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LA PRESENTE INVESTIGACION EVALUO EL POTENCIAL DE BIODEGRADACION DEL 1,1,1-Tricloro-
2,2-bis(4-clorofenil)etano (DDT) y sus metabolitos en suelos agricolas pertenecientes
a fincas del municipio de El Viejo, Chinandega, a través de dos ensayos: ensayo de
biodegradacion ex situ y ensayo de busqueda e identificacion de microorganismos
capaces de biodegradar DDT. En el primer ensayo se determiné el porcentaje
de biodegradacion, bajo condiciones idéneas, durante un periodo de 100 dias en
diferentes lotes de suelo con diferentes aditivos (cachaza y estiércol) a través
de la aplicacion de cepas microbianas comerciales Environoc 201®. De ello se
obtuvo como resultado un porcentaje de biodegradaciéon mayor para el lote que no
presentaba aditivos organicos, siendo éste de 23,92%. En el ensayo de busqueda e
identificacion de bacterias se lograron aislar e identificar cepas microbianas nativas
de los suelos agricolas objeto de estudio utilizando medios de cultivo con DDT
como Unica fuente de carbono y energia. Como resultado se lograron identificar los
siguientes microorganismos: Pseudomonas sp., Streptomyces sp., Phanerochaete
chrysosporium y levaduras.

Palabras clave: biodegradacion ex situ / DDT / Environoc 201® / Nicaragua-
Chinandega

1. Introduccion

El 1,1,1-Tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano (DDT) (Kamanavalli y Ninnekar, 2004) es un
insecticida perteneciente alafamilia delos organoclorados. Por su altatoxicidad, persistencia
y capacidad bioacumulativa, tiene implicaciones desfavorables para el ambiente, la sociedad
yla economia. En Nicaragua fue utilizado a gran escala a partir de la explosion del cultivo del
algodon entre los anos 70 y 80 (EMBUSA, 1999). A pesar de que su utilizacion ha disminuido
en gran medida en los dltimos 20 afios, alin se encuentran concentraciones significativas de
DDT y sus metabolitos en los suelos agricolas y el agua.

Sus efectos sobre la biota acuéatica, suelos, agua y cadena alimenticia, asi como sus efectos
bioacumulativos que provocan afectaciones al sistema nervioso (niveles altos de la enzima
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colinesterasa) y que pueden provocar incluso la muerte (ATSDR, 2002), han motivado la
realizacion de investigaciones con el fin de reducir su impacto.

La presente investigacion pretende evaluar el potencial de biodegradacion de DDT en suelos
agricolas ubicados en la “Zona Sur Los Millonarios” en el municipio de El Viejo, departamento
de Chinandega, donde se han encontrado concentraciones muy elevadas de DDT (Pantaleon,
2007). La biodegradacion no es mas que la biotransformacion de la estructura de compuestos
organicos mediante la ruptura de los enlaces moleculares (Alvarez y Guevara, 2003).

Para llevar a cabo la evaluacion del potencial de biodegradacion se efectu6é un ensayo de
biodegradacion en suelos pertenecientes a la finca “El Bosque” utilizando cepas microbianas
comerciales del tipo Environoc 201® (E201®) durante un periodo de 100 dias. A lo largo de
este periodo se monitorearon variables ambientales (ph, humedad y T ) que sirvieron para
controlar el crecimiento microbiano asociado con la actividad biodegradadora sobre el DDT.
La segunda parte de la investigacion (segundo ensayo) busco cultivar, aislar e identificar
bacterias nativas de los suelos del resto de las fincas, capaces de tolerar y biodegradar
DDT.

El estudio pretende servir como marco de referencia para el desarrollo de futuras
investigaciones que pretendan identificar microorganismos capaces de biodegradar el DDT
u otro tipo de plaguicida, a través del uso de una variedad de medios selectivos de cultivo.
Por su parte, un ensayo ex situ constituye un buen punto de partida para la proposicion de
futuros proyectos de biorremediacion in situ a gran escala que disminuirian el grado de
contaminacion por DDT y las correspondientes afectaciones a la salud de la poblacion.

2. Objetivos
El objetivo general planteado fue evaluar el potencial de biodegradaciéon de DDT en suelos
agricolas pertenecientes a la “Zona Sur Los Millonarios” del Ingenio Monte Rosa. También

nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

* [Establecer las condiciones idoneas para remediar los suelos de la “Zona Sur Los
Millonarios” del Ingenio Monte Rosa por bioaumentacion ex situ.

* Determinar el porcentaje de biodegradaciéon de DDT en un intervalo de tiempo definido,
mediante la aplicacién de cepas microbianas y residuos organicos.

e Aislar e identificar microorganismos capaces de tolerar y biodegradar DDT bajo
determinadas condiciones.

* Determinar las concentraciones en las que se de mayor crecimiento de microorganismos
capaces de tolerar y/o biodegradar DDT.
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3. Metodologia

Para evaluar el potencial de biodegradacion de la “Zona Sur Los Millonarios” dividimos el
estudio en dos ensayos: ensayo de biodegradacion y ensayo de bisqueda e identificacién de
microorganismos.

En el ensayo de biodegradacion se establecieron las condiciones idéneas para remediar
los suelos del Ingenio Monte Rosa al utilizar microorganismos comerciales, Environoc 201
(E201®), por un periodo de 100 dias. Con esto se evalud la posibilidad de implementar un
proyecto de biorremediacion dentro del Ingenio Monte Rosa.

Por otra parte, se aislaron e identificaron microorganismos capaces de tolerar y
biodegradar DDT en medios con DDT como fuente de carbono. E1 DDT se aplic6 con diversas
concentraciones para determinar en qué concentracion se observaba mayor crecimiento de
colonias.

3.1 Area de estudio

Las fincas objeto de estudio se ubicaron en un area de 7, 175.26 ha. (Ilustracion 1) conocida
como la “Zona Sur Los Millonarios” en el departamento de Chinandega, municipio de El Viejo
(Pantaleon, 2007). Las fincas seleccionadas fueron rociadas por DDT durante el cultivo del
algodon, antes de 1990. Se selecciond la Zona Sur por considerarse la zona mas contaminada
por DDT y sus metabolitos. Esto segin un estudio previo analizado por cromatografia de
gases por deteccion de captura de electrones (GC-ECD) (Pantaleon, 2007), realizado en la
mayoria de las fincas de esta zona.
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Ilustracion 1. Ubicacion de las fincas en la zona de estudio (El Viejo, Chinandega)
Fuente: Terra Metrics (2008), Europa Technologies (2008), Digital Globe (2008).
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3.2 Muestreo

La poblacién corresponde a los suelos de los estratos dentro de las fincas seleccionadas y
esta definida por los transectos de la ruta de recorrido de muestreo (Mejias y Jerez, 2006).

3.2.1 Criterio de seleccion de puntos de muestreo

Se seleccionaron los puntos de muestreo por finca, es decir, cada finca representa una
muestra. Se seleccionaron las fincas que en algin momento fueron rociadas por DDT,
escogiendo aquellas donde previamente se hubieran realizado andlisis de presencia y
concentracion de DDT por cromatografia de gases por deteccion de captura de electrones
(GC-ECD). Se seleccionaron fincas con diversas concentraciones de DDT. Cada muestra de
cada finca contiene una serie de sub-muestras tomadas cada 20 ha. E1 Cuadro 1 describe la
concentracion de DDT y el area de cada finca seleccionada.

Cuadro 1. Fincas muestreadas perteneciente a la “Zona Sur Los Millonarios”.

Finca Concentracion de Area dela

DDT (ppb) finca (ha.)
El Bosque 906.90 131.39

El Trapiche 487.20 6.98

Santa Lucia y La Haya 410.40 194.99
El Hular 143.50 161.51
ENMA 116.00 55.90
Diano Marino 98.30 125.22
Dos Reyna 90.50 174.93
La Pita 2 60.00 122.82
Total 973.74

Se realiz6 un segundo muestreo de la finca “El Bosque” utilizando los mismos puntos
georeferenciados, con la diferencia de que las muestras aumentaron en volumen para un
total de 3.00 m® 6 0.43 m?® por cada una de las siete sub-muestras.

3.2.2 Recoleccion, preservacion e identificaciéon de muestras
A continuacion se describe la metodologia seguida para la recoleccion, preservacion e

identificacion de muestras para el ensayo de biodegradacion y el ensayo de blisqueda e
identificacion de microorganismos.
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Ensayo de biodegradacion

El muestreo de suelos realizado en la finca “El Bosque” corresponde al ensayo de
biodegradacion en el cual se trazaron transectos a lo interno de cada finca (Mejias y Jerez,
2006). A lo largo de éstos se fijaron puntos de muestreo donde se cavaron calicatas de
1.00m x 1.00 m x 0.30 m. Se llenaron ocho sacos de suelo por cada una, siendo abiertas a
una calicata por cada 20.00 ha. En total se muestrearon siete puntos (georeferenciados)
obteniéndose 3.00 m®de suelo como una muestra compuesta.

Ensayo de busqueda e identificacion de microorganismos

Las sub-muestras se recolectaron por medio de calicatas con dimensiones de 0.10m x 0.10m
x 0.30m. Cada muestra fue recolectada en bolsas plasticas (zip-lock) libres de contaminantes
o sustancias que pudieran alterar el pH de la muestra. Se anoto el pH y temperatura de la
muestra ¢n si¢tu. Se anotaron las coordenadas de cada sub-muestra en una hoja de campo.
No fue necesario ajustar el pH de las muestras, ya que se encontraron entre un pH de 5.0 —
9.0 (EPA, 1984).

3.3 Ensayo de biodegradacion

Con el fin de determinar qué aditivos (microorganismos, abonos, estiércol, bagazo, etc.)
podrian aumentar la velocidad de degradacion del DDT, y por ende el porcentaje de
degradacion, se dividi6 una muestra compuesta de 3m? de suelo en seis partes, cada una
con un volumen de 0.5m?. Para realizar este ensayo se utiliz6 la cepa microbiana Environoc
201®, Environbrew®, materia organica (cachaza y estiércol bovino), agua residual y agua
deionizada y destilada.

3.3.1 Analisis

A cada uno de los lotes se les dio seguimiento por 100 dias (del dia 0 al 99) con el fin de
determinar los factores que influyeron en la degradacion de DDT. Para ello se determind
la concentracion inicial de DDT, recuento de poblaciones microbianas, textura del suelo,
humedad (%), temperatura, pH y concentracion de micro y macroelementos.

3.3.2 Degradacion de DDT

Se determino la concentracion de DDT en el tiempo por medio de GC-ECD. Se utiliz6 un
cromatégrafo Varian modelo 3400 con el detector a una temperatura de 350°C y el inyector
a 220°C. Este andlisis se realizo en el Laboratorio Nacional de Residuos Organicos, del
Ministerio Agropecuario y Forestal (MAGFOR). Los analisis se realizaron los dias 70 y 99
Unicamente para los lotes 2, 3 y 4. Se realiz6 una muestra inicial (dia 0) y un analisis el dia
99 para los controles 1 y 2 con el fin de determinar el posible efecto de dilucién que pudo
haber ocurrido. Debido al alto costo de cada analisis, se realizo una muestra compuesta. En
el Cuadro 2 se describe la composicion de cada uno de los lotes y controles.
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Cuadro 2. Composiciéon de cada uno de los lotes y controles utilizados en el ensayo de

biodegradacion
Lote / Control Descripcion
Lote 1 Se tomaron 0.50m?® de suelo contaminado con DDT. No se adiciond
ningun aditivo.
Se tomaron 0.50m? de suelo contaminado con DDT. Se le aplic6 En-
Lote 2 .
vironoc 201®.
Lote 3 Se tomaron 0.50m? de suelo contaminado con DDT y 0.20m? de es-
tiércol bovino. Se le aplicé Environoc 201®.
Se tomaron 0.50m? de suelo contaminado con DDT y 0.20m? de es-
Lote 4 iy .
tiércol bovino.
Se tomaron 0.50m?® de suelo contaminado con DDT, 0.10m? de ca-
Control 1 .
chazay 5 galones de agua residual.
Control 2 Se tomaron 0.50m?® de suelo contaminado con DDT, 0.10m? de ca-
chaza y 5 galones de agua residual. Se aplicé Environoc 201®.
3.3.3 Indicadores

Los controles son indicadores que fueron ttiles para determinar el posible estado de
degradacion de DDT sin necesidad de realizar los analisis de GC-ECD para organoclorados.

En el Cuadro 3 se describen los indicadores utilizados en este ensayo.

Cuadro 3. Indicadores utilizados para el ensayo de biodegradacion.

Indicador Descripcion

Unidades formadoras de

colonias (UFC) Se midio el dia 0, 10, 50 y 99.

Temperatura ambiente ‘ez
Se midio al menos dos veces por semana.

(Tamb)
Temperatura del suelo Se midi6 al menos dos veces por semana. Corresponde a la
(T, temperatura interna del suelo.

Temperatura de trabajo

(T) Se midi6 al menos dos veces por semana.
w

Humedad (%) Se midi6 cada vez que se aplicé el indculo microbiano.

pH Se midi6 cada vez que se aplicé el indculo microbiano.
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3.3.4 Requerimientos minimos

Para quelos microorganismos (Environoc201®) contaran con un medio benéfico, necesitaron
de los siguientes requerimientos minimos.

Oxigeno: Se mezclo el suelo al menos una vez por semana con el fin de asegurar la
oxigenacion minima del suelo (Biodyne, s.f.).

Humedad: La humedad del suelo tuvo que mantenerse alrededor de un 22% y siempre menor
a un 40%. El suelo no tuvo que estar seco (polvo) ni tan humedo que conllevara lixiviados
(Biodyne, s.1.).

Macroelementos (nutrientes): Se proporciond al suelo una dosis minima de nutrientes —
relacion carbono (C) y nitrégeno (N)- con el fin de facilitar el crecimiento microbiano. En
caso de que la relacion C:N fuera mayor a 100:2 6 50:1, no seria necesario aplicar fertilizante
(Biodyne, s.1.).

3.3.5 Identificacion de microorganismos

Se identificaron microorganismos con el fin de observar la incidencia de los mismos en
la degradacion de DDT, de tal forma que se facilitara la identificaciéon de las especies que
aumentaron o disminuyeron a lo largo del tratamiento. Se tomaron 10g de la muestra
(suelo), se mezclaron en un Erlenmeyer con 99mL de solucion salina (NaCl), agitandose
por varios minutos. Se prepar6 una serie de diluciones a partir de la primera dilucién 102
hasta obtener la dilucién 105 Luego se sembro por triplicado en placas de Petri con medio
nutritivo a partir de la dilucién 10°. Las placas fueron incubadas de forma invertida a 30°C.
A partir de 24 horas se procedié al recuento de colonias, reportandose como unidades
formadoras de colonias (UFC)/por gramo de suelo. En la presente investigacion se entiende
UFC como UFC/g. Este procedimiento fue realizado por el Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Nacional Agraria (UNA), utilizando protocolos propios de la UNA.

3.3.6 Resumen de la metodologia
En la Ilustracion 2 se puede observar un resumen de la metodologia utilizada en el ensayo

de biodegradacion. Se observan los indicadores utilizados, el seguimiento y la composicion
de los lotes.
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) Muestreo “El Bosqué’
Concentracion Inicial de DDT]
v
Ty Condiciones
Macronutrientes iniciales
UFC
v Lote 1 (Testigo)
Concentracién (%) de DDT Seguimiento Lote 2 (£2010)
Tw 100 dias Lote 3 (E201® + Estiéreol)
pH l Lote 4 (E201® + Cachaza)
Concentracion (%) de DDT Degradacion
final
Tiempo de vida media (ti,)

llustracion 2. Resumen de la metodologia utilizada para el ensayo de biodegradacion

3.4 Ensayo de biisqueda y aislamiento de microorganismos

Con el fin de determinar la concentracion de DDT donde existe mayor crecimiento
microbiano —y al mismo tiempo asilar microorganismos capaces de tolerar y/o degradar
DDT- se aislaron colonias puras como UFC o como unidades de colonias degradadoras
(UCD) provenientes de las fincas muestreadas. Se utilizaron los siguientes reactivos: DDT
puro (Supelco) facilitado por el Ministerio de Salud (MINSA), K,HPO,, KH,PO,, NH,SO,,
MgS0,-7H,0, CaCl,-2H,0, MnSO-H,0, FeSO,, NaMoO,-2H,0, NaCl y Agar Base.

3.4.1 Aislamiento

Se colocaron 5.00g de tierra de cada muestra en un tubo de ensayo para luego agregar 50.00
mL de solucion NaCl al 1%. Se homogenizo6 la muestra y se midi6é pH (Carrillo et al., 2004).

Se utilizaron medios no nutritivos para el crecimiento de microorganismos, teniendo
como Unica fuente de carbono el DDT puro (Carrillo et al., 2004) y sales minerales con
la siguiente composicion en g/L: K,HPO,, 1.73; KH,PO,, 0.68; NH,S0,, 1.0; MgSO,7H,0, 0.1;
CaCl2H,0, 0.02; MnSO,H,0, 0.03; FeSO,, 0.03 y NaMoO -2H,0, 0. 06 Estos se esterlhzaron a
121°C por 15 minutos (Stanlake y Finn, 1982) Se planteo la posibilidad de que, en caso que
el compuesto xenobiotico no sustentara el crecimiento de microorganismos, se utilizarian
medios enriquecidos con un analogo biodegradable como fenol o bifenilo (Focht y Brunner,
1985) con el fin de facilitar su crecimiento (Atlas y Bartha, 2002).
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3.4.2 Unidades formadoras de colonias (UFC)

Se tom6 una alicuota de 1/10 de cada una de las muestras de suelo en una solucién de NaCl
al 100%, siguiendo una serie de diluciones entre 10-5 hasta 10-8. Luego fueron plateadas en
platos con agar nutritivo Luria Agar Base (LB) s6lido. Todos los platos fueron inoculados
a una temperatura de 37.00°C por 48-96 horas. Las colonias fueron leidas como unidades
formadoras de colonias (UFC), entendiéndose UFC como UFC/g. Como referencia, se
analizaron las UFC en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional Agraria
(UNA).

3.4.3 Estudio de tolerancia o unidades de colonias degradadoras (UCD)

Conelfin de evaluarlatolerancia de DDT paralas diferentes poblaciones de microorganismos,
se realiz6 un conteo de nimero de colonias degradadoras. Se tom6 una alicuota en 1/10 mL
de NaCl al 1.00%, siguiendo una serie de diluciones entre 102 hasta 10° que luego fueron
plateadas en platos con agar no nutritivo (NNA) solido (Biodyne, s.f.). Los platos fueron
rociados por cuatro concentraciones diferentes, 100, 300, 600 y 1000 ppb. Se incubaron a una
temperatura de 37°C por 48 horas. Como resultado se obtuvieron cultivos mixtos a los que se
les realiz6 una media aritmética entre las tres réplicas midiéndose como UCD, entendiéndose
UCD como UCD/g de suelo (Biodyne, s.f.). Se utilizé un blanco por cada serie de diluciones.
Los microorganismos de interés se aislaron posteriormente en la identificacion.

3.4.4 Identificacion de microorganismos

A partir de los diferentes cultivos mixtos se aislaron cepas puras. Estas se platearon en
placas con agar enriquecido siguiendo el mismo proceso que el planteado en el inciso 3.4.3.
Se realizaron cinco analisis por cada concentracion de DDT (100, 300, 600 y 1000 ppb) para
un total de veinte andlisis por finca. Las cepas que lograron desarrollarse adecuadamente
pasaron al proceso de identificacion en el que se utilizaron los criterios morfolégicos (forma,
tincion de Gram, movilidad, pigmentacion) y bioquimicos (prueba de oxidacion-fermentacion,
medio O/F glucosa, presencia de enzimas catalasa y/o oxidasa) (Madigan et al., 2004). El
proceso de identificacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional Agraria (UNA), siguiendo protocolos propios de la UNA.

3.4.5 Resumen de la metodologia
En la Ilustracion 3 se observa un resumen de la metodologia utilizada en el ensayo de

busqueda y aislamiento de microorganismos. Se observan los indicadores utilizados,
métodos y analisis utilizados.
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“El Bosque”  “ENMA”

Muestreo
“El Trapiche” “Diano Marino”
. . “Santa Lucia” “Dos Reyna”
Humedad (%) Condiciones Y
pH iniciales
UFC Aislamiento de Medi DT
1 . €a10s con como
UDC colonias fuente tnica Carbono
Intolerante Aislamiento de DDT: 100 ppb 600 ppb
Descart6 <€—— .
al DDT
colonias puras 300 ppb 1000 ppb
Tolerante al DDT
| Identificacion | Género y/o especies

Ilustracion 3. Resumen de la metodologia utilizada para el ensayo de bisqueda y asilamiento
de microorganismos

3.5 Analisis y procesamiento de la informacion

Para facilitar el andlisis de los resultados se utilizaron fichas a lo largo del muestreo y
recoleccion de datos. Ademas se utilizo la bibliografia existente para comparar la veracidad
de nuestros resultados. Los resultados fueron analizados estadisticamente por medio del
programa Excel version 2003. Los cdlculos estadisticos variaron desde regresion lineal,
factor de correlacion de Pearson (r), promedio o media aritmética, desviacion estandar,
error estadistico, pendiente (m), interseccion (x) y sumatoria.

Con fines aclaratorios, se utiliz6 regresion lineal teniendo a Y como variable en dependencia
de una variable independiente X. Esta se utilizé en las proyecciones de degradacién (%)
de DDT en el tiempo (x). Por otro lado, se utiliz6 el cdlculo de correlacion de Pearson (r)
o coeficiente producto momento de Pearson cuando el fin era encontrar si dos variables
son independientes o covarian entre si (no se expresaron como variable independiente o
dependiente) (Pérez, 2004).

El coeficiente de Pearson (r) se dividi6 en muy bajo (0.00 —0.20), bajo (0.21 —0.40), moderado
(0.41 - 0.60), alto (0.61 — 0.80) y muy alto (0.81 — 1.00) (Gagel et al., 2007; Hill et al., 1995).

Paralos calculos de error se utilizaron dos términos: desviacion estandar y error estadistico.
El error estadistico se utilizo en el calculo de medias de muestras del mismo tamafo de una
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poblacion, tomando en cuenta los valores originales (Tw, pH y humedad (%)), mientras que
el error estandar se utiliz6 en calculos que implicaban el error a valores calculados (valores
corregidos de la degradacion (%) de DDT y célculos de correlacion) (Skoog et al., 2001).

4. Resultados y discusion
4.1. Ensayo de biodegradacion

A continuacion se discuten los resultados obtenidos en el ensayo de biodegradacion en la
finca “El Bosque”.

4.1.1. Macronutrientes

La finca “El Bosque” presenta una relacion de 20:1 6 100:5 de C:N, superior a 100:2, por
lo cual no fue necesario aplicar nitrogeno. La textura del suelo es franca, predominando
particulas de arena (44.80%), seguida de limo (30.00%) y por dltimo arcilla (25.20%).

4.1.2. Aplicaciones microbianas: Environoc 201®

Los cuatro lotes objeto de estudio y los dos controles fueron sometidos a las mismas
condiciones para asegurar igualdad de variables ambientales. Se aplicaron 2,661.00ml de
E201® en 13 aplicaciones el mismo dia que se oxigenaron los lotes, se aplic6 agua y se
midieron las condiciones ambientales constantes (pH y humedad).

El Lote 1 funge como Testigo al presentar las mismas condiciones ambientales —-mas sin la
presencia de microorganismos— para determinar el porcentaje de biodegradacion atribuido
a factores varios de naturaleza no bidtica. Si bien al Testigo (Lote 1) no se le aplicaron
microorganismos, se homogeneizo y aplico agua en un volumen que igualara al de la dosis
microbiana aplicada en el resto de los lotes. De igual forma, en los Controles 1y 2 se aplico
agua en una cantidad equivalente a la del Testigo homogeneizandose 13 veces.

Los cdlculos de aplicacion de E201® se basan en los volimenes de suelo contaminado por
plaguicidas (DDT). De conformidad con los protocolos de aplicacién de dosis bacterianas de
Biodyne® (Biodyne, 2008), los aditivos no se toman en consideracion para la preparacion
de la dosis.

4.1.3. Tw, pH, humedad (%) y UFC

Se sospechaba que a mayor T la tendencia de biodegradacion aumentaria. Este fenomeno
no se vio reflejado en el Lote 3, el cual no presenté el mayor porcentaje de biodegradacion a
lo largo del periodo de estudio, pero silas T mas altas.

Esto se debi6 a que la poblacién microbiana del suelo aumenté como resultado de la presencia
de estiércol, cuya mineralizacion conllevo a una liberacion elevada de calor. Aunquela T es
elevada, ello no implica que se deba a efectos de biodegradaciéon de DDT, sino que realmente
se debe a efectos de mineralizacion del estiércol.
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La T  para los lotes con cachaza no fue alta pues el aditivo en si mismo representa una
matriz menos nutritiva para los microorganismos por estar compuesta principalmente de
celulosa y lignina, que no son tan rapidamente biodegradables como el estiércol.

Si se compara el Lote 1 con el Lote 2 se podra ver que, a falta de aditivo, el Lote 2 presentd
una mayor tendencia a tener una mayor T como resultado de la adicion de dosis microbiana.
Este incremento se debié inicamente a la actividad microbiana biodegradadora del DDT y
a la microfauna nativa del suelo (Pseudomonas sp. y Bacillus sp.).

Aunque la desviacion estandar de T  en los cuatro lotes fue alta, esto no es un factor que
reduzcala capacidad degradadora de los microorganismos, siempre y cuando se mantengan
las condiciones de humedad y pH constantes (Beulke et al., 2005).

Los valores de pH de los lotes se encuentran dentro del rango 6ptimo de desarrollo de
microorganismos. Valores bajos de desviacion estandar de los promedios globales indican
que el pH del suelo permanece relativamente constante, variando segtn la heterogeneidad
del suelo y la dinamica de sus especies i6nicas en la solucion.

Los valores de humedad son relativamente constantes, con una desviacion estandar baja en
relacion al promedio. La humedad (%) nunca estuvo por debajo del 22% ni por encima de su
nivel de saturacion (40%), ya que no se observo lixiviado.

Se observo el crecimiento de Pseudomonas sp, (Kamanavalli y Ninnekar, 2004; Hay y Focht,
1998; Francis et al., 1978; Seubert, 1960), Bacillus sp. (Aislabie el al., 1997; Patil et al.,
1970) y Sarcina sp. Las primeras dos especies presentan antecedentes comprobados de
biodegradacion de DDT. En la muestra inicial se observaron solamente Bacillus sp. A
medida que se fueron aplicando las dosis microbianas hubo un aumento de Pseudomonas
sp. y Bacillus sp.

Tomando en cuenta todas las especies microbianas, UFC total, el Lote 3 presenté una
actividad microbiana aproximadamente dos veces mayor que la del Lote 1, lo cual se debe
particularmente a la influencia del estiércol. En el Lote 2, por su parte, se observo que hay
una mayor actividad microbiana atribuida a la adiciéon de E201®. Asi, se puede ver que en
el Lote 3 parte de la actividad microbiana se debe a la microfauna nativa del estiércol y no
necesariamente a la adicion de E201®. Por ende, la totalidad de estas colonias no logran
tolerar ni biodegradar DDT, s6lo una parte de ellas.

En el Cuadro 3 se describe un resumen de los promedios de Tw, pH, humedad y UFC en los
lotes y controles utilizados para el ensayo de biodegradacion.
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Cuadro 3. Resumen de los promedios de las variables

o Humedad UFC

Lotes Tw (°C) pH (%) (x10°)
Lote 1 (Testigo) 0.00 201 | 615+013 | 2650 +3.83 | 14.00 = 11.93
Lote 2 (F201®) 110+230 | 633+ 028 | 30.31 =430 | 23.00 = 20.05
Lote 240 =230 | 641032 | 2036 +5.77 | 32.00 + 4557
(E201®+ Estiéreol) A0 = 2. AL = 0. 36 £ 5. 00 = 45.
Lote 4
(5201 -+ Cachaza) 070 =214 | 638=032 | 31.10 =349 | 11.00 = 1.71

Controles

Control 1 (Estiércol) 100+ 231 | 638+033 | 3170 = 2.87 | 12.00 = 12.04
Control 2 (Cachaza) 100221 | 632031 | 32.05 +2.96 | 18.00 + 14.15

4.1.4.Degradacion de DDT, t ,y tiempo de vida

1/2
A los datos de degradacion de DDT (%) se les aplico el analisis de regresion lineal debido a
que se trataba de un periodo corto de andlisis. El valor del Testigo parece casi inalterable, con
un porcentaje de degradacion de 2.33%. Esta pequefia degradacion pudo haberse debido a
degradacion abiotica o bien, a degradacion autoctona del suelo inducida por las condiciones
de calor a que se vio sometido cada lote al ser cubierto con plastico negro, acompanado de
la homogeneizacion.

El lote que present6 el segundo porcentaje de biodegradacion mas bajo fue el 4 (E201®
+ cachaza). Se estima que esta baja degradacion se debe a que la cachaza no es un
material organico con alta presencia de microorganismos capaces de mineralizarla
en estas condiciones. A su vez, estd compuesta principalmente por celulosa y lignina,
cuya degradacion, si bien se trata de sustancias biodegradables (Barr y Aust, 1994), es
relativamente lenta.

ElLote 3 (E201® + estiércol) fue el segundo en presentar mayor porcentaje de biodegradacion.
Esto como resultado de la alta presencia de microorganismos que se encuentran en el
estiéreol. Durante el proceso de mineralizacion del mismo, el aumento de la temperatura
fue mayor, no obstante, lo que determina en verdad el porcentaje de biodegradacion es el
papel que juegan los microorganismos capacitados para biodegradar DDT.

La razon por la cual el Lote 2, que no contenia aditivos, presentaba el mayor porcentaje
de biodegradacion con respecto al Lote 3, puede deberse al hecho de que en este tltimo
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haya acontecido un crecimiento competitivo entre los microorganismos del estiércol y las
cepas E201® (Madigan et al., 2004; Atlas y Bartha, 2002) de forma tal que éstas pudieron
desarrollarse a su maxima capacidad, biodegradando el DDT a una tasa balanceada.

Se puede advertir que un porcentaje de biodegradacion de 25.00% en 100 dias es bastante
alto (comparado con el t,, calculado), lo cual sugiere que la degradacion no solamente fue
aerdbica, sino anaerdbica facultativa, puesto que los lotes estaban apilados y en el fondo
de ellos —si bien se homogeneizaban regularmente- el acceso a oxigeno era dificultoso.
Se estima que a estas condiciones experimentales ex sifu, la biodegradacién sufre un
comportamiento relativamente lineal, lo que se debe a que el periodo de tiempo de analisis
es corto y las condiciones ambientales permanecen constantes. A medida que el tiempo va
aumentando, el comportamiento se vuelve logaritmico.

Segtn los datos de degradacion, se puede predecir el tiempo en el cual se degradara el
DDT. Al calcular el t,, se puede determinar realmente como influye la aplicacion de cepas a
lo largo del tiempo, permitiendo decidir si la biodegradacion sera factible. Asi, el Lote 2 se
degradaria casi 14 veces mas rapidamente que el Testigo. Mientras éste se degradaria a la
mitad de su concentracion en 209 dias, el Testigo haria lo mismo en 8 afos.

El tiempo que necesita el DDT y sus metabolitos para biodegradarse hasta 1 ppb se definié
como tiempo de vida. En el Cuadro 4 se resumen los promedios obtenidos de la degradacion,
t,, y tiempo de vida. Se puede observar que el Lote 1 (Testigo) se degradaria a 1 ppb en 64.14
anos, mientras que el Lote 2 (E201®) haria lo mismo en sdlo 4.59 afios.

Cuadro 4. Resumen de los promedios de degradacion (%) de DDT, t,, y tiempo de vida en
los lotes utilizados para el ensayo de biodegradacion

Lotes Dol t}/z t de vida (anos) X
(%) (anos)

Lote 1 (Testigo) 2.33 797 64.40 1.00
Lote 2 (E201®) 23.92 0.57 4.59 13.94
Lote 3

(E201® +Estiércol) 20.19 0.86 6.89 9.26
Lote 4

(E201® +Cachaza) 12.70 1.41 11.29 5.65

4.1.5. Factores de correlacion

El Cuadro 5 muestra un resumen de los factores de correlacion (r) entre degradacion (%) de
DDT, T y UFC. Se puede observar que la degradacion esta mas sensiblemente relacionada
con la actividad microbiana (UFC) (r = 0,45) que conla T (0,20) y que, por su parte, T esta
fuertemente relacionada con UFC.
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Cuadro 5. Factores de Correlacion (r) entre degradacion (%) de DDT, Tw y UFC.

Degradacion Tw UFC

Degradacion 1.00 0.20 0.45
Tw 0.20 1.00 0.86
UFC 0.45 0.86 1.00

Si bien la relacion entre Ty la degradacion (%) es muy baja, Ty la actividad microbiana
expresada como UFC si presenta una correlaciéon muy alta (r=0,86), lo que indica una solida
tendencia positiva (m=0,07) donde a mayor T _ habra una mayor actividad microbiana
(UFC).

La [lustracion 4 muestra la tendencia de la correlacion entre T 'y UFC, donde al aumentar
la temperatura UFC aumenta T . Esto se debe a la estrecha relacmn que existe entre la
actividad (degradadora) mlcroblana y los cambios de temperatura (Beulke et al., 2005),

pudiéndose aseverar que a medida que se elevala T las reacciones quimicas y enziméticas
de la célula son mas rapidas, acelerandose el crecimiento o la actividad microbiana (UFC)
(Madigan et al.,2004). Segin estos resultados, la actividad microbiana (UFC) es el indicador
mas fiable en la degradacion de DDT en suelos.

Temperatura de Trabajo (Tw) vs UFC

3.00
2.50 - Py

2.00

(oC)

1.50

Tw

1.00 *

*

0.50 -

0.00 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

UFC (x10°%)

Ilustracién 4: Temperatura de trabajo (T ) contra unidades formadoras de colonias
(UFC).

4.1.6. Inversion

El costo de la inversion se determiné en base a los costos de remediacion de 0.5m® del
Lote 2 (E201). Estos costos no incluyen transporte, maquinaria, impuestos, ni costo por
importacion del producto. Debido a que el tiempo de vida del DDT puede variar, el costo se
calcul6 en base al tiempo de aplicacion del producto (afios).
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Los costos para remediar 1.00 m?® de suelo contaminado por DDT son de $320.00 anuales y
$26.67 mensuales. Si bien el costo de biorremediar un suelo es mas bajo que otras técnicas
(Cuadro 6), remediar areas muy extensas eleva el costo de remediacion, especialmente en
residuos peligrosos como los pesticidas. Lo mas recomendable es utilizar E201® solo para
puntos focales o derrames de plaguicidas en campo, y adicionar nutrientes al suelo, a través
del sistema de riego, que ayuden a la microfauna existente a cometabolizar el DDT.

Cuadro 6. Costos de alternativas para tratar suelos contaminados por desechos peligrosos

Tipo de tratamiento Cos;t$(;$(;dio Rzggfot?gzzgel
Incineracion 975 350 -1 600
Relleno sanitario 350 100 - 600
Desorcion térmica 125 50 - 200
Lavado de suelo 237 125 -350
Biorremediacion sobre superficie 95 40 - 150

Fuente: Alvarez y Guevara (2002).

4.2. Ensayo de busqueda y aislamiento de microorganismos

A continuaciéon se discuten los resultados obtenidos en el ensayo de aislamiento e
identificacion de microorganismos capaces de biodegradar DDT.

En el Cuadro 7 se observa que las fincas tenian en promedio un pH de 6.64, teniendo el
menor “El Bosque” (6.30) y el mayor “La Haya” (6.90). Los rangos de pH son aceptables, no
hubo necesidad de ajustarlos. La humedad en promedio fue de 3.08%, valores aceptables
para el crecimiento microbiano por el método de placas.

Cuadro 7: Condiciones inicial de las fincas muestreadas

Finca pH Humedad (%)
El Bosque 6.30 291
El Hular 6.45 3.56
El Trapiche 6.70 3.71
ENMA 6.67 2.78
La Pita 2 6.34 1.90
Dos Reyna 6.89 3.12
Santa Lucia 6.61 3.00
La Haya 6.90 2.95
Diano Marino 6.86 3.81
Promedio 6.64 3.08
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4.2.1. Unidades de colonias degradadoras (UCD)

Las fincas en las que se observé una mayor formacion de UCD fueron “El Bosque” con 2.71
x 10% “Dos Reyna” con 1.93 x 10% “Santa Lucia” con 1.79 x 10%, y “La Pita 2” con 1.75 x 10°
También se observo que a mayor concentracion de DDT aplicado hubo una menor formacion
de colonias.

A su vez, la proporcion de UCD es menor que la de unidades formadoras de colonias (UFC).
Esto es logico, ya que UFC (19.67 x 10°) expresa la poblacion total de microorganismos,
mientras que UCD (1.43 x 10°) so6lo expresa la poblacion capaz de tolerar o biodegradar
DDT. Sin embargo, esto no es aplicable para la finca “Diano Marino” posiblemente porque
la poblacion microbiana de esta finca en su mayoria es capaz de tolerar DDT. Con el fin de
confirmar la existencia de una poblacion degradadora representativa en la finca “Diano
Marino”, se deberan realizar analisis mas profundos tanto de UCD como de UFC.

4.2.2 Relacion de UCD y concentracion de DDT

Se observo una fuerte correlacion (r = 0,95; m = -72,16+ 12,11; Interseccion (x) = 1,79x10°
+ 0,07x10° ) entre la concentracion de DDT (%) aplicada y las unidades de colonias
degradadoras (UCD). Esto permite afirmar que a menor concentraciéon de DDT es mas facil
paralos microorganismos adaptarse a este medio en un corto lapso de tiempo. Esto no quiere
decir que no exista la adaptacion o bien, que la adaptacion sea menor a concentraciones
mas altas, ya que se ha demostrado que en prolongados periodos de tiempo, las colonias
logran adaptarse (Alvarez y Guevara, 2003; Gale, 1952).

La Ilustracion 5 muestra la correlaciéon (muy alta) entre UCD y la concentracion (%) de DDT,
siendo ésta negativa (m = -72,16) o inversamente proporcional y una Interseccion (x) igual
a 1.79x10° = 0.07x10°.

Unidades Degradadoras de Colonoas (UDC) vs Concentracion de DDT (ppb)
2.00 -
1.80 - S
1.60 A
1.40 -
—~ *
"’8 1.20 A
2 .
O 1.00 A
o
> 0.80
0.60 -
0.40 -
0.20
0.00 : : : : : . . . . !
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
DDT (ppb)

Ilustracion 5. Correlacion entre UCD y concentracion (%) de DDT
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4.2.3. Especies aisladas e identificadas

Se logro identificar una variedad de microorganismos entre los que se encuentran bacterias,
hongos, levaduras y actinomicetos. Tanto las bacterias (Pseudomonas sp.) (Kamanavalli y
Ninnekar, 2004; Hay y Focht, 1998; Francis et al., 1978; Seubert, 1960), como los actinomicetos
(Streptomyces sp.) (Chacke et al., 1966), los hongos (Aislabie ef al., 1997; Bumpus y Aust,
1987) y las levaduras (Kallman y Andrews, 1963) han presentado afinidad por tolerar o
degradar plaguicidas, incluyendo el DDT.

Por otro lado, el inico microorganismo que presenta afinidad por mineralizar DDT son los
hongos, resaltando la especie Phanerochaete chrysosporium (Bumpus y Aust, 1987).

En las Ilustraciones 6 y 7 se puede observar una especie aislada de bacteria (Pseudomonas
sp.) y una de hongo (Phanerochaete chrysosporium,).

Ilustracion 7. Microorganismo identificado: Phanerochaete chrysosporium
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4.2.4 Relacion entre colonias aisladas y concentracion de DDT

En el Cuadro 8 se puede observar que 13 de las 45 colonias que se intentaron aislar a
una concentracion de 1000 ppb, lograron desarrollarse, tendencia que disminuy6 en las
concentraciones menores, tanto asi que sélo 3 de 45 colonias lograron desarrollarse a una
concentracion de 1000 ppb. Si bien la relacién entre las colonias aisladas y concentracion
de DDT no form¢6 parte de nuestro estudio, es interesante ver la relacion de que a mayor
concentracion de DDT, hay mayor probabilidad de aislar las colonias (r = 0.98).

Cuadro 8: Colonias aisladas contra concentracion de DDT

Concentracion | N° de colonias aisladas
100 3
300 4
600 8
1000 13
Total 45

La facilidad que tienen los microorganismos para aislarse como cultivos puros en un
medio con concentraciones altas de DDT se explica al haber una mayor disponibilidad de
éste como fuente de carbono, mientras que a concentraciones menores, existe una menor
disponibilidad.

5. Conclusiones

El potencial de biodegradaciéon de DDT y sus metabolitos en los suelos fue significativo, ya
que se logro biodegradar el DDT en un 24.00% y se lograron aislar microorganismos capaces
de tolerarlo y biodegradarlo.

Las condiciones idéneas para biodegradar los suelos de la finca “El Bosque” se dan con
la aplicacion de dosis de Environoc 201® inoculadas por 24 horas, con una humedad (22 —
40%) y pH (~7) 6ptimos.

Elmayor porcentaje de biodegradacion de DDT en 100 dias correspondio al Lote 2 (Environoc
201®) con 24.00%, seguido del Lote 3 con 20.00% (Environoc 201® y estiéreol) y del Lote 4
con 13.00% (Environoc 201® y cachaza).

La temperatura de trabajo (T ) no se relaciona fuertemente con el porcentaje de
biodegradacion de DDT (r=0.20), pero si se relaciona sdlidamente con la actividad
microbiana en el suelo (UFC) (r=0.86).

Se aislaron 28 colonias puras de microorganismos capaces de tolerar o biodegradar DDT,
identificandose bacterias (Pseudomonas sp.), actinomicetos (Streptomyces sp.), hongos
(Phanerochaete chrysosporium) y levaduras.
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El mayor crecimiento de colonias tolerantes o degradadoras de DDT (UCD) se produjo a una
concentracion 100 ppb de DDT. Por su parte, se observé una mayor facilidad de aislamiento
de colonias puras, capaces de tolerar o degradar DDT, a una concentracion de 1000 ppb de
DDT.

El costo de biorremediar suelos de uso agricola contaminados por plaguicidas, en la
Zona Sur “Los Millonarios” se estima de $360m?%afio y $26.66m?*mes, lo que se encuentra
relativamente mas economico que otras técnicas.

6. Recomendaciones

- Acordar con el Ministerio del Ambiente y de los Recursos Naturales (MARENA) los
limites maximos permisibles (Imp) para suelos con fines agricolas con presencia de
plaguicidas. Esto facilitara plasmar las metas ambientales dentro del Sistema de Gestion
Ambiental (SGA) y evaluarlas anualmente.

- Utilizar E201® en los meses que sea mas factible regar los suelos, es decir, en tiempo
fuera de cultivo. Asi se puede dar tratamiento a los suelos tres meses al ano, evaluando
anualmente la degradacion hasta llegar a una concentracion lo suficientemente baja.

- Utilizar cepas comerciales (E201®) en puntos focales de contaminacion, es decir, en
derrames accidentales de pesticidas que se den en los almacenes, aerodromos agricolas
o cerca de alguna poblacién y cuerpo de agua.

- Para posibles estudios de biodegradacion de DDT ex sifu se recomienda realizar un
ensayo conjunto bajo condiciones aerobicas y anaerdbicas intercaladas, o bien, que
consideren un ambiente aerobico o anaerdbico facultativo para analizar el potencial de
E201® (o de cualquier otra cepa microbiana comercial) en otro tipo de medio.

- Para evitar la disminucién de la actividad biodegradadora de E201®, se recomienda
utilizar aditivos que no presenten en su matriz microorganismos asociados a actividades
de descomposicion de materia organica que puedan entrar en competencia con
microorganismos biodegradadores.

- Para profundizar en el estudio de biodegradacion, se recomienda realizar analisis
individuales en los que se someta a cada cepa identificada a una concentracion inicial
de DDT'y se evalie, consecuentemente, durante un periodo de tiempo establecido y bajo
condiciones ambientales controladas, el porcentaje de DDT biodegradado asociado a la
actividad biodegradadora del microorganismo objeto de estudio.
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