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RESUMEN

La biorremediacion involucra el uso de microorganismos para degradar contaminantes
organicos presentes en el ambiente, transformandolos en compuestos mas simples y de
menor peligrosidad, inclusive inocuos. Esta investigacion de descontaminacion tiene una
amplia aceptacion publica y puede llevarse a cabo en el sitio. Comparado con otros métodos,
la biorremediacidn es una forma méas promisoria de eliminar los contaminantes presentes en
suelos y agua por tal motivo se ejecutd este proyecto empleando mencionado método.

El objetivo general fue: Determinar en qué medida los géneros Penicillium spp,
Phanerochaetes spp y Trychoderma spp pueden bioderremediar suelos contaminados con
DDT en la ciudad de Moyobamba.

En esta investigacion se evallo tres géneros de hongos Penicillium, Phanerochaete y
Trychoderma el cual tuvieron el rol biorremediar o reducir diferentes cantidades del
organoclorado DDT, siendo este pesticida muy persistente en el ambiente sobre todo en el
suelo. Se utiliz6 el método de irrigacion para darle la comodidad a cada género de hongo
segun su medio de vida adicionando el agua para mantener las condiciones de humedad
adecuadas a la biorremediacion en superficies terrestres ya que es muy comun que pierdan
la humedad es por ello que la aplicacion fue cada dos dias durante las 13 semanas de
observacion, con una reduccion de 40 % a los 45 dias y un 85 % a los 90 dias segun los
géneros que mas biorremediaron. Segun los resultados obtenidos en el primer muestreo a 45
dias de evaluacion, el tratamiento Optimo fue el género Phanerochaete para la
biorremediacion de suelos contaminados siendo el que reduce significativamente el DDT,
por otro lado en el segundo muestreo a 90 dias de evaluacion el tratamiento optimo fue el
género Phanerochaete. En cuanto al aislamiento de bacterias se identificaron cepas de
Penicillium, Phanerochaete y Trychoderma estos géneros han sido identificados en previas
investigaciones como degradadoras de pesticidas y compuestos organoclorados. Mediante
la tecnica de observacion directa con la ayuda del microscopio se reconocié las

caracteristicas morfoldgicas de cada género.

Palabras claves: Hongos, organoclorado, contaminada, Dicloro Difenil Tricloroetano.
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ABSTRACT

Bioremediation involves the use of microorganisms to degrade organic contaminants present
in the environment, transforming them into simpler and less dangerous compounds, even
innocuous ones. This decontamination investigation has a wide public acceptance and can
be carried out on the site. Compared with other methods, bioremediation is a more promising
way to eliminate contaminants present in soils and water, for this reason this project was
implemented using this method.

The general objective was: To determine to what extent the genera Penicillium spp,
Phanerochaetes spp and Trychoderma spp can bioremediate soils contaminated with DDT
in the city of Moyobamba.

In this research three genera of fungi Penicillium, Phanerochaete and Trychoderma were
evaluated, which had the role of bioremediating or reducing different amounts of
organochlorine DDT, being this pesticide very persistent in the environment especially in
the soil. The irrigation method was used to give comfort to each fungus genus according to
their livelihood by adding water to maintain adequate moisture conditions for bioremediation
on terrestrial surfaces as it is very common for them to lose moisture, which is why the
application was every two days during the 13 weeks of observation, with a reduction of 40%
at 45 days and 85% at 90 days according to the genera that most bioremediated. According
to the results obtained in the first sampling at 45 days of evaluation, the optimal treatment
was the Phanerochaete genus for the bioremediation of contaminated soils, which
significantly reduces DDT, on the other hand in the second sampling at 90 days of evaluation
the optimal treatment it was the genus Phanerochaete. Regarding the isolation of bacteria,
strains of Penicillium, Phanerochaete and Trychoderma were identified. These genera have
been identified in previous investigations as pesticide degraders and organochlorine
compounds. Through the technique of direct observation with the help of the microscope,

the morphological characteristics of each genus were recognized.

Keywords: Fungi, organochlorine, contaminated, Dichloro Diphenyl Trichloroethane.




INTRODUCCION

La problematica en la region San Martin relacionada con los sitios contaminados con DDT
y sus metabolitos esta muy ligada al uso de plaguicidas en la agricultura, por ello se han
abandonado y enterrado grandes cantidades de plaguicidas, debido a la prohibicion del uso
de algunos plaguicidas organoclorados que se utilizaron en grandes cantidades hasta llegar

al punto de causar efectos adversos a la salud humana y al ecosistema.

En lugares como en esta regién 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 dafiados y preservar la

salud de los ecosistemas.

ElI DDT en el ambiente presenta un largo periodo de vida medio, 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 de él. La concentracion de estos se incrementa a medida
que se recorre la cadena alimenticia y se transportan por los vientos a través de la atmosfera,
lo cual ha llevado a niveles de contaminacion elevados de pesticidas persistentes en todas
las regiones del pais. Las exposiciones a pequefias cantidades de DDT durante un tiempo

prolongado dan lugar a acumulaciones mayores.

Antiguamente en la region San Martin los agricultores utilizaban productos quimicos que
contenian organoclorados que a medida que se fue utilizando los suelos se fueron
degradando y hasta la actualidad esos suelos siguen degradados debido a que estos
organoclorados son persistentes en el suelo, frente a esta problematica, este proyecto de
investigacion se planted el siguiente problema: ;En qué medida los géneros Penicillium spp,
Phanerochaetes spp y Trychoderma spp pueden bioderremediar suelos contaminados con
DDT Moyobamba 20167

Frente a los resultados obtenidos en esta investigacion la hipétesis es aceptable ya que los
géneros Penicillium spp, Phanerochaetes spp y Trychoderma spp pueden bioderremediar
suelos contaminados con DDT de manera significativa en Moyobamba.



Esta investigacion es de mucha importancia especialmente en la contaminacion del suelo
por DDT, la cual este se ha visto afectado por el uso de insecticidas por parte de los
agricultores que antiguamente usaban, puesto que con el pasar del tiempo siguen existiendo
esto quiere decir que siguen persistentes en el suelo y mediante la biorremediacion por los
géneros Penicillium spp, Phanerochaete spp y Trychoderma spp que son capaces de

minimizar la contaminacion es un logro para los diferentes ecosistemas afectados.

Se tuvo en cuenta las siguientes variables: Variable Independiente (x): Géneros Penicillium
spp, Phanerochaete spp y Trychoderma spp., Variable Dependiente (y): Biorremediacion

de suelo contaminado con DDT.

En este proyecto se tiene como objetivo general: Determinar en qué medida los géneros
Penicillium spp, Phanerochaetes spp y Trychoderma spp pueden bioderremediar suelos
contaminados con DDT. Asi como también tenemos como los objetivos especificos que son
los siguientes: Aislar los géneros Penicillium spp, Phanerochaetes spp y Trychoderma spp
del ambiente, identificar las dosis maximas de descontaminacién de DDT por cada género
de hongo, determinacién del tratamiento dptimo para descontaminar DDT y disefiar un

protocolo de descontaminacion de DDT por los tres géneros de hongos mencionados.

La estructura de este informe consta de tres capitulos: Capitulo I: trata sobre antecedentes
de la investigacion tanto internacional y nacional, bases tedricas como: biorremediacion,
definicion del DDT, el género Penicillium spp, Phanerochaete spp y Trichoderma spp, se
menciona también términos basicos de la investigacion. Capitulo 11: Tenemos los materiales
utilizados en el laboratorio, campo y se menciona los equipos utilizados, método empleado
en este caso es la biorremediacion, la metodologia empleada y las técnicas de procesamiento
y analisis de datos siendo utilizado el DBCA, y en el Capitulo I1l: Tenemos los resultados
como identificacion de los tres géneros de hongos, determinacion de la dosis maxima y
tratamiento optimo y el protocolo de descontaminacion por los tres géneros de hongos, se

menciona también la discusion de resultados.

Finalmente se tiene como conclusiones que los tres géneros de hongos pueden
descontaminar suelos con DDT en diferentes cantidades siendo en este caso el género

Phanerochaete spp el méas eficiente a una concentracion de 30 g/L.



CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacional

Betancur (2013), en su investigacion: “Biorremediacion de suelo contaminado con
el pesticida 1,1,1-tricloro-2,2 bis (p-clorofenil) etano (DDT) mediante protocolos
de bioestimulacion y adicion de surfactante”. Llega a las siguientes conclusiones:
El tratamiento por bioestimulo permitié reducir la concentracion de DDT en un
94.3% mientras que en el control por atenuacién natural solo se obtuvo una remocion
de 4,28 %. Esto permite concluir que el tratamiento por bioestimulo es efectivo para
mejorar la remocion de DDT. Se determind también que el efecto de la adicion de
surfactante fue inhibitorio, al comparar con la remocién obtenida el tratamiento por
bioestimulo.

La identificacion bioquimica y molecular de las bacterias que predominaron durante
la biorremediacion permitié determinar mediante analisis de la secuencia 16S ADN
que en el tratamiento por bioestimulo predominaron las bacterias identificadas como
Bacillus thuringiensis, Flavobacterium sp., Phenylobacterium sp. y Bosea sp.
durante las ocho semanas de tratamiento aplicadas. Previamente se ha demostrado
la habilidad de algunas de estas bacterias de degradar pesticidas, compuestos
aromaticos, herbicidas y compuestos organoclorados. La identificacion bacteriana
basada en pruebas bioquimicas permitié hacer una visualizacion inicial de las

bacterias presentes.

Stamatiu (2013), en su investigacion: “Tolerancia y biodegradacion de plaguicidas
con hongos filamentosos” Llega a las siguientes conclusiones: Se obtuvieron 13
cepas de hongos filamentosos no ligninoliticos, de la paja de trigo molida se aislaron
siete cepas, cuatro de suelo agricola y dos trozos de paja de trigo. Las cepas K1P y
K9P fueron afines a Fusarium proliferatum mientras que las cepas K2P y K13P se
identificaron como F. succisae. Para las cepas K8P, K12P, K14P y K3TP las
secuencias indicaron afinidad con F. moniliforme mientras que las cepas K1S y
K11S se identificaron como F. oxysporum y F. equiseti, respectivamente. La cepa

K8S se identifico como Penicillium janthinellum, K14S como Mucor circinelloides,



y la cepa K11TP correspondi6 a Alternaria alternata. Las cepas aisladas y las tres
cepas de referencia (PC, TRI y TV) mostraron diferentes grados de tolerancia a

endosulfan, clorpirifés y clorotalonil.

Cruz (2003), en su investigacion: “Biodegradacion del DDT [1,1,1-tricloro-2,2-
bis(4-clorofenil)etano] en suelos agricolas, por el hongo de pudricion blanca
Phanerochaete chrysosporium”, llega a las siguientes conclusiones:

Se comprobé la actividad degradativa que tiene el hongo de pudricion blanca P.
chrysosporium sobre el plaguicida organoclorado DDT.

Se comprobd que el DDT es degradado en cometabolismo con la glucosa, sin
embargo, sigue sin quedar claro cudl es la enzima que tiene accion directa en la etapa
inicial de su degradacion.

La actividad microbiana de degradacion de DDT se comprobo con la aparicion de
un metabolito en los analisis cromatograficos de las muestras después del periodo
de incubacion que de acuerdo a la ruta de biodegradacion propuesta puede ser el
dicofol. A la temperatura de 39°C, se obtiene que el DDT en tres muestras de suelo
presentaron porcentajes de volatilizacion mayores al 30%. Dichos valores se
tomaron en cuenta para determinar el porcentaje total de biodegradacion del DDT

en el suelo a esa temperatura.

Escobar (2000), en su investigacién: “Caracterizacion de suelos contaminados con
plaguicidas organoclorados, para su Biorremediacion”. Llega a las siguientes

conclusiones:

Los analisis de cromatografia gaseosa realizados a los suelos que contienen
diferentes tipos de cultivos se detectaron los plaguicidas siguientes: p,p’-DDT, p,p’-
DDD, endosulfan I y 11, alfa y beta hexaclorociclohexano. se observa que el cultivo
de cafia presenta la mayor concentracion de p,p’-DDT tanto a los 20 cm como a los
40 cm (0.1022 mg/Kg y 0.0900 mg/Kg respectivamente). Su presencia en las tierras

de cultivo se debe al uso actual de insecticidas en ese lugar.

Los suelos analizados presentan un buen nivel de micronutrientes y de otros
indicadores analizados, la concentracion de los metales pesados analizados, estan
por debajo del valor limite permisible, por lo que en estos suelos pueden llevarse a

cabo un proceso de biorremediacion.



1.1.2. Nacional

Buendia (2012), en su investigacion: “Biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos mediante el compost de aserrin y estiércol” llega a las siguientes
conclusiones:

Los suelos contaminados con hidrocarburos, tratados con aserrin y estiércoles
organicos en promedio disminuyo 22.5 % del contenido de hidrocarburos en el suelo.
Empleando solo estiércol disminuyd solamente 16.5% y usando solamente aserrines
disminuy6 9.6%.

Los suelos contaminados tratados con estiércol organico mas aserrines, utilizados
como sustratos para la planta del maiz, tuvieron en promedio 36.80 cm de altura de
planta, en comparacién a los tratamientos de suelos contaminados usando solamente
estiércol un promedio de 24.48 cm vy utilizando solamente aserrin un promedio de
22.14 cm.

1.2. Bases teéricas

1.2.1. 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 troficas,
mutualistas, parasiticas y predatorias, e indirectas, como la metabiosis, que es
definida como una forma de dependencia ecoldgica, 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 accion bacteriana,
por cambios en el pH.

La detoxificacién de los suelos por la eliminacion de sustancias toxicas por cepas
pioneras de bacterias anaerobias, permitirdn la evolucién 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 reductiva y que los productos resultantes

pueden ser degradados mas rapidamente por procesos aerobios (Corona, 1999).

Varias cepas de bacterias del suelo, estan involucradas en la degradacion de

compuestos organicos toxicos, 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).

» Tipos de biorremediacion

Degradacion enzimatica

Este tipo de degradacién consiste en el empleo de enzimas en el sitio
contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se
obtienen en cantidades industriales a partir de bacterias que las producen
naturalmente, o por bacterias modificadas genéticamente que son
comercializadas por las empresas biotecnoldgicas.

La descontaminacion se logra gracias a la capacidad natural de los organismos
antes mencionados de transformar moléculas orgénicas en sustancias mas

pequerias, que resultan menos toxicas. (Sanchez, 2000).

Remediacion microbiana

Se refiere al uso de microorganismos directamente en el foco de la
contaminacion. Estos microorganismos pueden existir en ese sitio o0 provenir
de otros ecosistemas, en cuyo caso deben ser inoculados en el sitio
contaminado. Cuando no es necesaria la inoculacién de microorganismos,
suelen administrarse nutrientes, como nitrégeno, con el fin de acelerar el
proceso de degradacion.

Hay bacterias y hongos que pueden degradar con relativa facilidad petroleo y
sus derivados, benceno, tolueno, acetona, pesticidas, herbicidas, éteres,
alcoholes simples, entre otros. También pueden degradar, aunque
parcialmente, otros compuestos quimicos como el arsénico, el selenio, o el
cromo. Los metales pesados como uranio, cadmio y mercurio no son

biodegradables, pero las bacterias pueden concentrarlos de tal manera de



aislarlos para que sean eliminados mas facilmente. Estas caracteristicas

también pueden lograrse por ingenieria genética. (Martinez, 1998).

Fitorremediacion
La fitorremediacion es el uso de plantas para limpiar ambientes contaminados

y constituye una estrategia muy interesante, debido a la capacidad que
tienen algunas especies vegetales de absorber, acumular y/o tolerar altas
concentraciones de contaminantes como metales pesados, compuestos
organicos y radioactivos, etc.

Las ventajas que ofrece la fitorremediacion frente a los procesos descritos
anteriormente son el bajo costo y la rapidez con que pueden llevarse a cabo
ciertos procesos degradativos.

Segun la planta y el agente contaminante, la fitorremediacidn puede producirse
por acumulacion del contaminante en las partes aéreas de la planta; absorcion,
precipitacion y concentracion del contaminante en raices; reducciéon de la
movilidad del contaminante para impedir la contaminacion de aguas
subterrdneas o del aire; desarrollo de bacterias y hongos que crecen en las
raices y degradan contaminantes (este es el caso de mayor utilizacién para
la limpieza de contaminacion mediante hidrocarburos); captacion vy
modificacion del contaminante para luego liberarlo la atmosfera con la
transpiracion y captacion y degradacién del contaminante para originar

compuestos menos toxicos. (Qlynn y Heinke, 1999).

» Segun la técnica utilizada

Biodisponibilidad

Es la facilidad de que los compuestos quimicos presentes en el suelo, puedan
ser absorbidos 0 metabolizados por receptores humanos o ecoldgicos o estar
disponibles para la interaccion con sistemas biologicos. Las caracteristicas
microbianas de mayor importancia en la biodisponibilidad de los
contaminantes organicos presentes en el suelo, son las de tipo morfolégico,
fisiolégico y adaptaciones de comportamiento de células sencillas y
poblaciones, y fendmenos asociados con la dinamica y ecologia de

comunidades naturales. Las adaptaciones morfol6gicas comprenden el tamafio



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 fisiologicas 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 desorcion 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 evolucion de nuevas rutas
catabolicas. Otra interaccion de importancia es la sintesis y secrecion de
moléculas de superficie activas, la cual es una adaptacion fisioldgica 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 direccion a un

gradiente superior. (Semple, 2007).

> 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 fendmeno denominado cometabolismo o co-oxidacion, por tanto,
probablemente las poblaciones estdn creciendo en otro sustrato mientras se
desarrolla este tipo de transformacion.

Algunos estudios han demostrado que las fracciones degradables de pesticidas
organoclorados como el DDT, estdn correlacionadas negativamente con el
carbono organico del suelo, indicando que a mayor cantidad de carbono organico
en el suelo, se da mayor persistencia del compuesto. (Alexander, 1981).

Esta técnica pretende modificar las condiciones del suelo (nutrientes, aireacion,
pH, humedad, entre otros) para que la actividad degradativa de interés pueda
desarrollarse en condiciones Optimas. De tal forma puede lograrse, por

ejemplo, que el crecimiento endégeno de los degradadores de petréleo sea



estimulado por la adicién de nutrientes u otros sustratos. (Arango, 2007).

Bioaumentacion

La bioaumentacion es la practica de incrementar la poblacion de bacterias
nativas de un ecosistema con la adicion de bacterias adaptadas
selectivamente, las cuales han sido desarrolladas para aumentar los rangos
de reduccién organica o proporcionar la habilidad de degradar compuestos
previamente considerados como dificiles o no biodegradables. Dicha técnica
no sustituye la poblacion de bacterias existentes, peroaumenta su habilidad
de responder a ciertas situaciones o degradar compuestos de la corriente de
desechos, dando como resultado una mejora del tratamiento.

La bioaumentacion posibilita controlar la naturaleza de la biomasa, vy
garantiza que el tipo de microorganismos mas idoneo esté presente en el
suelo en cantidad suficiente para degradar en forma efectivay eficiente los
residuos contaminantes y reducirlos a sus componentes basicos (dioxido de

carbono y agua). (Miller, 1996).

Inoculacion

Este método es una forma de tratamiento in situ (en el lugar) y se
refiere a tratar el suelo contaminado sin removerlo (excavarlo). En este
caso los minerales, nutrientes y a menudo los organismos son agregados
dentro del piso através de pozos, galerias de infiltracion o otras formas,
que facilitan que el proceso de degradacion se realice en el sitio donde
esta la contaminacion.

La mezcla periddica y la adicion de mas nutrientes (y/o organismos)
permite asegurar homogeneidad mientras se airea la tierra. Esta practica se
conoce a menudo como cultivo de la tierra, pues los microorganismos son
susceptibles de ser “cultivados”, para facilitar la degradaciéon de material
contaminado.

El tratamiento también se puede realizar ex situ (fuera del lugar) y se refiere a
la excavacion del lugar y el tratamiento de la tierra en un area apartada donde
se agregan nutrientes minerales y microorganismos externos (si es el caso),
seguido de una buena mezcla para asegurar ladistribucion a través de toda

la tierra.
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La biorremediacion se puede realizar in situ o ex situ. En el tratamiento in situ
(también conocido como biorremediacion intrinseca) se puede estimular la
actividad degradativa de los organismos que estan presentes en el lugar
contaminado a través del suministro de nutrientes (bioestimulacion), o
también es posible afadir organismos con propiedades especificas para

degradar el contaminante (bioaumentacion). (Di Paola, 2010).

1.2.2. Definicion del DDT

El nombre propio, en forma de siglas, DDT, proviene de las iniciales de su nombre
“Dicloro, Difenil, Tricloroetano”, derivado de su estructura quimica
(CICsH4).CH(CCIs). EI DDT es el primer plaguicida méas conocido y notorio, y quizas
la molécula més distribuida a nivel universal. Es un sélido incoloro e inodoro, es
casi insoluble en agua, pero tiene muy buena solubilidad en disolventes organicos,
en grasas y en aceites; esta propiedad tiene gran transcendencia para su acumulacion
en los seres vivos. (Leary, 1995).

La molécula ya fue sintetizada en el 1873, pero no fue hasta 1940 que el quimico
suizo Paul Hermann Miuller descubrié el efecto toxico del DDT contra varios
insectos, por ello recibio el premio Nobel en Fisiologia o Medicina (1948). EI DDT
fue desarrollado como el primero de los insecticidas modernos y fue utilizado
inicialmente en la Segunda Guerra Mundial entre los soldados como piojicida, donde
produjo muchas intoxicaciones agudas e incluso suicidios entre la tropa. No
obstante, el DDT mostré gran eficacia para combatir a los mosquitos que transmiten

la malaria, el tifus y otras enfermedades humanas propagadas por insectos.

» Caracteristicas del DDT
ElI DDT es un insecticida organoclorado cuyo principal uso actual es el control
del paludismo a través del exterminio de los mosquitos vectores. En el pasado
reciente también se empleaba en cultivos tan populares como el algodon; pero
ahora, en este uso ha sido substituido por insecticidas menos persistentes. La
sintesis quimica del DDT se logro a finales del siglo pasado; sin embargo, no fue
sino hasta la segunda guerra mundial cuando se generaliz6 su uso como
insecticida, en este caso, para el combate contra el tifo y el paludismo. Poco
después, su aplicacion se amplio al campo agricola y ya para la década de los

60’s, el 80 % de la produccion de DDT era empleada en el cultivo del algodon.
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ElI DDT fue prohibido en Suecia durante 1970 y en los Estados Unidos durante
1972. El grado técnico del DDT en realidad es una mezcla de tres isomeros de
DDT, el principal es el p,p'-DDT (85%), y los isbmeros o,p'-DDT y 0, 0'-DDT se
presentan en cantidades mucho menores. En los sistemas animales el DDT y sus
isdbmeros se transforman lentamente. Los primeros metabolitos en mamiferos son
el 1,1-dicloro- 2,2-bis (p-diclorodifenil) etileno (DDE) y el 1,1-dicloro-2,2-bis (p-
clorofenil) etano (DDD), ambos tienen la capacidad de almacenarse en el tejido
adiposo. Estos compuestos pueden transformarse a su vez en el bis
(diclorodifenil) &cido acético (DDA) y en el DDE metil sulfonato (DDE-ms). El
DDA se excreta por orina y el DDE-ms se concentra en la glandula suprarrenal.
Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, el DDT puede transportarse por
grandes distancias y ello ha originado su distribucion global. Se ha encontrado
DDT y sus metabolitos DDD y DDE aln en lugares donde el insecticida no ha

sido aplicado, tal y como ocurre en el Artico. (Deogracias, 2003).

Produccion del DDT

Entre 1950 y 1980, el DDT se utiliz6 ampliamente en la agricultura, mas de
20.000 toneladas se utilizaban cada afio en todo el mundo y se ha estimado que
un total de 1,8 millones de toneladas se han producido a nivel mundial desde la
década de 1940. Su uso alcanzé su punto méximo en 1959 a alrededor de 36.000
toneladas.

Desde su prohibicion casi general, 3.314 toneladas fueron producidas para el
control de la malaria y la leishmaniasis visceral. India sigue siendo el Unico pais
de fabricacion, ya que en China la produccion ces6 en 2007.

El primer DDT que llegd a Espafia fue de importacion, pero bien pronto se
empez6 con la produccidn en Espafia. Creo que hubo dos razones para esta pronta
fabricacion. Primero daba oportunidades de negocio a laempresa que lo fabricara.
El nombre de DDT se convirtio en la mente de las personas de la época en
sinbnimo de milagroso. Segundo porque habia una necesidad de tener este
insecticida a bajo precio para poder hacer frente a campafias de control de
enfermedades transmitidas por artrépodos: piojos, pulgas y mosquitos. Pero,
cquienes fueron estos pioneros en la fabricacion de DDT en Espafia. Una
respuesta a esto la encuentro en un articulo del Dr. Gonzalo Piédrola Gil en el

articulo de 1947 titulado “Valor profilactico de los modernos desinfectantes’. “En
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Esparfia preparan productos de la serie D.D.T. (Piérola, 2013).

Usos del DDT

El DDT (diclorodifeniltricloroetano) es un plaguicida usado extensamente en el
pasado para controlar insectos en cosechas agricolas e insectos portadores de
enfermedades tales como la malaria y el tifus. Actualmente se usa solamente en
unos pocos paises para controlar la malaria. EI DDT de calidad técnica es un
mezcla de tres formas de DDT: p,p=-DDT (85%), 0,p=-DDT (15%) y de
pequefiisimas cantidades de 0,0=-DDT. Todas estas formas son sélidos blancos
cristalinos, sin sabor y casi sin olor. EI DDT de calidad técnica también puede
contener DDE (diclorodifenildicloroetileno) y DDD (diclorodifenildicloroetano)
como contaminantes. EI DDD también se us6 para matar plagas, pero su uso fue
mucho menos extenso que el del DDT. Una forma de DDD ha sido usada en
medicina para tratar el cancer de la glandula adrenal. Tanto el DDE como el DDD

son productos de degradacion del DDT.

Antes del afio 1973, cuando se prohibid su uso, el DDT entr6 al aire, al agua y al
suelo durante su produccion y uso como plaguicida. EI DDT esta presente en
muchos sitios de desechos; las liberaciones desde estos sitios pueden continuar
contaminando el ambiente. La mayor parte del DDT en el ambiente ocurre debido
a su uso en el pasado. EI DDD también se usé como plaguicida, pero su uso fue
mas limitado. EI DDE se encuentra en el ambiente solo como resultado de la
contaminacion o degradacion del DDT. El DDD también entra al ambiente
durante la degradacién del DDT. (Departamento de salud y servicios humanos de
los EE.UU, 2002).

Persistencia en el ambiente

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 hidrofobica, los hidrocarburos tienden a acumularse en
el material particulado del suelo. Los hidrocarburos clorados son un grupo
numeroso de compuestos, dentro de los cuales existen unos méas persistentes que
otros, por ejemplo, los altamente clorados puede ser degradados mas facilmente

en condiciones anaerobias, mientras que aquellos menos clorados son
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biodegradables en condiciones aerobias, de igual manera, la disposicién de los
atomos de cloro en la molécula también tiene influencia sobre la

biodegradabilidad del compuesto. (Lundmark, 2002).

Existen un amplio rango de factores que reducen la habilidad de los
microorganismos del suelo para degradar naturalmente los contaminantes, dentro
de ellos se incluye la cantidad de nutrientes, pH, temperatura, humedad, oxigeno,
caracteristicas del suelo y la biodisponibilidad del contaminante, por tanto, la
optimizacion de estas condiciones ambientales mejoran la biodegradacion de los
contaminantes en el suelo. La biodisponibilidad y el potencial téxico de los
contaminantes varian también en relacion con la fuente y calidad de la materia

organica. (Vigano, 2000).

Toxicidad del DDT y sus residuos en el ambiente

El DDT es atil para el control de los insectos, actuando principalmente como
neurotdxico 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 accion que es util en los organismos para llevar
informacion entre tejidos, lo que los convierte en una caracteristica microscopica
esencial para la vida. EI DDT prolonga la corriente de inactivacion de los canales
de sodio, por tanto bloquea directamente los potenciales de accion mediante
inhibicién de los canales de sodio. Los pesticidas tienen también un modo de
accion sistémico que interfiere con el metabolismo de los patdgenos mediante la

inhibicion de la biosintesis de esteroles. (Lubitz, 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 celular relevantes para
carcinogénesis y otros efectos adversos. Por ejemplo, estudios han demostrado
que la proteina AP-1 que actla como factor de transcripcion regula la expresion
de un gen que se ha asociado con el origen de tumores. Realizando ensayos con
celulas epiteliales de ratas transfectadas con DNA de union a AP-1 y un gen

reportero de luciferasa, se encontr6 que los aromaticos clorados incrementaron la
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induccién de la transcripcién 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 AP1.

En bioensayos realizados por el Instituto Nacional de Céncer estadounidense para
evaluar la posible carcinogenicidad de DDT se encontraron asociaciones
positivas entre el aumento de la concentracion del quimico y la mortalidad
acelerada en hembras de raton 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 ha encontrado también asociaciones entre mayor
incidencia de diabetes con compuestos organoclorados en suero sanguineo,

alteraciones en el sistema inmunologico en humanos y animales.

Como resultado de estas investigaciones, la Agencia para Sustancias Téxicas y
Registro de Enfermedades ha establecido un nivel minimo de riesgo agudo de
duracion 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 neurotoxico 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/m3. (Boyd,
2004).

DDT en el suelo

La contaminacién a largo plazo por DDT ejerce una influencia negativa en las
propiedades biologicas del suelo, por ejemplo, una disminucion en las
poblaciones de diferente microflora, su biomasa y actividad enzimatica, lo cual
puede desencadenar en pérdida de la fertilidad del suelo. (Kantachote, 2000).
Desde una perspectiva toxicologica, la unién entre xenobidticos y humus lleva a
una disminucion del material disponible para interactuar con la biota, reduce la
toxicidad e inmoviliza el compuesto, reduciendo como consecuencia sus

propiedades de transporte e incrementando la asimilacion por las plantas. Pareek
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y Gaur demostraron que incrementos en la concentracion de DDT inhiben el
proceso de nodulacidn en plantas de guisantes, frijol, zanahoria y tomate, con la
consecuente disminucion de su rendimiento de produccion, de igual manera la
asimilacién de nitrogeno por estas plantas también disminuye. (Gaur, 1970).
Otros estudios realizados han demostrado la aplicacion del principio de Hueppe's
en lo referente a pesticidas en suelo: "Cada sustancia en una concentracion que
puede matar protoplasma, inhibira el desarrollo en cantidades menores y en una
dilucion aun mayor podra actuar como estimulante”, por tanto esto y la
produccion de enzimas adaptativas debe ser tenido en cuenta para evaluar el
potencial de degradacion de pesticidas organoclorados por los microorganismos.
(Smith, 1960).

Cuando el DDT es incorporado al suelo puede sufrir cualquiera de las siguientes
reacciones: volatilizacion, degradacion quimica, degradacién fotoquimica,
fitoextraccion, adsorcion en los componentes coloidales del suelo y lixiviacion.
(Schwedt, 2001).

A continuacion se explica brevemente como ocurre cada una de ellas:

- Volatilizacion: EI DDT puede evaporarse de la superficie del suelo en un
tiempo estimado de alrededor de 100 dias. La cantidad del DDT que se puede
evaporar es de 50% aproximadamente, el resto permanece en la superficie y
puede ser absorbido. (Brown, 1978).

- Degradacion quimica: Que se realiza cuando el DDT pierde una molécula de
acido clorhidrico por reaccion con un alcohol en medio alcalino, catalizada por
sales de hierro o cromo, produciendo DDE [1,1-dicloro-2,2-bis(4-
clorofenil)eteno]. En muchos suelos, esta reaccion ocurre lentamente. (Brown,
1978).

- Degradacion fotoquimica: Esta reaccion ocurre en el aire por accion de la luz
solar en un tiempo estimado de 3 dias. (Brown, 1978).

El DDT reacciona con el radical hidroxilo producido fotoquimicamente, para
producir DBP (4-4"-diclorobenzofenona) compuesto que puede dar lugar a
bifenilos clorados. (Albert, 1990).

- Fitoextraccion: La absorcion y degradacion de plaguicidas y otros
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contaminantes por especies vegetales es considerada como una buena
herramienta para eliminarlos del medio ambiente. La fitoextraccion de DDT
se reporto en la planta acudtica Elodea canadensis y en la terrestre Pueraria
thunbergiana. (Garrison, 2000).

- Adsorcion: La materia organica del suelo tiene una alta afinidad por el DDT.
El mecanismo por el cual el plaguicida es retenido en la matriz del suelo, no
ha sido completamente aclarado, sin embargo, se cree que pueda ser
fuertemente enlazado entre los intersticios de las moléculas de humus y quedar
atrapado como en un tamiz, credndose interacciones moleculares del tipo
fuerzas de van der Waals y puentes de hidrogeno. (Sparks. 1995).

- Lixiviacion: el &cido fulvico, una de las sustancias himicas, al tener un bajo
peso molecular, alta acidez y ser mas soluble que el &cido humico, puede
transportar al DDT hacia abajo en las capas organicas de algunos suelos
forestales. (Sparks, 1995).

» Comportamiento del DDT en el suelo

De acuerdo al tiempo en que tardan en degradarse, los plaguicidas se dividen en
grupos. Asi, el DDT se identifica como un insecticida de alta persistencia (vida
media mayor a 100 dias); y por ejemplo, en algunos bosques su vida media llega
a ser de 20 a 30 afios. Afinidad por Suelos. La Agencia para las Sustancias
Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) califica la afinidad de las

sustancias por el suelo de acuerdo al pardmetro Koc (coeficiente de adsorcion).

En esta calificacion las sustancias con un Koc superior a 100 mil son las que se
adsorben con mayor fuerza al suelo. EI DDT tiene un Koc de 240 mil, el DDD lo
tiene de 780 mil y el DDE supera a los tres con un Koc que es cinco veces superior
al del DDD12. Debido a su alta persistencia y en consecuencia directa de su
biodegradacion y afinidad por el suelo, es normal que en suelos tratados con el
DDT, la concentracién de éste vaya disminuyendo al tiempo de que la
concentracion de los metabolitos va incrementandose, sobre todo el DDE. Se han
descrito algunos suelos que son particularmente resistentes a la degradacion del
DDT vy en ellos, el cociente DDE/DDT es menor de lo normal. (Deogracias,
2003).
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» Factores que afectan la degradacion del DDT en el suelo

Son varios los obstaculos para llevar a cabo la eliminacion de ciertos compuestos
como los pesticidas, presentando un desafio para la biorremediacion, ya que se
deben identificar los factores que evitan que las bacterias degraden
completamente los compuestos. Por ejemplo, uno de los principales
inconvenientes de las rutas de degradacion es que los metabolitos de compuestos
organicos con atomos de cloro en una configuracion particular (orto o meta)
tienen tendencia a blogquear pasos criticos de degradacidn, inhibiendo enzimas
oxigenadoras que catalizan el paso critico de escision del anillo. (Lundmark,
2002).

La biorremediacion puede dirigirse a ambientes multifasicos y heterogéneos tales
como suelos en los cuales el contaminante esté presente en asociacion con las
particulas de suelo, disuelto en los liquidos del suelo y en la atmosfera del suelo.
(Boopathy, 2000).

Los pardmetros mas importantes para la biorremediacion son la naturaleza de los
contaminantes, la estructura del suelo, pH, contenido de humedad e
hidrogeologia, el estado nutricional y diversidad microbiana del sitio, temperatura
y potencial redox. Las heterogeneidades fisicas y quimicas de la subsuperficie
afectan la biorremediacidn in situ ya que controlan la disponibilidad de nutrientes
y sustratos que regulan los procesos microbianos. Si la cinética de estos procesos
fisicoguimicos de transferencia de masa es mas lenta que la velocidad potencial
de la biodegradacién, se afectara la tasa global de biorremediacion y el sistema
estard limitado por la transferencia de masa. Por esta razdn, la evaluacion de la
viabilidad de un proyecto de biorremediacion in situ esta dominada por la
necesidad de identificar y estimar correctamente el fendmeno controlante de

velocidad apropiado. (Seagren, 2008).

1.2.3. Género Penicillium spp

El género Penicillium spp fue descrito por primera vez por Link en 1809. Thom,
en el afio 1910, consider6 a P. expansum como la especie tipo del género. Las
especies que incluye en género Penicillium spp son ubicuas, de amplia
distribucion por todo el mundo y consideradas saprofitas. Muchas de ellas viven

en el suelo 0 en materia organica en descomposicion.
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» Morfologia
Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada
semejante a un pincel que termina en células conididgenas llamadas fialides. Se
esquematizan los tipos de conidi6foros del género Penicillium spp, cuyas
ramificaciones se ubican formando verticilos. Si hay s6lo un verticilo de fialides
el pincel es monoverticilado. Las ramificaciones de un pincel poliverticilado son
ramas, rdmulas, métulas y fialides. Los conidios generados en fiélides suelen
Ilamarse fialoconidios para indicar su origen. En la fialide, al dividirse el nGcleo,
se extiende simultdneamente el extremo apical que luego se estrangula separando
a la espora recién formada. Se llama conectivo a la porcion de pared que une entre
si a los conidios permitiendo la formacion de cadenas, y en algunas especies se

aprecia claramente con el microscopio 6ptico. (Carrillo, 2013).

» ldentificacion

Es importante poder diferenciar los penicilios de los otros hongos que forman
esporas en conidiéforos ramificados. EI méas parecido es el género Paecilomyces
que tiene fialides con el 4pice muy alargado, conidios elipticos y colonias de tonos
pardos pero nunca verdes. ElI género Geosmithia se originG al separar de
Penicillium spp las especies que forman colonias blancas a beiges, esporas casi
cilindricas y fialides rugosas y cilindroides que se estrechan subitamente en el
apice. Las especies de Gliocladium tiene fialides con el extremo curvado y
esporas mucosas que se aglomeran, mientras que los penicilios originan
xerosporas en fialides con un eje de simetria. También las especies de
Trichoderma forman conidios mucosos que se retnen en cabezuelas con tonos
verdes. El género Scopulariopsis produce colonias pardas y esporas en anélides.
(Carrillo, 2013).

» Habitats naturales
Con una sola excepcién (Penicillium spp, hongo termodimérfico), los miembros
del género Penicillium son hongos filamentosos. Las especies de Penicillium spp
estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y se hallan en el suelo, la
vegetacion caida, el aire y el suelo. A diferencia de las otras especies del género,
Penicillium spp es endémico del Sudeste de Asia, donde infecta ratas del bamboo,

las cuales sirven como marcadores epidemioldgicos y reservorios para las
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infecciones humanas. Es aislamiento de especies de Penicillium diferentes de
Penicillium spp son considerados contaminantes habituales en el laboratorio, pero
pueden causar infecciones, especialmente en huéspedes immunocomprometidos.
Penicillium spp es patdgeno, particularmente en los pacientes HIV positivos, y su
aislamiento de la sangre es considerado como un marcador de SIDA en las areas
endémicas. Ademas de su potencial patogenicidad, Penicillium spp produce
mycotoxinas. Algunas especies de Penicillium spp tienen fase teleomorfa,
incluida en los géneros Eupenicillium, Talaromyces, Hamigera y Trichocoma.
(Link, 1809).

» Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Eurotiales

Familia:  Trichomaceae
Género:  Penicillium spp.
(Link, 1809).

1.2.4. Género Phanerochaete spp

Pertenecientes a los Basidiomicetes, y a la familia Corticiaceae. De forma radial,
con un cuerpo muy plano, que aparece normalmente como una simple costra en un
tronco. En el caso de Phanerochaete, esta costra abarca colores desde el blanco hasta
el color salmoén. Se difunde casi siempre con una forma de telarafia, por lo que es
dificil encontrarlo en su habitat comun. Este hongo es un descomponedor secundario
de madera blanda y dura, y puede encontrarse en gran variedad de habitats a través
del mundo. Esta es la especie méas estudiada que causa la enfermedad de los arboles
conocida como pudricion blanca, esto gracias a su habilidad para descomponer
lignina que es un componente de la madera que le da la coloracion oscura a la misma.
(Boada, 1998).

Los basidiomicetos son los principales microorganismos degradadores de lignina,
pero también incluyen muchos de los hongos presentes en las micorrizas y a varias

especies patdgenas de plantas superiores. (Thorn, 1997).
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» Descripcion morfolégica
Las basidiosporas son estructuras haploides y unicelulares, con uno o dos nucleos.
Pueden presentarse en forma de globo, ovales, alongadas, alargadas o angulares;
pueden ser incoloras o pigmentadas, con colores tales como amarillo, anaranjado,
verde, ocre, rosa, café, violeta, blanco o negro, y son estas caracteristicas
morfoldgicas, las que ayudan a clasificar a los diversos grupos de estos
organismos. Los pigmentos oscuros pueden ser detectados tanto en las esporas
individuales como en los micelios, pero, como ocurre con frecuencia, algunos
pigmentos son imperceptibles en una sola espora, por lo que para los fines de
clasificacion taxonomica, antes mencionados, se hace necesario observar bajo el

microorganismo la superficie del micelo completo. (Alexopoulos, 1996).

» Clasificacion taxonomica
Reino: Fungi
Division: Basidiomycota
Orden: Polyporales
Familia:  Phanerochaetaceae
Género:  Phanerochaete
(Bourdot, 1978).

1.2.5. Género Trichoderma spp

Las especies de hongos que pertenecen al género Trichoderma spp han sido
plenamente caracterizadas por tener aplicacion en el ambito agricola, principalmente
para el control biol6gico de otros organismos patdgenos que atacan a los cultivos.
Sin embargo, los estudios sobre su comportamiento y su efecto en ambientes
terrestres y acuaticos contaminados han sido escasamente estudiados.

El género Trichoderma spp fue identificado en 1871 y ha sido ampliamente
estudiado, se encuentra de manera natural en un nimero importante de suelos
agricolas. Lo podemos encontrar en diferentes zonas y hébitats, especialmente donde
existe materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi como en
residuos de cultivos. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas
densidades de raices, las cuales coloniza rapidamente. Esta capacidad de adaptacion
a diversas condiciones ambientales y sustratos confiere a Trichoderma spp la

posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climasy procesos
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tecnologicos para su multiplicacion. (Alvares, 2013).

» Habitats naturales
Estos hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas terrestres (suelos
agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos. Algunas especies son de
vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de plantas, y otras son
micoparasitas. Ademas, pueden colonizar distintos ambientes, debido a su alta
capacidad reproductiva (Bissett, 1991).
Los requerimientos nutrimentales de estos hongos filamentosos son pocos,
aunque su crecimiento es favorecido por la materia organica, y su humedad y
temperatura 6ptimas de crecimiento se encuentran en un rango de 25 a 30 °C. Sin
embargo, se pueden adaptar y sobrevivir en condiciones extremas de temperatura,
pH y salinidad. (Widden y Scattolin, 1988).
De manera particular, los hongos del género Trichoderma se pueden encontrar en
la rizosfera, donde son capaces de competir por nutrimentos y espacio con otros
microorganismos. Ademas, este grupo fungico es importante para las plantas, al
contribuir en el control de hongos fitopatdgenos ya que poseen propiedades
micoparasiticas y antibioticas, por lo que algunas especies han sido catalogadas
como excelentes agentes de control biolégico de hongos causantes de
enfermedades para diferentes plantas horticolas. (Score y Palfreyman, 1994).

» Trichoderma spp y su relacion con contaminantes organicos

Las especies de Trichoderma spp pueden potencialmente contribuir en la
degradacion de compuestos organicos contaminantes depositados en el suelo. De
manera especifica, la forma en que un microorganismo interactia con un
contaminante de naturaleza orgénica, es diferente a la de un contaminante de
origen inorganico. Los microorganismos pueden transformar los contaminantes
organicos en compuestos que presenten menor o mayor toxicidad, con respecto
al compuesto original. Algunos microorganismos pueden degradar
completamente los contaminantes organicos, lo que implica su completa
mineralizacion hasta compuestos inocuos como agua y dioxido de carbono.
(Shannon y Unterman, 1993).

» Clasificacién taxonémica

Reino: Fungi
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Division:  Eumycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Hyphales
Familia: Hypocraceae

Género:  Trichoderma
(Jaklitsch, 2006).

1.3. Definicion de términos basicos

Biorremediacion: La biorremediacion es una tecnologia que utiliza el potencial
metabdlico de los microorganismos (fundamentalmente bacterias, pero también hongos
y levaduras) para transformar contaminantes organicos en compuestos mas simples
poco o nada contaminantes, y, por tanto, se puede utilizar para limpiar terrenos o aguas
contaminadas. (Glazer y Nikaido, 1995).

Hongos: Son organismos heterotréficos y osmotroficos, con quitina o quitosano en la
pared celular, y esta contiene celulosa. . (Mueller, 2004).

Suelo: Es un recurso vivo, dindmico, compuesto de particulas de minerales de
diferentes tamafios, materia orgdnica y numerosas especies de microorganismos

morfoldgica y fisiologicamente distintos. (Paul y Clark, 1996).

Contaminacién de suelos: Es aquel cuyas caracteristicas fisicas, quimicas o biol6ogicas
han sido alteradas negativamente por la presencia de componentes peligrosos de origen
humano, en concentracion tal que comparten un riesgo para la salud humana o el medio
ambiente. (Martinez, 2005).

Los plaguicidas: Es una sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedades humanas o
animales, especies indeseables de plantas o animales capaces de causar dafios o
interferir de cualquier otra forma con la produccién, procesamiento, almacenamiento,

transporte 0 mercado de los alimentos. (Wilkinson, 1976).

Plaguicidas organoclorados: Son aquellos que poseen atomos de carbono, hidrogeno
y cloro en su estructura quimica, entre los plaguicidas organoclorados se destacan:
DDT, Aldrin, Endrin, BHC, Lindano, endosulfan y Metoxicloro. (Hayes, 1982).



CAPITULO II
MATERIAL Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Materiales de laboratorio
Para hacer posible esta tesis se utilizd en el laboratorio de la Facultad de Ecologia,

medios de cultivo que permitid crecer las cepas de los hongos en placas Petri,

posteriormente se usé azul de metileno, solucién salina, agua estéril para obtener el

inocuo.

2.1.2. Materiales de campo
Se utilizé calaminas que permitié la sombra a los tratamientos, se circulé con malla

todo el alrededor para asegurarnos que nadie ingrese.

2.1.3. Equipos
El microscopio nos ayudo a identificar los hongos, la balanza analitica la utilizamos

para el peso exacto, mientras que la cAmara la usamos para capturar cada momento

y la laptop se usé para hacer todo el gabinete del proyecto de investigacion.

2.2. Métodos
La biorremediacion es el método que se utiliz6 para limpiar suelos contaminados de

una forma muy préactica ya que se usan a los mismos microorganismos que viven en el

suelo y el subsuelo.

2.3. Metodologia

2.3.1. Ambientacion del lugar donde se realizo la ejecucion de este proyecto.
Se construy6 una pequefia casa utilizando materiales de la zona en un espacio de la
Facultad de Ecologia de la Universidad Nacional de San Martin ya que el proyecto

tenia tratamientos que se llevaron bajo sombra para evitar el sol y la lluvia en forma

directa.

2.3.2. Preparacion de medio de cultivo.
Se prepar6 200 mL de medio de cultivo para hongos agar Sabouraud comercial,
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calentando en la cocina agitador, hasta la ebullicion y cambio del estado solido a
liquido. Posteriormente se realiz6 el proceso de plaqueado en placas Petri
esterilizadas previamente a 150 °C en una autoclave durante 20 minutos, para asi
evitar la contaminacion de agentes patdgenos que podrian alterar datos de la

investigacion.

Recoleccidn, de las cepas de hongos nativos.

La recoleccion de los hongos de Penicillium spp se hizo de naranjas en estado de
pudricion del mercado zonal Ayaymama, los Phanerochaetes spp se hizo de madera
en descomposicién encontrados en una chacra ubicado en el Caserio Alto Carrizal
del Distrito de Jepelacio Provincia de Moyobamba, asi como también los
Trychoderma spp se extrajo de las raices de arboles en descomposicion del
mencionado lugar.

Estos hongos también pueden ser encontrados en el Centro de Investigacion
Pabloyacu de la Universidad de San Martin y en otros lugares humedos en el cual

debe de haber madera y raices en descomposicion.

2.3.4. Aislamiento y sembrado de las cepas de hongos.

Se utilizé 10 mL de agua destilada para homogenizar las muestras y poder repicar
en el agar Sabouraud. Para el sembrado y aislamiento de los 03 géneros de hongos
se utilizo la técnica de placa invertida en el medio de cultivo en el laboratorio, luego
fueron incubadas a 37 °C durante 05 dias, esto permitié a dichos organismos crecer

en placas separadas, obteniendo asi cepas purificadas.

2.3.5. Identificacion de los 03 géneros de hongos biorremediadores.

Una vez que crecieron las cepas, la identificacion se hizo mediante la técnica de
observacion directa con la ayuda del microscopio reconociendo caracteristicas

morfoldgicas de cada género.

2.3.6. Preparacion de los suelos.

Se obtuvo una cantidad de 42 kilos de tierra, en la cual fue recolectado del Sector
Punta de Dofie de la ciudad de Moyobamba, siendo 3.50 kg de suelo para cada
tratamiento, para esto se utilizé una técnica del cuarteo en los determinados puntos
de recoleccion para determinar la muestra laboreada hasta llegar al namero de kilos

determinado. (Ver anexo 3A)
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Contaminacion de los suelos.

Para poder contaminar el suelo se compro el contaminante de nombre comercial
ANOFEX que contiene la misma composicion quimica que el DDT, algunas
personas lo siguen vendiendo en agro veterinarias para combatir roedores.

Se realiz6 por espolvoreo, en el cual consistio en la distribucion del producto DDT
en forma de polvo, mediante la aplicacion de una corriente de aire, que a Su paso por
el deposito de tratamiento arrastra parte del producto hacia el suelo en el cual se
logré la mayor penetracion en la muestra, se ubico solo 20 g. de DDT en cada

tratamiento.

Inoculacion de las cepas de los 03 géeneros de hongos biorremediadores en las
parcelas de tratamiento.

Se prepard 03 L de indculo de cada género a diferentes concentraciones (09 L por
los tres géneros), utilizando Solucion Salina al 0,9 %. La inoculacién fue de manera
directa y vertido directo, se colocd un litro de inocuo de cada género utilizando
solucién salina para evitar confundirse y permitir contener condicién isotdnica a la
celula, la concentracion fue de 10 g para cada género de hongo en el blogue I, 20 g

para el bloque 11'y 30 g para el bloque Il11.

Evaluacion de los suelos contaminados con DDT.

Se evalud por tres meses utilizando el método de irrigacion adicionando el agua para
mantener las condiciones de humedad adecuadas para la biorremediacién esto se
aplico cada dos dias a los tratamientos ya que los hongos viven en zonas himedas,
también se realizo la aireacion del suelo mediante el laboreo. La toma de muestras
se hizo cada 45 dias para ser analizadas en el laboratorio ya que en total se hicieron
dos analisis (el primero fue a 45 dias, y el ultimo fue a 90 dias).

Las muestras fueron de 350 g de suelo para cada tratamiento, para ello se utilizd
envases con tapa seguros con la finalidad de evitar mezclarse unas con otras, también
se uso un tecnopor en el cual se ubicé todas las muestras para luego ser enviadas y

analizadas en un laboratorio de la ciudad de Lima.

2.4. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

a.

Se utilizo el disefio con estimulo creciente o con preprueba-postprueba y varios
grupos, para poder definir nuestro analisis de datos.
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Es otra variacion del disefio clasico, en la que se usan varios grupos idénticos que
serviran de grupos experimentales y testigos, reciprocamente. La variable
“estimulo” es aplicada en magnitudes diferentes para cada grupo, uno de los
cuales, el testigo por antonomasia, no recibe estimulo alguno. Este disefio
confiere mayor validez y confiabilidad al estudio, porque permite establecer las
variaciones concomitantes expresables, la mayor parte de veces, en formulas

matematicas.

Antes Después

Grupo testigo B - -
Grupo experimental X1 Estimulo de intensidad: C;, C;, C3 Y
Grupo experimental X2 Estimulo de intensidad: C1,C; Cs | "
Grupo experimental X3 Estimulo de intensidad: Cy, Cz, Cs Y

(Bocanegra, 1999)
Se utilizé el disefio en blogues completos al azar (DBCA), donde los tratamientos

fueron los géneros de hongos y los bloques la concentracion de hongos:

Tratamientos:

To: Testigo

T1: Hongos del genero Penicillium spp

T>: Hongos del genero Phanerochaetes spp

Ts: Hongos del genero Trichoderma spp

Bloques:
I:10 g/L
I1: 20 g/L
I1: 30 g/L

Cuya ecuacion es la siguiente: Yij =u + i+ Bj + &

(De Mendiburu, 2005)
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Donde:

u: es el efecto medio que producen los hongos en la biorremediacion de los suelos
contaminados.
T es el efecto del género del hongo i

Bj: es el efecto de la concentracion del hongo j

&ij - es el error experimental de la unidad experimental ij

Yij : son las observaciones en las unidades experimentales

Se utilizo el disefio con estimulo creciente o con preprueba - postprueba y varios
grupos, completamente al azar por bloques, todos los tratamientos fueron
asignados al azar a los blogues con cuatro tratamientos TO; T1; T2; T3, asignados

al azar a tres bloques, es como sigue:

) SR )
TO T1 T2
T1 T2 T3
T2 T3 T0
T3 TO T1
\ ) \ ) ——
BLOQUE | BLOQUE Il BLOQUE 1l
C:10g/L C:20¢9/L C:30¢g/L

Para saber la cantidad en kg de DDT metabolizado por los hongos evaluados, se
utilizé una sustraccion.

DI -DF =CDM
Descripcion:

- DI: DDT inicial

- DF: DDT final

- CDM: Cantidad de DDT metabolizado. (Maza, 1991).
ElI DDT inicial es de 0,020 kg

Para tener la cantidad de DDT metabolizado en porcentajes, se utilizd la ecuacién
de tres simple:
(CDM x 100) / DI = PDM
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Donde:

- DI: DDT inicial

- CDM: Cantidad de DDT metabolizado

- PDM: Porcentaje de DDT metabolizado. (Vergnaud, 1983).
ElI DDT inicial es de 0,020 kg

Se utilizaron las medidas de tendencia central y de dispersion

Media aritmética X=

Desviacion estandar S =

K Clv'E .100

X

Coeficiente de variacion CV =

Bajo el DBCA se determiné el tratamiento 0ptimo para identificar el género de
hongo que con mayor contribucion en la biorremediacion de suelos contaminados

con DDT, para lo cual previamente se realiz6 en anélisis de varianza cuyo esquema

es el siguiente:

Fuentes de Grados de Suma de cuadrados valor F valor
variacion libertad. cuadrados medios calculado critico
Género de hongos
_ GLT SCT CMT FT FCT
(tratamientos )
Concentraciones de
GLB SCB CMB FB FCT
hongos (bloques)
Error GLE SCE CME
Total GL Total

f.  La decision respecto a las diferencias significativas se tomd de acuerdo a los

siguientes criterios:

Si F¢ > F, entonces existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Si Fc<F, entonces no existen diferencias significativas entre los tratamientos.




g.

h.
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Mediante la prueba de Duncan, con un nivel de confianza del 95% se determiné
el tratamiento 6ptimo. Previamente se determiné la desviacion estandar de los
promedios y las amplitudes estudiantizadas significativas (AES), mediante la

siguiente ecuacion:

CME
S, =, |~
X ’\ r

Luego se determinaron las Amplitudes del Limite de Significacion se Duncan
(ALS):

Pr 2 3 4
AES
Sx =
ALS

El procesamiento de los datos se realiz6 en forma electrénica, haciendo uso del
Ms. Excel.



CAPITULO lII
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identificacion de los tres géneros de hongos

3.1.1. Ubicacion de hongos

3.12.1

El lugar en donde se muestreo los hongos Phanerochaete spp y Trychoderma spp
fue una chacra de café en una parte himeda, que tiene 7 afios, ubicada en el caserio
Nuevos Aires de la provincia de Moyobamba. (Ver anexo 1A)

Se ubicaron estos hongos teniendo en cuenta los siguientes criterios: su habitad del
género Phanerochaete spp es en troncos en descomposicion por muchos afios
después de haber sido talado y que este mantenga siempre una humedad, mientras
que el género Trychoderma spp es en raices en descomposicidn que se encuentren
en el subsuelo manteniendo también una humedad.

El género Penicillium spp se encontré en naranjas con estado de pudricion, este

género se obtuvo del mercado zonal Ayaymama de la Provincia de Moyobamba.
dentificacion de hongos

La identificacion de los tres géneros de hongos se hizo mediante la utilizacion del
microscopio porque los hongos utilizados son de un tamafio reducido y sus
caracteristicas se observa a nivel celular, el proceso de identificacion estuvo a cargo
del Blgo. M. Sc. Luis Eduardo Rodriguez Pérez, utilizando el método de la
observacién directa al microscopio, las caracteristicas morfoldgicas que se

observaron en cada género de hongo se describen a continuacion:

Género Penicillium spp.
Tiene una estructura ramificada semejante a un pincel que termina en células

conididgenas llamadas fialides.

Género Phanerochaete spp.

Tienen estructuras haploides y unicelulares, con uno o dos nucleos. Pueden
presentarse en forma de globo, ovales, elongadas, alargadas o angulares; pueden
ser incoloras o pigmentadas, con colores tales como amarillo, anaranjado, verde,

ocre, rosa, café, violeta, blanco o negro.
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- Género Trychoderma spp.
Se caracterizan por poseer una gruesa pared exterior, constituida por tres capas

(endospora, epispora y perispora).

3.2. Determinacion de dosis maxima y tratamiento optimo a 45 dias de evaluacion

3.2.1. Resultados de tratamientos en sus respectivos bloques

Tabla 1
Datos obtenidos segin muestras de suelo a 45 dias.

Bloques Tratamientos

To T1 T2 Ts
| 0.020kg  0018kg  0016kg  0.017kg
I 0.020kg  0016kg  0013kg  0.015kg
I 0.020kg  0013kg  0012kg  0.012 kg

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

La tabla 1 contiene resultados obtenidos de andlisis en el laboratorio, donde se
aprecia que en el bloque 1 con concentracion de 10 g/L de in6culo de cada género de
hongo, en el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) se ha obtenido el mayor valor (0.018
kg de DDT) siendo el que menor eficiencia ha logrado en un tiempo de 45 dias. Los
que mayor eficiencia han logrado estan en el bloque 111 con concentracién de 30 g/L
de indculo, son el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y tratamiento 3 (G.
Trychoderma spp) con un valor de 0.012 kg de DDT siendo el valor inicial 0.020 kg
DDT. En el blogue Il los valores también disminuyeron como es el caso del
tratamiento 1 (G. Penicillium spp) que disminuyo 0.002 kg de DDT mas que en el
blogue 1, asi como también el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) disminuyd
0.003 kg de DDT vy el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) disminuy6 0.002 kg de
DDT, esta disminucion del organoclorado se debe a que su concentracion fue de 20
g/L de indculo de cada género en el bloque Il. Por otra parte obtuvimos un valor de
0.016 kg de DDT en el blogue I con el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y en
el bloque 11 con el tratamiento 1 (G. Penicillium spp). Las diferencia que existe en
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el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) entre el bloque I con el blogue 111 es de 0.005
kg de DDT, en el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es de 0.004 kg de DDT y en
el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) es de 0.005 kg de DDT. También podemos
decir que el tratamiento testigo se mantiene intacto con el valor inicial que es de
0.020 kg de DDT.

0.025
0.02
0.02
0.018
_ 0.017
g 0.016
& 0015
l—
a
o
-
w
o 001
o
[%2]
1]
o
0.005
0
TO: Testigo BLOQUEI

T1: G. Penicillium spp
T2: G. Phanerochaete spp
T3: G. Trychoderma spp

HETO ®T1 ®@T2 wWT3

Figura 1. Kg encontrados de DDT Bloque |

Interpretacion:

En lafigura 1 representa al bloque I se observa que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete
spp) ha reducido notablemente el valor inicial de DDT que es de 0.020 kg a 0.016 kg
logrando una reduccion de 0.004 kg, cultivando en un tiempo de 45 dias, sin embargo
el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) su reduccién fue menor con un valor de 0.018
kg de DDT ante los otros géneros de hongos, la diferencia de disminucion entre el
tratamiento 1 (G. Penicillium spp) y el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es de
0.002 kg de DDT Yy entre el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) y el tratamiento 3 (G.
Trychoderma spp) es de 0.001 kg de DDT en este bloque, teniendo una concentracién
de in6culo de 0.010 g/L de cada hongo respectivamente, se indica también que el

testigo se mantiene con el mismo valor inicial.
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0.025

0.02
0.02

0.016

0.015
0.015

0.013

PESO DEL DDT EN (kg)

0.01

0.005

BLOQUE I

TO: Testigo

T1: G. Penicillium spp

T2: G. Phanerochaete spp BT0 ®Tl @T2 uT3
T3: G. Trychoderma spp

Figura 2. Kg encontrados de DDT Bloque Il

Interpretacion:

En esta figura se aprecia que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) tiene un valor de
0.016 kg de DDT reduciendo un 0.004 kg de DDT el cual indica que es el tratamiento
gue menos ha disminuido en este bloque, el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es
el que mas ha disminuido ya que tiene un valor de 0.013 siendo la diferencia 0.007 kg
de DDT del valor inicial, la reduccion de kg de DDT entre el tratamientol (G.
Penicillium spp) y tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es de 0.003 kg eso indica
que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) ha disminuido 0.003 kg de DDT maés que
el tratamiento 1 (G. Penicillium spp), el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) solo ha
disminuido 0.005 kg de DDT. Se indica también que el testigo se mantiene con el
mismo valor inicial. Por otra parte hay que tener en cuenta que en el bloque Il se
trabaj6 con una concentracion de 20 g/L de in6culo de cada género de hongo en un

tiempo determinado de 45 dias de irrigacion y aireacion.
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0.025

0.02

0.02

0.015

0.013

0.012 0.012

PESO DEL DDT EN (kg)

0.01

0.005

BLOQUE Il

TO: Testigo

T1: G. Penicillium spp
T2: G. Phanerochaete spp
T3: G. Trychoderma spp

ETO ®T1 ®=T2 » T3

Figura 3. Kg encontrados de DDT Bloque I11

Interpretacion:

En la figura 3 se muestra que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) es el que menos ha
disminuido es por ello que tiene un valor de 0.013 kg de DDT logrando reducir un
0.007 kg de DDT, el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y tratamiento 3 (G.
Trychoderma spp) tienen el mismo valor y son los que méas disminuyeron con un 0.006
kg de DDT en el bloque, la diferencia entre los tratamientos es 0.001 kg de DDT que
se pudo disminuir en el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y tratamiento 3 (G.
Trychoderma spp). Sin embargo el testigo en este bloque se sigue manteniendo con el
mismo valor inicial. Hay que indicar también que el bloque Il se trabajé con una
concentracion de 30 g/L de inoculo de cada género en un tiempo determinado de 45

dias.



3.2.2. Cantidad de DDT Metabolizado en el primer muestreo

Tabla 2
Cantidad de DDT metabolizado

Resultados DDT final

Bloques Tratamientos

To T1 T2 T3
I 0.020 kg 0.018 kg 0.016 kg 0.017 kg
I 0.020 kg 0.016 kg 0.013 kg 0.015 kg
i 0.020 kg 0.013 kg 0.012 kg 0.012 kg

DI -DF =CDM
Bloques Tratamientos

To T1 T2 T3
I O kg 0.002 kg 0.004 kg 0.003 kg
I Okg 0.004 kg 0.007 kg 0.005 kg
i Okg 0.007 kg 0.008 kg 0.008 kg

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:
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En la tabla 2 se muestra la cantidad de DDT metabolizado por los diferentes hongos.

El tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp)

son los hongos que mas disminuyeron el DDT con 0.008 kg de reduccion de este

organoclorado en el blogue 111 con una concentracion de 30 g/L de inéculo, mientras

que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) del bloque I con una concentracién de 10

g/L de inoculo es el que menos reduccion tubo con una cantidad de 0.002 kg de DDT

con una concentracion de 10 g/L, sin embargo el tratamiento 2 (G. Phanerochaete

spp) del blogue | es igual su disminucion de DDT con el tratamiento 1 (G.

Penicillium spp) en el blogque 1l siendo la cantidad de 0.004 kg, también podemos

decir que el testigo no disminuyo, estos resultados se determinaron en un tiempo de

45 dias de irrigacion y aireacion.



3.2.3. Porcentaje biorremediado por hongos

Tabla 3

Porcentaje de DDT metabolizado
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Cantidad de DDT Metabolizado

Bloques Tratamientos
To T1 T2 LE
| 0 kg 0.002kg  0.004kg  0.003 kg
1 Okg 0.004kg  0.007kg  0.005Kkg
1l Okg 0.007kg  0.008kg  0.008 kg
(CDM x 100) / DI = PDM
Bloques Tratamientos
To T1 T> T3
| 0% 10% 20% 15%
I 0% 20% 35% 25%
Il 0% 35% 40% 40%

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

En esta tabla se muestra los respectivos porcentajes obtenidos en el primer analisis

de laboratorio el cual indica que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) es el que menor

porcentaje de disminucién obtuvo en un tiempo de 45 dias con un valor de 10 %,

mientras que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y tratamiento 3 (G.

Trychoderma spp) obtuvieron el mismo porcentaje con un valor de 40 %.
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40% 40%

40%

35%

30%

25%

20%

PESO DEL DDT (%)

15%

10%

5%

0%

0% 0%

0%
BLOQUE I BLOQUE Il BLOQUE Il

TO: Testigo

T1: G. Penicillium =T0 ®T1 =T2 T3
T2: G. Phanerochaete

T3: G. Trychoderma

Figura 4. Porcentaje de DDT metabolizado

Interpretacion:

En esta figura se aprecia los porcentajes obtenidos en el primer analisis de
laboratorio el cual el testigo no tuvo ninguna reduccién del organoclorado, mientras
que los tratamientos 2 (G. Phanerochaete spp) y tratamiento 3 (G. Trychoderma spp)
del bloque 11 biorremediaron un 40% del total del DDT, también se observa que el
tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) en el bloque Il es el que més biorremedio en
este blogue con un 35% frente a un 20% que obtuvo el tratamiento 1 (G. Penicillium
spp) y un 25% que obtuvo el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp), por otra parte en
el blogue I el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es el que biorremedié mas con
un 20% frente a un 15% que obtuvo el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) y un
10% que obtuvo el tratamiento 1 (G. Penicillium spp), siendo el tratamiento general

de este analisis que menos biorremedi6 al organoclorado.
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3.2.4. Concentraciones promedio de DDT en suelos contaminados segin géneroy
concentracion de hongo aplicado

Tabla 4

Kilogramos promedio de DDT presentes en el suelo (Primer muestreo)
Testigo 0.020
Penicillium spp 0.016

Género de hongos
Phanerochaetes spp 0.014

Trychoderma spp 0.015

B 10 g/L 0.019
Concentracion de hongos o g/L 0.016
30 g/L 0.014

Nota: datos obtenidos de la tabla 1

Interpretacion:

Segun los resultados del primer muestreo mostrados en la tabla 4, la mayor
concentracion de DDT se dio en el género de hongos Penicillium spp con 0.016 kg
por cada 0.350 kg de suelo muestreado, siendo la menor concentracion en el género
de hongos Phanerochaetes spp con 0.014 kg. Asimismo, se evidencia que cuando se

aplica una concentracién de hongos de 30 g/L se reduce el DDT del suelo a 0.014
kg.

3.2.5. Diferencias significativas entre géneros de hongos y concentraciones de
hongos

Tabla 5
Diferencias significativas entre tratamientos y bloques (primer muestreo)

Cuadra

Fuentes de Suma de Grados de estadisti L.
., . dos F critico
variacion cuadrados libertad. . coF
medios
Genero de hongos 0.007 3 0002 14737 4.760
(tratamientos )
Concentraciones de 0.002 2 0.001 7.737 5.140
hongos (bloques)
0.001 6 0.00016
Error
Total 0.010 11

Nota: datos obtenidos de la tabla 1
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Interpretacion:

Segun los resultados del primer muestreo realizado y que se reflejan en la tabla 5,
dado que el estadistico F (14.737) es mayor que el F critico (4.760), se puede
concluir que existen diferencias significativas entre los géneros de hongos en cuanto
a su efecto en la biorremediacion de suelos contaminados con DDT.

Asimismo, existen diferencias significativas en cuanto al efecto de las
concentraciones de hongos en la biorremediacion de suelos contaminados con DDT,

dado que el estadistico F (7.737) es mayor que el F critico (5.140).

3.2.6. Determinacion del tratamiento 6ptimo

Tabla 6

Tratamiento 6ptimo de biorremediacién de suelos con DDT (Primer muestreo)

Medias T2 T3 T1 TO
Tratamientos 0.014 0.015 0.016 0.020
T2
0.014 -- 0.001 0.002 0.06
T3
0.015 -- -- 0.001 0.005
T1
0.016 -- -- -- 0.004
TO . . .
0.020
ALS 0.0252 0.0261 0.0266

Nota: datos obtenidos de la tabla 4

Interpretacion:
Segun los resultados de la tabla 6, se concluye que el tratamiento 2 (hongos del
genero Phanerochaete spp) es el 6ptimo para la biorremediacion de suelos

contaminados dado que reduce significativamente el DDT.

Asimismo, para la construccion de la tabla 6 se utilizaron las amplitudes del limite

de significacion segin Duncan (ALS), las cuales se obtuvieron de la siguiente

manera:
P 2 3 4
AES 3.46 3.58 3.64
Sx =0.0073

ALS 0.0252 0.0261 0.0266
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En cuanto al coeficiente de variacion, se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion

cv = 000016 5 _ 7910

0.16

Dado que el coeficiente es de 7.91% < 30% entonces se puede concluir que para el
primer muestreo realizado el promedio es la medida representativa en cuanto al
calculo del DDT en el suelo, es decir los resultados estadisticamente son confiables.
(De Mendiburu, 2005).

3.3. Determinacion de dosis maxima y tratamiento optimo a 90 dias de evaluacion

3.3.1. Resultados de tratamientos en sus respectivos bloques

Tabla 7
Datos obtenidos segin muestras de suelo a 90 dias
Bloques Tratamientos
To T1 T2 T3

| 0.020kg  0.016kg 0.013kg  0.015Kkg
I 0020kg  0.013kg 0.007kg  0.011kg

1l 0.020kg  0.007kg 0.003kg  0.005Kg

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

La tabla 7 contiene resultados obtenidos de anélisis en el laboratorio, donde se
aprecia que en el bloque I con concentracion de 10 g/L de indculo de cada género de
hongo, en el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) se ha obtenido el mayor valor (0.016
kg de DDT) siendo el que menor eficiencia ha logrado en un tiempo de 90 dias. El
que mayor eficiencia ha logrado esté en el bloque Il con concentracién de 30 g/L
de indculo, es el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) con un valor de 0,003 kg de
DDT siendo el valor inicial 0.020 kg DDT. En el bloque Il los valores también
disminuyeron como es el caso del tratamiento 1 (G. Penicillium spp) que disminuyo

0.003 kg de DDT mas que en el bloque I, asi como también el tratamiento 2 (G.
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Phanerochaete spp) disminuyé 0.006 kg de DDT vy el tratamiento 3 (G.
Trychoderma spp) disminuyé 0.004 kg de DDT, esta disminucion del organoclorado
se debe a que su concentracion fue de 20 g/L de indculo de cada género en el bloque
Il. Por otra parte obtuvimos un valor de 0.013 kg de DDT en el bloque I con el
tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) y en el bloque Il con el tratamiento 1 (G.
Penicillium spp). Las diferencia que existe en el tratamiento 1 (G. Penicillium spp)
entre el blogue 1 con el bloque 111 es de 0.009 kg de DDT, en el tratamiento 2 (G.
Phanerochaete spp) es de 0.010 kg de DDT Yy en el tratamiento 3 (G. Trychoderma
spp) es de 0.010 kg de DDT. También podemos decir que el tratamiento testigo se

mantiene intacto con el valor inicial que es de 0.020 kg de DDT.

0.025
0.02
0.02
0.016

. 0.015
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g 0015 0.013
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& 0.005
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BLOQUE I
TO: Testigo

T1: G. Penicillium
T2: G. Phanerochaete
T3: G. Trychoderma

MTO ®T1 ®T2 wT3

Figura 5. Kg encontrados de DDT Bloque |

Interpretacion:

La figura 5 representa al blogque I donde se observa que el tratamiento 2 (G.
Phanerochaete spp) ha reducido notablemente el valor inicial de DDT que es de
0.020 kg a 0.013 kg logrando una reduccién de 0.007 kg, cultivando en un tiempo
de 90 dias, sin embargo el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) su reduccion fue menor
con un valor de 0.016 kg de DDT ante los otros géneros de hongos, la diferencia de
disminucion entre el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) y el tratamiento 2 (G.
Phanerochaete spp) es de 0.003 kg de DDT y entre el tratamiento 1 (G. Penicillium
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spp) y el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) es de 0.001 kg de DDT en este bloque,
teniendo una  concentracion de inéculo de 0.010 g/L de cada hongo
respectivamente, se indica también que el testigo se mantiene con el mismo valor

inicial.

0.025

0.02

0.02

0.015

0.013

0.011

0.01

PESO DE DDT (kg)

0.007

0.005

BLOQUE Il

TO: Testigo

T1: G. Penicillium @70 @T1 AT2 uT3
T2: G. Phanerochaete

T3: G. Trychoderma

Figura 6. Kg encontrados de DDT Bloque Il

Interpretacion:

En esta figura 6 se aprecia que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es el que
mayor eficiencia ha logrado con un valor de 0.007 kg de DDT, teniendo como valor
inicial 0.20 kg de DDT, el tratamiento que menor eficiencia ha obtenido es el
tratamiento 1 (G. Penicillium spp) ya que tiene un valor de 0.013 kg de DDT,
mientras que el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) tiene un valor de 0.011 kg de
DDT, reduciendo 0.002 kg mas que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp), la
diferencia que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) ha obtenido en comparacion
del tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) es de 0.004 kg mé&s de reduccién del
organoclorado, el testigo no tiene reduccion ya que es notable porque su valor es
0.020 kg de DDT en este bloque que se trabajo con una concentracion de 20 g/L de
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indculo de cada género de hongo a un tiempo determinado de 90 dias de irrigacion

y aireacion.

0.025

0.02

0.015

0.01

PESO DE DDT (kg)

0.007

0.005

0.003

BLOQUE 11l

0.005

TO: Testigo

T1: G. Penicillium spp

T2: G. Phanerochaete spp 4T0 ®T1 =T2 4T3
T3: G. Trychoderma spp

Figura 7. Kg encontrados de DDT Bloque Il

Interpretacion:

En esta figura se muestra el que menos disminuy6 al organoclorado es el tratamiento
1 (G. Penicillium spp) con un valor de 0.007 kg de DDT teniendo el valor inicial que
es de 0.020 kg de DDT, y el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es el que mayor
redujo con un valor encontrado de 0.003 kg de DDT, mientras que el tratamiento 3
(G. Trychoderma spp) tiene un valor de 0.005 kg de DDT disminuyendo 0.002 kg
de DDT mas que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp), sin embargo el tratamiento 2
(G. Phanerochaete spp) disminuyé 0.002 més que el tratamiento 3 (G. Trychoderma
spp), el testigo no tiene reduccion ya que es notable porgue su valor es 0.020 kg de
DDT en este bloque que se trabajo con una concentracion de 30 g/L de indculo de
cada género de hongo a un tiempo determinado de 90 dias de irrigacion y aireacion.
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3.3.2. Cantidad de DDT Metabolizado en el segundo muestreo

Tabla 8
Cantidad de DDT metabolizado

Resultados DDT final

Bloques Tratamientos
To T1 T2 T3
| 0.020kg 0.016kg 0.013kg  0.015 kg
I 0.020kg 0.013kg 0.007kg  0.011kg
1l 0.020kg 0.007kg 0.003kg  0.005kg

DI -DF =CDM
Bloques Tratamientos
To T1 T2 T3
I 0 0.004 0.007 0.005
I 0 0.007 0.013 0.009
Il 0 0.013 0.017 0.015

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

En la tabla 8 se muestra la cantidad de DDT metabolizado por los diferentes hongos.
El tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) es el hongo que mas reduccion obtuvo con
un valor de 0.017 kg de DDT, seguido del tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) que
obtuvo un 0.015 kg de DDT reducidos en el blogue 111 con una concentracion de 30
g/L de inéculo, mientras que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) del bloque I con
concentracion de 10g/L de in6culo obtuvo solo 0.004 kg de DDT reducidos. Hay
que tener en cuenta también que en el blogue 111 el tratamiento 2 (G. Phanerochaete
spp) disminuyo 0.004 kg de DDT maés que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) y
0.002 kg del organoclorado mas que el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp).
También podemos decir que el testigo no disminuyo, estos resultados se

determinaron en un tiempo de 90 dias de irrigacion y aireacion.
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3.3.3. Porcentaje biorremediado por hongos

Tabla 9
Porcentaje de DDT metabolizado

CANTIDAD DE DDT METABOLIZADO

Bloques Tratamientos
To T1 T2 T3
I 0 0.004 0.007 0.005
I 0 0.007 0.013 0.009
i 0 0.013 0.017 0.015

(CDM x 100) / DI = PDM

Bloques Tratamientos
To T1 T2 T3
I 0% 20% 35% 25%
I 0% 35% 65% 45%
Il 0% 65% 85% 75%

Fuente: Elaborado por el autor

Interpretacion:

En esta tabla se muestra los respectivos porcentajes obtenidos en el segundo analisis
de laboratorio el cual indica que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) es el que menor
porcentaje de disminucién obtuvo en un tiempo de 90 dias con un valor de 20 %,
mientras que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) obtuvo un 85 % de reduccién
del organoclorado siendo el valor mayor de disminucion ante los demas
tratamientos, mientras que el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp) solo alcanzo un

75 % y el testigo no obtuvo ninguna disminucion.
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Figura 8. Porcentaje de DDT metabolizado

Interpretacion:

En la figura 8 se indica que el tratamiento 1 (G. Penicillium spp) es el que menor
porcentaje obtuvo en todos los blogues comenzando por el bloque I con una
concentracion de 10 g/L de in6culo de hongo con 20 % de reduccion de DDT,
mientras que en el blogue Il con una concentracion de 30 g/L de inéculo de hongo
obtuvo un 65%, por otro lado el tratamiento 2 (G. Phanerochaete spp) del bloque 111
obtuvo el maximo valor de reduccion del organoclorado con un 85 % frente a los
demas tratamientos, también observamos que el tratamiento 3 (G. Trychoderma spp)
solo obtuvo 75 % siendo el 10 % menos que el tratamiento 2 (G. Phanerochaete

spp), sin embargo el testigo sigue con su valor intacto.
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3.3.4. Concentraciones promedio de DDT en suelos contaminados

Tabla 10:

Kilogramos promedio de DDT presentes en el suelo (Segundo muestreo)
Testigo 0.020
Penicillium spp 0.012

Genero de hongos Phanerochaetes spp  0.008

Trychoderma spp 0.010
109/L 0.016
Concentracion de hongos 20 9/L 0.013
309/L 0.009

Nota: datos obtenidos de la tabla 7
Interpretacion:

Segun los resultados del segundo muestreo mostrados de la tabla 10, la mayor
concentracion de DDT se dio en el género de hongos Penicillium spp con 0.012 kg
por cada 0.350 kg de suelo muestreado, siendo la menor concentracion en el género
de hongos Phanerochaetes spp con 0.008 kg. Asimismo, se evidencia que cuando se

aplica una concentracion de hongos de 30 g/L se reduce el DDT del suelo a 0.009
kg.

3.3.5. Diferencias significativas entre géneros de hongos y concentraciones de hongos

Tabla1l
Diferencias significativas entre tratamientos y bloques (Segundo muestreo)
Fuentes de variacion Suma de Grados de Cuadrados  estadistico F F critico
cuadrados libertad. medios
Género de 0.025 3 0.008 13.410 4.760
hongos
(tratamientos )
0.011 2 0.005 8.366 4.757
Concentracione
s de hongos
(bloques)
0.004 6 0.00063
Error
0.040 11
Total

Nota: datos obtenidos de la tabla 7
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Interpretacion:

Segun los resultados del segundo muestreo realizado 45 dias después del primer
muestreo, y cuyos resultados se reflejan en la tabla 11, dado que el estadistico F
(13.410) es mayor que el F critico (4.760), se puede concluir que existen
diferencias significativas entre los géneros de hongos en cuanto a su efecto en la
biorremediacion de suelos contaminados con DDT.

Asimismo, existen diferencias significativas en cuanto al efecto de las
concentraciones de hongos en la biorremediacion de suelos contaminados con
DDT, dado que el estadistico F (8.366) es mayor que el F critico (5.140).

3.3.6. Determinacion del tratamiento 6ptimo

Tabla 12

Tratamiento 6ptimo de biorremediacién de suelos con DDT (Segundo muestreo)

Medias T2 T3 T1 TO
Tratamientos 0.008 0.010 0.012 0.020
T2
0.008 -- 0.002 0.004 0.012
T3
0.010 -- -- 0.002 0.010
T1
0.012 - a a 0.008
TO B B B B
0.020
ALS 0.0502 0.0519 0.0528

Nota: datos obtenidos de la tabla 10

Interpretacion:

Segun los resultados de la tabla 12, se concluye que el tratamiento 2 (hongos del
genero Phanerochaete spp) es el Optimo para la biorremediacion de suelos
contaminados dado que reduce significativamente el DDT.

Asimismo, para la construccion de la tabla 12 se utilizaron las amplitudes del limite
de significacion segin Duncan (ALS), las cuales se obtuvieron de la siguiente

manera:
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P 2 3 4
AES 3.46 3.58 3.64
Sx =0.0145
ALS 0.0502 0.0519 0.0528

En cuanto al coeficiente de variacion, se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion:

~ ./0.00063
0.13

CVv .100=19.31%

Dado que el coeficiente es de 19.31% < 30% entonces se puede concluir que para
el segundo muestreo realizado el promedio es la medida representativa en cuanto al
calculo del DDT en el suelo, es decir los resultados estadisticamente son confiables.
(De Mendiburu, 2005).

3.4. Protocolo de descontaminacion de DDT por los tres géneros de hongos

La propuesta de protocolo propuesto para la descontaminacion de suelos con DDT
por tres géneros de hongos (T, P y P), segun los resultados obtenidos consta de las

siguientes fases:

1. Ambientar un lugar donde se realizaréa el proyecto, construyendo una pequefia casa
para que la ejecucion se lleve bajo sombra.

2. Preparar el medio de cultivo: Preparar 200 mL de medio de cultivo para hongos en
agar Sabouraud y realizar el proceso de plaqueado y esterilizacién a 150 °C en un
autoclave.

3. Recolectar, las cepas de hongos nativos: Recolectar en lugares humedos; para
Penicillium spp de naranjas en pudricion, Phanerochaete spp en troncos
descompuestos y Trychoderma ssp en raices descompuestas.

4. Aislar y sembrar las cepas de hongos: utilizar 10 mL de agua destilada para
homogenizar y luego repicar en el agar Sabouraud los respectivos géneros de
hongos.

5. Identificar los géneros de hongos biorremediadores: Identificar mediante la
técnica de observacion directa mediante un microscopio caracterizando segun su

morfologia.
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6. Caracterizacion de la concentracion de suelos contaminados con DDT: Esta
caracterizacion se hace mediante un andlisis de laboratorio del suelo contaminado.

7. Inocular las cepas de los géneros de hongos biorremediadores en las parcelas de
tratamiento: Preparar 03 L de indculo de cada género a diferentes concentraciones,
utilizando Solucion Salina al 0,9 %. La inoculacion se hace de manera directa y
vertido directo, se coloca un litro de inocuo de cada género utilizando solucion
salina para evitar confundirse y permitir contener condicion isotonica a la célula,
la concentracion fue de 10 g para cada género de hongo en el bloque I, 20 g para
el blogue I1'y 30 g para el bloque II1.

8. Evaluar los suelos contaminados con DDT: Consta de tres meses utilizando el
método de irrigacion para mantener las condiciones de humedad, tomando
muestras cada 45 dias por dos veces y enviarlas a un laboratorio para ser analizadas

y verificar si se esta biorremediando el suelo.

3.5. Discusion de resultados.

v Una consecuencia del prolongado uso de DDT durante muchos afios atras en el Per(
especificamente en la region San Martin fue la contaminacion de los suelos y el
ambiente. Los residuos de este compuesto quimico aun persisten en el suelo,
convirtiéndose en una amenaza a la salud humana y animal. Para eliminar éste
contaminante y sus productos de degradacion del suelo, en el presente trabajo se
utilizaron hongos nativos provenientes de madera en descomposicion, raices en
descomposicion y frutos de naranjas en putrefaccion. En este estudio se ha
demostrado la habilidad degradativa de hongos nativos en suelo contaminado por el
organoclorado DDT.

v' Segun (Betancur, 2013), el tratamiento por bioestimulo permitié reducir la
concentracion de DDT en un 94.3% mientras que en el control por atenuacion natural
solo se obtuvo una remocion de 4.28 % durante ocho semanas, logrando que el
tratamiento por bioestimulo es efectivo. Mientras que en esta investigacion se utilizo
el método de irrigacion para darle la comodidad a cada género de hongo segun su
medio de vida adicionando el agua para mantener las condiciones de humedad

adecuadas a la biorremediacion, ya que los microorganismos una humedad adecuada
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para su desarrollo teniendo en cuenta que una inadecuada cantidad de agua podria
restringir severamente la biorremediacion en superficies terrestres ya que es muy
comun que pierdan la humedad es por ello que la aplicacion fue cada dos dias durante
las 13 semanas de observacién, con una reduccion de 40 % a los 45 diasy un 85 % a
los 90 dias segun los géneros que mas biorremediaron.

Segun este autor hizo la identificacion bioquimica y molecular de las bacterias que
predominaron durante la biorremediacion el cual identificd bacterias como: Bacillus
thuringiensis, Flavobacterium sp., Phenylobacterium sp. y Bosea sp, en cambio en
este estudio los hongos se identificaron antes del proceso de biorremediacion ya que
se tenia destinado trabajar con estos tres géneros de hongos que son Penicillium spp,

Phanerochaete spp y Trychoderma spp.

Se obtuvieron 13 cepas de hongos filamentosos no ligninoliticos, de la paja de trigo
molida se aislaron siete cepas, cuatro de suelo agricola y dos trozos de paja de trigo
que son: Fusarium proliferatum, F. succisae, F. moniliforme, F. oxysporum, F.
equiseti, Penicillium janthinellum, Mucor circinelloides, Alternaria alternata. Las
cepas aisladas y las tres cepas de referencia (PC, TRI y TV) mostraron diferentes
grados de tolerancia a endosulfan, clorpirifés y clorotalonil (Stamatiu, 2013), sin
embargo los géneros Penicillium, Phanerochaete y Trychoderma mostraron
diferencias significativas en cuanto a su efecto en la biorremediacion de suelos

contaminados con DDT.

Cruz (2003) Comprobé la actividad degradativa que tiene el hongo de pudricion
blanca P. chrysosporium sobre el plaguicida organoclorado DDT. A la temperatura
de 39°C, se obtiene que el DDT en tres muestras de suelo presentaron porcentajes de
volatilizacién mayores al 30%. El olote de maiz utilizado como fuente primaria de
carbono para el microorganismo en los experimentos de degradacion de DDT en
suelos, funcion6 adecuadamente, ya que el desarrollo fungico fue bueno. Mientras
que en esta investigacion se comprob6 que todos los géneros utilizados degradaron al
organoclorado en diferentes cantidades, a temperatura ambiente, teniendo en cuenta
la comodidad que se realizo para que estos se adecuen al medio donde se llevo a cabo
el estudio funcionando asi adecuadamente el desarrollo del hongo y la

biorremediacion del suelo.
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v Lainvestigacion se realizé con suelo contaminado que no se obtuvo de ningln cultivo
que se haya utilizado organoclorados por algunas plagas, sin embargo obtuvimos
biorremediacion de estos por parte de los tres géneros de hongos. Por otro lado los
suelos que contienen diferentes tipos de cultivos se detectaron los plaguicidas
siguientes: p, p’-DDT, p, p’-DDD, endosulfan 1 y Il, alfa y beta hexaclorociclohexano,
donde se observa que el cultivo de cafia presenta la mayor concentracion de p, p’-
DDT tanto a los 20 cm como a los 40 cm, la presencia en las tierras de cultivo se debe

al uso actual de insecticidas en ese lugar segtn (Escobar, 2000).

v Los suelos contaminados con hidrocarburos o con diferentes contaminantes son
tratados, el cual disminuyen la contaminacion en este caso se emple6 aserrin y
estiércoles organicos que mediante una biorremediacién de microorganismos estos
contaminantes se reducen (Buendia, 2012), mientras que en la investigacion realizada
tenemos claro con que microorganismos se trabajo que son Penicillium,
Phanerochaete y Trychoderma el cual biorremediaron suelos contaminados con DDT

en diferentes cantidades.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

>

Se ha determinado que los géneros de hongos Penicillium spp, Phanerochaetes spp y
Trychoderma spp suelen descontaminar suelos con DTT de manera significativa,
siendo el género Phanerochaetes spp el mas eficiente con 85 % de descontaminacion,

seguido del género Trychoderma spp con 75 % y Penicillium spp con 65 %.

Se han aislado en agar saboraud e identificado tres géneros de hongos: Phanerochaetes
spp de troncos himedos en descomposicién, Trychoderma spp de raices en
descomposicion y Penicillium spp de naranjas descompuestas, por sus principales
caracteristicas morfoldgicas mediante el método de la observacion directa.

Segun la evaluacion de este proyecto la dosis méxima para los dos resultados en
diferentes tiempos es de 30 g/L de in6culo para los tres géneros de hongos nativos ya
que tenemos los primeros resultados a un tiempo de 45 dias de evaluacion como un 30
% de descontaminacidn que obtuvo el género Penicillium spp, y un 40% que obtuvieron
los géneros Phanerochaete spp y Trychoderma spp, mientras que en el segundo
resultado tenemos como un 65 % de descontaminacion que obtuvo el género
Penicillium spp, 85 % el género Phanerochaete spp y un 75 % el género Trychoderma
spp en un tiempo determinado de 90 dias se logrd estos resultados ya que los hongos

tuvieron la comodidad de adecuarse al medio segun su modo de vida.

El tratamiento 6ptimo en el primer resultado y el segundo para la biorremediacion de
suelos contaminados dados que reduce significativamente el DDT es el tratamiento 2

con el género de hongo Phanerochaete spp, segun la matriz de diferencias.

Se ha elaborado la propuesta de protocolo, para la descontaminacion de suelos con
DDT por tres géneros de hongos (Penicillium spp, Phanerochaetes spp y Trychoderma
spp) segun los resultados obtenidos, la cual consta de las (07) siguientes fases:
Preparacion de medio de cultivo, recoleccion, de las cepas de hongos nativos,
aislamiento y sembrado de las cepas de hongos, identificacion de los 03 géneros de
hongos biorremediadores, caracterizacion de la concentracion de suelos contaminados
con DDT, inoculacion de las cepas de los 03 géneros de hongos biorremediadores en

las parcelas de tratamiento y evaluacién de los suelos contaminados con DDT.
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Recomendaciones

» Para otras investigaciones se recomienda a la Facultad de Ecologia considerar la
temperatura y humedad cada semana del suelo, y tomar muestras desde el inicio de la

evaluacion para asi tener un control de la concentracién del contaminante.

> Se recomienda a la Universidad Nacional de San Martin seguir investigando que para
disefiar correctamente un sistema de tratamiento in situ hay que contar con un amplio
conocimiento de las caracteristicas del suelo y una serie de ensayos biogeotécnicos para
determinar factores como ubicacion exacta en profundidad del contaminante y de esa
manera ubicar los microorganismos biorremediadores en el lugar exacto donde se
encuentra el contaminante, y de esa manera tendriamos una informacion méas a fondo

para poder evaluar sin ningun problema durante una ejecucion.

> Se recomienda a investigadores de la Facultad de Ecologia que previo a la evaluacion,
es necesario un estudio de tratabilidad tanto a nivel de laboratorio como a nivel de
campo, utilizando muestras representativas de los suelos contaminados para determinar
aspectos importantes como: la especie o cepa que sea aplicable a las condiciones que
se presentaran en el suelo, la cantidad del nutriente u otros suplementos que estan

incorporados al suelo.

» Se recomienda a los estudiantes de la carrera que este proyecto sirva como referencia
para seguir investigando en temas de descontaminacion como parte de la formacién y
el que hacer del ingeniero ambiental, ya que los suelos en la actualidad son fuente de
vida para la supervivencia de las futuras generaciones, si estos se ven afectados por
contaminantes que siguen persistiendo a pesar de que estos fueron introducidos afios

atras, en un futuro sufriremos de escasez de recursos alimenticios.



55

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alarcon, A. (2009). Los géneros fungico Trichoderma y su relacion con contaminantes
organicos e inorganicos. México.

Albert, L. (1990). Los plaguicidas y sus efectos en el ambiente y la salud. Centro de
Ecodesarrollo.

Alexander, M. (1981). Biodegradacion de productos quimicos de preocupacion ambiental.
Nueva York.

Alexopoulos. C.J., Mims. C.W. (1996). Micologia Introductoria. New York.

Alvarez, S. (2013). Produccion Artesanal y Control de Calidad del hongo antagonista
Trichoderma. Argentina. Editorial San Salvador de Jujuy.

Arango, A. (2007). Técnicas de bioestimulacion. Colombia.

Betancur, B. (2013). Biorremediacion de suelo contaminado con el pesticida 1,1,1-tricloro-
2,2 bis(p-clorofenil)etano (DDT)  mediante protocolos de bioestimulacion y
adicion de surfactante. Tesis Doctoral sin publicar, Universidad Nacional de
Colombia, Medellin.

Bissett, J. (1991). Revisién del Género Trichoderma. I1l. Seccién Pachybasium. México

Boada, D. Préacticas de biologia general. 12 edicion 1998. Edicion Centro de Publicaciones
Universalle. Bogota.

Bocanegra, F.A. (1999). Bases Metodoldgicas de la investigacion cientifica. Publiciencia
UNT.

Boopathy, R. (2000). Los factores que limitan las tecnologias de biorremediacion.
Tecnologia de Biorrecursos. Argentina.

Bourdot, (1978), clasificacion taxondémica de Phanerochaete.

Boyd, R. (2004), Control de insectos actuando como neurotoxicos. Estados Unidos.
Brombacher, C. (1998) Desarrollo de una planta de lixiviacion a escala de laboratorio para
la extraccion de metales a partir de cenizas volantes por Thiobacillus cepas.

Brown, W. (1978). Ecologia de los plaguicidas. 1° Ed. New York.

Buendia, H. (2012). Biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos mediante
el compost de aserrin y estiércol. Instituto de la Investigacion. Lima.

Bumpus, J. A. (1988). Biodegradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos por
Phanerochaete Chrysosporium.

Bumpus, J. A. y Aust, S.D. (1987). Biodegradacion de compuestos organicos clorados por
Phanerochaete Chrysosporium, un hongo de pudricién de la madera. EE.UU.



56

Bumpus, J. A. (1985). La oxidacidn de los gases contaminantes ambientales persistentes por
un hongo de la pudricion blanca. Washington.

Carrasco, G (2010). Biorremediacion de Aguas y Suelos contaminados con Petroleo.
Institucion Educativa Ofelia Velasquez. Tarapoto.

Carrillo, L. (2013). Los hongos de los alimentos y forrajes. Argentina Publicado por UNS.

Coreal, R. (2006). Métodos in situ. Colombia.

Corona, A. (1999). Biodegradacién anaerébica-aerébica del DDT (diclorodifenil
tricloroetano) en suelos. Boletin de contaminacion ambiental y toxicologia.
Argentina.

Cruz, M. (2003). Biodegradacién del DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(4 clorofenil)etano] en
suelos agricolas, por el hongo de pudricion blanca Phanerochaete chrysosporium.
Universidad Autonoma Metropolitana. México.

De Mendiburu, F. (2005). Disefios experimentales. UNALM. Per(.

Departamento de salud y servicios humanos (2002), Servicio de Salud Pablica Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades. Estados Unidos.

Di Paola, M. (2010). Biorremediacion: Vinculaciones entre investigacion, desarrollo y
legislacion. Buenos Aires.

Escobar Gonzélez José Luis, (2000), Caracterizacion de suelos contaminados con
plaguicidas organoclorados, para su biorremediacion. México.

Ganey, P. E., Boyd, S. A. (2004). Una aproximacion a la evaluacion del efecto de la
biorremediacion sobre la actividad biologica de los contaminantes ambientales:
Decloracion de los bifenilos policlorados.

Garrison, A. (2000). Fitodegradacion de p -p- DDT vy los enantiomeros de o, p - DDT.

Gaur, A. C. (1970). Efecto de difenil dicloro (DDT) simbiosis de Rhizobium sp, con
Phaseolus aureus. Plantas y el suelo. Colombia.

Glazer, A.N. y Nikaido, H. (1995). Biotecnologia Microbiana: Fundamentos de la
Microbiologia Aplicada. Nueva York.

Hayes W. (1982). Los plaguicidas organoclorados. Barcelona.

Iturbe, R. (2010). Biorremediacién como método. Mexico.

Kantachote, D. (2000). Efectos de la contaminacion a largo plazo del DDT sobre la
microflora del suelo, con especial referencia a las algas del suelo y la transformacién
de las algas del DDT, Japon.

Kylin, H. (2003). La acumulacion de hexaclorociclohexanos el aire y el DDT en las agujas

de pino. Bogota.



57

Leary, (1995), La historia de una molécula.

Link. (1809), Penicillium. Fundacién bioguimica de argentina.

Lubitz, A. (2004), Modo de accidn de los pesticidas. Colombia.

Lundmark, C. (2002). Los avances en la biorremediacion. México.

Martinez, S. (2005). Contaminacion del suelo. Francia.

Martinez, T. (1998). Introduccion a la microbiologia. México.

Maza, C. (1991). Ensefianza de la suma y la resta. Madrid

Miller, R. (1996). Procesos bioldgicos que afectan el destino de contaminantes. Ciencias de
la contaminacion. Nueva York.

Mueller, G. (2004). Biodiversidad de hongos. Espafa

Paul, E.A. y Clark, F.E. (1996). Suelo microbiologia y quimica. 2 ed. Colombia

Pérez, R. (1997). Degradacién de los clorofenoles, por Phanerochaete chrysosporium.
Espafia.

Pfaender, F. K., Alexander, M. (1973). Efecto de la adicidn de nutrientes sobre la aparente
cometabolismo del DDT. Diario de la quimica agricola y alimentaria.

Piédrola, G. (1947). Valor profilactico de los modernos desinfectantes, volumen 2. New
York.

Qlynn, Hy Heinke, G. (1999). Ingenieria Ambiental. México.

Review. (2010). In situ y la biorremediacion de contaminantes organicos en los sedimentos
acuaticos. Diario de materiales peligrosos.

Sanchez, J. (2000). Degradacion de enzimas. Panama.

Schwedt, G. (2001). La guia esencial para la quimica ambiental. 1* ed. Espafia.

Score A. J. y Palfreyman J.W. (1994). El control biolégico de los hongos secos pudricion
lacrymans Seprula por Trichoderma spp: Los efectos de los medios complejos y
sintéticos en la interaccion y de hifas con velocidades de extension. Colombia.

Seagren, E. A. (2008). La biorremediacion in situ en medios porosos heterogéneos
Escenario limitada por la dispersion. Ciencias del Medio Ambiente y la Tecnologia.

Semple, K. (2007). Interacciones microbianas con contaminantes organicos en el suelo:
definiciones, procesos y medicion. Contaminacion ambiental. Argentina.

Shannon M.J.R. y Unterman K. (1993). Evaluacion de biorremediacién. Argentina.

Smatiu, S. (2013), Tolerancia y biodegradacion de plaguicidas con hongos filamentosos.

Smith, S. A (1960). Multiusos en conjunto de colector: utilizando en la evaluacion de los
efectos de los plaguicidas microbiologicos. Ciencia del Suelo.

Sparks, D.L. (1996). La quimica del suelo del medio ambiente. Academia Press. Medellin.



58

Thor, G (1997). Microbiologia del Suelo moderna. New York.

Vergnaud, G. (1983). Adquisicion de conceptos y procesos matematicos. Madrid

Vigano, L. (2000). La evaluacion de la toxicidad de los sedimentos del rio Po con
Ceriodaphnia dubia. Toxicologia acuética.

Waid, J. (1999). ;La biodiversidad del suelo depende de actividad metabidtica e influencias?
Colombia.

Widden, P. y Scattolin V. (1988). Interacciones competitivas y estrategias ecoldgicas de las
especies de Trichoderma que colonizan la camada de abeto. Mycologia. México.

Wilkinson, C. (1976). Bioguimica y fisiologia de insecticidas. USA

Zellinger, D. (2004). La tecnologia fantasma bacteriana para la entrega de plaguicidas.
Diario de la quimica agricola y alimentaria.

Zhang, J. (2008). Efecto de la actividad microbiana, contenido de agua del suelo y el cobre
afiadido en los patrones de distribucion temporal de HCB y DDT entre las diferentes

fracciones de materia organica del suelo. Contaminacion ambiental. Estados Unidos.



9331100

9330900

933: 000

933?800

933?700

2!1[400 2311500

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN - TARAPOTO
FACULTAD DE ECOLOGIA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

"Biorremediacion con Penicillium spp, Phanerochaete
spp y Trychoderma spp de suelos contaminados con
DDT. Moyobamba - 2016”

AUTOR: TANIA MARILIN FERNANDEZ BRITO

ESCALA 1/1 500
MAPA UBICACION DE PROYECTO

T T
281400 281500

ANEXOS

Anexo A: Ubicacion geografica
Anexo 1 A: Mapa de ubicacion de proyecto

281900

59

282000
n

.

PERU

o‘.‘.'\ -

‘u“h-

el

J

T
9331100

T
9331000

T
9330900

MOYOBAMBA

T
9330700

T
281900

282000

9330800



Anexo 2 A: Mapa de ubicacion de hongos
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Anexo 3 A: Mapa de ubicacion de puntos donde se recolecto el suelo

282725 282740 282755 282770 282785 282800 282815 282830 282845 282860 282875 282890 282905 282920

LEYENDA

. PUNTOS DONDE SE RECOLECTO EL SUELO
PARA SER USADO EN LA BIORREMEDIACION

COORDENADAS

X 282854 Y 9331771
X 282873 Y 9331828
X 282823 Y 9331731

282725 282740 282755 282770 282785 282800 282815 282830 282845 282860 282875 282890 282905 282920
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Anexo B: Ubicacion donde se llevd a cabo la investigacion

Anexo 1B: Limpieza del area
Fuente: Fotografia tomada por Kelith Perales Vasquez

Fuente: Fotografia tomada por Kelith Perales Vasquez
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Anexo C: Proceso de plaqueado y esterilizacion de las placas

)

Anexo 1C: Plagueado de la Placas Petri
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista

Anexo 2C: Esterilizacion de las placas
Fuente: Fotografia tomada por el Blgo. Luis E. Rodriguez Pérez
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Anexo D: Recoleccion de las cepas de hongos

Anexo 1D: Hongo Trichoderma encontrado en una chacra (Alto Crriial)
Fuente: Fotografia tomada por la tesista

‘% i«l\v‘é‘ﬂ “3" '-f 3

S . 3 g hféﬁ'&‘ } 4 /;, &;"“
Anexo 2D: Hongo Phanerochaete Anexo 3D: Hongo Penicillium
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista Fuente: Fotografia tomada por la

Tesista
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Anexo E: Aislamiento de los hongos

Aned 1E: Aislamiento de Penicillium
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista

Anexo 2E: Phanerochaete Anexo 3E: Trichoderma
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista ~ Fuente: Fotografia tomada por la Tesista



Anexo F: Siembra de hongos en el laboratorio y crecimiento del mismo

7

Anexo 1F: Siembra con ayuda de una jeringa
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista

TR B e e €3 /i "f —
Anexo 2F: Genero Penicillium

Fuente: Fotografia tomada por la Tesista
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Anexo G: Preparacion de los suelos e insercion de los hongos respectivos

Anexo 1G: Ubicacion de las tinas con tierra segun el disefio
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista

| L RX
Anexo 2G y 3G: Contaminacion de tierra para ser biorremediada por hongos
Fuente: Fotografia tomada por Kelith Perales Vasquez.
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Anexo 4G: Concentracion de hongo
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista
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Anexo 5G y 6G: Inbculo a diferentes concentraciones
Fuente: Fotografia tomada por el Blgo. Luis E. Rodriguez Pérez
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Anexo H: Muestreo para ser analizados en el laboratorio

S T T

Anexo 1H: Peso de la muestra
Fuente: Fotografia tomada por la Tesista

Anexo 2H y 3H: Muestras selladas y tecnopor sellado para ser enviado a laboratorio
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Fuente: Fotografia tomada por la Tesista

Anexo |: Resultados de laboratorio “BALTIC CONTROL”

Caring about quality

INFORME DE ENSAYO N°4989/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Caceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra 1d: 26262 - N° Muestra: 4989/2017 - Suelo / TO / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacion: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de analisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado

DDT 9/Kg 0,02

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos
volatiles aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante
cromatografia de gas. Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

= €205

£ ()
& \
]
&/

S

Clave de Validacion: 8¢708f21677c4fd6b210fadaf174ae6e

"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccién total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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B Caring about quality

'Baltic Control’

Baltic Conuaol CMA S A

INFORME DE ENSAYO N°4990/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céaceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra Id: 26263 - N° Muestra: 4990/2017 - Suelo / T1/ Penicillium /B | / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacion: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de analisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,018

Métodos de Andlisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-ISO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos haldgenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercién térmica

Clave de Validacion:
2c0f09c33d264ad8h2bfbd3c8fa39d97

“EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.

Pag.1/1
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1 Caring about quality

Baltic Control’

Baltic Conural CMA S A

INFORME DE ENSAYO N°4991/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra Id: 26264 - N° Muestra: 4991/2017 - Suelo / T1 / Penicillium /B 11 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacién: Envase de pléastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,016

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: c95ce93e737746d7bd7aa024b57a84b1
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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b Caring about quality

Baltic Control’

Baltic Control CMA S A
INFORME DE ENSAYO N°4992/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céaceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra Id: 26265 - N° Muestra: 4992/2017 - Suelo / T1/ Penicillium / B 111 / Una (01) unidad de 350g aprox.
Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017

Presentacion: Envase de plastico sellada

Condicion de la muestra: Temperatura ambiente
Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado

DDT g/Kg 0,013

Métodos de Anédlisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Método de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos haldgenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

arkisipan Gonzales

Clave de Validacion: 4a33a1d591504f27ababf3083a3cdcf2
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.

Pag.1/1
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Caring about quality

Baltic Control’

Baltic Contral CMA S A

INFORME DE ENSAYO N°4994/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra 1d: 26267 - N° Muestra: 4994/2017 - Suelo / T2 / Phanerochaete / B | / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacion: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de anlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT o/Kg 0,016

Métodos de Anédlisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-ISO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles

aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas. Método

mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

ABipan ‘G_onzalos
K fono

Clave de Validacion: 0730baed833b4c59b0ab06al112b7646¢
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.

Pag.1/1
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Caring about quality

Baltic Control’

Baltic Conurol CMA S A

INFORME DE ENSAYO N°4995/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Caceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra 1d: 26268 - N° Muestra: 4995/2017 - Suelo / T2 / Phanerochaete / B 11 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de analisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,013

Métodos de Anélisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Método de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas. Método
mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: ec6e9ec958eedca7abdh9a7c550bab81
“EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.

Pag.1/1
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Caring about quality

Baltic Control’

Baltic Contral CMA S A

INFORME DE ENSAYO N°4996/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra 1d: 26269 - N° Muestra: 4996/2017 - Suelo / T2/ Phanerochaete / B 111 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,012

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas. Método
mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: da56856d936a4816926e13a930c98804
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.

Pag.1/1




77

Caring about quality

Baltic Control’

Baltic Conuraol CMA S A

INFORME DE ENSAYO N°4998/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra 1d: 26271 - N° Muestra: 4998/2017 - Suelo / T3 / Trychoderma / B I / Una (01) unidad de 3509 aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,017

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 8a36e1f464293f23edafe9824e1bdfd8

"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°4999/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra Id: 26272 - N° Muestra: 4999/2017 - Suelo / T3/ Trychoderma / B 11 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,015

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: e45da43a235847d5db4ea921b37d74e3
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5000/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2424/2017

Muestra 1d: 26273 - N° Muestra: 5000/2017 - Suelo / T3/ Trychoderma / B 111 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 31/07/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 31/07/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,012

Métodos de Anélisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Método de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

dbipan Gonzales

Clave de Validacion: 3d738a71877a4ef3b252af7ef194ea3a
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5047/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra 1d: 26320 - N° Muestra: 5047/2017 - Suelo / TO / Una (01) unidad de 350g aprox.
Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017

Presentacion: Envase de plastico sellada

Condicion de la muestra: Temperatura ambiente
Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de analisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado

DDT 9/Kg 0,02

Métodos de Anédlisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Método de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos
volatiles aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante
cromatografia de gas. Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 3678cdef275b2c59f0ea37a279b7446¢
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5048/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra Id: 26321 - N° Muestra: 5048/2017 - Suelo / T1 / Penicillium /B 1 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,016

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 3920baad333e2¢28b1ch36e412d7536d
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5049/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra Id: 26322 - N° Muestra: 5049/2017 - Suelo / T1 / Penicillium /B 11 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,013

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 5345ddae249b7c99b2ab13a233b2645a
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5050/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra 1d: 26323 - N° Muestra: 5050/2017 - Suelo / T1/ Penicillium / B 111 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,007

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 7004daaef822d6e56h5ad26e674d2788e
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5052/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra Id: 26325 - N° Muestra: 5052/2017 - Suelo / T2 / Phanerochaete / B | / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,013

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas. Método
mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 5744fdaf826a6e34b7ad33e894a2793d
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5053/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra 1d: 26326 - N° Muestra: 5053/2017 - Suelo / T2 / Phanerochaete / B 11 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,007

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas. Método
mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

(gBipan Gonzales

Clave de Validacion: 3421eaef311c4a21d2ae51a474a4754b
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5054/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra Id: 26327 - N° Muestra: 5054/2017 - Suelo / T2/ Phanerochaete / B 111 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,003

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas. Método
mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 9345beaf499b2a96b5ed72a555d1618c
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5056/2017.A

Razon Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra 1d: 26329 - N° Muestra: 5056/2017 - Suelo / T3 / Trychoderma / B I / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,015

Métodos de Analisis e Informaciones Complementarias

Meétodo de Analisis Meétodo de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

dBipan Gonzales
@iono

Clave de Validacion: 2791deef232d1e71d5ed90e869b6567
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccién en el contenido del presente informe lo anula autométicamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5057/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra Id: 26330 - N° Muestra: 5057/2017 - Suelo / T3/ Trychoderma / B 11 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,011

Métodos de Anélisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Método de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos haldgenos volatiles mediante cromatografia de gas.
Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 2323bach898c4e58b5cd34a476¢8980b
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacion escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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INFORME DE ENSAYO N°5058/2017.A

Razén Social: FERNANDEZ BRITO TANIA MARILIN RUC: 10746058662

Direccion: Nro. S/N C.P. Costa Rica - Pajarillo - Mariscal Céceres — Peru CMA: CMA2482/2017

Muestra 1d: 26331 - N° Muestra: 5058/2017 - Suelo / T3/ Trychoderma / B 111 / Una (01) unidad de 350g aprox.

Fecha de Emision: --- Fecha Recepcion: 15/09/2017
Presentacién: Envase de plastico sellada
Condicion de la muestra: Temperatura ambiente

Procedencia de la muestra: Proporcionada por el Cliente
Fecha de inicio de andlisis: 15/09/2017

Resultados Analiticos

Analisis
Analisis Unidad Resultado
DDT g/Kg 0,005

Métodos de Anélisis e Informaciones Complementarias

Método de Analisis Método de Referencia

DDT - Suelos UNE-1SO 15009. Calidad del suelo — Determinacion del contenido de hidrocarburos volatiles
aromaticos, naftaleno e hidrocarburos halégenos volatiles mediante cromatografia de gas.

Método mediante purga y atrapamiento con desercion térmica

Clave de Validacion: 6171ebad6932a7d33b8ael12c921a7132a
"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE UN DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

ST

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de BALTIC CONTROL CMA S.A
Cualquier enmienda o correccion en el contenido del presente informe lo anula automaticamente.
Los resultados corresponden al objeto ensayado.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de productos o como certificado de sistemas de calidad de la entidad que lo produce.
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