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RESUMEN

Los PCBs por sus propiedades fisicas y quimicas son usados en diferentes sectores industriales; sus productos de
desechos y su almacenamiento inadecuado han contaminado ambientes como suelos y aguas poniendo en peli-
gro la supervivencia en los ecosistemas. Sin embargo, algunos seres vivos son capaces de adaptarse. Los bifenilos
policlorados (PCBs) son compuestos organicos de hidrocarburos sintéticos formados por dos anillos de benceno
unidos por un enlace de carbono; comprenden una clase de 209 compuestos individuales, isémeros y congéneres.
Su objetivo fue aislar e identificar hongos filamentosos capaces de tolerar y adaptarse para sobrevivir en condicio-
nes adversas en el ecosistema suelo contaminado por el xenobidtico PCBs, presente en aceites dieléctricos usados
(ADU) en un sector industrial de Barranquilla. Los hongos aislados de los géneros Aspergillus sp, Alternaria sp,
Phoma sp, Rhizopus sp. sobrevivieron a concentraciones de ADU 20 %, y a 200 ppm de PCBs.
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ABSTRACT

PCBs for their physical and chemical properties are used in different industrial sectors; waste products and inad-
equate storage have polluted environments such as soils and water that endanger ecosystem survival. However,
some living beings are able to adapt. Polychlorinated biphenyls (PCBs) are organic synthetic hydrocarbon com-
pounds formed by two benzene rings bonded by a carbon bond, comprise a class of 209 individual compounds,
isomers and congeners. Its objective was the isolation and identification of filamentous fungi capable of tolerating
and adapting to survive in adverse conditions in the soil ecosystem contaminated by the xenobiotic PCBs, present
in used dielectric oils (ADU) in an industrial sector of Barranquilla. The isolated fungi of the genus Aspergillus sp,
Alternaria sp, Phoma sp, Rhizopus sp. survived concentrations of 20% ADU, and 200 ppm of PCBs.
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INTRODUCCION

Los bifenilos policlorados son compuestos organi-
cos de hidrocarburos sintéticos formados por dos
anillos de benceno unidos por un enlace de car-
bono, comprenden una clase de 209 compuestos
individuales, isémeros y congéneres (1). Se encuen-
tran clasificados como uno de los 12 compuestos
orgdnicos persistentes (2), por su capacidad de bio-
acumularse en las cadenas troficas, ser resistentes
a procesos de degradacidn, presentar alta toxicidad
y producir dafios en el ambiente y a los organismos
expuestos a estos, debido a su alta estabilidad qui-

mica, fisica y bioldgica (3).

Estos se utilizaban principalmente en equipos eléc-
tricos de alta tensién fundamentalmente como
lubricantes, recubrimientos y aislantes en transfor-

madores y condensadores.

Los aceite dieléctricos (ADU’s) son una mezcla de
hidrocarburos nafténicos, isoparafinicos y aromati-
cos, cuya composicion varia de acuerdo con el cru-
do del que se destilan y del método de refinacidn
empleado (4), al igual que los PCBs presentan ex-
celente estabilidad, la contaminacién cruzada con
PCBs inicia al reutilizarse los equipos viejos conta-
minados con PCBs o en sus procesos de manteni-
mientos.

El gobierno colombiano inicié la lucha contra esta
problematica mediante la Convencion de Basilea
(marzo de 1989) (5), de la cual Colombia ha for-
mado parte desde 1996 (Ley 253 de la Republica,
enero 9 de 1996), la firma del Convenio de Estocol-
mo sobre Contaminantes Orgdnicos Persistentes en
el afio 2001, posteriormente, la Ley 1196 de 2008
aprueba el Convenio de Estocolmo sobre Contami-
nantes Orgdnicos Persistentes (COPs) (6), estable-

ciendo que el pais tiene la obligacién de eliminar el
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uso de los equipos contaminados con PCBs antes
de finalizar el afio 2025 y realizar esfuerzos destina-
dos a lograr una gestion ambientalmente adecuada
de los desechos y equipos contaminados con PCBs
a mas tardar en el 2028 (7).

El objetivo del trabajo fue aislar e identificar hon-
gos filamentosos autéctonos de suelos contamina-
dos con aceites dieléctricos (ADU) y PCBs y evaluar
su capacidad de tolerancia a diferentes concentra-
ciones de estos compuestos policlorados y recalci-

trantes.

Por otro lado, es un estudio preliminar para futu-
ras investigaciones que tengan como objetivo po-
tencializar el uso de cepas microbianas en procesos
de biorremediacion, tales como bioaumentacion y

bioestimulacién.

A diferencia de los métodos fisicos: Incineracién;
métodos bioldgicos: Biodegradacion; y general-
mente pocos rentables, los métodos quimicos:
decloracidn, entre otros (8), utilizados para la eli-
minacion de los PCBs, es importante resaltar el de-
sarrollo de tecnologias econémicas como la biorre-
mediacion, puesto que, varios estudios han descri-
to el uso de consorcios microbianos para la biode-
gradacion de estos bifenilos policlorados (9), donde
hongos implicados en el proceso de degradacion
aerdbica producen exoenzimas oxidativas no espe-
cificas, entre las que han logrado ser identificadas
hasta el momento: lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa y lacasas, estas han sido descritas en la
degradacién de numerosos contaminantes organi-
cos (10-12).

MATERIALY METODOS

Muestreo de suelos contaminados

Se realizaron dos tipos de muestreos, puntuales y
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al azar, a una profundidad no mayor de 20 cm, el
primer muestreo comprendio 4 zonas en el predio
comercial situado entre la carrera 45 con calle 4 y el
segundo muestreo fue al azar en 5 zonas de suelos
contaminados en un sector comprendido entre la
calle 17 y la calle 30 con carrera 38 en la ciudad de

Barranquilla-Colombia.

Aislamiento de microorganismos enddgenos de
suelos contaminados con aceites dieléctricos usa-
dos y PCBs

Se empled la técnica de dilucidn sucesiva inoculan-
do 1 gr de cada muestra en agua peptonadaal 1%
hasta llegar al factor de dilucién 103. Se sembré
mediante técnica en superficie 0,1 ml en cajas de
agar Sabouraud (Merck) y agar YGC suplementado
con antibidtico (agar extracto de levadura, glucosa,
cloranfenicol, Merck). Se incubaron a temperatura

ambiente durante 72 horas.

Aislamiento selectivo de microorganismos endo-
genos de suelos contaminados con aceites dieléc-
tricos usados y PCBs

Se prepararon los siguientes medios selectivos, los
cuales fueron inoculados con un pull formado por
las muestras provenientes del muestreo al azar, es-
tas fueron incubadas a temperatura ambiente du-

rante 72 horas.

Medio mineral: MgSO, (19,5gr/L), FeSO4, (1gr/L),
CaCl, (0,3gr/L)

Medio namero 1: agar agar 12gr + medio mineral
9ml + aceite dieléctrico 9ml + tritén x-100 (1250

landas).

Medio nimero 2: agar agar 12gr + medio mineral
9ml + aceite dieléctrico 9ml + extracto de levadura
48gr + tritdn x-100 (1250 landas).

Aislamiento selectivo de microorganismos tole-
rantes a PCBs

Se preparé medio selectivo PAS (fosfato-amonio
y sales minerales) suplementado con PCBs, con la
siguiente composicién grs/L: K.HPO, (56,77 grs),
NH,CL (27,61 grs), Aroclor 1260 (125ppm), el cual
fue inoculado con 22 grs de pool formado de las
muestras provenientes del muestreo puntual, esto
se incubdé a temperatura ambiente en shaker a
150 rpm por 15 dias, una vez finalizado el periodo
de incubacidn se inocularon cajas de petri con agar

Sabouraud y sales minerales.

/ A. Sales Minerales

hh“"““—a-

22 gramos
Poaol Mix (1-4)

A. Saboreaud
PAS 200 ml
PCB 125 ppm, 2 ml
Inc. 23°C x 15 dias

Shaker 150 rpm

Figura 1. Aislamiento de hongos tolerantes a PCBs en medios
enriquecidos, agar Sabouraud y sales minerales

Obtencion de biomasa fungica

Se inoculd cada hongo aislado anteriormente en
100 mL de caldo extracto de malta (Merck), con-
tenidos en un erlenmeyer de 250 mL. Se incubd
a temperatura ambiente (25°C-30°C) en shaker a
(90 rpm) durante 10 dias, pasado el periodo de in-
cubacién se obtuvo la biomasa por medio de filtra-
cion y lavado mediante papel filtro y agua destilada
estéril.

Ensayo de supervivencia a PCBs
Se tomd 0,5 g de biomasa axénica proveniente de
los cultivos anteriores y se inoculd en 5 ml de caldo

extracto de malta suplementado con Aroclor 1260
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a concentraciones de 50 ppm, 100 ppm vy 0,22 g en
200 ppm, la incubacién se realizé a temperatura
ambiente 25°C-30°C en shaker a 60 rpm durante 10
dias.

Los ensayos se realizaron por triplicado incluyéndo-
se los controles de calidad de medio.

Posteriormente se realizd siembra en agar Sabou-
raud (Merck) incubandose a temperatura ambiente
durante 96 horas.

Ensayo de tolerancia a ADU

Se prepard agar Sabouraud (Merck) suplementado
con ADU a una concentracion del 20 % total del vo-
lumen preparado de agar Sabouraud (Merck) con
tritdn x-100 (1250 landas) y un pH final de 6,0, se
transfirieron 0,5 cm? de agar invadido con los hon-
gos tolerantes obtenidos en los aislamientos ante-
riores, estos se incubaron a temperatura ambiente
por 72 horas.

Identificacién

Las colonias obtenidas son repicadas y aisladas en
agar Sabouraud (Merck) hasta obtener cultivos axé-
nicos, se hacen frotis de los cultivos en placa y se
tifen con azul de lactofenol para posterior observa-
cién de estructuras en microscopia éptica.

El andlisis macroscépico comprende: textura y co-
lor de la colonia, presencia de surcos, exudado,
produccion de pigmento. Microscopico: presencia
de septos, tamafio de la hifa y sus estructuras de
reproduccién.

RESULTADOS

Aislamiento selectivo de microorganismos tole-
rantes a PCBs
Los hongos tolerantes a PCBs que lograron aislarse

e identificarse del medio de cultivo PAS fueron:
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Alternaria sp.
Phoma sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus niger
Aspergillus flavus

Aspergillus terreus

Aislamiento selectivo de microorganismos endé-
genos de suelos contaminados con aceites dieléc-
tricos usados contaminados con PCBs

Los hongos tolerantes a aceites dieléctricos usa-
dos contaminados con PCBs que lograron aislarse e

identificarse en los medios selectivos fueron:

Tabla 1. Hongos enddgenos tolerantes a aceite dieléctrico y
PCBs aislados e identificados de suelos contaminados en zona
de Barranquillita

Medio de cultivo

Hongos tolerantes a ADU y PCBs
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Rhizopus sp.
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus versicolor
Aspergillus fumigatum
Aspergillus terreus
Rhizopus sp.
Penicilium sp.

NUmero 1

NUmero 2

Ensayo de tolerancia a los ADU y PCBs

Una vez terminado el periodo de incubacién de los
hongos aislados del medio PAS, estos no presenta-
ron un éptimo desarrollo radial micelial, por lo que
el tiempo de incubacién se extendid por 30 dias
mas, sin observar cambios significativos al finalizar.

De los 10 hongos que crecieron en los medios se-
lectivos y fueron sometidos al ensayo de tolerancia,
el Aspergillus niger fue el de mayor crecimiento mi-
celial seguido de Aspergillus flavus, Aspergillus te-
rreus, Alternaria sp, Phoma sp, Rhizopus sp. El cre-
cimiento de estos hongos se afectd considerable-
mente cuando se sometieron a medios selectivos

utilizados y a los ensayos de tolerancia descritos.
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DISCUSION

La mayoria de los hongos nativos, aislados e identi-
ficados de las muestras de suelo contaminado con
aceite dieléctrico y PCBs pertenecen al género As-
pergillus, los cuales son reconocidos por ser hongos
gue crecen en medios contaminados por hidrocar-
buros (hidrocarbonoclastas) (13) y se caracterizan
por presentar un sistema enzimatico bastante di-
verso, poseen complejos oxidativos, lipoliticos, bio-
surfactantes y son hongos aerobios estrictos, cuya
degradacdn puede esquematizarse:

Sustrato + O, = biomasa + CO,+H,0

Véasquez y cols, 2010, en un estudio evaluando
consorcios microbianos nativos para el tratamien-
to primario de lodos provenientes de lavaderos de
carros (contaminados con aceites lubricantes de
motor) y de alcantarillado de la zona industrial de
Bucaramanga (Dpto. Santander-Colombia) inocula-
ron una concentracion de 3x1082 ufc/ml de bacterias
y microorganismos fungicos como Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichoderma spp., a una concentra-
cién de 1x10° esporas/ml y obtuvieron porcentajes
de remocién hasta de 94 % de HTP (hidrocarburos
totales de petréleo) en 120 dias y 84 % en 40 dias
(14). Por lo anterior, se deduce que las cepas de
hongos identificadas nativas del suelo contamina-
do con ADU usado y PCBs en la zona de Barranqui-
llita, lograron resistir el cambio en su ambiente.

La presencia de contaminacion con PCBs puede
ser tratada por biorremediacién, la cual representa
una gran alternativa por su bajo costo. El avance
y desarrollo de tecnologias de biorremediacién de-
pende mayormente de la disponibilidad de cepas
autoctonas de compuestos xenobidticos o sitios
contaminados. Varios estudios han demostrado la
capacidad degradadora de especies de macromice-

tos como Phanerochaete chrysosporium, Lentinus

sp, Pleurotus sp, Trametes versicolor (15-18) y hon-
gos filamentosos aislados de suelos contaminados
como Aspergillus sp., Penicilium sp., Trichoderma
sp., Phoma sp. (9,16) frente a compuestos organo-
clorados persistentes (COPs).

CONCLUSIONES

Los hongos aislados se identificaron como: Alter-
naria sp, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatum,
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus
versicolor, Rhizopus sp, Penicilium sp, Phoma sp.

Los hongos sobrevivieron a concentraciones del
20 % de ADU’s y 200 ppm de PCBs en medios enri-
quecidos.

Los reportes demuestran el potencial uso de la mi-
croflora autdctona en procesos de biorremediacién
y degradacién de PCBs.
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