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Resumen
El objetivo de esta investigación fue determinar la capacidad biodegradadora de hidrocarburos aromático policíclicos (HAPs) de hongos provenientes de aguas de la costa oeste de la península de Paraguaná, con el fin de tener una solución a la mano a posibles contaminaciones por hidrocarburos en las zonas de Amuay y Punta Cardón por la presencia de sus refinerías, para lograrlo se realizo una investigación de tipo experimental donde se tomaron 18 muestras por triplicado de agua de las zonas en estudio, donde se aislaron 27 cepas de hongos las cuales 13 fueron Aspergillus níger, 9 Rhizopus ssp y 5 Aspergillus flavus, estas se sometieron a ensayos para seleccionar las que más degradaban de cada especie con medio Czapek dox  Agar , midiendo su crecimiento diario durante 15 días, donde se seleccionaron 3 cepas identificadas como: 3Pc correspondiente al hongo Aspergillus níger, 1A° correspondiente al Rhizopus ssp y 2AII correspondiente al Aspergillus flavus. Con estas cepas se realizo un ensayo con medio Czapek liquido preparado con agua de mar de la zona en estudio, utilizando como fuente de carbono Antraceno, con el fin de determinar la capacidad de biodegradadora de cada una de estas cepas durante 20 días, dando resultados favorables para las cepas 3Pc (Aspergillus níger)  y 1A°(Rhizopus ssp). Por último se realizó un simulacro donde se tomo agua de mar de la zona en estudio la cual se agregó  antraceno y se inoculo con un consorcio de las cepas seleccionadas, incubando durante 11 semanas.  Los  resultados demostraron que dichas cepas lograron una disminución de antraceno desde el 5% hasta un 50%, donde el hongo Rhizopus ssp tuvo mayor desempeño a altas concentraciones (400 ppm) y el hongo Aspergillus níger  tuvo un mejor desempeño a concentraciones menores (200 ppm).

Palabras Claves: Hongo, Degradación, Hidrocarburos Aromáticos Policiclicos.

Abstract
The aim of this investigation was the determination of the biodegradable capacity of polycyclic hydrocarbons (PCHC) using fungus. Samples of water were taken from the western coast of the Paraguaná peninsula, more specifically in the areas of Amuay and Punta Cardoon in the state of Falcon where it was possible to separate 27 stocks (stumps) of fungus, of which 13 were Aspergillus níger, 9 Rhizopus ssp and the remainder was Aspergillus flavus. The fungus were submitted to testing in order to select the one which suffered mayor degradation  by means of Czapeck dox Agar, measuring  its (fungus) growth daily for a period of 15 days, from which 3 stocks were identified as : 3Pc corresponding to Aspergillus níger, 1A° corresponding to Rhizopus ssp and 2AI corresponding to Aspergillus flavus.

Tests were carried out with the afore mentioned fungus stocks,  they were carried out by means of liquid Czapeck prepared with salt water from the study sites utilizing antracene as a source of carbon. The degradation capacity of each of the stocks was determined during a 20 day period, where favorable results were obtained for 3Pc (Aspergillus níger) and 1A° (Rhizopus ssp) stocks.

Last a simulation was carried out, sea water was retrieved from the study site and contaminated with anthracite to which consortium was incubated to the fungus stocks during 11 weeks, obtaining acceptable results and the added possibility of  an improvement  with a more prolonged incubation time.

Introducción
Es importante mantener el agua  de mar libre de contaminación para así mantener los ecosistemas y más aún de los derramen petroleros los cuales afectan la flora y la fauna marina creando una película que impide la entrada de los rayos del sol dificultando la fotosíntesis  y así disminuyendo el oxigeno del agua y alterando todo en su entorno, también puede haber presencia de hidrocarburos aromáticos policíclicos difíciles de degradar y altamente contaminantes cancerígenos y mutagénicos.

Una de las principales actividades económicas de Venezuela es la explotación del petróleo crudo para su procesamiento y la comercialización de los productos finales al mercado nacional e internacional, donde la empresa encargada de esto es PDVSA, haciendo parte de esta el centro refinador más grande del mundo, que es la fusión de tres importantes refinerías: Amuay, Cardón y Bajo Grande, las cuales  tienen una capacidad de refinación de 940 millones de barriles diarios, ubicadas en la  Península de Paraguaná y funcionando allí desde hacen más de 50 años 

Al estar estas refinerías tan cerca de la costa, existe la posibilidad  de contaminación de las aguas por hidrocarburos causantes de derrames petroleros,  fugas, lastre, etc. , por esta razón, el objetivo  de estudio fue determinar la capacidad biodegradadora de hidrocarburos aromático policíclicos (HAPs) de hongos provenientes de aguas de la costa oeste de la península de Paraguaná
Se Trabajo con hongos autóctonos de la zona en estudio (Amuay y Punta Cardón) como agentes biorremediadores en su mayoría de del genero Aspergillus hongo lignolíticos los cuales son de gran ayuda debido a que se trabajo  antraceno  un hidrocarburo aromático policíclicos  altamente contaminante, esta metodología es buena pero necesita grandes lapsos de tiempo, debido a que los hongos no se les hace fácil degradar estos tipos de hidrocarburos por su alto impedimento estérico, sin embargo los resultados fueron aceptables tomando en cuenta que de todos los hongos aislados se seleccionaron solo 3 por su rapidez de degradación.

Se realizaron 2 tipos de ensayos,  el primero donde el agua contaminada y los hongos tenían sales y nutrientes (medio Czapek) y duro  20 días,  el segundo con agua contaminada y hongos: este último ensayo tuvo una duración aproximadamente de 11 semanas, arrojando resultados aceptables pero con la opción a mejorar.  

CAPITULO I

El problema
Planteamiento del Problema

Históricamente los residuos y desechos generado por la industria del petróleo y de los hidrocarburos, incluyendo la perforación y extracción de crudo, la refinación, la petroquímica, el gas natural, productos y servicios afines, está íntimamente relacionada con la contaminación de ecosistemas tanto terrestre como acuáticos, siendo así considerada como la actividad que más impactos ambientales genera  a nivel global y local (Field, et al.1993).

En Venezuela se encuentra el Centro de refinación más grande del mundo  que está constituido por tres refinerías de las cuales las dos de mayor importancia son la Refinería Amuay y Refinería Cardón que se encuentran en la zona de estudio de este proyecto,  se estableció así debido a que existe la posibilidad de que por ser estas las más grandes, y  las que mayor costa abarcan sean las principales causantes de contaminación en la zona.

Las costas ubicadas en el oeste de la Península de Paraguaná  se ven afectadas, porque aún cuando no se han visualizados derrames de gran magnitud, si se han presentado accidentes menores, que poco a poco han contribuido a la contaminación de dichas playas, muchos de estos a causa de la presencia de “lastre” cuyos responsables son los buques y tanqueros cuando efectúan operaciones de entregan y/o recibo de productos refinados del crudo. El lastre no es más que hidrocarburo contaminado con agua salada que es drenado de los buque mediantes las operaciones de achiques, así como también por fugas en los equipos de perforación marina, y actividades pesqueras de embarcaciones menores con motor fuera de borda, a parte de la vertiente hacia el mar de las aguas utilizadas para el enfriamiento de algunos equipos de la Refinería (Bello, 2007).

El funcionamiento de la Refinería por más de 50 años  y algunos pobladores dedicados a la pesca en dicha zona, al momento de realizarle el mantenimiento a  los motores de sus embarcaciones ha generado un fuerte impacto ambiental en la zona, debido a que todos estos desechos como el agua enfriamiento de algunos equipos de la Refinería y otros líquidos como lubricantes y combustibles  son vertidos en la costa (Zárate P, Pérez G, 2010)

El último derrame registrado por la Oficina Municipal de Ambiente y PDVSA en la costa oeste de la Península de Paraguaná tuvo lugar el día 2 de Octubre de 2007, aún cuando éstos organismos activaron el procedimiento reglamentario para solventar el problema, la comunidad biológica fue alterada por efectos nocivos como: cambios en el ciclo vital y una incidencia de enfermedades debido al aumento de virus, bacterias, hongos y otros. Este problema no solo ha afectado la pesca artesanal en la zona, sino también al sector turístico, económico y social de la población debido a que la costa ha perdido su tradición como sitio para bañistas (Reyes, 2004).

Los hidrocarburos son un grupo de compuestos orgánicos que están conformados por moléculas de carbono e hidrogeno y muchos de ellos, específicamente los aromáticos contienen dos o más anillos bencénicos que los hace especialmente más estables que el resto de los compuestos, éstos conforman fracciones importantes de los contaminantes más comúnmente encontrados en las aguas cuando ocurren los derrames, y se hacen mucho más estables o difíciles de degradar a medida que aumenta el número de anillos en una misma molécula, son estos los llamados hidrocarburos aromáticos policíclicos; los PAHs y se consideran compuestos orgánicos persistentes (COPs), por lo que pueden permanecer en el medio ambiente por largos periodos de tiempo sin alterar sus propiedades tóxicas. Las propiedades semi volátiles de los PAHs les otorgan gran movilidad. Algunos de estos hidrocarburos poseen propiedades cancerígenas y/o muta génicas. Es por ello que a la hora de considerar la idea de la realización de un proceso de biodegradación estos compuestos toman el papel protagónico ante los demás compuestos hidrocarbonados (Castaño, 2004).

Los hongos que descomponen la madera, llamados también hongos lignolíticos, son capaces de degradar la lignina, entre estos se encuentran las especies con las características más adecuadas para ser utilizadas en diferentes procesos biotecnológicos de descontaminación, esto debido a que la complejidad estructural de la lignina, hace que las enzimas se caractericen por mecanismos de acción no específicos que oxidan los anillos aromáticos que constituyen dicho polímero (Blanco, 2004). Motivo por el cual se han reportados a estos como agentes degradadores de los hidrocarburos aromáticos policíclicos (Sutherland, 1995)

El propósito de la investigación es determinar la capacidad biodegradadora de hidrocarburos aromático policíclicos (HAPs) de hongos provenientes de aguas de la costa oeste de la península de Paraguaná

Objetivos

  Objetivo General
· Determinar  la capacidad biodegradadora de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) de hongos provenientes de  aguas en la  costa oeste de la Península de Paraguaná.

Objetivos Específicos

· Aislar e identificar  las especies fúngicas provenientes de las muestras tomadas en las aguas de la  costa oeste de la Península de Paraguaná (Punta Cardón - Amuay).

· Cuantificar y seleccionar las especies fúngicas identificadas  de acuerdo a su capacidad de degradación. 

· Comparar la capacidad biodegradadora de antraceno de las especies fúngicas seleccionadas anteriormente durante 20 días.

· Simular a nivel de laboratorio muestras  contaminadas con antraceno y exponer un consorcio de las especies fúngicas seleccionadas anteriormente a dichas muestras.

Justificación e Importancia

Frente a la problemática ambiental que presenta la zona oeste de la Península de Paraguaná originada por la presencia de las refinerías Amuay y Punta Cardón, la integridad del ecosistema acuático y terrestre a sido afectada ocasionando diferentes pasivos ambientales que son difíciles de contrarrestar, razón por la cual es necesario la aplicación de técnicas de biorremediación, A causa de esta problemática se está estudiando el uso de microorganismos como biorremediadores para disminuir la contaminación de las aguas. 

En virtud de esta necesidad, se presenta como posible solución el uso de hongos como agentes de biorremediación para contribuir a la disminución de los hidrocarburos aromáticos policíclicos, en las aguas de la costa oeste de la Península de Paraguaná, proponiendo una tecnología que de ser factible seria una opción más económica en comparación con las físicas, químicas y mecánicas, buscando así la solución de problemas sociales asociados a la contaminación de la playas, además del desarrollo de la actividad turística y pesquera realizada por los habitantes de esta comunidad.

La idea de realizar esta investigación  es contribuir a encontrar una solución al problema de la contaminación de agua por hidrocarburos aromáticos policíclicos a través de la biorremediación con especies fúngicas; estudiar su capacidad biodegradadora, y así determinar si es una solución viable.

El aporte de ésta investigación está enfocada en el área de la bioingeniería ambiental y no solo se dirige a la biorremediación de aguas afectadas por derrames de hidrocarburos, sino también a la biorremediación de suelos, fosas petrolíferas y constituiría una base de información para el diseño de biorreactores, constituyendo así un aporte para estudios posteriores relacionados con la aplicación de determinados hongos en zonas afectadas con derrames de hidrocarburos, lo cual sería menos costoso, ecológicamente compatible, no genera desechos y asegura una completa degradación.

Alcance y Delimitación

Esta investigación va dirigida a la determinación  la capacidad biodegradadora de hongos autóctonos de la costa oeste de la Península de Paraguaná y establecer si pueden ser una solución a la hora de una contaminación de estas aguas con hidrocarburos aromáticos policíclicos. Para ello se usara como contaminante antraceno, se observara el comportamiento de los hongos frente al contaminante, sometiendo las muestras a extracción con normal hexano para luego aplicar Espectrometría UV.

El área de investigación es la costa Oeste de la Península de Paraguaná (Punta Cardón y Amuay)  empezando por cuatro puntos de muestreos en Punta Cardón, punto Nº 1 a los 11º 36` 33.79`` Norte y 70º 13` 30.53 `` Oeste, punto Nº 2 se ubica a los 11º 36` 43.88`` Norte y 70º13`27.14`` Oeste, punto Nº 3 a los 11° 36’ 52.17” Norte y 70° 13’ 24.87” Oeste y el punto Nº 4 a los 11° 36’58.79” Norte y 70° 13’ 27.68” Oeste, seguidamente Amuay, con cuatro puntos de muestreo, punto Nº 1 a los 11º 45` 45.82`` Norte y 70º 14` 20.99 `` Oeste, punto Nº 2 se ubica a los 11º 45` 51.97`` Norte y 70º12`21.97`` Oeste, punto Nº 3 a los 11° 45’ 50,51” Norte y 70° 12’ 22.77” Oeste y el punto Nº 4 a los 11° 45’ 48.58” Norte y 70° 12’ 21.27” Oeste  éstas son consideradas las muestras problema, además se tomará una muestra considera como el blanco o muestra control, la cual se tomo  fuera de la zonas de influencia, específicamente en la playa El Pico a los 11º 51`12.27`` Norte y 70º 18` 06.76 `` Oeste.

  El aislamiento, identificación y determinación de la capacidad de degradación de  antraceno de las especies fúngicas, asociadas a las aguas marinas que se evalúan, se realizaron en el laboratorio de microbiología (LIADSA/UNEFM). En este se procederá a cuantificar y a identificar de la microflora fúngica por medio de los métodos de aislamiento y cultivo, los cuales se utilizan rutinariamente en el laboratorio. Una vez efectuada la cuantificación e identificación, se realizará la evaluación del potencial biodegradador del antraceno de las especies presentes en las muestras  a fin de seleccionar las especies con mayor capacidad, para esta se realizaron 2 ensayos uno que duro 20 días y otro que tuvo una duración de 9 semanas aproximadamente. 

CAPITULO II
Marco teórico
2.1.  Antecedentes

Araujo, I. (2002) realizo una investigación titulada” Biorremediación de aguas contaminadas con derivados de hidrocarburos utilizando cepas bacterianas autóctonas”. En esta investigación se tomaron muestras de agua de la ribera del Lago de Maracaibo, sector Capitán Chico, Edo. Zulia y se aislaron 16 cepas bacterianas, que fueron probadas en su capacidad para degradar hidrocarburos, mediante un ensayo de factibilidad utilizando gasoil como fuente de carbono. Se seleccionaron 07 de las cepas, evaluando su capacidad para degradar  a través de un estudio de biotratabilidad en tanques plásticos de 25 L conteniendo: 2 L del cultivo mixto (10 % inóculo), un aceite lubricante en una concentración de 7000 mg/L yagua potable.  Los resultados indicaron que en los tanques inoculados, fertilizados y aireados,  lograron remociones, hasta un 89 % de los hidrocarburos totales.
Bello, J. Cuenca L. (2008) desarrollo el trabajo titulado “Evaluación del potencial biodegradador de la microflora fúngica asociada a derrames de hidrocarburos en las aguas de la bahía de Amuay”. El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial biodegradador de la microflora fúngica (hongos) asociada a derrames de hidrocarburos en la bahía de Amuay” Para esto fueron tomadas muestras de aguas superficiales en cuatro puntos dentro de la bahía. Se caracterizaron fisicoquímicamente se aislaron los hongos que estaban presentes  para determinar su capacidad para degradar. Los hongos escogidos para llevar a cabo la biodegradación fueron el Aspergillus níger y el Trichoderma, y como fuente de carbono se uso kerosén y diesel automotriz. Evaluando la biodegradación mediante la estimación de la densidad óptica y la biomasa obteniendo resultados positivos
Pérez, G. Zárate, P. (2010) elaboraron una “Propuesta de tratamiento biológico a  nivel de laboratorio a las aguas contaminadas con hidrocarburos provenientes de la Bahía de Amuay”. Esta investigación tuvo como finalidad establecer un procedimiento biorremediador a las aguas de mar contaminadas con hidrocarburos. Se establecieron 3 zonas de muestreo, se empleó el método 5520 B para el contenido de aceite y grasa, y el método 5520 F para la determinación del contenido de hidrocarburos. Se identificaron 13 cepas de hongo identificados entre Aspergillus níger y  Aspergillus fumigatus. Las cepas se inocularon en medio Sabouraud sin Ágar y con sacarosa, medio Czapek Dox con Ágar y sin sacarosa y otros ensayos con fuentes de carbono aceites y grasas contenidas en el agua de mar, hidrocarburos totales recuperados de petróleo contenidas en el agua de mar. 
Depool, B. (2010) estudio es “Uso del hongo lignolítico Aspergillus níger en la biodegradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos totales en muestras de agua de la Bahía Amuay”.El diseño de esta investigación corresponde a la modalidad descriptiva – experimental, donde se plantea el uso de una cepa fúngica de Aspergillus níger en la biodegradación de los HPAs en muestras de agua de la Bahía de Amuay estado Falcón. El inoculo fue ajustado a 1,5 x106 esporas/ mL Se inoculo por triplicado 0,5 mL de la cepa Aspergillus níger en tubos de ensayos en medio mineral líquido (MCD) con las diferentes fuentes de carbono, a un pH de 5,5 y 30°C. Como control se utilizaron glucosa (Czapek+ G), sacarosa (Czapek+ S). El método aplicado mostró que se logró una disminución de los HAPs en (85%) en un período de tres semanas, cuantificando la biomasa por el método gravimétrico.

Antequera, A. (2010) realizo una investigación titulada “Biodegradación de hidrocarburos policíclicos aromáticos totales presentes en aguas de la Bahía de Amuay, utilizando el hongo Aspergillus flavus como agente de biorremediación”. Para este estudio los tratamientos de biorremediación aplicados fueron a) Aspergillus flavus en medio Czapeck y agua de la bahía de Amuay; y b) Aspergillus flavus en medio agua de la bahía; evaluando a su vez el crecimiento  de la biomasa para los diferentes medios de carbono: Aspergillus flavus con Czapeck y glucosa.; A. flavus con Czapeck y sacarosa; A. flavus con Czapeck  y agua de la bahía; A. flavus con agua de bahía de Amuay; A. flavus con Czapeck. los análisis microbiológicos permitieron determinar la eficiencia del hongo Aspergillus flavus sobre los HAPs  mostrando un aumento proporcional de  biomasa del hongo.

Bases Teóricas

El Agua 

El agua es una sustancia química que tiene propiedades muy peculiares, una de ellas es su gran poder de disolver, por lo que se le ha llamado “el Solvente Universal”, es por ello que casi nunca se encuentra un agua pura. 

Normalmente el agua se clasifica según su origen, según el uso que se le vaya a dar y según las sustancias que tiene en solución (Bolaños, A. 2007). 

Clasificación del agua

Según su origen se clasifican en: Agua superficial las cuales son: agua de río, agua de pozo, agua de lagos y lagunas, agua de mar. agua de lluvia. agua destilada, agua purificada. 

Según el uso que se le vaya a dar se clasifica en: Agua de uso doméstico, como: agua para limpieza y lavado, agua para uso industrial, Para generadores de vapor de alta y baja presión, Para enfriamiento, agua para análisis químicos, agua para aplicaciones biológicas (libre de pirógenos). 

Según las sustancias que tienen en solución, cada tipo de agua según su origen tiene en forma disuelta, suspendida o coloidal, diversas sales minerales y gases en cantidades variables dependiendo de donde procedan. 

Propiedades físicas del agua

Por ser de pequeño tamaño se puede incorporar en el seno de otras sustancias, capacidad de reaccionar con ciertas sustancias para dar productos solubles, elevada constante dieléctrica, es decir, la concentración de iones es muy pequeña, si se solubiliza una sal, la conductividad se eleva considerablemente, posibilidad de formar puentes de hidrógeno con especies de alta electronegatividad, momento dipolar grande, sustancia de comportamiento anfótero, puede actuar como base o como ácido, es decir ceder o aceptar protones en disolución. (Bolaños, A. 2007)
Características de la calidad del agua

Tabla Nº1 Parámetros Físicos químicos del agua (Estándares Europeos)
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Fuente: Pérez, G. Zarate, P. (2010)

 Tabla Nº2 Parámetros relativos a Sustancias Toxicas. (Estándares Europeos)
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                             Fuente: Pérez, G. Zarate, P. (2010)

Hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs)
 Estos contienen dos o más anillos bencénicos que los hace especialmente más estables que el resto de los compuestos, éstos conforman fracciones importantes de los contaminantes más comúnmente encontrados en las aguas cuando ocurren los derrames, y se hacen mucho más estables o difíciles de degradar a medida que aumenta el número de anillos en una misma molécula, son estos los llamados hidrocarburos aromáticos policíclicos; los PAHs y se consideran compuestos orgánicos persistentes (COPs), por lo que pueden permanecer en el medio ambiente por largos periodos de tiempo sin alterar sus propiedades tóxicas. Las propiedades semi volátiles de los PAHs les otorgan gran movilidad. Algunos de estos hidrocarburos poseen propiedades cancerígenas y/o muta génicas. Los más comunes son el naftaleno, antraceno y el fenantreno.
 Antraceno

Este consta de tres anillos bencénicos como se muestra en la figura # 01. A temperatura ambiente  es un sólido incoloro que sublima fácilmente, el mismo viene del alquitrán, se usa para sintetizar una gama amplia de colorantes como la alizarina. Además utiliza la síntesis de algunos insecticidas y conservantes.

[image: image3.png]@




Figura #01 Estructura química del antraceno. Fuente: Palencia, M. (2010)

. 
Fenantreno
Está compuesto por tres anillos fusionados benceno como se muestra en la figura #02 su forma pura, es encontrado en el humo del cigarrillo y es un conocido irritante fotosensibilizando la piel a la luz. Provee el marco aromático de los esteroides.
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Figura #02 Estructura química de fenantreno. Fuente: Palencia, M. (2010)

Naftaleno

Es un sólido blanco que se volatiliza fácilmente y se produce naturalmente cuando se queman combustibles, es también llamado alquitrán blanco y se ha usado en bolas y escamas para ahuyentar las polillas, quemar tabaco o madera produce naftaleno, tiene un olor fuerte pero no desagradable
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Figura #03 Estructura química del naftaleno.  Fuente: Palencia, M. (2010)

Estructura de los HAPs 
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HPAs) se definen por ser estructuras formadas por 2 o más moléculas de benceno fusionadas. Se conocen unos 100 HAPs diferentes ya que existe una elevada cantidad de isómeros. La estructura atómica del anillo bencénico les confiere una gran estabilidad termodinámica debido a la elevada energía de resonancia negativa que proporciona contener seis orbitales moleculares π por solapamiento cíclico. 

Todos los compuestos con sistemas electrónicos π-cíclicos son catalogados como aromáticos (Viñas, 2005). 

Origen y distribución de los HAPs en el medio ambiente

 El anillo bencénico es una de las estructuras más ampliamente distribuida en la naturaleza. Se encuentra formando parte de compuestos mono y policíclicos, así como de otras substancias más complejas como la lignina. Los HAPs se forman por la exposición de moléculas orgánicas a elevadas temperaturas (pirolisis), así como también por exposiciones a menor temperatura (100-150ºC) y a elevadas presiones durante millones de años en sedimentos, durante la formación del petróleo (origen petrogénico). Las mezclas de HAPs de origen petrogénico se distinguen de las pirolíticas por 30 ser más ricas en HAPs alquilados debido a la diferente temperatura de formación (Viñas, 2005).

Sistema Ecológico

Es cada área del globo donde se realizan con acción reciproca un intercambio de materiales y de energía entre los organismos, las condiciones físicas y las sustancias no vivientes. Los animales y vegetales pertenecientes a este ecosistema constituyen una comunidad biológica o biocenosis.

Las características universales de todos los sistemas ecológicos están constituidas por cuatro componentes:

1. Las características físico químicas del ambiente

2. Los productores, ósea aquellos organismos autótrofos capaces de fabricar alimentos de sustancias orgánicas sencillas  

3. Los consumidores, es decir los organismos heterótrofos 

4. Los descomponedores, ósea: bacterias, hongos, microorganismos que despedazan los compuestos orgánicos y los convierten en sustancias más sencillas que a menudo son utilizadas por los productores.

Aguas contaminadas por hidrocarburos

Los hidrocarburos son un tipo de contaminantes que afectan a la calidad del agua de manera importante. Los derrames de petróleo, cada día son más frecuentes en los océanos, dejan estelas de contaminación de efectos a muy largo plazo. La formación de una película impermeable sobre el agua en las zonas de derrame afecta rápida y directamente a las aves y a los mamíferos acuáticos ya que obstruye el intercambio gaseoso y desvía los rayos luminosos que aprovecha el fitoplancton para llevar a cabo el proceso de fotosíntesis. Las capas de petróleo en el océano son degradadas por hongos y bacterias pero es un proceso lento en aguas calientes y mucho más lento en aguas frías, pero es uno de los más eficaces.

Biorremediación

Es una tecnología que utiliza el potencial metabólico de los microorganismos (fundamentalmente bacterias, pero también hongos) para transformar contaminantes orgánicos en compuestos más simples poco o nada contaminantes, y, por tanto, se puede utilizar para limpiar terrenos o aguas contaminadas, según Glazer y Nikaido. (Sánchez, 2006).

La Biorremediación es el proceso utilizado por el hombre para destoxificar variados contaminantes en los diferentes ambientes, mares, estuarios, lagos, ríos y suelos usando de forma estratégica microorganismos, plantas o enzimas de estos. Esta técnica es utilizada para disminuir la contaminación por los hidrocarburos de petróleo y sus derivados, metales pesados e insecticidas; además se usa para el tratamiento de aguas domésticas e industriales, aguas procesadas y de consumo humano, aire y gases de desecho. Afortunadamente la biotecnología ha permitido el desarrollo de diversas estrategias que pueden ser utilizadas con el fin de restaurar aguas, suelos y la calidad ambiental, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del problema a solucionar  (Vargas, 2004).

Tabla Nº3  Ventajas y Desventajas de la Biorremediación

	Ventajas
	Desventajas

	 · Origina cambios físicos

   menores sobre el medio

· Producen pocos o

   ningún adverso

· Útil para retirar

   compuestos tóxicos del

   petróleo

· Es una solución más

   simple y más completa


	· Su efectividad no ha sido determinada

· Difícil su aplicación en el mar

· Largo tiempo de actuación

· Su implementación es específica

·Su optimización requiere de    información sustancial acerca del lugar contaminado y las características del vertido. 




Fuente: Pérez, G. Zarate, P (2010)

Principales Características de los Métodos de Biorremediación

Adición de Nutrientes

El metabolismo microbiano está orientado a la reproducción de los organismos y éstos requieren que los constituyentes químicos se encuentren disponibles para su asimilación y sintetización. Los nutrientes principalmente requeridos son el fósforo y el nitrógeno (Arroyo et al., 2004). Al añadir nutriente se acelera el proceso, en el mismo medio modificado las condiciones ambientales como (pH, humedad, temperatura, oxigeno, etc.)

La adición de nutrientes es la opción más económica y la que ofrece más posibilidades de éxito hoy en día, aplicado para superarla principal limitación sobre la velocidad de la biodegradación natural del petróleo. De los tres métodos de biorremediación, este ha sido el más estudiado, y actualmente se presenta como el de más factible aplicación para la mayoría de los vertidos. Pérez, G. Zarate, P. (2010)

Inoculación

Según)  este proceso incorpora microorganismos para realizar una función específica, como es la degradación de contaminantes. Los microorganismos pueden ser comerciales o preparados para un fin específico. La inoculación se usa cuando los microorganismos no pueden degradar el contaminante presente, o cuando se producen inhibición por presencia de sales o metales (Alexander, 1999).

Aplicado para aprovechar la ventaja de las especies de microorganismos más eficientes en la degradación de petróleo. Los resultados de pruebas de campo, no han sido concluyentes. Por lo tanto el uso de microorganismos modificados genéticamente, probablemente no es necesario en la mayoría de los casos debido a la amplia variedad de microorganismos naturales (Muerza, 2006).

Existen, según el mismo autor, diversos factores que logran la total y perfecta biodegradación del petróleo, con rangos máximos y mínimos de optimización en cuanto a la temperatura, estableciendo de igual manera la utilización de oxigeno durante el proceso.

Factores que afectan la biodegradación del petróleo
Temperatura

• Rango de temp: -2 – 35 ºC

• Menor degradación a menor temperatura 25 _ 5 ºC; la vel. De degradación     disminuye 10 veces

• Menor volatilidad, mayor viscosidad.

Oxigeno

• Su disponibilidad no suele ser limitante en ambientes marinos

• La biodegradación aerobia es mucho mayor que la Anaerobia.

• Depende de su ubicación en el ambiente marino, por ejemplo es mucho                  menor en sedimentos, playas de  baja energía, etc.

Nutrientes

• Su disponibilidad suele ser más limitante que la deO2

• La mayoría de los ambiente marinos son deficiente

   en algunos nutriente esenciales como N, P o Fe

• Relación C/N/P necesaria: 120:10:1

Fuente: Alexander (1999).

Microorganismos

Los microorganismos pertenecen al tercer reino del mundo viviente llamados protistos y se dividen en algas, hongos, protozoos, bacterias y virus, los cuales constituyen el sector más amplio, tanto desde el punto de vista cuantitativo como cualitativo, es indudable que solo se conoce de ellos una pequeña parte. Presentes en todos los ambientes si no existieran la tierra carecería de su característico aspecto y sería imposible la perpetuación de cualquier otra forma de vida. Aunque se han estudiado especialmente cuando su presencia provoca daños, en realidad predominan sus actividades útiles.

Los diversos grupos sistemáticos de microbios se han organizados en disciplinas autónomas como: la protozoología, la micología, la bacteriología, la virología, etc.

Crecimiento de los Microorganismos: 
La supervivencia de cualquier microorganismo dentro de su nicho depende en gran parte de la competencia con éxito por los nutrimentos y de la conservación de una reserva de células vivientes durante la privación nutricional. Cada vez está más claro que muchos microorganismos existen en consorcios formados por representantes de diferentes géneros. Cabe recordar que muchos microorganismos compiten en el ambiente natural mientras que están en tensión nutricional, circunstancia que puede producir un estado fisiológico bastante distinto al observado en el laboratorio. 

El crecimiento es el incremento ordenado en todos los componentes de un microorganismo. Por lo tanto, el aumento de tamaño que resulta cuando una célula capta agua o deposita lípidos o polisacáridos, no es un crecimiento verdadero. La multiplicación celular es una consecuencia del crecimiento; en microorganismos unicelulares, la multiplicación conduce a un aumento en el número de individuos dando lugar a una población o cultivo (Jawetz y otros, 1990).

Papel que Desempeñan los Microorganismos

Según  Sánchez, J. (2006) Los microorganismos juegan un papel importante en la eliminación de los hidrocarburos en los ecosistemas terrestres y acuáticos, siendo la degradación microbiana el principal proceso de descontaminación natural (Prince, 1993). Por lo tanto es necesario un buen conocimiento y control de este proceso natural para aplicarlo a tecnologías de biorremediación (Whise, 2000).

La degradación de los compuestos recalcitrantes y en especial de hidrocarburos han sido evaluadas con consorcios microbianos donde se han

Encontrado resultados satisfactorios para la disminución de estos contaminantes en el suelo y agua de igual manera se le atribuyen a las bacterias un alto porcentaje en la degradación de los hidrocarburos aunque en algunos casos los hongos son más eficientes en la degradación de hidrocarburos que las bacterias en ciertas condiciones ambientales y para los

compuestos más recalcitrantes, es por ello que estos hongos se han divulgado para ser activos degradadores de petróleo (Fedorak et al., 1984; Amanchukwu et al., 1989) siendo estos capaces de degradar el petróleo crudo más efectivamente que las bacterias (Adekunle et al., 2004).

Microorganismos ligninolíticos

La capacidad para catalizar la celulosa y hemicelulosa es una característica común para diversos hongos y otros microorganismos. Por el contrario, al ser la lignina un heteropolímero muy recalcitrante, solamente es mineralizado (transformado hasta dióxido de carbono y agua) en forma limitada por algunas bacterias y extensivamente por un grupo de hongos, Estos hongos ligninolíticos, denominados hongos de la pudrición blanca de la madera, comprenden un grupo de organismos cuya característica es su capacidad para mineralizar eficientemente la lignina. Presumiblemente, esta degradación selectiva les permite tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales finalmente representan su fuente de carbono y energía.

La mayoría de los hongos ligninolíticos pertenecen al grupo Basidiomycetes y son los microorganismos más eficientes en degradar totalmente la lignina. Estos organismos secretan varias enzimas extracelulares que son esenciales para la transformación inicial de la lignina y que en conjunto logran su mineralización.

 Medios de Cultivo 

Muchos microorganismos necesitan además uno u otro de los oligoelementos, vitaminas ó suplementos antes indicados. Si el medio de cultivo está compuesto por sustancias químicas definidas, se habla de un medio de cultivo sintético ó definido. Se pretende conseguir definir para cada microorganismo los nutrientes mínimos para establecer un medio mínimo, que contenga únicamente los componentes necesarios para el crecimiento. Las especies más exigentes requieren un gran número de complementos. 

Los medios pueden ser clasificados como, naturales, semisintéticos y sintéticos (Lilly, 1965).

Medio natural 

Esta clase de medios está compuesta de productos naturales de plantas y animales. La composición exacta de tales medios es desconocida. 

Existe una gran variedad de medios naturales que se usan para cultivar hongos, como son: papa, granos de maíz y arroz, tapones de zanahorias, ramas, tallos, raíces y hojas de varias plantas. Productos naturales parcialmente procesados, tales como, malta y extracto de levaduras, peptona, caseína hidrolizada son muy conocidos (Lilly, 1965). 

Medios semisintéticos 
Estos medios están compuestos de partes de productos naturales y partes de productos químicos de composición conocida (Lilly, 1965). 

Medios sintéticos 
Estos medios son ideales en general, porque se conocen los constituyentes y sus concentraciones. Los medios sintéticos son esenciales para estudiar los requerimientos de los hongos, puesto que estos medio pueden satisfacer los requerimientos nutricionales de los hongos (Lilly, 1965). 

Medios líquidos y con Ágar 
El medio líquido es el más utilizado para las investigaciones nutricionales, mientras que el medio con Ágar se usa para muchos propósitos, sobre todo para el examen macro y microscópico (Lilly, 1965).

Fuentes de carbono 
Las células pueden dividirse en dos grandes grupos según la forma química del carbono que precisan tomar del entorno: las células autótrofas (auto alimentadas), pueden utilizar el dióxido de carbono como fuente única de carbono y construir a partir de él los esqueletos carbonados de todas sus biomoléculas orgánicas, y las Heterótrofas (alimentadas de otros), que no pueden emplear el dióxido de carbono y tienen que obtener el carbono de su entorno en una forma reducida relativamente compleja, tal como la Glucosa (Lehninger, 2005). 

Dentro de las fuentes de carbono importantes para este trabajo de investigación se puede mencionar la Glucosa, Sacarosa, y como fuentes de carbono sustitutivas está el Crudo de Petróleo y los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HPAs). 

Glucosa

Es un monosacárido que tiene seis átomos de carbono como se puede observar en la figura #04, es el monosacárido originario del que se derivan muchos más. La D-glucosa es el combustible principal para la mayor parte de los organismos, y es también la unidad estructural básica de los polisacáridos más abundantes, tales como el almidón y la celulosa (Lehninger, 2005).
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Figura # 04. Estructura química de la D-Glucosa. Fuente: Lehninger, 2005

Sacarosa

Comúnmente conocida como azúcar de caña, es un disacárido de la Glucosa y de la Fructosa. Abunda sobremanera en el reino vegetal y es familiar como azúcar de mesa. Al contario de muchos disacáridos y oligosacáridos, la sacarosa no contiene átomo de carbono anomérico libre; los de ambas hexosas se hallan unidas entre sí. La sacarosa, por tanto, no experimenta mutarrotación ni reacciona con la fenilhidracina para formar osazonas, ni siquiera es un azúcar reductor. La hidrólisis de la sacarosa a D-glucosa y D-fructosa se denomina frecuentemente inversión, ya que va acompañada de un cambio neto de rotación óptica, de dextro a levo, en cuanto se ha producido la mezcla equimolar de glucosa y de fructosa; esta mezcla se denomina frecuentemente azúcar invertido. La hidrólisis de la sacarosa que es catalizada por la enzima invertasa observar la figura #05 (Lehninger, 2005).
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 Figura # 05. Estructura química de la sacarosa. Fuente: Lehninger, 2005

Hongos
Son talófitos carentes de clorofila y de sistema vascular que, por su estructura vegetativa y su sistema de reproducción, se diferencian de las algas y aun más de las plantas superiores. Características morfológicas fundamentales los separan también de las bacterias, pues son organismos constituidos de muchas células, todas provistas de núcleos  típicos. En la mayoría de los hongos el cuerpo vegetativo consiste  en numerosos filamentos alargados, tabicados o no, denominados hifas, y el conjunto de estas recibe el nombre de micelio. Existen dos tipos de micelio: en uno la presencia de tabiques divide a las hifas en muchas células independientes y es característico tanto de formas superiores (ascomicetes y basidiomicetes) como inferiores (deuteromicetes); el otro, con hifas indivisas, es decir cenocíticos, es propio de los ficomicetes, que presentan unas de las clases menos evolucionadas de este grupo. Entre los  hongos más frecuentes están: Penicillium, Zygorhynchus, Fusarium, Mucor, Aspergillus y Rhizopus. Hanson JR. (2008).
Claves de identificación de los hongos 
Existen claves de identificación de hongos, las cuales en su mayoría son dicotómicas. Entre las principales características macroscópicas de identificación se encuentran diámetros de las colonias, coloración del anverso y reverso de las mismas, presencia de esclerocios, presencias de gotas de exudados, presencia de pigmentos difusibles y textura de las colonias. Y como principales características microscópicas de identificación se pueden mencionar disposición de las médulas o filiadas sobre la vesícula, longitud y anchura de los estipes, forma y diámetro de las vesículas, longitud y anchura de las médulas o filiadas, forma, diámetro, ornamentación y color de los conidios, forma, tamaño y color de las células de Hulle, forma, tamaño y color de las ascosporas. Hanson JR. (2008).
Hongos Ligninolítico

Son aquellos que han desarrollado un sistema enzimático único y no específico que funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema degradador de lignina está basado en la producción de radicales libres. Este mecanismo permite que estas enzimas sean catalíticamente  activas sobre una gran diversidad de sustratos orgánicos. La enorme diversidad estructural de los contaminantes que son degradados por estos hongos, les confiere un uso potencial en biorremediación. Estos hongos han sido efectivos en la degradación de una diversidad de contaminantes ambientales peligrosos (Davila, G. Vázquez, R 2006).

Lignina

Según (Davila, G. Vázquez, R 2006) la lignina, después de la celulosa, es el mayor componente de la materia vegetal y la forma más abundante de material aromático en la biosfera. La madera y otros tejidos vasculares contienen alrededor del 20-30% de lignina (Lin, S. Y, Dence 1992). La mayor parte de ésta se encuentra dentro de las paredes celulares, entremezclada con las hemicelulosas y formando una matriz que rodea las ordenadas microfibrillas de celulosa. Este compuesto provee de rigidez a las plantas superiores ya que actúa como pegamento entre las fibras de celulosa formando la lámina media (Kirk, T. K, Farrell 1987). Además, protege a los carbohidratos fácilmente degradables (celulosa, hemicelulosa) de la hidrólisis enzimática microbiana, (Fritsche, W. Hofrichter, M. 1999). Ver la figura #06
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Figura # 06. Estructura parcial de la lignina Fuente: Higuchi (1990)

Enzimas ligninolíticas de hongos

Según (Davila, G. Vázquez, R 2006)  A partir de los estudios realizados con hongos ligninolíticos en los años setenta, se comprobó que la degradación de la lignina daba lugar a productos que provenían de la ruptura oxidativa de anillos aromáticos. Por lo que se pensó que las oxigenasas extracelulares podían estar involucradas en la transformación de la lignina (Kirk, T. K, Chan, G. 1975). Algunos años después, tres grupos reportaron de manera independiente, el descubrimiento de una ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y compuestos modelo (Glenn, J. K, Morgan 1983), y cuya actividad enzimática depende del peróxido de hidrógeno (HB2BOB2B). Se calcularon pesos moleculares de entre 41-42 kDa y se encontró que contenía un grupo prostético hemo, (Tien, M. Kirk, T.1984). Estudios espectroscópicos mostraron que esta ligninasa era distinta de las oxigenasas P450, compartía algunas características con las hemoproteínas transportadoras de oxígeno y que era en realidad una peroxidasa (Kirk, T. K., Ferrell, R. L.1987). A esta enzima se le denomina ahora como lignino peroxidasa (LiP).

 A partir de este hallazgo, se encontró la producción de dos hemoperoxidasas más: la manganeso peroxidasa (MnP) que oxida el MnP2+P a la especie oxidante MnP3+P (Gleen, J.K., Gold, M.H.1985), mientras que recientemente en los géneros Pleurotus y Bjerkandera se ha descrito una MnP versátil (VP). Esta enzima conjuga las propiedades catalíticas de LiP y MnP (Heinfling, A., Ruiz-Dueñas, F.J., Martínez, M. J. 1998).

Además de estas peroxidasas, se detectó la producción en estos hongos ligninolíticos de una cuarta enzima, una fenol oxidasa denominada lacasa. Esta enzima reduce el oxígeno molecular a agua, y a través la utilización de ciertos compuestos redox puede ser capaz de ampliar su espectro de sustratos, logrando así la oxidación de porciones no fenólicas de la lignina (Bourbonnais, R., Paice, M. G.1990).

Estas enzimas ligninolíticas pueden actuar separadas o en cooperación, dependiendo de si el hongo es capaz de producir una o más.

Lignino peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP)

Estas dos peroxidasas involucradas en la despolimerización de la lignina fueron descritas por primera vez en el hongo ligninolítico P. chrysosporium. De este organismo se han purificado diez isoenzimas, nombradas H1 a H10, de acuerdo a su orden de elución de una columna de intercambio aniónico. De ellas, seis fueron identificadas como isoenzimas de LiP, mientras que cuatro correspondieron a isoenzimas de MnP. Ambas son capaces de oxidar a la lignina, y derivados de la misma, además de una variedad de compuestos modelo, (Wariishi, H. Valli, K. 1991).

Estas enzimas comparten la estructura del grupo prostético férrico protoporfirina IX (grupo hemo) presente en su sitio activo. Normalmente en las hemo peroxidasas, el átomo de hierro se encuentra penta coordinado. Cuatro posiciones de coordinación son ocupadas por los átomos de nitrógeno de los anillos pirrólicos. La quinta posición se localiza en el lado proximal (por “debajo”) del grupo hemo y es comúnmente ocupada por un nitrógeno perteneciente al anillo imidazol de un residuo de histidina. La sexta posición de coordinación en la enzima en su estado basal está vacante y se ubica en el lado distal (por “arriba”) del grupo hemo. Esta cavidad distal es la región en la que ocurren muchas de las reacciones de las hemoperoxidasas.

A pesar de la baja homología en secuencia entre diversas peroxidasas (menor al 20%), el plegamiento y la estructura secundaria se encuentran conservadas (Banci, L.1997). La enzima se divide en dos dominios estructurales (proximal y distal) que envuelven al grupo prostético y su estructura está conformada principalmente por 10-11 α-hélices.

Las LiP presentan masas moleculares de aproximadamente 40 kDa, están glicosiladas y tienen puntos isoeléctricos y pH óptimos ácidos. Además su ciclo catalítico es común para diversas peroxidasas (Wariishi, H. Valli, K. 1991).

Peroxidasa versátil (VP)

Según (Davila, G. Vazquez, R 2006) Como se mencionó, tanto la (LiP) como la (MnP) fueron descubiertas en cultivos del hongo P. chrysosporium y estudiadas extensivamente. Recientemente se describió una tercera peroxidasa ligninolítica en los géneros Pleurotus y Bjerkandera. A esta enzima se le denominó versátil peroxidasa (VP). La VP, diferente de la MnP y LiP de P. chysosporium, es capaz de oxidar Mn2+ a Mn3+, y catalizar reacciones sobre sustratos aromáticos en ausencia de Mn2+ (Martine, M. J, Ruiz.1996). Además se encontró que posee una alta afinidad hacia el Mn2+, hidroquinonas y colorantes. También es capaz de oxidar al alcohol veratrílico (a veratril aldehído), dimetoxibenceno y dímeros de lignina, aunque con menor afinidad que la LiP (Caramelo, L. Martínez, M. 1999).

El ciclo catalítico de la VP combina los ciclos de la LiP y la MnP . Sus características básicas son comunes a la mayoría de la peroxidasas. Sin embargo, la VP es única ya que es capaz de oxidar sustratos aromáticos como el alcohol veratrílico (AV) a su correspondiente radical AV•, el Mn2+ a Mn3+ y sustratos que la LiP sólo oxida en presencia de alcohol veratrílico. El ciclo de la VP incluye la sustracción de dos electrones de la enzima en estado basal por el peróxido de hidrógeno para producir el compuesto IA (C-IA), que contiene un oxo-Fe IV=O y un radical catiónico en la porfirina. La reducción en dos reacciones de un electrón produce el compuesto IIA (C-IIA), que contiene un oxo-Fe IV=O. Y después, la forma basal de la enzima. El ciclo también incluye el compuesto IB (C-IB), que contiene un oxo-Fe IV=O y un radical triptófano (Trp•) y el IIB (C-IIB), que contiene un Fe III y un Trp• involucrado en la oxidación de AV y otros compuestos aromáticos de alto potencial redox (C-IB y C-IIB están en equilibrio con C-IA y C-IIA, respectivamente). El porcentaje de las formas A y B en las dos reacciones puede ser variable y su participación en la catálisis dependerá de los sustratos disponibles. En otras palabras, los compuestos IA y IIA predominarán durante la oxidación de Mn2+, mientras que un porcentaje del Trp• será necesario durante la oxidación de AV. El triptófano activo en C-IB y C-IIB es el W164 en la VP de P. eryngii (Pérez-Boada, M. Ruiz-Dueñas, F. 2005).

Es importante mencionar que esta enzima oxida directamente hidroquinonas y fenoles sustituidos, los cuales no son oxidados eficientemente por la LiP o la  MnP en ausencia de veratril alcohol o Mn2+, respectivamente. Incluso oxida colorantes de alto potencial redox, los cuales solo son catalizados por la LiP en presencia de veratril alcohol (Heinfling, A. Martínez, M. 1998). Para esta enzima, los pH óptimos para la oxidación de Mn2+ y sustratos aromáticos son diferentes. Para la oxidación de Mn2+ el óptimo es pH 5, mientras que para los compuestos aromáticos y colorantes es 3. Estos parámetros son similares a los de MnP y LiP, respectivamente (Martínez, A. T.2002).

Lacasa

Según (Davila, G. Vazquez, R 2006) Las fenol oxidasas son enzimas que catalizan la oxidación de un amplio espectro de compuestos fenólicos y aminas aromáticas utilizando el oxígeno molecular como aceptor de electrones, reduciéndolo a agua (Shah, V. Nerud, F. 2002)

La lacasa es una fenol oxidasa que debe su nombre a que fue descubierta, hace más de un siglo, en el árbol japonés de la laca: Rhus vernicifera (Yoshida, H. 1883). Esta enzima contiene átomos de cobre y se encuentra ampliamente distribuida en las plantas superiores, diversas clases de hongos y algunas bacterias (Gianfreda, L., Xu, F., Bollag, J. M.1999). Todas las lacasas son glicoproteínas extracelulares [78] con pesos moleculares entre 60 y 80 kDa, y del 15 al 20% de su peso molecular esta dado por carbohidratos, (Shah, V. Nerud, F. 2002).

La lacasa fúngica (bencendiol: oxígeno oxidorreductasa es una fenol oxidasa extracelular producida por el micelio de basidiomicetos, ascomicetos y deuteromicetos, (Bollag, J.M. Leonowicz, A.1984) Los mejores productores de esta enzima son los hongos ligninolíticos (Leonowicz, A., Cho, N. S. 2001). Bioquímicamente, la lacasa es una enzima que oxida una variedad de compuestos aromáticos. Cataliza la remoción de un electrón y un protón de hidroxilos fenólicos o de grupos amino aromático, para formar radicales libres fenoxilo y radicales amino, respectivamente. Este grupo de enzimas, posee cuatro átomos de cobre en su estado de oxidación 2+ que les confieren una coloración azul.

Esta enzima oxida no solamente ácidos fenólicos y metoxifenólicos, sino que también los descarboxila, (Agematu, H., Shibamoto, N. 1993) y ataca sus grupos metoxilo mediante la desmetilación (Leonowicz, A. Edgehill, R. U. 1984) o desmetoxilación (Potthast, A., Rosenau, T. 1995). Todas estas reacciones pueden representar un paso importante en la transformación inicial de la lignina.

La lacasa también reacciona con polifenoles y otros compuestos aromáticos derivados de la lignina, los cuales, pueden ser polimerizados o despolimerizados, o incluso actuar como mediadores redox de bajo peso molecular, (Bourbonnais, R., Paice, M. G. 1995). La utilización de sistemas mediador-lacasa es una alternativa promisoria para procesos biotecnológicos con aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la pulpa de papel [84, 85], la decoloración de colorantes textiles, (Rodriguez, E., Pickard, M. A. 1999) y la oxidación de hidrocarburos polinucleoaromáticos (Pickard, M. A., Román, R.1999)

Los compuestos como el pireno, benzo(a) pireno, acenafteno, fenantreno, antraceno y fluorantreno pueden ser oxidados por enzimas como la LiP (Hammel, K. E.1986), la MnP (Bogan, BW, Lamar RT.1995) la VP (Wang, Y., Vazquez-Duhalt R., 2003) y la lacasa, (Johannes, C. Majcherczyk A. 2000). 

La habilidad de estas enzimas para oxidar los HPAs depende del potencial de ionización (PI) de cada compuesto.

Hidrocarburos.

Definición de Términos Básicos

Adaptación: Adquisición de factores para vivir en un entorno particular en el curso de la evolución. Pérez, G. Zarate, P. (2010). 

Agar: El agar-agar es un solidificante que se utiliza en la mayoría de los medios de cultivo ya que no tiene valor nutritivo para los microorganismos. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Agua Destilada: Es aquella que como todo tipo de agua su composición se basa en la unidad de moléculas H2O, solo que se le han eliminado las impurezas e iones mediante la destilación. Depool, B. (2010)

Asa: Un asa siembra o asa bacteriológica es un instrumento de laboratorio tipo pinza que consta de una base de platino, acero, aluminio y un filamento que puede ser de nicromo, tungsteno o platino que termina en aro o en punta. Pérez, G. Zarate, P. (2010).

Aseptado: Micelio sin esporos. Pérez, G. Zarate, P. (2010).  

Asexual: Estado anamorfo, reproducción sin intervención de cariogamia y meiosis. Pérez, G. Zarate, P. (2010).

Asimilación: La habilidad para usar una fuente de carbono o nitrógeno para crecer con oxígeno. La asimilación es leída como la presencia o ausencia de crecimiento. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Aspergillus: Es un género de alrededor 200 hongos (mohos), y es ubicuo. Es un hongo filamentoso compuesto de cadenas de células llamadas hifas. Antequera, A. (2010)

Basidia: Una estructura portando sobre su superficie un número definido de basidiosporos generalmente 4. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Basidiosporo: Un esporo que nace sobre la parte exterior de una basidia que desarrolla por cadiogamia y meiosis. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Biomasa: Es el nombre dado a cualquier materia orgánica de origen reciente que haya derivado de animales y vegetales como resultado del proceso de conversión fotosintético. La energía de la biomasa deriva del material vegetal y animal, tal como madera de bosques, residuos de procesos agrícolas y forestales, y de la basura industrial, humana o animales. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Caja de Petri: Es un recipiente de vidrio consistiendo de una caja plana, circular con lados verticales y una cubierta similar, pero ligeramente más grande que se fija sobre ella; es un equipo modelo para el crecimiento de microorganismos en cultivo puro. Pérez, G. Zarate, P.(2010).  

Carbohidratos: Son los compuestos orgánicos más abundantes de la biosfera y a su vez los más diversos. Normalmente se los encuentra en las partes estructurales de los vegetales y también en los tejidos animales, como glucosa o glucógeno. Estos sirven como fuente de energía para todas las actividades celulares vitales. Joint, W. (2003)

Cámara de Neubauer : Es un instrumento utilizado en medicina y biología para realizar el recuento de células en un medio líquido, que puede ser un cultivo celular, sangre, orina, líquido cefalorraquídeo, líquido sinovial, etc. Rodríguez, M. (2008).

Colonia: Es un grupo de individuos de la misma especie viviendo en cerrada asociación; en hongo se refiere usualmente a muchas hifas creciendo de un punto y formando un talo redondo o globoso. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Compuestos: Son sustancias formadas por la combinación de elementos. Los compuestos pueden descomponerse en los elementos por medios químicos apropiados. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Conidia: (algunas veces se conoce como conidio esporas), son no móviles y se forman en las puntas de hifas especializadas llamados conidióforos. Algunos hongos forman una sola conidía mientras que otros forman cadenas de esporas asexuales. Pérez, G. Zarate, P. (2010).

Conidióforo: Hifa especializada que da origen o aporta conidios. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Consorcio Microbiano: Es un grupo de diferentes especies de microorganismos que actúan conjuntamente como una comunidad, en un sistema complejo donde todos se benefician de las actividades de los demás. Medina, M. et al (2000).

Cultivo: Es el recurso didáctico más sensible y especifico, es por eso que es el método más usual, se utiliza para el crecimiento e identificación de agentes infectantes. Pérez, G. Zarate, P.(2010).  

Densidad óptica: Es la absorción de un elemento óptico por unidad de distancia, para una longitud de onda dada. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Ecología: Ciencia enfocada en el comportamiento natural de los hongos. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Enzimas:[ ]Son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones químicas, siempre que sean termodinámicamente posibles: Una enzima hace que una reacción química que es energéticamente posible pero que transcurre a una velocidad muy baja, sea cinéticamente favorable, es decir, transcurra a mayor velocidad que sin la presencia de la enzima.[][] En estas reacciones, las enzimas actúan sobre unas moléculas denominadas sustratos, las cuales se convierten en moléculas diferentes denominadas productos. Casi todos los procesos en las células necesitan enzimas para que ocurran a unas tasas significativas. A las reacciones mediadas por enzimas se las denomina reacciones enzimáticas. Dávila, G. Vásquez, R. (2006).

Especie: La unidad de clasificación; un grupo de individuos estrechamente relacionados, semejando unos a otros en ciertas características. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Esporas: Espora en biología designa un mecanismo reproductivo, generalmente haploide y unicelular. La reproducción por esporas permite al mismo tiempo la dispersión y la supervivencia por largo tiempo en condiciones adversas. La espora produce un nuevo organismo al dividirse por mitosis sin fusión con otra célula, produciendo un gametofito pluricelular. La espora es parte importante de los ciclos vitales biológicos de plantas, hongos y algas. El término deriva del Griego Antiguo σπορα, semilla. Las esporas se pueden clasificar según su función, estructura, origen del ciclo vital o por su movilidad. Hanson JR. (2008)
Esporo: Unidad de reproducción y de mantenimiento de la especie de los hongos. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Estipe: El tallo de un basidiocarpo o ascosporo. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Estrategia ecológica: Ciclo de vida optimizado por la relación devector/reservorio para la supervivencia de la especie en un hábitat determinado. Pérez, G. Zarate, P.(2010).  

Exudado: Son gotitas que se forman sobre la superficie de la colonia. Pérez, G. Zarate, P.(2010). 
Fitoplancton: Es el conjunto de los organismos acuáticos autótrofos del plancton, que tienen capacidad fotosintética y que viven dispersos en el agua. El nombre proviene de los términos griegos, φύτον (phyton, "planta") and πλαγκτος ("plánktos", "vagabundo" o "el que va dando tumbos") Thurman, H. (1997).

Fructificación: Cualquier estructura fungal que contenga o porte esporos o conidias. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Género: Una categoría taxonómica que incluye un número de especies. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Hábitat: Ambiente donde residen los hongos. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Hidrocarburos: Son compuestos que solo contienen dos elementos, hidrogeno y carbono. Partiendo de su estructura, se dividen en dos clases principales: Alifáticos y aromáticos.

Hifa: Elemento vegetativo de un hongo. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Inocular: Introducir en el medio, organismo por medios artificiales, una pequeña cantidad de un producto que contiene bacterias y que se toma, por ejemplo, para hacer un cultivo, una resiembra o infectar determinados animales de experimentación. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Inóculo: Adición e un producto en el sentido estricto o bacterias crecidas en un fermentador aisladas del mismo sitio donde se van a aplicar. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

Micelio: Término colectivo para un grupo o masas de hifas. Pérez, G. Zarate, P. (2010).  

Peptona: Cualquiera de las sustancias producidas por la transformación de las albúminas mediante la acción de la pepsina contenida en el jugo gástrico. Pérez, G. Zarate, P.(2010).

 Petróleo: El petróleo es una mezcla que, se presenta en la naturaleza compuesta predominantemente de hidrocarburos en fase sólida, líquida o gaseosa; denominando al estado sólido betún natural, al líquido petróleo crudo y al gaseoso gas natural, esto a condiciones atmosféricas. Pérez, G. Zarate, P.(2010). 

Proteínas: Son macromoléculas compuestas por carbono, hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. La mayoría también contienen azufre y fósforo. Las mismas están formadas por la unión de varios aminoácidos, unidos mediante enlaces peptídicos. El orden y disposición de los aminoácidos en una proteína depende del código genético, ADN, de la persona. Kerstetter, J. et al (2005).

Reino Protista: También llamado Protoctista, es el que contiene a todos aquellos organismos eucariontes que no pueden clasificarse dentro de alguno de los otros tres reinos eucarióticos: Fungi (hongos), Animalia (animales) o Plantae (plantas). En el árbol filogenético de los 

organismos eucariontes, los protistas forman varios grupos monofiléticos separados, o incluyen miembros que están estrechamente emparentados con alguno de los tres reinos citados. Se les designa con nombres que han perdido valor en la ciencia biológica, pero cuyo uso sería imposible desterrar, como «algas», «protozoos»  Cavalier, T. (2006).

Rhizopus: Es un género de mohos que incluyen especies cosmopolitas de hongos filamentosos hallados en el suelo, degradando frutos y vegetales, heces animales, y residuos. Zheeng, R. (1998).

Quinona: Es uno de los dos isómeros de la ciclohexanodiona o bien un derivado de los mismos. Su fórmula química es C6H4O2. Dávila, G. Vásquez, R.(2006).

Septado: Son cruces de paredes. Pérez, G. Zarate, P. (2010).  

Septo: Un cruce de pared en una hifa. Pérez, G. Zarate, P. (2010).

Sustrato: Medio en el que se desarrollan una planta, un animal o un microorganismo fijo. Pérez, G. Zarate, P. (2010).  

CAPITULO III
Marco metodológico
Tipo de investigación

 Según Fidias Arias (2006) una investigación de tipo descriptiva consiste en la caracterización de un hecho, fenómeno, individuo o grupo con el fin de establecer su estructura o comportamiento, ubicándose los resultados de este tipo de investigación en un nivel intermedio en cuanto a la profundidad de los conocimientos se refiere. 

Mediante el concepto anterior, se podría decir que esta investigación es de tipo descriptiva ya que no solo consiste en la determinación de las especies fúngicas presentes en las aguas de la zona en estudio, sino también su capacidad. Además de lo antes mencionado se clasifica como investigación correlacional, ya que se tratara de establecer el comportamiento biodegradador de las especies fúngicas en relación a la concentraciones de hidrocarburos. Pérez, G. Zarate, P. (2010).

Diseño de la Investigación

La estrategia general de diseño de investigación es del tipo experimental ya que consiste en someter el objeto de estudio a variables, condiciones controladas y conocidas por el investigador para observar los resultados que cada variable ejerce sobre el objeto bajo estudio (Sabino C, 2001). En la realización de la investigación experimental se manipularon los datos obtenidos mediante la creación de condiciones de laboratorio para determinar el potencial biodegradador de la microflora fúngica, así como también su comportamiento en diferentes medios de cultivos y aguas libres de contaminantes. Tal como en este proyecto se mostraron registros de los diferentes resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio y el estudio continúo de dichos hongos. 

Población y muestra
Población

Según Chávez (1991), una población es finita cuando está conformada por menos de cien mil elementos, siendo la cantidad de especie de hongos degradadores de hidrocarburos conocidos menor a esta cantidad, razón por la cual en esta investigación se estará trabajando con una población finita.

La población objeto de esta investigación son las especies fúngicas biodegradadoras localizada en las aguas superficiales de Punta Cardón, Amuay y las aguas superficiales de la playa El Pico. 

Muestreo

La muestra es un subconjunto representativo de la población, se utilizara un muestreo no probabilístico, ya que según Sampieri (1998) se tiene que este es aquel en que no sigue el proceso aleatorio, estos se caracterizan porque el investigador selecciona sus muestras siguiendo algunos criterios que le permitan realizar dicha investigación. 

Para determinar la cantidad de muestreo para este trabajo se tomo en cuenta la cantidad de kilómetros de costa en la zona y los sectores donde se observaba posible contaminación por hidrocarburos, a partir de allí se determinaron por dos estaciones con 4 puntos de muestreo  para cada zona (Punta Cardón y Amuay) y otra estación con un solo punto en la playa El Pico como zona fuera del área de influencia.

Sistema de Variables

Variable Independiente; medios de cultivo, condiciones de temperatura, pH, concentración de antraceno 

Variable Dependiente; metabolización del antraceno.

Se establecieron las variable de esta manera debido a que para que se observe la metabolización del antraceno (Variable Dependiente), se necesitas que los hongos se desarrollen o crezcan en ambientes que los  favorezcan  como las temperaturas cálidas donde su velocidad de crecimiento es mayor que en bajas temperaturas y en pH básicos, además de la capacidad de contaminante (antraceno) que puedan soportar. 

Instrumentos y técnicas de recolección de datos

Loa valores de temperatura y pH se midieron en el campo, mientras que  el oxigeno disuelto, salinidad, conductividad, sólidos en suspensión y sólidos totales fueron calculados a través de las normas COVENIN  para aguas. Los valores para determinar las concentraciones de antraceno se realizaron a través de espectrofotometría U.V.

Entre las técnicas utilizadas para la recolección de datos se encuentran la revisión bibliográfica de apuntes escritos tales como revistas, patentes, artículos científicos y textos especializados, así como también trabajos de investigación y artículos publicados en Internet, el principal instrumentos de recolección de datos son las tablas.

Fases de la Investigación

Fase I: Toma de Muestras
Se colectaron  9 muestras, determinadas de esta manera debido a los kilómetros de costa que abarca cada zona tomando las muestras en las cercanías a las refinerías, donde se observaba posible contaminación con hidrocarburo, dichas muestra fueron repartidas en, 4 estaciones para la zona sur de playa de Amuay y 4 estaciones para la zona norte en Punta Cardón, y una estación de muestreo en playa el pico como zona no influenciada. Se realizaron  dos campañas de muestreo en las cuales se tomaron 27 muestras por campaña para un gran total de 91 muestras, las cuales fueron separadas en tres grupos, uno para los análisis fúngicos, la otra para espectrofotometría, dichas muestras fueron colectadas en recipientes de vidrios de 475 ml previamente esterilizados en un autoclave  (ver anexo #13 pág. 86) a 15 Psig y 121ºC durante 30 minutos, protegidos con tapas seguras y recubiertas con papel estéril y la tercera para los análisis fisicoquímicos, las cuales  se colectaron en  recipientes de plástico de color ámbar de 1litro previamente curadas. Para visualizar mejor esta información pueden observar la figura #07, y los anexos del 1 al 10 ubicados en la páginas desde la 80 a la 84.
El tipo de muestreo es simple con un patrón de muestreo de transepto, con una frecuencia de una vez por semana durante dos (2) semanas, dichas muestras se tomaron en aguas superficiales, debido a que la mayoría de los  hidrocarburos se concentran en la superficie del agua formando una película de aceite que impide el proceso fotosintético el cual desoxigena el agua y altera el ecosistema. Se  cuantificaron, la cantidad de hidrocarburos que se encontraron en dichas zonas, para lo que se establecieron dos (2) tipos de muestras: una (1) la, muestra problema y la segunda (2) el blanco que corresponde  a una muestra que se tomo fuera del área de influencia del sitio en estudio. 
Con la finalidad de darle mayor solides al estudio, y para determinar el ambiente en viven las especies fúngicas, no solo se analizó la posible presencia de aromáticos policíclicos, sino que también se evaluaron los siguientes parámetros físicos y químicos: temperatura a la cual se colectaron las muestras, el pH del ambiente marino en el momento de la selección muestrearía, oxigeno disuelto, sólidos totales en suspensión así como el contenido de salinidad. 
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Figura # 07 Ubicación geográfica del área de muestreo.

Fase II: Identificación y Cuantificación de las especies fúngicas provenientes de las muestras colectadas

En esta fase se preparó Agar Sabouraud con 5 gramos de peptona, 20 gramos de glucosa, 20 gramos de agar pesados en una balanza (ver anexo #12 pág.) en 1 litro de agua destilada.  Se esterilizaron a 15 libras de presión  121 grados centígrados por 15 minutos.  Se prepararon un total de 18  placas de Petri, 9 para cada muestreo, a las cuales se le agregaron 15 ml de la solución preparada, como las muestras fueron por triplicado a las placas se les realizó por el lado reverso una división de tres partes iguales, donde se sembraron dichas muestras de agua colectadas en las zonas de estudio.

Al transcurrir una semana se observó crecimiento de microorganismos entre ellos hongos los cuales se aislaron en tubos de ensayos con la solución preparada de agar Sabouraud en cuñas, en una campana de flujo laminar (ver anexo#11, pág. 85) 

Después de una semana se aplico el método de Riddel: se tomó una placa de Petri por cada hongo, dentro de esta placa se colocó  una varilla de vidrio en forma de U, y encima de esta una lámina porta objeto con un cuadrito de 1cm2 de agar Sabouraud al cual se le inóculo el hongo en estudio, luego se colocó una lámina cubre objeto y para proporcionarle humedad y se facilite la esporulación se le agregaron 8cc de agua esterilizada y se tapó. Estas placas se incubaron a temperatura ambiente hasta que ocurrió la esporulación, allí se tomó la lámina  con el hongo y se identificó con el microscopio electrónico del laboratorio LIADSA/UNEFM.   

En  esta fase se llevo a cabo el crecimiento de los hongos, según el método descrito por Klich y Pitt (1988), a partir de las muestras elegidas, para luego identificar las características macroscópicas y los parámetros fisicoquímicos.

Los resultados obtenidos se trataron aplicando estadística descriptiva, con un modelo aleatorio, como la T de Student

Fase III: Cuantificación de la capacidad biodegradadora de las especies fúngicas identificadas en el estudio y observar su comportamiento durante 20 días
De las cepas encontradas  se seleccionaron tres, y se sembraron en cuña cuatro botellas  de vidrio transparente de 1 litro previamente esterilizadas, con 120 ml de Agar de papa para cada hongo, siendo  en total 12 botellas.

Para la realización del ensayo de biorremediación  se colectaron 88 botellas de vidrio transparentes de 250 ml, donde 24 de ellas se les agregó 20 ml de Czapek líquido con sacarosa, a 32 botellas 20 ml de Czapek liquido con 150 ppm de antraceno como fuente de carbono y otras 32 botellas con 20 ml de Czapek liquido y con 300 ppm de antraceno, luego se procedió a esterilizar todas estas botellas.

Una vez hecho esto se procedió a sacar todas las esporas  de los hongos sembrados en las botellas de 1 litro, agregándole 25 ml de agua destilada y estéril a dichas botellas para raspar toda la cuña de hongo visible, de allí se procedió a realizar el respectivo conteo de esporas usando la cámara de Neubauer( ver anexos #14 y 15 en la pág. 86, 87) , obteniendo valores entre  106 y 108 para cada hongo, tomando en cuenta que los resultados fueron favorables, se tomaron  2 ml de estas esporas para inocularlas en las botellas de 250 ml ya mencionadas anteriormente exceptuando 16 que eran el blanco en las diferentes concentraciones de antraceno

Dichas botellas se dejaron en observación durante 20 días, donde cada 5 días se destapaban 22 para determinar la cantidad de antraceno y el peso de los hongos, estas 22 botellas equivalen a 6 botellas de Czapek con 150 ppm 2 por cada hongo, 6 botellas de Czapek con 300 ppm 2 por cada hongo, 6 botellas con Czapek liquido y sacarosa con el fin de verificar que los hongos estuvieran vivos, y las 4 botellas restantes son los blancos debidos a que 2 llevan Czapek liquido con  150 ppm de antraceno sin hongo y las otras 2 llevan Czapek liquido con 300 ppm de antraceno sin hongo. observar anexo #25 y 26 en la pág. 92

A todas las botellas se les realizaron técnicas analíticas con el fin de determinar la concentración química de hidrocarburos totales (THs) presentes en las muestras y sometida a un proceso de extracción líquido – líquido con n- hexano agregándole 15 ml por cada botella con la finalidad de extraer el antraceno y leer el extracto en el espectrofotómetro y el líquido restante se filtró para determinar la masa fúngica. observar anexo #27 y 28  en la pág. 93

Nota: El medio Czapek líquido fue preparado con agua de mar.

Fase IV: Simular a nivel de laboratorio muestras contaminadas con antraceno y exponer las especies fúngicas seleccionadas anteriormente a dichas muestras
En esta fase se colectaron cuatro (4) botellas de vidrio de 2 litros, las cuales fueron preparadas para la realización del simulacro por alrededor  de dos meses y medio, en dos botellas se le agregaron ½  litro de agua de mar con 150 ppm de antraceno y una de ellas se le agrego 50 ml de un consorcio de los 3 hongos ya seleccionados. A las 2 botellas restantes se les agregaron  ½  litro de agua de mar con 300 ppm de antraceno y una de ellas se le agrego 50 ml de un consorcio de los 3 hongos seleccionado. 

Al transcurrir  los dos ( 2)  meses y medio se procedió a realizar la extracción liquido – liquido con n- hexano con el fin de extraer el antraceno y leer el extracto en el espectrofotómetro y el líquido restante se filtró para determinar la masa fúngica.

                                                       CAPITULO IV 

Resultados y análisis
Determinación de las características fisicoquímico in situ 
Los puntos de muestreo seleccionados en Punta Cardón, se identificaron como P1, P2, P3, P4, los de Amuay como A1, A2, A3, A4 y en la playa El Pico como MB, estos resultados de los parámetros fisicoquímicos se pueden observar en la tabla numero 1y 2.

 Tabla Nº 4 Determinación de las características fisicoquímico in situ (Primer Muestreo)
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                 Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 


Tabla N° 5 Determinación de las características fisicoquímico in situ (Segundo Muestreo)
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                              Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 

Con los valores observados en la tabla numero 4 y 5 correspondientes al primer y segundo muestreo respectivamente, los parámetros fisicoquímicos determinados in situ, se puede decir que  estos valores son actos para el crecimiento de la microflora fúngica debido a que estas tienen un crecimiento acelerado en temperaturas cálidas y pH básicos. 

Determinación de las características fisicoquímicas en el Laboratorio

Parte del volumen de las muestras colectadas fueron analizadas en el laboratorio químico CICBA/UNEFM para determinar el contenido de oxigeno disuelto, sólidos totales, sólidos en suspensión, conductividad,  salinidad, estos resultados se pueden observar en las tablas número 6 y 7 

Tabla Nº 6 Características fisicoquímicas en el Laboratorio

 (Primer muestreo) 
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 Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 
Tabla Nº 7 Características fisicoquímicas en el Laboratorio

 (Segundo muestreo)
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 Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 
En términos generales los valores arrojados con comunes, y al no tener una norma para compararlos se puede decir que estos parámetros son aceptables, existe buena presencia de oxigeno vital para la vida marina entre ellos loa microorganismos fúngicos, donde los mismos toman la salinidad como nutrientes para  su sobrevivencia. 

Aislamiento de las especies fúngicas presentes en el agua 

En la tabla Nº 8, se presenta a continuación  el conteo de colonias de hongos aislados en los dos muestreos de agua colectada en la Costa Oeste de la Península de Paraguaná.

Tabla N° 8. Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
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                                    Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)

En el primer muestreo las unidades formadoras de colonias fueron más abundantes que en el segundo debido a que en éste ultimo algunas de las placas sembradas con agua de mar para el aislamiento fueron contaminadas por abundantes bacterias que impidieron el crecimiento de hongos como se puede observar en la tabla anterior en el punto A2

Identificación de las especies fúngicas encontradas 

Las especies fúngicas encontradas en las muestras de agua colectadas de los 9 puntos de estudio se identificaron macroscópicamente por observación directa y microscópicamente por medio del estudio morfológico de micro-cultivos, como se pueden observar en la tabla Nº 6. 

Tabla N°  9.    Características macroscópicas y microscópicas de las especies fúngicas 
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Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
En la tabla numero 9 se puede observar que de los 27 hongos aislados, 14 son del genero Aspergillus de especie  níger, 9 del genero Rhizopus de especie ssp y 4 del genero Aspergillus y de especie flavus, predominando en un 51,85% el Aspergillus níger .

Tabla N° 10.   Diámetros de las cepas en medio Czapek Dox Agar
	Muestra (cm)
	D1
	D2
	D3
	D4
	D5
	D6
	D7
	D8
	D9
	D10
	D11
	D12
	D13
	D14
	D15

	1PcI°
	0,5
	0,7
	1,5
	2,5
	3
	4
	5
	5,5
	6
	6,6
	6,8
	7,2
	7,7
	8,1
	8,7

	4PcII*
	0,15
	0,3
	0,5
	1
	1,2
	1,5
	1,7
	1,8
	1,9
	2
	2,5
	2,8
	3,2
	3,6
	4

	1Pc
	1,5
	3
	4
	7
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	4PcII°
	1,5
	3,2
	5
	6
	8
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	4PcII-
	1,5
	3
	4
	5,5
	8
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	3Pc°
	1,5
	3
	4
	4,4
	5
	5,5
	6
	6,6
	7
	7,5
	7,8
	8,2
	8,7
	9
	9

	2PcI°
	0,7
	1
	1,2
	3
	4
	4,5
	4,7
	5
	6,4
	6,7
	6,9
	7,2
	8
	8,5
	9

	2PcI-
	1
	2
	2,5
	3
	3,5
	4
	5
	5,5
	6
	6,4
	7
	7,5
	8
	8,2
	8,7

	3Pc-
	1,5
	3
	4
	7
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	3PcI°
	1
	2,3
	4
	4,2
	4,8
	5
	5,5
	6,1
	6,7
	7,3
	8
	8,5
	9
	9
	9

	2PcI˄
	1
	2,5
	3
	3,5
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	2PcI*
	1
	2
	3,5
	4
	4,5
	6
	6,6
	7,1
	7,5
	7,9
	8,3
	8,7
	9
	9
	9

	4PcII
	0,8
	0,9
	1
	1,2
	1,5
	1,8
	2
	2,4
	2,6
	2,8
	3
	3,3
	3,9
	4,2
	4,7

	2A 
	1
	2
	3
	3,5
	5
	5,5
	5,6
	6
	6,5
	7
	7,5
	8
	8,5
	9
	9

	1A-
	0,5
	1,5
	2
	2,5
	3
	3,7
	4
	4,3
	4,6
	5
	5,4
	5,8
	6,3
	6,9
	7,5

	1A°
	0,7
	1,5
	2
	2,2
	3,5
	5,5
	6
	7
	8
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	1AI
	0,1
	0,2
	0,3
	0,5
	1
	1,7
	2,8
	3
	3,5
	4
	6
	6,8
	7,4
	7,7
	8,5

	4A-
	0,5
	0,9
	1,2
	1,8
	2,3
	2,9
	3,5
	5,5
	5,9
	6,3
	6,7
	7,2
	7,9
	8,5
	9

	4A°
	1
	2,5
	4
	4,5
	5
	5,5
	6
	6,5
	7
	7,5
	8
	8,5
	9
	9
	9

	2AII
	1
	2,4
	3
	4
	4,5
	5
	5,5
	6
	6,6
	7
	7,6
	7,9
	8,2
	8,5
	9

	2AI-
	0,7
	1,2
	2
	3
	4
	5
	5,5
	6
	6,6
	7,2
	7,5
	8
	9
	9
	9

	4A*
	1,5
	3
	5
	5,3
	5,8
	6
	6,6
	7,4
	7,9
	8,4
	8,8
	9
	9
	9
	9

	4A˄
	1
	1,5
	2
	2,1
	2,7
	2,8
	3,3
	3,7
	4,2
	4,7
	5
	5,3
	5,8
	6,2
	6,7

	3ª
	0,2
	0,3
	0,5
	1
	1,5
	1,7
	2
	2,5
	3
	3,3
	3,6
	4
	4,3
	4,8
	5

	3A°
	0,5
	0,9
	1
	1,5
	2
	2,5
	3
	3,5
	4
	5
	5,5
	6
	6,5
	7
	7,5

	3A-
	0,5
	0,9
	1
	1,5
	2
	2,5
	2,7
	3
	3,3
	3,5
	3,7
	4
	4,5
	5
	5,2

	MBI-
	1
	2,2
	3
	4
	5
	6
	6,5
	7
	7,5
	8
	8,5
	9
	9
	9
	9


Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 

En el estudio macroscópico se midió el crecimiento, la cual fue determinada midiendo el diámetro de las cepas de hongos aisladas, en las placas de Petri durante 15 días de manera que el crecimiento llegara a llenar la placa de Petri cuyo contenido era medio de cultivo Czapek Dox y cuyo diámetro es de 90 mm. Las mediciones se realizaron en intervalos de 24 horas. Al obtener la tabla número 10 con los valores de velocidad de crecimiento de las cepas a lo largo del tiempo, se estableció que la cantidad de datos obtenidos era muy numerosa, por lo que se debió aplicar un análisis estadístico usando la T de Student, estableciendo un límite de confianza de un 95 % y de esta manera obtener promedios aceptables.
Tabla Nº11.  Limites de confianza del 95%, media y desviación estándar

	Muestras
	Intervalo de confianza del 95%
	  _

(Χ) Media
	(S) Desviación Estándar

	1PcI°
	3,41 ≤ µ ≤ 6,43
	4,92
	2,73

	4PcII*
	1,22 ≤ µ ≤ 2,52
	1,87
	1,17

	1Pc
	6,2 ≤ µ ≤ 9,06
	7,63
	2,58

	4PcII°
	6,21 ≤ µ ≤ 8,95
	7,58
	2,47

	4PcII-
	6,01 ≤ µ ≤ 8,91
	7,46
	2,61

	3Pc°
	4,96 ≤ µ ≤ 7,5
	6,23
	2,29

	2PcI°
	3,59 ≤ µ ≤ 6,65
	5,12
	2,73

	2PcI-
	3,86 ≤ µ ≤ 6,58
	5,22
	2,45

	3Pc-
	6,2 ≤ µ ≤ 9,06
	7,63
	2,58

	3PcI°
	4,64 ≤ µ ≤ 7,42
	6,03
	2,51

	2PcI˄
	4,68 ≤ µ ≤ 7,86
	6,27
	2,87

	2PcI*
	4,8 ≤ µ ≤ 7,74
	6,27
	2,66

	4PcII
	1,72 ≤ µ ≤ 3,1
	2,41
	1,24

	2A 
	4,42 ≤ µ ≤ 7,2
	5,81
	2,52

	1A-
	3,075 ≤ µ ≤ 5,33
	4,2
	2,03

	1A°
	4,25 ≤ µ ≤ 7,81
	6,03
	3,21

	1AI
	1,9 ≤ µ ≤ 5,17
	3,57
	3,01

	4A-
	3,04 ≤ µ ≤ 6,03
	4,67
	2,94

	4A°
	4,84 ≤ µ ≤ 7,56
	6,2
	2,46

	2AII
	4,41 ≤ µ ≤ 7,09
	5,75
	2,41

	2AI-
	4 ≤ µ ≤ 7,16
	5,58
	2,85

	4A*
	5,48 ≤ µ ≤ 8,08
	6,78
	2,35

	4A˄
	2,81 ≤ µ ≤ 4,79
	3,8
	1,78

	3ª
	1,61 ≤ µ ≤ 3,41
	2,51
	1,63

	3A°
	2,45 ≤ µ ≤ 5,07
	3,76
	2,37

	3A-
	2,06 ≤ µ ≤ 3,72
	2,89
	1,49

	MBI-
	4,82 ≤ µ ≤ 6,31
	6,31
	2,69


Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
En la tabla número 11,  se puede observar que los hongos con mayor crecimiento fueron: 3Pc – correspondiente al género Aspergillus níger con una media de 7,63 ,  el 1Aº correspondiente al  género Rhizopus ssp con una media de 6,03, MBI- correspondiente al Aspergillus flavus con una media de 6,31, pero como este hongo se encuentra fuera de la zona en estudio no se tomo en cuenta para la selección, y por este se tomo la cepa 2AII correspondientes a el género Aspergillus flavus con una media de 5, 75.
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      Figura #08. Diámetros de las cepas en medio Czapek Dox Agar

Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 

Al analizar la figura #8 obtenida de los diámetros de crecimiento en función del tiempo se observó que las cepas óptimas en cuanto a su crecimiento en el medio de cultivo antes mencionado fueron las cepas 1Pc, 3Pc-, 4PcII°, 4PcII-,1A°,2PcI˄, 4A*, MBI-,3PcI°,2PcI*,4A°,2AI-,3pcº,2A, 2PcIº,4A-,2AII, las cuales el ultimo día de medición ya habían alcanzado su crecimiento en toda el área de la capsula  es decir  los 9cm de diámetro, lo que las hace las cepas con mayor capacidad metabolizadora. Ver anexos desde el 16 hasta el 24 ubicacados en la desde la pagina 87 hasta la página 91 

Determinación de la Capacidad Biodegradadora de las Especies Fúngicas
Para la realización de este estudio se seleccionaron 3 cepas (3Pc- Hongo Negro,1A° Hongo Blanco, 2AII Hongo Verde) de características diferente y con buena capacidad de degradación  de las 27 encontradas.
Tabla N°12. Lectura del espectrofotómetro para los 5 y 10 días 
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Ppm de Promedio ppm Ppm de Promedio ppm
antraceno de antraceno antraceno de antraceno
201.08 126 12218
Aspergillus 149,51 17529 11837
flavus 373.10 371.32 405,36
34397 35883 439.40
15843 12016 0045
Aspergillus 12573 14408 50.756
niger 31454 44802 44059
363 33877 43316
13520 10329 30,78
Rhizopus ssp 15 14562 158.27
34397 39778 36745
37616 361.06 33713
196,86 14724 13597
Hongo 19864 197,75 12470
346,94 58 16
386.18 366.56 201.05 444,60





Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
Tabla N° 13.  Lectura del espectrofotómetro de los 15 y 20 días
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antraceno | de antraceno | antraceno | de antraceno
11691 119,67 113,67 119,18
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Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 
Tabla Nº 14.  Porcentaje de disminución de ppm de antraceno (120 y 200) según los días 

	
	5 Días en (197,75)ppm de 
	10 Días en (135,97)ppm
	15 Días en (120)ppm
	20 Días en (124,135)ppm

	% Aspergillus flavus
	11,357
	10,137
	0,27
	3,98

	% Aspergillus níger
	27,142
	26,118
	24,257
	6,989

	% Rhizopus ssp
	25,858
	3,8163
	3,446
	19,268


Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 
Tabla Nº15.  Porcentaje de disminución de ppm de antraceno(300 y 450) según los días
	
	5 Días en (366,567568)ppm
	10 Días en (444,608108)ppm
	15 Días en (407,445946)ppm
	20 Días en (298,486486)ppm

	% Aspergillus flavus
	2,109
	8,826
	12,149
	4,333

	% Aspergillus níger
	8,259
	0,903
	11,93
	0,996

	% Rhizopus ssp 
	1,5
	17,352
	31,558
	54,3824


Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 
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Figura #09 Capacidad Biodegradadora de los Hongos según los días      (120 y 200 ppm de Antraceno)

Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
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Figura #10. Capacidad Biodegradadora de los Hongos según los días      (300 y 450 ppm de Antraceno)

Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011) 

Con los resultados obtenidos en la lectura del espectroni correspondientes a la tabla 12 y 13, se puede apreciar mediante las figuras 9 y 10 la capacidad de degradar antraceno de los hongos,  donde en el figura 8, se puede observar que el hongo Aspergillus níger  fue el que degrado mayor cantidad de antraceno. A diferencia del figura 9 donde el mismo obtuvo una metabolización regular, siendo el Rhizopus ssp el que  demostró mayor velocidad de descomposición de antraceno.
Tabla Nº16. Pesos de los Hongos en gramos (g) con respecto al tiempo
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Aspergillus flavus a 0.135 0.135 0.209 0.271
150ppm 0116 | 0126 | 0224 | 0479 | 0154 | 0181 | 0.111 | 0.191
Aspergillus flavus a 0.13 0.140 0.132 0.2
300ppm 011 | 012 [ 0133 | 0136 [ 0154 | 0143 [ 0.187 | 0193
Aspergillus niger a 0134 0.156 0.207 0.283
150ppm 0155 | 0.145 | 0136 | 0.146 | 0266 | 0236 | 0.399 | 0.341
Aspergillus niger a 300ppm | 0161 0.152 0,159 0428
0094 | 0127 [0176 | 0164 [ 02 | 0479 [ 033 | 0379
Rhizopus ssp a 150ppm 0.131 0.094 0.2 0.787
0085 | 0108 [0165 | 013 [ 0127 | 0163 [ 0721 | 0754
Rhizopus ssp a 300ppm 0.12 0.108 0.195 05
0.097 | 0.108 [0.181 | 0.144 [ 0148 | 0.171 [0.345 | 0422
Aspergillus flavus con | 0278 0.752 102 141
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Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
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Figura #11.  Crecimiento del hongo (Aspergillus flavus)  según su peso   y fuente de carbono  Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
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Figura #12 Crecimiento del hongo (Aspergillus níger)  según su peso y fuente de carbono.  Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
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Figura #13. Crecimiento del hongo (Rhizopus ssp)  según su peso y fuente de carbono.  Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
En las figuras 11,12 y 13 se pueden observar el aumento de peso considerable en aquellos hongos que tenían como fuente de carbono sacarosa, los de más hongos que tenían como fuente de carbono antraceno a diferentes concentraciones, se concluyó que el aumento fue mínimo utilizando este hidrocarburo como fuente de carbono, esto se debe a que el antraceno tiene mayor impedimento estérico que la sacarosa, haciéndolo más difícil de degradar.

Determinación de la capacidad biodegradadora del consorcio fúngico mediante un simulacro (11 semanas)

Tabla Nº17. Lectura del Espectrofotómetro a las 11 semanas
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                         Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)

Según los resultados obtenidos se pudo apreciar que el simulacro con mayor cantidad de antraceno (381,432 ppm) tuvo una disminución del 40,61% en comparación con el ensayo que tuvo menor cantidad de antraceno (221,027 ppm) el cual obtuvo un 4,9 %.

 Tabla Nº 18. Peso del Consorcio a las 11 Semanas
	Muestras
	Peso (gr)

	Consorcio con 200 ppm aprox
	0,64

	Consorcio con 400ppm aprox
	0,71


                                Fuente: Cáceres J. Lara H. (2011)
En la  tabla Nº 15, se presenta el aumento de la masa fúngica en el ensayo con mayor cantidad de antraceno con respecto a la menor, esto se debe a que puede que el consorcio tenga un límite de consumo con respecto a la cantidad de ppm.

Conclusiones
De las 27 cepas aisladas 14 fueron Aspergillus níger , 9 Rhizopus ssp y 5 Aspergillus flavus, predominando el hongo Aspergillus níger en un 51,85%  
Los hongos que tuvieron como fuente de carbono sacarosa obtuvieron un mayor peso y crecimiento que los hongos que se alimentaban con antraceno debido a que este tiene más impedimento estérico.

Las cepas más sobresalientes fueron: 1A° Rhizopus ssp  para las concentraciones más altas de antraceno (300ppm), y 3Pc- Aspergillus níger  para las concentraciones más bajas de antraceno(150ppm) demostrando que estos tienen una mayor capacidad biodegradadora con respecto a los demás.

El consorcio de hongos tuvo un mejor desempeño en el ensayo con mayor concentración de antraceno (400ppm) disminuyendo un 40,61% del contaminante.

Los  resultados demostraron que dichas cepas lograron una disminución de antraceno desde el 5% hasta un 50%, donde el hongo Rhizopus ssp tuvo mayor desempeño a altas concentraciones (400 ppm) y el hongo Aspergillus níger  tuvo un mejor desempeño a concentraciones menores (200 ppm), proponiendo así que dichas cepas sean almacenada, para  que sean usadas en el futuro en un caso de contaminación de agua por hidrocarburos en la costa oeste de la Península de Paraguaná.

Recomendaciones
Ampliar el tiempo de los ensayos correspondientes  a la biorremediación de hidrocarburos  de manera  de obtener  resultados más favorables.
Modificar la metodología  para la biorremediación de hidrocarburos  en 20 días, es decir colectar muestras de agua  en envases de 1 litro por cada hongo en vez de 4 botellas por cada hongo, donde se esterilice el medio Czapek sin fuente de carbono y después se agregue el antraceno  con hexano y así obtener una mezcla homogénea para posteriormente inocular las esporas de los hongos.
Al pasar los primeros 5 días extraer de esa mezcla homogénea 20 ml del medio y realizar la extracción liquido – liquido y medir la cantidad de ppm en el espectrofotómetro, esto debe realizarse sucesivamente para 10,15 y 20 días. De esta manera se podrá detallar los resultados obtenidos de la capacidad biodegradadora del hongo con respecto al tiempo.

Para obtener resultados más favorables se recomienda que el tiempo de biodegradación sea más amplio y que allá un seguimiento más especifico para saber con exactitud hasta que cantidad de contaminante  son capaces de biodegradar los hongos.
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Apéndice
· Calculo de los parámetros fisicoquímicos en las muestras de agua de mar
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3. Sélidos en suspension: SS = PPCs — PPS

es0 de papel con solido
PPS= peso del papel solo
55 =0,824 - 0,818 = 0,006g7

4. Solidos Totales: ST = PVCs — PVS
Donde:

PVCs= peso del vaso con solido

PVS= peso del vaso seco

ST = 52,451 - 50,418 = 2,033gr
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· Calculo de la concentración de células de los microorganismos por mililitro de solución 
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Anexo#01 Península de Paraguaná
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Anexo#02 Punta Cardón
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Anexo #03 Amuay
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Anexo# 04 Amuaycito
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Anexo #05 El Pico
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Anexo #06 Amuay
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Anexo #07 Amuay
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Anexo #08 Amuay
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Anexo #09 Amuaycito
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Anexo #10 El Pico
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Anexo #13 Autoclave, Liadsa
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Anexo #14 Cámara de Neubauer
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Anexo #15 Vista microscópica de la cámara de Neubauer

TRABAJO DE LABORATORIO

[image: image44.jpg]


  

Anexo #16 Aspergillus níger del 3cer punto de muestreo de Punta Cardón
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Anexo #17 Aspergillus níger del 4to punto de muestreo de Punta Cardón 
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Anexo #18 Aspergillus níger del 2do punto de muestreo de Punta Cardón
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Anexo #19 Aspergillus níger del 4to punto de muestreo de Punta Cardón
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Anexo #20 Aspergillus níger del 1er punto de muestreo de Punta Cardón
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Anexo #21 Aspergillus níger del 2do punto de muestreo en Amuay
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Anexo #22 Aspergillus níger del 2do punto de muestreo en Amuay
[image: image51.jpg]



Anexo #23 Aspergillus flavus de la muestra blanco tomada en el Pico
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Anexo #24 Vista microscópica del Aspergillus
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Anexo#25Degradacion de los hongos con Czapeck y antraceno
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Anexo#26Degradacion de los hongos con Czapeck y antraceno
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Anexo#27 Extracción liquido – liquido del antraceno
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Anexo#28 Extracción liquido – liquido del antraceno
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		Columna1		D1		D2		D3		D4		D5		D6		D7		D8		D9		D10		D11		D12		D13		D14		D15

		1PcI°		0.5		0.7		1.5		2.5		3		4		5		5.5		6		6.6		6.8		7.2		7.7		8.1		8.7

		4PcII*		0.15		0.3		0.5		1		1.2		1.5		1.7		1.8		1.9		2		2.5		2.8		3.2		3.6		4

		1Pc		1.5		3		4		7		9		9		9		9		9		9		9		9		9		9		9

		4PcII°		1.5		3.2		5		6		8		9		9		9		9		9		9		9		9		9		9

		4PcII-		1.5		3		4		5.5		8		9		9		9		9		9		9		9		9		9		9

		3Pc°		1.5		3		4		4.4		5		5.5		6		6.6		7		7.5		7.8		8.2		8.7		9		9

		2PcI°		0.7		1		1.2		3		4		4.5		4.7		5		6.4		6.7		6.9		7.2		8		8.5		9

		2PcI-		1		2		2.5		3		3.5		4		5		5.5		6		6.4		7		7.5		8		8.2		8.7

		3Pc-		1.5		3		4		7		9		9		9		9		9		9		9		9		9		9		9

		3PcI°		1		2.3		4		4.2		4.8		5		5.5		6.1		6.7		7.3		8		8.5		9		9		9

		2PcI˄		1		2.5		3		3.5		4		5		6		7		8		9		9		9		9		9		9

		2PcI*		1		2		3.5		4		4.5		6		6.6		7.1		7.5		7.9		8.3		8.7		9		9		9

		4PcII		0.8		0.9		1		1.2		1.5		1.8		2		2.4		2.6		2.8		3		3.3		3.9		4.2		4.7

		2A		1		2		3		3.5		5		5.5		5.6		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9		9

		1A-		0.5		1.5		2		2.5		3		3.7		4		4.3		4.6		5		5.4		5.8		6.3		6.9		7.5

		1A°		0.7		1.5		2		2.2		3.5		5.5		6		7		8		9		9		9		9		9		9

		1AI		0.1		0.2		0.3		0.5		1		1.7		2.8		3		3.5		4		6		6.8		7.4		7.7		8.5

		4A-		0.5		0.9		1.2		1.8		2.3		2.9		3.5		5.5		5.9		6.3		6.7		7.2		7.9		8.5		9

		4A°		1		2.5		4		4.5		5		5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9		9		9

		2AII		1		2.4		3		4		4.5		5		5.5		6		6.6		7		7.6		7.9		8.2		8.5		9

		2AI-		0.7		1.2		2		3		4		5		5.5		6		6.6		7.2		7.5		8		9		9		9

		4A*		1.5		3		5		5.3		5.8		6		6.6		7.4		7.9		8.4		8.8		9		9		9		9

		4A˄		1		1.5		2		2.1		2.7		2.8		3.3		3.7		4.2		4.7		5		5.3		5.8		6.2		6.7

		3A		0.2		0.3		0.5		1		1.5		1.7		2		2.5		3		3.3		3.6		4		4.3		4.8		5

		3A°		0.5		0.9		1		1.5		2		2.5		3		3.5		4		5		5.5		6		6.5		7		7.5

		3A-		0.5		0.9		1		1.5		2		2.5		2.7		3		3.3		3.5		3.7		4		4.5		5		5.2

		MBI-		1		2.2		3		4		5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9		9		9		9
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				150ppm de antraceno		300ppm de antraceno		sacarosa

		5D		0.12615		0.12		0.2609

		10D		0.1797		0.13675		0.657

		15D		0.1815		0.2365		0.715

		20D		0.191		0.1935		1.885

				Para cambiar el tamaño del rango de datos del gráfico, arrastre la esquina inferior derecha del rango.
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				Sin Hongo		Aspergillus flavus		Aspergillus niger		Rhizopus ssp

		5D		366.567568		358.837838		338.77027		361.067568

		10D		444.608108		405.364865		440.594595		367.459459

		15D		407.445946		357.945946		358.837838		278.864865

		20D		298.486486		285.554054		295.513514		272.324324

				Para cambiar el tamaño del rango de datos del gráfico, arrastre la esquina inferior derecha del rango.
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				150ppm de antraceno		300ppm de antraceno		sacarosa

		5D		0.1452		0.12785		0.2732

		10D		0.146		0.164		0.395

		15D		0.2365		0.1795		0.2355

		20D		0.341		0.379		1.2605

				Para cambiar el tamaño del rango de datos del gráfico, arrastre la esquina inferior derecha del rango.
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				150ppm de antraceno		300 ppm de antraceno		sacarosa

		5D		0.108		0.1085		0.3464

		10D		0.13		0.14485		0.3785

		15D		0.1635		0.1715		0.715

		20D		0.754		0.4225		1.4215

				Para cambiar el tamaño del rango de datos del gráfico, arrastre la esquina inferior derecha del rango.






