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Resumen

Objetivo. Evaluar la capacidad biorremediadora de algunas especies de hongos filamentosos en
suelos contaminados con petréleo crudo. Métodos. Se aislaron 138 cepas a partir de 90 culti-
vos primarios en muestras de suelos obtenidas en los municipios de Yondé (Antioquia), Acacias
(Meta) y Tumaco (Narino), se identificaron las especies por medio de claves taxonémicas y la
amplificacién por PCR de la regién ITS ubicindose en siete géneros de hongos filamentosos.
Del total de las especies se escogieron tres para el experimento que fueron: Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1; se realizé la micorremedia-
cién con la técnica de Landfarming modificado al disefiarse un microcosmos con 50g de suelo
contaminado con petréleo crudo °API de 21.6 a concentraciones de 20.000 ppm y 30.000ppm
para cada una de las especies en un inéculo de 300 conidios/ml en agua destilada, ajustado en
cdmara de Neubauer vy las tres especies en consorcio en suelo contaminado con petrdleo crudo
°API de 21.6 a concentraciones de 40.000ppm, 60.000ppm, 80.000ppm y 100.000ppm con un
inéculo de 300 conidios/ml. Se valoré el proceso por espectofotometria. Ademds se establecié las
enzimas empleadas en la micorremediacién y la citotoxicidad de las cepas empleadas. Resultado.
La micorremediacién realizada por las especies individuales fue en promedio entre 2 y 6 dfas y
cuando se aplicaron las tres especies en consorcio se realiz en un promedio entre 6 y 10 dias, la
enzima empleada es peroxidasa y la citotoxicidad es negativa.

Palabras claves: Petréleo, contaminacién ambiental, extremofilos, suelo, aplicacién en el terreno.
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Abstract

Objective. Evaluate the bioremediation capacity of some species of filamentous fungi in soils conta-
minated with crude oil. Methods. 138 strains were isolated from 90 primary culture in soil samples
obtained in the municipalities of Yondé (Antioquia), Acacias (Meta) and Tumaco (Narifio), species
were identified by means of taxonomic keys and PCR amplification of the ITS region located in se-
ven genera of filamentous fungi. Of the total of the species, three were chosen for the experiment,
which were: Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 and Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1;
Micoremediation was performed with the modified Landfarming technique when designing a micro-
cosm with 50g of soil contaminated with crude oil API 21.6 at concentrations of 20,000 ppm and
30,000ppm for each of the species in an inoculum of 300 conidia / ml in water distilled, adjusted in
Neubauer chamber and the three species in consortium in soil contaminated with crude oil API 21.6
at concentrations of 40,000ppm, 60,000ppm, 80,000ppm and 100,000ppm with an inoculum of 300
conidia / ml. The process was evaluated by spectrophotometry. In addition, the enzymes used in the
micoremediation and cytotoxicity of the strains used were established. Result. The micoremediation
performed by the individual species was on average between 2 and 6 days and when the three species
were applied in a consortium it was carried out on average between 6 and 10 days, the enzyme used is

peroxidase and the cytotoxicity is negative.

Keywords: Oil, environmental pollution, extremophiles, soil, application in the field.

Introduccion

Los suelos contaminados por derrame de petrd-
leo crudo son un problema de gran trascendencia
mundial. Particularmente, su impacto es negativo
Colombia, por su potencial agricola y forestal (1, 2,
3, 4, 5, 6). La transformacién en los dltimos afos
hacia la produccién petrolera, bajo el amparo de la
“locomotora minero energética’ emprendida por
los dltimos gobiernos nacionales, regionales y loca-
les generaron que en la actualidad la industria pe-
trolera tenga titulos para la produccién o extracciéon
de petréleo crudo para 26 millones de hectdreas,
equivalente al 21% del total del territorio nacional
(7,8). Las redes de transporte de este mineral, como
son oleoductos y poliductos, poseen una longitud
calculada en 5.467 kilémetros, cruzan el territorio
colombiano de oriente a occidente hacia los princi-
pales puertos maritimos que a su vez son los lugares
de extraccién del crudo del pais (9). Estas redes de
transporte atraviesan diversos e invaluables ecosis-
temas en los cuales, ya sea por accidente o por moti-
vaciones delictivas son destruidos, ocasionando un
derrame de petréleo crudo y generando contamina-
cién de suelos, agua y aire (4).

Benavides y colaboradores (10) estimaron que entre
1986 y 1998, segin datos oficiales publicados en
este campo, los atentados a oleoductos en Colom-
bia generaron el derrame de dos millones de barri-
les de petréleo, los cuales afectaron cuerpos hidricos
y suelos de uso tanto agro-industrial como forestal.
Otros investigadores (7, 11) aseguraron que se ha
derramado 7.6 veces mds que el petrdleo que se de-
rramd en el desastre del buque Exxon Valdés entre

Alaska y Canadd el 24 de Marzo de 1989.

Segin Wang (12), las caracteristicas inherentes del
petréleo crudo corresponden a una mezcla de varias
sustancias de origen orgdnico con variado tamafo y
estructura, con la capacidad de afectar grandes ex-
tensiones de suelo y cuerpos hidricos tanto superfi-
ciales como subterrdneos, los cuales en su mayoria
pueden ser recuperados totalmente por la combina-
cién de tecnologias desarrolladas para este fin. En
un derrame de petréleo crudo en el suelo se afecta
su estructura fisico-quimica y bioldgica, como por
ejemplo la relacién carbono, nitrégeno y fésforo.
Este dltimo elemento es considerado escaso para
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los suelos colombianos, lo cual genera un impac-
to directo en los procesos fotosintéticos en plantas
y altera la biota circundante (13,14). Ademds hay
afectacién severa sobre la germinacién de semillas
ya que inhiben dicho proceso, altera el crecimien-
to vegetal y produce necrosis foliar (15,16). Asi,
se reducen drasticamente las poblaciones macro y
microbianas nativas, lo cual es perjudicial y tras-
cendental para Colombia, pues al ser un pais mega
diverso, la ocurrencia de un derrame de petréleo
crudo impacta su potencial biolégico (2,3).

Dentro de las pocas especies que sobreviven a la
contaminacién con petrdleo crudo, hacen parte los
hongos filamentosos. Estos se caracterizan por ser
aerobios, de amplia distribucién geogrifica, extre-
mofilos (es decir, capaces de reproducirse en nive-
les de pH que oscilan entre 3 hasta 12), resistentes
a temperaturas entre 2°C y 60°C; en su mayoria
son simbidticos con las demds especies microbia-
nas presentes en los suelos, y los hidrocarburoliticos
poseen un mecanismo de supervivencia adaptati-
vo para utilizar el carbono desde el petréleo crudo
como fuente energética, lo cual permite utilizarles
como organismos promisorios en procesos de bio-
rremediacién (12,17,18).

Al utilizar una técnica de biorremediacién in situ,
posterior a un derrame de petréleo crudo sobre
suelo, los hongos filamentosos hidrocarburoliti-
cos son tiles ya que al no generar metano como
residuo final del proceso, son organismos que no
contribuyen al efecto invernadero y al cambio cli-
matico (19). Una de las causas de estos problemas
ambientales es la acumulacién de gases t6xicos en el
ambiente como son el anhidrido carbdnico, éxido
nitroso, 0zono, amonio y metano; este ultimo tiene
una vida media en la atmésfera de 12 anos y con-
tribuye 25 veces mds al calentamiento global que
el anhidrido carbénico. El residuo final al utilizar
hongos filamentosos hidrocarburoliticos son bio-
masa, agua y CO (12, 20, 21, 22, 23, 24,25).

El mecanismo de accién de los hongos filamen-
tosos estd basado en la acrobiosis, se destaca por

crudo

desencadenar un proceso totalmente oxidativo del
sustrato para obtener su energia metabélica y el de-
sarrollo de su cadena respiratoria, en donde el oxi-
geno actia como aceptor final de electrones (26).
En la presencia de oxigeno molecular es cataliza-
do por enzimas presentes en el citoplasma celular,
denominadas oxigenasas; las cuales pueden ser de
tipo monooxigenasa (esto es, que incorporan un
solo dtomo al proceso y reducen el otro para gene-
rar agua) o dioxigenasa (es decir, las que adhieren
ambos dtomos de oxigeno al proceso) (27, 28, 29,
30,31). Cabe resaltar que la actividad enzimdtica de
los hongos filamentosos se presenta a partir de tres
mecanismos enzimdticos, lignina oxidasas, lignina
per oxidasas y lignina hidrolasas (28, 32, 33, 34,
35, 36,37).

En el desarrollo de este proyecto se aislaron hon-
gos filamentosos presentes en suelos contaminados
por derrame de petréleo crudo en tres lugares co-
rrespondientes a tres regiones de Colombia, a sa-
ber, Antioquia, Meta y Narino, con caracteristicas
ambientales diferentes. Se evalué su capacidad bio-
rremediadora in vitro sobre este sustrato en suelo
contaminado con este, artificialmente por medio
de la técnica landfarming modificada a diferentes
concentraciones y se determiné el mecanismo de
accién por el cual dichas especies degradan el con-
taminante mencionado.

Metodologia

Muestreo del suelo: se recolectaron muestras de
suelo en tres lugares geogréficos diferentes en Co-
lombia (figura 1), en los cuales hubo derrames de
petrdleo crudo desde oleoductos, con la finalidad
de aislar especies de hongos filamentosos.
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Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo.

Fuente. (Tomado de: http: //www.zonu.com/fullsize2/2009-11-18-11141/Mapa-Politico-de-America-del-Sur.html, hetp: // histérico.presi-
dencia.gov.co/asiescolombia/mapacol.htm.http://www.tumaconarino.gov.co/mapas_municipio.shtml?apc=bcxx-1-&x=1364266), modifica-
day disefiada por Daniela de Los Angeles Ciceres Bedoya.

En el cuadro 1 se indican las caracteristicas de los si-
tios de muestreo y datos de su localizacién. La toma
de muestras de suelo se realizé por medio de la ela-
boracién de cajuelas de 20cm X 20cm X 10cm de
las cuales se extrajeron 500g de muestra con barre-

no en el municipio de Yondé (Antioquia). En la re-
coleccién de las muestras de suelo en el municipio
de Acacfas (Meta) y Tumaco (Narifio) se utiliz6 cu-
charén de draga manual debido a que el suelo con-
taminado estaba cerca a los cuerpos de agua (41).

Cuadro 1. Caracteristicas de los lugares donde se tomaron las muestras de suelo contaminadas con hidrocarburos.

YONDO (ANTIOQUIA)

Zona rural del municipio, altitud: 75
m.s.n.m. Temperatura promedio 30°C,
humedad relativa 85% y precipitacion
2.150 mm (promedios multianuales)
(IDEAM 2015).

En la zona, posterior al derrame de
hidrocarburo, no crece vegetacion
pese a no observarse el contaminante,
fue un derrame ocasionado por un
atentado. Las coordenadas son: 6° 59°
31,0" N, 73° 56’ 50.3” Wy 73° 56’
54.0” W.

Los suelos son 4cidos hasta neutros

y moderadamente alcalinos, con

alto contenido orgdnico, muchos de
ellos de origen volcdnico y con altos
contenidos de aléfono, profundos

y de buena textura, algunos francos
arcillosos de topografia plana tienden a
ser inundables. (Pallarez 2015)

ACACIAS (META)

Zona rural del municipio, altitud es de
498 m.s.n.m. Temperatura promedio
25°C, humedad relativa 75%,
precipitacién 3.000 mm (promedios
multianuales) IDEAM 2015).

Derrames ocasionados por descuidos
consecutivos en la operacién de
extraccion y que afectd varios cuerpos
de agua y suelos de las laderas. Las
Coordenadas son: 3° 49’ 35.9” Ny 03°
57°2009” Ny 73°37 51”7 Wy73°
437 40.0” W.

Los suelos son de baja fertilidad y de
alta resistencia a la alteracidn, son ricos
en hierro y aluminio y se caracterizan
por bajos contenidos de carbono
orgdnico y minerales primarios.
(Pallarez 2015).

TUMACO (NARINO)

Zona rural del municipio, altitud es
de 1 m.s.n.m. Temperatura promedio
28°C, humedad relativa 83.86% y
precipitacién 2.531 mm (promedios
multianuales) IDEAM 2015).

En las laderas del rio Inda, municipio
de Tumaco, departamento de Narifo.
La zona se caracteriza por derrames
ocasionados por atentados terroristas
al oleoducto en cercanias al puerto en
el Pacifico. Las coordenadas son 1° 26’
11.0” y N'y 1° 26’ 14.0” N y 78° 31’
26.5” Wy 78°31 28.0” W.

Son suelos que se caracterizan por ser
fértiles y de pH entre 6.0 hasta 6.9
(Pallarez 2015).

Fuente. Elaboracién propia.




Bedoya et al. Evaluacion in vitro de la capacidad biorremediadora de hongos filamentosos sobre petrdleo

Se tomaron 10 muestras de suelo por sitio de
muestreo en las dreas mencionadas, con el propé-
sito de homogenizarlas (42). Ademds, se tomé una
muestra de suelo control correspondiente a cada
sitio muestreado, en lugares sin rastro o eviden-
cia de afectacién por contaminacién con petréleo
crudo, para realizar la comparacién respectiva. El
muestreo fue de tipo preferencial en el sentido que
se localizaron las zonas de afectacién por petréleo
crudo para tomar las muestras y de alli fue recolec-
tado el suelo, igualmente se hizo lo mismo para las
muestras control. Se selecciond este tipo de mues-
treo por las complicaciones existentes, de accesi-
bilidad y seguridad, para acceder a los puntos de
muestreo con suelos contaminados con petréleo
crudo.

Condiciones de transporte de las muestras: las
muestras fueron colocadas en bolsas de papel y de
pléstico previamente esterilizadas; se tomaron en
total 33 muestras, las cuales fueron depositadas
en una nevera de icopor con hielo con el fin de
preservarlas en una temperatura de 4°C y trans-
portadas inmediatamente a los laboratorios de la
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
para su procesamiento basado en la norma (43).

Siembra primaria de las muestras de suelo: se
sembraron las muestras de suelo contaminadas
con petréleo crudo, recolectadas previamente en
cada uno de los lugares donde se obtuvieron las
muestras de suelo originalmente, por triplicado,
para un total de noventa y nueve cajas de Petri,
posterior a hacerse una dilucién en 5ml de solu-
cién salina al 0.9%, con 1g de la muestra de suelo,
directamente sobre el medio PDA + cloranfenicol
por un periodo entre 2 a 7 dias a 25°C. El proto-
colo fue modificado segiin la metodologia (43).

Aislamiento e identificacion de hongos filamen-
tosos de las muestras de suelo: se seleccionaron
cepas de hongos filamentosos que crecieron en el
cultivo primario por zona de muestreo y cada una
de ellas fue sembrada en una caja de Petri con el
medio PDA + cloranfenicol, se incubé entre 2 y

crudo

7 dias a 25°C, para su posterior identificacién; al
final del proceso, se seleccionaron los hongos con
crecimiento en comdn en los tres suelos muestrea-
dos y se identificaron a partir de las caracteristicas
macroscépicas y microscépicas utilizando claves

taxonémicas (45,46,47).

Cuantificacion del petréleo crudo en los suelos
muestreados: después de realizar la extraccién y/o
fraccionamiento del petréleo crudo contenido en
una muestra de suelo, estos se pueden cuantificar
por varios métodos, en este caso se realizé la cuan-
tificacién por método gravimétrico (48).

Andlisis fisico-quimico del suelo muestreado
inicialmente y contaminado con petréleo crudo
y las muestras control: las pruebas bdsicas que se
realizaron a las muestras de suelo contaminadas
con petréleo crudo fueron: pH, amonio, conduc-
tividad eléctrica, fosfatos, nitratos y nitritos basa-

do en él (48,49).

Caracterizacion del petréleo crudo: se realizé
una caracterizacién del petréleo crudo por medio
de las pruebas BSW y el °API, para saber qué tipo
de crudo se estaba empleando en la evaluacién de
la capacidad biorremediadora iz vitro, teniendo en
cuenta que el origen de éste es de un pozo petro-
lero de Puerto Gaitdn (Meta) segin lo establecido

(50,51).

Método de agitacion por centrifugacion para la
determinacion de la capacidad biorremediado-
ra de los hongos filamentosos: este método cuan-
titativo para la extraccién de petréleo crudo de
sustratos como el suelo, es utilizado por su econo-
mia, rapidez y sencillez en la técnica. En cuanto a
la velocidad de agitacién y volimenes de solventes
por utilizar, esta se basa en los métodos descritos

en (48, 52, 53, 54, 55,50).

Método de evaluacion in vitro de la capaci-
dad biorremediadora de tres cepas de hongos
Sfilamentosos: el anilisis de las muestras de suelo
contaminadas con petréleo crudo se bas6 en di-
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seflar un microcosmos, en el cual a 50g de suelo
contaminado de manera artificial con diferen-
tes concentraciones de petréleo crudo pesado
(20.000 ppm, 30.000 ppm, 40.000 ppm, 60.000
ppm, 80.000 ppm, 100.000 ppm) se agregd 3ml
de caldo nutricional/dia, se aplicé aire continuo
a cada tratamiento y se mantuvo la temperatura
constante a 32°C, generando un ambiente artifi-
cial tratando de imitar las condiciones originales
de los suelos. A estos montajes se adiciond co-
nidios de hongos filamentosos por separado asi
como en consorcio. Cabe destacar que a partir
de la caracterizacién morfolégica y la correlacién
con las referencias bibliogréficas se determinaron
la capacidad biorremediadora de los hongos ais-
lados en otros estudios, se escogieron tres cepas
de las aisladas inicialmente, teniendo en cuenta el
tiempo de crecimiento, el cual estuvo en el ran-
go de 24-48 horas. Este inéculo se ajusté en una
proporcién de 300 conidios/ml en agua destilada,
con ayuda de la cimara de Neubauer y como con-
trol positivo se utilizé el hongo Penicillium janthi-
nellum. Posterior a este procedimiento se analizé
peridédicamente la capacidad biorremediadora con
un espectofotémetro UV-VIS 6405, JENWAY
modelo 6405, hasta obtener cero de absorbancia

(48, 57, 58,59).

Determinacién preliminar in vitro de las enzi-
mas utilizadas por los hongos filamentosos en
el proceso de biorremediacion: como parte del
proceso, se evalué cualitativamente el mecanismo
de accién desarrollado por el hongo filamentoso
in vitro para realizar la actividad biorremediadora
del petréleo crudo mediante peroxidasa y oxidasa

(21,36,37,60).

Determinacion de la citotoxicidad de los hon-
gos seleccionados en la biorremediacion: se es-
tablecié la capacidad de citotoxicidad en plantas
de Allium fistulosum, las cuales fueron inoculadas
con las cepas seleccionadas para el proceso de bio-
rremediacién. Para este experimento se colocaron
en un medio liquido con macro y micro nutrien-

tes: CaNO3, 5g/L; KNO3, 5g/L; MgSO4, 2¢g/L;

KH2PO4 1g/L quelato de Fe, 1g/L; agua destila-
da, 1L, cloranfenicol 0.5g/L. Se dejaron durante
14 dias en el medio liquido con los nutrientes y
las colonias de hongos utilizadas en el proceso de
biorremediacién.

Andlisis de datos: se realizé por medio de andlisis
de varianza a partir de los resultados obtenidos de
la cuantificacién de la efectividad de los hongos
filamentosos utilizados y las concentraciones de
petréleo crudo a los cuales se sometieron los gé-
neros micolégicos, su capacidad biorremediadora
en consorcio con relacién al tiempo a partir de un
ANOVA vy la prueba de comparacién usada fue la
HSD (Diferencia Honesta Significativa) o prueba
de Tukey, respectivamente. Se realizaron dos expe-
rimentos distintos, el primero se realiz bajo una
estructura aleatoria con arreglo factorial del tipo 3
x 2 (Género x Concentracién de petréleo), mien-
tras que para el experimento 2 fue del tipo Diseno
completamente al azar - DCA con 4 tratamientos,
los cuales se describen a continuacién:

Aplicacion de las tres cepas (identificadas hasta
género) de hongos a nivel individual: se reali-
z6 un disefo aleatorizado con dos (2) factores, el
hongo filamentoso (que fue identificado a nivel
de género) y la concentracién del petréleo crudo.
Estos factores tienen 3 y 2 niveles respectivamen-
te, que son, por una parte, Neosartorya sp. Cepa
A/IN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. Cepa 1A/R-1; y por otra, las concentraciones
de 20.000ppm y 30.000ppm, para evaluar nue-
vamente el tiempo en el cual los hongos desarro-
llaron el proceso de biorremediacién en suelo a
partir del nivel de absorbancia.

Aplicacion de los cepas (identificadas a nivel de
género) de hongos en consorcio: se utilizaron los
hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus
sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.
En consorcio a 300 conidios, 100 de cada género
aislado en diferentes concentraciones de petréleo
crudo (40.000 ppm, 60.000 ppm, 80.000 ppm
y 100.000 ppm), por triplicado, para evaluar el
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tiempo en el cual los hongos filamentosos gene-
raron el proceso de biorremediacién en suelo, lo
cual se midié a partir del nivel de absorbancia.

Cada uno de los 125 resultados en el proyecto, se
anexa a una tabla de tabulacién de los datos uti-
lizando el software MSExcel y el procesamiento
de los mismos, con el lenguaje de programacién
(61,62). A través del disefio factorial multiple, en
este esquema se tuvo en cuenta las cuatro varia-
bles independientes que son: la concentracién del
petréleo crudo diluida en el sustrato, la cantidad
de conidios de hongos filamentoso (identificados
hasta nivel de género), el tiempo como variable
dependiente y la capacidad biorremediadora.

crudo

Resultados

En la Tabla 1 se encuentran los resultados de los
contenidos de hidrocarburos totales presentes en
las muestras utilizadas para el proyecto, los cua-
les se obtuvieron por el método gravimétrico, y
se corroboraron en un laboratorio certificado por
el IDEAM (CHEBILAB). Ademids se realizaron
otras pruebas como: pH, conductividad eléctrica,
amonios, nitratos, nitritos y fosfatos.

Tabla 1. Resultado del andlisis fisico-quimico de las muestras de suelo. Los andlisis de Hidrocarburos totales se realizaron en el laboratorio

Chemilab, acreditado por el IDEAM.

Muestra Muestra
Muestra Muestra Muestra
Prueba ) control Muestra de control de
X de Yondé , ik control de de Tumaco
realizada ) ) de Yondé Acacias Meta ) ) Tumaco
Antioquia ) ) Acacias Meta Narifno. w
Antioquia Narino.

Hidrocarburos
totales (TPH) 1 7o, 0.0002% 0.931% 0.003% 1.2% 0.003%
en muestras de
suelo
pH 4.77 (F A) 5.31 5.64 M A) 7.8 6.03 (M A) 8.0
Conductividad
eléctrica 40 (EXS) 9 135 (EXS) 28 5 (MS) 305
(mmbhos/cm)
Amonio mg/
Ke 0.02537 (EXP) | 3.2 0.04971 (EXP) | 4.8 0.01572(EXP) |5.3
E;;“OS mgl1.00012(EXP) | 13.024 0.00019(EXP) | 10.224 0.00013(EXP) | 3.28
Nitritos mg/Kg | 0.23935 (EXP) | 0.10 0.42275 (EXP) | 0.01 0.32642 (EXP) | 0.03
;’;fms me/ 0012758 |0.10 0.09441(B)  |0.2 0.04661(B) | 0.1

pH: FA: Fuertemente 4cido. MA: Moderadamente 4cido.

Conductividad eléctrica: EX S: Extremadamente salina. MS: Moderadamente salina.

Amonio, Nitratos y Nitritos: EXP: Extremadamente pobre.
Fosfatos: Bajos (48).

Fuente. Elaboracién propia.
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Identificacion de hongos filamentosos obtenidos
en las muestras de suelos contaminados con pe-
tréleo crudo: se aislaron 138 cepas a partir de 90
cultivos primarios de las muestras de suelo conta-
minado con petréleo crudo obtenidos en los mu-
nicipios de Yondé (Antioquia), Acacias (Meta) y
Tumaco (Narifo), teniendo en cuenta sus caracte-
risticas macroscopicas y microscopicas, confirma-
das con las claves taxonémicas de (45,46,47); asi
como la amplificacién por PCR de la regién ITS
(Transcripcién interna espaciador) ubicdndose la
totalidad de las cepas en siete géneros de hongos
filamentosos. Como control del proceso de iden-
tificacién de los hongos presentes en las muestras
de suelo contaminado con petréleo crudo se toma-
ron muestras de suelos ubicados en cada uno de los
lugares muestreados, es decir Yondé (Antioquia),

Acacias (Meta) y Tumaco (Narifio) para un total de
tres muestras, las cuales fueron obtenidas eviden-
ciando por informacién de la comunidad aledafa
y por anilisis en el laboratorio que no estuvieran
contaminadas con petréleo crudo, asi como el and-
lisis  fisico-quimico de suelo. Este procedimiento
se realiz6 con el objetivo de confirmar la presencia
de los hongos filamentosos reportados en los suelos
con petrdleo crudo y descartar que las muestras se
hubiesen contaminado en cualquiera de los proce-
dimientos previos a la identificacién de estas espe-
cies. Los resultados de la identificacién de cada una
de las muestras contaminadas con petréleo crudo se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas obtenidas en muestras de suelo contaminado con petréleo crudo obtenidas en los municipios de Yond6 (Antioquia), Acacias
(Meta) y Tumaco (Narifio) identificadas por claves taxonémicas o por PCR.

IDENTIFICACION  IDENTIFICACION
TAXONOMICA POR % DE
EYE )02 Claves taxonémicas SIMILITUD.
MUESTREO Y # CEPAS CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS de (Al 1 Amplificacién de I
CANTIDAD TOTAL | IDENTIFICADAS | MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS © Flexopouios p thcacion de ‘a
DE CEPAS 1996, Barnett y regién ITS con un
Hunter 1976, Arenas, 100% de similitud
2003 para el género
*40 Cepas Y/As
*IC():A=1—4?\/A Colonia de color Hifas hialinas,
C}:ETS] 0 s verde oliva, aspecto presencia de vesiculas | Aspergillus sp
g ceI)as T/As CA= pulverulento. y fidlides
1-8.
2 czep 2 VIR RS Poseen esporangios de
. ; AR Colonia de color rojo, | color marrén claro a
CZC_Pla 53 de borde irregular y marrén ramificados Rhizomucor sp
- ce_ a_s T/R CA=] | aspecto cremoso en tonos hialinos y
*Yondé (ANT) 74 - P - marrones

cepas en total.

* Acacias (Meta) 36 * 2 cepas Y/M CA=1

cepas en total. y2 loni demateaceo el cual
* Tur.naco * 2 cepas A/IM CA=1 (io (zima deasp i:cto posee filamentos M
(Narifio) 28 cepas en y2 Elgo 0n0so, color tubulares blancos y Lcor sp.
total. * 2 cepas T/M CA=1 anco. esporangios negros
y 2. esféricos
Hifas hialinas, gruesas,
septadas, de pared
*5 cepas Y/Abs CA= Colonias de color delgada. Espo.rangios
CA-1.7 aspecto algodonoso y ramificados, Absidia sp.

Es un hongo

* 4 cepas T/Abs CA=
1-4

el revés es del mismo
color.

desarrollados a partir
de los estolones a
cierta distancia de los
rizoides.




LUGARES DE
MUESTREOY
CANTIDAD TOTAL
DE CEPAS

*Yondé (ANT) 74
cepas en total.

* Acacias (Meta) 36
cepas en total.
*Tumaco
(Narino) 28 cepas en
total.
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# CEPAS
IDENTIFICADAS

*3 cepas Y/N
CA=1-3

*1cepa A/ N

*2 cepas T/ N CA=
ly2.

CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS

Colonias de color
gris azul, con borde
regulares, aspecto
puntiforme y el revés
es de color rosado.

CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS

Tiene hifas aéreas,
ascosporas con

dos crestas en sus
extremos, conspicuas
y con la superficie
convexa micro
tuberculada.

110) NN 13 (0:X0) (0)\f
TAXONOMICA

Claves taxonémicas

de (Alexopoulos
1996, Barnett y
Hunter 1976, Arenas,
2003

crudo

IDENTIFICACION
POR % DE
SIMILITUD.
Amplificacién de la
regi6én ITS con un
100% de similitud
para el género

Neosartorya sp

* 2 cepas marcadas
con las letras Y/Pho
CA=1y2

*1 cepa A/Pho

*2 cepas T/Pho CA=1

y2

Colonias de color
marrén y aspecto
polvoriento.

Presenta esporas
hialinas unicelulares

Phoma sp

*20 cepas Y/P CA=
1-20

*10 cepas A/ P CA=
1-10

Colonias con bordes
regulares superpuestas
por crecimiento
algodonoso de color
blanco y en el envés

Poseen hifas septadas
hialinas, con
conidiéforos simples o

Penicillium sp

* 8 cepas T/ P el crecimiento es de

CA=1-8

color amarillo oscuro a
naranjado

ramificadas, métulas,
fidlides y conidias

Cada una de las letras en el # de cepas identificadas corresponde a: Y = Yondé. A= Acacias. T= Tumaco. As = Aspergillus sp. R = Rhizomucor sp. M =
Mucor sp Abs = Absidia sp. N = Neosartorya sp. Pho = Phoma sp. P=Penicillium sp. CA= Cédigo asignado.

Fuente. Elaboracién propia.

Caracterizacion del petroleo crudo utilizado en
la biorremediacion: la prueba BSW dio como
resultado 0.924 g/cm3 = 21.6°API; segtin la clasi-
ficacién internacional de hidrocarburos que es un
petréleo crudo pesado (63); lo cual indica que es un
componente cuya estructura quimica se caracteriza
por tener cadenas dentro de su composicién como
son las resinas en un 30%, asfiltenos un 5.8% y
aromdticos saturados en un porcentaje aproximado
de 64% (64). En su estructura quimica el petréleo
crudo presenta tanto en las resinas, los asfdltenos
y los aromiticos saturados un alto peso molecular,
poseen anillos bencénicos ligados con cadenas al-
quilicas y ciclo-alcanos los cuales se fusionan entre
si a partir de enlaces sencillos, dobles o triples. Tam-
bién contiene metales como el vanadio, niquel y el
hierro y elementos como el azufre, el nitrégeno y el
oxigeno los cuales componen los heterodtomos, es-
tructuras que son caracteristicas en estas sustancias

(65, 66,67).

Evaluacion de la capacidad biorremediadora
de tres géneros de hongos filamentosos a diferen-
tes concentraciones de petréleo crudo pesado: se
realizé una medicién por espectofotometria de la
capacidad biorremediadora de los hongos Neosar-
torya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3
y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1, individualmente
en suelo contaminado con petréleo crudo pesado
a concentraciones de 20.000 ppm y 30.000ppm y
utilizando las tres cepas en consorcio en suelo con-
taminado con petrdleo crudo pesado a concentra-
ciones de 40.000ppm, 60.000ppm, 80.000ppm
y 100.000ppm obteniendo como resultado 125
datos de absorbancia, los cuales se observan en las
cinéticas correspondientes a las Figuras 2 y 3, res-
pectivamente.
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Figura 2. Cinética de los géneros de los hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.
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Fuente. Elaboracién propia.



Figura 3. Cinética del consorcio: Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1. Sobre suelo conta-

minado con petrdleo.
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Fuente. Elaboracién propia.

1: Aplicacion de los tres géneros de hongos a nivel diferencia significativa entre los tres géneros utili-
individual: los resultados obtenidos al evaluar la  zados, ya que su capacidad biorremediadora sobre
capacidad biorremediadora de los tres hongos fi- suelo contaminado con petréleo crudo se llevé a
lamentosos, se presenta en las siguientes figuras y = cabo un periodo entre 5 a 6 dias.

tablas. En la Figura 4 se puede observar que no hay
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Figura 4. Efectividad biorremediadora de los hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa

1A/R-1, sobre suelo contaminado con petréleo crudo a 20.000 ppm.

dias [promedio
muwonon
[ BT VI - N

b

Aspergilius sp Neosartory sp Rhizomucor sp

Fuente. Elaboracién propia.

En la Figura 5 se puede observar que no existe dife- ~ Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa
rencia entre el tiempo que necesitan los géneros de  1A/R-1, para biorremediar el petréleo crudo del
hongos filamentosos Neosartorya sp. Cepa A/N-1, suelo contaminado artificialmente a 30.000 ppm.

Figura 5. Efectividad biorremediadora de los hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-

1, sobre suelo contaminado con petréleo crudo a 30.000 ppm.
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= 2
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Fuente. Elaboracién propia.

En la Tabla 3 se consolida la evidencia encontrada una respuesta diferencial frente a la concentracién
donde se puede verificar que no existe diferencia de petréleo (p<04e-12), la cual se reporta en la Ta-
entre géneros frente a la capacidad biorremediadora  bla 10 (HSD para concentraciones).

de los mismos. Sin embargo, si se verifica que hay
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crudo

Tabla 3. Resultados obtenidos en la ANOVAs para los andlisis aplicados a los tres géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/
As-3 'y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Fuente de
Variaciéon

Df Sum

3.93

Género 2

Sq Mean Sq F value Pr(>F)

1.97 1.871 0.166

Concentracién
del petrdleo

93.68 89.163 3.04e-12 ***

Género x
0.79

Concentracién 2
del petréleo

0.40 0.377 0.688

Residuals. 45 47.28

1.05

Fuente. Elaboracién propia.

En la prueba de Diferencia Honesta Significativa o
Tukey, agrupamiento « en la Tabla 4, se puede ob-
servar que con una concentracién de 30.000ppm,
el tiempo tuvo un promedio de digestién que dis-
minuy6 a la mitad, lo que equivale a 2.8 dias. Esto

indica que para los tres géneros de hongos utilizados
en la biorremediacién del petréleo crudo en suelo
es més favorable su accién en una concentracién de

30.000ppm.

Tabla 4. Diferencia Honesta Significativa o Tukey para los andlisis aplicados a los tres géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp.
Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Concentracién petréleo crudo en la muestra Promedio Agrupamiento
30.000 2.8 a
20.000 5.806 b

Fuente. Elaboracién propia.

Asi mismo se puede establecer que no hay diferen-
cia significativa entre las absorbancia en funcién
de la concentracién ni del hongo, mientras que el
tiempo de respuesta si evidencié diferencias como
funcién de las concentraciones.

2: Aplicacion de los tres géneros de hongos en con-
sorcio: los resultados obtenidos en este proyecto y
detallados en la Figura 6 permiten evidenciar que
la evaluacién de la capacidad biorremediadora en
concentraciones de petréleo crudo de 40.000ppm
y 60.000ppm, transcurre en un promedio de 6.4

dias y en concentraciones de petréleo crudo de
80.000ppm y 100.000ppm se realiza en un prome-
dio de 8.9 dias, teniendo mejor respuesta los dos
tratamientos iniciales con relacién a los tltimos.
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Figura 6. Efectividad biorremediadora del consorcio comprendido por los géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y
Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

&
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@

40.000 60.000

80.000 100.000

concentracion

Fuente. Elaboracién propia.

En la Tabla 5, la cual corresponde a la ANOVA
para el consorcio conformado por los géneros
Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa
Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1, se aporta

evidencia de que el tiempo de actividad biorreme-

diadora es diferente en funcién de la concentracién
de petréleo. Puede verificarse que en la medida en
que la concentracién es mayor, existe una actividad
biorremediadora mds rdpida como se registra en la

Tabla 6 (HSD).

Tabla 5. Resultados obtenidos en ANOVAs para el consorcio conformado por los géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa
Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Fue.nte. fie Df G- Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variacion
Concenfraaon 3 104.4 34.79 14.02 3.96e-07 ***
del petréleo
Residuals 64 158.8 2.48

Fuente. Elaboracién propia.

Tabla 6. Diferencia Honesta Significativa o Tukey para el consorcio conformado por los géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp.
Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Concentracién petréleo crudo en la muestra promedio agrupamiento
40.000 6.375
60.000 6.429
80.000 8.895 c
100.000 8.895 c

Fuente. Elaboracién propia.
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En la Tabla 6 también se evidencia que el uso de
hongos filamentosos como Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. Cepa 1A/R-1, en consorcio, muestran un efecto
sinérgico entre estos y que pueden degradar petré-
leo crudo de alta densidad (°API de 21.6) en con-
centraciones entre 40.000ppm hasta 100.000ppm,
en un tiempo promedio de 6 a 8 dias, en un por-
centaje de 100%.

Resultado de la evaluacion cualitativa in vitro
del mecanismo de accién enzimdtico de los gé-
neros de hongos filamentosos utilizados en la
biorremediacion de petréleo crudo pesado: en
este proyecto se identificé cualitativamente el uso
de peroxidasa (lignina peroxidasa) como meca-
nismo de accién de las tres especies evaluadas, lo
cual indica que usaron enzimas peroxidasas en el
metabolismo bioquimico empleado por las espe-
cies de hongos utilizados para evaluar la capacidad
biorremediadora. Se puede corroborar que el me-
tabolismo flngico es de tipo aerdbico, garantizan-
do al final del proceso la produccién de biomasa,
liberacién de CO2 y agua.

Resultado de la prueba de citotoxicidad reali-
zada a los hongos filamentosos seleccionados en
el proyecto de biorremediacion: no se encontrd
evidencia en el tejido vegetal de la planta Allium
fistulosum, por lo que se considera que los hongos
filamentosos utilizados en el proyecto carecen de
citotoxicidad. Vale la pena resaltar que cuando la
planta estd en presencia de agua con alguna sus-
tancia tdxica o en presencia de un microorganismo
patégeno se inhibe la divisién celular de los meris-
temos, afectando parcial o totalmente el proceso
de mitosis (68).

Discusion

A partir del desarrollo de esta investigacién se
pudo apreciar que hay diferencias en algunas de
las caracteristicas fisico-quimicas en los suelos ana-
lizados con respecto a los resultados obtenidos en
las muestras control. Con respecto a los conteni-

crudo

dos de hidrocarburos, se encontré que la muestra
de Yondé presentdé una concentracién de 0,797
% de hidrocarburos, la muestra de Acacias (Meta)
el valor registrado fue de 0,931% y la muestra de
Tumaco (Narino) el valor fue de 1,02% de hidro-
carburos. Es importante anotar que no existe una
norma especifica en Colombia que haga referen-
cia a los valores méximos permisibles de hidrocar-
buros en suelo. La tnica resolucién que trata este
tema es la 631 del 17 de marzo de 2015, expedida
por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Soste-
nible dirigida a vertimientos de aguas residuales.
Por lo tanto, para este documento se toma como
referencia el tratado de Luisiana, el cual sefiala a
las muestras analizadas como contaminadas con

hidrocarburos (69).

Las muestras control corresponden a suelos no
contaminados con hidrocarburos, con concentra-
cién por debajo del 0,02%, lo cual segtin la técnica
de gravimetria corresponde a valores por debajo de
la sensibilidad de la técnica utilizada y por tanto
los suelos control no presentan contaminacién con
hidrocarburos (69). En cuanto a la conductivi-
dad eléctrica en las muestras y controles permiten
observar que son suelos extremadamente salinos
o fuertemente salinos y por ultimo los valores en
amonio, fosfatos nitratos y nitritos en las muestras
de suelo contaminadas y evaluadas son muy pobres
y difieren de las muestras control (48).

Posterior a la siembra de los hongos encontrados
y mencionados en la Tabla II, se puede observar
que de 138 cepas aisladas en 90 cultivos primarios
de las muestras de suelo contaminado con petré-
leo crudo localizados en los municipios de Yondé
(Antioquia), Acacfas (Meta) y Tumaco (Narifio);
identificados a partir de sus caracteristicas macros-
cOpicas y microscépicas, con la ayuda de las claves
taxondémicas de (45,46,47), asi como la amplifica-
cién por PCR de la regién ITS, se establecié que
pertenecian a siete géneros de hongos filamentosos
que son: Aspergillus sp., Penicillium sp., Neosartorya
sp., Phoma sp., Rhizomucor sp., Mucor sp., y Absidia

sp.
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Godoy y colaboradores (70) aislaron de suelo
contaminado con hidrocarburos 23 especies de
hongos pertenecientes en su mayoria a la Phylum
Ascomycota, Phylum Basidiomycota y la subfilo mu-
coromycotina, los cuales degradaron el anillo an-
traceno en 42 dias por medio de enzimas extra-
celulares oxidorreductasa. Varias de estas especies
liberaron al contacto con el contaminante. Destaca
la capacidad de la mayoria para degradar totalmen-
te el hidrocarburo y solo unas pocas parcialmente,
con porcentaje superior al 90%. La mayor parte
de las cepas de hongos filamentosos encontradas
en suelos contaminados con petréleo crudo en este
proyecto pertenecen a los géneros Aspergillus sp. y
Penicillium sp., las cuales, segin la literatura, son
las especies mds utilizadas en el campo de la biorre-
mediacién ya que han sido obtenidas en muestras
de suelo y agua contaminada con petréleo crudo
y derivados de éste, en diversas partes del planeta
como Indonesia (71); desierto de Kuwait, (72); el
desierto de Arabia Saudita (73); Argentina (74);
Guanaco, estado de Sucre en Venezuela (75); Ni-
geria (76); el Golfo de México (77) e Irdn (28,78);
lo cual indica su poder biorremediador de suelos,
su cardcter cosmopolita y una amplia capacidad de
adaptarse a todos los climas, condiciones eddficas
y atmosféricas (13,78,79,80).

Este proyecto respalda lo dicho por muchos in-
vestigadores como Sawulski y colaboradores (2),
quienes analizaron la comunidad microbiana pre-
sente en suelos contaminados con diferentes tipos
de hidrocarburo y su comportamiento a partir del
contacto con este, destacando las pocas especies
que sobreviven a este impacto y como las especies
que se adaptan poseen capacidad hidrocarburo-
litica. Silva y colaboradores (32) utilizaron en su
proyecto microorganismos aislados de un sustrato
contaminado previamente con diésel y encontra-
ron que las especies aisladas en dicho sustrato tie-
nen capacidad para degradar en algin grado dicho
contaminante. Aranda (81) destaca la importancia
de utilizar especies de hongos por su potencial ca-
pacidad biorremediadora de petréleo crudo y de-
rivados. Afirma, ademds, que su metabolismo in-

tracelular es complejo y poco estudiado, pero que
a partir del estudio del genoma de estos se podria
aplicar su sistema enzimadtico, el cual estd presente
en casi todas las especies.

Asi mismo se encontrd en esta investigacién el
hongo filamentoso perteneciente al género Neosar-
torya, el cual se aisl6 inicialmente de suelos conta-
minados con petréleo crudo por lo que se conside-
ra una especie con capacidad biorremediadora (69,
73,78,79, 80,82). Y precisamente es en el estudio
de Uribe y colaboradores (83) donde se comenta
que hay evidencia de la capacidad que posee V.
fischeri para mineralizar asféltenos, catabolizando
mids del 15% del carbono presente en esta sustancia
en un tiempo aproximado de 11 semanas; estudio
que pudo ser la base de los proyectos de Herndndez
y colaboradores (84), quienes realizaron la trans-
cripcién de los perfiles utilizando un disefo propio
de microarray, con el cual identificaron los genes
que le permiten a esta especie utilizar los asfltenos
como Unica fuente de carbono. Ke y colaboradores
(85) clonaron una endo y exo poligalacturonasa a
partir de esta especie, para obtener dicha enzima in
vitro ya que ésta se caracteriza por ser estable a una
temperatura de 55°Cy tolerar un amplio rango de
pH; lo cual permite su uso en procesos de biorrefi-
nerfa. Cabe destacar que este género de hongo fila-
mentoso, no habia sido reportado en suelos conta-
minados con petréleo crudo en Colombia hasta la
presente investigacion.

Otros géneros encontrados en el proyecto son:
Phoma sp., Mucor sp., y Absidia sp., los cuales fue-
ron reportados como biorremediadores de petréleo
crudo en un estudio realizado por Yuan y colabo-
radores (86). Passarini (29) describieron como el
género Mucor sp., posee una actividad enzimdtica
como el mecanismo para degradar las cadenas li-
neales y ramificadas a sustancias como el CO, y
H,O. Resultado confirmado en la investigacién li-
derada por Pernia y colaboradores (82) establecie-
ron la capacidad biorremediadora en suelos conta-
minados con cadmio y petréleo crudo. En relacién
al género Rhizomucor, no se encontraron, al finali-
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zar el aflo 2016, reportes como agente hidrocarbu-
rolitico, salvo lo encontrado en esta investigacion.

Con base en lo obtenido por el ANOVA, se pue-
de decir que en procesos de biorremediacién con
el método de Landfarming modificado, el uso de
hongos filamentosos como son Neosartorya sp. cepa
AIN-1, Aspergillus sp. cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. cepa 1A/R-1, cuando se utilizan por separado
0 en consorcio es una opcion ecolc’)gica, econdmica
y rdpida para la recuperacién de suelo contamina-
do, ya que se evidencia un efecto sinérgico entre
estos y pueden degradar petréleo crudo de alta
densidad (°API de 21.6) en concentraciones en-
tre 20.000ppm hasta 100.000ppm, en un tiempo
promedio de 6 a 8 dias, dependiendo de la con-
centracién del petréleo crudo en un porcentaje de
100%. Sarkar y colaboradores (87) realizaron una
comparacién entre dos métodos de biorremedia-
cién, Por una parte, la bioestimulacién aplicando
nitrégeno, fésforo inorgdnico y biosélidos. Por
otra, el método de atenuacién natural, adicionan-
do nitrégeno y fosforo inorgdnicos, en un suelo de
tipo arcilloso contaminado con diésel. En ambos
casos el experimento se llevé a cabo in vitro. Des-
pués de 8 semanas de bioestimulacién obtuvieron
una degradacién del contaminante de 96% para
el método de bioestimulacién y para el método de
atenuacién natural el resultado fue superior al 93%
lo cual, concuerda con lo realizado por Naranjo y
colaboradores (75), quienes utilizaron los géneros
mencionados en este proyecto al sembrarlos en me-
dio de cultivo con petréleo crudo como sustrato
contaminante, con el fin de obtener enzimas extra-
celulares capaces de degradar el hidrocarburo, en 21
dias aproximadamente, en un porcentaje superior
al 70%. Es importante destacar que varios estudios
en este campo aseguran que es dificil biorremediar
suelo o agua contaminados con petréleo crudo por
su alto peso molecular y por los anillos bencilicos
(89). Se necesita de una fuerte reaccién por parte
del hongo filamentoso con enzimas extracelulares
para romper dichos anillos y mineralizar esta sus-
tancia hasta hacerla inocua para cualquier ser vivo

(84).

crudo

Posterior a dicha investigacién, Taewoo y colabo-
radores (89) afirmaron que la Neosartorya sp. es un
organismo de fécil recuperacién en componentes
naturales afectados por petréleo crudo y es un gé-
nero que no posee una fase de latencia, capaz de
metabolizar petréleo crudo de alta densidad, asi
como derivados de éste, aunque su capacidad bio-
rremediadora se observa mejor en concentraciones
del contaminante entre 5.000-20.000 mg/L. Ade-
mds, comentaron que la capacidad de la Neosartor-
ya sp. De adaptar su actividad metabdlica, lo hace
al utilizar diferentes tipos de hidrocarburos como
un donador de electrones; lo cual concuerda con lo
observado en este proyecto cuando se aplicé la cepa
Neosartorya sp. Cepa A/N-1; observindose una ra-
pida respuesta en la biorremediacién del suelo con-
taminado.

Jia y colaboradores (94) aislaron de suelo contami-
nado con petrdleo crudo catorce cepas de hongos
filamentosos, las cuales se identificaron por medio
del andlisis de PCR amplificando la regién ITS
como géneros pertenecientes a Fusarium sp., Bio-
nectria sp., Stachybotrys sp., Aspergillus sp., y Actino-
mucor sp. Para su estudio se dividieron las cepas en
dos grupos y los resultados mostraron que las cepas
podrian degradar diferentes componentes de pe-
tréleo crudo, lo cual fue evaluado por GC-MS. La
capacidad biorremediadora se evalu6 por 30 dias en
un medio liquido con el petréleo crudo y la tasa de
biorremediacién fue de 74,55% y 72,64%, respec-
tivamente. Maddela y colaboradores (95) aislaron
del suelo contaminado con petréleo crudo dos ce-
pas de hongos filamentosos pertenecientes al género
Geomyces sp., las cuales aplicaron a suelos en am-
biente controlado como es un microcosmos conta-
minado con petrdleo crudo en concentraciones de
1% y 1,5%; ademds, adicionaron N, B, K, para es-
timular el crecimiento del hongo inicialmente, por
un periodo de 30 dias, evaluando el proceso por
cromatografia de gases y determinaron que el pro-
ceso de biorremediacidn se realiz6 en un porcentaje
de 73,3% a 79,9% respectivamente. Los equipos
de Fuad (13) y Benyahia (96) destacaron la efecti-
vidad de los hongos en biorremediacién de diésel
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cuando se aplican en consorcio y Manli y colabo-
radores (97) obtuvieron resultados en el desarrollo
de su investigacién en la medicién de la capacidad
biorremediadora de hongos filamentosos para una
efectividad en 70 dias de 60% de degradacién del
contaminante y al cabo de 156 dias de 77%.

En cuanto a la actividad enzimdtica de los hongos
filamentosos, esta se basa en el estudio de los me-
canismos de accién, tanto intracelular como extra-
celular y aunque no se tiene bien identificada cada
una de estas rutas, se sabe que son de tres tipos,
lignino-oxidasas, lignino-peroxidasas y lignino-hi-
drolasas como han mostrado Johnsen y colaborado-
res (98). Mohsenzadeh y Chehregani (28) midieron
la produccién enzimdtica de hongos filamentosos
para remediar diferentes concentraciones de petré-
leo crudo, para lo cual solo tuvo en cuenta enzimas
como la catalasa, el fenol-oxidasa y la peroxidasa,
determinando que a mayor concentraciéon del pe-
tréleo crudo, hay mayor actividad peroxidasa. Ali y
colaboradores (79) encontraron como mecanismo
enzimdtico para el proceso de biorremediacion de
diésel las enzimas lignina-peroxidasas. Deshmukh
y colaboradores (99) resaltaron la produccién enzi-
mitica de los hongos filamentosos, la importancia
de aquéllas y la futura aplicabilidad desde el cam-
po de la biotecnologia. Mohsenzadeh y Shirkhani
(100) aislaron siete cepas de hongos filamentosos
en la refinerfa de petréleo de Teherdn, pertenecien-
tes al género Aspergillus sp., en el medio de cultivo
PDA con una concentracién de petréleo crudo en-
tre 0-15% (v/v). Posterior al crecimiento determi-
naron la produccién de las enzimas extracelulares
como son la peroxidasa y catalasa como mecanismo
para la biorremediacién. Estos resultados podrian
confirmar los obtenidos en los estudios realizados
por Fuad y colaboradores (13), quienes destacaron
el uso de enzimas extracelulares como la lignina-pe-
roxidasas asi como la liberacién de CO al final de
proceso de remediacién y la produccién de una alta
cantidad de biomasa en dicho proceso. Ademds, no
se encontrd evidencia en el tejido vegetal de la plan-
ta Allium fistulosum de alteraciones morfo-fisiolé-
gicas, por lo que se considera que los hongos fila-

mentosos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus
sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. cepa 1A/R-1, no
presentaron fitotoxicidad, de acuerdo con la prueba
desarrollada en la investigacién, por lo que son ade-
cuadas en procesos de micorremediacién, cuando
la planta estd en presencia de agua con alguna sus-
tancia tdxica o en presencia de un microorganismo

patégeno (68).

El uso de los carbonos presentes en el petréleo cru-
do como fuente de energia para algunas especies de
hongos filamentosos permite la aplicacién de estos
en la biorremediacién de suelos y aguas contamina-
dos (90-93). Al finalizar esta investigacion, se con-
cluy6 que de 138 cepas aisladas en 90 cultivos que
corresponden a siete géneros de hongos filamento-
sos, con capacidad biorremediadora de suelo conta-
minado con petrdleo crudo pesado o derivados de
este, los hongos filamentosos Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. cepa 1A/R-1 son capaces de biorremediar petrd-
leo crudo pesado en un tiempo promedio entre 2
a 10 dias, con una efectividad de 100% por medio
de la enzima extracelular perteneciente al grupo de
lignina-peroxidasa (101-103). Vale la pena destacar
que en los tres sitios muestreados se aislaron ocho
cepas pertenecientes al género Neosartorya sp., y esta
especie no habia sido reportada como biorremedia-
dor de petréleo crudo en Colombia. Ademds en el
desarrollo de este proyecto se identificaron siete ce-
pas correspondientes al género Rhizomucor sp. Este
género no habia sido reportado como agente bio-
rremediador de petréleo crudo, en este proyecto se
pudo comprobar su potencial uso en este campo.
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