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RESUMEN.

El DDT es un plaguicida organoclorado de alta resistencia a la degradacién, su uso
se ha restringido en muchos paises por los dafios ambientales y de salud a los
cuales se le asocia. En México su uso es ain comun en campanas sanitarias y para
la proteccion de cultivos agricd|as, lo que ha provocado la contaminacioén por este
compuesto principalmente en el suelo.

En este trabajo se propone degradar el DDT mediante bioaumentacion en sistemas
anaerobio y aerobio en fermentacion sélida. El estudio se realizé sobre un suelo
agricola de Yucatan, que se caracterizé en cuanto a textura y nutrientes. La muestra
se contaminé artificialmente con una concentracién conocida de DDT.

Se realiz6é un disefio factorial que incluyé el efecto del inéculo y las condiciones de
cultivo. Las variables de respuesta fueron las concentraciones de DDT, DDE y DDD,
que se midieron por cromatografia de gases. Los indculos aerobios evaluados
consistieron en un cultivo mixto (comercial) y uno puro de Phanerochaete
chrysosporum. Las condiciones de cuitivo evaluadas fueron dos: aerobias
exclusivamente y un pretratamiento anaerobio en el que se utilizaron lodos activados
provenientes de una planta de tratamiento de una industria refresquera. El periodo
total de tratamiento fue de 28 dias. Los cultivos mixtos, tanto aerobios como
anaerobios fueron alimentados semanalmente con nutrientes y 0.5ug de DDT por mi
de medio.

Se demostré que la degradacion del DDT es mejor con la combinacion del

vi




pretratamiento anaerobio y el uso del hongo en condiciones aerobias. La maxima
desaparicién alcanzada fue del 84%. Para el caso del DDE, también el método
combinado fue el mas adecuado logrando una desaparicién. del 69%.

El andlisis estadistico de los resultados para diferentes tiempos de cultivo, mostraron
diferencias significativas durante la etapa anaerobia ( de 0 a 14 dias) y las
concentraciones finales de DDT H(6, N = 21) = 13.5152; p = 0.0356, lo que deja
claro la eficiencia del tratamiento anaerobio en la biotransformacién del DDT
principalmente hacia la formaciéon de DDD ya se que obtuvieron aumentos en la
concentracidén de este compuesto durante esta etapa de cultivo.

No se encontr6 diferencia significativa entre la concentracion de DDE vy las
condiciones de cultivo, sin embargo, existe una tendencia a la disminuciéon en su
concentrécién durante los 28 dias de cultivo anaerobio-aerobio.

Con el propésito de observar la actividad enzimatica adjudicable a los
microorganismos se évalué la actividad reductasa (cualitativamente) y peroxidasa
(cualitativamente) durante el cultivo. Se observé que la actividad reductasa, se
presenta s6lo en la etapa anaerobia y que este tipo de enzimas son intracelulares o
asociadas a membrana. La actividad peroxidasa presente en la etapa aerobia,
proviene de extractos extracelulares. En ambos casos la mayor respuesta de
actividad se obtuvo en el cultivo bioaumentado.

Este estudio contribuira al conocimiento de los efectos esperados al biodegradar un
compuesto organoclorado persistente en un sistema de fermentacién secuencial

anaerobia-aerobia en estado sélido.
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ABSTRACT

DDT is an organochiorine pesticide with a high resistance to degradation. Its use has
been restricted in many countries because of both the environmental and health
damages to which it is related. Iﬁ Mexico , its use is still common in health campaigns
to protect agricultural areas and as result of this, pollution by this compound has
been observed in soils and sediments.

This study proposes the degradation of DDT by bioaugmentation under anaerobic
and aerobic systems in soild fermentation. The study was conducted using an
agricultural soil of the Yucatan Peninsula, and texture and nutrients of the soil were
characterized prior to the analysis. The sample was artificially contaminated with a
known concentration of DDT.

A factorial experimentél design was carried out and it included the effect of inocula
and culture conditions. The response variables were the concentrations of DDT, DDE
and DDD, which were measured by gas chromatography. The aerobic inocula
consisted of a mixed culture (commercial) and a pure culture of Phanerochaete
chrysosporum. Two culture conditions were tested: (i) aerobic conditions and (i) an
anaerobic pre-treatment in which activated sludges from a treatment plant of a
softdrink facility were used, followed by aerobic condition. Total treatment lasted 28
days. Mixed cultures, including anaerobic and aerobic, were adapted to DDT for 40

days. These cultures were fed weekly with nutrients and 0.5 pg of DDT per mi of the

viil




culture media.

It was demonstrated that degradation of DDT was more efficient with a combination
of the anaerobic pre-treatment, and the use of the fungus under aerobic conditions.
Maximum degradation was 84%. For DDE, the combined method was also the most
suitable, with a 69% of degradation.

The statistical analysis of the results for different times of culture showed significant
differences during the anaerobic stage (from 0 to 14 days) and the final
concentrations of DDT H(6, N=21) = 13.56152; p = 0.0356, which shows clearly that
the efficiency of the anaerobic treatment in the biotransformation of DDT mainly
oriented towards the formation of DDD, since an increase in the levels of this
compound was obtained during this culture stage.

No significant differences in DDE concentration between culture conditions were
found; however, a decreasing tendency in concentration was observed during the 28
days treatment of anaerobic-aerobic culture.

In order to observe the enzymatic activity related to microorganisms, reductase
(qualitatively) and peroxidase (quantitatively) activities were evaluated during the
cuilture. Reductase activity was only detected in the anaerobic stage and this group of
enzymes was observed to be intracellular or linked to the membrane. The peroxidase
activity present in the aerobic stage came from extracellular extracts. In both cases, a

major increase of activity was observed in bioaugmentated culture.




I. INTRODUCCION

En los Ultimos afos, se ha presentado un notable interés por los compuestos
organoclorados debido a los dafios ambientales y de salud que su uso
indiscriminado a largo plazo ha ocasionado; un ejemplo de ellos es, el insecticida
1,1,1-tricloro-2,2-di-(p-clorofenil) etano, mejor conocido como DDT. La exposicién a
este compuesto se ha asociado con la incidencia de cancer de seno (Wolff y col.
1993), pancreatico y leucemia, asi como por producir alteraciones hormonales o en
las funciones reproductoras masculinas (Kelce y col., 1995; Jégou, 1996; Cebrian,
1998). El uso del DDT esta restringido en muchos paises pero su presencia en el
ambiente es el resultado de su extensivo uso en el pasado, aunque no ha dejado de
introducirse en el ambiente en algunas partes del mundo, en donde su uso es aun
comun.

En México su consumo es mas alto que en otros paises de Am/érica Latina ya que se
ha empleado sistematicamente en campanas sanitarias desde 1960 para el control
de la malaria y dengue. Hasta ahora no se ha encontrado ningiin otro compuesto
que reuna sus propiedades y su eficacia (Cebrian, 1998; Lépez y col., 1996;
Wayland y col., 1992).

El DDT es un compuesto organico de alta resistencia a la degradacién por medios
bioldgicos, fotoliticos o quimicos, ya que su molécula contiene estructuras alifaticas y
aromaticas que le dan gran estabilidad. Se considera como un compuesto

contaminante persistente (Kannan y col.,, 1992) y de ahi el interés de realizar




estudios de biodegradacion.

La naturaleza lipofilica, entre otras caracteristicas, ha propiciado que el DDT y sus
metabolitos persistan en el ambiente, principalmente en suelos y sedimentos.
Estudios de transformacién del DDT en el suelo indican una prolongada persistencia
por periodos extensos de tiempo, ya que este compuesto estd sometido a una
extensiva adsorcioén a particulaé solidas (U.S. Dep. of Health and Human Services,
1994).

Algunos desechos y contaminantes quimicos han sido eliminados por procesos de
biorremediacién, la cual involucra la estimulacién de las vias naturales de
degradacion, éstas integran reacciones fotoquimicas en donde los microorgranismos
juegan un papel importante en la formacién de centenares de ecosistemas.

Hoy dia se usan bacterias aerobias para degradar petréleo y otros desechos
peligrosos, pero se ha visto que los sistemas anaerobios son capaces de degradar
contaminantes clorados via decloracién reductiva (Leahy y Brown, 1994). Algunos
compuestos pueden ser degradados parcialmente por bacterias anaerobias y los
productos de esta reaccion pueden ser degradados por procesos aerobios.

Los productos de degradacion del DDT, son principalmente el 1,1-dicloro-2,2-bis(p-
clorofenil)etiieno (DDE) y el 1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano (DDD), la ruta
puede ser de DDT a DDE y posteriormente a DDD o de DDT a DDD directamente.
Estas rutas no han sido del todo aclaradas, aun después de 40 anos de estudio
(Wayland y col.,, 1992). Asi por ejemplo Wedemeyer (1966) propuso que bajo

condiciones aerobias, en el caso del DDT, se presenta una lenta conversiéon a DDE,




mientras que bajo condiciones anaerobias la conversiéon hasta DDD resulta mas
rapida.

Se han realizado varios trabajos de biodegradacion en medio liquido, empleando
diversos microorganismos y sistemas para degradar el DDT, como por ejemplo:
Phanerochaete chrysosporium (Bumpus y Aust, 1987) y Alcaligenes eutrophus
(Nadeau y col., 1994) en condiciones aerobias; en aislados de lodos (Pfaender y
Alexander, 1972) y cultivos mixtos inmobilizados (Beunink y Rehm, 1988) en
sistemas anaerobios-aerobios; pero no se conoce aun ninglin microorganismo que
utilice el DDT como unica fuente de carbono y energia.

La degradacion del DDT puede tomar vias diferentes en funcién de las condiciones
ambientales y formar mediante una decloraciéon reductiva DDD o a través de una
dehidrocloracion DDE (Quensen y col., 1998)

El principal problema de la presencia del DDT en el ambiente es su inclusién en la
cadena alimenticia, en donde conforme avance en ella la contaminacién tiende a
magnificarse, una forma de reducirlo es eliminarlo o al menos reducir su
concentracién en el suelo, que es su principal reservorio.

En este trabajo el objetivo fue evaluar la capacidad de degradacién del DDT con
adicion de diferentes inéculos (puro o mixto) en sistemas: anaerobio-aerobio o sélo
aerobio en un sustrato sélido, dada la importante persistencia de este xenobiético en
el suelo. Para cumplir con este objetivo se realiz6 un disefio factorial que incluyera
los factores a evaluar: indculo y condiciones de fermentacién. El estudio se efectud

sobre un suelo agricola contaminado con una concentracién conocida de DDT.




El trabajo se dividi6 en tres partes, en la primera se caracterizaron dos tipos de suelo
a tratar a fin de analizar y evaluar la capacidad de los mismos para biodegradar un
compuesto organoclorado bajo condiciones adecuadas. Se seleccion6 uno de ellos
para usarse como modelo de trabajo en un proceso de biodegradacién. Se puso a
punto la técnica cromatografica para la determinacion del DDT a fin de evaluar la
concentracién de este plaguici'da en muestras de suelo agricola del estado de
Yucatan.

En la segunda parte se realizd una seleccion de cultivos mixtos anaerobios y
aerobios pre-adaptados a la presencia de DDT, que posteriormente se emplearon en
la bioaumentacion del suelo. Se realizaron fermentaciones en medio solido dada las
caracteristicas fisicas y de contenido de humedad del suelo modelo, bajo un disefio
experimental que permiti6 la evaluacion de la influencia de un pretratamiento
anaerobio.

En la tercera parte se cuantificé la concentracién de los dos principales productos de
degradacién del DDT a fin de encontrar las rutas de biodegradacion que sigue el
DDT en suelos tropicales bajo condiciones anaerobias y aerobias.

Con el proposito de observar la actividad enzimatica adjudicable a los
microorganismos se evaluo, la actividad reductasa (cualitativamente) y peroxidasa
(cuantitativamente) durante el cultivb.

La principal motivacion de este trabajo fue, contribuir al conocimiento del efecto que
ejercen los microorganismo y las condiciones ambientales presentes en un proceso

de biodegradacion de un suelo contaminado con DDT.




Il. JUSTIFICACION.

El uso continuo del DDT en nuestro pais, asi como, la naturaleza lipofilica y su
relativamente baja velocidad de degradacion quimica y biolégica, ha propiciado la
persistencia de este compuesto y de sus metabolitos en el ambiente, principalmente
en suelos y sedimentos. Esto ha contribuido directa e indirectamente a su
acumulacién en tejidos biolégicos y su subsecuente magnificacion en organismos,
que se encuentran dentro de la cadena alimentaria, entre ellos el hombre.

Las implicaciones que tienen los compuestos contaminantes persistentes sobre la
salud humana, desde trastornos en el sistema respiratorio, nervioso y reproductivo,
hasta la asociacion con cancer de diferentes tipos, ha propiciado la impiementacion
de normas para su uso o su eliminaciéon en el ambiente.

De ahi que se considera adecuado e importante contribuir al conocimiento de las
rutas que lleven a la eliminacion del DDT presente en el ambiente, empleando para
ello sistemas microbianos que puedan acelerar su degradacion, particularmente en
suelos tropicales. Para ello se propone utilizar sistemas de estudio similares al
ambiente en donde se presenta la contaminacion.

Este estudio contribuira al conocimiento de los efectos que se pueden esperar al
biodegradar un compuesto organoclorado de alta persistencia en un sistema de

fermentacion secuencial anaerobio aerobio en estado sélido.




IIl. ANTECEDENTES.
l.1. PLAGUICIDAS.

La industria de los plaguicidas tomd auge en la segunda guerra mundial, propiciada
por el descubrimiento de Ias'propiedades insecticidas de algunos compuestos
sintéticos. Desde entonces Ilos laboratorios de la industria quimica han
proporcionado a los agricultores una serie de poderosos venenos contra los
diferentes tipos de plagas, siendo la mayoria de ellos organoclorados vy

organofosforados (Cremlyn, 1995).

Los insecticidas se clasifican dentro de las sustancias quimicas mas téxicas para
todo el reino animal. En numerosos estudios se hace énfasis sobre los peligrosos
efectos toxicos de los plaguicidas, ya que al estar presentes en aire, agua, suelo y
alimentos, repercuten gravemente sobre la salud y desequilibran las poblaciones,

animales y vegetales (Restrepo, 1988).

Entre los insecticidas mas importantes destaca el 1,1,1-tricloro-2,2-di-(p-clorofenil)
etano, también llamado diclorodifeniltricloroetano o mas comunmente, DDT. Cuando
se descubri6, se identificaron como sus principales ventajas: su estabilidad, su
persistencia y amplio espectro en actividad insecticida, su bajo costo de fabricaciéon y

la supuesta baja toxicidad para los mamiferos (DLsp oral en ratas: 300 mg/kg)




(Cremlyn, 1995). Entre sus desventajas se cita, el que muchos insectos han
desarrollado resistencia, el tiempo de biodegradacion de 10 afios o mas y la

capacidad de acumularse en el higado (Dominguez, 1980).
1i.2. FABRICACION DEL DDT.

El DDT es el insecticida mas importante del grupo de los plaguicidas organoclorados.
En la figura 1, se muestra la reacciéon efectuada para su fabricacién, en la cual se
efectua una condensacion del cloral y el clorobenzeno en presencia de un exceso de

acido suifurico concentrado (Cremlyn, 1995):

éH H,50, @ Cl cl cl
zc1@+ 0 — CI@CH 1+ @CH@-GI + CH©
éc,  (HO) écl,\—f ¢Cly écn

Cloro-
benceno Cloral p-p’ DDT o-p’ DDT . o-0’ DDT

Figura' 1. Reacciones durante la produccién del DDT.

El producto crudo consiste de un 80% del compuesto p,p’'DDT deseado, junto con
aproximadamente un 20% del isémero o0,p'DDT y trazas del isébmero 0,0’'DDT. Sdélo el
isémero p,p'DDT tiene actividad insecticida significativa. El DDT fue fabricado a gran
escala durante la segunda guerra mundial y se ha usado para combatir vectores de
enfermedades epidémicas como el tifus, paludismo, malaria y dengue; también se ha
empleado en la proteccion de semillas y cultivos como el algodén, platano y arroz,

entre otros.




A finales de los afios cincuenta, su produccién anual mundial fue de mas de 100,000
toneladas. A partir de entonces la produccién anual ha disminuido hasta en un 50%

(Cremiyn, 1995).

En la tabla 1, se presentan algunas caracteristicas importantes del DDT y de sus
principales productos de degradacion que son: el DDE y el DDD (también usados
como plaguicidas). Se puede observar que la diferencia entre estas sustancias
radica en su contenido de cloro e hidrégeno. En cuanto sus caracteristicas
fisicoquimicas se presentan similitudes. La solubilidad en agua es practicamente
nula en los tres compuestos. Su persistencia en suelo se debe a su extensiva
adsorcién a particulas sélidas, como lo predicen sus coeficientes de particion (Koc).
La tendencia de estos compuestos a volatilizarse del agua puede ser predicha por
sus constantes de Heriry y de la superficie de soélidos por sus presiones de vapor. El

DDT es el que mas facil se volatiliza del agua y el DDD de sdélidos.




TABLA 1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL DDT, DDE Y DDD

Caracteristicas DDT DDE DDD
Sinénimos p.p’-DDT; 1,1, 1-tricloro-2,2-bis DDT dihidroclore; p-p’DDE;  1,1-bis(4-clorofenil)-2,2-dicloroetano;
(p-clorofenil)etano; Diclorodifenildicloroetileno; 4,4’-DDT;1,1-dicloro-2,2-bis
diclorodifenil tricloroetano;. 1,1-dicloro-2,2-bis(p- (p-clorofenil)etano(Aleman);
4,4°DDT clorofenil)etileno 1,1-dicloro-2,2-bis (p-clorofenil)
etano(frances); TDE
Nombres Genitox, Anofex, Detoxan, Penta- No hay datos DDD; Rotano; Dileno, TDE
Registrados clorin, Dicofano,Clorofenotano
Férmula Quimica C]4H9C]5 CmHgCLg C14H10C14
Estructura quimica
cl
e .-c1 Clv €1 c1 X c1
o0
J0L, S cacH
Peso molecular 354.49 318.03 320.05
Color polvo blanco,cristales incoloros blanco povo blanco, cristales
incoloros
Estado fisico solido s6lido cristalino sélido
Punto de fusién 108-109°C(p,p’),74-75°C(0,p’) 88.4-90°C 109-110°C
Punto de ebullicién  260°C no hay dato 193°C a ImmHg
Densidad 0.98-0.99 g/cm3 no hay dato 1.385 g/m3
Olor inodoro, aromético ligero no hay dato inodoro
Umbral de olor: /
-agua 0.35 mg/Kg no hay dato
Solubilidad:
-agua insoluble(max.0.0034mg/L a 25°C)  0.12 mg/L a 25°C Insoluble(max.0.16mg/L a
24°C)
-solventes organicos muy soluble en eter etilico, acetona  lipidos y la mayoria de no hay dato

benceno y otros solventes organicos  los solventes organicos
Coef. de particion
-Koc* 2.4X10° 4.4X10° 7.8X10°
Presién de vapor 5.5X10® a 20°C, torr 6.5X10° (p,p’) 20°C, torr 1.02X10° a 30°C,torr
6.2X10°° (0,p’) 20°C,torr
Constante de la
Ley de Henry 5.13X10™ atm-m*/mol 6.8X107° atm-m*/mol 2.16X 10 atm-m*/mol

* Coeficiente de particion del carbono orgénico.
Fuente: (U.S. Department of Health and Human Services, 1994).




l11.3. PRODUCCION Y USO DEL DDT.

En los Estados Unidos de Norteamérica, asi como en otros paises desarrollados ya
no esta permitido el uso del DDT como plaguicida, excepto en casos de emergencia
de salud publica (U.S. Department of Health and Human Services, 1994). En paises
en vias de desarrollo persiste el uso del DDT, principalmente para el control de la
malaria, probablemente excediendo el nivel usado histéricamente. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en base a datos recabados de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), reporta que en 1992, Meéxico y Brasil usaron,
cada uno 1,000 toneladas de DDT para el control de la malaria (Sharpe, 1995).

La OMS considera que para contener el paludismo deberd mantenerse el uso del
DDT, ya que no existen actualmente insecticidas competentes y accesibles
(Cremlyn, 1995).

No se encontraron datos actuales sobre la produccién de DDT, DDE y DDD en el
pais, ni a nivel mundial. Aunque se sabe que se usa al menos para el control de
vectores de enfermedades tropicales. Este tipo de informacién es importante para
poder calcular la cantidad liberada al ambiente resultado de su uso y estimar de
manera rapida la carga que soporta.

Se sabe que la disposicion de DDT, DDE y DDD en algunos paises es limitada por
los dafios sobre la salud que se le han asociado, sin embargo, no hay informacion

accesible sobre la cantidad disponible y sobre los sitios de confinamiento de estos

compuestos.
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1.4, EFECTOS SOBRE LA SALUD POR LA EXPOSICION AL DDT.

La agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos de América (US EPA)
ha clasificado al DDT como moderadamente toxico de clase Il (U.S. Department of
Health and Human Services, 1994). El DDT no causa intoxicaciones agudas, con
base en su estructura y a estudios toxicoldgicos (excepto en grandes dosis), sin
embargo, debido a su estabilidad y a su lipofilicidad es de esperarse que cause
efectos adversos a mediano y largo plazo sobre el ambiente y la salud (Albert,1990).
La toxicidad aguda de una sustancia se relaciona con la DLso (dosis letal media) e
indica la gravedad y magnitud de los efectos toxicos inmediatos; debe enfatizarse
que la DLsp no da ninguna informacién acerca de la toxicidad a mediano y largo
-.plazo de una sustancia (toxicidad cronica). Para el DDT, se reportan valores de DLsg
para rata, en un rango de 113 a 800 mg/kg, para DDE el rango es de 810 a 880
mg/kg y para DDD de 1507 a 4000 mg/kg. |

Las personas pueden introducir el DDT a su cuerpo por inhalacién, por via dérmica o
principalmente por la ingesta de alimentos que contienen pequefias cantidades de
este compuesto. La carne de res, puerco y pescado; asi como alimentos ricos en
grasa tienen una mayor probabilidad de estar contaminados con este compuesto.
Los bebés estan también expuestos por ingesta de leche materna, la cual por su alto
contenido graso lleva parte de la acumulacion de DDT que la madre ha adquirido en
el transcurso de su vida.

La eliminacién del DDT y DDE del cuerpo humano no es un proceso eficiente, de ahi
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que los niveles en los tejidos se pueden incrementar con las exposiciones repetidas
y en funcién de la concentracion. En general, los niveles de DDT se incrementan con
la edad de las personas (Gomez-Catalan, y col., 1995; Ludwicki y Goralczyk 1994), a
excepcion de los primeros afios de vida en donde se han encontrado niveles
mayores que posteriormente se estacionan, para luego continuar con una pendiente
positiva en personas adultas. Lo anterior se debe a que en la etapa prenatal y al
amamantamiento, la madre traspasa parte de su carga de DDT por vias
transplacentaria y lactea (Beretta y Dick 1994).

Los efectos que el DDT pueden causar sobre el humano pueden ser, sistémicos,
inmunoldgicos, neuroldégicos, reproductivos, genotdxicos, de desarrollo,
carcinogénicos y la muerte, éstos pueden estar en funcion del nivel o concentracién,
de la ruta de exposicidn, asi como de la duracién de ésta, la cual puede ser aguda
(14 dias 0 menos), intermedia (de 15-364 dias) y cronica (mas de 365 dias).

A pesar de que se ha usado gran cantidad de DDT se sabe comparativamente poco
acerca de su modo preciso de accion. Los sintomas generales de envenenamiento
por el DDT en los insectos y vertebrados son tremores violentos, pérdida de
movimiento seguido de convulsiones y muerte. El DDT actia sobre el sistema
nervioso a concentraciones mucho menores que las que inducen efectos téxicos en
otros tejidos y sistemas de enzimas.

Aparentemente, el DDT ejerce su capacidad toxica al unirse a la membrana
nerviosa, interfiiendo la transmisién de impulsos nerviosos, posiblemente

perturbando el equilibrio idnico del sodio o del potasio a través de las membranas
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nerviosas (Cremlyn, 1995).

A largo plazo pueden resultar efectos secundarios por dafos a tejidos o alteraciones
metabdlicas, por exposicion crénica a residuos en alimentos, agua y aire.

Personas que accidentalmente han ingerido DDT pueden caer en estado de
excitacion, asi como presentar atagues nerviosos.

Estudios en animales han sugerido que una exposicién a alimentos contaminados
con DDT por corto tiempo puede causar efectos irreversibles sobre el sistema
reproductor, asi también, pruebas realizadas en animales han mostrado que
exposiciones por largos periodos al DDT pueden causar dafios carcinogénicos en el
higado. Se reporta un efecto sub-letal en aves por causa del DDT y sus residuos ya
que, estas moléculas interfieren en el metabolismo del calcio, al observarse una gran
disminucion en el grosor de las cascaras de sus huevos (Clark, 1988).

Recientes estudios (Sharpe, 1995), revelan conexiones entre el DDT y algunos
padecimientos del sexo masculino, ya que el principal metébolito del DDT en el
cuerpo humano (p-p’ DDE), es un potente anti-andrégeno. Este hecho ha despertado
interés en el estudio de los posibles efectos y cambios que sobre la reproduccién en
hombres se vienen presentando a partir de los afios cincuentas.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), La Agencia de
Proteccion al Ambiente (EPA), asi como el Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos han determinado que el DDT, DDE y DDD son

probables carcinégenos humanos. El riesgo a la exposicion estara en funcién del

ambiente en el cual cada persona se desarrolle.
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i1.5. DDT EN EL MEDIO AMBIENTE

Dado el extensivo uso que se le dio en el pasado (a partir de la 2* Guerra Mundial) a
lo fargo y ancho del mundo y a su persistencia, el DDT y sus productos de
degradacion, se encuentran en todas partes, ademas de que continuamente se
redistribuyen en el ambiente. |

Mucho del DDT que se encuentra en el ambiente, especialmente en los paises en
donde se ha prohibido o restringido su us.o, es resultado de su extensivo uso en el
pasado, aunque éste no ha dejado de introducirse en el ambiente en algunas partes
del mundo (paises en desarrollo localizados en zonas tropicales) en donde su uso es
aun comun.

El DDT puede movilizarse atrapado en particulas suspendidas por aire y agua, aun

siendo insoluble en agua (Vu-Duc y col., 1993).
En el Aire.

Pequefias cantidades de DDT pueden encontrarse en el aire, debido a:

1) Su volatilidad del suelo y cuerpos de agua; esta tendencia a volatilizarse del agua
se puede predecir por su valor de la constante de Henry (5.13x10™ atm-m/mol) y
de la superficie del suelo por su presién de vapor 5.5x10° torr.

2) La contaminacién directa: al ser aplicado, o al ser fabricado como resultado de

emisiones no controiadas.
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Ei DDT en el aire permanece poco tiempo, desde unas cuantas horas hasta 50
horas, considerandose que la mitad se pierde distribuyéndose en la atmésfera en
dos dias. Esta molécula puede viajar con el viento atrapada en particulas sélidas
(U.S. Department of Health and Human Services, 1994).

Stanley y col. (1971), midieron los niveles atmosféricos de plaguicidas en E.U.
cuando aun el DDT se usaba de manera rutinaria. El aire de nueve localidades
fueron muestreadas, representando areas urbanas y agricolas. De los doce
plaguicidas evaluados solo el DDT se detectd en todas las localidades. Los valores
de DDT se encontraron dentro del rango de 1.4 X10° a 1.56 X 10° ng/ml y para el
DDE dentro del rango de 1.9 X 10® a 1.31 X 10™.ng/ml; se observa lo reciente de la
dosificacion del plaguicida, al ser mayor el contenido de DDT que de DDE, su
principal producto de degradacién. Los niveles mas altos se encontraron en las areas
agricolas, probablemente por que esta actividad es la que demanda mayores
cantidades de plaguicidas.

A partir de entonces la concentracion del DDT en aire ha disminuido
considerablemente, como lo demuestra un estudio realizado por Bidleman y col.
(1981), en el que se tomaron diez muestras en la zona costera del Golfo de México
durante 1977, encontrandose niveles con un promedio de 3.4 X 10® ng/ml de DDT,
sin embargo, los datos se deben tomar con reserva ya que estudios posteriores
realizados por Rapaport y col. (1985), reportaron que muestras de nieve tomadas en
una latitud media de Norte América durante 1982 y 1983, contenian en promedio 6.0

X 10™* ng/ml, mientras que muestras tomadas durante 1983 y 1984 presentaron
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niveles de 1.8 X 10™ ng/ml de DDT, esto puede deberse a la reincidencia en su uso.
Muestras de liuvia tomadas en 1983 en los mismos sitios en donde se tomaron las
de nieve, contenian en promedio 3.0 X 1 0* ng/ml del insecticida, probablemente

debido a la movilidad que tiene el compuesto.
En el Agua.

DDT, DDE y DDD son poco solubles en agua (Tabla 1) por lo que la presencia de
estos compuestos en las aguas de desecho es debida principalmente al transporte
de particulas a las cuales estan unidos. La fuerte uniéon de estos compuestos al
suelo no facilita su desplazamiento de su sitio de aplicaciéon (excepto por erosién), ni
tampoco tienden a lixiviarse al manto freatico, razéon por la cual, una cantidad
apreciable puede permanecer en el suelo por largos periodos de tiempo
(Verschueren, 1983).

El DDT puede ser adsorbido por los sedimentos o puede también unirse a particulas
y asentarse en el fondo de los cuerpos de agua. Actuando asi, como un reservorio
primario en donde estan disponibles, para la alimentacion de los organismos que se
encuentran al inicio de la cadena alimentaria.

Los compuestos organoclorados son extremadamente peligrosos en ambientes
acuosos ya que debido a su gran estabilidad quimica, a su baja solubilidad en el
agua y su alta lipofilicidad, se concentran en los componentes vivientes del

ecosistema, magnificandose de esta forma su efecto dafiino (Tan y col. 1994).

16




La cantidad de DDT se bio‘magnifica conforme se avance en la cadena alimentaria,
lo cual puede resultar en altas concentraciones de DDT en los organismos que se
encuentran al final de la cadena, ya que esta sustancia aumenta su concentracion de
manera progresiva a lo largo de dicha cadena. Evans y col. (1991) reportaron una
biomagnificacion de 28.7 veces de plancton a peces y de 21 veces de sedimento a
amfipodos en el lago de Michigan, ésto debido a que cada vez que el pez consume
placton, aumenta la concentraciéon del contaminante en su cuerpo. Los niveles de
DDT en animales y peces puede ser mas alto que el que se encuentra en el
ambiente, dado que las células de grasa acumulan esta molécula (U.S. Department
of Health and Human Services, 1994).

El mar, y en general el habitat acuatico, ha sido foco de numerosos estudios de
cuantificacion y acumulacién del DDT y se ha visto por ejemplo que los mamiferos
marinos en el mar Baltico concentran alrededor de 1.0 X 10° ng/g de DDT y hasta
1.0 X 10° ng/g en tejido graso, en los del mar del Norte y el Golﬁfo de San Lorenzo, en
la costa Occidental de Estados Unidos (Restrepo, 1988).

En una base 'computarizada de la EPA, llamada “STORET” que mide la calidad del
agua, Staples y col. (1985) reportaron informacién colectada de 1980 a 1983 de
5700 muestras de agua de diversos sitios localizados en la Uniébn Americana. El 45%
de ellas contenia DDT, DDE o DDD. Ei nivel medio reportado para DDT y DDE fue
de 1.0 X107 ng/ml, para DDD fue cero. Aproximadamente 50 muestras de efluentes

industriales fueron analizados y mostraron una media de 0.01 ng/ml para los tres

compuestos.
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En el Suelo.

Algunas investigaciones han reportado que el DDT que se encuentra en el suelo
puede ser degradado en dos afios, aunque otras han demostrado que le toma al
menos de quince a veinte afios (Alexander, 1994). Estudios de transformacion del
DDT en suelo, indican una prolo'ngada persistencia por periodos extensos de tiempo,
debido a que este compuesto estd sometido a una extensiva adsorcidén a particulas
solidas como puede predecirse por su coeficiente de particion (EPA, 1986).

Aunque existe una fuerte uniéon entre el suelo y el DDT, DDE y DDD, estos
compuestos estan disponibles para las plantas e invertebrados del suelo. Pueden
encontrarse residuos principalmente en las raices y en menor concentracion en los
retofios de las plantas, indicando una baja movilidad del DDT en la planta. Las
lombrices de tierra son capaces de ayudar a la movilizacion de residuos de DDT

unido al suelo dejandolos en formas biodisponibles (Verma y Pillai, 1991).

En los Estados Unidos fueron analizadas aproximadamente 1,100 muestras de
sedimentos de cuerpos de agua de 1980 a 1983. Los niveles promedio para DDT,
DDE y DDD fue 0.1, 0.1 y 0.2 ng/g (peso seco), respectivamente. En biota
seleccionada de ciertos sitios se encontré6 que contenia los tres compuestos, con
niveles promedio de DDT, DDE y DDD de 1.4 X 10* 2.6 X 10* y 1.5 X 10* ng/g
respectivamente (Staples y col., 1985).

Muestras de sedimento de una regioén del Rio Mississippi contenian en promedio 25,
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70 y 30 ng/g (peso seco) de p,p-DDT, p,p’-DDE y p.p’-DDD, respectivamente. El
rango de frecuencia de aparicion del DDT, DDE y DDD en las muestras fue de 71, 86
y 75% respectivamente (Ford y Hill, 1991). Los sedimentos del Rio Yakima en el
estado de Washington, en donde se usé DDT y se dej6é de usar a partir de 1972,
contienen de 1.0 X 10° a 2.34 X 10° ng/g (peso seco) de DDT y sus metabolitos
(Johnson y col., 1988).

Estudios de los sedimentos de un rio al norte de Alabama contaminado con DDT al
recibir la descarga de aguas residuales de una fabrica que lo producia, mostraron
niveles de 1.2 X 10* a 2.7 X 10° ng/g (peso seco), los niveles disminuyeron en
muestras alejadas de la fuente de contaminacion (Webber y col., 1989).

Hitch y Day (1992) reportaron altos niveles de DDT y DDE, 4.9 X 10° y 4.6 X 10?
ng/g, respectivamente en muestras tomadas en un lugar cercano a Dell, Texas en
1980. Como las concentraciones de DDT fueron mas altas que las de DDE se pensé
en un uso ilegal del insecticida en esa zona, por lo que se hicieron pruebas de
metabolismo aerobio (120 dias) indicando que la degradacion del DDT en ese suelo
fue mucho mas lenta que la que se habia encontrado en otros suelos, por lo que se

determiné que el DDT presente se atribuia a su persistencia por muchos afnos.

En un estudio realizado por la EPA en 1986, se recalca la ya mencionada
persistencia del DDT y sus metabolitos en suelos, haciendo un énfasis particular
para el DDE (U.S. Department of Health and Human Services, 1994). En una

investigacion realizada por Boul y col. (1994), en suelo a diferentes profundidades,

19




en tres sitios de Nueva Zelanda destinados para pastura, se reporta la
predominancia del DDE en todas sus muestras, observando también que aun con
las practicas de riego, el DDT ha permanecido en el suelo y que la aplicacion de
superfosfatos como fertilizantes pudiera favorece la degradacion de DDT a DDE.

Como se puede notar en los parrafos anteriores existe bastante informacion sobre
los niveles de DDT, DDE y DDD entre los afios setentas y ochentas, sin embargo es
necesaria nueva informacion sobre los niveles en el mundo, a fin de conocer la
localizacion, concentracion y en general el curso que han tomado estos
compuestos a fin de despejar la duda si los niveles han disminuido 0 aumentado.

En la figura 2, se presenta de una manera esquematica los maximos de las
concentraciones reportadas en aire, agua y solidos (suelo y sedimentos), es
importante notar el mayor nivel en sélidos y en donde se recomendaria realizar

estudios sobre degradacion.

concentracian (pph)

AIRE AGUA SOLIDOS

Figura 2. Maximaos valores de DDT reportados en el ambiente
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ill. 6. TRANSFORMACION Y DEGRADACION DEL DDT.

Aunque los compuestos de degradacién del DDT pueden ser generados por
reacciones fotoquimicas, los microorganismos juegan un papel importante en su
formacién en centenares de ecosistemas. Estos microoganismos pueden estar
presentes de manera natural o.ser inoculados (Quensen y col., 1998; Renner, 1998).
La degradacion del DDT en el ambiente puede tomar vias diferentes en funcién de

las condiciones a las cuales se someta, como se puede observar en el esquema de

la figura 3.
condiciones aerobias > DDE
dehidrocloracién (Fukuto y col.,197 1;Moriarty,F.1975;
-HCI Vu-Duc y col., 1993)
DDT condiciones anaerobias DDD o DDA
decloracion reductiva > (Mclintyre y Mills 1974; Vu-Duc
-Cl, +H y col., 1993)
hidroxilacion alifatica ___> DDT-OH, dicofol, keltane, DDNS

(Mcintyre y Mills 1974).

Figura 3. Vias alternativas en la degradacién del DDT

Para el suelo en especifico, se han sugerido cuatro mecanismos para explicar la
pérdida del DDT: volatilizacién, remocién por cosecha de materia organica (por
ejemplo cosechas de plantas), desaglie o arrastre por agua y transformacion

quimica. La velocidad de volatilizaciéon del DDT del suelo, esta asociada
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significativamente a la temperatura, luz solar e inundaciones del terreno. La
velocidad de transformacion quimica hacia DDE, se incrementa bajo condiciones de
encharcamiento (Samuel y Pillai, 1990) asi como de aireacién (Nair y col. 1992).
Otros parametros a considerar en la degradacién del DDT en suelos, son las
condiciones fisicoquimicas como el pH y el potencial redox. Gambrell y col. (1984),
observaron que una condicién.reductiva ayuda a una rapida degradacién, mientras
que el pH no muestra influencia. También establecieron la relacion entre los niveles
del fierro en su forma ferrosa y la degradacion del DDT ya que éste contribuye a la
reduccién por un proceso de transferencia de electrones. En la superficie del suelo
se sabe que ocurre la fotoxidacion, como lo demuestran los estudios realizados por
Nair y col. (1992), al observar la degradacién a DDD y DDE en tres tipos diferentes
de suelo confinados en tubos y que fueron expuestos a luz. Sin embargo, no se sabe

que ocurran reacciones de hidrolisis (Lichtenstein y Schultz, 1959).

La biodegradacion puede ocurrir bajo condiciones aerobias o anaerobias en
presencia de ciertos microorganismos ( aerobios o anaerobios) los cuales son
introducidos al sistema. Bajo condiciones aerobias se presenta una lenta conversion
a DDE, mientras que bajo condiciones anaerobias la conversion hasta DDD resulta
mucho mas rapida por reaciones de decloracion reductiva (Atlas y Bartha, 1993).
Wedemeyer (1966) establece que la reduccién de la citocromo oxidasa en la celula
interviene en la decloracién reductiva del DDT a DDD, pero al no darse las

condiciones adecuadas para que el complejo enzimatico se forme se impide la
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decloraciéon del DDT.

Se han realizados diversos trabajos con el fin de describir la ruta de degradacién que
sigue este compuesto a fin de llegar a la mineralizacion (degradacién de un
compuesto hasta didéxido de carbono y agua) de la molécula del DDT. Algunos
ejemplos se presentan a continuacion.

Subba y Alexander (1977a) emblearon cultivos de Pseudomonas putida y sustratos
analogos no clorados de metabolitos del DDT como el difenilmetano (DPM),
benzidrol (BH) y la benzofenona (BP) con el fin de obtener informacién sobre las
posibles rutas metabdlicas. Sin embargo, soblo propusieron la formacién de
intermediarios posibles a través de tres vias diferentes. En un trabajo posterior de
estos mismos autores (1985) incluyeron ademas de bacterias, hongos y usaron el
DDT, junto con productos de degradaciéon de este compuesto como sustrato y
obtuvieron resultados similares, ya que encontraron mas de 20 compuestos
diferentes a los introducidos en el medio de cultivo y sugirieron que el metabolismo
del DDT puede ocurrir por dos rutas; una dehidrocloracién para formar DDE y una
decloracion reductiva para formar DDD 6 una decloracién reductiva de DDT a DDD
bajo condiciones aerobias.

Otros trabajos se han dado a la tarea de establecer, si la degradacién ocurre por via
anaerobia o aerobia como es el caso de los trabajos que se presentan a
continuacion.

Pfaender y Alexander (1972), realizaron un estudio sobre la degradacion microbiana

del DDT empleando una cepa de Hydrogenomonas y otra de Aerobacter aisiadas de
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aguas residuales. En una primera etapa anaerobia con Hydrogenomohas obtuvieron
la degradacibn a DDD, 1 cloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano (DDMS), 4-4-
diclorobenzofenona (DBP) entre otros. Al adicionar oxigeno e inocular la cepa de
Aerobacter en una segunda etapa, se formé el acido p-clorofenilacético, lo que los
llevd a establecer el requerimiento de oxigeno para el rompimiento del anillo
aromatico de fa molécula.

La idea del empleo del oxigeno para el rompimiento de los anillos aromaticos de la
}molécula del DDT ha sido reforzada por Nadeau y col., (1994), solo que ellos
atribuyen el éxito del rompimiento a una dioxigenasa.

Empleando una cepa del hongo Phanerochaete chrysosporium, por via aerobia
exclusivamente, Bumpus y Aust (1988) demostraron la desaparicién y mineralizacién
del DDT, la cual fue dependiente del mecanismo de degradacién de la lignina que es
inducida durante el metabolismo idiofasico en un medio deficiente de nitrogeno y
dependiente de la concentraciéon de glucosa en el medio. En los primeros estudios
con P. chrysosporium (ME-446) se observdé una mineralizacién de 4.2 % de 1.77
ppm de DDT en 30 dias y en trabajos posteriores se obtuvieron valores de 13.5%
para el mismo periodo de tiempo (Higson, 1991).

Con el fin de estimular la degradacion del DDT Subba y Alexander (1977b) y ‘Focht y
Alexander (1971), estudiaron el cometabolismo, en el cual un microorganismo crece
sobre una fuente de carbono, degradando de manera gratuita otro compuesto
organico (Alexander, 1994), en este caso del DDT. Encontraron que al tener

sustratos alternos, que son analogos de los metabolitos del DDT, los
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microorganismos no efectian reacciones de deshalogenacién en los metabolitos
reales del DDT que se adicionan como co-sustrato. Sin embargo, es posible
establecer aunque con baja eficiencia por problemas de transferencia de oxigeno, la
decloracion reductiva del DDT y la degradaciéon oxidativa del 44 -
diclorodifeniimetano (DDM) y del difenilmetano simuitameamente en cultivos
sincrénicos anaerobios-aerobios (Beunink y Rehm, 1988).

Todos los trabajos anteriormente presentados fueron llevados al cabo en
fermentaciones en estado liquido lo cual resulta un tanto incongruente ya que como
se ha citado anteriormente el principal receptor de DDT en la naturaleza es el suelo.
En la revision de los trabajos sobre degradacion del DDT no se logra elucidar si el
cultivo anaerobio es mas eficiente que el aerobio, o si se requiere de las dos
condiciones de fermentacion para la completa mineralizacién de la molécula de DDT.
Se reporta una gran variedad de microorganismos para el proceso de degradacion,
sin embargo, se observa que el origen de las bacterias es siempre de aguas
residuales. Para la seleccién de los hongos se tomé en cuenta el poder oxidativo de
sus enzimas.

Algunos factores pueden impedir que un proceso de biodegradacion sea efectivo o
bien considerarlo como un tratamiento alterno mediante la complementacion de los
componentes o condiciones necesarias.

La aplicacién de estos tratamientos bioldgicos para la limpieza de suelos

contaminados con compuestos quimicos peligrosos se conoce hoy dia como

biorremediacion.
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lll. 7. PROCESOS DE BIORREMEDIACION.

Los compuestos contaminantes persisten en la naturaleza porque las condiciones
ambientales no son apropiadas para que la actividad microbiana ejerza sobre eilos
una degradacion bioquimica o porque no se encuentran presentes los
microorganismos apropiados para tal degradaciéon. La biorremediacidon es la
aplicacién de los procesos biolégicos para el tratamiento de aguas residuales, suelos
y lodos, conteniendo desechos quimicos peligrosos. Cookson (1995) propone que la
biorremediacién conlleva el uso de enzimas provenientes de microorganismos, como
catalizadores de Ia destruccion de un compuesto peligroso especifico, esta sustancia
puede o no ser el sustrato. Para que un proceso de biorremediacion sea exitoso se
requiere que los contaminantes sean biodegradables y estén disponibles para los
microorganismos.

Ejemplos de contaminantes con diferentes niveles de biodegradabilidad, se
presentan en la tabla 2, se observa el origen organico de todos ellos y que
predominan los contaminantes en fase liquida sobre los de fase sodlida. Las
actividades de remediacién que se realizan actualmente, se distribuyen de Ila
siguiente manera: petréleo 33%, creosota 28%, solventes 22%, plaguicidas 9% vy
otros 8% (Cookson, 1995). El DDT es considerado como un compuesto de dificil

biodegradacién.
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Tabla 2. Biddegradabilidad de desechos organicos peligrosos

Facilmente Moderadamente Dificil de
degradable degradable degradar
Gasolina Aceite #6 TCE
Gasavion Aceite crudo PCE

Disel Aceites lubricantes Cloruro de vinilo
Tolueno Pentaclorofenoi PCBs
Benceno Nitrobenceno DDT

Alcohol isopropilico Anilina Clordano
Metanol Alifaticos de cadena larga Heptaclor
Acetona Ftalatos
Fenoles
Acrilonitrilo

Fuente: Leahy y Brown, 1994.

Los contaminantes se pueden encontrar distribuidos en la naturaleza en cualquiera
de las cuatro formas que se mencionan a continuacion (Leahy y Brown, 1994):
1. Adsorbido a sélidos (suelo o sedimentos) de manera saturada o insaturada.
2. Disuelto en el agua
3. En fase liquida flotando sobre el mar o fijjado o confinado en alguna capa

geoldgica.
4. En fase vapor.
Para la seleccion del sistema de biorremediacion y su integracién con otras
tecnologias, es importante el conocimiento de las propiedades quimicas y fisicas del
xenobibtico o contaminante.
Los contaminantes muy solubles en agua, ademas de ser muy dinamicos en el
ambiente, frecuentemente son muy faciles de degradar. Dependiendo de la
volatilidad del compuesto y de la velocidad de flujo del aire en algunos casos, asi
como de los requerimientos microbianos, se removera el xenobiético. El problema se

complica en aquellos contaminantes que son poco solubles en agua y son
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adsorbidos por un material particular lo que los hace menos accesibles al ataque
microbiano.

Para el caso de los contaminantes adsorbidos a una fase sélida, como el DDT en los
suelos o sedimentos, se presenta una complicaciébn extra ya que se tiene que
considerar la fuerte unién entre contaminantes especialmente organicos y las
particulas sélidas, de manera que la disponibilidad de éstos para ser degradados por
microorganismos no es siempre posible.

Conviene aclarar que existe una menor biodisponibilidad para la degradacion para
aquellas sustancias (entre ellos los organoclorados) que fueron introducidas al sélido
(suelo o sedimentos) tiempo atras que las que se han introducido en fechas
recientes (Renner 1998), incluso se dice de fracciones que son adsorbidas de
manera irreversible (Kan y col.,1998). Para incrementar la biodisponibilidad se han
desarroliado tres estrategias, (i) el uso de biosurfactantes, (ii) la adiciéon de solventes
organicos, (iii) la adicidon de surfactantes sintéticos. La seleccién de la estrategia
dependera de la concentracién del contaminante en el sélido (Gutiérrez-Rojas, 1999)
El desarrollo del proceso de biorremediacion en fase sélida requiere de los
conocimientos basicos de una fermentacion solida, ya que de acuerdo a las
caracteristicas fisicas del suelo ésta se asemeja mas que la fermentacién en estado
liquido.

El término de fermentaciéon en estado soélido (FES), se refiere al crecimiento de
microorganismos en materiales solidos, sin la presencia de liquido libre o de

escurrimiento. Es importante aclarar que este término no se refiere a la fermentacion
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de sustratos sélidos en un medio liquido, ni a la fermentacién de liquidos con niveles
elevados de sélidos insolubles (Doelle y col, 1992).

La principal caracteristica de la FES, es el contenido de humedad del medio. El agua
es esencial para el crecimiento de microorganismos y es por eso que sélo aquellos
microorganismos que crecen a bajos niveles de actividad de agua (a,) (0.93-0.98)
podran desarrollarse en este tipo de sistemas. El agua cumple con una funcion
distinta a medida que el proceso se lleva a cabo, (i) contiene a los nutrimentos
solubles en forma solvatada, (ii) hidrata las esporas y promueve la germinacién, en el
caso de hongos filamentosos y bacterias, (iii) transporta nutrimentos a las células
desde la fase solida, (iv) disuelve el oxigeno desde la fase gaseosa y lo incorpora a
las células en forma soluble y (v) disuelve los metabolitos producidos y es el vehiculo
para la exportacion de compuestos extra celulares (Doelle y col, 1992).

En las FES, el agua es escasa, por definicidn y si se le suma la necesidad de
incorporar aire en continuo, el riesgo de deshidrataciéon esta siempre presente. Por lo
tanto es practicamente obligatorio incorporar siempre agua exdgena, para esto se
han propuesto diversas estrategias:

1. Humidificar el medio a través de la humedad del aire que se alimenta en continuo.

Esto también ayudara a la eliminacién de calor via conveccion forzada.

2. Adicion directa de agua en sistemas con agitacion.

3. Incorporacién de soportes inertes con alta capacidad de retencién de agua.

Las FES son cultivos que se desarrollan, en su mayoria, en presencia de oxigeno en

forma gaseosa y bajo condiciones controladas. Los organismos que se emplean con
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mayor frecuencia en este tipo de fermentaciones son los hongos filamentosos dado
su bajo requerimiento de ay, para su desarrollo, la forma y velocidad con que
colonizan las superficies sélidas y la eficiencia con que transforman los sustratos
(Doelle y col, 1992).

En la figura 4, se presentan las ventajas y desventajas de la FES, las cuales deben
considerarse para su empleo en procesos de biorremediacidén. La sencillez en la
preparacién y requerimientos del sustrato es una importante ventaja, el bajo
contenido de humedad, el cual fluctia entre 0.30 y 0.8 kg de agua Kg~' de material
humedo, y el bajo requerimiento de aire podra manejarse como ventaja o desventaja
en funcién del tipo de microorganismo que se pretenda desarrollar en la FES . La
disponibilidad de dispositivos eficientes de monitoreo y las limitaciones de
transferencia de masa por las caracteristicas del sistema per se, se deben de

considerar como desventajas y resolverlas de la manera mas conveniente.

FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

VENTAJAS | | DESVENTAJAS
s Se emplea un medio de cultivo simple, o La determinacién de pardmetros  cinéticos
algunos  sustratos utiizados  son constituye un problema debido a la falta del

Generalmente no se requiere de un |,
pretratamiento del sustrato.
o La limitacion de agua ayuda a limitar las oxigeno.
contaminaciones indeseables. o
o Debido a la naturaleza del sustrato, la limitada por las caracteristicas del sistema.
aireacion tiende a requerir menores |,
presiones que la necesaria para una

) i crecer a niveles reducidos de humedad.
fermentacion liquida.

Figura 4. Esquema de las ventajas y desventajas de la FES (Doelle,1992).
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En las FES, es comun el uso de soportes que ayuden a la retencion de agua en el
sistema, le den mayor porosidad que permita la colonizacibn de los
microorganismos. Un soporte amp_liamente usado y estudiado es el bagazo de caiia,
el cual puede retener hasta 4 Kg de agua Kg™ bagazo seco y puede mejorar las

condiciones de un sustrato de una FES (Gutiérrez, 1995).

La biorremediacién requiere de la integracidon de muchos conocimientos cientificos
entre ellos de microbiologia, bioquimica, geoquimica, hidrologia, ciencia del suelo,
operaciones unitarias, asi como, del manejo de diversos materiales de acuerdo al
sistema que se maneje y a las caracteristicas del contaminante a biodegradar. Para
el caso del DDT, en donde como ya se ha discutido, su principal sitio de
confinamiento es el suelo, sera necesario conocer las caracteristicas principales de

este ambiente.

I1l. 8. CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS.

El suelo es un cuerpo naturalmente desarrollado en el que tienen lugar procesos
fisicos, quimicos y biolégicos. Este ambiente resulta ser objeto de interés en muchos
estudios, por el hecho de constituir el soporte fisico de las plantas y ser fuente de
suministro de agua y nutrimentos que permiten el crecimiento de diversas especies
de manera directa o indirecta, las cuales son cuitivadas con miras a la obtencion de

productos de interés bioldgico y social. De ahi la importancia de liberar a este cuerpo
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de cualquier toxico, en este caso particular el DDT.

El comportamiento de los contaminantes en el suelo estd en funcién de varios
aspectos pero principalmente de: su contenido de nutrimentos, del tipo de suelo, de
sus caracteristicas fisicoquimicas y materia organica, asi como, de las
precipitaciones pluviales y de la temperatura ambiental.

Entre los nutrimentos de mayor relevancia en el suelo se encuentran, el nitrégeno el
fésforo y el potasio. Diversas citas coinciden en sefalar al nitrbgeno como el
principal limitante por su intervencién en la formaciéon de proteinas (Soil Fertility
Manual, 1988: Manuales para educacién agropecuaria, 1992). No sélo el contenido
de nutrimentos sino también la textura del suelo, juegan un papel importante en la
actividad metabdlica de las poblaciones microbianas.

La textura se refiere a la composicion del mismo en grupos de particulas de
diferentes tamarios, de ahi que los suelos puedan clasificarse en arenosos, limosos
y arcillosos, dependiendo del grupo de particulas que predomine en ellos.

Los suelos de textura fina (arcillosos) se compactan con mas facilidad. Esto reduce
el espacio poroso, lo que limita tanto el paso del aire como del agua a través del
suelo, limitindose asi el transporte de nutrimentos y proliferacion de

microorganismos aerobios (Manuales para educacién agropecuaria, 1992).
La capacidad de intercambio catidnico (CIC) es el nimero total de cationes de

intercambio que un suelo puede retener (la magnitud de sus cargas negativas). La

CIC aumenta a medida que aumenta la materia organica y con ello fa actividad
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metabdlica del suelo, lo cual es importante para el recambio y degradacién de
compuestos presentes en él. El pH es otro parametro de influencia en la actividad
que se desarrolla en el suelo, la mayoria de ellos tienen pH que oscila entre 4.9y 9.0
(Soil Fertility Manual, 1988). En base al pH sera el tipo de microorganismos que se

desarrollen en el suelo.

En el caso particular del Estado de Yucatadn desde el punto de vista edafico, se
distingue por la dominancia de suelos someros. Asimismo, éstos muestran, por lo
general, un abundante contenido de piedras, tanto en la superficie como en el
interior de su breve perfil. Debido a ésto en algunos lugares se adiciona al suelo
bagazo de henequén para mejorar la textura, contenido de material organico y

retencion de agua.

En general, los suelos del Estado de Yucatan, a pesar de algunas marcadas
diferencias morfoloégicas, muestran una serie de caracteristicas comunes que
permiten plantear algunas consideraciones aplicables a todos ellos. Tal es el caso de
su aparente origen a partir de materiales calcareos. El contenido de materia organica
es en general relativamente alto, siendo éste mayor del 5%, lo cual junto con sus
caracteristicas de pH casi neutro lo hace candidato para el desarrollo de la mayoria
de los cultivos productivos del pais (Duch, 1988) y asi también, para el desarrollo de

actividad microbiana.
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IV. OBJETIVOS E HIPOTESIS

IV. 1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la biodegradacién del DDT mediante un sistema de fermentacion en medio
s6lido anaerobio-aerobio, en suelo del Estado de Yucatdn contaminado
artificialmente.

IV. 2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar las caracteristicas bidticas y fisicoquimicas del suelo para su

biorremediacion.

2. Evaluar la biodegradacion de DDT mediante la bicaumentacién en sistemas

anaerobio y aerobio

3. Evaluar los principales productos de la degradacién del DDT.
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IV. 4. HIPOTESIS

La bioaumentacién en cooperacién de poblaciones microbianas de manera
secuencial anaerobia-aerobia en un sistema de fermentacién en estado sdélido, es un
modelo util para la biodegradacién de compuestos organoclorados persistentes

presentes en suelo tropicales.
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V. MATERIALES Y METODOS.

V. 1. RECOLECCION Y CARACTERIZACION DE LOS SUELOS.

El suelo del estado de Yucatan, al igual que todo el territorio peninsular, se
caracteriza por la relativa uniformidad que presenta el sustrato geolégico, en
particular el manto rocoso superficial, por esta razén se decidid caracterizar s6lo dos
tipos de suelos en cuanto su contenido de materia organica, nitrégeno, fésforo, pH,
humedad, textura y su contenido de DDT, DDE y DDD para posteriormente
seleccionar uno de ellos para el estudio de biodegradacién de DDT.

Las muestras de los tipos de suelo que se emplearon en el presente trabajo, se
colectaron en dos sitios de la zona agricola del estado de Yucatan. Se tomaron de
10 a 15 muestras por terreno, se utilizé una pala para hacer una excavacién de 20
cm de profundidad en forma de "V", se eliminé la tierra suelta y se tomé
aproximadamente 1 Kg de muestra del centro de la excavacién. En el laboratorio, las
muestras de cada terreno se mezclaron para obtener una muestra de 10 Kg
homogénea y representativa de cada terreno y se almacenaron en condiciones
ambientales. Las muestras se identificaron como: suelo A, que localmente se conoce
como tzekel y suelo B, el cual es enriquecido con bagazo de henequén por parte del

agricultor con el fin de aumentar el espesor de la capa de suelo.
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A) SUELO A.

Los suelos de tipo Tzekel predominantes en la Peninsula de Yucatan, son de
naturaleza pobre en materia organica.

El cultivo predominante del terreno en donde se realiz6 el muestreo (8,000 m2) es de
hortalizas menores (hierbabuena, rabano, lechuga, etc.), la profundidad del terreno
es reducida (30 cm) y los terrenos circundantes son de monte bajo.

B) SUELO B.

Debido a la pobreza organica del suelo de Yucatan, una practica antigua por parte
del agricultor es su enriquecimiento con bagazo de henequén, el cual se colecta de
desfibradoras localizadas en las cercanias al lugar de aplicacion.

La muestra de este tipo de suelo se tomdé de un terreno de 6,400 m? y con una
profundidad aproximada de 30 cm, en donde el cultivo predominante son hortalizas
menores (hierbabuena, rabano, lechuga, etc.). Los terrenos circundantes son predios
urbanos (cercanos al poblado de Mococha, Yuc;) y monte bajo.

Para los analisis realizados a las muestras fueron empleadas tres muestras de cada

tipo de suelo, los ensayos se realizaron por duplicado.
V.1.1. ANALISIS FISICOQUIMICOS.
a) Materia Organica.

La determinacidn se realizdé de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-AA-21-

1985. El procedimiento para el analisis fue el siguiente: se tom6 aproximadamente 1
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g de muestra y se trituré en mortero hasta obtener una consistencia similar al talco,
se peso6 0.1g y se transfirié a un matraz erlermeyer de 500 ml, se agregaron 10 ml de
dicromato de potasio 1IN y 20 ml de A&cido sulfurico concentrado, se agitd
enérgicamente por un minuto y se dejé reposar por 30 minutos, posteriormente se
agregd 100 ml de agua, 10 ml de acido fosférico al 35% y se adicioné 0.5 ml de
difenilamina. Se titulé con sulfato ferroso 0.5 N hasta el vire de violeta obscuro a
verde. Se corrié un blanco sin materia organica. Los calculos se hicieron en base a la

siguiente formula:

Materia organica en % = (V1- N1 - VNF) K
P

En donde
V1 = ml de dicromato de potasio empleado en la muestra
N1 = normalidad del dicromato de potasio
V = ml de sulfato ferroso gastado en la titulacién de la muestra
N = normalidad del sulfato ferroso
P = peso de la muestra
F = VoN1/VgN

Vo = ml del dicromato de potasio en el blanco

Vg = ml de sulfato ferroso gastado en la titulacion del blanco

K = 0.69 factor de correccion
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b) Nitrégeno.
La determinacion se realizé para suelos organicos de acuerdo al Manual of ASTM
Standards, D 2973-71 (1992). El procedimiento es una variante del método Kjeldahl
y fue el siguiente: una muestra seca de 10 g se digirié con 0.7 g de HgO, 15 g de
K>SO, y 35 ml de H,SO,4 concentrado, hasta que la solucién fue trasitcida. Se dejé
calentar por 30 minutos mas. Ya fria la solucion se le adicion6é 300 ml dé agua y 25
mi de K3S al 4%, se mezcld y se adiciond una pizca de Zny 50 ml de NaOH al 45% y
sin agitar se colocd en el equipo condensador cuidando recibir el condensado (aprox.
150 mi) en un frasco con H3BO; al 4%. La solucién obtenida se tituld con H,SO4 0.1
N usando rojo de metilo/azul de metileno (1:2) en alcohol. Los calculos se hicieron de

acuerdo a la siguiente férmula:

Nitrégeno % = (Vx N ) x 0.14
donde:
V = ml de H,SO4 requeridos para la titulacion

N = normalidad del H,SOg4

c) Fésforo.
La determinacién se realizé de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-AA-94-
1985. El procedimiento para el analisis fue el siguiente: Se pes6 10 g de muestra en

un vaso de precipitados de 250 ml, se adicioné 20 ml de acido nitrico y perlas de
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ebullicién, se cubrié con un vidrio reloj y se llevé a ebullicién por 30 minutos, se dejé
enfriar y se agregé 10 ml de acido perclorico y se calentd suavemente por 10
minutos, se dejé enfriar nuevamente y se adicioné 50 ml de agua, se puso a
ebullicién 5 minutos. Se filtrd y se aford el filtrado a 100 ml, de ahi se tomé 50 ml de
muestra a lo que adicioné 20 ml de una solucion de vanadomolibdato para el
desarrollo de color. Se realizé una curva patréon con pentdxido de fosforo de 0 al

1.5%.

d) pH

La determinacién de pH de suelos se realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada
por Alef y Nannipieri (1995). A 10 g de suelo seco en matraz de 250 ml, se afadi6 25
ml de agua destilada, se agité durante 1 minuto y se dejo reposar 1 hora, se midié el

pH en el sobrenadante. Se volvid a agitar y se midié, inmediatamente el pH.

e) Humedad
La determinacion del contenido de humedad se realizé empleando una balanza para

esos fines marca AND (Infrared Moisture Determination Balance) modelo AD-4713.

f) Textura
La determinacién de la textura se realizd de acuerdo al método reportado en el
Manual para educacién agropecuaria (1992). Se tamiz6 el suelo con mallas de 0.002

y 0.05 mm de abertura y se clasificé de acuerdo a la siguiente especificacion:
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1. ARCILLA. Son particulas menores que 0.002 mm
2. LIMO. Son particulas de 0.002 hasta 0.05 mm

3. ARENA. Son particulas mayores que 0.05 mm

Con la mezcla de estos tres materiales se obtienen los diferentes tipos de suelos:
ARCILLOSO. 60% de arcilla, 20% de arena y 20% de limo
FRANCO-ARCILLOSO. 40% de arcilla, 30% de arena y 30% de limo

FRANCO 20% de arcilla, 40% de limo y 40% de arena

FRANCO-ARENOSO. 15% de arcilla, 20% de limo y 65% de arena

ARENOSO. 5% de arcilla, 5% de limo y 90% de arena

FRANCO-LIMOSO. 15% de arcilla, 20% de arena y 65% de limo

LIMOSO. 10% de arcilla, 5% de arena y 85% de limo.

V.1.2. CUANTIFICACION DE DDT, DDE y DDD.

La cuantificacion de DDT asi como de sus principales productos de degradacién se
realizd mediante la técnica reportada por el Programa Ambiental de la Naciones
Unidas (UNEP) revisada en 1992. La técnica se describe esquematicamente en la
figura 5 y a continuacién se detalla.

1. Se tomé una muestra del lote a evaluar.

2. Se sometié a un proceso de liofilizacion.
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3. Se pes6 aproximadamente 20 g de muestra seca en un cartucho de extraccion.
Se prepararon dos cartuchos mas, uno sirvid como blanco de reactivos y el
segundo se le adicion6 al igual que a la muestra problema de suelo, estandares
internos para el calculo del porcentaje de recuperacion (anexo 1a) que en este
caso fueron: hexaciclohexano (HCH) en una concentracién de 20 ng/ml y
toxiclorobifenil (2,4,5 TCB) en concentracion de 25 ng/ml. Los cartuchos se
colocaron en equipos soxhlet con 270 ml de hexano y cuerpos de ebullicion, se
ajusté la temperatura que permitié 11 reflujos por hora. Todos los equipos se
forraron con papel aluminio para evitar fotodegradacién y para la mejor
distribucién del calor, se realiz6 la extraccidon por 8 horas. Los blancos se
realizaronron en cada lote de extracciones para asegurar el procedimiento
analitico.

4. Se dejo enfriar los equipos y se realizd una segunda extraccién con diclorometano
por otras 8 horas en las mismas condiciones anteriores, el hexano recuperado de
la primera extraccién se guardé en refrigeracion al igual que el diclorometano de la
segunda extraccién.

5. Se concentraron los extractos (hexano-diclorometano) con columnas Snyder
hasta un volumen final aproximado de 6-10 ml.

6. El solvente remanente se evapord con una corriente de Nz hasta un volumen de
0.5-1 ml. Estos extractos se guardaron en refrigeracion.

7. Para la separacion de las fracciones se empled columnas de vidrio de 1.5 cm de

diametro por 60 cm de largo, empacadas con 16 g de florisil de malla 60-100. (7a)
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El florisil se activo al calentarlo por 6 horas a 300°C y se desactiva parcialmente al
adicionarle 5% de agua. (7b) Antes de empacar las columnas, se cubrid el florisil
con hexano a fin de realizar el empaque en humedo. Se adiciona finalmente un
cm de sulfato de sodio anhidro.

8. Se depositd el extracto de la muestra en la columna empacada y se eluyé con 70
ml de hexano (F1) a fin de obtener el DDE; sin dejar que se secara la columna, se
eluy6é una segunda fraccién (F2) que consistié de 50 ml de hexano:diclorometano
al 50% para obtener el DDT y el DDD.

9. Se concentraron separadamente las fracciones F1 y F2 con columnas Snyder
hasta 6-10 ml.

10. Cada muestra se concentrd hasta 0.5-1 ml mediante una corriente de Na.

11. Las fracciones se inyectaron en un cromatoégrafo de gases Hewlet Packard 5830
serie ll, con detector de captura de electrones y un inyector split/splitless.
Columna capilar HP SE-54 (200 micras de Di y 30 m de largo). Software HP
chemstation 3365 serie Il. Las condiciones del cromatdgrafo fueron: temperatura
inicial 70°C por 2 min., rampa con un incremento de 3°C/min. hasta 265°C,
sostenida por 25 min. El gas portador fue helio (1-2 mi/min), el gas auxiliar fue una
mezcla de argén-metanoi(SO mi/min). La temperatura del detector fue de 300°C y
la del inyector de 280°C.

12. La identificacion de los compuestos se realizé en base a un estandar de
plaguicidas (ULTRA Scientific)

13. Se calculo el volumen final del concentrado.
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14. Se refiere a curvas de calibracion de DDT, DDE y DDD, las cuales se
construyeron a partir de soluciones de reciente preparacion (el mismo dia) para

reducir al minimo la presencia de compuestos de degradacion.

1.Muestra
v
2. Liofilizacién
¥

3. Extraccién c/hexano (8 h)
L2

4. Extraccion ¢/CH,Cl; (8h)
v

5. Concentracion Columnas Snyder — 10-6 ml

v
|_6. Concentracién — 1 ml (N2)|

7a. Activacion de Florisil
+

<« 7b.Empacado columnas

7. Columnas con Florisil
8. F1=70 ml hexano (DDE)
F1=50 ml hexano/CH,Cl; (DDT y DDDY)

!

9. Concentraciéon de F1 y F2 Columnas Snyder — 10-6 mi

A 4

10. Concentracion —» 1 ml (Ny)

11. Inyeccion en el cromatégrafo

12. ldentificacion

13. Calculo de volumen 14. Curvas estandar

Figura 5. Diagrama de la metodologia seguida para la determinacién del DDT.
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V.1.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MICROBIANA EN EL SUELO.

La respiracion de los microorganismos en el suelo es uno de los mas antiguos y
frecuentes parametros para medir actividad microbiana (Kieft y Rosacker, 1991).La
actividad metabdlica de los microorganismos presentes en el suelo se cuantificd
midiendo la producciéon de CO; (Alef y Nannipieri, 1995).

El modelo que se usé en este trabajo fue el respirbmetro de Bartha (Bartha y Shen,
1996), que se ilustra en la figura 6. El respirometro tiene un reservorio en el que se
adicion6 20 mi de solucibn de NaOH 0.05M, con la ayuda de una jeringa
hipodérmica. La solucion de NaOH se cambi6 cada 6 horas durante un periodo de

96 horas. La temperatura de incubacién fue de 25°C.

Se prepararon cuatro respirometros de 250 ml de capacidad con el propésito de
evaluar la respiracién basal e inducida.

1.- Respiracion basal: definida como la respiracién sin la adicién de un sustrato

organico. En el matraz se mezclaron 20 g de suelo secoy 10 ml de agua.

2.-Respiracién inducida: se adiciona un sustrato de facil degradacién. En el matraz

se mezclaron 20 g de suelo seco, 10 ml de agua y 0.2 g de glucosa.
A fin de evaluar el efecto del DDT sobre la respiraciéon del suelo se incluyeron dos
pruebas mas adicionando el plaguicida.

3.-_Respiracion basal con DDT: Se mezclaron 20 g de suelo seco, 10 ml de aguay 5

x 10* ng de DDT.
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4.- Respiracion inducida con DDT: Se mezciaron 20 g de suelo seco,10 ml de agua,

0.2 g de glucosa y 5 x 10* ng de DDT.

i

. AR EEE X

Figura 6. Matraz biométrico del modelo de respirometro de Bartha.

El CO; producido, se midi6 titulando la solucién de NaOH extraida, se le adicion6 0.5
ml de cloruro de bario y unas gotas de fenolftaleina como indicador. Se titulé con

HCI, bajo agitacién hasta la desaparicidén del color rosa. El agua que se usé fue libre

de COz.
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La estimacion de CO; se realizé de la forma siguiente:

CO; (mg) = (Vo-V) x 1.1/ SW
donde: SW es la cantidad de suelo seco en miligramos, Vo es el HCI empleado para
la titulacién (ml) del blanco y V mi gastados en el experimento con suelo y 1.1 es el

factor de conversion (1 ml NaOH 0.05 M = 1.1 mg de COy,).

V.2. INOCULOS EMPLEADOS.

En este trabajo se emplearon los diferentes in6culos que se describen a

continuacion:

1. Un lodo anaerobio (LA) procedente de una planta de tratamiento de aguas
residuales de una industria refresquera, con una concentracién de sélidos
suspendidos volatiles de 13.84 g/l. Se mantuvieron a 37°C bajo condiciones

anaerobias en un cuarto de incubacién, hasta su uso.

2. Un cultivo mixto comercial constituido por: cinco especies de Pseudomonas, sp.,
de una Klebsiella sp., de cuatro Rhodocci sp. y dos cepas de hongos (HAB de la
InterBio Ltd UK), reportadas como degradadoras de compuestos aromaticos
halogenados. El cultivo en su presentacion liofilizada se mantuvo en un frasco

limpio cerrado a temperatura ambiente. El indculo se preparé haciendo una
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suspension de 4 g de HAB en 200 ml del medio B que se describe en la tabla 4 y
1 mg/ ml de extracto de levadura, se incubé con agitacién continua de100 rpm por

24 horas a 35°C.

3. El hongo Phanerochaete chrysosporium, cepa H-298 (CDBB) se adquirié en la
colecciéon de Cultivos Microbianos del CINESTAV-IPN. Se propagé en tubos
inclinados con PDA incubados por 5 dias a 35°C. Las esporas se cosecharon 24
horas antes de iniciar el cultivo aerobio con 30 mi de solucién de Tween 80 al
0.1% (v/v) y el conteo se realizé6 en camara de Neubauer a una dilucién adecuada

que permitiera contar 50 esporas por cuadro (Garcia, 1996).

V.3. MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo empleados segun las condiciones de cultivo se describen a
continuacién.

Para los cultivos anaerobios, se empleo el medio A que se detalla en la tabla 3. Los
requerimientos se calcuraron de acuerdo a lo reportado por Speece (1996) teniendo
como base el medio Balch modificado (Monroy y Olguin, 1992). La humedad final de
la mezcla se ajusté para alcanzar un 60% propia para el crecimiento microbiano en
FSS. Para los microorganismos aerobios cultivados en botellas serolégicas, se usd

el medio B, que se muestra en la tabla 4, reportado por el proveedor para el
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crecimiento del cultivo HAB y se adicioné 1g de glucosa por litro de medio para
garantizar el crecimiento inicial de 10s microorganismos.

Para los cultivos aerobios efectuados en los reactores tubulares de 50 g, se empled
el medio C, ademas de sacarosa, K;HPO, y urea de acuerdo a la mezcla presentada
en la tabla 6. El bagazo de cafa, se molid en un equipo Pulvex 200 y se tamizo
hasta un tamafio de malla 20 (Tyler). Se lavd con agua caliente y se secod a
temperatura ambiente, ya seco (humedad menor del 5%) se guard6 en bolsas de

plastico hasta su uso posterior.

Tabla 3. Medio A. Composicién del medio utilizado en el cultivo anaerobio.

Componente Concentracion Cantidad adicionada
(g/L) (ml/Kg de suelo)
Balch: 26.0
K:HPO4 6.0
NH4CI 24
NaCl 20
MgCl, 6H,0 2.1
CaCl;H;0 0.16
Oligoelementos: 16.0
MgSO,47H,0 3.0
FeSO,7H,0 0.1
CoCl; 0.1
Complemento:
FeSO, 200 | 39.0
NiCl 5.0 0.5
NH,CI 200 17.5
CaClyH,0 16.0 7.3
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Tabla 4. Medio B. Composicion del medio mineral utilizado en el cultivo aerobio.

Componente Concentracién (x10™ g/L)
NazHPO4 500
(NH4)2S0, 350
KH,;PO4 300
Ca(NO3), 40
FeSO,7H,0 3
CoCl,6H,0 0.1
ZnS0O, 0.07
NaMOO4'2H20 0.03
MnCl, 6H,0 0.02
NiCl, 6H,0 0.02
H3BO,4 0.02
CuCl, 0.01

Tabla 5. Medio C. Composicion de la solucidn de minerales utilizada
en el cultivo aerobio.

Componente Concentracion
MgSO47H,0 25.00¢g
MnSO4H,0O 1.70 g
NaCl 0.60g
FeS0O47H,0 2..80g
CaCl;2H,0 0.10g
ZnS0O, 0.60g
NaMoO42H,0 0.10g
HCI 1M 1.00 L

Fuente: Goodhue, 1996

Tabla 6. Composicion de la mezcla del cultivo aerobio.

Componente Fraccién (% p/p)
Suelo contaminado 13
Bagazo de cafia 14
Lodos activados 2
K2HPOy,, urea y minerales(medio C) 4
Sacarosa 7
Agua 60

Fuente: Aguilera, 1998




V. 4. EVALUACION DE LA BIODEGRADACION DE DDT CON ADICION DE

INOCULOS EN SISTEMAS ANAEROBIO Y AEROBIO POR SEPARADO.

Con el propdsito de evaluar el efecto de las condiciones de cultivo sobre la
degradacion del DDT se realizd un experimento preliminar para el cual se prepararon
6 botellas serolégicas de 120 mi con una mezcla de 10 g de suelo y el medio A (tabla
3) con 1 X 10* ng de DDT/ g de suelo. Se ensayaron dos condiciones de cultivo: a)
anaerobias con y sin inéculo y b) aerobias con y sin inéculo. En ambos casos se
utilizaron controles sin DDT El esquema de los experimentos realizados se muestra

enlatabla 7.

Cultivos anaerobios. Fueron inoculados con 3.4 ml de lodos con 6.5 ml del medio A.

Las botellas se cerraron herméticamente y se cambié la atmésfera de aire por una

mezcla de gases N,:CO; (80:20).

Cultivo aerobio. Fueron inoculados con 2 ml del in6culo HAB y 7.5 ml del medio B.

Las botellas se cerraron con un tapén de algodén y gasa.

A todas las botellas se les ajusté la humedad al 60% y se incubaron durante 13 dias

en un cuarto de incubacion a 37°C. Al término de la incubacién las muestras se

liofilizaron para su posterior analisis de DDT.
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Tabla 7. Disefio experimental para la evaluaciéon de la biodegradacion de DDT con
adicién de inéculos en sistemas anaerobio y aerobio.

Sistema de cultivo Anaerobio Aerobio
Inéculo sin in6culo con inoculo sin inéculo con indculo
+ nut + nut + nut + nut
Controles sin DDT+nut sin DD T+nut

nut = nutrimentos

V.5. ADAPTACION DE INOCULOS AL DDT.

Los dos cultivos mixtos: LA y HAB, fueron sometidos a una adaptacion de 40 dias a

la presencia de DDT, con el propésito de lograr una selecciéon de microorganismos

que toleren o degraden este toxi

Para la adaptacién del cultivo aerobio HAB, se emplearon recipientes cilindricos de
vidrio de dos litros provistas de difusores de aire y para los LA, se construy6é un

biorreactor de flujo ascendente con capacidad de litro y medio de 90 cm de largo por

Co.

5 cm de diametro. Los cultivos fueron alimentados semanalmente con el medio A

para los LA y el medio B para los aerobios, mas glucosa (1 g/l) y DDT (5 X 107 ng/ml)

en ambos casos.

Después de 40 dias los inoculos se concentraron, dejando sedimentar y eliminando

el sobrenadante.
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V.6. FERMENTACION ANAEROBIA-AEROBIA SECUENCIAL Y AEROBIA

a) DISENO EXPERIMENTAL.

Las fermentaciones se realizaron siguiendo un disefio factorial 2X2, dos factores con
dos niveles y tres réplicas por tratamiento. Los factores fueron: las condiciones o
sistemas de cultivo (anaerobio-aerobio o aerobio unicamente) y los inéculos aerobios
empleados (cultivo mixto HAB o P.chrysosporum). El esquema del disefio se
presenta en la tabla 8. Las fermentaciones se prepararon para tener una duracién de
dos o cuatro semanas y comparar €l proceso secuencial anaerobio-aerobio con el

aerobio.

Se establecieron 4 controles con dos réplicas, sin inéculo externo, para determinar el
efecto de la adicion de nutrientes en el suelo (tabla 8).
Las variables de respuesta fueron las concentraciones de DDT, DDE y DDD, que se

midieron al finalizar las fermentaciones.

Tabla 8. Disefio experimental de la bioaumentacion del suelo.

Sistema de cultivo - Anaerobio-Aerobio Aerobio
Duracién de la fermentacion 2 semanas + 2 semanas 4 semanas
Inéculo Control | Control Control | Control

HAB |P.chry*| sin sin HAB | P.chry*| sin sin
+nut. | +nut. {indculo | indculo | + nut + nut | indculo | in6culo
sin nut. | con nut sin nut | con nut

* Phanerochaete chrysosporium
nut = nutrimentos
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b) PREPARACION DEL SUELO B.

Se colectaron 10 Kg de suelo B y se enriquecié con una solucion de DDT para
obtener una concentracién de 100 ng de DDT/g de suelo. La solucion se fue
adicionando distribuyéndola uniformemente. Ya hiumeda se sometié a mezclado con
ayuda de una batidora industrial. La mezcla se dejdé secar y se almacené a

temperatura ambiente hasta su uso.

c) FERMENTACION ANAEROBIA.

En la figura 7, se muestra el esquema de uno de los 6 reactores tubulares de vidrio
usados en la fermentacion anaerobia. Las dimensiones del reactor fueron, 5 cm de
diametro por 40 cm de largo y se agregd a cada reactor 400 g de suelo con 12% de
humedad. El volumen del in6culo anaerobio fue de 100 ml de LA adaptados, por
reactor y la composicién de los nutrimentos fue la del medio A. La humedad final del

sustrato fue de 50 + 5 %.
Los reactores se mantuvieron en un cuarto con temperatura constante de 35°C, la

fermentacién tuvo una duracién de dos semanas, los reactores se vaciaron y se

sometieron a un posterior cultivo aerobio.
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Figura 7. Fermentador anaerobio
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d) FERMENTACION AEROBIA.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en veinte reactores tubulares de vidrio de 50g
de capacidad, de 3.5 cm de didmetro por 20 cm de largo, se agregd a cada reactor
45g de suelo, el volumen de inéculo fue de 8.9 g de cultivo HAB adaptado, por
reactor. El medio se formulé de acuerdo a la mezcla de la tabla 6, con suelo
contaminado (proveniente o no de una previa fermentacion anaerobia). Todos los
reactores fueron sumergidos en una tina de inmersién provista de un controlador de
temperatura Haake para mantener la temperatura constante de 35°C. El aire
comprimido (0.2 Kg/cm2 manomeétrico) de la alimentacién a los reactores 0.5 litros de
aire por kilogramo de material de empaque por minuto (VKgM), se humidifico
mediante burbujeo continuo en columnas de agua colocadas inmediatamente abajo
de los fermentadores como se indica en la figura 8. La produccién de CO; se

monitoreé en linea por cromatdgrafia de gases.
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V.7T. MEDICION DE LAS ACTIVIDADES MICROBIANAS.

Para evaluar indirectamente la actividad metabdlica, se realizdé la medicion de la

produccién de los gases CH4 y CO; en los cultivos anaerobios y CO2 en los cultivos

aerobios.

Actividad anaerobia. Se extrajo una muestra de 2 ml de gas, con una jeringa

hipodérmica y se inyectdé en un cromatdgrafo de gases Gow-Mac equipado con un
detector de conductividad térmica y una columna carbosphere maila 100-80 a una

temperatura de 140°C.

Actividad aerobia. La medicion del gas producido se realizd6 en forma continua a

través de un cromatégrafo Gow-Mac 580 con detector de conductividad térmica y un
sistema de adquisicion e integracion de cromatogramas muitivia CHROMA V 3.0.
La produccion de cada gas se determin6 en base a una curva de calibracién (mmol

vs area), el gas acumulado se graficé contra el tiempo.
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V.8. ACTIVIDADES ENZIMATICAS: REDUCTASAS Y PEROXIDASAS EN LA

DEGRADACION DEL DDT.

Los ensayos de actividad reductasa se realizaron siguiendo la metodologia reportada
por Fulk (1996). Toda la metodologia se realizé bajo condiciones anaerobias dentro
de una pequefia camara (figura 9A y 9B) que se disefidé y construy6 para este fin. Se
| tomé 5 g de muestra y se le adiciond 10 ml de buffer Tris-HCI 50mM de pH 7.0, se
sonicd (sonicador Soniprep 150) 3 veces por 30 segundos a amplitud media y se
centrifugd (centrifuga Beckman J2-HS) a 47 900 xg por 20 minutos, se tomé 4.5 ml
del sobrenadante (extracto crudo enzimatico) y se le adicion6é 5 mi de metil viologeno
4 mM en buffer Tris-HCI, se cambié la atmdsfera de la parte superior del tubo por H;
y se leyé en un espectrofotémetro (Beckman DU650) a 578 nm por 10 minutos a
intervalos de 30 segundos en caso de no lograr coloracion en este tiempo, se
incubaron los tubos a 37°C por 24-48 horas. Se realiz6 el mismo analisis sin someter
a sonicacion la muestra y definir si las enzimas son intra o extracelulares. La unidad
de actividad se definié como la cantidad de enzima requerida para incrementar una

unidad de absorbancia por minuto.

Los ensayos de actividad peroxidasa se realizaron siguiendo la metodologia
reportada por Ramachandra y col., (1988). Se tom6 5 g de muestra y se adiciond 10
mi de buffer de fosfatos, se mezcldé y centrifugdé a 47 900 xg por 20 minutos, el

sobrenadante se dividié en dos partes iguales de 4.5 ml, una de ellas se calent6 a
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100°C por 10 minutos para desactivar la enzima y obtener un control. La mezcla de
reaccidn se prepar6 de la manera siguiente: 200 ul de 4-aminoantipirina 82 mM, 200
ul de 2,4-diclorofenol 1.0 mM, 1200 pl del extracto enzimatico y 200 nl de peréxido
de hidrégeno 4 mM, el cual se adicioné en el momento justo de la lectura. Las
muestras se leyeron espectrofotométrica a 510 nm por 10 minutos a intervalos de 30
segundos.

La unidad de actividad se defini6 como la cantidad de enzima requerida para

incrementar, una unidad de absorbancia por minuto.

Se realizé6 la cuantificacién de proteina (Bradford, 1976) para el calculo de la
actividad especifica. Se tomé 1 ml! del extracto enzimatico y se adicioné 1 ml de
NaOH 1N, se hirvié la mezcla por 5 minutos para solubilizar proteinas, se tomé una
alicuota de 200 pl y se adicioné 1.5 ml de reactivo de Bradford (BioRad) se agité y se
dejé incubar a temperatura ambiente por 2 minutos, se leyé a 595 nm en el
espectrofotometro, la lectura se interpola en una curva de calibraciéon de albimina

sérica bovina.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 10, se presenta de manera esquematica la estrategia de trabajo. En la
primera etapa se caracterizaron dos tipos de suelo y se seleccioné el que presentd
las mejores caracteristicas para el estudio de biodegradacion de DDT,
posteriormente al suelo seleccionado se le evalué su actividad microbiana mediante
la produccién de CO, en presencia y ausencia de DDT. En la segunda etapa se
evalué la degradacion de DDT bajo condiciones anaerobias y aerobias y en
presencia o0 ausencia de inéculo. En la tercera y ultima etapa se evalud la
degradacion de DDT en condiciones aerobia y anaerobia-aerobia secuencial,
posteriormente se siguié una cinética de la transformacién del DDT en condiciones
anaerobias-aerobias y se evaluaron las actividades enzimaticas reductasa y

peroxidasa.

Caracterizacién (Suelo Ay B)

M.O., N2, P, pH, H, textura, DDT, DDE y DDD 1a Etapa
T

leccion del suel

Evaluacion de actividad microbiana
Respiracion (produccion de CO3)
Efecto de la presencia de DDT (2.5X10° ng/g suelo
1

Degradacion aerobia vs anaerobia T

(Botellas seroldgicas de 120 ml) 2a Etapa
Evaluacién de condiciones de cultivo y adicion de inéculo
en presencia de DDT (1x10* ng/g suelo)
I

v—— —

Degradacién aerobia vs anaerobia-aerobia (secuencial)
(fermentadores tubulares de 250 ml)
Evaluacion de condiciones de cultivo y adicién de inéculos diferentes

en presencia de DDT (100 ng/q suelo) 3a Etapa

Cinética anaerobia-aerobia(secuencial)
Evaluacién de actividad enzimatica.

Figura 10. Esquema de la estrategia de trabajo
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V1. 1. CARACTERIZACION DE LOS SUELOS A Y B.

Las caracterizaciones de los dos tipos de suelos colectados se realizarén con el
proposito de seleccionar uno de ellos como sistema de trabajo, para ello se
evaluaron las principales caracteristicas fisicoquimicas que pueden tener influencia
sobre el proceso de degradacién del DDT, asi como saber si éstos estaban

contaminados con éste toxico.

a) CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS.

Los componentes quimicos, fisicos y biolégicos del suelo determinan en gran medida
sus propiedades caracteristicas y dan informacién para definir un programa de
remediacion. Entre los componentes quimicos, aquellos relacionados como
nutrimentos son importantes, en especial el nitrégeno y el fésforo ya que son una
fuente importante para el crecimiento celular, ademas de la fuente de carbono
proveniente de la materia organica. Otros factores importantes son la humedad, el
pH y la capacidad de intercambio catiénico (Cookson, 1995).

Los resultados de estos analisis realizados a las muestras de suelos se resumen en

la tabla 9.

Tabla 9. Resultados de los analisis fisicoquimicos realizados a las muestras de suelo

AyB.
Muestra % % Mat. % % pH CiCc
de suelo | Humedad Orgénica Fésforo Nitrégeno meq/100g |
A 1181+1.87 | 919+035 | 0.12+£0.01 | 0.09+£0.01 | 6.62 £0.09 | 41.54+0.02
B 12.18 £1.56 | 29.06 £ 0.05 | 0.22+£0.01 | 0.36 £0.01 | 6.63 +0.01 {68.59+0.08
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Como se puede observar en la tabla anterior, se presentan diferencias en los
resultados de materia organica, foésforo, nitrégeno y la capacidad de intercambio
cationico entre ambas muestras de suelos agricolas. Los valores obtenidos del suelo
B, fueron de manera general mas altos que los obtenidos en el suelo A. Por las
caracteristicas fibrosas del bagazo de henequén, era de esperarse un mayor
contenido de humedad y de materia organica. Los contenidos de nitrégeno y fosforo
son de al menos, el doble que lo obtenido para el suelo A.

La capacidad de intercambio catidnico (CIC), aumenta a medida que aumenta la
materia organica (Soil Fertility Manual, 1988), lo que coincide con los mayores
valores de materia organica en el suelo de bagazo de henequén. La CIC también
esta influenciada por la textura del suelo, asi la arcilla proporciona a los suelos una
alta capacidad de retencidén de agua y nutrimentos que favorecen la CIC.

De acuerdo a los resultados de la tabla 10, el suelo A podria ser clasificado como
arcilloso, asi el valor de la CIC obtenida para este tipo de suelo (tabla 9) de 41.54 £
0.02, esta dentro del rango reportado para suelos arcillosos (11 y 50 meq/100g) (Soil

Fertility Manual, 1988).

Tabla 10. Textura de las muestras de suelo.

Muestra de suelo A B
Arena (%) 16.4 28.4
Limo (%) 204 39.8
Arcilla (%) 63.2 31.8
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Los suelos de textura fina (arcillosos) se compactan con mas facilidad, esto reduce
el espacio poroso, lo que limita tanto el paso del aire como del agua a través del
suelo, limitandose asi el transporte de nutrimentos y proliferacion de
microorganismos aerobios (Manuales para educaciéon agropecuaria, 1992).

El suelo B, se podria clasificar como del tipo franco-arcilloso (Manual para Educacién
Agropecuaria, 1992). Los suelos de este tipo retienen grandes cantidades de agua y
nutrientes, carecen de porosidad y contienen poco aire, tienden a apelmazarse y
formar grandes terrones.

Geerdink y col. (1996) sugieren que la degradaciéon en un suelo esta fuertemente
influenciada por su contenido de arena, materia organica y arcilla, la arena no inhibe
la degradacion de contaminantes no polares, la materia organica limita la velocidad
del transporte a los microorganismos y la arcilla presenta una velocidad de
transporte lenta (100 veces mas lento que en la materia organica).

Lo anterior sugiere que un suelo del tipo franco-arcilloso como el B tiene
caracteristicas que lo hacen mas favorable que el A para alojar microbiota, pues

tiene el doble de materia organica, la mitad de arcilla y mayor contenido de arena.

b) Determinacion de DDT,DDE y DDD.

En la tabla 11, se presentan los resultados obtenidos del analisis de DDT, DDE vy
DDD efectuados en los dos tipos de suelo. Estos valores se encuentran dentro de
los rangos reportados en muestras de suelos y sedimentos en varias partes del

mundo (U.S. Department of Health and Human Services, 1994).
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La concentracion de DDT mas alta fue de 1.27 + 0.12 ng/g y correspondié a la
muestra de suelo B (enriquecida con bagazo de henequén por parte del agricultor) a
diferencia de la muestra A (tzekel) que tuvo una concentracién de 0.92 + 0.15 ng/g.
Es importante notar en la tabla 11, que las concentraciones de DDT en ambas
muestras son mayores que las encontradas para sus productos de degradacién
(DDE y DDD) de lo cual se puede inferir que, la incorporacién del DDT es reciente o
que en ambos tipos de suelo se presenta resistencia a su degradacion, la
transformacién asi como su velocidad dependera de las condiciones del suelo su
contenido de metales y de la poblacidn microbiana presente en el suelo (Hitch y Day
1992). La incorporacion reciente de DDT se explica por la cercania del terreno a un
poblado y las continuas camparias para el control de plagas de moscos transmisores
de enfermedades, asi como por la incorporacién de la materia organica brindada por

el bagazo de henequén, sujeto también a contaminacién por DDT.

Tabla 11. Resultados del analisis de DDT y sus productos de degradacion en las
muestras de suelo.

Muestra de suelo| DDD (ng/g) DDE (ng/g) DDT (ng/q)
A 0.19+0.1 0.57 £0.12 0.92+0.15
B 0.6 £0.08 0.58+£0.2 127 £0.12

De acuerdo a los parametros fisicoquimicos medidos en las muestras de suelos, el
B, es el que presenta los valores mas altos de nutrientes y las caracteristicas de
textura mejores para ser empleado como modelo en el estudio de biorremediacion,

asi como las mayores concentraciones de DDT, DDE y DDD.
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VI. 2. EVALUACION DE ACTIVIDAD MICROBIANA EN EL SUELO B

Con el propédsito de observar si el suelo seleccionado presentaba actividad
microbiana, asi como evaluar si el DDT resultaba tdéxico a los microorganismés
nativos del suelo, se midié la respiracién basal e inducida del suelo en presencia y
ausencia de DDT adicionado (2.5 X 10° ng/g). Mitra y Raghu (1998) reportaron la
inhibicion de actinomicetos y hongos a concentraciones de 5 X 10° ng de DDD/g de

suelo.

Los resultados sobre la produccidon de CO; en el suelo (figura 11) indican una
actividad microbiana nativa que puede ser aerobia y anaerobia. Se observa que, en
las pruebas de respiraciéon basal (en presencia y ausencia de DDT) se generé la
misma cantidad de CO, indicando que la presencia de DDT no afectd la respiracion
basal (0.7 mg CO4/ g suelo dia).

La produccién de CO; en la prueba de respiracién inducida fue del 55% de la
esperada si toda la glucosa se hubiera consumido (anexo 1b), siendo similar a la
reportada por Ramirez (1998) de 56.8% pero con 6 dias mas de incubacién usando
el mismo respirbmetro e igual concentracién de glucosa. Las pendientes indican una
buena respuesta (2.1 mg COQ/ g suelo dia) de los microorganismos nativos tanto
aerobios como anaerobios y que la presencia de DDT no afecta la respiracién

inducida.
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Figura 11. Produccion de CO, como respuesta de actividad microbiana nativa en
muestras de suelo B.

VI. 3. EVALUACION DE LA BIODEGRADACION DE DDT CON ADICION DE
INOCULOS EN SISTEMAS ANAEROBIO Y AEROBIO POR SEPARADO.

. Con el propésito de ofrecer condiciones ambientales anaerobias y aerobias mas
especificas a los microorganismos se corrieron cuatro fermentaciones con y sin
inéculos para determinar si el DDT era degradado en condiciones anaerobias y
aerobias. Asi también, ya que en la seccién anterior se observo que 2.5 X 10° ng/g
DDT, no impide la actividad microbiana nativa, se quiso observar al sistema a una
mayor concentracién de DDT (10 X 10° ng/g), pero sin rebasar los limites de

contaminacién reportados (ver seccion de antecedentes).
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Se realizaron dos controles uno anaerobio y otro aerobio a los cuales se les adicion6
medio de cultivo, sin la adicion de inéculo ni DDT que sirvieron para hacer la
correccion de la presencia inicial de DDT en el suelo y observar su degradacién sélo

por la presencia de nutrientes y de los microorganismos nativos.

En la tabla 12, se presentan los resultados de la degradacion de DDT en cultivos
anaerobios y aerobios. Se observa que en condiciones anaerobias se alcanzé una
mejor remocidén de DDT que en la aerobia y que el indculo favorece la degradacion
de DDT en ambos tipos de cultivo. Las muestras sometidas a condiciones
anaerobias, presentaron la mayor degradacién de DDT. En la fermentacion
anaerobia sin inéculo la degradacion se lleva a cabo por los microorganismos nativos
del suelo. En la fermentacién anaerobia con indculo el efecto aditivo de incorporar un
indéculo incremento la eficiencia en 25%. Mcintyre y Mills (1974), reportan que las
condiciones anaerobias presentan una mayor eficiencia en el proceso de decloracion
de la molécula de DDT porque es un proceso reductivo. En el cultivo aerobio sin
inoculo no se presentd degradaciéon de DDT; con la adicién de indculo se obtuvo un
incremento en 19% de remocién de DDT, todavia por debajo de los resultados
obtenidos en las pruebas anaerobias.

El aumento en la concentracion de DDT en los cultivos no impidié el desarrollo de la
actividad microbiana anaerobia y aerobia, en ambas condiciones de cultivo se

presentd degradacién de esta molécula al adicionar un inéculo.
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Tabla 12. Concentraciones finales de DDT encontradas en las muestras de suelo
adicionadas inicialmente con 10 X 10° ng DDT/g de suelo.

Fermentacion DDT (X10 ®ng/g) | % remocién
remanente
1) Anaerobia sin inéculo 6.7 £ 0.36 33
2) Anaerobia con inéculo 5.0+0.05 50
3) Aerobia sin in6culo 126 + 3.40 0
4) Aerobia con in6culo mixto (HAB) 8.1+0.17 19

El analisis estadistico mostré diferencia significativa entre las condiciones de cultivo
(anaerobias o aerobias) (F 111 = 10.3894; p = 0.009125) y entre los tratamientos
1,2,3y4 de latabla 12 (F 111 =10.4383; p = 0.0038). En el anexo 2a se muestran las

tablas de anova.

VI. 4. EVALUACION DE LAS FERMENTACIONES ANAEROBIA-AEROBIA

SECUENCIAL Y AEROBIA EN LA DEGRADACION DEL DDT.

En el experimento anterior se observd que el cultivo anaerobio favorece la
degradacién del DDT, sin embargo, los productos de degradacion del DDT siendo
aun compuestos aromaticos es muy probable sean degradados bajo condiciones

aerobias.
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Uno de los pasos importantes en esta investigacion fue evaluar las condiciones de
fermentacion junto con la bioaumentacion del suelo en la reduccién del DDT usando
inéculos adaptados al DDT (Materiales y métodos, seccién V.5).

Se realizé un disefio factorial para evaluar el efecto de un pretratamiento anaerobio
seguido de cultivo aerobio comparandolo con el tratamiento aerobio. Se emplearon
inéculos mixtos anaerobios y aerobios adaptados por separado y se prob6 también
el efecto del hongo Phanerochaete chrysosporium que contiene un sistema
enzimatico capaz de degradar compuestos recalcitrantes como el DDT (Leahy y
Brown, 1994). Se prepar6 un lote de suelo al cual se le adicion6é 100 ng de DDT/g de
suelo, se bajo de nuevo la concentracion de DDT para estar mas cerca de los
limites de DDT encontrados en los suelos Ay B (menores de 1.5 ng/g).

En el transcurso de 28 dias de cultivo se midio la actividad de los cultivos mediante
las producciones de CH; y CO; segun fuera el caso y la respuesta degradativa se
midié en funcién de la disminucién en la concentraciéon de DDT en las muestras y el

aumento en la concentracion de sus principales productos de degradacion.

a) MEDICION DE LA ACTIVIDAD MICROBIANA.

Actividad anaerobia. Una forma de medir la actividad microbiana anaerobia es seguir

la produccion de metano y biéxido de carbono (Alef y Nannipieri, 1995).

Como se puede observar en la figura 12, en el cultivo anaerobio, la produccién de
metano en el reactor que se inoculdé con los lodos alcanzé un maximo en el dia 13
(0.25 mmoles/g de suelo) que representa la degradacién del 11% de la materia

organica total a una velocidad de degradacion especifica de 0.181 gDQO-
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CH4/gSSVdia (calculos en Anexo 1c) esto significa que aun bajo "condiciones
anaerobias la metanogénesis no es dominante en este sistema.

En los sistemas que sélo contenian agua o nutrimentos, la prbduccic’m de CH, fue
nula lo que indica la no presencia significativa de una poblacién de microorganismos
metanogénicos entre la flora nativa, sin embargo la generacion de CO, sugiere una
actividad microbiana natural distinta de la metanogénica, como se observé también
en el experimento con los respirobmetros de Bartha (seccion VI.2). Al igual que en el
caso del CH,, la mayor produccién de CO; se obtuvo en el reactor inoculado. La
actividad microbiana natural en el suelo con y sin nutrimentos, muestra que el DDT
afiadido no resulta téxico para los microorganismos anaerobios presentes en el

suelo.
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Figura 12. Produccion de CH4 y CO; en reactores anaerobios en presencia de DDT
con: (a) suelo y agua, (b)suelo y nutrimentos y (c) suelo, nutrimentos y lodos.
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Es muy probable que la degradacion de DDT, no haya contribuido significativamente
a la produccion de metano ya que la cantidad adicionada (100 ng DDT/g suelo)
medida como aporte de DQO (2.03 g DQO/g DDT, anexo 1d) es minima respecto a

la aportada por la DQO del suelo mismo que contiene 29% de materia organica.

Actividad _aerobia. En la figura 13 (A), se muestra el registro continuo de la
-produccion de CO,, de los 4 reactores aerobios con distintos in6culos ( tabla 8 del
capitulo de materiales y métodos), dos de estos reactores provenientes de previo
cultivo anaerobio. Las mediciones se realizaron cada hora por un periodo de 4.5 dias
y no se continud por mas tiempo debido a que todos los sistemas se estabilizaron
después de 1.5 dias. Se puede observar que las actividades mas altas son las
registradas por las fermentaciones inoculadas con el cultivo HAB probablemente

debido a la caracteristica de ser un inéculo mixto.

Por otro lado la produccion maxima de CO; de los cultivos inoculados con
P.chrysosporium, se alcanzé hasta después de 12h de fermentacién, lo que era de
esperarse ya que el crecimiento de los hongos es mas lento que el de bacterias, aun

cuando se realizé un precuitivo de 24 h del hongo.
Del calculo de la produccién de CO,, se observd que a partir del segundo dia de

fermentacién, la produccién se redujo en un 86%, registrandose valores iguales o

menores a 2.5 mmol de CO,/g dia, a pesar de que unicamente alrededor del 50% de
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la fuente de carbonc adicionada (sacarosa) fue consumida durante las primeras 12

horas (calculos en Anexo 1e).

En la figura 13 (B) se representa la produccion acumulada de CO; producida durante
4.5 dias. Los valores de produccion van de 0.94 a 2.49 mmoles de CO,/ g de suelo.
Se observa que la mayor produccién fue alcanzada por el sistema anaerobio-aerobio
inoculado con lodos anaerobios (LA) y cuitivo HAB. Esto es debido a que el indculo
contiene una mayor carga microbiana que los otros. Es probable que
microorganismos facultativos presentes en la etapa anaerobia se desarrollaron

favorablemente en la etapa aerobia alcanzando esta alta actividad.

Los sistemas anaerobio-aerobio con LA y P. chrysosporium y aerobio con cultivo
HAB, se comportaron de manera similar, sin embargo se observa un metabolismo
mas retardado de P. chrysosporium pues después de 3 dias de fermentacion

continua la produccién de CO..
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Figura 13. Produccién de CO; en cultivos aerobios. Instantanea (A) y acumulada (B).
Ana-aer HAB, precultivo anaerobio inoculado en la etapa aerobia con cultivo mixto
(HAB) adaptado; ana-aer Pchry, precultivo anaerobio inoculado en la etapa aerobia
con P.chrysosporium; aer HAB, sin precultivo anaerobio inoculado con cultivo mixto

(HAB) adaptado; aer P.chry, sin precultivo anaerobio inoculado con P.chrysosporium.
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Se observo que en los sistemas secuenciales anaerobio-aerobio, la eficiencia en la
degradacion del azicar adicionado como fuente de carbono, fue mayor en
comparacion con los sistemas aerobios, lo que se puede explicar por la mayor carga
microbiana de los primeros. Asi, el que mayor y mas rapida produccién de CO,
presentd en las primeras 24 horas fue el sistema anaerobio-aerobio inoculado con
LA y HAB con una velocidad de produccién de CO, de 4.07 mmol/g d. Le siguio el
sistema anaerobio-aerobio inoculado con LA y P.chrysosporium con una velocidad
de 1.72 mmol/gd, posteriormente el sistema aerobio inoculado con el cultivo HAB
con una velocidad de 1.81 mmol/gd y por ultimo el sistema aerobio inoculado con
P.chrysosporium con una velocidad de 0.92 mmol/g d (Tabla 13). Después del primer
dia de fermentacion las velocidades de producciéon de CO, fueron menores de 0.2
mmol/g d, sin embargo, se observé en esta etapa que sistema anaerobio-aerobio

inoculado con LA y P.chrysosporium fue el que presenté la mayor velocidad.

TABLA 13. Produccién de CO- en cultivos aerobios.

Cultivo Eficiencia de produccion | Vel. de produccién de CO;
de CO; por fuente de C (mmol/g d)
exégena (%) 1lerdia  después 1er dia
Ana-aer (HAB) 100.0 - 4.07 0.15
Ana-aer (P.chrys) 85.0 1.72 0.20
Aerobia (HAB) 69.42 1.81 0.06
Aerobia (P.chrys) 47.18 0.92 0.05
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b) DEGRADACION DE DDT Y DDE.

Para asegurar un control. de calidad en los analisis se calculé la recuperacién de los
estandares internos (HCH y 2, 4, 5 TCB) la cual fue del 94% en promedio, lo cual da
confiabilidad en la extraccion y en el analisis cromatografico de las muestras

realizadas.

En la tabla 14 se presentan los resultados de los analisis de DDT en las muestras
sometidas a los diferentes tratamientos, las concentraciones finales promedio van de
12.88 a 80.69 ng/g, que se encuentran por debajo de la concentraciéon encontrada en

el suelo al tiempo cero de 82.69 ng DDT /g de suelo seco.

Es importante hacer la aclaracién que aunque el suelo se enriquecié originalmente
con DDT para lograr una concentracion final de 100 ng de DDT/g de suelo sélo se
encontrd una concentracion al inicio del experimento del 82.69 ng/g. Esto pudo
deberse a que parte se haya transformado a DDE o DDD u otro producto de

degradacion no detectado.

La concentracién inicial de DDE en este experimento fue de 16.3 ng/g. No se hizo
adicion de este compuesto en el suelo, pero es probable la presencia de DDE y DDD
como impurezas en el DDT o como resultado también de un proceso de

degradacion. Si se suman las concentraciones de DDT+DDE en el tiempo cero se

78




obtiene 98.33 ng, lo que se acerca bastante a la concentracior. inicial de 100 ng de

DDT/g de suelo.

Los resultados del analisis de DDE en las muestras reportaron concentraciones de
5.12 a 23.70 ng/g. El encontrar concentraciones mayores a la reportada al T=0, es el
resultado de la acumulacion de este compuesto por la degradacion del DDT hacia
DDE como paso intermedio en la ruta de degradacién, como se puede observar en
los tratamientos 1,4,5,6 y 8, estos aumentos van del 9 al 45.4%. El favorecimiento al
ataque del DDT sobre el DDE en los cultivos esta influenciado por las condiciones de
fermentacion como ya se mencioné en la seccion VI. 3.

En la tabla 14, se puede observar, que la reducciéon de la concentracién inicial de
DDT en todos los tratamientos, van desde 2.5 al 84.4%, este ultimo obtenido con el
experimento que siguié una fermentacién secuencial anaerobia-aerobia y se inoculé
con Phanerochaete chrysosporium. Este resultado muestra la eficiencia en la
degradaciéon de DDT de un pretratamiento anaerobio empleando microorganismos
procedentes de lodos. Asi también, el uso de Phanerochaete chrysosporium en un
sustrato sélido en condiciones aerobias, dando en conjunto una eficiencia de
degradacion, medida como desaparicion de DDT mayor que en los demas
tratamientos probados. Este resultado mejora Ila degradacion de DDT reportada por
Bumpus & Aust (1987) del 50% de una concentracion inicial de 1.25 nmol/ ml en 30

dias de incubacion con Phanerochaete chrysosporium.

79




TABLA 14. Resultados del andlisis de las concentraciones de DDT y DDE y sus
reducciones en suelo sometido a diferentes tratamientos de fermentacion sélida.

TRATAMIENTO DDT  Reduccion DDE Reduccién de
(ng/g) = deDDT (ng/g) DDE
I L)) | (%)
suelo sin tratamiento T =0 82.69 16.3 |
1) Ana-aer + H,0 | 56.84 & 313 17.78 +9.0
2) Ana-aer + Nutrimentos 27.07 67.3 15.0 |, 8.0
3) Ana-aer ( P.chrys) 12.88 = 84.4 5.12 68.6
4) Ana-aer (HAB) 3850 | 522 237 ¥ 454
5) Aerobia + H;0 80.69 25 18.09 +10.9
6) Aerobia + Nutrimentos 7998 = 33 18.73 +14.9
7) Aerobia (P.chrys) 4551 450 16.18 0.7
8) Aerobia (HAB) 60.53 = 26.8 18.35 +12.5

+ se presentdé un aumento de la concentracion inicial.

Es interesante notar que la presencia de microorganismos enddgenos (en los
controles) es favorable en el proceso de degradaciéon en especial en aquellos
tratamientos en los cuales se les adicionaron nutrimentos (tratamientos 2 y 6 de la
tabla 14) en comparacién con aquellos que sélo se adicion6 agua (1 y 5 tabla 14).

En la tabla 14, se puede observar, que la reduccién de la concentracion inicial de
DDE en los tratamientos 2 y 3, son de 8.0 y 68.6% respectivamente, el ultimo
obtenido con el experimento en el cual se siguid una fermentacién secuencial
anaerobia-aerobia y se inoculdé con Phanerochaete chrysosporium, este tratamiento

coincide con el reportado como el de mayor reduccién de DDT.

80




En el analisis de DDD en este experimento se observaron concentraciones muy
elevadas, (hasta 50 veces mayores a las esperadas por la degradacion del DDT)
debido probablemente a la coelucion del DDD con otro compuesto presente en el

suelo. Por esta razén no se realizé el analisis de datos de este compuesto.
a) ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico de varianza de dos vias (programa Statistica, 6.0), de los
resultados obtenidos para los tratamientos contenidos en el disefio factorial,
mostraron diferencias significativas:

a) entre las condiciones de fermentacion (F17=1215.7; p= 0.00001) y

b) entre los dos indculos (F17=86.016; p= 0.000035),

lo cual deja claro el efecto benéfico en este proceso de degradacién de la secuencia
de fermentacién anaerobia-aerobia y del uso de Phanerochaete chrysosporium sobre
el cultivo mixto. Las tablas de anova, se incluye en el Anexo 2c.

El andlisis de varianza efectuado para el DDE, mostré diferencias significativas:

a) entre las condiciones de fermentacion (F, 7 =8.7469; p=0.0211) y

b) entre los inéculos (F47=6.5150; p=0.0379).

La tabla del anova correspondiente se encuentra en el Anexo 2c.

A fin de observar si hubo diferencia entre los tratamientos estimulados con la adicion
de un inéculo y los que no se les adiciond indculo, se realizé una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, ya que las variables que se incluyeron (los 4

tratamientos en los cuales no se adiciond inéculo y que se consideraron como
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controles) no cumplen con los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianzas requeridos para un analisis paramétrico.

Se encontrd en este analisis estadistico, que existen diferencias significativas para el

caso de DDT, lo que permite afirmar que el tratamiento reportado como el mejor

(P.chrysosporun en un sistema anaerobio-aerobio), es significativamente diferente

de los tratamientos en los cuales no se les adicion6 in6culo alguno (controles). El

resultado del andlisis se presentan en forma grafica (figura 14) a fin de observar los

tratamientos que tienen diferencias significativas.
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Figura 14. Grafico de cajas, de los ocho tratamientos: 1) ana-aer + H20,
2) ana-aer + N, 3) ana-aer P.chry, 4) ana-aer HAB, 5) aer + H,0, 6) aer + N.
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Se puede observar del grafico de cajas (fig. 14), que en el tratamiento 3 se obtuvo
una reduccion del DDT menor a 20 ng/g este tratamiento (3), es diferente de los
tratamientos 1 y 2 en los cuales no se adiciond inéculo, en el sistema anaerobio-

aerobio.

Observaciones de varios estudios muestran que compuestos aromaticos
hidrofébicos, como es el caso del DDT, pueden ser degradados por microorganismos
hasta una concentracién residual, la cual no decrece o lo hace muy lentamente a
través de los afios y con tratamientos continuos, ésto debido a que las subsiguientes
reducciones estan limitadas por la disponibilidad del contaminante para los
microorganismos (Luthy y col., 1998). Otra explicaciéon (Greerdink y col, 1996) se
refiere al efecto de la fraccion arcillosa del suelo, como es este caso, que exhibe una
baja velocidad de transporte de contaminantes no polares de hasta 1000 veces
menor que para el caso de la materia organica. De esta manera se explicaria la

concentracion remanente de DDT que no fue degradada.

Hasta ahora se tiene que el tratamiento anaerobio-aerobio con P.chrysosporun fue el
que presentod la mayor degradaciéon de DDT y DDE en 28 dias, a pesar de tener una
lenta respiracién (tabla 13). Esto nos indica que no se debe tomar la produccién de

CO3 como un parametro de degradacion de DDT.
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VI. 5. CINETICA DE LA TRANSFORMACION DE DDT EN LA FERMENTACION
ANAEROBIA-AEROBIA

Con objeto de estudiar el efecto de las condiciones de fermentacion sobre la
degradacién del DDT se corridé un experimento con el proceso secuencial anaerobio-
aerobio + P.chrysosporun (tratamiento 3 de la tabla 14), con el que se obtuvieron los
mejores resultados de degradacion de DDT y DDE.

Se tomaron muestras a diferentes tiempos (6,10,14,16,20 y 28 dias) para analizar
DDT y sus productos de degradacion. Se optimizo el procedimiento cromatografico a
fin de cuantificarl DDD en este experimento. La recuperacién de los estandares
internos fue del 80%.

Las concentraciones iniciales de DDT, DDE y DDD en el suelo tipo B fueron,
respectivamente, 15.34, 40.54 y 129.28 ng/g de suelo. Es importante hacer notar
que el suelo es un sustrato muy heterogéneo y que aunque al hacer la adiciéon del
DDT al suelo se hizo un mezclado exhaustivo, es posible encontrar diferentes
estratos de concentracion de este compuesto, ademas, el DDT es un compuesto que
puede ser degradado bajo condiciones diversas, por lo que se tuvo especial cuidado
en todo el proceso de cuantificacion de DDT y sus productos de degradacion.

En la Tabla 15, se presentan los valores de DDT, DDE y DDD asi como las
reducciones e incrementos relativos (%) encontrados a lo largo del experimento.
Para el DDT se obtuvo una disminucién en la concentracion inicial del 92.3% en 14
dias, llevada a cabo en la etapa de cultivo anaerobia, este valor es similar al

reportado (97%) por Beunink y Rehm (1988) para un caldo de cultivo rico con una
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concentracién inicial de 50 mg DDT/l, para el DDE en la misma etapa, la
concentracion se redujo en un 12.3% mientras que el DDD presenté un
comportamiento diferente al incrementarse su concentraciéon, debido a que es
producto de la degradacién del DDT y DDE. Al iniciarse el cultivo aerobio; la
concentracion del DDD baj6 hasta en un 32% de la inicial y el DDE se redujo hasta
un 36%.

TABLA 15. Resultados de las transformaciones de DDT, DDE y DDD de la cinética
del tratamiento 3 en el suelo B.

Fermentacién | Tiempo | DDT | Reduccion | DDE | Reduccion | DDD Reduccién
(dia) (ng/g) DDT (ng/g) DDE (ng/g) DDD
(%) (%) (%)
acumulado acumulado acumulado
0 15.34 40.54 129.28
anaerobia 6 3.42 77.7 35.56 12.3 159.09 +23.0
anaerobia 10 4 .10 77.7 38.51 12.3 177 .43 +37.2
anaerobia 14 1.18 92.3 38.16 12.3 174 .40 +34.9
aerobia 16 4.81 92.3 26.84 33.8 108.05 16.4
aerobia 20 473 . 92.3 29.63 33.8 99.40 29.9
aerobia 28 . 4.39 92.3 25.86 36.21 88.02 31.9

+ se present6 un aumento en la concentracion

Para observar la presencia del hongo P. chrysosporium en los dias 14, 15, 16, 18, 24
y 28 (fermentacion aerobia), se realizaron siembras en placa con agar de papa,
observandose un predominio del hongo hasta el dia 16. A partir de entonces se
presenté una franca competencia entre el hongo y diversos microorganismos. Lo
cual también es congruente con lo encontrado en la grafica de la figura 13, en donde
se observa una mayor y mas rapida respuesta de los sistemas en donde se inoculd

con cultivos de bacterias.
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En la figura 15, se presentan los resultados normalizados con respecto a la
concentracion inicial (fraccion de la concentracién inicial, C = cl/c,) de las
concentraciones en los diferentes tiempos. Se observa que el DDT decrece durante
la etapa anaerobia pero aumenta al entrar en la etapa aerobia (a los 14 dias), esto
debido a la adicién de bagazo de cafia de azlcar en la formulacién del sustrato
aerobio ya que existen reportes de la aplicacion de DDT en el cultivo de la cafia de

azucar (Gold, 1999).

etapa anaerobia etapa aerobia

0 5 10 15 20 25 30
tiempo (dias)

——DDT ~#—DDE ~—&—DDD

Figura 15. Grafico de la normalizacion de las concentraciones de DDT, DDE y DDD
reportados a los diferentes tiempos.

El DDE, se degrada un 12.3% en la etapa anaerobia y se observa un incremento en
la concentracion de DDD (37.2%) , esto debido a que bajo condiciones anaerobias la
conversion hasta DDD resulta mucho mas rapida por reaciones de decloraciéon
reductiva (Atlas y Bartha, 1993). Es en la etapa aerobia donde se presenta una
disminucion de las concentraciones de DDD y DDE, las cuales son mayores al 30%.
Asumiendo que el DDT se degrada lineal e irreversiblemente a DDE y DDD y

calculando las velocidades de formacién de estos productos de degradacion (k4 y kz),
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se observa la ruta preferente hacia la formacion de DDD (65%) sobre la de DDE

(35%) como se observa en el desarrollo siguiente:

Cinética de reaccion simultanea:

ks
k4 bbp —mmm
(B)
DDT
(A) ks
Ko DDE ——

Para la etapa anaerobia:
dA/dt=-(ky+kx)A , dB/dt=kiA y dC/dt=k; A
también kt = (k1 + k2)

donde A, B y C son los valores normalizados de DDT, DDD y DDE respectivamente.

In Ag/A B-Bo

(k1+ k2) ki/kz

t C-Co
kr=0.16/d, k;=0.056/d y k=0.108/d
ki /kr =35% se va hacia DDE y kz/kr=65% se va hacia DDD.
Para la etapa aerobia se tiene:

dC/dt=-ksC , dB/dt=-ksB

In Bo/B In Co/C

t t

k3=0.038/d y k4=0.024/d
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Bajo condiciones aerobias ocurre la formacién de DDE, mientras que en condiciones
anaerobias se forma DDD y es mucho mas rapida que la transformacion a DDE. En
condiciones aerobias, la deshidrocloracion es la reaccion dominante, mientras que
en condiciones anaerobias ocurre una desclorinacion reductiva.

E! DDE es un compuesto mas persistente y toxico que el mismo DDT (Carey y
col.,1998), por lo tanto no es deseable se acumule en el suelo, lo que justifica el

pretratamento anaerobio en la el proceso de biodegradacién del DDT.

En la tabla 16 se muestra el resumen de los resultados de concentraciones finales
de DDT obtenidas en los diversos tratamientos de biodegradacién a diferentes
concentraciones iniciales. A partir de ellos se caiculd las velocidades de degradacion
y se construyeron las graficas de la figura 16, en donde se pueden observar tres
cosas: 1) que la velocidad de degradacién es dependiente de la concentracién, asi
como directamente proporcional a ella, 2) que bajo condiciones anaerobias es mas
rapida la degradacién que bajo condiciones anaerobias y 3) que es necesaria la
adicién de in6culo, en especial para el tratamiento aerobio.

Tabla 16. Velocidades de degradacién del DDT a diferentes concentraciones
iniciales y bajo diferentes tratamientos.

Tratamiento DDT -To DDT -Tf tiempo | velocidad (ng/g d)
(ng/g) (ng/g) (dias)
s/inéculo | c/inbculo s/inéculo | c/inéculo

anaerobio 10000 6700 5000 13 253.85 | 384.62
anaerobio 15.34 1.18 14 1.01

aerobio (HAB) 10000 10000 8100 13 0 146.15
aerobio (HAB) 82.69 60.5 28 0.79
aerobio (Pchry) 82.69 80 45.5 28 0.10 1.33
aerobio (Pchry) 4.81 4.39 13 0.03
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Figura 16. Graficos de las velocidades de biodegradacion contra la concentracion
inicial de DDT.

a) ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos para los diferentes tiempos de
fermentacion mostraron diferencias significativas, para el caso de DDT entre el
tiempo 0 y 14 dias, H(6, N = 21) = 13.51527; p = 0.0356, lo que deja claro la
eficiencia del tratamiento anaerobio en la biotransformaciéon del DDT principalmente
hacia la formacién de DDD ya que se obtuvo aumentos en la concentracion de este
compuesto en esta etapa de fermentacion. Para el caso de DDE, no se encontré
diferencia significativa entre los tiempos, esto era de esperarse ya que la
degradacion de DDT conileva a la formacién de DDE, sin embargo en la tabla 15, se
observa una disminucién en la concentracion inicial de hasta el 36.21% al final del
cultivo aerobio, en la etapa anaerobia la reducciéon alcanzada fue sélo. del 12.3%.

Para el DDD el analisis estadistico mostro diferencias significativas entre el tiempo
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14 y 16 dias, H(6, N = 21) = 13.02164,; p = 0.0427, primero se observd un aumento
en la concentracion de DDD en |a etapa anaerobia hasta el dia 14 y posteriormente
una tendencia de reduccién en la concentracién de este compuesto en la etapa
aerobia, lo cual muestra la eficiencia del sistema acoplado anaerobio-aerobio en el
proceso de degradacion de DDT. El analisis estadistico correspondiente se

encuentra en el Anexo 2d.

Una forma de corroborar que la degradacion del DDT que ya se ha discutido con
anterioridad fue efectuada por microorganismos es mediante la medicién de las

actividades de las enzimas esperadas durante este proceso de degradacion.

VI. 6. EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS REDUCTASAS Y
PEROXIDASAS EN EL PROCESO DE DEGRADACION DEL DDT.

Con el propésito de observar la actividad enzimatica adjudicable a los
microorganismos se evaluo, la actividad presente en:

A) un sistema con adicidén de indculo y nutrimentos.

B) un sistema sin inéculo y adicionado de nutrimentos.

C) un sistema sélo adicionado de nutrimentos y sometido a proceso de esterilizacion.
Los ensayos de actividad reductasa se realizaron a los tiempos 0, 5, 10 y 14 dias de
fermentacion (anaerobia), ya que de acuerdo a la ruta propuesta por Zook y Feng,
(1999) para la degradacién del DDT bajo condiciones anaerobias se efectia una

decloracion reductiva.
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La actividad reductasa en la fermentacién anaerobia fue sélo cualitativamente
observada (presencia de una coloracién azul) los dias 10 y 14, en las muestras
adicionadas con lodos, ya que se carecia de condiciones adecuadas para mantener
anaerobiosis estricta, sin embargo, la coloracién es prueba contundente de que la
enzima estaba presente, aunque no se haya podido cuantificar.

Se realiz6 el analisis de las muestras sin sonicar y sonicando a fin de observar si las
enzimas son extracelulares o intracelulares. En las muestras sin sonicar no se
observo actividad reductasa. Sugiriendo que son enzimas intracelulares o asociadas
a la membrana como es el caso de la mayoria de las enzimas reductasas (Crawford,
1999).

Con el fin de encontrar actividad oxidativa de las enzimas involucradas de acuerdo a
la ruta propuesta por Zook y Feng (1999) se hicieron ensayos de actividad
peroxidasa a los tiempos 0, 5, 10 y 14 dias del cultivo aerobio (figura 17).

Se observa la presencia de actividad en el sistema adicionado con inéculo, esta va
en aumento hasta el dia 10, para luego decrecer probablemente por el agotamiento
de nutrientes debido al aumento de biomasa (incremento de proteina).

En el tratamiento adicionado sé6lo con nutrientes (B) el comportamiento se ve
retrasado y en el tratamiento que fue sometido a esterilizacién (C) la respuesta fue

nula.
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Figura 17. Actividad peroxidasa encontrada en la fermentacién aerobia
bajo los tratamientos: (A) con adicién de in6culo, (B) sin adicién de
in6culo y (C) sometido a esterilizacion.

Se puede concluir que existe actividad peroxidasa y que de acuerdo a los resuitados
reportados esta se incrementa por la presencia de un in6éculo. La mayor actividad se
presenta en la etapa de cuitivo aerobia, lo cual coincide con la mayor reduccién en la

concentracion de DDE y DDD (tabla 15).
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Vil. CONCLUSIONES

1. Por sus caracteristicas de textura, el suelo enriquecido con bagazo de henequén
(B), se eligi6 como soporte para el trabajo de biodegradacién al contener una

mayor cantidad de materia organica y nutrientes.

2. La biodegradacién de DDT fue mas rapida en condiciones anaerobias, lo que
condujo a proponer el pretratamiento anaerobio para la biodegradacién de este

xenobidtico.

3. Es necesaria la adiciéon de un inéculo para la biodegradacion del DDT en especial

bajo condiciones aerobias.

4. El in6culo de Phanerochaete chrysosoporum, fue mejor promotor de la
biodegradacion del DDE y DDD en la etapa aerobia en comparacion con el cultivo

mixto comercial (HAB), que fue sometido a adaptacién con DDT.
5. La biodegradacion de DDT, DDE y DDD total alcanzada con el sistema anaerobio-

aerobio, con lodos anaerobios y Phanerochaete chrysosporium fue del 92%, 36%

y 30% respectivamente en un tiempo de 28 dias.
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6. EI DDD incremento su concentracion inicial durante la etapa anaerobia debido a la
degradacién del DDT, se observo la ruta preferente para la degradacion del DDT
hacia la formacién de DDD (65%) sobre la de DDE (35%). Es en la etapa aerobia
donde se presenta una mayor disminucién de las concentraciones de DDD y DDE,

las cuales son mayores del 30%.

7. Los experimentos de evaluacién de la actividad enzimatica en el proceso de
degradacion del DDT del suelo, sugieren que existe actividad principalmente por
la accién de un inéculo. Las reductasas (evaluadas cualitativamente) son

intracelulares y las peroxidasas son tanto intra como extracelulares.
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Viil. RECOMENDACIONES
Los puntos relevantes para futuras investigaciones que ayudarian a comprender el

proceso de biodegradacion del DDT podrian enfocarse en los siguientes aspectos:

Dada la fuerte adsorcién a particulas sélidas (suelo) de algunas sustancias poco
solubles en agua como el DDT, se recomienda realizar experimentos con suelo
adicionado con DDT a diferentes tiempos y estudiar el efecto de adsorciéon y de la

textura del suelo sobre el proceso de biodegradacion.

Se recomienda investigar las rutas de degradacién por via anaerobia y aerobia. Este
trabajo podrian hacerse con marcaje de carbono radioactivo, a fin de evaluar si los

productos finales de degradacién proviene o no de la molécula del DDT.

Identificar los microorganismos contenidos en el cultivo mixto anaerobio y comprobar
si se trata de cepas diferentes a las ya reportadas en la literatura como involucras en
procesos de biorremediacion. En cultivos in vitro evaluar la tasa de degradacién del

DDT.

Estudios cinéticos de actividades enzimaticas, especificamente reductasas y
peroxidasas, para evaluar el papel que juegan estos catalizadores en el sistema
anaerobio-aerobio dentro del proceso de biodegradacién.

Hacer un muestreo de suelos en la peninsula de Yucatan e identificar las zonas mas

contaminadas y su distribucién. Previa caracterizacion, realizar pruebas piloto en
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zonas de alta contaminacién, adicionando nutrientes y/o bioaumentando bajo
condicines controladas y establecer un patron de monitoreo por un tiempo de 60

dias.
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ANEXO 1.

a) Porcentaje de recuperacion de estandares internos.

La solucién de estandares internos contenia
Hexaclorohexano (HCH) 20 ng/ml
Toxiclorobifenil (2,4,5 TCB) 25 ng/mi

A cada muestra y blanco se adicioné 1 ml de la solucién de estandares internos.

En el cromatograma se identificaron los tiempos y areas de los dos compuestos
- adicionados como estandandares internos.

Se realizaron inyecciones en el cromatdgrafo de la solucion de estandares internos
para obtener las areas correspondientes y se calculd el porcentaje de recuperacion
de la siguiente manera:

Conc. de est. interno = Area de la muestra + est. interno X conc. del est. interno
en la muestra El area del est. interno

b) Balance de CO; en el experimento de evaluacién de la actividad microbiana
en el suelo B.

A 20g de suelo se afiadio,10 ml de glucosa al 2% (200 mg de glucosa)

200 mg glucosa = 10 mg glucosa

20 g suelo g suelo
de CeHi20g + 607 - > 6C0O, + 6H,0
se tiene que:

10 mg de glucosa (264 mg CO,/mol) = 14.66 mg de CO; producido/g de suelo
g de suelo (180 mg glucosa/mol)

En el experimento con adicién de glucosa (respiracién inducida) la produccién de
CO; fue de 8.0 mg de CO2/ g se suelo. Dividiendo entre el valor teérico calculado:

8.0mg COy/gdesuelo  =0.55 6 55% del CO; que debid producirse por el
14.66 mg de COy/ g de suelo consumo de la glucosa adicionada.
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c) Balance de CH, en el experimento de medicion de actividad microbiana
durante el cultivo anaerobio.

Volumen total del reactor = 785 cm®

Cantidad de suelo afermentar = 400 g

Cantidad de materia organica en el suelo, 29% (tabia 10)

Produccion teérica de metano = 0.35 L CHy/ g DQO 6 2.85 g DQO/ L CH,

La degradacion total de la materia organica en el suelo se calcula de la siguiente
manera:

400g suelo X 0.29g M.O. X 0.35 LCH4 X 1.3 ¢ DQO X mol CH4 = 2.35 mmol CH,4
g suelo g DQO gM.O. 224L

De la figura 12, el 0.25 mmol de CH, obtenido representa entonces el 11% (0.25/
2.35 = 0.11) de la maxima produccién de metano producida por la materia organica
del suelo.

La velocidad especifica de degradacion de los lodos anaerobios es entonces:

0.25 mmol CH4 X 400 g suelo X' L lodo X 22.4 mL X 2.85 g DQO = 181.8 mgDQO
13 diasgsuelo 0.1 Llodo 27 gssv mmol CHy4 mL CH4 gssvd

d) Calculo tedrico de de Ia DQO del DDT.
C14HCls + 22.5 O3 -~-—-- > 14 CO, + 2H,0 + 5HCIO;
P.M. DDT = 354.5

720 =2.03gDQO/gdeDDT
3545
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e) Balance de CO; en el experimento de medicion de actividad microbiana
durante cultivo aerobio.

Los datos experimentales se ajustaron a un polinomio con un coeficiente de
correlacion (r?) mayor de 0.90.

Se integré y calculd el area bajo la curva de este polinomio para obtener la
produccion en mmol CO,/ g de suelo.

Se determiné la cantidad tedrica de CO2/ g de suelo, producido por la degradacion
completa de la sacarosa adicionada.

Se calculé el porcentaje de CO; obtenido.
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ANEXO 2.

TABLAS DE ANOVA.

ANCVA Table for Degrad by condic

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
3etween groups 0,00589633 1 0,00589633 10,39 0,0091
Within groups 0,00567533 10 0,000567533

Total (Corr.) 0,0115717 11

ANQVA Table for Degrad by Trat

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 0,009217 3 0,00307233 10, 44 0,0039
Within groups 0,00235467 8 0,000294333

Total (Corr.) 0,0115717 11




)) STATISTICA: NONPARAMETRICS & DISTRIBUTIONS

data file: %FRASC.STA [ 3 cases with 4 variables )

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

Var 1: A - (-9999)
No text values

Var 2: B - (-9999)
No text values

Var 3: C - (-9999)
No text values

Var 4: D - (-9999)
No text values

data file: ADAPTA.STA ( 6 cases with 2 variables ]

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

Var 1: ADAPTA - (-9999)
No text values

Var 2: $DEGRAD - (-9999)
No text values

data file: ADAPTA.STA [ 6 cases with 2 variables ]

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

Var 1: ADAPTA_ - (-9999)
No text values

vVar 2: %DEGRAD - (-9999)
No text values

STAT. Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks (adapta.sta)

NONPAR Independent (grouping) variable: ADAPTA _

STATS Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 6) = 3.857143 p =.0495
Depend. : Valid Sum.of .
$DEGRAD Code N Ranks

Group 1 0 3 6.00000

Group 2 1 3 15.00000




STATISTICA: GENERAL ANOVA/MANOVA

data file: DDT.STA [ 12 cases with 3 variables ]

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

var 3: DDT - (-9999)
No text values

var 1: TRAT - (-9999)
No text values

var 2: MICRO - (-9999)

Text \ Numeric { Long label
A 100
B 101

INDEPENDENT VARIABLES (between groups factors):

TRAT Number of Levels: 2 “Codes: level 1: 1
i level 2: 2
MICRO Number of Levels: 2 Codes: level 1: 100-A
- level 2: 101-B
DESIGN: 2 - way ANOVA, fixed effects
DEPENDENT: 1 variable: DDT
BETWEEN:.l-TRAS { 2): 1 2
2-MICRO { 2): A B
WITHIN: none
STAT. Summary of all Effects; design: (ddt.sta)
GENERAL 1-TRAT, 2-MICRO
MANOVA ’
df MS daf MS
Effect Effect Effect Error Error F p-level
1 1*} 8111.707*i T*| 6.671933%| 1215.796* .000000*
2 1* 573.890* T*| 6.671933~ 86.016* .000035*
12 1* 381.019* T*| 6.671933* 57.108+* .000131+




STATISTICA:

data file:

GENERAL ANOVA/MANOVA

VARTABLES AND THEIR TEXT VALUES:

var 3:

DDE -— (~9959)

No text values

DDE.STA [ 12 cases with 3 variables ]

var 1: TRAT - (-9999)
No text values
var 2: MICRO - (-9999)
Text Numeric Long label
A 100 i
B 101

1
i

INDEPENDENT VARIABLES (between groups factors):

TRAT Number of Levels: Codes: level 1: b
- level 2: 2
MICRO Number of Levels: . Codes: level 1: 100-A
' ’ level 2: 101-B
DESIGN: 2 ~ way ANOVA, fixed effects
DEPENDENT: 1 variable: DDE
BETWEEN: 1-TRAT ( 2): 1 2
2-MICRO { 2): A B
WITHIN: none
STAT. Summary of all Rffects; design: (dde.sta)
GENERAL 1-TRAT, 2-MICRO
MANOVA
a1 Ms af MS
Effect Effect | Effect Error Error F p-level
1 l*é T770.7422* 7*] 88.11685*] 8.746819* .021180*
2 l*g 574.0860* 7*| 88.11685*| 6.515053~ .037967~*
12 1| 40.6814 7 88.11685 .461x676 .518671




d) srtarrstica: No

NPARAMETRICS & DISTRIBUTIONS

data file: FERDDT.STA [ 21 cases with 4 variables )

VARIABLES AND

Var 1: TIEMPO
No text values

Var 2: DDT -
No text wvalues

THEIR TEXT VALUES:

- (-9999)

(-9999)

data file: FERDDT.STA [ 21 cases with 4 variables ]

VARIABLES AND

Var 1: TIEMPO
No text values

Var 2: DDT -
No text values

THEIR TEXT VALUES:

- (-9999)

(-9999)

STAT. Kruskal-Wwallis ANOVA by Ranks (ferddt.sta)
NONPAR Independent (grouping) variable: TIEMPO
STATS Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 21) = 13.51527 p =.0356
Depend. : Valid Sum of
DDT Code N Ranks
Group 1 0 3 60.00000
Group 2 6 3 27.00000
Group 3 10 3 29.00000
Group 4 14 3 6.00000
Group 5 16 3 38.00000
Group 6 20 3 38.00000
Group 7 28 3 33.00000




STATISTICA: NONPARAMETRICS & DISTRIBUTIONS

data file:

FERDDT.STA [ 21 cases with 4 variables |}

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

Var 1: TIEMPO - (-9999)
No text values
Var 3: DDE - (-9999)
[ Text | Numeric 1 Long label
i |

A 100 |

B i 101 i
data file: FERDDT.STA [ 21 cases with 4 variables ]

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

Var 1: TIEMPO - (-9999)

No text values

Var 3: DDE - (=-9999)

Text Numeric Long label
A 100
B 101
STAT. Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks (ferddt.sta)
NONPAR Independent (grouping) variable: TIEMPO
STATS Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 19) = 11.54211 p =.0730
Depend. : Valid Sum of
DDE Code N " Ranks

Group 1 0 3 45.00000
Group 2 6 2 25.00000
Group 3 10 2 28.00000
Group 4 14 3 42.00000
Group S 16 3 14.00000
Group 6 20 3 23.00000
Group 7 28 3 13.00000




STATISTICA: NONPARAMETRICS & DISTRIBUTIONS

data file: FERDDT.STA [ 21 cases with 4 rariables ]

VARIABLES AND THEIR TEXT VALUES:

Var 1: TIEMPO - (-9999)
No text wvalues

Var 4: DDD - (-9999)
No text values

STAT. Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks (ferddt.sta)
NONPAR Independent (grouping) variable: TIEMPO
STATS Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 21) = 13.02164 p =.0427
Depend. : vValid Sum of
DDD Code N Ranks
Group 1 0 3 36.000Q00
Group 2 6 3 48.00000
Group 3 10 3 38.00000
Group 4 14 3 $5.00000
Group 5 16 3 25.00000
Group 6 20 3 17.00000
Group 7 28 3 12.00000
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DDT (C,4HyCls) is a pesticide that belongs to the group of organochlorines. It has been
extensively used since the Second World War all over the world and, even though its use
is banned or restricted in many countries because of its deleterious effects, it is still
commonly found in the environment, especially in the soil, due to its strong adsorption to
solid particles, which results in a great persistency (EPA, 1986). Some investigations
have reported that the DDT present in the soil can be degraded in two years, while others
have found that the process can take from fifteen to twenty years or more (Alexander,
1994).

The degradation products of DDT are mainly the dechlorination products DDE and DDD.
The pathway can be DDT— DDE — DDD, or from DDT to DDD directly. These routes
have not been completely established, even after 40 years of studies (Wayland et al,,
1991). In anaerobic marine sediments DDE is readily dechlorinated to DDMU (Quensen
et al., 1998).

In less developed countries, the use of DDT still continues in order to control diseases
such as malaria and dengue (Wayland et al., 1991; Cebrian, 1998). So far, no chemical
compound has been found that brings together DDT's properties and effectiveness. In
Mexico, the use of DDT is higher than in any other Latin American couniry (PAHO,
1994). Mexico used about 1000 tons of DDT in 1992 (Sharpe, 1995). The production of
DDT in Mexico is mostly for its own use. Though production has diminished since 1970,
it has remained stable since 1985 (Lopez-Carrillo et al., 1996). In a study carried out in
the state of Veracruz in Mexico, DDT and DDE were determined in the adipose tissue of
people. These compounds were present in all the cases analyzed and the highest levels
were found in a suburban zone. Average >DDT concentration was 24.82 mg/kg, very
high compared to the results in other countries (Waliszewski et al., 1995).

In recent years, there has been renewed research interest in DDT, since it has been
associated with several health problems, including the increased risk of breast cancer in
women and alterations in reproductive functions in men (Cebrian, 1998).

DDT is a chlorinated organic compound that is highly resistant to degradation by
biological, photolithical and chemical means, given that its molecular structure contains
chlorinated aliphatic and aromatic structures that impart great chemical stability.
Because of this, DDT is a recalcitrant, toxic, persistent pollutant (Kannan et al., 1992).
This explains the current interest in developing bioremediation processes for this
compound.

Current bioremediation processes typically use aerobic bacteria to degrade petroleum and
other chemical wastes by oxidation of the compounds. However, it has been observed
that anaerobic systems are often more capable of degrading chlorinated pollutants by
reductive dechlorination (Leahy and Brown, 1994). Some compounds, such as
polychiorinated biphenyls (PCBs) can be initially dechlorinated and partially degraded by
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anaerobic bacteria and the resulting products can then be more rapidly degraded by
aerobic processes. DDT, too, may be amenable to this type of bioremediation approach.

Several bioremediation studies had been carried out in submerged-liquid cultures, using
various microorganisms and systems to degrade DDT: Phanerochaete chrysosporium
(Bumpus and Aust, 1987) and Alcaligenes eutrophus (Nadeau et al., 1994) isolated from
sewage have been used in aerobic conditions (Pfaender and Alexander, 1972). In the
same way, immobilized mixed cultures in anaerobic-aerobic systems have also been
employed (Beunink and Rehm, 1988). However, a microorganism that uses the DDT as
primary source of carbon and energy for growth has not yet been found.

The objective of this work was to evaluate the degradation of DDT in solid state cultures,
by different cultures in anaerobic and/or aerobic systems. The system that yielded the
best results was a coupled anaerobic (with a mixed culture)-aerobic (with P.
chrysosporium) fermentation.

MATERIALS AND METHODS

In order to evaluate the effect of the fermentation system and the use of a pure or mixed
culture, a preliminary experiment with four different fermentations was carried out in
triplicate, following a 2 X 2 factorial design. The factors were two fermentation systems
(anaerobic-aerobic or aerobic) and two biological systems (mixed culture or P.
chrysosporum). The response variables measured were the concentrations of DDT, DDE
and DDD. Four controls were also established, two for each fermentation system. In one
no microorganisms were added (only water), and in the other, only nutrients. The
fermentations were incubated 28 days in aseptic conditions. Once the fermentation
system with the best results of reduction of DDT concentration was determined, the
experiment was redone under those conditions but with samples taken by triplicate at
different times (0, 6, 10, 14, 16, 20 and 28 days). This was done in order to find out the
time in which the process of removal of DDT and its dechlorinated intermediates was
more efficient. Data analysis utilized the program Statistica 6.0 (Statsoft, 1996).

A microbial consortium isolated from sewage from an anaerobic wastewater plant from a
soft drink company was employed as the inoculum in the anaerobic fermentation
(inoculum, 10% v/v). In the aerobic fermentation, a mixed culture that included five
species of Pseudomonas, one of Klebsiella, four of Rhodocci and two strains of fungi was
added (inoculum, 5% dry base). This culture has been reported to be capable of degrading
aromatic compounds (HAB InterBio LTD., 1990). For the aerobic pure culture system,
Phanerochaete chrysosporium, strain H-298 (CDBB) from the Collection of Microbial
Cultures of CINVESTAV-IPN was employed. The inoculum was a suspension of spores
from a fresh culture maintained on potato dextrose agar (PDA) slants, which had been
grown for 5 days at 35°C. The spores were collected in 30 mi of Tween solution [0.1 %
(v/v)] and were counted by use of a Neubauer chamber at the proper dilution to count
from 25 to 50 spores per 0.1 mL (Garcia, 1996). To adapt the mixed culture to DDT, 3 ml
of a solution containing DDT (0.5 mg/mL), glucose (1 g/L) and the following minerals
(in mg/L): Na,HPO, (500), MgSO, 7H,O (480), (NH,4),SO, (350), KH,PO, (300),
Ca(NOs), (40), FeSO, 7H,0 (3), CoCl, 6H,0 (0.1), ZnSO, (0.07), NaMoO,4 2H,0 (0.03),
MnCl; 6H,O (0.02), NiCl, 6H,O (0.02), H;BO, (0.02) and CuCl, (0.01) were added
weekly, five times. The adaptation of the anaerobic mixed culture was carried out in as
UASB reactor with a capacity of 1.5 litres. For the aerobic mixed culture a glass jar of 2
litres capacity equiped with an air diffusor was used. The incubation temperature in both
cases was 35°C.

Ten kg of soil from a plot of land used to produce vegetables in the State of Yucatan in
Mexico were collected. The granulometric analysis of the soil reported 40 % silt, 32 %
clay and 28 % sand. The organic matter content was 29 %. The DDT and DDE
concentrations 1n the soil prior to treatment are shown in table 1.

Glass tubular reactors (diameter 3.5 ¢cm and length 22 c¢m) for anaerobic fermentation
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were used, and 400 g of soil were introduced in such a way that 75 % of the volumetric
capacity of each reactor was occupied. The concentration of nutrients was determined
based on the requirements reported by Speece (1996) for anaerobic microorganisms and
using Balch medium as a base (Balch et al/, 1979). There was 50 % humidity and the
incubation temperature was 35°C. The production of CH, and CO, was moaitored in a
Gow-Mac chromatograph equipped with a thermal conductivity detector and a
carbosphere column. The analyses were done at a temperature of 140°C. The
fermentations had a duration of 14 days and after this time, the reactors were emptied,
and the sotl was subject to the aerobic fermentation. These fermentations were carried out
in tubular glass fermentators similar to those employed in the anaerobic phase. However,
air was supplied to the reactors. It was first humidified by bubbling through water
columns placed just below the fermentators. The incubation temperature of 35°C was
held using a water bath in which the reactors were submerged. The production of CO,
during the process of aerobic fermentation was monitored using the Gow-Mac
chromatograph.

The substrate for the aerobic reactors was composed of soil, sugar cane bagass (to
improve air distribution through the columns), sacarose, urea and potassium phosphate,
mixed according to the method of Mendoza (1994), simulating the characteristic
composition of compost. A solution of mineral salts (Goodhue 1986) was also added to
the formula. The mixture was maintained at 50 % humidity. The fermentation lasted two
to four weeks, depending on the system (anaerobic-aerobic or aerobic, respectively).

The quantification of DDT and of its main degradation products (DDE and DDD) were
made using gas chromatography according to the technique reported by the United
Nations Environmental Program (UNEP, 1992). Two internal standards were added to
procedural blanks to assure the quality of the analyses and to calculate the recovery
percentage for the samples analyzed. The internal standards employed were PCB 103 and
PCB 198. '

A Hewlett Packard 5890 Series II gas chromatograph equipped with an electron capture
detector (ECD) and a capillary column HP SE-54 (200 mm i.d. x 30 m) was used to
identify and quantify the compounds. The peaks of the chromatograms were integrated
by means of a HP Chemstation 3365 Series I software. The conditions of the
chromatograph were the following: initial temperature of 70°C held for 2 min, and a
temperature program with an increment of 3°C/min until 265°C, held for 25 min.

RESULTS AND DISCUSSION

Methane was produced in those systems containing, beside the contaminated soil (S), the
inoculum of microorganisms from the sludge (Fig. 1). In the controls containing only
water (H,O) and/or nutrients (N), methane production was practically nil. In the sludge
inoculated systems, methane production reached its maximum between days 6 and 8.
There was metabolic activity in all the reactors, as shown by anaerobic carbon dioxide
production (Fig. 2); however, production was higher in those that were inoculated with
sludge.

Aerobic metabolic activity, as shown by carbon dioxide production, was observed in all
the systems (Fig. 3). The highest levels were detected in the first day, and the highest
values were observed in the fermentations inoculated with the mixed culture. From the
second day, CO, production remained stable in all systems, and values equal or less to |
% of CO, were registered. In the reactors where no inoculum was added, the production
of CO, was only detected during the first day. This was also true for the anaerobic
fermentation, and for the control to which only a solution of nutrients had been added.

DDT analyses of the samples that underwent fermentation, showed concentrations from
12.88 to 80.69 ng/g (Table 1). Such concentrations are below the concentration found in
the DDT-contaminated soil used as substrate in the solid fermentations (82.69 ng/g). The
reduction percentages for DDT in all of the treatments are also shown in Table 1; these
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Figure 1. Production of CH4 under anaerobic conditions. S+H,0, contaminated

sotl and water; S+N, contaminated soil and nutrients; S+N+L, contaminated soil,
nutrients and sludge.
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Figure 2. Production of CO; under anaerobic conditions. S+H,0, contaminated
soil and water; S+N, contaminated soil and nutrients; S+N+L, contaminated soil,
nutrients and sludge.
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Figure 3. Production of CO; under aerobic conditions. C mix Ana, fermentation
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aerobic with P.chrysosporium, P Chry Aer, fermentation aerobic with
P.chrysosporium: C Mix Aer, fermentation aerobic with mixed culture.




porcentages ranged from 2.5 to 84.4 %. The latter was obtained in the experiment that
consisted of a sequential anaerobic-aerobic fermentation that had the P. chrysosporium
inoculum. This indicates there was effective DDT reduction (dechlorination) in anaerobic
phase by the microorganisms from sewage. This has also been reported by Pfaender and
Alexander (1972). Moreover, the use of a fungus in the aerobic second phase of the solid
substrate fermentation yielded a higher reduction efficiency (50 % within 30 days of
incubation) than that reported by Bumpus and Aust (1987). A two-way analysis of
variance of the data obtained from the treatments included in the factorial design showed
significant differences between the conditions of fermentation (F,, = 12157, p =
0.00001) and between the inocula (F,; = 86.016; p = 0.000035). The results clearly
established the favorable effect on the degradation process of the sequence of anaerobic-
aerobic fermentation and the use of Phanerochaete chrysosporium over the aerobic
mixed culture.

Table 1. Results of the analysis of concentrations of DDT and DDE in soil subjected to
different treatments of solid fermentation.

Treatment DDT (ng/g) DDT Red. DDE (ng/g) DDE Red.
average (%) average (%)
*ana-aer S+H,0 56.84 31.3 17.78 -
*ana-aer S+N 27.07 57.3 15.0 8.0
ana-aer P.chry. 12.88 84.4 5.12 68.6
ana-aer mixed cult. 39.50 52.2 23.70 -
aer P.chry. 79.98 33 18.73 -
aer mixed cult. 80.69 2.5 18.09 -
*aer S+ H,0 60.53 26.8 18.35 -
*aer S+ N 45.51 45.0 16.18 -
soil without treatment 82.69 0.0 16.30 -

*treatments without the addition of an nocule.
Average recovery 94 %.

In relation to DDE concentrations, these ranged from 5.12 to 23.70 ng/g (Table 1). A
decrease in concentration compared to that found in the initial substrate (16.3 ng/g) was
observed only in two treatments; however, it is possible to find an accumulation of this
compound as a result of the dechlorination of DDT. The analysis of variance considering
DDE levels also showed significant differences between the fermentation conditions (F, ;
= 8.7469; p = 0.0211) and between the inocula (F, ; = 6.5150; p = 0.0379). The treatment
that resulted in a higher reduction of DDE (68.6 %) was the same that showed a higher
reduction of DDT.

For DDD, the concentrations found were unacceptably high (50 times over the amount of
original DDT concentration). This could be due to a co-elution of this compund with
another present in the soil, in such a way that the levels of DDD were overestimated.
Therefore, a statistical analysis of these data was not performed.

The eight treatments (including those without an inoculum) were evaluated in order to
determine if there were significant differences between the treatments with and without
inoculum. A Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance was made. The
variables included in the statistical analysis did not fulfill the assumptions of normality
and equality of variances required for a parametric analysis. When considering the DDT
concentrations, significant differences were found (H7,0 = 15.0553; p = 0.0353) between

treatments, and the significantly most effective treatment was that with P. chrysosporium
In an anaerobic-aerobic system.

Table 2 shows the results obtained in the experiment carried out under the optimal
conditions obtained in the preliminary experiment, and where samples were taken at
different times to analyze the levels of DDT and its dechlorination products.
Optimization of the chromatographic procedure resulted in a better quantification of DDT
and its metabolites. This experiment was done to determine in which of the two stages

223




(anaerobic or aerobic) the highest reduction of DDT, DDE and DDD took place.

Table 2. Average values of the concentration of DDT, DDE and DDD at different
fermentation times.

FERMENTATI TIME DDT DDE DDD
ON (day) (ng/g) (ng/g) (ng/g)

0 15.34 40.54 129.28

anaerobic 6 342 35.56 159.09
anaerobic 10 4.10 38.51 177.43
anaerobic 14 1.18 38.16 174.40
aerobic 16 4.81 26.84 108.05
aerobic 20 4.73 29.63 99.40
aerobic 28 4.39 25.86 88.02

Average recovery 80 %.

The statistical analysis of the results obtained for the different fermentation times showed
significant differences for DDT concentrations between times 0 and 14 days (He, =
13.51527; p = 0.0356). These results prove the efficiency of the anaerobic treatment in
the dechlorination of DDT, specially towards the formation of DDD, given that the
concentration of this compound increased during this stage of fermentation. In relation to
DDE and DDD, no significant differences between times were found. This was already
expected, considering that the degradation of DDT involves the formation of DDE and
DDD as degradation products. However, there was a trend in reduction of DDE and DDD
levels in the following aerobic phase. This supports the efficiency of the coupled
anaerobic-aerobic system in the degradation process of DDT.
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