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Resumen

El uso de hongos como catalizadores para la descontaminacion del agua es una herramienta Util
en la biotecnologia ambiental pues permite el desarrollo de tecnologias que pueden ser usadas
en la recuperacion de ecosistemas acuaticos impactados por hidrocarburos. Se evalud la
capacidad para remover hidrocarburos policiclicos arométicos (HPAs) del agua con
catalizadores fungicos del género Aspergillus de las especies Aspergillus nigery, Aspergillus
flavus aislados de La Bahia de Amuay, propagando in6culos que fueron utilizados para medir la
capacidad hidrocarbonocléstica determinando el aumento de la biomasa por peso seco y la
disminucién de la concentracion de los HPAs por espectrofotometria en microcosmos. Los
catalizadores flngicos presentaron porcentajes de remocion de 70 %-80 % entre uno y tres
meses y 100 % al afio. Finalmente, se propone un esquema tecnoldgico del proceso para la
disminucién de los pasivos ambientales en base a la quimica verde.

Palabras Claves: Aspergillus niger, Aspegillus flavus, HPAs, biotecnologia ambiental, La
Bahia de Amuay.

Abstract

The use of fungi as catalysts for the decontamination of water is a useful tool in environmental
biotechnology, since it allows the development of technologies that can be used in the recovery
of aquatic ecosystems impacted by oil. The ability to remove polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs) from water with fungal catalysts Aspergillus species Aspergillus niger and Aspergillus
flavus isolates Bay Amuay, spreading inoculums were used to measure the hidrocarbonoclastic
capacity by determining the increase in assessed biomass dry weight and by decreasing the
concentration of PAHs microcosms spectrophotometrically. Fungal removal percentages
catalysts showed 70 % -80 % between one and three months and 100 % per year. Finally a
technological process scheme for reducing environmental liabilities based on green chemistry is
proposed.

Keywords: Aspergillus niger, Aspegillus flavus, PAHSs, environmental biotechnology,
Amuay Bay.
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Introduccion

Uno de los retos de la biotecnologia ambiental es la recuperacion de areas impactadas
con hidrocarburos, promoviendo la restauracion de ambientes acuaticos utilizando
tratamientos biologicos y desarrollando diversas estrategias con el fin de mejorar la
calidad ambiental, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del problema [1].
Efectivamente, el crudo de petréleo se caracteriza por ser una matriz energética que
contiene una elevada diversidad de compuestos potencialmente contaminantes, la
revision sobre el tema demuestra que la manera mas factible de descontaminacién del
ambiente con respecto al crudo y los derivados del petroleo es la que se lleva a cabo
mediante el uso de los métodos basados en la actividad metabdlica de microorganismos.
Haciendo asi mismo a la biodegradacion el método maés factible, puesto que es menos
costoso al ser comparado con los medios fisicos, mecanicos y quimicos utilizados en la
eliminacién de contaminantes de hidrocarburos, como el petréleo crudo, el cual es una
mezcla compleja de hidrocarburos de origen natural y que poseen fracciones con una

toxicidad que puede afectar los sistemas vivos [2].

La dispersion de petroleo en el agua expone diversas partes que conforman a los
hidrocarburos en este componente, desde compuestos saturados y aromaéticos
hastaresinas y asfaltenos. Las primeras fracciones corresponden a cadenas lineales y
ramificadas que son susceptibles a degradacion por diversos efectos fisico-quimicos y
también por microorganismos; de igual manera, la fraccion de resinas y asfaltenos
pueden ser removidos con relativa facilidad de medios como el suelo y el agua, pero los
hidrocarburos policiclicos aromaticos, a los que se denominaran en adelante (HPAS),
son de dificil remocidn, considerados contaminantes de interés, tanto para el ambiente
como para la salud humana pues son compuestos recalcitrantes y potencialmente
carcinogénicos con alta capacidad de bioacumulacion en las cadenas troficas [3].
Investigaciones realizadas sobre la biodegradacion microbiana de hidrocarburos
presentes en agua, muestran como los HPAs son susceptibles a ser degradados por la
flora autéctona microbiana, por lo que son de eleccion para ser usados en la remocién
de estos espacios [4]. Ademas, dado que las especies de hongos forman parte de la
microflora en el agua, es posible establecer el papel individual de los hongos en la

degradacion de los hidrocarburos policilcicos aromaticos.
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Los mayores progresos efectuados en cuanto al entendimiento de las capacidades

degradadoras de los hongos del género Aspergillus han sido el resultado de 30 afios de
observaciones y experimentos [5], entre los que destaca el género Aspergillus quien ha
demostrado ser uno de los hongos con capacidad de degradacion de hidrocarburos en
diversos estudios, de hecho el bioaumento de Aspergillus sp. mejora la velocidad y
magnitud de degradacion de los hidrocarburos policiclicos aromaticos en comparacion
con otros microorganismos presentes en un consorcio microbiano [6, 7]. Por otro lado,
es uno de los géneros mas comunes, aislados del agua en espacios tropicales con varias
especies representantes que degradan hidrocarburos policiclicos aromaticos en
condiciones de laboratorio. El aporte que brinda esta investigacion conduce a utilizar a
los hongos autdctonos del género Aspergillus con mayores capacidades de remover
HPAs como catalizadores hidrocarbonoclasticos de los HPAs para la disminucion de los

problemas la presencia de estos en el ambiente marino.

Fundamentacion teorica

El interés de recuperar areas impactadas con crudo, ha promovido investigaciones
enfocadas hacia la restauracion de estas, utilizando catalizadores bioldgicos [8]. Es por
ello que el petroleo se caracteriza por ser un contaminante que contiene una elevada
diversidad de compuestos cuya base son polimeros carbonatados, que van desde alcanos
o hidrocarburos de cadena lineal saturados, pasando por los cicloalcanos con anillos de
carbono que forman a los hidrocarburos aromaticos y los policiclicos aromaticos, hasta
aumentar la complicacion molecular como las resinas, parafinas y asfaltenos. En total
son un conjunto de compuestos carbonados capaces de ser un sustrato ideal para la
bioconversion inducida por catalizadores fangicos que poseen enzimas capaces romper
enlaces carbono-carbono por procesos de oxidacion, Utiles para la biorremediacion [7] y

descontaminacion de matrices como suelo y agua [9].

Hidrocarburos

Se considera como hidrocarburo a una gran familia de compuestos formados por
cadenas de atomos de carbono e hidrogeno, con una estructura quimica disimil la cual
determina su clasificacion. Estos incluyen a los hidrocarburos alifaticos que
basicamente poseen cadenas lineales o ramificadas y pueden encontrase saturados
(alcanos) o insaturados (alquenos y alquinos). Otros hidrocarburos poseen una o varias

cadenas ciclicas, y pueden ser saturados (ciclo alcanos) o con uno o mas anillos
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pencenicos (aromaticos) [15|. Fstos compuestos son aBunaantes en la naturaleza y

posee diversos origenes pero el de mayor interés para el hombre es el petréleo [11].

Contaminacion del agua por hidrocarburos

En la actualidad existen diversas actividades que contaminan el medio maritimo, entre
estas pueden encontrarse las que derivan de la actividad petrolera, la cual pueden verter
a los espacios acuaticos petrdleo crudo o petrdleo refinado, diésel, gasolina, kerosén, y
otros productos obtenidos por destilacion fraccionada y procesamiento quimico del
petréleo crudo generado, bien sea de forma accidental o deliberadamente. Su origen
puede provenir de diferentes fuentes, de buques-tanques, de fugas de los equipos de
perforacion marina u otra fuente proveniente de tierra firme que es arrojada al suelo en
las ciudades y en zonas industriales que, posteriormente, es arrastrada por corrientes

fluviales terminando en los diversos cuerpos de agua de gran importancia.

No obstante, es evidente que la contaminacion se ha intensificado al mismo ritmo en
que se desarrollan las actividades de uso del petréleo como recurso energético con
aumento de los transportes maritimos y de las actividades de perforacién, lo cual ha
provocado el aumento de accidentes ambientales que varian en escala. Uno de los méas
recientes y nefastos fue el producido en la plataforma Deepwater Horizon en el Golfo de
Meéxico por una explosion, la cual fue estimada conservadoramente en 800 mil litros de
petrleo que fueron vertidos al Golfo de México por lo cual se considerada,
actualmente, el accidente de derrame de petréleo méas importante después del Exxon
Valdez [12].

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS) y estructura

La naturaleza de los atomos de carbono propone la posibilidad de poder enlazar su
estructura tetraédrica para formar diversos compuestos mediante enlaces entre atomos
de la misma especie; esto permite la generacién de diversas moléculas que pueden ir
saturandose con hidrégenos como atomos periféricos. Trae como resultado cadenas de
compuestos hidrocarbonados cuya naturaleza inicial es lineal; sin embargo, la
estabilidad de estas cadenas debido a las interacciones moleculares induce sobre estas
estructuras la posibilidad de crear figuras geométricas como el rombo de seis puntas de
naturaleza aromatica el cual se clasifica como una de las estructuras mas estables desde
las escalas moleculares extrapolandose a otras escalas como se observa en las células de
las plantas que poseen estructuras disimiles de seis puntas formando diversos tejidos

vegetales con pared celular, en los panales de las abejas, los quelonios de tortugas, entre
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otras representaciones como el grafeno cuya estructura posee alta flexibilidad y dureza.

Esto se debe a que todos estos elementos mencionados poseen una figura matematica y
geométricamente compatible consigo misma, de modo que los diversos agregados de

estas estructuras generan nuevas estructuras o metaestructuras aln mas estables.

Los hidrocarburos policiclicos aroméaticos Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (HPAS)
son un conjunto de compuestos organicos formados por carbono e hidrdgeno, que se
caracterizan por contener dos o mas anillos de benceno unidos entre si, que pueden
existir en varias disposiciones isoméricas, y son siempre estructuras polinucleares de
tipo aromatico (también se les conoce con el nombre de hidrocarburos polinucleares).
Un HPA resulta de la fusion de dos moléculas de benceno entre los que se conocen unos
100 miembros diferentes con una elevada cantidad de isébmeros y 16 de interés

ambiental por la agencia EPA.

Su estructura es estable termodinamicamente, gracias a su resonancia negativa
proporcionada por sus seis orbitales m por solapamiento ciclico como elemento
fundamental, esto hace que todo compuesto con sistema electronico 7 Sea catalogado
como aromético [13]. En la actualidad, la diversidad geométrica de un compuesto
aromatico es imitada por los ingenieros y arquitectos para la construccion de estructuras
y edificios, es por ello que los hidrocarburos policiclicos aromaticos son tan estables y
sus diversas especies son dificiles de degradar por su alta estabilidad. De hecho, no son
una forma ajena en el universo, ya el telescopio Spitzer ha permitido detectar la
presencia de HAPs en el espacio los cuales son estudiados pasar conocer cémo era el
universo cuando este apenas tenia una cuarta parte de su edad actual de alrededor de 14
mil millones de afos. Es, ademas, una de las mayores formas del carbono en el espacio
entre las estrellas, ampliamente observadas por los astronomos dentro de nuestra propia
galaxia [14].

Biodegradacion de hidrocarburos

Existen varios métodos para la biodegradacion de hidrocarburos pero, en general, es
posible usar dos métodos para la biodegradacion de hidrocarburos. El primero incluye el
uso de microorganismos autdctonos, y el segundo consiste en adicionar poblaciones
foraneas de microorganismos que son escogidos por sus capacidades de degradar
diversas fracciones del petréleo. Este método de siembra de microorganismos requiere
gue sea agregando una cantidad de inoculo mayor a la biomasa que esta presente en el

medio para asegurar la supervivencia del inoculo y su efectividad; sin embargo, ha
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probado Sser menos eticiente. gstos procesos pueden ser acelerados al aplicar
fertilizacion y aeracion la cual son la base de los procesos de bioaumentacion y

bioestimulacion [15].

Homologamente, los hongos capaces de degradar la lignina, conocidos comunmente
como ligninoliticos o lignoliticos, también pueden degradar e incluso mineralizar HPAs,
pues la lignina es una estructura quimica presente en plantas que posee anillos
aromaticos. Este proceso es posible gracias a un conjunto de enzimas constitutivas e
inducibles que logran utilizar estas fuentes de carbono [16-20]. Este tipo de molécula
son compuestos complejos formados por anillos aromaticos, en especial los de tipo
polinuclear condensados, poseen una degradacion méas lenta que los alcanos, mientras
que los compuestos aliciclicos normalmente no son usados como fuente de carbono para
el crecimiento microbiano -bacterias- a no ser que tenga cadenas laterales alifaticas

suficientemente largas.

Por otro lado, estos compuestos pueden ser degradados en consorcios y gremios
bacterianos, que actlan en cooperacion [21]. Sin embargo, no siempre es posible
generar la biodegradacion y conversion completa de este tipo de compuestos por parte
de las bacterias; no obstante, este proceso puede ser realizado por los hongos quienes
poseen una mayor maquinaria enzimatica con capacidad hidrocarbonocléstica. Este
proceso de degradacion de los HPAs puede ser acelerado mediante la manipulacién de

sustratos, del microambiente, y el yergue del estatus aerdbico [22, 23].

Los HPAs en el ambiente

Los HPAs tienen diversos origenes, basicamente las fuentes de estos se resumen en tres:
diagénesis, petrogénica y pirolitica. Los hidrocarburos que se generan por diagénesis
son producto de una fuente natural o biosintesis aunque por esta via se producen
cantidades muy pequefias de hidrocarburos policiclicos aromaticos, por lo tanto, el
aporte al ambiente es minoritario. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos generados
por el petroleo son de origen petrogénico, estos se generan a temperaturas entre 100 y
150° C, junto a elevadas presiones durante millones de afios depositados en sedimentos,

la liberacidn de este tipo de hidrocarburo es producto de actividades antropogénicas.

Los hidrocarburos de origen pirolitico (pirosintesis o pirolisis) son liberados al ambiente
como producto de actividades antropogénicas por la combustion de fosiles, madera y
erupciones, entre otros. Este tipo de hidrocarburo es generado por diversos factores tales

como altas temperaturas, cantidad de combustible, duracion de la combustion y

Rev. Cubana Quim., vol. 28, no. 2 mayo-agosto, 2016. e-ISSN 2224-5421



Biocatalizadores fungicos hidrocarbonoclésticos del genero Aspergillus para la
descontaminacion de agua con Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HPAS)
disponibilidad de oxigeno, factores que determinan la naturaleza y el grado de

formacion de los hidrocarburos policiclicos aromaticos. Una forma de diferenciar a los
HPAs de origen pirolitico del petrogénico es que los de origen pirolitico tienden a
poseer mayor numero de compuestos alquilados debido a la temperatura de formacion
[24-26]. Tanto las fuentes naturales como las antropogénicas, son de interés ambiental:
incendios, erupciones volcanicas, emisiones vehiculares, reacciones cataliticas e
industriales, combustibles fosiles, sistemas de cocina con lefia, estufa de queroseno y
gas butano contribuyen a la liberacion de los hidrocarburos policiclicos aromaticos al
ambiente [26, 27]. Recientemente se ha demostrado que la combustion para cocinar o
calentar es una de las fuentes de emisién mas importantes para la produccion de HPAS

en los paises que no son productores de petroleo [28].

Los HPAs estan presentes en la atmdsfera, litdsfera y la hidrésfera, su comportamiento
de los HPAs en el ambiente estd intimamente relacionado con las caracteristicas
fisicoquimicas y estructura de cada HPAs. De la misma manera, es posible establecer
una relacion entre el transporte atmosférico y los sistemas bioldgicos que son afectados
por los HPAs y sus intermediarios [29]. Los HPAs son incluidos como contaminantes
de interés prioritario, esto se debe a la peligrosidad intrinseca que presentan por su
toxicidad aguda y a la capacidad de efecto teratogénico, mutagénico y carcinogénico

que presentan [13, 30, 31].

La deposicion atmosférica de los HPAs en espacios especificos de la litdsfera puede ser
usada para contar parte de la historia de los efectos antropogénicos. Ademas, en el agua
los HPAs se encuentran presentes producto de diversas fuentes, su acumulacion,
dispersion y distribucion es producto de la hidrodindmica, ciclo hidrolégico,
propiedades fisicoquimicas y origen de formacion del cuerpo de agua, entre las que se
encuentran las de origen volcéanico, aludes o glacial, en esta Gltima, se han encontrado
hidrocarburos policiclicos aromaticos de diversas fuentes en especial de origen
petrogénico, de hecho eventos del deshielo en cuencas urbanas muestran grandes
cantidades de HPAs en aguas superficiales y subterraneas [32]. Un aspecto de interés de
los HPASs en el agua, es que tienden a ser hidrofdébicos, y esta propiedad aumenta cuanto
mayor es el numero de anillos en los HPAS, lo que sugiere que los HPAs de mayor peso
molecular suelen reaccionar con la biota por precipitacion, mientras que los de bajo
peso molecular tienden estar mas tiempo en la columna de agua y algunos por su bajo
peso molecular pueden volatilizarse. Por otro lado, las temperaturas bajas por debajo de
los 30° C, generan un cambio de solubilidad que favorece la adsorcion de los HPAS a
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los sedimentos y las plantas acuaticas, esta tendencia de adsorcion a las superficies

dificulta su biodegradacion, asi como su acumulacion en la cadena tréfica [33-35].

Hongos y su capacidad catalitica hidrocarbonoclastica

La ruptura de enlace carbono-carbono es una propiedad que poseen los hongos para
transformar una gran variedad de compuestos organicos, logrando su conversién a CO>
y H20 lo que ofrece un gran potencial para ser utilizados en procesos de
descontaminacién o remocién de agentes contaminantes. Estas caracteristicas son
producto del sistema enzimatico pues cuenta con una combinacion de enzimas que
participan en el proceso como la lignina peroxidasa (LiP), peroxidasa dependiente de
Mn (MnP); lacasa, una fenoloxidasa que contiene principalmente cobre, y otras
oxidasas como las glioxal oxidasa y superoxidodismutasa [36, 37] la capacidad
altamente oxidante de estas enzimas les otorga una considerable capacidad de degradar
diferentes compuestos organicos polinucleares, asi como diversos compuestos
xenobioticos que pueden ser transformados por hongos; entre estos se encuentran,
fundamentalmente, pesticidas, hidrocarburos aromaticos (benzo-pireno, fenantreno,
pireno), compuestos organicos clorados (pentaclorofenoles, cloroanilinas,

bifenilospoliclorados) azocolorantes,entre otros [38].

Factores que afectan la biodegradacion de los contaminantes: la biodegradacion es
un proceso que requiere de tiempo para el logro de la bioremediacion, para ello es
necesario tomar en cuenta diversos factores que afectan la biodegradacion. Los
principales factores que influyen este proceso son los abidticos y biéticos en un tiempo
finito en horas, dias, meses o0 afios que pueden ser evaluados. Igualmente, los factores
abidticos o fisicoquimicos agrupan aquellos que se relacionan con el contaminante
(estructura quimica, concentraciébn y biodisponibilidad) y las condiciones
medioambientales (pH, humedad, temperatura, disponibilidad de oxigeno y nutrientes);
mientras que los bidticos dependen de los microorganismos (poblaciéon microbiana y
cometabolismo) [21].

Biodisponibilidad: los hidrocarburos son sustratos atractivos para la maquinaria
metabolica de los microorganismos porque de ellos es posible extraer carbono y energia
a partir de su estructura molecular. Sin embargo, su catalisis y posterior anabolismo esta
condicionada a la disponibilidad, lo cual requiere que estos pasen al interior de las
células transfiriendo su integridad molecular a las células microbianas en procesos

metabolicos necesarios para las funciones vegetativas celulares. Por tanto, el término
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DloaISpoNiDITIdad se retiere al contacto entre el nigrocarouro que en el ambiente s un

contaminante y produce efectos nocivos [39]. Pero para el microorganismo es un
sustrato aprovechable que tiene como requisito estar accesibles para su
aprovechamiento; esto se logra con la solubilizacion. Por lo tanto, el aumento de la
solubilizacion del hidrocarburo también aumenta la biodisponibilidad. Si el
contaminante a ser biotransformado posee una barrera fisica 0 quimica que impide la
introduccion de la molécula al interior del microorganismo para ser metabolizado se
afirma que la biodisponibilidad es limitada. Si por el contario la molécula puede ser
introducida con facilidad al sistema metabdlico celular microbiano se considera que la
biodisponiblidad es positiva. Sin embargo, un exceso de biodisponibilidad positiva
puede aumentar su concentracion interior e inducir toxicidad. Una estrategia
comunmente utilizada para aumentar la solubilidad y biodisponibilidad de los
contaminantes poco solubles en el sistema de cultivo es la utilizacion de tensoactivos,
de esta manera la molécula organica penetra al medio intracelular a través de las micelas
del tensoactivo [18], el cual puede ser sintético como: etoxilados, bencenosulfonatos y
microbiano (ramnolipidos, lipopéptidos y emulsanos), estrategia que ha sido

frecuentemente utilizada en el caso de hidrocarburos.

Estructura quimica y concentracion del contaminante: la naturaleza de los
hidrocarburos los hacen ser compuestos organicos que varian en complejidad y su
biodegradabilidad se debe a que es utilizado por los microorganismos como fuente de
carbono [13]. Si el contaminante se encuentra en altas concentraciones su degradacion
es muy pues a ese nivel es toxico para los sistemas biolégicos microbianos. Sin
embargo, la posibilidad de dispersién y solubilizacion son elementos que disminuyen la
concentracion y, con ello, el aumento a ser propensos para ser biotransformados. Si el
sitio de accion o ataque de la enzima degradativa se encuentra bloqueado (isoprenoides
0 moléculas sustituidas con grupos voluminosos COOH, CHz), la reaccion no tendra
lugar, disminuyendo entonces la actividad biodegradativa. Los compuestos alifaticos se
degradan facilmente por oxidaciones sucesivas, pero cuando se incluyen como
sustituyentes alcanos de cadena larga se forman estructuras ramificadas estéricamente
inaccesibles a la degradacion. De la misma forma, los compuestos alifaticos insaturados
se degradan mas lentamente que los saturados debido al impedimento estérico formado
por la nube de hidrogenos. Los compuestos ciclicos y aromaticos se degradan a partir de
la ruptura del anillo, pero la incorporacion de halégenos disminuye la degradabilidad
por estabilizacion del anillo aromatico [13, 40]. De esta manera, la degradacion de
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PCBs_ (bitenilopoliclorado) es mas compleja y mayor aun cuando se encuentra

acomplejada con diversos grupos funcionales que hace menos accesible la ruptura de los
enlaces carbdnicos. Por lo tanto, se tiene el siguiente orden creciente de biodegradacion,
n-alcanos >isoprenoides> aromaticos de bajo peso molecular > cicloalcanos>
poliaroméaticos> moléculas polares [40]. Otro aspecto de interés es que en una mezcla
de hidrocarburos la degradacién sigue el orden SARA, primero son biodegradados
hidrocarburos saturados (S), luego los aromaticos (A), y por ultimo las resinas (S) y

asfaltenos (A).

Hidrocarburos del petrdleo como contaminantes: la transformacion anaerobica de
materia orgénica en condiciones elevadas de temperatura y presion originan al petréleo
que sale a la superficie por fallas naturales, por lo que siempre ha mantenido contacto
con la biosfera. Pero este fendmeno, por lo general, es de baja magnitud al ser
comparado con las actividades de extraccion de crudo en perforaciones petroliferas la
cual se calcula en 2000 millones de toneladas anuales [41]. Aunque la mayoria de los
componentes del petréleo son biodegradables este es un proceso lento. Las actividades
de obtencion, transporte, refinado y eliminacion de residuos arrojan al mar, en
estimaciones conservadoras, 3,2 millones de toneladas de petroleo y sus derivados [42].
Esto se concentra, basicamente, en las zonas de extraccion en los espacios acuaticos y
en las principales rutas de navegacion y proximidades de las refinerias. Estas
actividades producen vertidos que, en ocasiones, exceden la capacidad de
autopurificacion del ecosistema local; ademas, el petréleo que flota en el agua es dificil
de contener y de recoger. Y es un contaminante para la biota marina causando graves
perjuicios econdmicos, estéticos sobre la costa. El costo de limpieza de estos vertidos es
elevado, y a menudo la limpieza alcanza los 2,5 a 4 millones de délares por litro de
petrleo derramado. Con frecuencia, las condiciones climatologicas impiden la
contencion y limpieza de la marea negra. La dispersion del petréleo mediante el uso de
detergentes, o haciéndolo ir al fondo con caliza o arena siliconada son esencialmente
medidas de carécter estético. Estos tratamientos eliminan el petréleo de la superficie
pero aumentan la exposicion de los organismos marinos al contaminante y, por lo tanto,
es mejor evitarlos. La contaminacion con petrdéleo y sus componentes aromaticos alteran
la biota marina aun en concentraciones bajas en partes por millén (ppm), pues son
capaces de alterar los mecanismos de quimiorrecepcion de estos; este efecto es
importancia pues la quimiorrecepcion es fundamental en la basqueda de alimento y en

la reproduccion y generacion de nueva prole [43]. Otro efecto de interés es que algunos
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componentes polinucleados condesados del petroleo son cancerigenos y relativamente

resistentes a la biodegradacion, y pueden ascender por la cadena trofica, contaminando
peces y mariscos [44]. El petroleo es una mezcla compleja de hidrocarburos alifaticos,
aliciclicos (estructuras ciclo alifaticas saturadas) y aromaticos. También contienen una
menor proporcion de compuestos que no son hidrocarburos como &cidos naftalenicos y
fenoles, oles, compuestos heterociclicos de nitrégeno, compuestos de azufre y
metaloporfirina, cada tipo de crudo tiene varios cientos de componentes diferentes; la

composicion ademas varia segun la procedencia del petroleo [45].

Biorremediacion y biodegradacion

La biorremediacién es considerada como la mas deseable aproximacion a la
remediacion de ambientes contaminados con el uso de seres vivos en contraste a
alternativas mas costosas. Estos procesos incluyen tratamientos bioldgicos de
degradacion de compuestos que afectan un ambiente; son eficientes y econdémicos si las
condiciones son optimizadas. Es por ello que la biorremediacion es el resultado del uso
de técnicas que permiten la biodegradacion de los contaminantes. De igual manera, la
biorremediacion incluye la digestion, asimilacion y metalizacion de un compuesto
organico llevado a cabo por bacterias, hongos, protozoos y otros microorganismos. La
biorremediacion es una técnica puede ser aplicada in situ, en el lugar donde se encuentra
la contaminacidn, o ex situ, cuando el contaminante es trasladado a una instalacion para
su tratamiento. La actividad de los organismos presentes en el sitio contaminado se
puede favorecer mejorando determinadas condiciones: edéaficas, afiadiendo nutrientes,
agua, oxigeno y modificando el pH. Otra forma es la introduccion de nuevas especies
para aumentar la concentracion de microbiota presente. La biodegradacion es un
proceso natural, ventajoso no solo por permitir la eliminacion de compuestos nocivos
impidiendo su concentracion, sino que es indispensable para el reciclaje de los
elementos en la biosfera, permitiendo la restitucion de elementos (carbohidratos,
lipidos, proteinas) esenciales en la formacion y crecimiento de los organismos [46]. Los
microorganismos utilizados pueden ser los ya existentes (autdctonos) en el sitio
contaminado o pueden provenir de otros ecosistemas (aléctonos), en cuyo caso deben

ser agregados o inoculados [47].
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Genero Aspergillus y su capacidad catalitica frente a los HPAs

Las diversas especies de genero Aspergillus pertenecen a la familia Trichocomaceae, en
el orden Eurotiales de la clase Eurotimycetes, del Phylum Ascomicota; Reino Fungi,
Dominio Eukaria. Descubiertos en 1729 por Antonio Micheli. El nombre “Aspergillum”
fue colocado por parecerse el hongo al instrumento usado para dispersar agua bendita.
El género Aspergillus comprende unas doscientas especies con gran cantidad de
variedades, tienen una distribucién amplia en la naturaleza y se encuentran en todo el
mundo. Parece adaptarse a un amplio espectro de condiciones ambientales y poseen
conidios resistentes a la variacion de la temperatura, lo cual le proporcionan un buen
mecanismo para su dispersion [1]. Las especies del género Aspergillus se encuentran en
la naturaleza con una alta distribucién pudiéndose aislar de una gran variedad de
substratos. Gracias a la facilidad de dispersion de sus conidios y a su pequefio tamario,
estos pueden permanecer en suspension en el ambiente durante un largo periodo de
tiempo. Estas especies fungicas poseen crecimiento, las especies se definen con base en
las diferencias de la estructura del conidiéforo y la disposicion de los conidios, tales
como el color, la forma y textura de las esporas, lo que han permitido agruparlos en
secciones o grupos. Su morfologia y el color son caracteristicas macroscopicas de las
colonias a tomar en cuenta para la descripcion de las diferentes especies de Aspergillus.
Presentan distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro [1].
Microscopicamente el género se caracteriza por cadenas de conidios pequefios u ovales
a esféricas sostenidas en cadenas en las puntas de fialides radialmente ubicadas sobre la
superficie del apice dilatado del conidiéforo, que se denominan vesiculas [48].

El género Aspergillus es capaz de utilizar las diversas fracciones de los hidrocarburos
desde los TPH hasta las fracciones de resinas y asfaltenos. EI género Aspergillus
constituye un complejo de especies [1] de las cuales se ha probado sus propiedades para
utilizar a los hidrocarburos como fuente de carbono y energia [49]. Este género es
comun encontrarlo en aguas contaminadas con hidrocarburos [50, 51]. EI genero
Aspergillus es capaz de degradar compuestos derivados del petréleo, como el diésel,
gasolina, y kerosén del cual extrae carbono y energia [49, 50, 52, 53]. De igual manera,
ha probado estar presente como un agente degradador en refinerias y en los sistemas de
distribucion de diésel [54], asi como también ser capaz de degradar el 6leo diésel. El
género posee altas propiedades para la degradacién de crudo y sus fracciones SARA
(Saturados, Aromaticos, Resinas y Asfaltenos) [55]. Frente a la fraccion de saturados

son capaces de generar conversiones en los n-alcanos, 70-84 % en poco tiempo [56] asi
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como 1soprenoides y cicloalcanos logrando en esta fraccion hasta la maxima

degradacion comenzando por las cadenas mas cortas y livianos siguiendo por las de
cadena mas larga y ramificados disminuyendo el porcentaje de degradacion a medida

que aumenta la presencia de sustituciones de metilos [57].

Para la fraccion de los arométicos los representantes de este género son capaces de
degradar fenol en 72 horas (58) y diversos HPAs para crecer y utilizar para su
metabolismo energético [57]. Algunos estudios muestran que el género Aspergillus es
capaz de generar mayores degradaciones con HPAs de alto peso molecular 4-7 anillos
[7]. Los hongos del genero Aspergillus poseen propiedades cataliticas con las que es
posible degradar compuestos como los HPAs degradando los anillos que constituyen a
estos compuestos por medio de enzimas. Este género ha sido encontrado en las primeras
fases de extraccion y manipulacion de petréleo como un microorganismo oportunista
capaz de degradar HPAs. Esta capacidad de degradacién de HPAs presenta porcentajes
de eficiencia que varian entre el 60 y 83 %, en especial para degradar antraceno, las
investigaciones sobre la degradacion de los HPAs por hongos del género Aspergillus
muestran que es un proceso dindmico de incluye adsorcién extracelular con
implicaciones de compuestos intracelulares, y los productos transformados no muestran
aparente toxicidad [4, 56, 59, 60]. Otros reportes del tema han mostrado que miembros
del género de Aspergillus pueden producir la conversién de diversos HPAs desde 54 %
hasta 73 % [61], e incluso conseguir degradar 100 % de la fraccion aromatica [49]. De
las fracciones del petréleo como las resinas y los asfaltenos se ha aislado al género
Aspergillus y, de igual manera, se ha reportado su capacidad para degradar a estos en un
rango de 15-28 % y 15-40 % en consorcio con otros hongos [62]. EI género Aspergillus,
es capaz de utilizar activamente crudo [57, 50] y se encuentra dentro del grupo con
mayor capacidad de degradarlo [49, 56, 62].

Las Citocromo P450, es una super familia de monooxigenasas, que incluyen enzimas
clave para los hongos y estd presente en el género Aspergillus. Estas pueden estar
presentes en las mitocondrias y en reticulo endoplasmatico hacia el citosol. EI complejo
enzimatico P450 presente en hongos que permite la oxidacion catalitica de HAPs de
hecho se han identificado un sistema sensible de seis genes inducibles por HAPs de
diversos anillos [63]. En la actualidad se estudia la fracciébn microsomal con técnicas
protedmicas y post-gendmicas avanzadas para su uso en la biotransformacién que
incluye compuestos como los HAPs [64]. Por otro lado, se sugiere que ciertos residuos

de amino é&cidos juegan un papel clave en el posicionamiento de la region de
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Selectividaq especﬁlca para la ox(ﬂacmn ae 105 HAPS |63|. Esta region es conocida

como “region K” la cual es caracteristica estructural comdn de HAP cancerigenos [65] y

son criticos para la unién entre el sustrato y su oxidacion.
Materiales y métodos

Zona de estudio y toma de muestra

Las especies para el estudio fueron colectadas de en La Bahia de Amuay, la zona se
caracteriza por ser un espacio acuatico certleo donde entran barcos de gran calado,
limitando por una zona playera y turistica. Por otro lado, existe una zona donde se
encuentran manglares en crecimiento de las especies Avicenniagerminans L., que estan
muy cerca de la zona de estudio. Las muestras fueron seleccionadas en cuatro estaciones
mediante el GPS Garmin 60, segln las siguientes coordenadas UTM, (E1) 19P368089-
1301096; (E2) 19P368403 -1301096; (E3) 19P368701-1300389; (E4) 19P36708-
1299912. Se aplic6 un muestreo en cuatro estaciones realizando un muestreo aleatorio
por triplicado en la linea de costa recolectando las muestras en embaces de vidrio de
125 mL previamente esterilizados para posteriormente ser refrigeradas a una

temperatura de 20 °C para los ensayos en el laboratorio.

Aislamiento y caracterizacion

Los catalizadores fueron aislados a partir de un medio de enriquecimiento Czapek-
CzapekDox maodificado, a una concentracion de K:HPO4 1g, NaNOs 2g, KCI 0,5¢,
MgSO47H20 0,59, FeSO47H20 0,001g [66], esterilizado en autoclave a 121°C a 1
atmosfera extra de presion, el medio fue ajustando a pH 5,5 con una solucion de HCI
mas la adicion de un HPA de referencia, antraceno a 400 ppm diluido n-hexano. Las
diversas cepas resultantes fueron utilizadas para la caracterizacion macro y
micromorfolégica. Los diversos caracteres fueron agrupados en tablas descriptivas para

su analisis y comparacion.

Preparacion del catalizador

Las diversas cepas aisladas y caracterizadas del genero Aspergillus fueron propagadas
por triplicado en medio solido Sabouraud preparado a una concentracion de 5 g de
peptona de caseina, 5 g de digerido pancreético de tejido animal, 40 g de dextrosa, 15 g
de agar bacteriologico 15 g disuelto en un 1 L de agua destilada, a pH 5,6 £ 0,2 a
temperatura ambiente 25 °C y, posteriormente, esterilizados por calor himedo en
autoclave a 15 libras de presion a 120 °C, dispensado en envases de vidrio previamente

esterilizados de forma inclinada, e incubado a 30 °C por 10 dias. Cada envase fue
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resembrado por el metodo de estria con asa. De las diversas cepas se colectaron esporas

vivaces en una solucion salina esteril al 0,9 %; en una pipeta Pasteur, la suspension de
esporas se vacié a un matraz tomando 5 mL de estas y aforando a 50 mL con agua
destilada, logrando una dilucién de 5:50 con un factor de dilucion de 10 X,
posteriormente se contd la concentracion de esporas a través del microscopio aplicando
el método de conteo con camara de Neubauer, se contaron las esporas en la cadmara

utilizando la dilucion adecuada, y la concentracion de esporas se determind aplicando la

ecuacion 1:

MNE
ESPGTMX“L - SRl x F (l)
donde

NE: Namero de esporas; SR: Superficie Recontada (mm?); PdC: Profundidad de la
Camara (mm); F: Factor de Dilucion; Superficie recontada: Cuadrado grande: 1 mm?;

Cuadrado de grupo: 0,04 mm?; Cuadrado pequefio: 0,025 mm?.

Para determinar el nimero de esporas por uL?, se contaron las esporas, y el nimero
resultante fue dividido entre la superficie recontada en cuadro de grupo en 4 cuadrados
(4 x 1 mm?) = 4 mm?. La profundidad de la camara utilizada fue de 0,1 mm vy la
dilucion fue de 5:50. Los valores resultantes fueron ajustados a una concentracion

deseada, para ello se aplicé la ecuacion 2 de balance de masas:

¥ =01 2)

Evaluacion de la capacidad carbonoclastica de los catalizadores fungicos
Se aplico un ensayo para probar la capacidad de los catalizadores flngicos de crecer y
usar HPA, se probaron varios tratamientos, dos controles positivos como fuente de
carbono en medio Czapeck, uno con sacarosa (CS) y otro con glucosa (CG), un control
negativo el cual consistié de medio Czapeck sin fuente de carbono (C), de igual manera
se prepararon dos tratamientos a los que se les adicion6 como fuente de carbono,
antraceno a 400 ppm diluido n-hexano, uno en medio Czapeck (CH) y otro en agua
destilada de La Bahia de Amuay (CH20). Para cada tratamiento se sembro por
triplicado 0,5 mL de inoculos de Aspergillusflavus y Aspergillus niger por separado,
previamente ajustados en tubos de ensayos 16x150 mL con 10 mL en medio liquido,
para 8, 15, 30, 90, 180, 360 dias incubadas a 30 °C con agitacién a 150 rpm en una
incubadora marca LAB-LINE modelo AMBI-Hi-LO CHAMBLB.
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Determinacion de HPAs

El andlisis de hidrocarburos se realizé por espectrofotometria, los HPAs totales fueron
analizados por el método EPA 418.1 modificado, este se logré con una extraccién
liquido-liquido con 25 mL con solventes de extraccion en un embudo de separacion,
después de ser agitada la fase acuosa fue separada de la fase organica, posteriormente se
realiz6 una segunda extraccion con otros 25 mL de solvente, la fase orgénica se evaporo
al vacio en un equipo Bichi ® Rotavapor R-205 para obtener una solucion concentrada
de hidrocarburos que fue posteriormente cuantificada por espectrofotometria segun el

meétodo normalizado[67].

Anélisis matematico del crecimiento fungico

Se evaluo la cinética de los biocatalizadores determinando, la biomasa o concentracion
celular y la disminucion de HPAs como sustratos, estos datos permitieron el calculo de
la constante de crecimiento de microorganismos en funcion de la concentracion de
sustratos («) de forma experimental. La eficiencia de degradacion se evalud por el

consumo del sustrato calculando el (%) de degradacidn. Segun las ecuaciones 3 y 4:

dx f —togiak,
pX = E_)X =X, eft—u = Gg”':*’;mofm “(Ley de Malthus, 1798)/68/(3)

X: Concentracion celular en masa (g célula seca/ L); t: Tiempo (Dias); u: Velocidad de

crecimiento (g. Dias™)

EZconcHPAS (inicial)- ZconeHPAE= (final)
EconcHPAS (inicial)

Porcentaje de degradaciont = 169/(4)

Propuesta del esquema tecnoldgico

Se establecid un esquema tecnoldgico en base al siguiente balance energético (ecuacion
5):

Sustrato + Biomasa — Productos + Mayor Cantidad de
Extracelulares Biomasa

Y5+ X - X P + nX0®

Se tomo en cuenta la preparacion previa del biocatalizador, y las variables finales para

la representacion del esquema tecnologico.

Analisis estadistico
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Los datos obtenidos de la cinetica fueron agrupados en tablas de contingencia, y

sometidos a una prueba de varianza. Se consideraron las diferencias significativas
cuando el valor de p<0,05 para los datos estudiados. De igual manera, las unidades
experimentales, se aplicé un examen mediante la técnica de evaluacién multivariada.
Esta data fue procesada con un algoritmo aglomerativo de encadenamiento promedio,
para establecer un conjunto jerarquico de conglomerados, analizando los cluster y

estableciendo diferencias entre las distancias euclideas promedio.
Resultados y discusion

Caracterizacion Microbiana

Las diversas muestras colectadas en la zona de estudio nos permitieron aislar y
caracterizar cepas fungicas autdctonas del género Aspergillus. Se aislaron dos especies y
tres cepas, dos de Aspergillus flavus y una de Aspergillus niger (tabla 1). Las cepas de
Aspergillus flavus presentaron variantes macroscopicas caracteristicas que oscilaron
entre las dos cepas con formas redondas o irregulares al ser evaluadas en placa, con
elevaciones en su crecimiento maximo dentro de la placa, se presentaron dos colores
superiores verde y amarillo, los cuales son una caracteristica macroscépica distintiva de
la especie y micelio de color blanco con reversos incoloros [1]. Las cepas de Aspergillus
niger presentaron caracteristicas macromorfoldgicas de cuerpos fructiferos elevados con
bordes ramificados de color negro caracteristico y distintivito de la especie, presentaron
un micelio poco visible con una faz incolora [1], las diversas especies evaluadas del
género Aspergillus fueron preparadas como catalizadores fangicos probando su
capacidad carbonocléstica sobre HPAs para el desarrollo de tecnologias que permitan la
recuperacion de ecosistemas marinos impactados por hidrocarburos policiclicos

aromaticos HPAs.

TABLA 1. CARACTERIZACION MACRO Y MICROSCOPICA
DE ESPECIES DE ASPERGILLUS AISLADAS

N | Cepa Micromorfologia | Macromorfologia
Borde Elevacion | Color Forma
2 | M1234 | Aspergillus niger | Ramificado | Elevado Negro Algodonoso
3 | M23 Aspergillus flavus | Entero Elevado Verde Redondo
5 | M1234 | Aspergillus flavus | Entero Elevado Amarillo | Irregular

Los resultados mostraron caracteres distintivos para el género Aspergillus con
estructuras mitospdricas e hifas especializadas o conidioforos, los cuales son las hifas

reproductoras. Sobre estas estructuras se encontraron células conidiogénicas que dan
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origen a esporas asexuales o conidios que son el medio por el cual el hongo se propaga

y da origen a otros clones de la misma especie cuando consigue condiciones
ambientales y de nutrientes favorables para su crecimiento. Los diversos conidiéforos
fueron caracteristicos de las especies del genero Aspergillus, las cuales fueron

unicelulares y poseian tres zonas bien diferenciadas, el estipe, la vesicula y las fialides.

Todos los aislados presentaron caracteristicas y tamafios estructurales en sus cuerpos
fructiferos propios de cada especie (tabla 2) las cepas de Aspergillus flavus presentaron
caracteristicas morfotaxonémicas microscopicas con cabezas conidialesuniseriadas
radiales, vesiculas esféricas, con métulas cuya estructura abarcd toda la superficie de la
vesicula [1], uno de los aspectos de interés de esta especie es que la identificacion de la
seccién Flavi aln esta basada en criterios unicamente morfologico ya que los aspectos
de identificacion polifasica evidencian diferencias tan pequefias en las que aln no existe
consenso para definirlo como una subespecie o variedad por lo que alin se considera
como una especie [70].
TABLA 2. DIAMETRO DE COLONIAS Y DIMENSIONES ESTRUCTURALES

DE LAS ESPECIES DEL GENERO ASPERGILLUS DEL PHYLUM ASCOMYCOTA
DEL ORDEN EUROTIALES CARACTERIZADAS.

Caracteristica A. flavus | A. niger
Diametro de Colonia en Czapeck (mm) 60-65 55-60
Estipe (longitud, pm) 500-700 400-2500
Vesicula (anchura, pm) 20-45 30-75
Métula (um) 8-10x5-7 | 12-20x3-6
Fialides (um) 8-12x3-4 | 7-10x3-4
Conidios (um) 3-6 3,5-4,5

Las cepas de la especie Aspergillus niger presentaron caracteristicas
microscopicas con cabezas conidiales biseriadas y totalmente radiales, vesicula
redonda y métulas en toda la estructura radial, con conidios globosos y rugosos
de color oscuro, su identificacion incluye el nombre propuesto por [71] tomando
en cuenta que tanto la clasificacion como seccién Nigri o el complejo de
especies A. niger aun sigue basandose en caracteres morfoldgicos para su
distincion. Unos de los aspectos de interés es que dentro del phylun Ascomycota
el orden mas comun es el Eurotiales y dentro de este dentro este orden uno delos
géneros con mayor frecuencia de aparicion cosmopolita asociada a la

degradacion de hidrocarburos es el género Aspergillus [49].

Biocatalizadores fungicos
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Los metodos aplicados lograron recuperar esporas viables frescas del genero

Aspergillus con cepas de las especies Aspergillus niger y Aspergillus flavus cuyas
caracteristicas son similares a una patente propuesta para catalizadores fungicos [72].
Estas se suspendieron en una solucion isotdnica estéril de NaCL la cual se ajusto en 1,5
x10° esporas/ pL? escalando su volumen a los diversos tratamientos para cada
microcosmo para activar la bioconversion in vivo del catalizador fungico y propiciar la

actividad carbonocléstica sobre los hidrocarburos policiclicos aromaticos (tabla 3).

TABLA 3. CONSTANTE DE CRECIMIENTO DE BIOCATALIZADORES

DEL GENERO ASPERGILLUS HIDROCARBONOCLASTICOS
EVALUADOS MEDIDAS EN M (G /DIAS)

Aspergillus niger Aspergillus flavus

Dias | C CS CG |CH |H0 |C CS CG |CH |H20

15 0,000 | 0,019 | 0,006 | 0,007 | 0,010 | 0,001 | 0,007 | 0,072 | 0,058 | 0,126

30 |0,000 |0,010 | 0,031 | 0,037 | 0,022 | 0,001 | 0,041 | 0,072 | 0,055 | 0,084

90 0,000 | 0,015 | 0,022 | 0,024 | 0,019 | 0,000 | 0,024 | 0,038 | 0,034 | 0,049

180 | 0,000 | 0,021 | 0,032 | 0,034 | 0,016 | 0,000 | 0,032 | 0,047 | 0,041 | 0,059

360 | 0,000 | 0,021 | 0,031 | 0,041 | 0,024 | 0,000 | 0,034 | 0,049 | 0,044 | 0,061

C: Czapeck sin fuente de carbono; CG: Czapeck + glucosa; CS control positivo 1; Czapeck +
sacarosa control positivo 2; CH: Czapeck + HPAs; CH20: Agua de La Bahia de Amuay.

Capacidad carbonoclistica de los catalizadores fiingicos

La evaluacion de las velocidades de crecimiento mediante la ecuacion cinética
empleada para el célculo de u en las diversas especies empleadas como biocatalizadores
mostrd en los controles positivos como valor minimo 0,010 g.dias™ y méaximo 0,032
g.dias™tpara A. niger. De igual manera, el X fue de 0,007 g.dias’como valor minimo y
0,072 g.dias™ como valor maximo de u para A. flavus, Las unidades experimentales
presentaron valores minimo y maximo de 0,007 g.dias® y 0,041 g.dias®
respectivamente para A. niger y 0,041 g.dias™y 0,126 g.dias™ respectivamente para A.
flavus. Las méaximas velocidades de crecimiento se encontraron entre los 15 a 30 dias
con un maximo de 0,084-0,126 g.dias™ equivalentes a la capacidad de degradar los HPA
como un sustrato que proporciona fuente de carbono y energia para la produccion de

biomasa a esta tasa de crecimiento.

Los biocatalizadores presentaron diversos porcentajes de degradacion segun el tiempo
establecido (tabla 4), durante los primeros 8-15 dias los porcentajes de degradacién
fueron superiores al 10 % con una media de 19 % y un punto maximo de 31 % en los

hongos evaluados dentro de los microscosmos que contenian agua de La Bahia. Entre

Rev. Cubana Quim., vol. 28, no. 2 mayo-agosto, 2016. e-ISSN 2224-5421



José Araujo, Francisco Yegres, Guillermo Barreto, A. Angel Antequera,
Belkys Depool, Yarubit Rojas
[0S 15-30 aras se presentaron porcentajes de degradacion superiores al 20 % con una

media de 29 % y un maximo de 40 % similares a lo reportado por otros autores [49]. De
igual manera entre los 30-90 dias se obtuvo porcentajes superiores al 50 % con una
media del 61 % y un maximo de 68 % [4, 56, 59, 60, 61]. Las maximas conversiones
con mayores rendimientos fueron entre los 90-180 dias con porcentajes de degradacion
con un minimo de 90 % un promedio de 94 % y un méximo del 95 % entre los 180 y
360 dias fue posible la conversion total y remocion total del hidrocarburo dentro de los
microcosmos evaluados, estudios similares han mostrado degradaciones desde 72-95 %
hasta una 99 % aunque en tiempo disimiles a nuestro estudio [73]. Las especies
estudiadas se encuentran dentro de un grupo capaz de generar conversiones
carbonoclasticas puesto que la revision sobre el tema de degradacion de hidrocarburos
como fuente energética establece entre las especies representativas a del género
Aspergillus. Varios estudios demuestran que Aspergillus niger es capaz de degradar con
facilidad HPAs [74, 75] y como especie es utilizada como un catalizador de interés en la
industria clasificada como GRAS (Generally Regarded As Safe) por su amplia
capacidad enzimatica. De hecho es posible encontrar a A. niger con capacidad de
degradar diversos tipos de HPAs. [73]. De igual manera, Aspergillus flavus se probado
ser capaz de degradar diversos tipos de hidrocarburos [76], incluyendo la fraccion
aromatica [49].

TABLA 4. PORCENTAJE DE DEGRADACION DE HPAS
DE LOS BIOCATALIZADORES HIDROCARBONOCLASTICOS

Aspergillus niger | Aspergillus flavus
Dias CH H20 CH H20
8-15. 14 31 17 13
15-30 24 40 30 23
30-90 62 52 68 63
90-180 |95 90 94 95
180-360 | 100 100 100 100

CH:Czapeck + HPAs; CH20: Agua de La Bahia de Amuay.

Los catalizadores del género Aspergillus probados en los diferentes tratamientos
mostraron ser capaces de crecer en presencia de carbono de diferente procedencia. Al
evaluar el aumento de transferencia de carbono en el proceso de biocatalisis fungica se
evidencia que las cepas de Aspergillus niger [A] y Aspergillus flavus [B], (figura 1)
incorporaron a su biomasa el carbono presente en el medio de cultivo. Ambos

microcosmos mostraron crecimientos consistentes con el modelo de crecimiento
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exponencial o Ley de Malthus. Los controles positivos en Czpeck con sacarosa y

glucosa presentaron aumentos en la biomasa y no presentaron diferencias
estadisticamente significativas; sin embargo, estos siempre estuvieron con valores
superiores a las unidades experimentales evaluadas, pues este tipo de carbono es mas
accesible y su uso solo requiere de enzimas constitutivas. Las unidades experimentales
estuvieron por debajo de esta, puesto que este tipo avidez es producto de la activacion
molecular de sefializacién para enzimas inducibles. El control negativo en medio
Czapeck sin fuente de carbono no present6 aumento de biomasa. El estudio metabdlico
sobre el uso de estos carbohidratos por el género Aspergillus y las cepas estudiadas
propone el aprovechamiento de los carbohidratos segun su concentracion y la capacidad
de inducir comportamientos de represion y activacion catabolica, que impulsan rutas
anapleroticas para su uso [77, 78] lo que permite desplazar el control de la glucolisis
para su aprovechamiento desde la ingenieria metabdlica.
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Figura 1. Biomasa medida en g de las especies [A] Aspergillus niger, [B] Aspergillus
flavuscomo biocatalizadres hidrocarbonoclasticos
evaluados con diversos tratamientos

Los tratamientos para las unidades experimentales evaluadas presentaron valores de
yergue en la biomasa y comportamiento similares a los controles positivos quienes
incorporaron carbono disponible del que se propone sea de la fuente proporcionada la
cual fue de los HPAs presentes en el medio. Esto es posible ya que el género
Aspergillus posee un conjunto de oxidasas que le permiten la transformacion de

compuestos aromaticos como los HPAs presentes unidades experimentales de Czapeck

Rev. Cubana Quim., vol. 28, no. 2 mayo-agosto, 2016. e-ISSN 2224-5421



José Araujo, Francisco Yegres, Guillermo Barreto, A. Angel Antequera,

Belkys Depool, Yarubit Rojas
con hidrocarburos (CFU y agua de Ea Bania ZEHzo) los cuales presentaron crecimientos

durante el tiempo establecido similar a lo reportado por [49, 62] de hecho la actividad

oxigenasa de Aspergillus sobre los HPA aumenta su actividad cuando es mayor el
namero de anillos en los hidrocarburos con un orden de actividad de benceno <
antraceno < fenantreno < pireno. Este tipo de actividad enzimatica tiene como primer
paso asimilatorio la formacion de moléculas intermediarias donadoras de electrones
conocidas como sustratos de partida la cuales son donadores de electrones estas son el
catecol, protocatecuato y el gentisato [79, 80, 81] que son transformados por
degradacidn aerobia por las oxigenasas que incorporan el carbono al ciclo de Krebs, por
medio de succinato, acetil-CoA, piruvato o bajo una via glucolitica anaplerética [82],
que incluye la obtencion de energia a partir de los HPA [57] en reacciones de oxido-
reduccion de la cadena respiratoria la cual constituye el principio bioquimico de la

biorremediacion [83].

Este estudio (figura 2) demuestra como disminuye la concentracion de los hidrocarburos
HPAs e inversamente proporcional aumenta la biomasa de los biocatalizadores. Entre
los 8-15 se evidencia una dindmica de fase de adaptacion tipica a partir de 15 hasta 180
se evidencia una fase tipica de crecimiento exponencial de la biomasa. De igual manera,
se evidencia que las mayores degradaciones fueron entre los 90 y 180 dias consistente
con otras investigaciones que tratan sobre el tema, la cual propone la influencia del
tiempo en el resultado lo que relaciona estos datos con la capacidad méxima de
adaptacion con aumento de biomasa y constante de crecimiento (tabla 4) asi como la
disminucion de la concentracion de los HPAs como sustrato [49]. Los resultados
obtenidos son consistentes con el modelo no estructurado de crecimiento en el cual se
relaciona el aumento de la biomasa del microorganismo y con la variacion de la
concentracion del sustrato, el cual suele ser limitante [75]. Se presenta una correlacién
directa con la Ley de Malthus [68] (ver ecuacién 3) en el que se describe un crecimiento
balanceado en el que fue posible describir el sistema en el que existe un consumo del
sustrato y un aumento de la biomasa, sin embargo este sistema no puede describir la
fase estacionaria y solo es util para los sistemas naturales donde la disponibilidad de

sustrato tiende a ser ilimitada para el sistema.
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Figura 2. Crecimiento de biomasa y Disminucion de los HPAs como sustrato sometidos a
biocatalizadores hidrocarbonoclasticos evaluados con diversos tratamientos.

El uso del carbono proveniente de los HPAs es producto de la escision del anillo
aromatico el cual es usado como fuente de carbono [84] disminuyendo su presencia
dentro de los microcosmos evaluados y su disminucién es equivalente a la
descontaminacidn de matrices como el agua la cual es el mas conspicuo vehiculo de este
tipo de contaminante de interés ambiental por su parcial insolubilidad lo que lo hace
persistente en esta matriz y capaz de incorporarse a las cadenas troficas, ya que posee
caracteristicas quimicas que le permiten unirse a los tejidos celulares y ser capaz de
producir efectos teratogénicos y mutagénicos, que conducen a efectos para la salud en
los seres humanos, por lo que pueden provocar cancer [3]. No obstante, son capaces de
generar efectos en los puntos de acceso a disruptores endocrinos causando efectos sobre
la salud reproductiva [63]. Nuestros resultados muestran una evaluacién de la cinética
microbiana ya que las unidades experimentales presentaron como Unica fuente de
carbono al hidrocarburo (HPAS) el cual dentro del sistema es el sustrato limitante que al
disminuir en el cultivo también afecta directamente el crecimiento generando limites

segun su disponibilidad por lo que es posible evaluar los aspectos experimentales.

Rev. Cubana Quim., vol. 28, no. 2 mayo-agosto, 2016. e-ISSN 2224-5421

Biomasa de Biocatalizadores [g/L]



José Araujo, Francisco Yegres, Guillermo Barreto, A. Angel Antequera,
Belkys Depool, Yarubit Rojas

A través del andlisis multivariado de los componentes principales y analisis de cluster.
Se estructuraron jerarquias por similitud que dimensionaron las variables, se destaca la
formacion de dos grandes grupos compuestos en el dendograma o arbol binario figura 3
entre el aumento de la biomasa y la degradacion de los HPAs estos dos grupos
heterogéneos poseen una variabilidad interna homogénea con reconocimiento de
patrones. Cada rama posee dos nodos diferenciados entre la biomasa y la degradacion
de HPAs.

A. nigerBiomasa H,0

A. flavusBiomasa H,O
5

A. flavusBiomasa CH
A. nigerBiomasa CH
A. nigerHPA CH
A. nigerHPA H,O

A. nigerHPA CH ?
A. nigerHPA H,O
-0,'09 o,'41 0,'90 1,'40 1,'90
Distancia

Figura 3. Analisis multivariado de degradacion y aumento de biomasa
para los diversos tratamientos

Esquema tecnoldgico
Entre los fendmenos basicos a tener en cuenta en el caso de transformaciones

microbianas son destacables la transferencia de materia entre las fases del sistema.

Al determinar los valores de aumento de biomasa y disminucion de HPAs se obtuvo un
balance de materia que permitio establecer las condiciones del esquema tecnolégico. El
sistema tecnoldgico se establece en funcion de los elementos de entrada y salida en el
flujo del proceso a partir de los resultados obtenidos y complementado con la
bibliografia consultada. Esto permite establecer las fases de interés y para la preparacion
del biocatalizador y establecimiento de sus propiedades biocataliticas el biotratamiento
y separacion entre el aumento de la biomasa y la descontaminacion del agua con HPAs.
En la figura 4 se describe el proceso de descontaminacion aplicando biocatalizadores

fangicos de género Aspergillus.
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Figura 4. Descripcion del Proceso de descontaminacién aplicando biocatalizadores
flngicos de género Aspergillus

Conclusiones

Los hongos filamentosos del género Aspergillus se desarrollan en ambientes donde la
fuente de carbono es de dificil acceso y proviene de compuestos recalcitrantes debido
a la extraordinaria capacidad de adaptarse a los cambios ambientales utilizando su
maquinaria enzimatica la cual es util para hacer disponibles compuestos toxicos,
exdgenos y xenobioticos, por lo que son capaces de crecer en ambientes donde estan
presentes los HPAs y juegan un papel de interés en la mineralizacion de este tipo de
contaminante ambiental. Es por esto que son una elecciobn para generacién de
tecnologias que permitan la catalisis de reacciones carbonoclasticas para la remocion
y descontaminacién de matrices como los cuerpos de agua. Los catalizadores
hidrocarnoclésticos utilizados son efectivos para la descontaminacién de aguas
contaminadas con HPAs. Se propone el aislamiento e inmovilizacion de las enzimas

hidrocarbonoclasticas para procesos de biorremediacién a gran escala.
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