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RESUMEN

La creciente contaminacion del suelo provocada por el uso de plaguicidas, ha
generado la implementacion de estrategias de limpieza y recuperacion de suelos
afectados por los contaminantes. En el presente trabajo se evalud el proceso de
biorremediacion utilizando la levadura Candida tropicalis y la bacteria
Stenotrophomonas maltophilia en suelos contaminados con plaguicidas
organoclorados y organofosforados. Se llevaron a cabo 3 tratamientos; el primero
utilizando C. tropicalis, el segundo S. maltophilia y el tercero un consorcio de C.
tropicalis/S. maltophilia. Al inicio de los tratamientos la concentracion de los
plaguicidas fue de 130 mg/Kg en 10 g de suelo, posteriormente a los 30 dias del
experimento, se obtuvieron valores de degradacién superiores al 50 %. Se
encontraron diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al control. El valor
mas alto de degradacién utilizando C. tropicalis fue de 98.32 % en malation,
seguido de 81.01% en lindano y 74.23 % en clorpirifos. Para S. maltophilia el valor
mas alto de degradacion fue de 63.23 % en metil paration, en el consorcio C.
tropicalis/S. maltophilia el valor mas alto de degradacion fue de 87.05 % en aldrin.
El presente trabajo evidencia que la levadura Candida tropicalis es capaz de
degradar algunos plaguicidas organofosforados y organoclorados, por lo tanto,
puede ser empleada en la remediacion de suelos contaminados con plaguicidas.

Palabras clave: Biorremediacién, Candida tropicalis, Stenotrophomonas

maltophilia, plaguicidas, contaminacion, degradacion.
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1. INTRODUCCION

Los plaguicidas se han utilizado durante décadas para asegurar la demanda de
alimentos y productos agricolas a nivel mundial. De igual manera, se han usado
para controlar vectores de enfermedades que afectan la salud humana. Sin
embargo, con el aumento de la resistencia de las plagas a dichos productos en
muchas regiones se emplean de forma indiscriminada y con ello se ha alterado el
equilibrio ecolodgico afectdndose muchos organismos de las cadenas tréficas de
los ecosistemas, incluyendo el hombre. Se han detectado residuos de plaguicidas
en alimentos, aguas, suelos, organismos acuéticos y fluidos biolégicos (Ahmed,
2001) y se calcula que actualmente se consume mas de medio kilo de plaguicidas

por persona (Barr y Needham, 2002).

En México se emplean aproximadamente 72,000 toneladas de plaguicidas de los
cuales la mayoria son altamente téxicos y persistentes en el ambiente (INEGI,
2013). El estado de Veracruz ocupa el tercer lugar nacional en el uso de
plaguicidas en la agricultura o para usos sanitarios y junto con Sinaloa, Chiapas,
Jalisco, Nayarit, Colima, Sonora, Baja California y Tamaulipas consumen

alrededor del 70% de los plaguicidas (Albert, 2005).



Los plaguicidas utilizados en México se encuentran en el grupo de los
organoclorados y organofosforados. Los organoclorados son estables vy
persistentes en el ambiente, tienden a acumularse en los tejidos grasos y son
bioacumulables en las cadenas tréficas. El clorpirifos es catalogado como un
compuesto toxico para la fauna terrestre y acuatica, y para las personas, puede
almacenarse en el suelo desde cinco dias hasta veinte afios dependiendo de su
concentracion, el tipo de suelo y las condiciones ambientales existentes (Mesa et
al., 2005). En el caso del metil paration y el malatiéon tienen efectos similares al

clorpirifos (CICOPLAFEST, 2004).

Se ha detectado presencia de plaguicidas organoclorados en suelos y granos de
trigo, al ser persistentes en el ambiente, son facilmente movibles en suelos
agricolas, convirtiéendose en una fuente de contaminacion para los consumidores

(Waliszewski et al., 2003).

La biodegradacion, utilizando microorganismos 0 enzimas activas para desintoxicar
y degradar plaguicidas organoclorados y organofosforados han recibido atencion
como un aprovechamiento eficiente y costeable para la limpieza de ecosistemas
contaminados (Chen et al, 2014). Se ha estudiado la biodegradacion de muchos
plaguicidas mediante el uso de microorganismos en cultivos liquidos, por ejemplo,
en un estudio reciente Candida tropicalis demostro tener la capacidad de degradar
en medio liquido los plaguicidas Clorpirifos etil y el fenoxiacético 2,4-D (Fosados,

2016). Sin embargo, falta investigar la capacidad de este microorganismo en



sistemas mas complejos, como el suelo. Por lo que el presente trabajo tiene como
objetivo determinar la capacidad de los microorganismos de degradar plaguicidas

organofosforados y organoclorados en un suelo.



2.  ANTECEDENTES

2.1 Plaquicidas

Se define como plaguicida a “cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias con
ingredientes quimicos o biolégicos destinados a repeler, destruir o controlar
cualquier plaga o a regular el crecimiento de las plantas” (FAO, 2014). Una vez
aplicados, los plaguicidas se depositan en el suelo y a través de procesos
naturales se dispersan en el ambiente. La concentracion de plaguicidas se
incrementa a medida que se asciende en la pirdmide alimenticia debido al
fenomeno de bioacumulacién (Ortiz et al., 2013, Del Puerto Rodriguez et al.,

2014).

De acuerdo a su composicion quimica los plaguicidas se dividen en organicos,
inorganicos y bioldgicos. Los pesticidas organicos se dividen en organoclorados,

organofosforados, carbamatos y piretroides (Cuadro 1) (Ortiz et al., 2013).

Los plaguicidas organofosforados presentan baja persistencia en el ambiente, una
vez absorbidos y distribuidos en el organismo, se metabolizan y se excretan
rapidamente, sin embargo desarrollan un alto nivel de toxicidad afectando el
sistema nervioso central, la mortalidad por intoxicaciones agudas por

organofosforados va del 3 al 20% (Fernandez et al., 2010).



Cuadro 1. Clasificacion de los plaguicidas organicos.

COMPOSICION ] ;
. CARACTERISTICAS MECANISMO DE ACCION EJEMPLOS
QUIMICA
Endrin, dieldrin, aldrin,
Estos actian por interferencia o lindano,
Organicos con cloro en la molécula inhibicibn de la enzima atpasa que hexaelorociclohexano,
estructura ciclica regula los iones de cat++ de la heptacloro,
ORGANOCLORADOS . N . . e
liposolubles membrana celular impidiendo asi el diclorodifeniltricloroeta
acumulativos en el organismo rapido retorno al estado de equilibrio no (ddt), metoxicloro,
persistentes en el ambiente de la membrana nerviosa. clordano, toxafeno.
En su mayoria son ésteres, amidas
u otros derivados simples de los , . dimetioén, aradion,
L - . P L. Actian como inhibidores de la . - P .
acidos fosfaricos o tiofosforicos, la . . metilparation, fention,
. o colinesterasa presentandose como . _.", . .
mayoria se utilizan como . . . diazinon, diclorvos,
ORGANOFOSFORADOS . - sustitutos de la acetil colina, y a ello se i . .
insecticidas de contacto, L fenitrition, triclorfon,
. o . f: debe su accidn toxica . .
insecticidas sistematicos en la dimetoato, malatién,
proteccién de las plantas clorpirifos
Derivado del acido carbamico que
esta estrechamente emparentado
con la urea; se caracterizan porque Su accion es similar al de los aldicarb, carbofuran,
CARBAMATOS pequefias modificaciones en su organofosforados, ya que inhibe la carbamico, metomil,
estructura hacen que el producto accion de la enzima colinesterasa que propoxur, carbariloa,
sea activo contra unas especies de se encuentra en la planta motora carbofuran, dimetilan,
insectos y sobre otras no promicide.
Resmetrina,
bioresmetrina, aletrina,
PIRETROIDES Insecticidas de origen vegetal, Actia sobre el sistema nervioso deltametrina,
principalmente extraidas del central, produciendo hiperexitacibn y cipermetrina,
crisantemo (Chrysanteman pardlisis con pérdida de coordinacion, permetrina,
cinaerefolium) convulsiones, postraciéon y muerte fenvaletato.

En México los plaguicidas organofosforados mas utilizados son el clorpirifos,

malation y metil paration, en el caso de los organoclorados son el lindano, aldrin y

clordano. El

plaguicida clorpirifos

reduce

la diversidad y abundancia en

ecosistemas acuaticos, es extremadamente toxico para peces, organismos

marinos y estuarinos (camarones y cangrejos), la toxicidad de éste compuesto se

incrementa al aumentar la temperatura. En las aves la severidad de sus efectos



toxicos varia de moderada a extremadamente alta, tales efectos adversos son:
debilidad en las alas, temblores, paralisis, diarrea, letargo, disminucion del
namero y peso de huevos, pérdida de peso en crias. En el hombre se absorbe
por la piel, pulmones y tracto intestino y se distribuye rapidamente al torrente
sanguineo, se ha demostrado que es antiandrogénico, induce alteraciones en la
tiroides, glandulas suprarrenales, por lo que reduce los niveles séricos de las
hormonas. Los nifios expuestos a niveles altos de clorpirifos son mas propensos
a experimentar un indice de desarrollo psicomotor, problemas de atencién y
problemas generalizados de desarrollo (Rauh et al., 2006; Fortenberry et al.,

2012).

El malation se usa para matar insectos en cosechas agricolas, productos
almacenados, jardines domésticos y campos de golf. Debido a que el malation
puede ser perjudicial para el ser humano, la EPA sugiere a los trabajadores
esperar 12 horas después de la aplicacion para entrar al terreno, dependiendo de
la concentracion, varia hasta 6 dias después de aplicarlo y puede ser
transportado por viento, neblina o lluvia a areas lejos donde se usé (Martinez y

Gomez, 2007).

El metil paration esta aprobado para usarlo en cosechas, puede ser dispersado
por efecto del viento, lluvia o neblina. Puede entrar en el cuerpo humano por
consumo de alimentos o beber agua que lo contenga, al baflarse o nadar con

agua contaminada, al contacto con plantas o suelos rociados recientemente. Una



vez expuesto, es absorbido rapidamente y pasa a la sangre, posteriormente al
higado y al cerebro. El higado transforma cierta cantidad de metil paration en
metil paraoxon, sustancia quimica mas perjudicial. EI metil paration interfiere con
el normal funcionamiento del sistema nervioso y cerebro, las exposiciones breves
a niveles altos pueden causar mareo, confusion, dolores de cabeza, opresion del
pecho, vomitos, diarrea, pérdida de conocimiento y muerte. En el caso de los
plaguicidas organofosforados como el clorpirifos etil, malation y paration, se les
responsabiliza por la mayoria de intoxicaciones severas en vertebrados

(Fernandez, 2004).

Los plaguicidas organoclorados son un grupo importante de contaminantes
ambientales, son sustancias liposolubles que atraviesan la barrera
hematoencefalica y se distinguen por su neurotoxicidad, se incluyen dentro del
grupo de compuestos organicos persistentes; debido a la resistencia de
degradacion biolégica, quimica y liposolubilidad hacen que se bioacumulen y
biomagnifiquen a través de la cadena tréfica. Los plaguicidas organoclorados se
encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente, y su presencia es

habitual en los tejidos de los seres humanos (Lakind et al., 2001).

Estos plaguicidas incluyen DDT, aldrina, dieldrina, heptacloro, clordano, lindano,
endrina, mirex, hexacloruro y toxafeno. A pesar de la prohibicion y restriccion del
uso de estos plaguicidas en los paises desarrollados durante los afios 1970 y

1980, algunos paises en desarrollo todavia los usan para fines agricolas y



publicos debido al bajo costo y la versatilidad en el control de varios insectos en

cosechas como maiz y algodon (Tanabe et al., 1994).

El aldrin es un insecticida organoclorado que es extremadamente persistente en el
ambiente y puede acumularse en organismos, como en pescados 0 mariscos, en
tubérculos y productos lacteos. Durante los afios 1970 a 1980 se ha utilizado
como un insecticida del suelo para controlar gusanos de la raiz, escarabajos y
termitas en cultivos de maiz y algodén (Ejobi et al., 1996). Debido a la
preocupacion del dafio al ambiente y a la salud publica, la EPA prohibi6 el uso de
aldrin en 1974, excepto para controlar terminas, sin embargo, en 1987 la EPA
prohibié cualquier uso del adrin. La luz solar y las bacterias transforman aldrin en
dieldrin, por ello, es facil encontrar dieldrin en el ambiente. Las plantas incorporan
y almacenan aldrin y dieldrin del suelo y se degrada muy lentamente. Los niveles
residuales de dieldrin en suelos aun representan un problema ambiental
significativo, debido a que pueden ser absorbidos por productos agricolas como
las plantas cucurbitaceas (Hashimoto, 2005).

El lindano es una sustancia quimica sintética, es utilizado como plaguicida en
frutas, plantaciones forestales y hortalizas. Es un sélido blanco que puede
evaporarse al aire, es incoloro y tiene un olor a moho. Se encuentra también en
medicamentos (lociones, cremas, shampoos) para tratar escabiasis (Rojo et al.,
2011). Una vez aplicado en el suelo, las particulas pueden ser removidas por el
aire o lluvia largas distancias y son persistentes en el ambiente. El lindano puede

acumularse en el tejido graso de peces y puede entrar al cuerpo humano por



consumo de alimentos contaminados, por inhalacion de aire con particulas del
plaguicida o por contacto directo a traves de la piel. Algunas de las personas que
han tenido contacto directo en dosis altas del plaguicida han sufrido alteraciones
de sangre, mareo, dolores de cabeza y en el caso de varones, disminucion del

recuento espermatico (Avivar et al., 2009).

La degradacion de lindano se produce por decloraciones y deshidroalcoracion
hasta formar monoclorobencenos y benceno; el benceno se convierte en diéxido
de carbono (Krishna et al., 2008) (Figura 10). Se ha informado que los organismos
Clostridium sphenoides, Pseudomonas sp., Sphingomonas paucimobilis y
Pandoraea sp pueden degradar lindano (Senoo et al., 1989, Nagasawua et al.,

1993).

El lindano es estable a la hidrélisis con pH de 5-7, sin embargo, en valores
superiores tiene un comportamiento inestable (Siddique et al., 2002), el aumento
de la temperatura influye en la degradacion de lindano en los suelos (Samuel et

al., 1990).

Ante esta problemética, surgen investigaciones para minimizar el uso indiscriminado
de plaguicidas; asi como investigaciones dirigidas a la restauracion de los
ecosistemas que han sufrido las consecuencias del uso excesivo de estos

compuestos.



Debido a los efectos de bioacumulacién en la cadena trofica, persistencia y
toxicidad junto con el problema de salud publica que representan los plaguicidas
antes mencionados, se han desarrollado tecnologias para la recuperacion de los
sistemas impactados, como la biorremediacion, la cual debido a la capacidad
metabdlica de algunos microorganismos como las bacterias y levaduras
contribuyen a la depuracion de suelos, agua y aire; degradan los contaminantes a
CO; y agua, disminuyendo los efectos causados por la contaminacion (Trejo y

Sepulveda, 2003).

2.2 Degradacion de plaguicidas organofosforados y organoclorados por

microorganismos

Los microorganismos son capaces de mineralizar plaguicidas completa o
parcialmente, ya sea utilizandolos como fuente de carbono (biodegradacién) o por
cometabolismo en donde la degradacion ocurre por la accién de enzimas
extracelulares. Cabe mencionar que la actividad de los microorganismos esta
fuertemente influenciada por la temperatura, la humedad, el pH y los nutrientes del
suelo, asi como la poblacion de microorganismos y la naturaleza quimica del

plaguicida (Muller K., 2007).

Se han realizado estudios de degradacion de plaguicidas organofosforados como

metil paration, paraxon metilo, diazinon, paration y clorpirifos, con bacterias como

Stenotrophomonas spp, Nostoc muscorum, Bacillus subtilis, Streptomyces spp,

10



Azotobacter chroococcum y Corynebacterium humireducens, Pseudomonas
fluorescens, Alcaligenes denitrificans (Rama y Ligy 2008; Botero et al., 2012;
Cuozzo et al.,, 2012; El-Helow et al., 2013; Wael et al., 2014; Briz-Lépez 2014;
Deng et al., 2015) y hongos como Cladosporium cladospoioides y Mucor
ramanianus, Aspergillus niger Gliocladium sp. y Candida tropicalis. (Rozo y

Caredenal, 2013; Liu et al., 2014; Fosados, 2016).

2.2.1 Degradacion de plaguicidas organofosforados por Candida tropicalis y

Stenotrophomonas maltophilia

La levadura Candida tropicalis desarrolla colonias de color blanco crema o blanco
grisaceo mate, de superficie lisa, cremosa y resistente. La morfologia
microscopica hace referencia a células globosas sin capsula (3.05.5 x 4.09.0 ym).
Cuando se reproduce en medios de cultivo liquidos, por lo general forma una
pelicula delgada en la cual puede tener atrapadas burbujas de gas. Las
pseudohifas de C. tropicalis portan blastosporas simples en racimos, en el
aislamiento inicial algunas cepas producen clamido conidios. Estos difieren un
poco de los de C. albicans, y no suelen tener célula de sostén. La produccion de
estos conidios cesa en el subcultivo, mientras que en C. albicans es una

caracteristica constante (Rippon, 1988; Llanos, 2015).

Los estudios con C. tropicalis se han enfocado a la biorremediacién de

hidrocarburos del diésel y la remocion de metales pesados. Sin embargo un
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estudio reciente demuestra la capacidad de C. tropicalis de crecer en un medio
liquido con altas concentraciones de un plaguicida organofosforado como es el
clorpirifos etil y un fenoxiacético como el 2,4D y degradar clorpirifos (Fosados,
2016). No obstante, se desconoce su comportamiento en sistemas mas complejos
como el suelo, o el proceso de biorremediacion adecuado usando ésta levadura

en condiciones de campo.

Stenotrophomonas maltophilia es un bacilo aerobio, no fermentativo, pequefio y
fino, Gram-negativo, de metabolismo oxidativo que se desarrolla rapidamente en
medios de cultivo comunes (Schaumann, 2003). Las colonias son rugosas de 3 a
5 mm de didmetro y olor caracteristico a amoniaco. S. maltophilia actualmente se
encuentra en estudio para el desarrollo de bioplaguicidas, es capaz de degradar
compuestos xenobidticos como tolueno, etilbenzeno, tolueno y xileno (Lee et al,
2002), hidrocarburos HAPs de alto peso molecular, por lo tanto, posee un

potencial uso en biorremediacion de suelos.

Por lo anterior expuesto, el presente trabajo se enfocé en determinar la capacidad

de Candida tropicalis y Stenotrophomonas maltophilia de biorremediar suelos

contaminados por clorpirifos, malatién, metil paration, aldrin y lindano.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer un proceso de biorremediacion de suelos contaminados por plaguicidas
organofosforados (malation, clorpirifos y metil paration) y organoclorados (aldrin y

lindano) utilizando Candida tropicalis y Stenotrophomonas maltophilia.

3.2 Objetivos especificos

o Generacion de suelos contaminados con plaguicidas organofosforados

(clorpirifos, malation y metil paration) y organoclorados (aldrin y lindano).

o Determinar la degradacién de los plaguicidas organofosforados vy
organoclorados utilizando Candida tropicalis y Stenotrophomonas maltophilia

mediante cromatografia HPLC.

o Identificar el mejor tratamiento para la degradacion de los plaguicidas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseiio experimental

Se establecieron tres tratamientos de biorremediacion (1. C. tropicalis; 2. S.
maltophilia y 3. Consorcio C. tropicalis/S. maltophilia) con dos controles para
verificar la degradacion intrinseca y tres réplicas cada uno; en muestras de suelos
contaminados con los siguientes plaguicidas: malatién, clorpirifos, metil paration,
aldrin y lindano. Los tratamientos se inocularon con las cepas en mencion en
cantidades de 10 mL y 5:5 v/v mL del consorcio, cada tercer dia en 10 gramos de

suelo contaminado durante 30 dias naturales, excepto en los controles (Cuadro 2).

Cuadro 2. Disefio experimental de los plaguicidas degradados (malation,
clorpirifos, metil paration, aldrin, lindano). CTRL 1: Control inicial;, CONTROL 2:

Control a 30 dias.

. Control Control Can_did_a Stenotropho_monas Consorcio
RETEUEL (CTRL 1) (CTRL 2) ”‘(’g'_cﬁ)“s m?g?mna C.T/SM,
1 O0mL O0mL 10 mL 10 mL 5/5 mL
2 O0mL O0mL 10 mL 10 mL 5/5 mL
3 0 mL 0 mL 10 mL 10 mL 5/5 mL
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4.2 Material bioldgico

Se trabajo con la levadura C. tropicalis y la bacteria S. maltophilia, las cuales
fueron aisladas de un suelo contaminado con hidrocarburos por el grupo de
investigacion del Instituto Tecnoldgico Superior de Alamo Temapache. Ambas
cepas se mantuvieron en refrigeracion a 4° C en medio de peptona/glucosa

(Chaires-Martinez et al., 2015).

4.3 Crecimiento celular

Para reactivar el crecimiento de C. tropicalis, la levadura se inocul6 en 200 ml de
medio de peptona y dextrosa. En el caso de S. maltophilia, la cepa se inoculé en
200 mL de medio de peptona y fructuosa. Previamente los 2 matraces de 500 mL
fueron esterilizados en una autoclave, con tapén de algodén estéril y papel
aluminio, a una presion de 15 psi y a una temperatura de 121° C durante un
tiempo de 15 minutos. Los matraces inoculados se introdujeron en una incubadora
marca Shaking modelo 211DS a 120 r.p.m. y 30° C durante 24 horas (Chaires-

Martinez et al., 2015).

4.4 Medios de obtencion de suelos

El suelo fue esterilizado en autoclave, en vasos de precipitado de 500 mL a una
presion de 15 psi y una temperatura de 121° C durante 20 minutos con tapén de
papel estéril y papel aluminio, posteriormente se contamind con 130 mg/kg de

plaguicidas organofosforados y organoclorados (clorpirifos, malation, metil
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paration, aldrin, lindano), los cuales fueron homogeneizados manualmente en un
vaso de precipitado de 100 mL, posteriormente se depositaron individualmente en

platos de laboratorio.

45 Aplicacion de C. tropicalis v S. maltophilia en suelo

Se inocularon 10 ml del cultivo de Candida tropicalis y Stenotrophomonas
maltophilia en los suelos obtenidos para los diferentes tratamientos excepto en los

blancos, con una periodicidad de cada tercer dia durante 30 dias.

4.6 Extraccion del plaguicida

Una vez terminado el periodo de tratamiento, el suelo se vertio en matraces de
125 ml, se agregaron 20 ml de hexano y se introdujeron en la incubadora a 25° C
y 120 r.p.m. por un periodo de 24 horas, posteriormente los matraces fueron
sometidos a calor a 80° C en una estufa eléctrica para evaporar el hexano.
Terminado este proceso, se afadid 15 ml de acetonitrilo grado HPLC para
absorber el plaguicida y se filtraron por medio de acrodisc de nylon para jeringa de
22um, la muestra final se almacend en viales de vidrio para su posterior analisis

en cromatografia HPLC.

4.7 Analisis de las muestras en HPLC

Se utilizé el cromatografo HPLC marca Varian, modelo 325 LC Detector y lampara

de deuterio, con una columna pursuit 5 c-18 (150 x 4.6 mm), fase movil de
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acetonitrilo/agua (90:10, v/v 600 ml) a un flujo de 1 ml por minuto. Primeramente
se purgd el sistema con la fase movil para eliminar el aire por 40 min,
posteriormente se inyecto el estandar de los plaguicidas para conocer el tiempo de
retencion, acto seguido, se tomd una muestra de 20yl del vial y analizé con un
tiempo de retencion de 10 min. La primer muestra inyectada fue el blanco,
después los tratamiento con las diferentes cepas y sus respectivas replicas, como
resultado final obtuvimos el cromatograma, donde se observaron los tiempos de
retencién y picos de los plaguicidas antes del tratamiento (controles) y después de

la aplicacion de las cepas.

4.8 Anélisis estadisticos

Se verifico el nivel de significancia estadistica, las medias y la desviacion estandar
de los tratamientos y sus réplicas. Asi mismo, se analizaron los resultados con la
prueba de normalidad Shapiro — Wilk, para verificar la distribucion normal y se
realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) y pruebas pos hoc (Tukey) mediante el
uso del programa estadistico R version 3.1.2 (2014-10-31) -- "Pumpkin Helmet"
Copyright (C) 2014 The R Foundation for Statistical Computing Platform: i386-w64-
mingw32/i386 (32-bit); los resultados que no tuvieron distribucion normal se

analizaron con la prueba Kruskal- Wallis.
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5.  RESULTADOS

5.1 Aplicacion en suelo

Se midi6 la capacidad de las cepas en la degradacion de plaguicidas
organofosforados y organoclorados, la concentracion inicial de los plaguicidas en
los suelos es de 130 mg/Kg. Al aplicar las cepas los resultados indican valores de
degradacion superiores al 50 %. Para malation la concentracion final es de 2.184
mg/Kg (C.T.), 2.301 mg/Kg (S.M.) y 5.72 mg/Kg (C.T./S.M.). El tratamiento uno
tuvo mayor porcentaje de degradacion con respecto al control, dichos valores
mostraron diferencias estadisticas significativas, con un valor de significancia de
p= 0.002849; se observa que no hubo degradacion intrinseca entre los controles

(CTRL 1, CTRL 2) (Figura 1).
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Figura 1. Degradacion de malatién con diferentes cepas. Control inicial (CTRL 1),
control 30 dias (CTRL 2), Candida tropicalis 98.32 %(C.T.), Stenotrophomonas
maltophilia 98.23 %(S.M.), C. tropicalis/S. maltophilia 95.6 %(C.T./S.M.). Letras no

iguales indican diferencias significativas. Tiempo de tratamiento: 30 dias.

En el caso de clorpirifos la concentracion final es de 33.5 mg/Kg (C.T.) 35.82
mg/Kg (S.M.) y 49.15 mg/Kg (C.T./S.M.). El tratamiento uno tuvo mayor porcentaje
de degradacion con respecto al control, se observaron diferencias estadisticas
significativas, valor de significancia de p= 0.0004933; se observa que no hubo

degradacion intrinseca entre los controles (CTRL 1, CTRL 2) (Figura 2).
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Figura 2. Degradacion de clorpirifos con diferentes cepas. Control inicial (CTRL 1),
control 30 dias (CTRL 2), Candida tropicalis 74.23 %(C.T.), Stenotrophomonas
maltophilia 72.44 %(S.M.), C. tropicalis/S. maltophilia 62.19 %(C.T./S.M.). Letras

no iguales indican diferencias significativas. Tiempo de tratamiento: 30 dias.

Para metil paration, la concentracion final es de 65.28 mg/Kg (C.T.), 47.81 mg/Kg
(S.M.) y 61.65 mg/Kg (C.T./S.M.). El tratamiento 2 tuvo mayor porcentaje de
degradacion con respecto al control, se observaron diferencias estadisticas
significativas, valor de significancia de p= 0.0007343; se observa que no hubo

degradacion intrinseca entre los controles (CTRL 1, CTRL 2) (Figura 3).
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Figura 3. Degradacion de metil paration con diferentes cepas. Control inicial
(CTRL1), control 30 dias (CTRL 2), Candida tropicalis 49.78 %(C.T.),
Stenotrophomonas maltophilia 63.23 %(S.M.), C. tropicalis/S. maltophilia 52.58
%(C.T./S.M.). Letras no iguales indican diferencias significativas. Tiempo de

tratamiento: 30 dias.

Al aplicar las cepas en el suelo contaminado con aldrin la concentracion final es de
57.48 mg/Kg (C.T.), 25.78 mg/Kg (S.M.) y 16.83 mg/Kg (C.T./S.M.). El tratamiento
tres tuvo mayor porcentaje de degradacion con respecto al control, dichos valores
mostraron diferencias estadisticas significativas, con un valor de significancia de
p= 2.04e-05; se observa que no hubo degradacion intrinseca entre los controles

(CTRL 1, CTRL 2) (Figura 4).
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Figura 4. Degradacion de aldrin con diferentes cepas. Control (CTRL 1), control 30
dias (CTRL 2), Candida tropicalis 55.79 %(C.T.), Stenotrophomonas maltophilia
80.17 %(S.M.), C. tropicalis/S. maltophilia 87.05 %(C.T./S.M.). Letras no iguales

indican diferencias significativas. Tiempo de tratamiento: 30 dias.

La concentracion final de lindano después del tratamiento es de 24.68 mg/Kg
(C.T.), 31.39 mg/Kg (S.M.) y 28.16 mg/Kg (C.T./S.M.). EIl tratamiento uno tuvo
mayor porcentaje de degradacion con respecto al control, los valores mostraron
diferencias estadisticas significativas, valor de significancia de p= 0.0003249; se
observa que no hubo degradacion intrinseca entre los controles (CTRL 1, CTRL 2)

(Figura 5).
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Figura 5. Degradacion de lindano con diferentes cepas. Control (CTRL 1), control
30 dias (CTRL 2), Candida tropicalis 81.01 %(C.T.), Stenotrophomonas maltophilia
75.85 %(S.M.), C. tropicalis/S. maltophilia 78.34 %(C.T./S.M.). Letras no iguales

indican diferencias significativas. Tiempo de tratamiento: 30 dias.
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6. DISCUSION

Para mitigar el dafio que los plaguicidas causan al ambiente y a la salud, se han
desarrollado estrategias para la remediacion de los sitios contaminados. Una de
las técnicas mas aplicadas es el uso de microorganismos, que usan a los
plaguicidas como fuente de carbono y donadores de electrones, dando como
resultado la degradacion de dicho contaminante (Nuvia et al., 2013). En el
presente estudio se demostr6 que las cepas Candida tropicalis vy
Stenotrophomonas maltophilia son capaces de degradar plaguicidas

organofosforados y organoclorados.

6.1 Degradacion de malatiéon

En el caso de malation se alcanz6 el 98 % de degradacion usando la cepa S.
maltophilia. Dicho porcentaje es superior al reportado por Upegui et al. (2011),
quien demostré la degradacion del 85 % de malatibon en matrices del suelo,
usando un tratamiento de cinco dias, pero menor al reportado por por Deng et al.
(2015), quien indicé la degradacién del 100 % de malatibn en medio liquido,
utilizando especies del género Stenotrophomonas, sin embargo, es de notar que
utilizé una concentracion de plaguicida 61 % menor que el presente trabajo,
ademas, que el medio liquido permite un mayor acceso al plaguicida, por lo que se
puede concluir que los tratamientos con matrices de suelos de la presente

investigacion se obtienen mejores resultados que los reportados anteriormente.
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6.2 Degradacion de clorpirifos

Para clorpirifos, los tratamientos mostraron diferencias significativas (p< 0.05) con
respecto al control, lo que indica que ambas cepas presentan la misma actividad
metabdlica ante la presencia de clorpirifos. Se observa que C. tropicalis tuvo
mayor degradacién del plaguicida, lo cual concuerda con estudios que afirman que
los hongos son importantes para el ciclo biogeoquimico y son responsables de
degradar materiales peligrosos (Yan et al., 2012). En términos de economia, el

tratamiento con C. tropicalis es de mayor viabilidad.

6.3 Degradacion de metil paration

Los resultados de los tratamientos de degradacion de metil paration mostraron
diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al control; el mayor porcentaje de
degradacion fue con la cepa S. maltophilia. De acuerdo con estudios sobre el
mecanismo de degradacién de S. maltophilia se concluye que dicho resultado
puede deberse a que las hidrolasas producidas por la bacteria tienen preferencia

por el metil paration como sustrato principal (Zhongil et al., 2001).

6.4 Degradacion de aldrin

En la degradacion de aldrin, el analisis estadistico muestra diferencias
significativas (p< 0.05) respecto a los controles. Asi mismo se encuentran
diferencias significativas entre los tratamientos y se observa que el consorcio C.
tropicalis/S. maltophilia tuvo mayor degradacion del plaguicida (87.05 %), en

comparacion con las cepas por separado. Este comportamiento sinérgico
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concuerda con lo reportado en la degradacion de diésel con el mismo consorcio
(Hernandez, 2015). Por otro lado, Bandala et al. (2006), reportd degradacion de
aldrin en valores superiores al 90 %, la diferencia se debe a la adicion de carbono

vegetal activado en el medio liquido.

6.5 Degradacion de lindano

En los suelos contaminados con lindano, los resultados indican degradacion del
81.01 % para el tratamiento con C. tropicalis, sin embargo, no hubo diferencias
significativas con respecto al tratamiento con S. maltophilia y el consorcio, pero si
respecto al control (p< 0.05). Los resultados difieren a lo reportado por Anupama
et al. (2010), que obtuvo degradacion del 65.7 %; ésta diferencia puede deberse a
la cantidad de muestra (500 g) y concentracion del plaguicida (10mg), sin
embargo, en remediacion ex situ, obtuvo 97.4 % de degradacion. Varios factores
bidticos y abibticos pueden estar involucrados, debido a que el periodo de

tratamiento fue en época de invierno.

El presente trabajo es el primero en reportar el uso de una levadura unicelular del
género Candida en degradacién de plaguicidas. Asi mismo, se reporta por primera
vez la degradacion de plaguicidas en una matriz del suelo aplicando la bacteria
Stenotrophomonas maltophilia en concentraciones hasta 5 veces mas que las

reportadas en literatura.

Futuras investigaciones podrian contemplar el estudio de las enzimas que

participan en la degradacién de los plaguicidas con la aplicacion de C. tropicalis y
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S. maltophilia asi como los productos de degradacion por cromatografia
HPLC/acoplado a masas, con el objetivo de identificar los metabolitos generados

en la degradacion.
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7. CONCLUSIONES

Los suelos contaminados con los plaguicidas organofosforados son los que

presentan mayor persistencia del contaminante (aldrin y lindano).

El plaguicida organofosforado que presenté mayor degradacion fue malation con
el 98.32 % con el tratamiento de C. tropicalis. Para el caso de los organoclorados,
el plaguicida aldrin presenté degradacion del 87.05 % con el tratamiento del

consorcio C.tropicalis/S. maltophilia.

El mejor tratamiento para la degradacién de los plaguicidas malation, clorpirifos y
lindano es con la cepa C.tropicalis; para el caso de metil paration es recomendable
utilizar la cepa S. maltophilia, en aldrin es conveniente usar el consorcio C.

tropicalis/S. maltophilia.

La presencia de productos xenobidticos al comienzo del crecimiento de S.
maltophilia provoca efectos negativos, se recomienda que el in6culo de la cepa

sea de edad adulta.
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8. APLICACION PRACTICA

El trabajo contribuye al establecimiento de estrategias para remediacion de suelos

contaminados con plaguicidas organoclorados y organofosforados, a su vez,

amplia el conocimiento de la aplicacibn de microorganismos unicelulares en la

degradacion de plaguicidas, por lo tanto, es factible su uso en suelos afectados

por el uso indiscriminado de plaguicidas.

Los resultados demuestran que C. tropicalis y S. maltophilia son capaces
de degradar plaguicidas organofosforados 'y  organoclorados,
proporcionando las bases para el tratamiento de suelos contaminados.

Al aplicar la metodologia del presente trabajo, se puede escalar a planta
piloto para tratamiento de mayores cantidades de suelos contaminados.

La implementacibn de una pila de ladrilo y acabado aparente con
capacidad de 205 cm3 para depdsito de los suelos contaminados, con
sistema de homogenizacién de polines ayudara para el tratamiento de 100

kg de suelo.
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ANEXOS

Anexo A.- Cromatograma del control malation
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cripcion: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con malatién.

Anexo B.- Cromatograma del tratamiento con Candida tropicalis

System_1 HPLC - ProStar CIM Signal [u\)] ' : : ! Manual Injector - 10.00 / 10.00 Min
Jsystem 1 HPLC -Prostar 325 Abisoity néeChanneﬂ LCDSUZMSU? """ rumJI"‘ S S T S S S S e S Sem pm 'Méhuarlhie'nﬂéf 10:00 710,00 Min

Malatlo,n,,,“ PENRNReY, SR NROINDL SHRONRCYRSY | SYRAROY A incs il

TRONT 4_04_03_2m‘s e 3 Tose Leonardo plagucidseraamalosiorade METH]
{RUN_14 04 08 2038 02 50 il ' : ' ' ' Jose Leonardo plaguicida organofoslovadn METH
o 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10

Descripcién: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con malation

después del tratamiento con Candida tropicalis demostrando su capacidad

biorremediadora.
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Anexo C.- Cromatograma del tratamiento con Stenotrophomonas maltophilia
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Descripcion: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con malation

después del tratamiento con Stenotrophomonas maltophilia, demostrando su

capacidad biorremediadora.

Anexo D.- Cromatograma del tratamiento con C. tropicalis/S. maltophilia
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Descripcién: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con malation

después del tratamiento con el consorcio C. tropicalis/S. maltophilia, demostrando

su capacidad biorremediadora.
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Anexo E.- Cromatograma del control de clorpirifos
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Descripcidn: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con clorpirifos

Anexo F.- Cromatograma del tratamiento con Candida tropicalis
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Descripcién: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con clorpirifos

después del tratamiento con Candida tropicalis, demostrando su capacidad

biorr

emediadora.
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Anexo G.- Cromatograma del tratamiento con Stenotrophomonas maltophilia
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Descripcidén: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con clorpirifos

después del tratamiento con Stenotrophomonas maltophilia, demostrando su

capacidad biorremediadora.

Anexo H.- Cromatograma del tratamiento con C. tropicalis/S. maltophilia
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Descripcién: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con clorpirifos
después del tratamiento con el consorcio C. tropicalis/S. maltophilia, demostrando

su capacidad biorremediadora.
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Anexo |.- Cromatograma del control de aldrin
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Descripcidn: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con aldrin

Anexo J.- Cromatograma del tratamiento con Candida tropicalis
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Descripcidén: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con aldrin
después del tratamiento con Candida tropicalis, demostrando su capacidad

biorremediadora.
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Anexo K.- Cromatograma del tratamiento con Stenotrophomonas maltophilia
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Descripcion: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con aldrin

después del tratamiento con Stenotrophomonas maltophilia, demostrando su

capacidad biorremediadora.

Anexo L.- Cromatograma del tratamiento con C. tropicalis/S. maltophilia
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Descripcién: Se observa el cromatograma del suelo contaminado con aldrin

después del tratamiento con el consorcio C. tropicalis/S. maltophilia, demostrando

su capacidad biorremediadora.
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