Rev. Int. Contam. Ambie. 37, 553-564, 2021
https://doi.org/10.20937/RICA.53889

BIODEGRADACION DE PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y ORGANOCLORADOS POR
Candida tropicalis Y Stenotrophomonas maltophilia EN MICROCOSMOS DEL SUELO

Biodegradation of organophosphate and organochlorine pesticides by
Candida tropicalis and Stenotrophomonas maltophilia in soil microcosms

José Leonardo HERNANDEZ CASTELLANOS!, Rodrigo CUERVO GONZALEZ!,
José Luis MONTANEZ SOTO?, Nancy Deyanira HERNANDEZ CASTELLANOS?,
Miguel Alberto PEREZ VARGAS?, Alejandro CRUZ HERNANDEZ? y
Leandro CHAIRES MARTINEZ?*

!Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias, region Poza Rica-Tuxpan, Universidad Veracruzana, km
7.5 carretera Tuxpan-Tampico, Col. Universitaria, 92850 Tuxpan, Veracruz, México.

2 Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional del Instituto Politécnico Na-
cional, Justo Sierra 28, Col. Centro. 59510 Jiquilpan, Michoacan, México.

3 Centro de Investigacién en Alimentos y Ambiental, Tecnolégico Nacional de México/Instituto Tecnologico
Superior de Alamo Temapache, km 6.5 carretera Potrero del Llano-Tuxpan, Col. Xoyotitla, 92750 Alamo
Temapache, Veracruz. México.

* Autor para correspondencia; leandro.cm@alamo.tecnm.mx

(Recibido: febrero de 2020; aceptado: enero de 2021)

Palabras clave: biodegradacion, organofosforados, organoclorados, Candida tropicalis, Stenotrophomonas
maltophilia

RESUMEN

En México se han utilizado plaguicidas organofosforados y organoclorados que, debi-
do a su persistencia en el ambiente, han causado efectos adversos sobre ecosistemas,
cadenas troficas y salud humana. Por tanto, es importante establecer protocolos de
remediacion en los sitios contaminados con este tipo de compuestos. En la presente
investigacion se utilizaron Candida tropicalis y Stenotrophomonas maltophilia en mi-
crocosmos del suelo para la biodegradacion de malation, paration, clorpirifos, aldrin y
lindano. Adicionalmente, se determinaron los parametros 6ptimos de crecimiento para
ambos microorganismos. La concentracion inicial de plaguicidas fue de 130 mg/kg. C.
tropicalis degrad6 en un valor alto el malation (98.32 %) seguido de lindano (81.01 %)
y clorpirifos (74.23 %), en tanto que S. maltophilia degradd el malation (98.23 %),
aldrin (80.17 %) y lindano (75.85 %). En cuanto a las condiciones de cultivo para
la produccion de altas densidades celulares a nivel biorreactor, se obtuvo un valor
alto de biomasa (132 g/L) para C. tropicalis a 36 °C, 140 rpm, pH 5 y una aireacion
de 2 vvm. En el caso de S. maltophilia, 1a biomasa fue menor respecto a la levadura
(54 g/L) en las mejores condiciones de cultivo (28 °C, 70 rpm, pH 5 y una aireacion
de 2 vvm). El presente trabajo evidencio6 por primera vez que la levadura C. tropicalis
tiene la capacidad de degradar algunos plaguicidas organofosforados y organoclorados,
y, debido a su facil manejo en medio liquido, se propone como agente biologico para
la remediacion de suelos potencialmente contaminados con plaguicidas.
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ABSTRACT

For decades, organophosphate and organochlorine pesticides have been used in
Mexico. Due to their persistence in the environment, they have caused damage to
various ecosystems, accumulation in trophic chains and affectations to human health.
Therefore, it is important to establish remediation protocols at contaminated sites with
this type of compounds. In this report, the yeast Candida tropicalis and the bacterium
Stenotrophomonas maltophilia were used in soil microcosms for degrading malathion,
parathion, chlorpyrifos, aldrin, and lindane. Additionally, optimal growth parameters
for both microorganisms at bioreactor level were determined. The initial concentration
of pesticides was 130 mg/kg in 10 g of soil. The highest degradation by C. tropicalis
was obtained for malathion (98.32 %) followed by lindane (81.01 %), and chlorpyrifos
(74.23 %), while S. maltophilia degraded malathion (98.23 %), aldrin (80.17 %), and
lindane (75.85 %). Regarding culture conditions for producing high cell densities at
bioreactor level, a high biomass value (132 g/L) was obtained for C. tropicalis at 36 °C,
140 rpm, pH 5 and an air intake of 2 vvm. In the case of S. maltophilia, a lower value
(54 g/L) was obtained under the best culture conditions (28 °C, 70 rpm, pH 5 and 2 vvm).
The present work showed for the first time that C. tropicalis is capable of degrading
some organophosphate and organochlorine pesticides, and due to its easy handling in
liquid culture, it is proposed as a biological agent that can be used in the remediation
of potentially pesticide-contaminated soils.

INTRODUCCION

Los plaguicidas han sido importantes para la
agricultura, ya que han permitido prevenir y controlar
plagas, enfermedades y malezas, incrementando asi
la productividad y la calidad de los cultivos para la
alimentacion humana. Sin embargo, el uso continuo
e irracional de estos productos agroquimicos ha
originado preocupacion sobre su potencial efecto
negativo en la salud publica y el ambiente. Por lo
anterior, los estudios en este campo se han dirigido
a limitar su aplicacion, a disefiar nuevos agroquimi-
cos amigables con los seres vivos y/o a desarrollar
estrategias efectivas para remover los plaguicidas
persistentes del suelo y cuerpos de agua (Damalas y
Eleftherohorinos 2011).

Los plaguicidas organoclorados (POC) pertenecen
al grupo de los contaminantes organicos persistentes,
y su alta estabilidad quimica los hace recalcitrantes
para su transformacion bidtica y abiotica. Estos
compuestos se acumulan facilmente en plantas y ani-
males. Por su parte, los plaguicidas organofosforados
(POF) presentan toxicidad aguda y se consideran
también un problema grave para la salud publica y
el ambiente (Hassaan y el-Nemr 2020). Los POC se
han usado en México por largo tiempo. De 1974 a
1991, cerca de 60 000 t de estos productos fueron
liberados al ambiente (Lopez-Carrillo et al. 1996) y
no fue hasta el periodo 2000-2003 cuando se prohibid
eluso de DDTy clordano (CCA 2003a, b). A pesar de
estas medidas, se han determinado concentraciones
mas altas de los limites permisibles en diferentes

matrices de suelo, agua, aire e inclusive en sangre de
individuos que ha tenido contacto con ellos (Wong
et al. 2008).

En una revision de las estadisticas actuales del
uso de plaguicidas en México, Garcia et al. (2018)
reportaron que existe poca informacion al respecto,
la cual se ha obtenido a partir de reportes de ventas,
conteo de envases vacios y/o entrevistas. Los mismos
autores encontraron que en las principales regiones
agricolas del pais se utilizan plaguicidas altamente
peligrosos como el paration metilico, malation, me-
tamidofos, clorpirifos, monocrotofos, carbofuran,
metomilo, mancozeb, clorotalonil, dimetoato, carba-
rilo, fosfuro de aluminio, imidacloprid, cipermetrina,
lambda cialotrina y endosulfan.

La biorremediacion como técnica de desconta-
minacion tiene muchas ventajas en comparacion con
técnicas fisicas y quimicas convencionales. Estas
ventajas incluyen el mantenimiento del equilibrio eco-
logico y bajo costo operativo (Iheanacho et al. 2014).
Entre los microorganismos que se han evaluado para la
biorremediacion de diferentes plaguicidas se incluyen
bacterias y hongos filamentosos; sin embargo, no se
ha estudiado la capacidad de degradar plaguicidas de
especies de levaduras unicelulares como los géneros
Candida, Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, en-
tre otras, aun conociendo que estas cepas han tenido
éxito en la degradacion de hidrocarburos del petroleo
y que se ha evidenciado su potencial metabolico ante
diversos xenobidticos (Csutak et al. 2010).

En los procesos de biorremediacion, la actividad
de los microorganismos puede verse afectada por
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diversos factores ambientales, de manera que la efi-
ciencia en la degradacion de plaguicidas puede variar
de un area ecoldgica a otra y de una cepa a otra dentro
de una misma especie. Por esto resulta importante
buscar y estudiar nuevas especies que representen
una aplicacion potencial en la practica. En la tltima
década se aislaron numerosos microorganismos que
tienen la capacidad de degradar plaguicidas y se ha
sugerido que los hongos y algunas levaduras son gru-
pos promisorios en la transformacion de compuestos
recalcitrantes (Harms et al. 2017).

Las levaduras han representado una fuente de
biomasa econdémica y facilmente disponible en
varias aplicaciones, ya que pueden cultivarse en
medios sencillos y obtenerse en altas densidades
celulares (Ertugrul et al. 2009). Se ha demostrado
que la levadura unicelular Candida tropicalis tiene
potencial para la remocion de hidrocarburos, colo-
rantes y otros contaminantes (Li et al. 2015, Yasmin
et al. 2020). Recientemente se reportd su capacidad
para degradar clorpirifos etil (Chaires-Martinez et al.
2018); sin embargo, en dicho estudio se llevo a cabo
el seguimiento de la degradacion del plaguicida me-
diante cromatografia en capa fina y no se cuantificé
el porcentaje de degradacion.

Derivado de lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue determinar el potencial de biodegradacion
de plaguicidas organofosforados (malation, paration
y clorpirifos etil) y organoclorados (aldrin y lindano)
de la levadura Candida tropicalis en comparacion
con Stenotrophomonas maltophilia, una bacteria
reportada con esta capacidad.

MATERIALES Y METODOS

Instrumentos y reactivos

Placa de calentamiento y agitacion controlada
de Banster/Thermolyne (EUA); espectrofotdmetro
Aquarius CE7200 de Cecil (Reino Unido); croma-
tografo de liquidos de alta resolucion HPLC ProStar
325 LC con detector de luz ultravioleta y columna
Pursuit 5 C-18 (150 x 4.6 mm 1.8 p) de Varian (EUA);
autoclave 406-80 de Felisa (México); incubadora
211DS de Labnet (EUA); centrifuga Z326 de Hermle
(Alemania); biorreactor de tanque agitado Xplora de
Adaptive Biosystems (Reino Unido); medidor de pH
CD 100 de WPA (Reino Unido); vortex MX-S de
Scilogex (EUA); balanza analitica AR1140 de Ohaus
(México); estandares de plaguicidas grado analitico
de alta pureza (> 99 %) (clorpirifos, malation, metil
paration, aldrin y lindano) de ChemService (EUA);
discos de nailon de 0.45 pum, peptona, dextrosa,

fructosa, hexano, acetonitrilo HPLC y agua miliQ
de Sigma (EUA).

Material biolégico

Se trabajo con la levadura Candida tropicalis y
la bacteria Stenotrophomonas maltophilia, las cuales
fueron aisladas a partir de un suelo contaminado
con hidrocarburos e identificadas taxondmicamente
mediante el servicio de identificacion molecular del
Centro de Biotecnologia Gendémica del Instituto
Politécnico Nacional. Ambas cepas se mantuvieron
refrigeradas a 4 °C en medio de peptona/glucosa
(Reyes et al. 2016).

Suelo

Para la construccion de los microcosmos se utilizo
suelo de la marca comercial Nutrigarden de Sulfa-
tos y Derivados (México). La textura del suelo fue
franca arenosa con un contenido de 20 % de materia
organica. El suelo se seco a 40 °C y posteriormente
se paso a través de un tamiz de 2 mm antes de usarse
en los microcosmos.

Determinacion de parametros optimos de creci-
miento

Con el objetivo de determinar las condiciones
optimas de crecimiento de C. tropicalis y S. malto-
philia se realizaron corridas en un biorreactor con
jarra de vidrio de 10 L y volumen de trabajo de 7 L.
En el biorreactor se utilizé6 un medio esterilizado a
121 °Cy se controlaron la aireacion (de 1 a2 vvm), la
temperatura (24 236 °C), el pH (4 a 5) y la velocidad
de agitacion (70-280 rpm). El biorreactor se inoculd
con una biomasa inicial de 0.08 g/L obtenida de
crecimiento previo en matraces de 125 mL. En cada
corrida se recolectaron muestras de 30 mL cada 2 h
para analizar la biomasa por peso seco.

Preparacion de los microcosmos del suelo

Para reactivar el crecimiento de C. tropicalis a
partir de cultivos en cajas de Petri, la levadura se ino-
culd en 200 mL de un medio de peptona y dextrosa.
Enel caso de S. maltophilia la cepa se inoculd en 200
mL de este mismo medio. Cada medio inoculado se
incubo a 30 °C, 120 rpm durante 24 h, hasta alcanzar
una densidad optica de 0.9 (5.14 g/L para C. tropicalis
y 6.3 g/L para S. maltophilia) para su uso posterior
en los ensayos. Para la preparacion de los microcos-
mos el suelo se esterilizd previamente en autoclave
a 15 psi y 121 °C durante 20 min. Posteriormente
se colocaron 10 g de suelo en botes de aluminio y
de manera individual se adicionaron los plaguicidas
malation, clorpirifos, metil paration, aldrin y linda-
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no a una concentracion de 130 mg/kg. Se llevaron
a cabo tres ensayos de biorremediacidon con cinco
repeticiones para cada plaguicida. El primer ensayo
correspondi6 a la inoculacion con 10 mL de levadura
C. tropicalis, el segundo con inoculacion de 10 mL de
S. maltophilia y el Gltimo se prepar6 con un indculo
combinado de C. tropicalis y S. maltophilia (5 mL
de cada cepa). Cada microcosmos se re-inoculd cada
tercer dia durante 30 dias. Se prepararon dos controles
para cada plaguicida analizado, ambos con 10 g de
suelo esterilizado y adicionados con el plaguicida
correspondiente. El primer control se procesd a un
dia del arranque de los ensayos y el segundo control
a los 30 dias para verificar la degradacion abidtica
en las condiciones de temperatura ambiente y mi-
crocosmos abiertos en las que se mantuvieron todos
los experimentos.

Determinacion de la remocion de plaguicidas
Una vez terminado el periodo de tratamiento, cada
microcosmos se traspas6 a matraces de 125 mL, se
extrajeron los plaguicidas con 20 mL de hexano y se
agitaron en una agitadora orbital durante 24 h a 120
rpmy 25 °C. Posteriormente se recupero la fase orga-
nica por decantacion y filtracion en papel Whatman
num. 1. El disolvente fue eliminado por evaporacion
y se adicionaron 15 mL de acetonitrilo grado HPLC
para resuspender los plaguicidas. Finalmente, se
filtr6 por medio de discos de nylon con apertura de
malla de 22 pm y el filtrado se almacend en viales
de vidrio para su posterior analisis por cromatogra-
fia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Para el
analisis cromatografico se utiliz6 una fase movil
de acetonitrilo/agua (90:10 v/v) con un flujo de 1.0
mL/min. Se inyectaron 20 pL de cada plaguicida a
una concentracion conocida para conocer su tiempo
de retencion y calcular el drea bajo la curva del pico
cromatografico. Posteriormente se inyectaron las
muestras de cada ensayo y el porcentaje de degrada-
cion (%D) se calculd mediante la siguiente expresion:

%D = (Ast-Ap)/Ast X 100 (1)

donde Ap es el valor del area bajo la curva del pico
cromatografico del plaguicida tratado experimental-
mente y Ast es el valor del area bajo la curva del pico
cromatografico del plaguicida usado como estandar
e inyectado a una concentracion conocida (Mayee y
Jabez 2020).

Analisis estadistico de resultados
Se verificaron el nivel de significancia estadistica,
las medias y la desviacion estandar de los trata-

mientos y sus réplicas. Asimismo, se analizaron los
resultados con la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
para verificar la distribucion normal y se realizaron un
analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de compa-
racion multiple de los tratamientos pos hoc (Tukey)
mediante el uso del programa estadistico R v. 3.1.2.

RESULTADOS

Determinacion de parametros éptimos de creci-
miento

El control de la temperatura, la agitacion, el
pH y el flujo volumétrico de aire en las corridas
experimentales contribuyeron a promover mayor
produccion de biomasa en los cultivos. En primera
instancia se propuso mantener el sistema agitando a
una velocidad baja (70 rpm) y pH de 7 para evidenciar
el efecto de la temperatura. En la figura 1 se observa
el efecto de la temperatura. A 36 y 28 °C las cepas
de C. tropicalis y S. maltophilia, respectivamente,
crecieron optimamente (P < 0.05). Los valores de
biomasa determinados fueron de 8.05 y 26.69 g/L,
respectivamente. Para el segundo set de corridas, se
vario la agitacion desde 70 hasta 210 rpmapH 7y
los valores de temperatura 6ptima determinados ante-
riormente para cada microorganismo. En la figura 2
se observa que C. tropicalis aument6 su produccion
de biomasa en un 33 % a 140 rpm hasta alcanzar
los 10.74 g/L, en tanto que velocidades de agitacion
superiores a 70 rpm afectaron significativamente (P
< 0.05) el crecimiento de S. maltophilia. Cuando se
vari6 el pH durante la fermentacion, ambas cepas
crecieron mejor a pH controlado de 5 durante toda la
fermentacion, lograndose incrementar la produccion
de biomasa en 23 y 30 %, respectivamente (Fig. 3).
Finalmente, la variacion en la aireacion mostrd que
a un flujo volumétrico de aire de 2 vvm se obtienen
los mejores resultados y se incrementaron significa-
tivamente (P < 0.05) los valores de produccion de
biomasa, teniéndose que C. tropicalis alcanz6 los
132 g/l y S. maltophilia 53.6 g/L (Fig. 4).

Remocion de plaguicidas

Se demostro la capacidad de remocion de mala-
tion, clorpirifos, paration, aldrin y lindano por la
levadura C. tropicalis y la bacteria S. maltophilia
(Fig. 5). En el caso de malation no hubo diferencias
significativas (P < 0.05) entre la actividad de ambas
especies, pero si con relacion al consorcio. Los valo-
res de remocion de ambas cepas fueron mayores a 98
%. Para clorpirifos, el tratamiento con C. tropicalis
present6 una degradacion significativamente mayor
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Fig. 1. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la
levadura Candida tropicalis (CT) y la bacteria Stenotro-
phomonas maltophilia (ST). A-C/a-d: letras diferentes en
cada curva de biomasa denotan diferencias estadistica-
mente significativas (P < 0.05).
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Fig. 2. Efecto de la agitacion sobre el crecimiento de la levadura
Candida tropicalis (CT) y la bacteria Stenotrophomonas
maltophilia (ST). A-C/a-b: letras diferentes en cada
curva de biomasa denotan diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05).

(P <0.05) del plaguicida (74.23 %). En el caso del
metil paration, el mayor porcentaje de degradacion (P
< 0.05) ocurrié con S. maltophilia (63.23 %). En la
degradacion de aldrin el analisis estadistico muestra
diferencias significativas (P < 0.05), observandose
que el consorcio C. tropicalis/S. maltophilia logro
una mayor degradacion del plaguicida (87.03 %)
y que de ambas cepas, S. maltophilia obtuvo los
mejores resultados (80.17 %). En los microcosmos
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Fig. 3. Efecto del pH sobre el crecimiento de la levadura Can-
dida tropicalis (CT) y la bacteria Stenotrophomonas
maltophilia (ST). A-C/a-b: letras diferentes en cada
curva de biomasa denotan diferencias estadisticamente

significativas (P < 0.05).
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Fig. 4. Efecto de la aireacion sobre el crecimiento de la levadura
Candida tropicalis (CT) y la bacteria Stenotrophomonas
maltophilia (ST). A-B/a-c: letras diferentes en cada
curva de biomasa denotan diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05).

contaminados con lindano, los resultados indican
que la mayor degradacion del plaguicida (81.01 %)
se observo con el tratamiento con C. tropicalis (P <
0.05). En el cuadro I se muestran los resultados del
rendimiento de extraccidén de cada plaguicida y el
porcentaje de degradacion abidtica. El rendimiento
de extraccion fue variable, siendo el lindano (97 %),
el plaguicida que se recuperd casi en su totalidad. En
cuanto a la degradacién abidtica, el clorpirifos etil
(9.95 %) presentd el valor significativamente mas
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Fig. 5. Porcentajes de remocion de plaguicidas mediante Can-
dida tropicalis (CT), Stenotrophomonas maltophilia
(ST) y un consorcio de ambas cepas (CT/ST). a-c: letras
diferentes para la comparacion por plaguicida denotan
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).

CUADRO 1. RENDIMIENTO DE EXTRACCION DE CADA
PLAGUICIDA EN LOS MICROCOSMOS Y
PORCENTAJE DE DEGRADACION ABIOTI-
CA EN LOS CONTROLES EXPERIMENTA-

LES.

Plaguicida Rendimiento Degradacion

de extraccion abiotica (%)
Valor teorico* 100 £ 0.0 0.0 £ 0.0a
Malation 42 + 5.1 6.33 + 2.5b
Paration metilico 60 + 2.8 1.71 = 0.5a
Clorpirifos etil 56 £ 7.2 9.95 + 3.8d
Aldrin 41 + 84 747 + 2.8¢
Lindano 97 £ 1.2 1.16 = 1.1a

*La concentracion inicial de cada plaguicida en los microcos-
mos fue de 130 mg/kg. Los valores que siguen a los promedios
(£) representan la desviacion estandar. a-d: letras diferentes en
la degradacion abiotica denotan diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05).

alto (P < 0.05), seguido del malation (6.33 %). No
se presentd degradacion abidtica significativa para
el paration metilico y el lindano.

DISCUSION

Parametros optimos de crecimiento
Un factor de éxito en la técnica de biorremedia-
cion por bioaumentacion de biomasa microbiana

es la obtencidn previa de una alta densidad celular
que permita generar un proyecto costeable para su
aplicacion a el area que se desea remediar (Bhalerao
2012). Para obtener altas densidades celulares se
puede recurrir al control operacional de las condi-
ciones fisicas y quimicas de las fermentaciones, al
control de los requerimientos nutricionales de las
cepas en estudio y/o a la manipulaciéon genética de
los microorganismos.

En este sentido, en el presente trabajo solo se eva-
luaron las condiciones de operacion del biorreactor
para alcanzar las condiciones 6ptimas de crecimiento
de S. maltophiliay C. tropicalis a nivel de laboratorio,
utilizando como fuente de carbono un azucar simple
y peptona como fuente de nitrogeno. El efecto del
control de cada parametro sobre la biomasa producida
por ambas cepas es notorio (Figs. 1-4). En el caso
de C. tropicalis, se habia reportado una temperatura
optima de crecimiento de 32 °C a pH de 7 (Chang et
al. 1998). Otros autores, como Basak et al. (2013),
encontraron una temperatura 6ptima de 30 °C a pH
de 6 y 150 rpm en ensayos para la degradacion de
4-clorofenol. Aunque no se ha probado el efecto de la
aireacion sobre el crecimiento de C. tropicalis, si se
ha reportado su actividad en fermentadores aireados
con 0.325 vvm (Guneser et al. 2016). Chandran y Das
(2012) reportaron valores de produccion de biomasa
de 3.5 g/l a 35 °C y pH 5 con dichos parametros de
cultivo, mientras que Mohamad et al. (2013) repor-
taron 12 g/L.

Para el caso de S. maltophilia, Vazquez et al.
(2005) obtuvieron valores bajos de biomasa (2.4 g/L)
al inocular en caldo nutritivo a 24 °C y 240 rpm, en
tanto que Oves et al. (2013) y Tebyanian et al. (2013)
obtuvieron valores de 4 a 6 g/L al controlar diferentes
parametros de pH (2-12), temperatura (30-37 °C) y
agitacion (120-180 rpm).

En la figura 3 se observa que en condiciones de
agitacion mayores a 70 rpm se afecta negativamente
la produccion de S. maltophilia. A pesar de que la
agitacion es importante para la adecuada mezcla y
promocion de una buena transferencia de masa y
calor, las condiciones de una agitacion elevada pue-
den afectar negativamente el crecimiento de algunos
microorganismos debido a la generacion de fuerzas
de corte que alteran la morfologia, variaciones en ta-
mafio y dafos celulares (Atkinson y Mavituna 1985).
En la figura 4 se muestra el papel detonante de la
aireacion en el incremento de la biomasa en el cultivo,
sobre todo en el caso de C. tropicalis. En conjunto
con la agitacion, la aireacion normalmente satisface
la demanda de oxigeno en un proceso de fermenta-
cion. La aireacion es benéfica para el crecimiento
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y desempefio de las células microbianas mediante
el incremento de las condiciones de transferencia
de masa respecto al sustrato, producto y oxigeno
(Atkinson y Mavituna 1985).

En el presente trabajo se obtuvieron los valores
mas altos de biomasa reportados en la literatura para
C. tropicalis y S. maltophilia, elemento importante
en la optimizacién de la produccion de biomasa en
biorreactores y en consecuencia en la estimacion de
costos de produccion para el desarrollo de protocolos
de biorremediacion de sitios potencialmente contami-
nados. La eficiencia en la produccion de biomasa no
solo depende de las variaciones genéticas entre cepas
microbianas aisladas en diferentes condiciones cli-
maticas, sino también depende del control 6ptimo de
los parametros de cultivo, que permitan obtener altas
densidades celulares; Knoll et al. (2007) demostraron
que en condiciones de presurizacion en un biorreactor
de tanque agitado se pueden obtener densidades ce-
lulares muy altas para las bacterias Corynebacterium
glutamicun (226 g/L) y Escherichia coli (110 g/L),y
para las levaduras Arxula adeninivorans (225 g/L)y
Saccharomyces cerevisiae (89 g/L).

Remocion de plaguicidas

A pesar de que los plaguicidas desempefian un pa-
pel importante en la agricultura, muchos de ellos son
recalcitrantes a la biodegradacion. Su uso extensivo
y los inevitables desechos toxicos que generan han
agravado el problema de la contaminacioén ambiental.
Actualmente, los POF son los plaguicidas de mayor
uso y aceptacion comercial en todo el mundo, siendo
el paration metilico, clorpirifos, malation, diazinon,
diclorvos, fenitrotion y fosmet los que encabezan la
lista de los mas consumidos y de mayor toxicidad
(Katikala et al. 2021).

En los estudios de biodegradacion se ha explorado
la diversidad microbiana, en particular la procedente
de sitios contaminados con diversos compuestos xe-
nobidticos, en la busqueda de bacterias indigenas que
puedan ser versatiles para la degradacion de una gran
variedad de contaminantes (Stroud et al. 2007). Al
respecto, el presente trabajo demuestra por primera
vez que la levadura C. tropicalis posee la capacidad
de degradar algunos POF y POC, y reporta su acti-
vidad eficiente en comparacion con una bacteria con
capacidades de degradacion de plaguicidas.

Con la finalidad de evidenciar la biodegradacion
por parte de las cepas en estudio, sin contar con la
determinacion de productos finales de degradacion en
los ensayos, se propuso establecer dos tratamientos
control que mostraran los valores de degradacion
abidtica de cada plaguicida. El primer control ayudo

a determinar la maxima concentracion de plaguicida
que se podia extraer de la matriz del microcosmos,
y el segundo dio informacion sobre el porcentaje de
degradacion abidtica (Cuadro I). En este sentido, los
porcentajes de degradacion abiotica se encuentran
por debajo del 10 % en los microcosmos estudiados.

Algunos reportes mencionan que el malation tie-
ne baja persistencia en aire, suelo, y agua (Newhart
2006, Tchounwou et al. 2015), asi como nula vola-
tilizacion (constante de la Ley de Henry en 4.9 X
10~ atm m>*/mol), pero su vida media varia segun
las condiciones ambientales. Reed y Rubin (2014)
reportaron la biodegradacion en suelo entre dos y
siete dias, y Poomagal et al. (2021) que en ciertas
condiciones de pH y contenido de materia organica,
el malation puede persistir en el suelo con una vida
media de varios afios, siendo la hidrélisis y fotolisis
los mecanismos abidticos que promueven su degra-
dacioén. El malation se ha utilizado para el control de
mosquitos y una gran variedad de insectos que atacan
a frutas, vegetales, plantas de ornato y arbustos, y
se ha reportado una gran cantidad de estudios sobre
su degradacion mediante diversos microorganismos
(Goda et al. 2010). Candida tropicalis degrado el
malation casi al 100 % en los microcosmos; lo mismo
se reporto para S. maltophilia, cuyo resultado fue con-
trario a lo reportado por Deng et al. (2015), quienes
con una cepa denominada Stenotrophomonas sp. G1
concluyeron la incapacidad de degradar malatién a
una concentracion de 50 mg/L en medio liquido. Mu-
chos de los ensayos de degradacion de plaguicidas se
efectian a nivel matraz en medio liquido, y son pocos
los que se ralizan en microcosmos del suelo. Upegui
et al. (2011) demostraron una degradacion del 85 %
en matrices de suelo usando un consorcio microbiano
cuya diferencia respecto al presente trabajo radica en
el tiempo de tratamiento (cinco dias). Se ha repor-
tado que la ruta predominante en la degradacion del
malation implica la generacion de metabolitos hasta
llegar a la produccion de fosfatos, y que el proceso de
degradacion de POF se efectia mediante esterasas y
oxidorreductasas (Singh et al. 2013), lo cual sugiere
que C. tropicalis y S. maltophilia pudieran degradar
al malation por medio de este tipo de enzimas.

El clorpirifos es un plaguicida efectivo contra
un amplio espectro de insectos que afectan cultivos
econdmicamente importantes. Se ha reportado que
la vida media del clorpirifos en suelo es de 60 a 120
dias, pero puede variar hasta cuatro afios dependiendo
de la tasa de aplicacion, el tipo de suelo, el clima y
otras condiciones (Gebremariam et al. 2012). Se ha
obtenido la degradacion de clorpirifos con especies
de los géneros Flavobacterium, Arthrobacter, Ente-
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robacter, Klebsiella, Sphingomonas y Stenotropho-
monas (John y Shaike 2015). La literatura destaca
investigaciones con hongos capaces de degradar
clorpirifos; tal es el caso de Chen et al. (2012),
quienes reportaron una nueva especie identificada
como Cladosporium cladosporioides capaz de de-
gradar 50 mg/L en cinco dias de tratamiento, la cual
puede tolerar hasta 500 mg/L en cultivos en medio
liquido. Otros hongos reportados con esta capacidad
son cepas de Acremonium, Aspergillus, Fusarium,
Mucor, Penicillium y Trichoderma (John y Shaike
2015). La importancia de la levadura C. tropicalis
(evaluada en el presente proyecto) destaca sobre la
lista anterior, ya que es unicelular, no produce esporas
y el manejo del cultivo a nivel de biorreactor presenta
mayor facilidad.

El paration, mejor conocido como paration me-
tilico, es un insecticida muy utilizado atn a nivel
mundial, a pesar de que su remocidon de ambientes
contaminados presenta gran dificultad y durante su
extraccion fisica y quimica pueden detectarse pro-
ductos secundarios atin mas toxicos (Wu et al. 2019).
La degradacion del paration metilico depende del
tipo de suelo, humedad, pH y concentracion inicial
vertida; se ha reportado una vida media de 1 a 240
dias (Singh et al. 2003) y en casos donde en que han
derramado altas concentraciones, la degradacion
puede tardar varios afios (Sharma 2015). Por tanto,
se han buscado opciones bioldgicas para su remo-
cion, siendo mas estudiadas las bacterias del género
Bacillus, Pseudomonas y Alcaligenes (Geed et al.
2019). La literatura es limitada para aplicaciones de
remediacidn de suelos y en este sentido la propuesta
de utilizar C. tropicalis e inclusive S. maltophilia a
nivel de microcosmos es novedosa. Autores como
Zhongli et al. (2001) reportaron que la degradacion
de paration empleando S. maltophilia estd mediada
por enzimas del tipo de las hidrolasas, denominadas
MPH, y se ha demostrado que dichas enzimas tienen
preferencia por el paratiéon metilico como sustrato
principal. También se ha reportado que estas enzimas
participan en la degradacién de clorpirifos y no se
descarta su presencia en la levadura C. tropicalis.

Por otro lado, los POC se han caracterizado por
ser plaguicidas con una alta dificultad de degradacion
debido a que su estabilidad quimica es muy alta. La
vida promedio de estos plaguicidas supera los 10
afnos (Sun et al. 2005). De acuerdo con la investiga-
cion documental de Garcia et al. (2018), existe poca
informacién publicada sobre los patrones de uso de
POC en los estados agricolas de México. En uno de
los escasos reportes al respecto se registrd que en el
estado de Nayarit (2007-2008) se usaron dicofol y

endosulfan. De acuerdo con el catdlogo de plagui-
cidas usados en México (Bejarano et al. 2017), el
DDT esté reservado para la Secretaria de Salud y en
sentido estricto su registro no estd cancelado ni se ha
prohibido su uso en nuestro pais. El endosulfan y el
lindano, de cuyo uso se tiene registro hasta 2016, se
encuentran en el mismo caso.

A nivel mundial, el uso excesivo de POC en dé-
cadas pasadas provoco dafos a las tierras de cultivo
y provocd casos graves de contaminacion. Estos
plaguicidas se han dispersado a través de suelo, agua
y aire, y en la actualidad se ha detectado su presencia
en alimentos para consumo humano. Otro problema
generado es la acumulacion de sus residuos y metabo-
litos a niveles inaceptables. Por ello, uno de los plan-
teamientos para el establecimiento de un desarrollo
sostenible es la remediacion de suelos contaminados
con el objetivo de proteger los ecosistemas naturales
y la salud humana (Cheng et al. 2016). En el presente
trabajo se abord¢d el estudio de biodegradacion del
aldrin y el lindano y se observé que el consorcio de
Candida tropicalis y Stenotrophomonas maltophilia
presentd los valores mas altos de biodegradacion
del aldrin. En otro trabajo, Bandala et al. (2006)
reportaron degradacion del aldrin de 94 % usando
Pseudomonas fluorescens a una concentracion de
10 mg/L (menor a la del presente trabajo) en medio
liquido. El aldrin posee estabilidad quimica y baja
solubilidad en agua, por lo cual es persistente en el
suelo y sedimentos, con una vida media de uno o mas
afnos (Purnomo 2017).

El uso del lindano se ha prohibido en la mayoria
de los paises y se incluy6 en la lista de la Convencion
de Estocolmo de contaminantes organicos persisten-
tes junto con otros 22 compuestos organoclorados
(Vijgen et al. 2011). Sin embargo, en afios anterio-
res, millones de toneladas se liberaron al ambiente
principalmente mediante practicas agricolas, por lo
cual su presencia se ha detectado con frecuencia en
el ambiente y en las cadenas troficas (Kumar y Pannu
2018). En suelos y sedimentos, el lindano puede ser
degradado por microorganismos, pero se ha reportado
que el principal mecanismo es la volatilizacion. Su
vida media en suelos tratados se estima en 120 dias
(Bintein y Devillers 1996).

Algunos autores han reportado la biodegrada-
cidon de lindano con especies como Clostridium
sphenoides (Heritage y MacRae 1977), Pandoraea
sp. (Okeke et al. 2002) y Pseudomonas sp. (Nawab
et al. 2003). Pocos trabajos han abordado el uso de
hongos para remover lindano. Guillén-Jiménez et al.
(2012) investigaron la actividad de Fusarium vertici-
llioides y Rigas et al. (2005) la del hongo comestible
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Pleurotus ostreatus. No se encontraron reportes para
levaduras. Comparando los resultados de Candida
tropicalis con otros microorganismos, los porcentajes
de remocion de lindano son superiores a lo reportado
por Krishna y Philip (2008), quienes observaron
un 62 % de degradacion de este contaminante (50
mg/L) a los 64 dias de tratamiento con un aislado
bacteriano, y a lo observado por Anupama y Sangeeta
(2010), quienes obtuvieron una degradacion del 65.7
% utilizando Azotobacter chroococcum. Algunos
microorganismos tienen la capacidad de degradar
lindano de manera eficiente en condiciones aerobias
y anaerobias, siendo la mineralizacion completa en
aerobiosis. Las principales reacciones involucradas
en la biodegradacion de lindano son la deshidroge-
nacion, decloracion, hidroxilacion, deshidrocloracion
y mineralizacion (Cuozzo et al. 2017).

Como se demostro en las secciones anteriores, el
presente trabajo es el primero en reportar el uso de
una levadura unicelular del género Candida para la
degradacion de clorpirifos, paration, malation, aldrin
y lindano. Asimismo, se muestra por primera vez la
degradacion de plaguicidas en microcosmos del suelo
en concentraciones hasta cinco veces mas altas que
las reportadas en la literatura en ensayos en medio
liquido. Seria importante determinar el estudio de las
enzimas implicadas en la degradacion de plaguicidas,
asi como los productos de degradacion. En México
hay pocos estudios sobre la distribucion de plaguici-
das en ecosistemas acuaticos como cuerpos de agua
superficiales y subterraneos, asi como en ecosistemas
terrestres a lo largo del pais. Sin embargo, se podrian
implementar protocolos para la biorremediacion de
ecosistemas en los cuales las cepas estudiadas en
el presente trabajo podrian desempefiar un papel
importante en la descontaminacion de dichos sitios.

CONCLUSIONES

Candida tropicalis y Stenotrophomonas malto-
philia son microorganismos con altos porcentajes
de biodegradacion de malation, seguido de lindano
y clorpirifos y, debido a su naturaleza bidtica, son
una alternativa a los productos quimicos empleados
en biorremediacion. El consorcio solo supero a las
cepas individuales en la biodegradacion de aldrin. En
cuanto al manejo de las cepas en cultivo en tanque
agitado, se recomienda el uso de C. tropicalis debido
a la alta densidad celular alcanzada (hasta 132 g/L).
La presente investigacion contribuye al estableci-
miento de estrategias para la remediacion de suelos
contaminados con plaguicidas organoclorados y

organofosforados, y a su vez amplia el conocimiento
de sobre aplicaciéon de microorganismos como C.
tropicalis y S. maltophilia para la degradacion de
dichos plaguicidas.
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