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INTRODUCCION

Uno de los principales y continuos problemas ambientales es la contaminacion del suelo
producida por las actividades humanas relacionadas al manejo del petréleo y sus productos
derivados. Existen esfuerzos claros para intentar reducir dicha contaminacién, por ejemplo, a
través del desarrollo de alternativas para la sustitucion o complemento de los combustibles
fésiles, como los biocombustibles. Asimismo, en las ultimas décadas se han aplicado distintas
tecnologias para la remediacion de los suelos contaminados con la intencion de corregir y
reducir la concentracion de hidrocarburos en los mismos. En particular, la biorremediacion
surge como una rama de la biotecnologia que busca resolver los problemas de contaminacién
mediante el uso de microorganismos capaces de degradar compuestos que provocan
desequilibrios en el medio ambiente y en los ecosistemas (Gibson & Sayler, 1992). Dado que
los hongos son descomponedores por excelencia y productores de enzimas extracelulares y
acidos capaces de descomponer compuestos organicos complejos, la micorremediacién se
presenta como un acercamiento viable para lograr la depuracién biolégica de entornos
contaminados con compuestos recalcitrantes.
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Conocer el potencial biodegradador in vitro de mohos aislados de suelos contaminados con
biocarburantes provenientes de diversas areas geograficas (ciudad de Santa Fe, provincia de
Santa Fe y Vaca Muerta, provincia de Neuquén), con énfasis en la region Santa Fe.

Especificos

Analizar la biodiversidad cultivable de mohos presentes en los suelos contaminados con
biocarburantes de las diferentes zonas geograficas y en una muestra de combustible diésel
liqguido comercial contaminado. Comparar si existen diferencias en cuanto al recuento y
rigueza fangica entre las diversas regiones geograficas. Evaluar in vitro el poder
biodegradador que presentan los mohos aislados de los sistemas edaficos contaminados con
hidrocarburos.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron por triplicado muestras de suelo de la ciudad de Santa Fe de 2 zonas de expendio
y recarga de combustible. Asimismo, se tomaron por triplicado 2 muestras de suelo de
regiones petroleras con contaminaciones crénicas con hidrocarburos en Vaca Muerta,
Neuquén. Ademas, se tomd por triplicado 1 muestra de los sedimentos de tanques de
combustibles (fundamentalmente diésel) asociados a grupos electrégenos, con una aparente
contaminacién fungica, ubicados en la planta piloto del INTEC, Santa Fe. Cada muestra se
deposité independientemente en recipientes estériles y se transportaron al laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ingenieria Quimica (FIQ) de la Universidad Nacional del
Litoral, en Santa Fe, para su analisis.

Se aislaron e identificaron taxonémicamente hongos filamentosos de las muestras. Para ello,
se utilizaron los criterios y claves taxondmicas propuestas por Pitt & Hocking (2009) y Klich &
Pitt (1998); ademas, se usd bibliografia accesoria. Se estudié la riqueza especifica, la
similitud/disimilitud (indice de Jaccard) de las muestras y se determind la frecuencia
porcentual de los géneros aislados e identificados en los medios de cultivo Agar Extracto de
Malta (MEA) y Papa Dextrosa Agar (PDA).

A los hongos filamentosos identificados se les realizaron estudios de crecimiento en un medio
Agar Mineral Inorganico (AMI) con agregado de un 2% (v/v) de diésel comercial Infinia Mezcla
B10. Este estudio se utilizd para la seleccion de las cepas que se utilizaron para la
biodegradacién in vitro.

Se seleccionaron 4 especies (Byssochlamys spectabilis, Fusarium falciforme, Fusarium
sporotrichioides y Mucor hiemalis) para llevar a cabo los estudios de biodegradacién in vitro.
Se estudiaron los porcentajes de biodegradacién utilizando técnicas gravimétricas vy
cromatograficas (GC-FID).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron 13 géneros de hongos filamentosos en el medio de cultivo Agar Extracto de
Malta (MEA) y 8 géneros en el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA). Para la
identificacion hasta el nivel taxondmico de especie solo se utilizaron los aislados obtenidos
del medio MEA, ya que el mismo, a diferencia del medio PDA, cuenta con extracto de malta y
peptona de caseina, componentes que proporcionan una mayor fuente de nutrientes para
lograr el crecimiento de una mayor variabilidad de hongos. Se aislaron 12 especies:
Aureobasidium pullulans, Byssochlamys spectabilis, Cladosporium cladosporioides,

< 1 e
delLitoral NACIONAL ot LITORAL




[ ]
Encuentro
de Jévenes
Investigadores

Didymella glomerata, Fusarium avenaceum, Fusarium falciforme, Fusarium sporotrichioides,
Mucor hiemalis, Penicillium aethiopicum, Penicillium glabrum, Penicillium polonicum,
Talaromyces pinophilus y micelio estéril sin esporular. Las especies encontradas en nuestro
trabajo se aprecian también con las encontradas por Pernia et al. (2012). Estos autores
pudieron aislar las especies A. pullulans, B. spectabilis, C. cladosporioides, D. glomerata, F.
avenaceum, P. glabrum y T. pinophilus de diferentes sustratos contaminados con
hidrocarburos y sus derivados.

La riqueza especifica (S) es en la muestra 2a S=5, en la muestra 2b S=6, en la muestra 3a
S=2 y en la muestra 3b S=2. Como se puede observar, hubo una mayor riqueza de especies
en las muestras que corresponden a la ciudad de Santa Fe (2a y 2b) que aquellas que
corresponden a la zona de Vaca Muerta, Neuquén (3a y 3b). Asimismo, no hay especies
compartidas entre las muestras pertenecientes a cada provincia (= 0).

Los géneros que mayor frecuencia porcentual presentaron en el medio MEA fueron Penicillium
y Aureobasidium (ambos con una frecuencia de 60%); Chrysosporium, Fusariumy Scytalidium
(todos con una frecuencia del 40%) y, por ultimo, los géneros Alternaria, Byssochlamys,
Cladosporium, Didymella, Mucor, Phoma, Talaromyces y Trichocladium, todos con una
frecuencia del 20%. Ademas, en medio PDA, el género que mayor frecuencia porcentual
presentd fue Aureobasidium (60%); seguido por Chrysosporium, y Penicillium (40%) y por
ultimo, con una frecuencia del 20%, los géneros Alternaria, Fusarium, Mucor, Phoma y
Scytalidium.

Todas las especies en estudio, a excepcion de A. pullulans, crecieron en medio AMI (Agar
Mineral Inorganico) con el agregado de un 2% (v/v) de diésel comercial Infinia Mezcla B10.
Asi, podemos considerar todas estas especies como hidrocarbonoclasticas, ya que utilizan el
contaminante como fuente de carbono y energia (Pernia et al., 2012).

Las 4 cepas que se seleccionaron debido a que presentaron mayor crecimiento en medio AMI
con el agregado de 2% (v/v) de diésel comercial Infinia Mezcla B10 (radio maximo de la
colonia) fueron: B. spectabilis, F. falciforme, F. sporotrichioidesy M. hiemalis.

En la Tabla 1 se observa el porcentaje de degradacion del combustible provocado por cada
microorganismo en estudio determinado empleando por técnica gravimétrica y analisis de los
productos de degradacién por cromatografia gaseosa (GC-FID).

Tabla 1. Porcentaje de biodegradacion de la mezcla comercial de hidrocarburos (%)*

GC-FID Gravimetria
weda DU yga  Desiactn
B. spectabilis 23,692 6,88 23,582 2,97
F. falciforme 32,48¢ 1,45 38,46¢ 4,20
F. sporotrichioides 31,043 4,95 30,262 3,37
M. hiemalis 31,632 1,00 33,662 5,44

*No hay diferencia estadisticamente significativa del porcentaje de biodegradacion de
hidrocarburos obtenidos por cada técnica empleada (p = 0,64).
a¢ |_etras diferentes indican diferencias significativas entre especies (p < 0,05).

En la Figura 1 se muestra una serie de cromatogramas que revela la biodegradacién del
biodiésel B10 que permite observar la comparacion entre las cuatro especies utilizadas y el
control. En dicha figura ha sido posible observar que las cuatro especies utilizadas usaron de
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diferente manera el mismo combustible como fuente de carbono y energia; obteniéndose, en
promedio, un porcentaje de degradacion de alrededor del 30%. Seria esperable que si se
utilizara un consorcio de 2 o mas de estas cepas, se podria lograr tal vez una degradacion
mayor, tal como ya lo indic6 Napoles-Alvarez et al. (2015) en sus estudios.
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Figura 1. Andlisis de los productos de degradaciéon por GC-FID de mezclas comerciales de
diésel/biodiésel (B10) utilizando las especies F. falciforme, F. sporotrichioides, M. hiemalis, B.

spectabilis y el respectivo control

CONCLUSIONES

La especie que present6 el mayor porcentaje de degradacion fue F. falciforme seguido por M.
hiemalis, F. sporotrichioides 'y, por ultimo, B. spectabilis. De los resultados es posible concluir
gue cada especie fungica posee una forma Unica de degradar los hidrocarburos debido a la
capacidad metabdlica intrinseca que posee cada moho, dando lugar a perfiles
cromatograficos y productos de degradacion diferenciales.
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