas limitados quastiones de tiempo, podria ser
interesante realizar mas estudios de biodegradaridas que se evaluara el efecto toxico
del hidrocarburo pero esta vez sélo sobre micel®dlp sobre esporas, para ver si los
hidrocarburos afectan por igual a ambos ya questas @xperimentos no se separaron los
dos a la perfeccion como puede hacerse actualnsatelo algunas técnicas de biologia
molecular. También seria interesante estudiar makaulas modelo para ver si las

hipotesis aqui propuestas siguen reproduciendo.
En los estudios de toxicidad en caja Petri tals@podrian ver los cambios quimicos en

los hidrocarburos asperjados usando microscopmageo por FTIR o raman, ya que estas

nuevas tecnologias permiten ver los cambios qusrdeauna molécula en una superficie.
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11. Anexo

n- ey P.M. 226.43

Hexadecano| * " " " " " " " d* 0.774

CicHaa P.F.18.5C
P.E. 287.5°C
Insoluble en agua.
Infinitamente soluble en
alcohol y éter.

Fenantreno ., SN ., P.M. 178.22

CuHio C 94.34% H 5.66%

H H H H

Cristaliza en  cristale
monoclinicos desd
alcohol.
d*1.179
P.F. 100 C
P. eb. 340C
Insoluble en agua, solub
en hidrocarburo
aromaticos.

1 g. se disuelve en 60 ml
alcohol frio, 10 ml. d¢
alcohol frio al 95%, 25 m
de alcohol absoluto, 2.4 1
de tolueno o CGJ 2 ml de
benceno, 1 ml. de GS3.3

ml de éter anhidro, soluble

en 4cido acético glacial.
L.D. 50 oral en ratones 7(

mg/Kg.

le

de

117

0

82



B-naftol
C10HsO

2-naftol
P.M. 144.16

C 8331 % H 5.59% (

11.10%

P.F. 121.23C

P. E. 285-288C

d*> 1.22

Punto de flash: 161C
Solubilidad: 1 g. en 100
ml. de agua, 80 ml. @
agua hirviendo, 0.8 ml. ¢
alcohol, 17 ml.  de
cloroformo, 1.3 ml. de

éter,.

O

1%

117

Significado de algunas abreviaciones:

P.M. Peso molecular.
P.F. Punto de fusién.

P. E. Punto de ebullicion.
d Densidad
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