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RESUMEN

La degradacion de compuestos orgdnicos en la
naturaleza es llevada a cabo por los microorganismos "in
situ". En los iiltimos arios se ha tratado de usar la
capacidaddegradativa de los hongos enladescomposicion
de sustancias producidas por el hombre y que son
acumuladas en el medio ambiente como contaminantes.

Se utilizé una mezcla de tres especies fiingicas:
Alternaria alternata, Cunninghamella elegans y
Phanerochaete chrysosporium, las que fueron cultivadas
con los desechos de barros durante 30 dias en condiciones
de laboratorio.

Los resultados de los andlisis cromatogrdficos
indican quelafraccion aromdticade lamezcla de hidrocar-
buros presentes en los barros utilizados ha tenido una
importante degradacion. Asimismo las relaciones de los
isoprenoides a sus respectivos normales (Pristano nCI17
yFitanonCI18) son mayores en las muestras tratadas que
en la testigo, siendo ésto también evidencia de que hubo
degradacidn.

INTRODUCCION

Ladegradacion de los compuestos orgdnicos en la
naturaleza es llevada a cabo por 10s microorganismos
"in situ", teniendo ésta una importancia critica para el
sucesivo funcionamiento de labiosfera.

El ataque enzimético de las moléculas complejas,
queprovienendelabiomasa, tantoenecosistemas terrestres
comoacudticos, completaelciciodel carbono, iniciadoen
la fotosintesis. De esta manera quedan liberados en el
medio los nutrientes N, P y S, para las sucesivas
generacionesde labiota (Madsen, E.L.,1991).

SUMMARY
[Utilization of different species of fungi as hydrocarbon
biodegradatives. I: Preliminary assay.]

The degradation of organic compounds in nature is
carried out by the microorganisms "in situ". In the last
years it has been tried to use the degradative capacity of
the fungi in the descomposition of the substances pro-
duced by man and which are accumulated in the environ-
ment as contaminants. A mixture of three species of
fungi: has been used :Alternaria alternata, Cunningha-
mella elegans and Phanerochaete chrysosporium and t
they have been cultivared with mud wastes during 30 days
in lab conditions. The results of chromatographic analy-
sis indicate that the aromatic fraction of the riixture of the
hidrocarbon in such muds has had a great percent of
degradation. The relations between the isoprenoids ro
their corresponding normals (Pristane nCI17 Phytane
nCli8) are higher in treated samples than in the test
samples; this is also an evidence that degradation took
place.

El mantenimiento de la biosfera por los
microorganismos a lo largo del tiempo geoldgico es
testimonio de la efectividad de los procesos biol6gicosy
geoquimicos; que tienen lugar en la degradacién de
sustancias orgdnicas complejas. Las reacciones de
biodegradacién pueden romper las uniones intra-
moleculares delos compuestos orgdnicos (Brook, T.D.,
1980). Esta situacién, nos permite hacer uso de los
microorganismos para el tratamiento de desechos
industriales, asicomo también la recuperacién de dreas
contaminadas. Tanto los procesos de degradacion
espontidnea (Bossert, L. & Bartha, R. 1984), como los
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manejados tecnologicamente apuntan a aliviar los’

problemas del medio ambiente.

Los tratamientos que se usan actualmente en la
recuperacién de dreas contaminadas (Remedacion, Madsen
1991), pueden ser: fisicos. quimicos, térmicos (Thomas,
JM. & Ward, C.H. 1989) y bioldgicos (Morgan, P. &
Watkinson, R. J., 1989).

Los métodos fisicos como la decantacion,
filtracion y extraccién, son efectivos para tratar gran
diversidad de desechos donde se produce la separacién,
pero no la neutralizacién del efecto toxico; requiriendo
siempre de otra etapa para la disposicién posterior del
producto.

Lostratamientos quimices pueden seraplicados
a una gran variedad de materiales pero su principal
inconveniente radica en que pueden generar subproductos
mas peligrososquelosiniciales. El aislamientoo alteracion
de residuos a través de la. estabilizacién, solidificacién o
encapsulamiento es un medio de control efectivo, pero
temporario.

La incineracién entre los métodos térmicos,
produce una reduccion efectiva de los voliimenes de dese-
chos, destruyéndolos. Es necesario un severo control en
los productos gaseosos generados por la combustion como
asi también el destino de la ceniza que puede requerir
tratamientds' posteriores. Todo el tratamiento es muy
costos0,

Los tratamientos biologicos tradicionales son
usados para desechos y procesos de"compostaje”. Tales
procesos producen barros y nuevamenie desechos acuosos,
que requieren de un tratamiento para su disposicion final.

Asi mismo se ha demostrado que el rango de
contaminanies que pueden serdegradadobiologicamente,
estd limitado a un grupo de compuestos orgdnicos:
hidrocarburos derivados del petréleo; pesticidasy plasticos.

Actualmente la biodegradacién puede ser usada
como una tecnologia para el tratamiento de desechosy la
recuperacion de areas contaminadas, ofreciendo la
posibilidad de desintoxicar y degradar los contaminantes,
eliminando la agresividad al medio.

Los medios de bioremedacién mas utilizados
son: 1.- Landfarming (Raymond et al. 1978), que se
aplica para desechos solidos, liquidos o barros que son
mezclados en el suelo 0 compost, produciendo
biodegradacién. 2.- Los biereactores, constituyen un
método muy tapido y eficiente para degradar dsechos
peligrosos. Los parametros fisico-quimicos que controlan
estos procesos son facilmente manejables, pero este método
es mury costoso. 3.- Bioremedacidn "in situ" constituye
una tecnologia que tiende a la optimizacion de las
propiedadesbioldgicas naturales del medio, para efectivizar
labiodegradacion delos contaminantes. Seutilizan micro-
organismos para este tipo de tratamiento.

-En nuestro pais Vechioli-Panceira (1986) estan
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realizando el estudio de la degradacion de hidrocarburos
utilizando bacterias.

En los tiltimos afios, se ha tratado de utilizar la
capacidad degradativa de los hongos para la
descomposicién de sustancias producidas por el hombrey
que acumuladas en el medio son importanies conta-
minantes. En la actualidad se est4n intensificando los
estudios de la biodegradacion "in situ" (Thomas & Ward
1989; y Madsen, 1991) de numerosos contaminantes
como, hidrocarburos alifaticos (Kirk et al., 1988; Hettige
etal., 1989), arométicos policiclicos (Holland et al., 1986;
Bumpus, 1989) y mezclas (Atlas, 1981). Estas inves-
tigaciones estdn abocadas a la tarea de utilizar especies
fiingicas en el tratamiento de contaminantes y determinar
lascondiciones dptimas para el crecimiento de las mismas
para mejorar su rendimiento.

Consideramos que esta metodologia representaa
largo plazo, una forma altamente eficiente de eliminar
sustancias ajenas al ecosistema, evitando la generacién de
productos residuales.

En la mayor parte del mundo los efluentes,
especialmente los provenientes de las destilerias, estdn
siendo tratados de esta manera.

Los barros utilizados en este trabajo, con un alto
grado de contaminacién con hidrocarburos y las especies
fingicasaisladasprovienen de un ambiente natural cercano
a Rio Santiago (Provincia de Buenos Aires, Argentina),
con excepeion de Phanerochaete chrysosporium, La
capacidad degradativa de Alternaria aliernata fué demos-
trada por Rubdige, T. (1974), para compuestos alifaticos
como el kerosene, mientras'que Gerasimowa, N.M. et al.
(1975) estudiaron la capacidad de Cunninghamella
elegans de asimilar hidrocarburos (n-alcanos). Phane-
rochaete chrysosporium estd citado como degradador de
hidrocarburos aromaticos (Bumpus, J. 1989).

Este trabajo preliminar fue realizado en
Iaboratorio utilizando Erlenmeyer, para poder probar la
capacidad degradativa deunamezcla de especiesfiingicas
autoctonas e introducidas, para luego replantear el mismo
"in situ" a otra escala.

Nuestros objetivo son: probar la actividad
conjunta de distintas especies fiingicasen la recuperacion
efluentes industriales.

MATERTALES Y METODOS
1.-Tratamiento quimice y crematogrifico

* Las muestras a estudiar fueron previamente
acondicionadas para luego extraer de ellas los hidrocarbu-
ros presentes.

La extraccion se efectud en Soxleht durante 24 hrs.
¥y se usé como solvente diclorometano no rectificado.
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El extracto obtenido se concentrd por roto-evapo-
racion a 40°C y se cuantificé en mg/l.

* Elextracto fue procesado porcromatografia liquida
en columna abierta usandose silica gel como fase
estacionaria. De esta manera se obtuvieron tres fracciones
eluidas con solventes de polaridad creciente, separandose
hidrocarburos saturados (conciclohexano). hidrocarburos
aromaticos (con diclorometano)e hidrocarburos asfilticos
(con cloroformo-metanol, 87 : 13).

* La fraccion de hidrocarburos saturados se estudid
por cromatografia gaseosa, para lo cual se usd un
cromatografo HP 5880 conintegrador-graficador, columna
capilar de metil silicona de 25 metros de longitud v
detector de ionizacion de llama (FID); obteniéndose los
cromatogramas que se presentanen la figura 1. A partirde
las cuales se calcularon los indices correspondientes,

2.- Tratamiento biolégico:

Se usa una modificacion de la técnica de Hettige &
Sheridan. (1988).

* Sg inici6 con cepas puras de las tres especies
fungicas: Cunninghamella elegansy Alternaria alternate
aisladas de suelos contaminados, y Phanerochaete
chrysosporium, por su capacidad degradadora de estos
sustratos (Bumpus, 1989).

* Se inoculd cada una de estas cepas en un medio
nutritivo liquido (medio basal mas glucosa) durante 7
dias. obteniéndose un cultivo enriguecido del hongo para
poder usarlo en el paso siguiente.

* Se utilizo una mezcla de partes iguales de los tres
hongoscomoindculoy selescolocd enun mediobasal mas
el hidrocarburo a probar.

* Se hicieron dos tratamientos; uno estatico y otro
bajo agitacién mecanica: reservando una muestra testigo
(medio basal mas barro), sin adicionar el indculo,

* Las muestras fueron manienidas a temperatura de
24-25°C durante 30 dias. Finalizado este periodo fue
terminado el ensayo, tomandose alicuotas para su poste-
rior andlisis quimico y cromatografico. Todos los ensayos
se hicieron por triplicado y los resultados presentados
corresponden a un promedio de los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se presentanen la Tabla
N° 1:

Tabla 1

Muestra Testigo Estditico Shaker
Hidrocarburos
(mg/l de
cultivo) 2918898 19484 13149
Saturados

(%) 16.2 19.1 17.5
Aromaéticos

(%) 67.6 48.1 42.1
Asfalticos

(%) 16.2 32.8 41.1

Para comprobar la accion fiingica sobre los residuos
petroquimicos ¢l estudio se basoé en las relaciones de los
isoprenoides a sus respectivos normales. Esto se debe a la
resistencia que presentan los hidrocarburos saturados
ramificados a labiodegradacion con respecto a los saturados
normales lo cual significa que dentro de este grupo de
hidrocarburos los hongos degradan preferencialmente a
losnormales. Si laabundanciarelativa de los hidrocarburos
saturados disminuye, se produce consecuentemente un
aumento de las relaciones Pristano /nC , y Fitano/nC
(Tabla N°2)

Tabla N° 2
Pristano/nC,, Fitano/nC,,
Shaker 0,771 0,693
Estdtico 0,431 0,400
Testigo 0,262 0,252

Si seobservan losindices arriba calculados, éstos
son mayores en las muestras tratadas que en la muestra
testigo, ya suvez lamuesira sometida a agitacion (shaker)
presenta la mayor relacion de las dos. indicando que
existi6 biedegradacion.
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GrificoN° 1

Composicion relativa de Saturados-Arométicos-
Asfilticos de los barros estudiados
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Teniendo en cuenta el Grafico N° 1: Se observa
que la concentracion relativa de la fraccion asféltica es
mayor en las muestras tratadas que en la testigo. Este
aumento es resultado de la resistencia de los asfaltenos a
laacciénbiodegradadora de los hongosusados. Asimismo
la disminucién en la concentracidn relativa de la fraccion
aromatica indica que ésta ha sido degradada.

Esto mismo se puedeobservar comparandoel "finger
printer” de loscromatogramas obtenidos por cromatografia
gaseosa de la fraccion aromética y saturada. Graficos 2 y
3

Sibien los barrosestudiados presentanalto porcentaje
de toxicidad. se ha comprobado que las especies utilizadas
enesta experiencia resisten esa toxicidad, desarrollandose
a expensas del sustrato (barros API). -

Lastres especies que se probaron poseian, de acuerdo
con la bibliografia (Rubdige, 1974; Gerasimova et al.,
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1975 & Bumpus, 1989) una alta capacidad degradadorade
diferentes hidrocarburos de manera aislada; la mezcla de
las tres especies conlleva a una interaccion de las mismas
(sinergismo). produciendo en consecuencia la degradacion
dela mezcladel hidrocarburo, especialmente de la fraccién
aromadtica y en menor proporcién la fraccion alifatica.

Grafico N° 2

Cromatogramas de la fraccién de hidrocarburos
saturados. A) Testigo. B) Estdtico. C) Shaker.
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Grafico N° 3

Cromatogramas de la fraccién de hidrocarburos
aromaticos. A) Testigo. B) Estatico. C) Shaker
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