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ABSTRACT

The National Herbarium of Bolivia collected wood-degrading fungi in La Asunta region. The objective was fungi
used as a chlorophenol-degrading agent. The fungus H3.ssp (without speciation) was selected in an in vitro culture
due to its degrading capacity, quantifying three organochlorine compounds: 4-chlorophenol, 2,4-dichlorophenol and
5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol or Triclosan. Samples were taken from the culture broth extract. The
parameters evaluated were the kinetics of absorption and desorption of chlorophenolic compounds made by fungi
(absorbate), using the technique of quantifying the initial and final concentrations by gas chromatography. The
maximal adsorption of chlorophenols by fungi was obtained for Triclosan H3 followed by the 2.4-dichlorophenol and
finally the 4-chlorophenol. The adsorption affinity towards more substituted chlorophenols is due to the low polarity
that is according to: the more substitutions has the phenol the less soluble is in polar solvents (water). Chlorophenols
trapped by H3 fungi were clearly pH dependent, therefore, the adsorption of chlorophenols increases as a function of
pH. Desorption of chlorophenols was achieved using methanol 30% v / v. And finally it has been reported that H3
fungi are suitable for its use for more than 5 cycles without noticeable loss of adsorption capacity.
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RESUMEN

El Herbario Nacional de Bolivia ha colectado hongos degradadores de madera en la region de La Asunta, con el
objetivo de utilizar su potencial degradador de clorofenoles, los mismos que han sido evaluados. El hongo H3.ssp
(sin especiacion) fue seleccionado en cultivos in vitro y se cuantifico su capacidad degradadora para tres
compuestos organoclorados: 4-clorofenol, 2.4-diclorofenol y 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol 6 Triclosan;
muestras que fueron tomadas del extracto del caldo de cultivo. Los pardmetros evaluados fueron la cinética de
absorcion y desorcion de los compuestos clorofenolicos efectuado por los hongos (absorbatos), mediante la técnica
de cuantificacién de las concentraciones iniciales y finales por cromatograffa de gases. La mixima adsorcién de
clorofenoles conseguida por los hongos H3 fue para Triclosan seguida del 2,4-diclorofenol y finalmente el 4-
clorofenol. La afinidad de la adsorcién hacia clorofenoles mas sustituidos, se debe a la baja polaridad, es decir
cuantas mds sustituciones tenga el fenol en la molécula serd menos soluble en solventes polares (agua). Los
clorofenoles atrapados por los hongos H3 fueron claramente dependientes del pH, por lo tanto, la adsorcién de los
clorofenoles se incrementa en funcién del pH. La desorcién de los clorofenoles se ha conseguido utilizando metanol
al 30% v/v. Y finalmente se ha logrado reportar que los hongos H3 son adecuados para ser utilizados por mds de 5
ciclos sin notable pérdida de la capacidad de adsorcion.

INTRODUCCION

Los resultados presentados en distintos trabajos (Rodriguez, S. E. 2006) muestran que los hongos del género
Basidiomicetos son capaces de transformar y mineralizar compuestos clorofendlicos, lo que confirma su potencial
aplicacién en estrategias de biorremediacion. Estudios anteriores mostraban ciertas dudas sobre la implicacién de
enzimas ligninoliticas en la degradacién de este tipo de contaminantes medioambientales por hongos del género
Basidiomicetos. Sin embargo, los estudios (Rodriguez, S. E. 2006) in vitro realizados demostraron que con las
enzimas ligninoliticas lacasa y peroxidasa versatil purificadas del hongo del genero Basidiomicetos (Pleurotus), asi
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como la deteccién de sus actividades durante los procesos de transformacion en cultivo, sugieren su implicacion en la
degradacién de 2,4- diclorofenol y benzo(a)pireno confirmando los resultados obtenidos con otros basidiomicetos de
podredumbre blanca. Los clorofenoles son utilizados como biocidas (Field y Sierra-Alvarez, 2008). Se han elegido
tres tipos de compuestos clorofenolicos: 4-clorofenol, 2.4-diclorofenol y triclosan, por ser los de menor accién
toxica, para prevenir cualquier accién toxica en la salud de los implicados. Los clorofenoles son un grupo de
compuestos quimicos en los que se han adicionado uno o varios dtomos de cloro a la molécula del fenol. La toxicidad
de los clorofenoles depende del grado de sustituciéon y de la ubicacién de los dtomos de cloro y en general estos
compuestos son considerados como uno de los contaminantes mds peligrosos a nivel mundial (Steirt y Crawfort,
1985). La alta riqueza bioldgica de los Yungas de Bolivia hace de ella una zona promisoria para la busqueda de
especies de hongos con alto potencial degradador. Segtin Boekhout (1983), los bosques son ricos en hongos por tres
factores principales: las condiciones climdticas favorables, la existencia de mayor variedad de sustrato y mayor
estabilidad en la humedad del aire. En el municipio de La Asunta (Yungas del departamento de La Paz) se han
realizado relevamientos preliminares sobre diferentes tipos de macrohongos. El presente estudio ha tomado en cuenta
estos antecedentes y aunque no se dispone de mucha informacién sobre este grupo de organismos, se han hecho los
esfuerzos para su recoleccién y tratamiento, en la premisa de que un buen relevamiento de la riqueza y dénde
encontrarlos, asi como los estudios sobre su potencial degradador de xenobidticos seria de mucha importancia para
su proteccion y para la formulacién de estrategias de biorremediacion.

SECCION EXPERIMENTAL

Método

Los pasos se han dividido de la siguiente manera: la primera etapa del trabajo se orient a realizar las curvas de
calibraciéon con soluciones patrén preparadas en el laboratorio de productos Naturales de la carrera de Ciencias
Quimicas, mismos que fueron medidos en un equipo de dltima tecnologia en cromatografia de gases (Agilent
Technology 7890 A System ) la segunda etapa estuvo centrada en el tratamiento de las muestras realizando
extracciones de clorofenol del caldo residual del cultivo de los hongos con la adicién de clorofenoles, para concluir
con la tercera etapa dedicada a la medicién de las cantidades de clorofenol extraido del caldo residual del cultivo de
los hongos en el cromatografo de gases. La lectura de los cromatogramas y la comparacién con las curvas de
calibracién han determinado la concentracion del clorofenol en las muestras.

Datos

Las curvas de calibracién se realizaron con el promedio de los datos obtenidos de los cromatogramas, leidos en el
cromatografo de gases, para los patrones; el 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol y Triclosan. Se grafic6 las Alturas vs.
Concentraciones, porque fueron los datos las mis coherentes en los cromatogramas, no siendo asi los datos de las
dreas, por que los anchos de banda variaban notablemente, debido a la cantidad de compuesto que pasaba
aleatoriamente, del inyector a la columna del cromatdgrafo.

Curvas de calibracion

Conc. Altura
ppm pA 4-clorofenol en hexano
5 14,6
10 30,9
20 53,4 600
35 121,3
50 177,9 @ 400
100 326,2 ‘73
200 577 200
Tabla 1 ¢
5
10 9 35
50
100 200
Concentracion

Grafica 1 Curva de calibracion para el 4-clorofenol disuelto en hexano.
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Conc. Altura )
2,4-diclorofenocl en hexano
ppm PA
5 23,8
10 46,9
20 80,9 1000
35 176,6 800
50 251,3 £ 600
100 480,1 S aoo
200 892,7 200
]
Tabla 2
Concentracion
Grafica 2 Curva de calibracion 2,4-diclorofenol disuelto en hexano.
Conc. Altura Triclosan en acetato de etilo
ppm pPA
5 3
10 7 200
20 13 Leo
35 20 ‘%100
50 27 = o
100 90 o
200 150 s 10 0
35
S0 100 200
Tabla 3 Concentracion
Grafica 3 Curva de calibracion de Triclosan disuelto en acetato de etilo.
Cromatogramas
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Fig4 Muestra con 4-clorofenol
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Aqui vemos un ejemplo de los cromatogramas obtenidos por las leidas de soluciones patrén en el cromatografo de
gases. Los cromatogramas se obtuvieron por triplicado, es decir cada solucién patrdn se leyd tres veces en diferentes
viales. Las concentraciones en las que se trabajo fueron: 5, 10, 20, 35, 50, 100 y 200 ppm.

RESULTADOS, DISCUSION

La primera parte del trabajo se dedico a la obtencion de las curvas de calibracién. Posteriormente se trato las
muestras obtenidas de los extractos de los caldos de cultivo del hongo H3 para separar el clorofenol colocado en el
caldo de cultivo para su degradacién, tomando en cuenta, la afinidad hacia los solventes y la adsorcién de los hongos
por medio del pH, viéndose el incremento de adsorcién de acuerdo al aumento del pH. Finalmente se leyé en el
cromatografo de gases las muestras, los datos obtenidos se los comparo con las curvas de calibracién para obtener las
concentraciones finales de los clorofenoles. La desorcion de los clorofenoles se ha conseguido utilizando metanol al
30% v/v. Y finalmente se ha logrado reportar que los hongos H3 son adecuados para ser utilizados por mas de 5
ciclos sin notable pérdida de la capacidad de adsorcion. Se sigue trabajando sobre este tema, porque existe una gran
variedad de combinaciones en los solventes, para optimizar la separacion del compuesto clorofenolico del caldo de
cultivo, también controlar otros pardmetros la solubilidad y como el pH, para mejorar la adsorcién del hongo H3.
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