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ABSTRACT

The white and brown wood rotting fungi have shown a great ability to degrade
xenobiotic compounds. These properties are determined by their battery of extracellular
enzymes that can convert these compoundsto CO, and H,O. Compounds such
as endosulfan and chlorpyrifos are important in Uruguay as they are extensively used in
crops such as soybean and cereals, fruits, among others. These compounds are
considered recalcitrant, and in Uruguay there is not still any environmentally friendly
elimination procedure in wuse. Therefore, bioremediation of these compounds
by Basidiomycetes arises as an adequate alternative. Two strains of
basidiomycetes were selected after a screening study where the bioconversion
ability of 11 strains from the Department of Microbiology was assessed. From
the fungi studied, three showed a promising degradation capacity, and
Abortiporus biennis and Bjerkandera adusta were chosen to continue the degradation
study. We evaluated the ability of these Basidiomycetes to grow in plates containing 50
and 60 mg/ kg of endosulfan and chlorpyrifos individually and as a mixture, in YNB
medium with and without glucose, alternating the carbon source and the compound(s)
of interest. Once it was demonstrated the abilityto grow in the presence of high
concentrations of such pesticides, we tested the biodegradation ability of these fungi
in a matrix containing rice  straw immersed in semisolid agar. This parameter was
evaluated after 21 and 60 days of incubation. The percentage of degradation at 60
days was 39 and 33% for a and 3 endosulfan and 24% for chlorpyrifos. Acetonitrile was
used as the extraction solvent and the clean-up procedure was a d-SPE (dispersive Solid
Phase Extraction). Detection was performed by gas chromatography with electron

capture detector.

RESUMEN

Los hongos de la podredumbre blanca y marrén de la madera han demostrado presentar
una alta capacidad para degradar compuestos xenobidticos. Estas propiedades estan
determinadas por la bateria de enzimas extracelulares que pueden transformar los
compuestos a CO, y H,O. Compuestos como el endosulfan y el clorpirifés han sido

considerados en Uruguay de importancia dado su uso indiscriminado en los cultivos
2
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agricolas como la soja, cereales, frutas, entre otros. Estos compuestos son considerados
recalcitrantes, no existiendo en Uruguay una via de eliminacion amigable con el medio
ambiente, plantedndose la biorremediacion como una alternativa para el estudio de la
degradacién de los compuestos por Basidiomicetes. En este trabajo se seleccionaron
basidiomicetes a partir de un screening realizado sobre la capacidad bioconversora en
11hongos pertenecientes a la coleccion de la Catedra de Microbiologia. De los hongos
evaluados 3 presentaron una buena capacidad y dentro de éstos se escogieron
Bjerkandera adusta y Abortiporus bienis para continuar el estudio. Se evalud la
capacidad de crecimiento de estos Basidiomicetes en placas a 50 y 60 mg/kg de
endosulfan y clorpirifés individualmente y en su mezcla; en medio YNB con y sin
glucosa, alternando como variables la fuente de carbono y el compuesto de interés. Una
vez que se demostro la capacidad que presentaban de crecer a altas concentraciones de
dichos pesticidas, se probd la capacidad de biodegradacion de éstos hongos en una
matriz que contenia paja de arroz inmersa en agar semisélido y el hongo en estudio. Se
evalud este parametro a los 21 y 60 dias de incubacidn. Los porcentajes de degradacién
a los 60 dias fueron 39 y 33% para o y B endosulfan y 24% para el clorpirifos. Para la
extraccion se utiliz6 acetonitrilo como solvente y un-clean-up dispersivo. La deteccion

se realiz6 mediante cromatografia gaseosa con detector de captura electronica.

INTRODUCCION

La atenuacién natural se puede describir como el conjunto de procesos fisicos,
quimicos y biologicos, que espontaneamente ocurren en un espacio determinado, con
posterioridad a la aparicion de la contaminacion en el mismo (Moreno, 2004). Sin
embargo, en muchos casos, la atenuacion natural no se produce con la celeridad y
eficacia suficientes para evitar los riesgos inherentes que poseen estos contaminantes

para la salud humana o el medio ambiente, derivados de la existencia de un espacio
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contaminado y es por lo tanto necesario realizar acciones de saneamiento o recuperacion
(Tabak, 1997). Existen algunos contaminantes mas nocivos que otros, en particular,
aquellos que no se degradan facilmente por poseer estructuras quimicas muy estables,
permanecen en el ambiente por afios y son incorporados a las cadenas alimenticias en un
proceso llamado bioacumulacién, en el cual, concentraciones del orden de los ng.kg™ de
contaminantes no degradables en el ambiente, se acumulan en tejidos adiposos de los
distintos integrantes de la cadena hasta alcanzar concentraciones del orden de los mg.kg

1) en aquellos animales que estan en la cima de la cadena alimenticia (Pointing, 2001).

Estos compuestos llamados “recalcitrantes” representan un riesgo muy alto para la salud
y su empleo, se regula controla y prohibe cada vez mas. El ejemplo tipico de
compuestos recalcitrantes son los compuestos organoclorados (PCBs, dioxinas cloradas)
y en particular los insecticidas organoclorados (Keum, 2004). La utilizacion de estos
compuestos esta cada vez mas restringida pero existen algunos aun en uso.Tal es el caso
del endosulfan, el cual fue empleado en la agricultura a nivel mundial, pero desde el afio
2007 se encuentra prohibido por la Union Europea (Kumar & Philip, 2006). Un
inconveniente grande con el endosulfan es que el producto de descomposicion mas
frecuente, sulfato de endosulfan, es mas persistente que el propio endosulfan (Weir,
2006). El status regulatorio de dicho pesticida difiere de un pais a otro, pero muchos
paises han considerado pertinente regular especificamente su uso, ya sea prohibiendo, o
restringiéndolo. En Uruguay, el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca prohibi6
su importacién a partir de enero de 2011 y su uso desde diciembre de 2011. En nuestro

pais, el endosulfan se ha usado intensivamente (aproximadamente 200 ton/afio) y a
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pesar de las prohibiciones actuales, por su caracteristica de sufrir bioacumulacion es

necesario contar con una herramienta que permita remediarlo.

El clorpirifés es un insecticida organofosforado muy empleado también en la agricultura
de Uruguay para el control de plagas en diferentes cultivos como la soja, el girasol, el
trigo, la cebada, la avena, y muchas frutas y hortalizas, que pueden ocasionar grandes
pérdidas tanto (-) en la economia agricola como ganadera segun se reporta en la guia
para el agricultor (SATA Guia). Para la soja, dependiendo de la plaga contra la cual se
protege, se emplean la cantidad necesaria de los concentrados comerciales a base de
clorpirifés de 480 g.L™ por ejemplo para Epinotia se emplean de 800-1300 cc.hasin
embargo para Plusias se emplean entre 750-1200 cc.ha™. El organofosforado en
cuestion presenta un valor de solubilidad en agua de 1.4 mg/L, K. de 6000, vida media
de 7-15 dias, y un potencial de escurrimiento bajo (0.15), pero los parametros
fisicoquimicos de su metabolito, el 3,5,6-tricloro-2-piridinol, presentan valores que lo
hacen permanecer por mas tiempo tanto en el ambiente como en el agua, por su alto
valor de solubilidad 80.9 mg/L, o en el suelo por su valor de Ko de 149. Por esta razén

es de suma importancia la busqueda de una herramienta de bioconversion del mismo.

Estudios de descontaminacion bioldgica se han centrado en el uso de bacterias por la
facilidad que ofrecen para estudiar sus vias metabodlicas y llevar a cabo construcciones
genéticas que permitan degradar especificamente determinados contaminantes. Asi
mismo la capacidad de los hongos para transformar una gran variedad de compuestos

organicos en CO; y H,0 ofrece un potencial indiscutible para su utilizacién en procesos
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de tratamiento de contaminaciones (Moreno, 2004). Ese potencial radica
fundamentalmente en las caracteristicas de su sistema enzimatico y en su vigoroso
crecimiento que les permite, a través del desarrollo de su micelio, colonizar diferentes
tipos de sustratos y acceder a los compuestos que constituyen las contaminaciones mas
frecuentes de los suelos. El elevado valor de la relacion superficie/volumen celular de
los hongos filamentosos les convierte en eficaces degradadores en determinados nichos
como los suelos contaminados. Particularmente, los hongos de la podredumbre blanca
(PB) han demostrado una gran versatilidad en este tipo de aplicaciones. Dichos hongos
son basidiomicetes, comunes en bosques de pino, encino y eucaliptos (Christian, 2005),
y su denominacion como hongos de la PB, deriva de su capacidad de mineralizacién de
la lignina y sus derivados que le da a la madera un aspecto blanquecino (Pointing,
2001). Estos hongos realizan una funcién natural esencial en la conversion de lignina
cuya produccion es de 20.3 x10* kg/afio, este es un polimero polifenélico heterogéneo
que se degrada por oxidacion. El reciclaje de lignina por hongos de la PB, es un factor
fundamental del ciclo del carbono en los bosques, una de las mayores reservas de
carbono organico del suelo (Christian, 2005). Los hongos de la PB se han aplicado con
éxito a la degradacién de contaminantes recalcitrantes, particularmente compuestos

aromaticos clorados.

Este trabajo propone una primera aproximacion para la construccion de un modelo de
eliminaciéon en condiciones no contaminantes de pesticidas organoclorados vy
organofosforados, tomando como modelo el endosulfan y el clorpirifés Estas

condiciones no contaminantes se tratan de conseguir a través del proceso biotecnoldgico
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conocido como biorremediacién o descontaminacién biologica (Weir, 2006; Mukherjee

& Mittal, 2005; Kwon, 2005).

METODOLOGIA

Seleccion de microorganismos

Se evaluaron 11 basidiomicetes de la coleccion de la Catedra de Microbiologia crecidos

en el medio sélido conteniendo YNB con glucosa al 1% y 50 mg/kg de endosulfan.

La capacidad biotransformadora se evalu6 con los basidiomicetes en medio YNB con y
sin 1% de glucosa por 12 dias a 28+2°C. Se evalu6 el endosulfan y el clorpirifés
individualmente y la mezcla de ambos, a 50 mg/kg de endosulfan y 60 mg/kg de

clorpirifos.

La matriz usada para la evaluacion del porcentaje de bioconversion fue preparada a
escala de laboratorio con afrechillo de arroz, agar semisolido e indculo microbiano. A
dicha matriz se le adicion6 endosulfan y clorpirifés en concentraciones de 50 mg/kg y

60 mg/kg respectivamente.

Para el ensayo se prepararon 5 réplicas de la matriz y se adicionaron 50 mg/kg para
endosulfan y 60 mg/kg para clorpirifos. Se realizaron los blancos constituidos por

matriz sin hongo con los agroquimicos, matriz con micelio muerto y los agroguimicos y

7
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matriz con el basidiomicete. Se incubaron a 28+£2°C y se realizaron tomas de muestras a
los 21 y 60 dias. Las muestras fueron extraidas utilizando un método validado en el
laboratorio que emplea acetonitrilo como solvente y un clean-up dispersivo con las sales

MgSQO, y NacCl.

La determinacion analitica se realizé en un cromatdgrafo de gases Shimadzu GC 17A
con detector de captura electrénica (ECD) y un inyector PTV. Resuelto con una Mega
Columna capilar 60 (30m, 0.32mm de didmetro interno y 0.25um de grosor). La

temperatura del detector fue de 280°C.

RESULTADOS y DISCUSION

Del screening realizado sobre los 11 hongos, se seleccionaron los
basidiomicetes Bjerkandera adusta y Abortiporus biennis para continuar el estudio. Los
microorganismos fueron capaces de crecer en el medio YNB con y sin glucosa en
presencia de los agroquimicos individualmente asi como en la mezcla segin se muestra
en la Figura 1. Este ensayo permitio determinar cualitativamente que el basidiomicete
fue capaz de crecer en el medio con 1% de glucosa en presencia de los agroquimicos en
estudio. La cantidad de biomasa generada en este caso fue mayor en comparacién con la
biomasa obtenida al crecer el microorganismo en el medio sin la adicién de glucosa. Se
demostré6 que los hongos del estudio son capaces de de crecer en endosulfan y
clorpirifés como Unica fuente de carbono, asi como en presencia de cada uno de ellos

independientemente.
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Figura 1. Crecimiento de la cepa de Abortiporus en el medio YNB con glucosa(a,b,c) y
sin glucosa(d,e,f) con 60 mgkg™clorpirifés(b,e) y 50 mgkg™ de endosulfan(c,f) y en la
mezcla de 60 mgkg™ de clorpirifés y 50 mgkg™ de endosulfan (a,d) incubados 18 dias a

28+2°C.

Figure 1. Abortiporus strain growing in YNB medium with glucose (a, b, c) and
without glucose (d, e, f) with 60 mgkg*clorpirifés (b, e) and 50 mgkg™ of endosulfan
(c, f) and the mixture of 60 mgkg™ of chlorpyrifos and 50 mgkg™ of endosulfan (a, d)

incubated 18 days at 28 = 2 ° C.

La capacidad de transformacion de endosulfan y clorpirifés por los basidiomicetes
seleccionados fue evaluada. Los calculos se realizaron tomando como el 100% la
cantidad de compuesto obtenida en los blancos que contenian los compuestos de interés
y el afrechillo de arroz. El porcentaje de degradacion a los 60 dias fue 39% y 33 % para

o y B endosulfan respectivamente y 24% para el clorpirifos segin se muestra en la

J
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Figura 2. Como se puede observar en la Figura 2, a los 21 dias el hongo solo transforma
el isdbmero o del endosulfan y el clorpirifds; sin embargo a los 60 dias es capaz de

transformar todos los compuestos evaluados.

Biotransformacionde endosulfany clorpirifos

‘D 25 -
m21dias
m60 dias

% d

endosulfana  endosulfanf  clorpirifos etil
compuestos analizados

Figura 2. Degradacion de endosulfan y clorpirifés por cepa de Abortiporus durante 60

dias de incubacién a 28+2°C.

Figure 2. Endosulfan and chlorpyrifos degradation by Abortiporus strain during 60

days of incubation at 28+2°C.
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CONCLUSIONES

Los basidiomicetes Bjerkandera adusta y Abortiporus biennis son capaces de
crecer en endosulfan a 50 mg/kg y de utilizar el endosulfan y el clorpirifés como Unica

fuente de carbono y energia.

Estos resultados permiten utilizar la capacidad biotransformadora de dichos hongos para
futuras aplicaciones en la remediacion de compuestos recalcitrantes bajo condiciones

amigables con el medio ambiente tanto en la agricultura como la ganaderia.
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Figura 1. Crecimiento de la cepa de Abortiporus en el medio YNB con
glucosa(a,b,c) y sin glucosa(d,e,f) con 60 mgkg ™ clorpirifés(b,e) y 50 mgkg™ de
endosulfan(c,f) y en la mezcla de 60 mgkg™ de clorpirifés y 50 mgkg™ de
endosulfan (a,d) incubados 18 dias a 28+2°C.

Figura 2. Degradacién de endosulfan y clorpirifés por cepa de Abortiporus
durante 60 dias de incubacion a 28+2°C.
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