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Resumen

El 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT) ha
sido usado desde la segunda guerra mundial para con-
trolar enfermedades transmitidas por insectos en hu-
manos y animales domésticos. El uso de estos insecti-
cidas organoclorados se ha prohibido en la mayoria de
los paises, debido a su persistencia en el ambiente, sus-
ceptibilidad de biomagnificacién y potencial toxicidad
a animales superiores. La biorremediacion involucra el
uso de microorganismos para degradar contaminantes
organicos presentes en el ambiente, transformandolos en
compuestos mas simples y de menor peligrosidad, inclu-
sive inocuos. Esta estrategia de descontaminacion tiene
bajos costos, una amplia aceptacion publica y puede lle-
varse a cabo en el sitio. Comparado con otros métodos,
la biorremediacion es una forma mas promisoria y me-
nos costosa de eliminar los contaminantes presentes en
suelos y agua. En suelo los compuestos bifenilos clorados
como el DDT, pueden ser parcialmente biodegradados
por un grupo de bacterias aerobias que cometabolizan el
contaminante. La biodisponibilidad de los contaminan-
tes puede ser mejorada, tratando los suelos en presencia
de agentes movilizadores del contaminante como los
surfactantes. En esta revision se discuten las diferentes
estrategias de biorremediacion de suelo contaminado
con DDT, incluyendo mecanismos y rutas de degrada-
cion. Se describe la aplicacion de estas técnicas en suelo
contaminado y se discute cudl es la mejor estrategia para
remediacion de DDT.

Palabras clave. DDT, biorremediacion, bioesti-
mulacidn, surfactante, toxicidad.

Abstract

1,1,1-trichloro-2, 2’bis (p-chlorophenyl) ethane
(DDT) has been used since the Second World War to
control insect-borne diseases in humans and domestic
animals. The use of these organochlorine insecticides
has been banned in most countries because of its
persistence in the environment, biomagnification and
potential susceptibility to toxicity to higher animals.
Bioremediation involves the use of microorganisms
to degrade organic contaminants in the environment,
transforming them into simpler and less dangerous,
even harmless compounds. This decontamination
strategy has low costs, and wide public acceptance,
also it can take place on the site. Compared to other
methods, bioremediation is a more promising and
less expensive to eliminate contaminants in soil and
water. In soil, compounds such as DDT, chlorinated
biphenyls can be partially biodegraded by a group of
aerobic bacteria that cometabolize the contaminant.
The bioavailability of pollutants may be enhanced
by treating the soil in the presence of contaminant
mobilizing agents such as surfactants. In this review we
discuss the different strategies for bioremediation of
soil contaminated with DDT, including mechanisms
and degradation pathways. The application of these
techniques in contaminated soil is also described.
This review also discusses which is the best strategy
for bioremediation of DDT.

Key words. DDT, bioremediation,
biostimulation, surfactant, toxicity.
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Introduccion

Motivos tales como el costo y la accién residual,
lograron que el DDT se mantuviese por muchos
afios como el insecticida predilecto en la lucha
antimaldrica. Las intoxicaciones de rociadores y
rociados, contaminacién del ambiente y productos
alimenticios, casos de mutagenicidad y capacidad
para inducir cancer, alteraciones del sistema
inmunolégico y trastornos hematologicos, han sido
la causa para que grandes organizaciones ataquen el
uso masivo de los insecticidas en la agricultura y la
salud publica. En 1971 la OMS desaprobd el uso del
DDT al aire libre, aunque recomend¢ su aplicacion
en rociamientos intradomiciliarios, sin embargo
en muchos paises han restringido o prohibido su
uso (Franco, 1985). La problemadtica colombiana
relacionada con los sitios contaminados con DDT y
sus metabolitos, estd muyligada al uso de plaguicidas
en la agricultura, por ello se han abandonado
y enterrado grandes cantidades, en respuesta
a la prohibiciéon del uso de algunos pesticidas
organoclorados (Arbeli, 2009). En Colombia se han
encontrado existencias almacenadas de DDT, hasta
el afio 2006 de 160.732 kg de DDT en las ciudades
de Bogotd, Cartagena, Honda y Puerto Inirida, en su
mayoria propiedad del Ministerio de la Proteccién
Social, debido a su uso para el control de la malaria.
Se estima un total de 5.000 m’ de suelo contaminado
en Colombia con DDT (MAVDT, 2007).

En la actualidad existe el desafio en el campo
de la degradaciéon bioldgica de DDT en
Colombia, el cual constituye una clara amenaza
a la salud humana y ecolégica. En paises
latinoamericanos es especialmente importante
que se realice investigacion sobre biorremediacion
de contaminantes, ya que permite utilizar la gran
biodiversidad microbiana de sus suelos como
herramienta para mejorar ambientes danados y
preservar la salud de los ecosistemas, desde el nivel
molecular hasta aplicaciones a gran escala en suelos
contaminados. Este insecticida presenta un largo
periodo de vida medio en el ambiente, incluso
una vez asimilado por los organismos, el DDT y
sus metabolitos permanecen en el cuerpo y son
transferidos a sus predadores cuando se alimentan
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de €él. La concentracién de éstos se incrementa
a medida que se recorre la cadena alimenticia
(Nakamaru et al., 2003) y se transportan por los
vientos a través de la atmosfera, lo cual ha llevado
a niveles de contaminacion elevados de pesticidas
persistentes en las regiones polares (Semeena et al.,
2006). Las exposiciones a pequenas cantidades de
DDT durante un tiempo prolongado, pueden dar
lugar a acumulaciones mayores de la sustancia en
el tejido adiposo. La dieta ha sido la mayor forma
de exposicion de la poblacion general a este tipo de
contaminantes, no obstante, pueden presentarse
otras vias de exposicion en el aire y en el agua
(Flores-Luévano et al., 2003).

El DDT es un compuesto organico clorado
altamente resistente a la degradaciéon por medios
bioldgicos, quimicos o fotoliticos, dado que
su estructura molecular contiene estructuras
aromaticas y alifaticas cloradas que generan gran
estabilidad quimica, caracteristica que lo hace
toxico, persistente y contaminante (Corona-
Cruz et al, 1999). La biorremediacion involucra
el uso de microorganismos para degradar los
contaminantes y por ende detoxificar los ambientes.
La efectividad de esta tecnologia se puede evaluar
mediante la desaparicion del contaminante, sin
embargo este enfoque no es completo porque
no se considera que los productos finales o
intermediarios producidos durante la reacciéon de
degradacion puedan ser téxicos (Ganey y Boyd,
2004). En suelos los compuestos bifenilos clorados
como el DDT, pueden ser biodegradados por un
grupo de bacterias aerobias que cometabolizan
el contaminante y otro grupo que mineralizan el
acido clorobenzoico. La biodisponibilidad de los
contaminantes puede ser mejorada, tratando los
suelos en presencia de agentes movilizadores del
contaminante como los surfactantes (Di Toro et
al., 2006). Ciertos microorganismos debido a su
capacidad metabdlica, poseen un gran potencial de
biodegradacion, reduciendo la concentracion de los
xenobidticos (Finley et al., 2010).

Bacterias y hongos como Eubacterium limosum,
Alcaligenes eutrophus, Boletus edulis, Fusarium
solani 'y Phanerochaete chrysosporium pueden



degradar DDT en cultivos puros y suelos naturales
(Li et al, 2010). La degradacién microbiana de
pesticidas organoclorados se ha observado bajo
condiciones aerobias y anaerobias, por ejemplo para
la degradacion aerobia de DDT se han reportado
bacterias tales como Alcaligenes eutrophus AS5,
Serratia marcescens DT-1P, Micrococcus varians,
Lactobacillus plantarum y Pseudomonas sp. Se ha
demostrado que la degradacion aerobia de DDT
por Alcaligenes eutrophus A5 y Pseudomonas sp.,
ocurre mediante escision del anillo en posicion
meta, produciendo acido clorobenzoico (Ninnekar
y Kamanavalli, 2004). Bajo condiciones anaerobias,
el DDT se convierte en diclorodifenildicloroetano
(DDD) mediante una reaccion de decloracion
reductiva. El hongo Phanerochaete chrysosporium
fue reportado con capacidad de mineralizar
DDT (Fernando et al., 1989). Se ha reportado
también degradacion de DDT por Staphylococcus
haemolyticus en porcentajes de hasta 32% (Sonkong
et al., 2008). Existen registros de reacciones de
decloracién reductiva en sedimentos de rios con
altas cargas de materia organica, esto debido a la
alta disponibilidad de carbono organico como
sustrato para organismos heterotréficos (Kuhn
et al, 2009). El proceso de decloracion resulta
en la acumulacién de compuestos sustituidos en
las posiciones orto y para, que contienen menos
atomos de cloro (Ganey y Boyd, 2004). Las
bacterias anaerobias pueden declorar compuestos
mas facilmente que las bacterias aerobias, lo cual
representa una gran ventaja ya que con este proceso
no se requiere la adicién de oxigeno y hay menor
oportunidad de generar compuestos de hierro como
precipitados que pueden contaminar los acuiferos
(Litchfield, 2005). En suelos se han empleado
sustratos de bagazo de cafa de azucar, sacarosa,
urea, fosfato de potasio y una solucién de sales
minerales para los reactores aerobios, simulando
la composicién del compost como nutrientes para
el cometabolismo de DDT (Corona-Cruz et al.,
1999). Los problemas de persistencia del DDT se
han resuelto en muchos casos, debido a que estos
compuestos son sensibles metabdlicamente a la
oxidasa y a su accion piretroide esterasa. Esto ha
facilitado realizar hallazgos de biodegradabilidad
de los pesticidas en insectos y mamiferos in vivo e
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in vitro. Como sistema abierto el suelo esta sujeto a
adicion o remocion de compuestos antropogénicos
y naturales, entre ellos los pesticidas, que son un
grupo de compuestos estudiados ampliamente,
dados sus efectos secundarios en la microflora del
suelo (Welp y Britmmer, 1999). Los pesticidas son
compuestos organicos utilizados en la agricultura
y en la proteccion de los ambientes, con el fin de
interrumpir el crecimiento de organismos como
insectos o hierbas denominados plagas. Niveles
elevados de pesticidas en ambientes acuaticos o
terrestres, pueden causar numerosos problemas al
ambiente, vida silvestre y salud humana (Binelli y
Provini, 2003).

El 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT)
ha sido usado desde la segunda guerra mundial
(Beard, 2006). Es un compuesto quimico sintético
utilizado para controlar enfermedades en humanos
y animales domésticos, transmitidas por insectos,
pero que ha sido suspendido en la mayoria de
los paises debido a su persistencia en el ambiente,
susceptibilidad de biomagnificaciéon y potencial
toxicidad a animales superiores (Lal y Saxena,
1982). Se ha demostrado el impacto adverso del
DDT sobre la vida silvestre al poseer propiedades
de persistencia, bioacumulacién y movilizacion
de largo alcance en el ambiente (Walker et al.,
2003). Si se consideran estos efectos negativos, se
hace necesario el desarrollo de métodos efectivos
de remediacién, donde las tecnologias biologicas
ofrecen como ventaja la destrucciéon parcial o
completa de los contaminantes (Ganey y Boyd,
2004).

2. Persistencia del DDT

La persistencia de los hidrocarburos clorados
en el ambiente depende principalmente de sus
caracteristicas fisicas y quimicas. Si la estructura
es mas compleja, halogenada e hidrofébica,
los hidrocarburos tienden a acumularse en el
material particulado del suelo (Perelo, 2010). Los
hidrocarburos clorados son un grupo numeroso
de compuestos, dentro de los cuales existen unos
mas persistentes que otros, por ejemplo, los
altamente clorados pueden ser degradados mas
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ficilmente en condiciones anaerobias, mientras
que aquellos menos clorados son biodegradables
en condiciones aerobias, de igual manera, la
disposicion de los atomos de cloro en la molécula,
también tiene influencia sobre la biodegradabilidad
del compuesto (Lundmark, 2002). Otro mecanismo
importante de persistencia de los pesticidas en el
ambiente es aquel dado en las plantas, provistas de
cera epicuticular que tiene la capacidad de absorber
compuestos hidrofébicos tales como contaminantes
organicos persistentes del aire circundante. Algunos
estudios permiten establecer posibles alteraciones
en la estructura de la cuticula y la capa de cera
ante elevados niveles de contaminantes organicos
volatiles (Kylin y Sjodin, 2003). Han demostrado
que el DDT persiste debido a que las células que
pueden cometabolizar este compuesto, aunque
numerosas, no manifiestan una elevada actividad
(Pfaender y Alexander, 1973).

2. 1. Toxicidad del DDT y sus residuos en el
ambiente

El DDT es util para el control de los insectos,
actuando principalmente como neurotéxico con
efectos directos en el canal de sodio activado por
voltaje. Esta es una proteina transmembranal de la
célula que permite el paso de iones de sodio a través
de la misma. En las neuronas los canales de sodio
son responsables de la fase ascendente del potencial
de accién, que es ttil en los organismos para llevar
informaciéon entre tejidos, lo que los convierte
en una caracteristica microscopica esencial para
la vida (Bear et al, 2007). El DDT prolonga la
corriente de inactivacidon de los canales de sodio,
por tanto bloquea directamente los potenciales de
accion mediante inhibicion de los canales de sodio.
Los pesticidas tienen también un modo de accién
sistémico, que interfiere con el metabolismo de los
patdgenos mediante la inhibicion de la biosintesis
de esteroles (Hatfaludi et al., 2004).

La exposicion indirecta al DDT puede modificar
la expresion de genes significativamente, ante
la presencia de compuestos organicos clorados,
desencadenando alteraciones en el comportamiento
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celular relevantes para carcinogénesis y otros efectos
adversos (Voutchkova et al., 2010). Por ejemplo,
estudios han demostrado que la proteina AP-1
que actia como factor de transcripcién, regula
la expresion de un gen que se ha asociado con el
origen de tumores. Realizando ensayos con células
epiteliales de ratas transfectadas con DNA de union
a AP-1y un gen reportero de luciferasa, se encontrd
que los aromdticos clorados incrementaron la
induccién de la transcripcion de AP-1 en dos y
tres veces, mientras que los compuestos declorados
equivalentes en concentracion molar, no tuvieron
efecto en la transcripcion mediada por AP-1
(Ganey y Boyd, 2004). En bioensayos realizados
por el Instituto Nacional de Cancer estadounidense
para evaluar la posible carcinogenicidad de DDT,
se encontraron asociaciones positivas entre el
aumento de la concentracién del quimico y la
mortalidad acelerada en hembras de ratdn, a las
cuales se habia dosificado DDT y en ambos sexos
de ratones contaminados con DDE. Se presentd
una asociacion positiva entre la concentracion de
DDE suministrada a los ratones y la incidencia de
carcinomas hepatocelulares. Se han encontrado
también asociaciones entre mayor incidencia de
diabetes con compuestos organoclorados en suero
sanguineo, alteraciones en el sistema inmunolégico
en humanos y animales (Ganey y Boyd, 2004).
Como resultado de estas investigaciones, la Agencia
para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades
ha establecido un nivel minimo de riesgo agudo de
duracioén por via oral para el DDT de 0,0005 mg/
kg/dia, basado en efectos de desarrollo perinatal
del sistema nervioso en ratones neonatos, con
comportamiento neurotdxico manifestado en
animales adultos. La Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos establecié una dosis
de referencia oral de 0,0005 mg/kg/dia, basado en
lesiones en el higado de ratas. La Organizacion
Mundial de la Salud establecié un nivel maximo
en agua potable de DDT y metabolitos de 2 pg/l.
En Estados Unidos la Oficina de Seguridad y Salud
Ocupacional establecié un limite maximo de DDT
en aire de 1 mg/m’ (US. DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2002).



3. Microorganismos degradadores de
DDT

Las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas
tienen la habilidad de metabolizar el DDT, entre
ellas Alcaligenes eutrophus, Hydrogenomonas sp.,
Pseudomonas putida. En un estudio se aislaron 41
colonias bacterianas morfologicamente diferentes,
mediante pruebas bioquimicas fueron clasificadas
como Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus
sp. y Pseudomonas sp., y otras investigaciones las
han relacionado con procesos de degradacion
microbianade DDT en suelo en condiciones aerobias
(Sonkong et al., 2008). Algunos investigadores han
demostrado la gran capacidad de Cupriavidus sp.
en la degradacion de compuestos aromaticos como
contaminantes del suelo (Pérez-Pantoja et al., 2008).
Bacillus thuringiensis puede producir toxinas con
potencial insecticida, con la habilidad de degradar
pesticidas como glifosato (Accinelli et al., 2004).
Phenylobacterium sp. puede degradar pesticidas
de la familia de los carbamatos en suelos agricolas
(Lawrence et al., 2005).

Los microorganismos en ambientes con compues-
tos xenobidticos, evolucionan hasta alcanzar la ca-
pacidad de degradarlos, aunque las rutas de degra-
dacién sean limitadas por la baja velocidad relativa.
Para mejorar la actividad catalitica y la especificidad
de las enzimas de los microorganismos, se han apli-
cado técnicas de ingenieria genética tales como mu-
tagénesis de sitio dirigida o error-prone PCR (Singh
et al., 2008). En algunos casos, los metabolitos pro-
ducidos a partir de reacciones de degradacion de
un contaminante son ain toxicos o resistentes a la
degradacion. Un posible enfoque para mejorar es-
tos procesos de degradacion, es el aprovechamiento
de consorcios de microorganismos que siguen las
rutas de degradacion requeridas (Singh et al., 2008).
La comprension de la fisiologia y genética de las po-
blaciones involucradas en los procesos de biorre-
mediacion, es util para evaluar y optimizar la des-
contaminacién (Watanabe, 2001). El conocimiento
de los cambios en las comunidades microbianas
durante la biorremediacion es escaso, debido a que
muchas de las bacterias ambientales no pueden to-
davia ser cultivadas por técnicas convencionales de
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laboratorio (Iwamoto y Nasu, 2001). Investigadores
han clonado genes del catabolismo de bifenil poli-
clorados del ADN cromosémico de Pseudomonas
pseudoalcaligenes KF707 (Furukawa y Miyazaki,
1986). Erickson y Mondello (1992), determinaron
la secuencia de nucleé6tidos de una regiéon que co-
difica para la enzima bifenil dioxigenasa de la cepa
LB400 de una especie del género Pseudomonas, el
cual es un organismo potencialmente valioso para
la biorremediacion. Los recientes desarrollos en téc-
nicas de biologia molecular permiten monitorear e
identificar bacterias y genes catabdlicos involucra-
dos en la degradacion de compuestos xenobiéticos,
entre dichas técnicas estin PCR cuantitativa en
tiempo real, PCR transcripcion reversa, hibridacion
southern blot y PCR de rango largo. Estas muestran
los microorganismos relevantes catabdlicamen-
te y los genes funcionales presentes en un sistema
contaminado (Marzorati et al., 2010). Técnicas de
biologia molecular tales como hibridacién in situ
fluorescente (FISH), con sondas de oligonucledti-
dos de RNA ribosomal, son ampliamente utilizadas
en estudios de ecologia microbiana. Otra técnica
utilizada es la PCR in situ, en la cual se detectan y
amplifican genes objetivo, dentro de células bacte-
rianas individuales y asi se investiga como la expre-
sion de un gen en las células bacterianas responde a
las condiciones ambientales. La electroforesis en gel
DGGE o la amplificacion en PCR de fragmentos de
ADN ribosomal 168, se utilizan como herramientas
para determinar diferencias temporales o espaciales
en poblaciones bacterianas y para monitorear cam-
bios en la diversidad (Iwamoto y Nasu, 2001). Las
técnicas de biologia molecular permiten evaluar la
expresion de genes involucrados en la biorremedia-
cion mediante cuantificacion de niveles de mRNA,
estos pueden proveer mas informacién que los
analisis de secuencias 16S, ya que debe haber una
correlacion positiva entre abundancia relativa de
estos genes y el potencial de degradacion del con-
taminante (Lovley, 2003). También se han aplicado
técnicas de hibridacion DNA-DNA, para detectar y
monitorear poblaciones cruciales involucradas en
remediacion ambiental. En experimentos de reme-
diacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAH’), se han detectado genotipos catabolicos en
suelos contaminados, utilizando PCR cuantitativa
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competitiva (QC-PCR) (Samanta et al., 2002). En
general, para sobrepasar la barrera de los organis-
mos cultivables, el andlisis gendmico de bacterias
adaptables a los ambientes contaminados, es deci-
sivo para entender la diversidad genética, estruc-
tura de la poblacion y rol ecoldgico en la mayoria
de habitats. Los estudios metagenémicos incluyen
secuenciacion masiva para capturar comunidades
completas, mediante técnicas como pirosecuen-
ciacion. Posterior a la secuenciacion se realizan
analisis metagendmicos no selectivos o dirigidos,
para asignar roles a las proteinas codificadas por
los genes secuenciados (Lakshmi, 2010). La degra-
dacién microbiana de compuestos xenobioticos
algunas veces incluye reacciones quimicas redox,
para ganar energia de la transferencia de electro-
nes entre aceptores y donadores de electrones.
También pueden capturar carbono, nitrégeno o
elementos traza, para construir sus estructuras ce-
lulares (Strong y Wackett, 2005).

3. 1. Biodegradacion aerobia de DDT

La estructura quimica del DDT, incluyendo mitades
aromaticas y aliciclicas ofrece varias posibilidades
de ataque bioquimico. En la figura 1 se muestra la
ruta aerobia de degradacion de DDT. En el paso
A, el DDE es atacado por una dioxigenasa en las
posiciones ortoy meta. Esteataque dacomoresultado
al intermediario 2,3-dihidrodiol-DDE. En los pasos
B y D, el 2-(4-clorofenil)-3,3-dicloropropenoato
produce, via decarboxilacion, el 1,1-dicloro-(4-
clorofenil) etano, el cual sufrira oxidacion en el lado
alifatico de la cadena para producir 1,1-dicloro-(4’-
clorofenil) etanol, que es nuevamente oxidado a
4-cloroacetofenona. El grupo metilo terminal del
1,1-dicloro-(4’-clorofenil) etano, sufrird también
oxidacidon para producir acido fenilacético. En el
paso C, la transformacion de 4-cloroacetofenona
a 4-cloronenzaldehido puede darse mediante
oxidacion y subsecuente decarboxilacion del grupo
metilo terminal. En el paso E, el producto resultante
del rompimiento del anillo sera degradado a un
acido clorado de 5 ¢ 6 carbonos, dependiendo
del sitio donde ocurra el rompimiento hidrolitico
(UMBBD, 2008).
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3. 2. Biodegradacion anaerobia de DDT

Las condiciones anaerobias optiman la descompo-
sicion de algunos pesticidas clorados o su conver-
sidn a otros compuestos en el suelo, demostrandose
que la adicion de residuos de alfalfa incrementa la
conversion de DDT a DDD, ya que provee a los mi-
croorganismos de nutrientes como carbohidratos
solubles y aminoacidos que ejercen un efecto fa-
vorable sobre la transformacién (Ko y Lockwood,
1968). Las primeras etapas de la degradacion de
DDT ocurren en la ausencia de oxigeno atmos-
térico. Los estudios in vitro sugieren que la etapa
de escision del anillo del DDT requieren de una
oxigenasa, por lo cual la completa destruccién de
DDT necesita de condiciones aerobias (Pfaender
y Alexander, 1972). En la figura 2 las reacciones
A, D, E y F son pasos multiples cuyos intermedi-
arios no han sido plenamente identificados, los
cuales son catalizados por la enzima dehalogenasa
DDT reductiva para producir DDD. El paso E y
sus sucesores degradan DDM aerobicamente. Los
pasos B y C pueden ser reacciones no enzimaticas.
Synechococcus sp. y Klebsiella pneumoniae subsp.,
son los organismos que pueden iniciar esta ruta de
degradacion, pero otros microorganismos también
pueden llevar a cabo los pasos sucesivos posteriores.

3. 3. Biodegradacion fingica de DDT

Las poblaciones microbianas en wun suelo
contaminado con DDT son fuente de
microorganismos resistentes a este plaguicida,
siendo los del reino Fungi los que presentan
mayor resistencia al compuesto, como evidencia
de procesos de adaptacion que sufren estos
microorganismos para asimilar nuevas fuentes de
carbono (Kantachote et al., 2001; Mitra et al., 2001;
Purnomo et al., 2011). Se ha demostrado que el
micelio de hongos ectomicorricicos, estd rodeado
por limos, que ubicados alrededor de la hifa, pueden
cumplir las funciones de buffer donde se capturan
compuestos quimicos toxicos como el DDT. Esto
permite una reduccién de la toxicidad a la célula
(Huang et al., 2007). Se ha verificado la habilidad del
hongo ligninolitico para degradar contaminantes,
debido a la produccién de la enzima extracelular
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Figura 1. Ruta de degradacion aerobia de DDT como
sustrato. Fuente: University of Minnesota Biocatalysis/
Biodegradation Database (1998). Disponible: http://
umbbd.ethz.ch/ddt/ddt_image_map.html. Fecha de
acceso: 15 de enero de 2012.

lacasa. Esta se considera involucrada en reacciones
de decloraciéon de compuestos clorofendlicos
(Juhasz y Naidu, 1999).

3. 4. Enzimas involucradas en la biodegrada-
cion de DDT

En el suelo, la actividad total de una enzima
comprende actividades asociadas con diferentes
constituyentes, como microorganismos viables,
restos celulares, arcillas y coloides humicos. Se
pueden encontrar enzimas cuya funcién se lleva
a cabo en el citoplasma de los microorganismos
que estan proliferando, otras que se encuentran
restringidas al espacio periplasmico de las bacterias
Gram negativas, enzimas unidas a la superficie
exterior de una célula viable y cuyos sitios activos se
extienden en el medio ambiente, enzimas secretadas
por células vivas durante el crecimiento y division,
las cuales por lo general se encuentran en la fase
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Figura 2. Ruta de degradacion anaerobia de DDT como
sustrato. Fuente: University of Minnesota Biocatalysis/
Biodegradation Database (1998). Disponible: http://
umbbd.ethz.ch/ddt/ddt_image _map.html. Fecha de
acceso: 15 de enero de 2012.

acuosa del suelo, enzimas asociadas a células que
no proliferan, tales como esporas fungicas, quistes
de protozoarios, semillas de plantas y endosporas
bacterianas (Burns, 1982). Existen también
enzimas unidas a células muertas y restos celulares,
otras que son liberadas de células lisadas, enzimas
asociadas temporalmente en complejos, enzimas
adsorbidas por minerales arcillosos, otras asociadas
con coloides humicos por adsorcion, de alli que
la medicién de la actividad enzimatica del suelo
presenta el desafio en definir cudl combinacién
de actividades en estas multiples categorias, aplica
para un fin determinado como la degradacion de
DDT, considerando ademas que la distribucion de
actividades entre las diferentes categorias, cambia
con el tiempo y depende de la enzima (Burns, 1982).
Los efectos de DDT y metabolitos en diferentes
enzimas en el suelo, encuentran inhibicién en la
actividad de dehidrogenasas y fosfatasas acidas
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(Mitra y Raghu, 1998). Sin embargo, uno de los
mecanismos por los cuales los microorganismos
degradan DDT es enzimatico, en estos procesos
se generan radicales hidroxilo, llevando a cabo
reacciones Fenton extracelularmente, cuyo tipo de
reaccion depende de la concentracion de hierro en
el medio. También se ha evaluado la degradacion
de DDT en sistemas de compostaje, donde durante
las etapas mesofilica e inicio de la termofilica, se
aumenta la tasa de degradacion, presentando un
optimo de remociéon de DDT a 60°C (Purnomo
et al,, 2010). Factores como el pH, la temperatura
y otros sustratos en el medio, pueden afectar
el crecimiento de los microorganismos y sus
habilidades degradadoras. Bidlan y Manonmani
(2002) demostraron que a medida que aumenta
la temperatura, se incrementa también la tasa
de degradacion de DDT por S. marcescens bajo
condiciones de pH 4cidas. Se ha demostrado que la
presencia de metales como arsénico puede inhibir
la degradacion del DDT, ya que ambos inhiben
la actividad microbiana, ademads se sugiere que la
presencia de otros metales aumenta la propiedad
recalcitrante del DDT en el suelo (Edvantoro et al.,
2003; Van Zwieten et al., 2003). Se ha demostrado
que las células de Pseudomonas sp. que crecieron
en un medio con bifenil, degradaron el DDT a
acido 4-clorobenzoico bajo condiciones aerobias,
mediante la ruta dela doble hidroxilacién del anillo
catalizado por la enzima bifenil-2,3-dioxigenasa
(Hayy Focht, 1998; Ninnekar y Kamanavalli, 2004).
Se ha encontrado una cepa de Sphingobacterium
sp., que tiene la habilidad de utilizar DDT como
su unica fuente de carbono y energfa. También
el pH del medio, la temperatura y la presencia de
fuentes adicionales de carbono, juegan un papel
crucial en la degradacion de DDT (Fang et al,
2010). Las enzimas involucradas en la degradacion
aerobia de DDT son DDT dehidroclorinasa y
DDT 2,3-dioxigenasa, para generar DDE y cis
2,3-Dihidrodiol DDT respectivamente. La enzima
DDT dehidroclorinasa es la principal enzima
involucrada en los procesos de degradacion
anaerobia para obtener DDE. El metabolito DDD
se degrada principalmente por la enzima DDD
dehidroclorinasa.

Gestion
v Awbiente

4. Biorremediacion

Es posible comprobar el papel microbiano en
las transformaciones de contaminantes, ya que
el compuesto es transformado en muestras no
esterilizadas, pero no en muestras esterilizadas
del ambiente natural, demostrando que los
microorganismos son capaces de utilizar estos
compuestos quimicos como nutrientes y energia
(Alexander, 1981). Los suelos contienen habitats
ocupados por una diversidad de organismos, que
interactian unos con otros mediante relaciones
directas, como las trdficas, mutualistas, parasiticas
y predatorias, e indirectas, como la metabiosis,
que es definida como una forma de dependencia
ecologica, en la cual un organismo puede modificar
el ambiente antes de que un segundo pueda vivir
alli. También nuevos habitats potenciales y nichos
pueden crearse como resultado de la accién
bacteriana, por cambios en el pH y en el potencial
redox (Waid, 1999). La detoxificacién de los suelos
por la eliminaciéon de sustancias toxicas por cepas
pioneras de bacterias anaerobias, permitirdn la
evolucion de las cepas, formando habitats nuevos
(Waid, 1999). Como evidencia de estas relaciones, se
ha observado en algunos estudios que los sistemas
de microorganismos anaerobios son capaces de
degradar contaminantes clorados como el DDT, por
decloracion reductivay quelos productos resultantes
pueden ser degradados mads rdpidamente por
procesos aerobios (Corona-Cruz et al., 1999). Varias
cepas de bacterias del suelo, estan involucradas en
la degradacion de compuestos organicos tdxicos,
y algunas de ellas pueden adaptarse a degradar
xenobidticos recalcitrantes. La detoxificacion del
suelo también permite que las plantas susceptibles a
toxinas sobrevivan o crezcan (Waid, 1999).

4. 1. Biodisponibilidad

Es la facilidad de que los compuestos quimicos
presentes en el suelo, puedan ser absorbidos o
metabolizados por receptores humanos o ecoldgicos
o estar disponibles para la interaccion con sistemas
bioldgicos. Las caracteristicas microbianas de
mayor importancia en la biodisponibilidad de los
contaminantes organicos presentes en el suelo, son



las de tipo morfoldgico, fisiologico y adaptaciones de
comportamiento de células sencillas y poblaciones,
y fenémenos asociados con la dinamica y ecologia
de comunidades naturales. Las adaptaciones
morfolégicas comprenden el tamafo y forma
de las células, que les permiten desplazarse en la
matriz del suelo y acceder a los microporos. Estos
procesos de movilizacion para alcanzar un sustrato,
se logran mediante el desarrollo de estructuras
de elevadas dimensiones fractales, para un mejor
aprovechamiento del espacio tridimensional que
contiene el sustrato. Las adaptaciones fisioldgicas
incluyen la adquisicion de sistemas de asimilacion
de alta afinidad para el contaminante, los cuales
permiten al microorganismo llevar a cabo procesos
de transferencia y desorcién de un contaminante
mas rapido que otros. Otra caracteristica
importante es la capacidad de los microorganismos
de co-utilizar los contaminantes con otros sustratos
de carbon, debido a que los compuestos quimicos
que entran al ambiente a bajas concentraciones,
no son lo suficientemente impactantes para causar
la evoluciéon de nuevas rutas catabolicas. Otra
interaccion de importancia es la sintesis y secrecion
de moléculas de superficie activas, la cual es una
adaptacion fisiologica a la baja bioaccesibilidad. La
quimiotaxis es una adaptacion del comportamiento
que le permite a los microorganismos, localizar
fuentes de contaminantes e incrementar su
biodisponibilidad mediante el movimiento en
direccién a un gradiente superior (Semple et al.
2007).

4. 2. Bioestimulacion

Los compuestos quimicos sujetos a la accion
microbiana no generan un crecimiento sustancial
de las poblaciones responsables, lo cual ha
llevado a considerar el fenémeno denominado
cometabolismo o0 co-oxidacién, por tanto,
probablemente las poblaciones estan creciendo
en otro sustrato mientras se desarrolla este tipo de
transformacion (Alexander, 1981). El cambio en
la concentracién de los metabolitos DDE y DDD
durante el tratamiento, sugiere que la degradacion
ha seguido la ruta de decloracion reductiva, donde
DDE y DDD son los principales productos de
transformaciéon de DDT por ataque microbiano
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(Bidlan y Manonmani, 2002). Si DDD y DDE no
se han acumulado estequiométricamente con
la degradacion de DDT, indica que se dio una
degradacion posterior de estos compuestos en el
suelo. Elenfoqueremediador utilizado paraeliminar
pesticidas es el realizado por Weijs et al. (2013),
quienes reportaron que la adicién de nutrientes al
suelo subsuperficial, podria incrementar el numero
de bacterias que degradan los hidrocarburos
derivados del petréleo y asi estimular la tasa de
remocion, lo cual dio origen al proceso que ahora
es conocido como biorremediacion estimulada in
situ. Esta estrategia incluye la adicion de aceptores
de electrones como oxigeno en forma de nitratos y
fosfatos o fuentes de nitrégeno (Litchfield, 2005).
Algunos estudios han demostrado quelasfracciones
degradables de pesticidas organoclorados como el
DDT, estin correlacionadas negativamente con
el carbono organico del suelo, indicando que a
mayor cantidad de carbono orgéanico en el suelo,
se da mayor persistencia del compuesto (Zhang
et al., 2011). Similarmente, las fuentes de carbono
adicionales pueden favorecer o no la degradacion
de DDT; en estudios realizados utilizando glucosa,
extracto delevadura, sucrosay fructosa, los tiempos
de degradacién de DDT y sus metabolitos, fueron
mas cortos en el tratamiento con Sphingobacterium
sp., distinto a lo que sucedié cuando no fue usada
una fuente adicional de carbono (Fang et al,
2010). Se ha demostrado que la mineralizacion de
DDT por Phanerochaete chrysosporium requiere
de la presencia de carbohidratos de bajo peso
molecular, materiales celulésicos o lignocelulésicos
utiles como sustrato de crecimiento (Fernando
et al, 1989). Serratia marcescens presentd el
mismo comportamiento en la degradaciéon de
DDT, donde la presencia de glicerol, peptona
y extracto de levadura, permitieron una total
transformacion. Aunque en ocasiones la presencia
de fuentes mds favorables de carbono puede
impedir la degradaciéon de xenobiéticos, debido a
represion catabdlica o disminucion en las tasas de
transcripcion, ya sea por super enrollamiento del
ADN promotor o por disminucién en la unién de
factores de transcripcion (Bidlan y Manonmani,
2002). Estudios han demostrado que la adicién
de nitrégeno y fosforo al suelo contaminado con
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compuestos organicos, estimula la biodegradacion
de estos compuestos e incrementa la abundancia
de especies microbianas (Atagana et al, 2003).
La presencia de micronutrientes puede también
promover la reaccion de decloracién, como
ha sido demostrado con la presencia de hierro
con estado de oxidaciéon cero, que actuando
como agente reductor y eficiente donador de
electrones puede efectivamente ayudar en la
decloraciéon de DDT y sus metabolitos por parte
de microorganismos del suelo (Yao et al., 2006).
Shewanella decolorationis S12, fue capaz de reducir
DDT a DDD bajo condiciones anaerobias, donde
la tasa de transformacién de DDT fue acelerada
por la adicién de a-FeOOH, siendo la decloracion
reductiva mejorada por el Fe(II) biogénico en la
superficie del a-FeOOH (Li et al., 2010).

4. 3. Adicion de surfactante en el proceso de
biorremediacion

Para aumentar la biodisponibilidad de los
pesticidas se utilizan surfactantes, los cuales
tienen la habilidad de acumularse a lo largo de
las interfaces liquido-liquido y reducir ambas
tensiones superficiales. Los surfactantes tienen
la habilidad de mejorar la transferencia de masa
de contaminantes hidrofébicos de una matriz
solida o una fase liquida no acuosa en fase acuosa,
acumulando los compuestos hidrofébicos en las
micelas formadas por ellos. Las moléculas en fase
micelar son degradadas ya sea por difusion en
la fase acuosa, para ser luego utilizadas por las
bacterias o por asimilaciéon microbiana directa de
las micelas (Li y Chen, 2009). Las desventajas en
el uso de surfactantes incluyen factores tales como
que el surfactante pueda ser utilizado como sustrato
preferido por los microorganismos o que pueda
generar toxicidad al estar presente en elevadas
concentraciones (Alamri, 2009). El DDT es un
liquido en fase no acuosa (NAPL). Los surfactantes
pueden ser usados para desplazar los NAPLs
mediante reduccion de la tension interfacial entre
el NAPL y el agua, ya que estas fuerzas pueden
restringir su movilidad, considerando que la
solubilidad en agua es el mecanismo controlador de
la remocion de contaminantes organicos (Mulligan
et al, 2001). Luego el contaminante movilizado
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puede ser degradado por los microorganismos,
gracias al incremento en su biodisponibilidad (Wu
et al., 2008) y su transferencia a la fase acuosa,
donde los microorganismos son activos (Bardi et
al., 2003). El potencial rol del surfactante consiste
en incrementar la biodisponibilidad del DDT vy
metabolitos por solubilizacién de la contaminacion
original y decloraciéon del DDT biodisponible
(Walters y Aitken, 2001). El parametro mas
importante en términos de la habilidad de un
surfactante de movilizar xenobiéticos hidrofébicos
en suelo contaminado, es la concentracion critica
de micela (CMC), concentraciones de surfactante
en agua-suelo inferiores a CMC, tienen poco o
ningun efecto en la solubilizacién de materiales
hidrofébicos (Haigh, 1996).

Estudios han demostrado que el aumento de
carbono organico disuelto estimula el crecimiento
bacteriano (Kantachote et al., 2003). La aplicacion
de surfactantes a suelos enriquecidos que
degradan contaminantes insolubles en agua,
alteran las poblaciones microbianas responsables
de la degradacion, teniendo implicaciones en el
proceso de biorremediacion (Watanabe, 2001).
Aunque los surfactantes mejoran la solubilizacion
de los contaminantes, el efecto inhibitorio de la
adiciéon de surfactante sobre la degradacion de
DDT, puede deberse a un posible efecto tdxico y
baja biocompatibilidad del compuesto sobre las
poblaciones de bacterias degradadoras, incluso
puede ser considerado como un contaminante
adicional (Bardi et al., 2003). Se ha comprobado
también que en ciertos tipos de suelos, cuando
el surfactante ha tenido poco efecto en el
comportamiento del contaminante adsorbido
a bajas o altas concentraciones, puede deberse
a la mineralogia de la arcilla del suelo, ya que
las cargas superficiales pueden ser altamente
negativas resultando en repulsion electrostatica del
surfactante (Haigh, 1996). El uso de tenso activo
Tween 80 en investigaciones previas, mostrd la
habilidad de duplicar los niveles de remocién
de DDT (Baczynski y Pleissner, 2010). Algunos
estudios reportados por Baczynski & Pleissner
(2010) comprobaron que las dosis de surfactante,
superiores a la concentracion critica de micela



son inhibitorias para la biorremediacion de suelo
contaminado con compuestos hidrofébicos.

4. 4. Atenuacion natural monitoreada

La atenuaciéon natural es la habilidad natural
del suelo de degradar el contaminante (Bento et
al., 2005). La atenuacion natural monitoreada,
asociada a la biorremediacion intrinseca, es una
opcién que tiene amplia aceptacion debido a que
es una alternativa de remediacion de bajo costo,
ya que solo implica los costos de monitoreo y
depende de procesos naturales, para alcanzar
objetivos de descontaminacion de un sitio, dentro
de un tiempo razonable. La biodegradaciéon es
el mecanismo primario para la destruccion de
contaminantes, posteriormente los procesos
tisicos y quimicos tales como dispersion, dilucion,
adsorcion, volatilizacién y transformaciones
abioticas, son también importantes (Margesin
y Schinner, 2001). En la actualidad existe aun
controversia respecto a la degradaciéon natural
de contaminantes organicos persistentes como
el DDT, debido a sus co-productos toxicos de
degradacién. Aunque investigaciones recientes
demuestran que el DDE, que es un coproducto
toxico de degradacion, se puede degradar también
naturalmente, lo cual es importante considerando
que el producto principal y sus co-productos
no seran persistentes permanentemente, y es
posible que los procesos naturales puedan ser
significativos reduciendo el riesgo asociado a
estos suelos y sedimentos contaminados (Renner,
2001). Los factores que limitan la degradacién de
un contaminante por atenuacion natural, incluyen
la baja biodisponibilidad de los contaminantes,
toxicidad de sus metabolitos, falta de uno o mas
nutrientes traza y ausencia de microorganismos con
el potencial biocatalitico apropiado en el ambiente
a ser tratado (Strong y Wackett, 2005). Los procesos
de transformaciéon quimicos considerados dentro
de los mecanismos de atenuacion natural pueden
ser: hidrdlisis, disminucién de la radiactividad,
reacciones redox, inmovilizaciéon y procesos de
cambio de fase y la adsorcion (Alvarez y Illman,
2006).

Betancur-Corredor et al.

Biorremediacion de suelo contaminado con pesticidas: caso DDT

4.5. Evaluacion de toxicidad utilizando Vi-
brio fischeri como organismo indicador

Monitorear la toxicidad del suelo durante la
biorremediaciéon es una parte importante del
proceso, ya que la cuantificacion del contaminante
estd limitada a indicar la concentracién de este
compuesto en el ambiente, pero no proporciona
informacién respecto a sus efectos bioldgicos. Es
necesario utilizar un método rapido y sensible
que indique informacion sobre la toxicidad del
suelo en el ambiente. El ensayo de inhibiciéon de
la bioluminiscencia estd basado en una bacteria
marina Gram negativa, V. fischeri. La produccion de
la luz esta directamente relacionada con la actividad
metabolica de la poblacion bacteriana y cualquier
inhibicidon de la actividad enzimdtica, causa una
disminucion correspondiente enlabioluminiscencia
(AENOR, 2009). El mecanismo bioquimico de
luminiscencia en V. fischeri, tiene como rol principal
el flavin mononucledtido reducido (FMNH,).
FMN se reduce a FMNH, después de la reacciéon
con la forma reducida del fosfato dinucleétido
nicotinamida adenina (NAD(P)H), en presencia de
la enzima flavin reductasa NAD(P)H + H + FMN -
NAD(P) + EMNH,. FMNH, se oxidaa FMN y H.O,
después de la reacciéon con oxigeno molecular en
presencia de aldehido y luciferasa. En esta reaccion
se emite luz azul-verde con una longitud de onda
de 490 nm (Parvez et al., 2006). Investigadores han
comprobado que el uso de pruebas de toxicidad es
altamente recomendado para visualizar el efecto
de contaminantes organicos, como los pesticidas
organoclorados, acompanados de pruebas quimicas
para la caracterizacion y cuantificacion de los
contaminantes. Se ha demostrado ademas que
la contaminaciéon de una matriz con pesticidas
organoclorados, puede alcanzar una inhibicién de
la bioluminiscencia de V. fischeri superior al 90%
(Farré et al., 2002). También se ha determinado
la toxicidad de sustancias organicas como
2,4-dinitrofenol, 4-fenilazofenol, pentaclorofenol
utilizando V. fischeri como organismo indicador,
con el objetivo de estimar valores de la
concentracion efectiva maxima EC50 (Altenburger
et al., 2000). El ensayo de bioluminiscencia con V.
fischeri con un tiempo de incubacion de 15 minutos
puede determinar la toxicidad de sustancias puras,
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efluentes, agua residual y sedimentos (Froehner
et al, 2000). La bioluminiscencia producida por
esta bacteria es la base para muchos bioensayos de
toxicidad en agua contaminada, sedimento y suelo,
en estas pruebas los efectos toxicos de los quimicos
pueden incluir interacciones con los receptores de la
membrana superficial, disrupcion dela funcion de la
membrana, reacciones quimicas con componentes
celulares o inhibicién/competencia con sistemas
enzimaticos. Pruebas comparativas de ensayos con
bacteria luminiscente y otras pruebas comerciales
como ToxAlert 10 °, Microtox * y LUMIStox ® han
demostrado su buen desempefio, obteniendo poca
diferencia entre estos resultados (Jennings et al.,
2001).

5. Conclusion

Una consecuencia del prolongado uso de DDT
durante muchos anos en Colombia fue la
contaminacion de los suelos y el ambiente. Los
residuos de este compuesto quimico aun persisten
en el suelo, convirtiéndose en una amenaza ala salud
humana y animal. Para eliminar éste contaminante
y sus productos de degradacién del suelo, en
el presente trabajo se discutié sobre habilidad
degradativa de bacterias, estrategias de adicion de
nutrientes y surfactante, lo que permite aumentar
la biodisponibilidad del contaminante. Estudios
han demostrado que la adicién de nitrégeno y
fosforo al suelo contaminado con compuestos
organicos, estimula la biodegradaciéon de estos
compuestos e incrementa la abundancia de especies
microbianas. La cantidad de nitrégeno y fésforo
requerido para la biodegradacion, debe reflejar la
cantidad que debe ser incorporada en la biomasa
que es formada a medida que los microorganismos
utilizan la fuente de carbono contaminante para
crecimiento. Los pesticidas pueden ser degradados
por procesos bidticos y abidticos, por tanto es
necesario evaluar la toxicidad de los productos de
transformaciéon y compuestos originales, ya que
generalmente estos productos de transformacion
pueden ser mas toxicos que el compuesto original
para peces, dafnidos y algas, a causa de un modo
de accién superior o una mayor acumulacién del
producto, en relaciéon con el compuesto original.
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Se ha comprobado en numerosos estudios la
habilidad de bacterias nativas o aisladas de otras
fuentes, para degradar DDT en suelo mediante
protocolos de bioestimulo, adiciéon de surfactantes
e incluso mediante procesos de atenuacion natural.
Es importante considerar en este tipo de estudios, la
presencia de metabolitos toxicos o méviles del DDT
presentes en el suelo, posterior a la aplicacion. En
los ultimos diez afios se ha aumentado el nimero
de investigaciones realizadas sobre biorremediacion
de suelos y sedimentos contaminados con DDT,
desde la perspectiva de ciencias ambientales, sobre
estimulacion de microorganismos nativos con co-
sustratos, sistemas de oxidacién, microextraccidon
en fase solida para aumentar la biodisponibilidad y
aplicacion de enzimas ligninoliticas de hongos. Las
perspectivas futuras sobre estudios de degradacion
de DDT, deben enfocarse en mineralizacidon
de este contaminante, lo cual es importante en
biorremediacién ya que indica que el proceso de
degradacion del contaminado, ha producido un
compuesto no téxico (CO2), y ha sido completa.
Debe realizarse entonces mas investigacion in situ y
ex situ para promover la biorremediacién como una
opcidn viable de tratamiento.
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