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RESUMEN

En la actualidad el aumento del uso de pesticidas en la actividad agricola ha
generado la acumulacién de grandes cantidades de compuestos téxicos, uno de
estos es el p-nitrofenol, cuya concentracién se incrementa como consecuencia
directa del uso de pesticidas en la agricultura. La presente investigacion tiene
como objetivo general identificar los géneros de bacterias degradadoras de p-
nitrofenol aisladas de suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro
Poblado de Mayapo, provincia de Huanta - Ayacucho. La investigacion es de tipo
basica, nivel descriptivo, disefio transversal. El estudio se realizd con tres
unidades de muestra tomadas de tres terrenos de cultivo de Erithroxylum coca
“coca” del Centro Poblado de Mayapo por un método no probabilistico. A partir
de tales muestras se procedi6 al aislamiento de bacterias degradadoras de p-
nitrofenol utilizando el medio mineral Busnell Hass suplementado con 10 mg/L de
p-nitrofenol, las colonias fueron purificadas en agar nutritivo y conservadas como
cepario. A partir de estas se obtuvieron 3 consorcios, con las cepas aisladas de
cada terreno. La evaluacion de la capacidad biodegradadora del p-nitrofenol se
realizé6 con tratamientos de 4, 7, 10, 12 mg/L por un periodo de 72 horas. La
concentracion de p-nitrofenol y determinacion del mismo, se realizé utilizando el
espectofotémetro “espectrofotometer 1200 serie UNICO haciendo lecturas a 380
nm de longitud de onda. La identificacion de las cepas bacterianas se realizé
mediante las pruebas bioquimicas: oxidasa, TSI, LIA, motilidad y urea. A partir
de una concentracion 4 mg/L de p-nitrofenol los tres consorcios microbianos
lograron degradar el 99% en 24 horas; A partir de una concentracion 7 mg/L de
p-nitrofenol los tres consorcios microbianos lograron degradar el 99% en 48
horas; A partir de las concentraciones 10 mg/L y 12 mg/L de p-nitrofenol los tres
consorcios microbianos lograron degradar hasta un 98 % en 72 horas.Las cepas
aisladas con capacidad degradadora de p-nitrofenol pertenecen a los géneros
Sphingomonas sp., Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp. El consorcio microbiano
C3 (Sphingomonas sp., Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp.) tuvo la mejor
capacidad degradadora de p-nitrofenol a una concentracion inicial de 10 y 12
mg/L la cual ha sido comprobada por analisis de varianza (a<0,05) y la prueba

de tukey.

Palabras clave: degradacion, p-nitrofenol, insecticidas, Erythroxylum coca.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad el aumento del uso de pesticidas en la actividad agricola ha
generado grandes cantidades de compuestos téxicos. Estos compuestos han
sido liberados al ambiente causando una extensa contaminacion de suelos y
cuerpos de agua'. Uno de estos compuestos téxicos puede ser el p-nitrofenol,
cuya concentracion se incrementa como consecuencia directa del uso de
pesticidas en la agricultura. El p-nitrofenol puede acumularse en el suelo como
resultado de la hidrélisis de varios insecticidas organofosforados y herbicidas
nitrofendlicos, ademas puede entrar al ambiente durante la elaboracion de tintes,
pesticidas y medicamentos?.

El problema fundamental por el cual pasa el Centro Poblado de Mayapo,
jurisdiccion del Distrito de LLochegua ubicada en la Provincia de Huanta,
Departamento de Ayacucho es la contaminacion de suelos por el uso frecuente
de pesticidas y fertilizantes que utilizan los pobladores.

Con el fin de incrementar y mejorar la produccién de la hoja de coca se ha
venido masificando el uso de agroquimicos para estos cultivos. La falta de
conocimiento de los productores cocaleros, que no miden las consecuencias
ambientales al usar grandes cantidades de productos agroquimicos, al ser
utilizados persiste en un tiempo y compuestos téxicos como el p-nitrofenol

pueden acumularse en el suelo agricola. Por factores climaticos, estos



compuéstos discurren a los cursos de agua, afectando la biodiversidad y a la

poblacién por consumir el agua y los alimentos, ocasionando enfermedades y

mortandad por acumulacién de toxinas®.

Debido a la alta toxicidad de este compuesto, una alternativa atractiva para

disminuir la concentracion de p-nitrofenol es la biodegradacién, motivo por el

cual se realiza el presente trabajo de investigacion de tipo basica, nivel

descriptivo, diserio transversal en el laboratorio de Microbiologia Ambiental de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga con los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

« Identificar los géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol aisladas de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de
Mayapo, provincia de Huanta. Ayacucho.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« ldentificar los géneros de las bacterias degradadoras de p-nitrofenol
aisladas de suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca”.

e Medir la capacidad degradadora de p-nitrofenol por parte de bacterias
aisladas de suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro

Poblado de Mayapo, Provincia de Huanta. Ayacucho.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
Antecedentes Nacionales
En el afio 2009, Chavez, en el Instituto de Ecologia, México, efectué una
investigacion del “Efecto de metil paration en la diversidad bacteriana presente
en el suelo agricola” con la finalidad de estudiar el comportamiento de este
plaguicida en el suelo, su efecto de emision de CO, y mineralizacion del
nitrégeno, cuyos resultados fueron respecto a la remocion del metil paration éste
siguié una cinética de primer orden con una vida media de 16 y 34 dias, la
mineralizacioén de p-nitrofenol se detectoé después de los tres dias y las bacterias
identificadas: = Acrhomobacter xyloxidan, Brevundimonas diminuta 'y
Ochrobactrum lupini *.
En el afio 2007, Bracho, en la Universidad de Puerto Rico, realizé una
investigacion en aguas contaminadas con p-nitrofenol y evalué la degradacion
de p-nitrofenol por bacterias aisladas de los rios Afasco, Guanajibo y la
Quebrada de Oro (Puerto Rico); la degradacion del p-nitrofenol fue superior al
90%. El andlisis de las secuencias de 16s del ADNr de las bacterias
degradadoras aisladas mostr6 una estrecha similitud con el género

Pseudomonas sp. género caracterizado por ser metabdlicamente diverso y ha



sido ampliamente aislado de ambientes expuestos a una variedad de quimicos
téxicos®.

En el afio 2006, Gemini .y colaboradores, a partir de sedimentos de un rio
————r]

contaminado de Buenos Aires, seleccionaron una cepa bacteriana autéctona de
Rhodococcus wratislaviensis capaz de utilizar p-nitrofenol (PNP) como UGnica
fuente de carbono, nitrégeno y energia. La cepa bacteriana seleccionada
degrada p-nitrofenol en 34 y 56 horas, respectivamente y libera el grupo nitro del
compuesto como nitrito. Dado que el nitrito liberado durante la degradacién
aerdbica de p-nitrofenol es también un compuesto téxico ambiental el mismo fue
removido acoplando un proceso andxico de denitrificacion. La detoxificaciéon fue
evaluada mediante la realizacion de ensayos empleando Daphnia magna,
Pseudokirchneriella subcapitata y Vibrio fischeri de acuerdo a las normas SO
6341 (E) (1996); ISO 8692 (2004) e 1ISO 11348-3 (1998) respectivamente. Los
resultados obtenidos demostraron que no se detecté toxicidad luego de la
combinacion de ambos procesos, biodegradacién aerébica y denitrificacion en
un proceso andxico®.

En el afio 2005, Castrejon y colaboradores, en la Facultad de Ciencias

Biologicas y el laboratorio de investigaciones ambientales de la Universidad
Auténoma del Estado de Morellos (México), efectuaron una investigacion
denominada caracterizacion e identificacion de consorcio bacteriano capaces de
crecer sobre plaguicidas organofosforados, determinandose de 11 bacterias |,
seis tenian la capacidad de crecer en presencia de paration metilico y cinco para
cadusafos. Las especies identificadas son: Bacillus brevis, Stenotrophomonas
maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosis, Weeksella
virosa, Flavobacterium odoratum, Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri.

Diferentes bacterias identificadas son patégenas, sin embargo pueden ser



utilizadas en el tratamiento de residuos de paration metilico y cadusafos y
probablemente, de otros plaguicidas de la misma familia quimica’.
W y colaboradores, en la Universidad Javierana
W
Colombia, realizaron una investigacion donde se evaluaron la capacidad
degradadora de fenol por bacterias, por medio de la respirometria como un
método de la degradacion. Se emplearon 57 cepas previamente investigadas en
la linea de la biorremediacion, encontrandose 11 bacterias con la capacidad para
degradar el fenol. Los géneros que presentaron una degradacion mas eficiente
fueron Stenotrophomonas sp. y Acinetobacter sp.5.
Antecedentes Nacionales
_ W y colaboradores, realizaron el aislamiento de 5
especies bacterianas y sus parametros biorremediadores sobre lixiviados del
relleno sanitario de Paccha, Huancayo. Evaluando cuales de los parametros:
tamano de indculo, tiempo de retencion y tipo de biorreactor, influyen sobre la
actividad biorremediadora. Los microorganismos que se aislaron e identificaron
fueron Zooglea ramigera, Alcaligenes sp., Flavobacterium sp., Pseudomonas sp.
y Beggiatoa sp. Se determiné que todos los parametros influyen decisivamente
sobre la actividad biorremediadora de las especies microbianas empleadas®.
En el afio 2010, en la Universidad Mayor de San Marcos Facultad de Ciencias
Bioldgicas realizaron una investigacion con el objetivo de evaluar la capacidad
biodegradativa del ion tiocianato presente en efluentes mineros empleando
bacterias aisladas de agua tratadas. Se identificaron molecularmente como
Alcaligenes faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens Yy
Aeromonas punctata. Se comprobd que las bacterias nativas poseen elevadas
capacidades degradativas del ion tiocianato™.
En el afo 2002, Gamboa, en la Universidad Nacional de San Cristébal de

T

Huamanga, Facultad de Ciencias Biologicas realizd el aislamiento e



identificacién de bacterias degradadoras de hidrocarburos Los géneros
identificados de bacterias degradadoras de hidrocarburos fueron cuatro:
Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., Aeromonas sp, y las Pseudomonas sp.
también se encontraron cepas sin lograr identificarlos™".

En el afio 2012, Chuchén, en la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga Facultad de Ciencias Biologicas realizé la determinacion de
biodegradacién de carbofuran por bacterias aisladas de suelos agricolas de
Chiara, los géneros conformados: Bacillus, Klebsiella, Artrobacter, Serratia,
Proteus, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Aeromonas,

Pseudomonas, Citrobacter y dos cepas no identificadas .

2.2. Marco conceptual

2.2.1. El suelo

El término suelo se refiere al material exterior, poco compacto de la superficie
terrestre, un estrato caracteristicamente diferente del lecho rocoso subyacente;
esta formado por cinco componentes principales: materia mineral, agua, aire,
materia organica y organismos vivos. Como regla general, el perfil del suelo esta
formado por tres principales capas: los horizontes A, B y C. Un perfil
caracteristico puede contener: a) una zona superficial delgada o gruesa de
restos organicos en descomposicion; b) un horizonte inferior del cual se han
eliminado algunos constituyentes inorganicos durante el largo periodo de
formacion del suelo; c) un horizonte a mayor profundidad en el cual se depositan
algunos constituyentes de capas superiores, y d) un estrato de fondo, de
composicion semejante a la del material original a partir del cual se formé el
suelo. El estrato de residuos organicos es el horizonte O. El horizonte A es el
suelo superficial y corresponde al estrato que esta sujeto a una marcada

lixiviacion, es también la capa de mayor interés desde el punto de vista



biolégico, ya que en ella se encuentran en mayor densidad las raices animales
pequefos y microorganismos. El horizonte B, subsuelo subyacente al horizonte
A, por lo general contiene poca materia organica, unas cuantas raices y una
escasa microflora. En la base del perfil se encuentra el horizonte C, capa que
contiene el material parental del suelo. En este estrato la materia organica esta
presente en cantidades muy pequefias y se observan pocas formas de vida'.
2.2.2. Contaminacion del suelo por pesticidas

La contaminacion de suelos por accion de residuos agroquimicos (pesticidas) se
desarrolla normalmente en la agricultura™.

En la década de 1950 los pesticidas quimicos fueron lanzados a nivel
internacional como un milagro de la ciencia para enfrentar a los problemas de los
plagas. Sin embargo, el uso cotidiano de esos quimicos contribuye a la crisis de
la agricultura que dificulta la preservacion de los ecosistemas, los recursos
naturales y afecta la salud de las comunidades rurales y de los consumidores
urbanos'®.

Las tasas de aplicacion al suelo de ciertos pesticidas, tales como algunos
fungicidas, son muy altas por lo que la microflora del suelo esta expuesta a
niveles que pueden afectar seriamente poblaciones individuales. Por otro lado, la
potencia varia con la sustancia del tal modo que el impacto de la concentracion
del agente toxico puede, algunas veces ser mas grande que el impacto de un
segundo agente toxico presente en el suelo en nivel mas alto. Por lo tanto la
influencia de las sustancias en la comunidad o en las poblaciones que la
constituyen esta determinada por el pesticida particular, la concentracion y la
persistencia®.

2.2.2.1 Pesticida

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion —

FAQ; define pesticida como cualquier sustancia o mezclas de sustancias



destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga incluyendo los
vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies no
deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o que interfieren de
cualquier otra forma en la produccioén, elaboracién, almacenamiento, transporte o
comercializacién de alimentos'®.

Los pesticidas pueden clasificarse atendiendo a diversos aspectos:

a) Segiin su actividad biologica pueden clasificarse en insecticida, acaricida,
fungicidas, desinfectante y bactericida, herbicida, fitorregulador, rodenticida y
varios'.

b) Segin el estado de presentacion o sistema utilizado en la aplicaciéon se
clasifican en gases o gases licuados, fumigantes y aerosoles, polvos con
diametro de particula inferior a 50 pm, sdlidos, excepto los cebos y los

preparados en forma de tabletas, liquidos, cebos y tabletas.

c) Segun su grado de peligrosidad para las personas, los plaguicidas se

clasifican de la siguiente forma:

e De baja peligrosidad: los que por inhalacién, ingestion o penetracion
cutanea no entrafian riesgos apreciables.

e Toxicos: los que por inhalacién, ingestibn o penetracion cutanea puedan
entrafiar riesgos de gravedad limitada.

e Nocivos: los que por inhalacion, ingestion o penetracion cutanea puedan
entrafiar riesgos graves, agudos o cronicos, e incluso la muerte. Muy toxicos:
los que por inhalacion, ingestion o penetracion cutanea puedan entrafar
riesgos extremadamente graves, agudos o cronicos, e incluso la muerte.

d) Segun su estructura quimica: se los agrupa en organofosforados,

organoclorados, carbamatos, compuestos inorganicos, piretroides, derivados de

la Grea, arsenicales, bipirilos, nitrofenélicos y muchos otros'’.



Tabla 1. Caracteristicas de los plaguicidas'’.

Plaguicida Caracteristicas ;
Ejemplo
Son muy estables en los diferentes ecosistemas,
poca biodegradabilidad quiza debido a que el 4tomo DDT
de cloro sustituyente en la molécula es relativamente Aldrin
Organoclorados no reactivo;solubles en lipidos; se acumula en tejidos Lindano
grasos de los animales; son transferidos através de Clordan
la cadena alimenticia téxicos en gran variedad de
animales
Son ésteres fosforados y se hidrolizan con el agua; Paratién
se infiltran hasta alcanzar las aguas subterraneas; Malation
menos persistentes que los organoclorados, L1
DIgandiosiondos plaguicidas de alta toxicidad aguda, por ser gﬁg‘:ﬂ;
inhibidores permanentes de la colinesterasa
sanguinea
Gabamaio Quimicamente estos plaguicidas son derivados del Carbaril
acido carbamico; estos compuestos se hidrolizan en Maneb
el enlace carbamato degradandose rapidamente; son  Carbofuran
altamente toxicos para los vertebrados
Bipirilo Alta toxicidad por tratarse de una sal de amonio Paraquat
cuaternario, bloquea fotosintesis de las plantas, y es Diquat
degradado rapidamente por la Luz U.V.
Piretroid Accién similar a las piretrinas naturales obtenidas del Permetrin
wesore pelitre; accion insecticida; Actualmente se ha Decametrin
conseguido que sean de un tiempo mas activo y Fenvalerato
mucho mas estables en el curso de la exposicién a la
luz y al aire; son de alta toxicidad acuicola.
Dinitrofenélicos Accion insecticida, herbicida; compuestos solubles Dg::;oc;rgzrl
ST CIRORES en agua y en liquido y disolventes organicos; a largo Dingseb

plazo produce intoxicaciénes croénicas; las manchas
amarillas en la piel son los principales indicios
exposicion.

2.2.3. Mecanismos que influyen en la evolucion de plaguicidas en el suelo.

a) Descomposicion quimica, que tiene lugar por procesos de oxidacion,

reduccion, hidroxilacion, dealquilacion, rotura de anillos, hidrolisis e

hidratacion®.

b) Descomposicion fotoquimica, que se produce por efecto del espectro de

luz ultravioleta de la luz solar. Las fuentes de luz y su intensidad regulan el

grado de descomposicion de un compuesto.



c)

d)

Descomposiciéon microbiana, la accion de los microorganismos del suelo
sobre los plaguicidas es probablemente el mecanismo de descomposicion
mas importante los microorganismos del suelo, bacterias, algas y hongos,
obtienen alimento y energia para su crecimiento por descomposicion de
estos compuestos organicos sobre todo cuando carecen de otras fuentes.
Volatilizacién o pérdida del compuesto en forma de vapor. Todas las
sustancias organicas son volatiles en algun grado dependiendo de su presion
de vapor, del estado fisico en que se encuentren y de la temperatura
ambiente.

Movimiento, el transporte de un plaguicida en el suelo, por disoluciéon o
arrastre mecanico, se hace bajo la influencia del agua, bien de las
precipitaciones atmosféricas que favorecen el movimiento de conveccion,
bien de la imbibiciéon que permite un desplazamiento por difusién molecular.
Descomposicion por las plantas y organismos como consecuencia de los

procesos metabolicos que tienen lugar en las plantas'®.
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Figura 1. Esquema de los mecanismos que influyen en la evoluciéon de
plaguicidas en el suelo®.



2.2.3.1 Persistencia del pesticida en el suelo

Persistencia es la resistencia del pesticida a degradarse o descomponerse por
parte de la accién de los microorganismos, accion quimica del suelo y de la luz
solar. Los pesticidas persistentes permanecen mas tiempo en el suelo, por lo
que aumenta la probabilidad de que el pesticida sea arrastrado por el agua de
riego o agua de lluvia hacia el agua subterranea™.

Tabla 2. Persistencia de pesticidas en el suelo™.

Proceso de
Clase Accién Persistencia degradacion
Organoclorados Insecticidas 2-5 afios Deshldrohgloggnac:én .
epoxidacion
Urea Herbicidas  4-10meses Deshalquilacion
Acidos benzoicos  Herbicidas  3-12 meses Deshalogenacion
Amidas Herbicidas 2-10 meses Desalquilacion
Herbicidas
Carbamatos Fungicidas 2-8 semanas Hidrolisis de ésteres
Insecticidas
; _— - 3-10. .
Acidos alifaticos Herbicidas o Deshalogenacion

Organofosforados Insecticidas 7-8 semanas  Hidrolisis de esteres

2.2.3.2 Residuo de plaguicida

Procesos tales como la degradacion, la volatilizacién y la adsorcién, junto con
otros procesos de transporte, como la escorrentia y lixiviacion, son los
responsables de la aparicion de residuos de plaguicidas en la atmosfera, aguas
superficiales y subterraneas, suelo, plantas, etc.

Segun (OMS, 1990) se entiende por residuo de plaguicida, aquellas sustancias
concretas que se encuentran en los alimentos, los productos agricolas o los
piensos como resultados del uso de! plaguicida. El término incluye tanto los
derivados del plaguicida, como los productos de conversion, los metabolitos, los

productos de reaccion y las impurezas que se consideran de importancia

toxicologica'.
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2.2.4 Metabolitos de compuestos organofosforados

Los metabolitos de los compuestos organofosforados suelen ser mas toxicos que
el compuesto parental. Se estudiaron pesticidas organofosforados y se detectd
que sus metabolitos polares (Tps) son mas toxicos y por tanto de mayor
relevancia ambiental, puesto que sus volimenes de rompimiento son mucho
mas lentos que el compuesto inicial. Muchos de estos compuestos se incluyen
en la lista de la EPA como contaminantes potenciales'. Entre los compuestos

organofosforados:

2.2.4.1 Paration

Es un plaguicida organofosforado prohibido en todas sus formulaciones y usos

por ser dafino para la salud humana; animal y el ambiente.

Este éster ha sido usado mundialmente como alternativa para el DDT y otros
pesticidas organicos clorados. Lamentablemente este pesticida presenta el

inconveniente que no se degrada rapidamente en aguas naturales®.

S
|
(Cg H50)2 -'P —0 "'Icl NO}
CHCI

Figura 2. Férmula global de paratién®.
a) Sinénimos: O,0-Diethyl O-p-Nitrophenyl thiophosphate

Diethyl 4-Nitrophenyl Phosphorothionate

b) Formulacion comun: CoH1s,NOsPS
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c) Degradacion del paration

El paration se degrada en el suelo mediante procesos biolégicos y quimicos en
un plazo de varias semanas. La degradacion es mas rapida en suelos
inundados. El paration puede ser susceptible de fotodegradacion. El metabolito
activo paraxon (que es el producto de la fotodegradacién), es mas téxico que el
paration. La tasa de degradacion del paration aumenta cuanto mayor es el pH
(en medios alcalinos).

La adsorcion en particulas en suspension y sedimentos del fondo es el principal
proceso de eliminacion en aguas abiertas. El paration suele desaparecer en una
semana. La semidesintegracion del paration mediante fotodegradacion en el
agua es de uno a diez dias'®.

d) Productos de la degradacion: p-nitrofenol y el acido dietiltiofosférico®.
2.2.4.2 Paration-metilo

El paration-metilo es un plaguicida organofosforado; se usa mas o menos tan
ampliamente como el paratién y es muy similar en sus propiedades fisicas y
quimicas; no obstante, se hidroliza e isomeriza mas facilmente que éste, por lo
que es menos estable como insecticida y ligeramente menos toxico para los
mamiferos; se usa principalmente en los cultivos de café vy citricos contra
pulgones y catarinitas; se encuentra disponible en formulas que contienen

desde menos de 1% hasta mas del 95% de material puro®.

I
(CH0);—P—0 —(ﬁ O NO;
CHCI

Figura 3. Férmula global de metilparation®.
a) Sinénimos: O,0-Dimethyl O-4-nitrophenyl phosphorothioate

b) Formulacién comun: CgH;(NOsPS
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c) Degradacion del metil paration

El paration-metilo se degrada en el suelo y el agua como resultado de procesos
biolégicos y quimicos. La pérdida de este producto en el suelo se debe sobre
todo a la biodegradacion (la semidesintegracién varia entre diez dias y dos
meses). La degradacién aumenta cuanto mayor es la temperatura y la
exposicion a la luz del sol. La principal excepcion corresponde a los derrames,
en los que la degradacion sélo se produce al cabo de muchos afios'.

Los principales procesos empleados para eliminar el compuesto del agua son ia
biodegradacion y la fotolisis. En un periodo de dos a cuatro semanas tiene lugar
el 100 por ciento de la degradacion. La hidrélisis se produce (del 5 al 11 por
ciento) en cuatro dias en rios y mas lentamente en sistemas marinos. El
paration-metilo se degrada mediante fotdlisis directa en aguas naturales
(semidesintegracion de ocho dias en verano y de 38 dias en invierno)'®.

d) Productos de la degradacidn: 4-nitrofenol y metil paraxén.

Metil-paratién 1

H3CO ”
S —OQH
/\ H3CO
0\* dimetil fosfato
H400 / \ / \ é
Metil-paraoxén p-nitrofenol H:CO >p —OH

dimetil fosforotionato

Figura 4. Biotransformacion del metil paration a metabolito p-nitrofenof?'.
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2.2.5. Nitrofenol

Es un compuesto nitroaromatico que tienen origen humano derivado de las
industrias y son altamente utilizados en la sintesis de pesticidas?.

Es un compuesto quimico organico perteneciente a la familia de fenoles nitrados,
con anillos de bencenos que contienen un grupo hidroxilo (-OH) y al menos un

grupo nitro (-NO,) unido al anillo. Presenta tres formas isémeras®.

e o-nitrofenol ( orto -nitrofenol 0 1-hidroxi-2-nitrobenceno), un sélido cristalino
de color amarillo ( pf 46 °C).

e m-nitrofenol ( meta -nitrofenol o 1-hidroxi-3-nitrobenceno), un sélido de color
amarillo (pf 97 °C) y el padre farmaco acido aminosalicilico .

e p-nitrofenol ( para — nitrofenol o 1-hidroxi-4-nitrobenceno), cristales de color
amarillo (pf 114 °C), es un precursor del herbicida fluorodifeno para el
arroz y plaguicida paration y metil paration®.

2.2.5.1 Sintesis del nitrofenol

La nitracion del fenol con acido nitrico diluido a 20 °C, produce una mezcla de

isémeros “orto” y “para”, con cierto predominio del primero; ambos isobmeros se

obtienen de la mezcla de reaccién en suficiente estado de pureza, merced a que

pueden separarse facilmente por destilacién con vapor®.

HO OH OH
X, NHO, diluido o2 SN
S i——— -+ I
Z 202C -
NO,
Fenol 2-Nitrofenol 4-Nitrofenol

Figura 5. Sintesis del p-nitrofenol®*.
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2.2.5.2 El p-nitrofenol

Denominado también 4-nitrofenol, su nombre quimico es 1-Hydroxy-4-
nitrobenzol y su formula quimica: CgHsNO5>°.

El p-nitrofenol tiene aspecto de cristales entre incoloros y amarillo palido, de olor
caracteristico y una solubilidad en el agua de 16 g/L a 25 °C; Punto de ebullicion
(se descompone): 279 °C; Punto de fusion: 113 °C y una densidad relativa
(agua=1), la sustancia es un oxidante fuerte y reacciona con materiales
combustibles; la sustancia se puede absorber por inhalacién y a través de la piel,
se caracteriza por ser una sustancia téxico, peligroso para la salud y el medio
ambiente®.

2.2.5.3 Uso

El p-nitrofenol es usado principalmente en la sintesis de insecticidas (paration y
metil paration), funguicidas (dinoseb), herbicidas nitrofenélicos, medicamentos, y
tinturas® .

Es el principal metabolito del paration y ha sido aceptado como biomarcador
para monitorear humanos expuestos a metilparation y paration®.

La produccion anual de p-nitrofenol o 4-nitrofenol es de 20 millones de

kilogramos. ( el 98% se utiliza como intermediario en la elaboracion de metil , etil,
paration, 1 % en la elaboracién de N-acetil-p-aminofenol (APAP) y el 1 %
restante en tintes para cuero, tintes de oxidianilina y btras aplicaciones”.

2.2.6 El p-nitrofenol como fuente contaminante del medio ambiente

Todo el mundo esta expuesto a bajos niveles de nitrofenoles en el aire, agua y
suelo. Se han detectado nitrofenoles en el aire (que se pueden formar como
resultado de reacciones fotoquimicas atmosféricas entre el benceno y el

monoxido de nitrégeno)® %°.

OTECA E IHFORIAACION
(il CULTURAL
U.N.8.C.H.
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El p-nitrofenol o 4-nitrofenol aparece en aguas residuales agricolas y suelos
debido a la degradacion de los plaguicidas como paration y fluoridifen y demoran
mucho tiempo en degradarse en la profundidad del suelo y en el agua

subterranea®.

Para la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), el p-nitrofenol es un
contaminante ambiental prioritario por su toxicidad (LDs, 247 mg/L y por piel p20
mg/kg)'. El impacto ambiental de estos compuestos es tal, que la Agencia de
Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos (USEPA) considera once
fenoles como contaminantes prioritarios, y entre ellos se encuentran diversos

clorofenoles y nitrofenoles®.

CH OH
ci ci cl ™« Cl
Ct Ci
c cl Cl
Pentaclorofenol 2,4,6-Triclorofenol 2,4-Diclorofenol
(PCF) (2,4,6-TCF) (2,4-DCF)
T cl T NO ' CH
| SN 2 3
/
NO,
2-Clorofenol Fenol 4,6-Dinitro-2-Metilfenol
(2-CF) €3] (4,6-DN-2-MF)
OH OH OH
i NO, ; NO, :
NO, NO,
2,4-Dinitrofenol 2-Nitrofenol 4-Nitrofenol
(2-NF) (4-NF)
OH
CH
Cl ) CH3
4-Cloro-3-Metilfenol 2,4-Dimetilfenol
(4-C-3-MF) (2,4-DMF)

Figura 6. Lista de fenoles contaminantes prioritarios®.
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a) Informacion Ecolégica
Los nitrofenoles son toxicos para plantas y animales y son considerados por la
agencia de proteccion ambiental de los estados unidos (USEPA) como
contaminantes prioritarios®.

b) Ecotoxicidad

Test ECso (mg/L):

Bacterias (photobacterium phosporeum ) = 11 mg/L; Extremadamente téxico.
Bacterias (E.coli) = 100 mg/L, clasificaciéon extremadamente toxico.

Peces = 46 mg/L; clasificacion extremadamente toxico.

Crustaceos (Daphia magna) =42 mg/L; clasificacion extremadamente toxico®.

¢) Medio receptor:

Riesgo para el medio acuatico = Alto

Riesgo para el medio terrestre = Medio

Se recomienda no permitir su incorporacion al suelo ni acuiferos. Es un producto
contaminante del agua®.

Tabla 3: Nivel de toxicidades del p-nitrofenol® .

Compuesto Toxicidad Referencias
LCso= 0,289°

2-nitrofenol LCso= 0,565" (Yen y col.,2001)
LCso= 0,056"

4-pitrofenol LCso= 0,092° (Yen y col.,2001)

-1 c
4-nitrofenol 20'mg L CEAJ) bo-5o8 (Randall y col.,1980)

= -1
4-nitrofenol ECs0=64mg L (Concetta Tomei y col.,2003)

. Daphnia.
® Carp.
© Correspondiente a la concentracion que mata en 48h el 50% de daphnia magna.
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Los nitrofenoles ademas de ser sustancias téxicas son sustancias muy poco
biodegradables. En las Tablas 3 y 4 se muestran datos de biodegradabilidad

obtenidos por diferentes investigadores.

Tabla 4. Biodegradabilidad del p-nitrofenol o 4-nitrofenol en funcién de la
relacién DBOs/DQO %

Concentracion DQO DBOs DBOs/DQO Referencias
(mg L) (mgL”) (mg L")
139 215 14 0,07 (Hsu y col.,2004)
2000 3400 170 0,05 (Yoon y col.,2001)

Tabla 5. Biodegradabilidad en funcién de la relacion DBOs/TOC /.

Compuesto  Concentracion TOC DBOs DBOS/TOC Referencia
(mgL” (mgL") (mgL”)
2-nitrofenol 200 81 4 0,05 (Takahashi y
4-nitrofenol 200 120 4 0,03 col.
1993)

2.2.7 Principales vias de exposicion de p-nitrofenol

e« Tomando agua contaminada cerca de sitios de desechos peligrosos y de
vertederos®.

e Respirando aire contaminado durante su aplicaciéon, o tomando agua
contaminada cerca de areas agricolas donde se han aplicado ciertos
fungicidas.

e A través de niveles muy bajos de nitrofenoles en el aire, agua y el suelo.

e Respirando aire contaminado con niveles mas altos en el trabajo,

especialmente durante derrames®.

2.2.7.1 Efectos peligrosos de p-nitrofenol para la salud
La exposicion a p—hitrofenol presenta un alto riesgo para la salud, genera dafos

en el higado y el rifion, irritacion en los ojos y en la piel®.
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El p-nitrofenol es daiiino si es inhalado, absorbido continuamente por la piel o si
es ingerido, por inhalacién produce irritacion en las vias respiratorias, en
contacto con la piel y en contacto ocular produce irritaciones, por ingestion
produce nauseas, irmitacion en mucosas de la boca, garganta, eséfago y tracto
intestinal®’.

Los vapores pueden causar irritacién en los ojos, piel membranas, mucosas y
vias respiratorias. La absorcion interna al cuerpo origina la formacién de
metahemoglobina la cual en concentraciones suficientes causa cianosis. Los
efectos pueden ocurrir de 2 a 4 horas, dependiendo de la intensidad y duracion
de la exposicion, los efectos pueden ser perjudiciales produciendo irritacion
severa y destructiva a los tejidos. Estudios en animales han evaluado los efectos
de los nitrofenoles, las ratas que respiraron niveles moderados de p-nitrofenol
durante dos semanas desarrollaron una enfermedad de la sangre que redujo la
habilidad de la sangre para transportar el oxigeno a los tejidos y 6rganos. Sin
embargo, estas anormalidades desaparecieron pocos dias después de que la
exposicion cesd. No se observaron otros efectos perjudiciales en otros sistemas
u organos Cuando se aplicaron grandes cantidades de p-nitrofenol o 4-nitrofenol
sobre la piel o en los ojos de animales se observé irritacion en ambos lugares.
Es muy posible que estos efectos se deban a la gran cantidad que se aplicé Las
cantidades de nitrofenoles que produjeron efectos perjudiciales en animales son
cientos a miles de veces mayores que los niveles a los que la poblacién general
esta expuesta normalmente.

Los fendmenos observados en personas por inhalacion del 4-nitrofenol son
sensacion de quemazoén, vértigo y debilidad. La inhalacion en altas
concentraciones puede originar un aumento del metabolismo. También puede

absorberse por la piel. En contacto con los ojos produce enrojecimiento y

dolor?’.
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2.2.7.2 Examen médico de exposicion a p-nitrofenol
El examen de analisis para medir los niveles de p-nitrofenol en la orina y en la
sangre solo se detectara cuando la exposicion ha sido muy reciente porque el p-

nitrofenol es eliminado del cuerpo en la orina en pocas horas®.

Tabla 6. Principales indicadores biolégicos de exposicién a plaguicidas®.

i Sustancias Medio
Fiaguiciass analizadas biolégico
Organoclorados
Aldrin Dieldrin sangre
Clordano Clordano sangre
DDT DDT, DDE, DDO orina
Dieldrin Dieldrin sangre
Hexaclorobenceno  Hexaclorobenceno sangre
Lindano Lindano sangre
Organofosforado
Colinesterasa sangre
Esterasa Neurotica sangre
Alquilfosfatos sangre
Metil paration p-nitrofenol orina
Paration p-nitrofenol orina
Ronel 2,4,5 triclorofenol orina
Carbamatos
Carbanil 1 naftol orina
Propoxur 2 isopropoxifenol sangre
colinesterasa sangre
Cloronitrofenoles
Dinitrocresol Dinitro-o-cresol sangre
Pentaclorofenol Pentaclorofenol sangre
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2.2.8 Degradacion del p-nitrofenol

El p-nitrofenol puede sufrir cambios fisicoquimicos como volatilizaciéon y
fotodegradacion en aguas superficiales claras (vida media de 2-14 dias), siendo
mas rapido cuando el agua es acida o contiene iones de NO; y NO, °. Sin
embargo la biodegradacion es el principal mecanismo de remocién del p-
nitrofenol®.

La velocidad de degradacién de p-nitrofenol es menor en sistemas marinos
donde se ha reportado con una vida media de 1 a 3 afios mientras en aguas
continentales la vida media es de 1 a 8 dias aproximadamente. La vida media
del p-nitrofenol disminuye cuando las poblaciones microbianas son aclimatadas y

el p-nitrofenol puede ser degradado completamente en un dia®.

2.2.9 Géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol

La presencia del grupo nitro en el p-nitrofenol incrementa su resistencia a la
degradacion, sin embargo se ha reportado muchos géneros bacterianos que
tienen habilidad para degradarlo, entre ellos se incluyen: Flavobacterium,
Pseudomonas, Moraxella, Artrobacter y Bacillus. La degradacion aerdbica del
p-nitrofenol a menudo suministra carbono, nitrogeno y energia®<°. El metabolito
inicial de la degradacién de p-nitrofenol varia dependiendo del organismo®.
Artrobacter sp degrada p-nitrofenol por la via 1,2,4-bencenotriol; Moraxella puede
degradar por la via benzoquinona®. La diferencia del metabolito inicial
producido depende de |a estrategia utilizada para remover o transformar el grupo
nitro.

El p-nitrofenol es abundante en la naturaleza como resultado de la degradacién
de plaguicidas como el paration muy utilizado en el pasado. Algunos stirpes de
flavobacterium y pseudomonas diminuta poseen paration hidrolasa y pueden

degradar este compuesto xenobidtico via nitrocatecol. Los microorganismos
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llevan el ataque oxidativo mediante oxigenasas que insertan atomos de oxigeno
en el anillo nitroaromatico este proceso se lleva en aerobosis®'.

El 4-nitrofenol esta presente en el ambiente ya que se forma a partir de Ia
transformacion (quimica o biolégica) del paration que es un plaguicida
ampliamente usado se han descrito rutas metabdlicas de su degradacion

+ Formacioén de hidroquinona, que es metabolizado de una ruta tipo meta.

e Formacién de 4-nitro-catecol que sufre una reaccidbn de sustitucion
(liberandose nitrito) con una escision posterior de tipo orto®'.

La bacteria roja fotosintética Rhodobacter capsulatus puede metabolizar distintos
compuestos aromaticos del fenol entre los cuales se encuentra el p-nitrofenol.

Este compuesto xenobiotico es mineralizado en condiciones de microaerobiosis

en la luz y es utilizado como fuente de nitrégeno.

Las enzimas que participan en la degradacion aerdbica de compuestos
aromaticos son las monoxigenasas (hidroxilasas) y dioxigenasas que catalizan la
hidroxilacion y posterior apertura del anillo™.

La salida del grupo nitro del anillo aromatico es un punto crucial en la

degradacion de estos compuestos habiéndose descrito varios tipos de ruta:

e Se puede eliminar en forma de nitrito por accion de las monoxigenasa.

e Se puede reducir en el primer paso por la nitroreductasa y formandose el
aminoderivado correspondiente y liberandose en pasos posteriores al grupo
amino en forma de amonio.

e EIl grupo nitro puede reducirse parcialmente produciendoce hidroxilamina
que a continuacion sufre una reduccién de sustitucion con posterior

metabolizacion del hidroxiderivado®.
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2.2.10. Caracteristicas de los géneros de bacterias degradadoras de
p-nitrofenol

1. Sphingomonas: los microorganismo de este género son bacilos no

esporulados gramnegativos que tienen un Gnico flagelo polar cuando son

polares. Son amarillos, aerobios estrictos y producen catalasa.

Las bacterias pertenecientes al género sphingomonas son obicuas en el suelo,

el agua y los sedimentos, y se sabe que las cepas aisladas de estos ambientes

descomponen los compuestos aromaticos y por lo tanto, se espera que se las

utilice como un remedio biolégico para el medio ambiente. Actualmente los

miembros de sphingomonas se dividen en sphingobium, Novosphingobium vy

sphingopyxis ademéas del género sphingomonas®. Tienen las siguientes

caracteristicas:

e Bacilo mévil.

e Las colonias que crecen en medio agar sangre tienen pigmento amarillo

e El crecimiento es lento y pueden observarse colonias pequefias a las 24
horas de incubacion.

e El crecimiento ocurre a 37°C, pero no a 42°C, y el 6ptimo ocurre a 30 °C.

e Reaccion oxidasa positivo®.

2. Alcaligenes: son un género microbioldégico de bacterias gramnegativas,

aerdbicas, incluidas en el orden Burkholderiales. Son los primeros géneros de

bacilos gramnegativos no fermentadores, han sido clasificados por lo menos en

15 familias que abarcan alcaligenaceae y entre las caracteristicas principales:

¢ Son bacilos moviles con flagelo peritricos.
e Reaccion oxidasa positivo.
o Se desarrollan en agar MacConkey, las colonias tienen tendencia a la

invasion®®,
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3. Acinetobacter: son cocobacilos inméviles, gramnegativos, no fermentadores,

una caracteristica util para diferenciar de algunos otros no fermentadores:

Son cocobacilos inmoviles.

La morfologia en las coloraciones de Gram de las células gramnegativas
aparecen con frecuencia como diplococos.

Reaccion oxidasa negativo.

La mayoria de las cepas se desarrollan en agar MacConkey y produce un
leve tinte rosado.

Son no pigmentadas cuando crecen en agar sangre™.

Es un género distribuido ampliamente en el medio ambiente, en diferentes tipos

de suelo y agua, ha sido reportado como especie capaz de desnitrificar de

manera lenta y débil*.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion de puntos de muestreo de suelos de cultivo de coca
Las muestras de suelo de cultivo de Erithroxylum coca “coca” fueron
recolectadas en el Centro Poblado de Mayapo, jurisdiccion del Distrito de
LLochegua ubicada en la Provincia de Huanta, Departamento de Ayacucho, que
se encuentra en una altitud promedio de 503 msnm, con una temperatura
promedio de 24 °C, el suelo esta conformado de una estructura limosa de granos
finos®. El muestreo se realiz6 en octubre de 2011 en un periodo de dos dias.
3.2. Muestra y sistema de muestreo
e El estudio se realizo con 3 unidades de muestra, cada uno conteniendo
aproximadamente 2 kg de tierras de cultivo de coca, tomadas de tres
terrenos con cultivo de Erthroxylum coca “coca”. Luego de seleccionar el
terreno se procedi® a muestrear a través de sub muestreos cuyos puntos
fueron distribuidos de manera equitativa en todo el terreno, fueron tomadas

por conveniencia.

e Los criterios de inclusion para tomar las muestras fueron: zona de mayor

» 36

produccion de Erithroxylum coca “coca” ™, ubicacion geografica de mayor uso

37, 38

de agroquimicos y edad del cultivo.
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3.3. Métodos para la recoleccion de datos

3.3.1. Obtencion de muestras

Una vez definidas los puntos de sub muestreos (10 distribuidos en todo el

terrreno) se procedio al muestreo segun los siguientes pasos:

Se retiro la capa superficial de tierra de unos 10 a 15 cm, con ayuda de una

paleta desinfectada.

Se tom6é aproximadamente 200 g de suelo, entre los 10 y 15 cm de
profundidad, luego se introdujeron en una bolsa de polietileno nueva,

obteniéndose finalmente una muestra de aproximadamente 2 kg.

Las bolsas conteniendo las muestras fueron colocadas en “cooler” luego
transportadas a una temperatura ambiente, por un periodo de tres dias al
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para su

respectivo procesamiento.

3.3.2. Aislamiento de microorganismos degradadores de p-nitrofenol

En condiciones asépticas se tamizé la muestra de suelo recolectada de los
cultivos de coca, con malla de 2 x 2 mm de porosidad para separar las

piedras y particulas grandes.

Se pes6 10 g de suelo tamizado, se diluyé en 90 mL de agua peptonada,

luego se agitd por 5 a 10 minutos y se dejo decantar.

10 mL del sobrenadante fue inoculado en frascos conteniendo 90 mL del
medio mineral Busnell Hass, suplementado con 10 mg/L de p-nitrofenol.
Los frascos conteniendo los cultivos fueron protegidos con papel aluminio,

incubados a temperatura ambiente en agitacion + 200 RPM por 8 dias.
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» Transcurrido el tiempo se evidencié el crecimiento microbiano por turbidez y
la degradacion del p-nitrofenol por la desaparicién del color amarillo en el

medio mineral suplementado con p-nitrofenol inicialmente.

» Enseguida se procedi6 al aislamiento de las bacterias en medio agar Busnell
Hass suplementado con 10 mg/L de p-nitrofenol por la técnica de

diseminacion.
» Las placas fueron incubadas a 30 °C por 48 horas en posicion invertida.

e Una vez obtenidas las colonias éstas fueron sembradas en otras placas
conteniendo agar nutritivo, por la técnica de agotamiento en superficie. Para
lograr una mayor purificacion. Las colonias obtenidas fueron repicadas en

viales y conservadas como cepario.

e Se obtuvo consorcios, con las cepas aisladas de muestras de cada terreno
(3 consorcios).
3.3.3 Calculo de la concentracion de p-nitrofenol mediante curva patron

e Se prepararon 100 mL de soluciones de p-nitrofenol a las siguientes
concentraciones: 0,5, 1, 4, 10, 12 mg/L utilizando agua destilada como

diluyente.

e Se transfirieron 10 mL de cada concentracion en tubos de ensayo 16 mm x

150 mm.

e Luego se prosiguié a realizar la lectura con luz de 380 nm de longitud de
onda con el espectrofotémetro “espectrofotometer 1200” serie UNICO,

usando como blanco agua destilada.

e Con los valores obtenidos se prosiguié a determinar la curva patrén.
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3.3.4. Evaluacion de la capacidad biodegradativa de p-nitrofenol.
a) Preparacion del inéculo

o Las cepas de cada consorcio fueron cultivadas en tubos conteniendo 10 mL
de caldo nutritivo incubados a 30°C por 48 horas; luego estos cultivos fueron
mezclados en un matraz de 250 mL; obteniéndose 3 matraces conteniendo

cada uno 1 consorcio.

b) Medicién de la concentracion de la capacidad biodegradadora de
p-nitrofenol

e Del matraz se tomé 1mL del inéculo y se inocularon a frascos conteniendo
100 mL de caldo Busnell Hass, suplementado con p-nitrofenol a diferentes
concentraciones de 4, 7, 10, 12 mg/L, respectivamente, con tres repeticiones

en cada caso. Se empleé el disefio experimental factorial

¢ Paralelamente se prepararon otros frascos con 100mL de caldo Busneli Hass,
suplementado con p-nitrofenol a diferentes concentraciones de 4, 7, 10, 12

mg/L a los cuales no se inoculé el consorcio microbiano (ensayo blanco).

e Todos los cultivos fueron incubados a temperatura ambiente en constante

agitacion + 200 RPM durante 8 dias.

e A partir de la hora cero, cada 12 horas se determind la concentracion de p-

nitrofenol de cada uno de los frascos de ensayo.

e Se tomé en un tubo de ensayo de 16 mm x 150 mm, 5 mL de cultivo Busnell

Hass suplementado con p-nitrofenol de diferentes concentraciones.

e Se agreg6 unas gotas de NaOH (1N) para ajustar el pH a 9.
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e Luego se centrifugd a 3600 rpm por 15 minutos para separar el sedimento de

la muestra que podria inferir en la lectura en el espectrofotémetro.

e Luego se prosiguid a realizar la lectura a 380 nm con el espectrofotometro
“espectrofotometer 1200” serie UNICO, previamente usando como bilanco

agua destilada.

e Con los valores de la lectura se determiné la cantidad de p-nitrofenol, de

acuerdo a la ecuacién y grafico de la curva patrén.

3.3.5. Identificacion de cepas degradadoras de p-nitrofenol

a) Morfologia de las colonias. Las bacterias aisladas se han caracterizado y
diferenciado segun las caracteristicas culturales como: forma, borde, elevacion,
textura y color de las colonias. Juntamente con la descripcidon macroscopica se
realizé la caracterizacion microscopica mediante la coloracion Gram y su
morfologia.

b) Identificacion bioquimica de géneros. Para identificar bacterias
degradadoras de p-nitrofenol se realizé la verificacion de crecimiento en agar
MacConkey y agar sangre y las pruebas bioquimicas de: oxidasa, TSI, LIA,
motilidad y urea.

3.3.6 Analisis de datos

Los datos obtenidos en los procedimientos anteriores fueron presentados en
tablas e histogramas. Se realiz6 andlisis de estadistica descriptiva inferencial
como fue el andlisis de varianza con un 95% de confianza utilizando software

SPSS Statistics 20 y Excel 2010.
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V. RESULTADOS
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Figura 7. Biodegradacién de p-nitrofenol por consorcios bacterianos aislados de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo a
una concentracion inicial de 4 mg/L segun horas transcurridas.
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Figura 8. Biodegradacion de p-nitrofenol por consorcios bacterianos aislados de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo a

una concentracion inicial de 7 mg/L segun horas transcurridas.
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una concentracioén inicial de 10 mg/L segin horas transcurridas.
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Tabla 9. Géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos
de cultivo de coca Erythroxylum coca del Centro Poblado de Mayapo. Ayacucho

2012.
coédigo  consorcio1 cédigo Consorcio2 cédigo  Consorcio 3
1.1 Alcaligenes sp. 210  Acinetobacter sp. 3.1 Alcaligenes sp.
1.3  Acinetobactersp. 2.3  Acinetobacter sp. 3.2  Sphingomonas sp.
1.4 Alcaligenes sp. 2.18 Acinetobactersp. 3.5  Sphingomonas sp.
1.5 Alcaligenes sp. 3.6  Sphingomonas sp.
3.21  Acinetobacter sp.
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Tabla 10. Porcentaje de los géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol
aisladas de suelos de cultivo de Erythroxylum coca “coca” del Centro Poblado de
Mayapo. Ayacucho 2012.

Géneros N° %

Acinetobacter 5 42%
Alcaligenes 4 33%
Sphingomonas 3 25%
Total 12 100%
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V. DISCUSION
Es importante estudiar qué poblaciones microbianas existen en el suelo
contaminado ya que estas probablemente ya se habran adaptado al ambiente
contaminado®. En el Valle Rio Apurimac Ene y Mantaro analistas estiman, que
anualmente se aplica alrededor 700 mil litros de agroquimicos a los cultivos de
coca*. En el Centro Poblado de Mayapo los agroquimicos mas utilizados para
la produccion de hoja de coca son el Gramoxil, Gramoxone, Tamaron, Thiodan
Caporal, Monitor, Paration entre otros productos altamente toxicos®.
Bajo este concepto se decidioé extraer la muestra de suelo de cultivo de coca del
Centro poblado de Mayapo para posteriormente aislar un consorcio microbiano
para la degradacion de p-nitrofenol.
Bracho °, en el 2007 sostiene que una rapida degradacién y un periodo corto de
aclimataciéon puede relacionarse a que las comunidades microbianas han estado
expuestos al contaminante de interés o compuestos con estructura similar.
Los resultados obtenidos de la biodegradacion del p-nitrofenol por consorcio
microbiano aislados a partir de los suelos de cultivo de coca mostraron una
rapida degradacién de p-nitrofenol.
En la Figura 7, se muestran los valores de biodegradacion de p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 4 mg/L segun las horas transcurridas. A las 24 horas del

ensayo la concentracion del p-nitrofenol es: 0,02; 0,12; 0,01 mg/L
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respectivamente realizado por el consorcio bacteriano C1, C2, C3, esto significa
que la actividad biodegradadora del consorcio bacteriano C1, C2, C3 ha
logrado reducir 3,66; 3,58; 3,65 mg/L de p-nitrofenol respectivamente que
equivale a 99 %, 97 %, 99 %, cada uno, respecto a la concentracion inicial. Al
realizar el analisis de varianza no se obtiene significancia estadistica (a00,05)
entre los tres consorcios, lo que se interpreta que los tres consorcios son iguales
en la degradacion del p-nitrofenol.

En la Figura 8, se muestran los valores de biodegradacién de p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 7 mg/L segun las horas transcurridas. A las 48 horas del
ensayo la concentracion del p-nitrofenol es: 0,03; 0,02; 0,01 mg/L
respectivamente realizado por el consorcio bacteriano C1, C2, C3, esto significa
que la actividad biodegradadora del consorcio bacteriano C1, C2, C3 ha
logrado reducir 7,1, 7,5, 7,4 mg/L de p-nitrofenol respectivamente que
equivale a 99 %, 99 % , 99 %, cada uno, respecto a la concentracion inicial. Al
realizar el analisis de varianza no se obtiene significancia estadistica (a00,05)
entre los tres consorcios, lo que se interpreta que los tres consorcios son iguales
en la degradacién del p-nitrofenol.

En la Figura 9, se muestran los valores de biodegradacion de p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 10 mg/L segun las horas transcurridas. A las 72 horas
del ensayo la concentracién del p-nitrofenol es : 3,14; 2,75; 1,16 mg/L
respectivamente realizado por el consorcio bacteriano C1, C2, C3, esto significa
que la actividad biodegradadora del consorcio bacteriano C1, C2, C3 ha
logrado reducir 7,83; 8,80; 9,23 mg/L de p-nitrofenol respectivamente que
equivale a 71 %, 78 % , 84 %, cada uno, respecto a la concentracion inicial. Al
realizar el analisis de varianza se obtiene significancia estadistica (a<0,05) entre

los tres consorcios, por lo que se realizé la prueba de tukey donde el consorcio
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C3 es estadisticamente superior a los otros dos consorcio en la degradacion del
p-nitrofenol.

En la Figura 10, se muestran los valores de biodegradacion de p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 12 mg/L segun las horas transcurridas. A las 72 horas
del ensayo la concentracion del p-nitrofenol es : 3,71; 2,63; 0,28 mg/L
respectivamente realizado por el consorcio bacteriano C1, C2, C3, esto significa
que la actividad biodegradadora del consorcio bacteriano C1, C2, C3 ha
logrado reducir 8,62; 9,78; 11,92 mg/L de p-nitrofenol respectivamente que
equivale a 70 %, 78 % , 98 %, cada uno, respecto a la concentracion inicial. Al
realizar el analisis de varianza se obtiene significancia estadistica (a<0,05) entre
los tres consorcios, por lo que se realizé la prueba de tukey donde el consorcio
C3 es estadisticamente superior a los otros dos consorcio en la degradacion del
p-nitrofenol.

Es importante resaltar que la poblaciéon microbiana degradadora fue mas alta
por el consorcio bacteriano C3. Esto permite inferir que las poblaciones
microbianas de las muestras de suelo estuvieron expuestas a mayor actividad
antropogénica y al contaminante con mas frecuencia y las dos muestras de
suelos de donde se aislaron el consorcio bacteriano C1 y C2 estan menos
expuestos a este contaminante. Esto nos podria indicar que la poblaciones
microbianas de la muestra de suelo de donde se aislaron el consorcio bacteriano
C3 son mucho mas eficientes en la remocién de p-nitrofenol que los consorcios
bacterianos C1 y C2 aisladas de las otras muestras de suelo.

Bracho®, en el 2007, obtuvo 90 % de biodegradacion del p-nitrofenol de una
concentracion inicial de 10 mg/L en 70 horas por efecto del consorcio microbiano
de bacterias asociadas principalmente al género Pseudomonas.

Asimismo en nuestra investigacion el tiempo maximo para la degradacion del p-

nitrofenol a cargo del consorcio bacteriano segun los tratamientos de diferentes
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concentraciones es: 24 horas. para degradar una concentracion de 4 mg/L;
removiendo el compuesto en un 99 %, 97 %, 99 % realizado por el C1, C2 y C3
respectivamente; 36 horas para degradar una concentracion de 7 mg/L;
removiendo el compuesto en un 65 %, 51 %, 78 % realizado por el C1, C2 y C3
respectivamente; 72 horas para degradar una concentracion de 10 mg/L y
12 mg/L; removiendo el compuesto en un 70 %, 78 %, 98 % realizado por el C1,
C2 y C3 respectivamente. Estos resultados corroboran la eficiencia para
metabolizar el compuesto p-nitrofenol realizado por los microorganismos en un
tiempo maximo de horas coincidiendo que la concentracion de 10 mg/L es
degradado en un aproximado de 70 horas segun el autor anteriormente
mencionado.

Al observar la curva de degradacion de los dos graficos 9 y 10 se distinguen que
inicialmente la degradacion transcurre lentamente hasta las 48 h y luego es
abrupta este comportamiento se podria explicar la prolongacion en el periodo de
degradacion y se puede relacionar a que inicialmenté algunas de las poblaciones
encargadas de degradar el p-nirofenol utilizan otras fuentes de carbono mas
faciles de asimilar, y una vez se agotan utilizan el p-nitrofenol.

Zaidi et al *, encontré que la degradacién de p-nitrofenol con una cepa de
Pseudomonas sp. GR, se incrementé cuando suplementé con glucosa no
obstante con ofra cepa de Pseudomonas sp. MS se restringié inhibiciéon en
presencia de glucosa.

Wiggins et al *°, encontraron que la degradacién de p-nitrofenol se retrasé como
consecuencia del uso preferencial de 2,4-dinitrofenoL (DPN), el p-nitrofenol solo
puede ser mineralizado una vez, el DPN fue eliminado.

Muchos estudios se han centrado en la biodegradacién del fenol y encontraron
la actividad de un gran namero de microorganismos incluyendo bacterias,

hongos y actinomicetos. Las especies bacterianas incluidas son Bacillus sp.,
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Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Achromobacter sp., Alcaligenes sp. entre
otros, también se han demostrado ser eficaces grupos de hongos en la
biodegradacion de fenol como Fusarium sp., Phanerocheate chrysosporium,

Corious versicol, Ralstonia sp., Streptomyces sp, etc 2.

El p-nitrofenol es un compuesto derivado de un fenol y en nuestra investigacion
las bacterias que crecieron en medios liquidos conteniendo como Unica fuente
de carbono p-nitrofenol que fueron aisladas de suelos de cultivo de coca, se
identificaron bioquimicamente relacionandose principalmente al género de

Sphingomonas sp., Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp.

En la tabla 9, se muestran los géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol
aisladas de suelos de cultivo de coca del Centro Poblado de Mayapo
conformando consorcios. El consorcio bacteriano C1, esta conformado por las
bacterias de género Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp.; el consorcio bacteriano
C2, esta conformado por las bacterias de género Acinetobacter sp.; el consorcio
bacteriano C3, esta conformado por las bacterias de género Acinetobacter sp.,
Alcaligenes sp. y Sphingomonas sp.

La biodegradacion del p-nitrofenol se dio mejor por el consorcio bacteriano C3
posiblemente por los la variedad de géneros encontrados. Desde hace tiempo se
conoce que los consorcios microbianos son mucho mas eficientes para degradar
desechos organicos complejos que las cepas individuales de organismos o
inclusive mezclas de microorganismos debido a la diversidad de habilidades
metabolicas®'.

Diversos autores han descrito que el género de bacteria Sphingomonas son
bacterias que mineralizan compuestos nitroaromaticos, estirpes bacterianas
capaces de utilizar estos compuestos como fuente de carbono, liberando nitrito

al medio®.
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En la tabla 10, se muestran los porcentajes de los géneros de bacterias
degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de cultivo de coca del Centro
Poblado de Mayapo, observandose que de un total de 12 cepas bacterianas, 5
son de genero Acinetobacter representando un 42 %, 4 son de género
Alcaligenes representando un 33 % y 3 de género Sphingomonas representando
un 25 % del total de cepas aisladas. En este resultado se observa que el género
Acinetobater sp. predomina en el aislamiento del resto de los otros géneros
como Alcaligenes sp. y Sphingomonas sp.

Tomando en cuenta los distintos puntos de vista de los cientificos coincidimos
con todos al haber encontrado una diversidad de grupos microbianos,
especialmente con Ahumada et al.®, cohincidimos que el género Acinetobacter
presentan la capacidad de degradar el p-nitrofenol.

Todas las bacterias gramnegativas, que poseen mayor incidencia en la
degradacion del fenol es dada por su capa lipidica y los mecanismos a nivel de
membrana, aunque las grampositivas poseen esta capacidad pero en menos
frecuencia®.

En nuestra investigacion todas las bacterias aisladas son gramnegativas con
capacidad de degradar el p-nitrofenol.

Estos resultados refuerzan al concepto ampliamente reportado acerca de los
principales géneros en procesos de degradadcion del p-nitrofenol.

En la figura 13, se muestran las cepa individuales enfrentadas en 10 mg/L de

p-nitrofenol y se observa que no hubo degradacion significativa.

Se ha reportado que soélo del 1-10 % de los microorganismos que se presenta en
la naturaleza son cultivables por las técnicas empleadas en los laboratorios.
Esto podria explicar los resultados obtenidos de la biodegradacion del p-

nitrofenol por cepas individuales aislados a partir de los suelos de cultivo de
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coca mostraron una inhibicion en la degradacion de p-nitrofenol. Pudo estar
influenciada por los factores ambientales, nutrientes como algunos autores

informan®.

Entre los factores que pudieron afectar la biodegradacion del p-nitrofenol
incluyen la concentracion del compuesto; en estudios de suelos de Everglades,
cuando se ensayaron bajas concentraciones de p-nitrofenol (0.01-0.1 mg/L
suelo) ocurrié mineralizacién en una semana; sin embargo al aumentar la
concentracion p-nitrofenol a 10 mg/L no hubo mineralizacion debido
posiblemente que las concentraciones elevadas producen un efecto inhibitorio "
sin embargo en nuestra investigacion se observo la habilidad de degradacion del

p-nitrofenol conformado por consorcios a diferencia de cepas individuales.

Gemini et al®, obtuvo una cepa bacteriana autéctona de Rhodococcus
wratislaviensis capaz de utilizar p-nitrofenol (PNP) como unica fuente de
carbono, nitrégeno y energia. La cepa bacteriana seleccionada degrad6 una
concentracion inicial de 0.36 mM de p-nitrofenol y degradé en 34 horas y al
aumentar la concentracién de 0.72 mM degrad6é en 56 horas removiendo el
compuesto en 99 %. En esta investigacion se demuestra la degradacion del
compuesto cuando la cepa es enfrentada en concentracion de mM de p-
nitrofenol.

Una de las explicaciones por la cual no hubo degradacién del p-nitrofenol
realizado por cepas es que pudieron haber sufrido de inhibicion por sustrato en
mayor concentracion. Se corrobora esta explicacién con Madigan et al. *' cuando
menciona que para el desarrollo y supervivencia de los microorganismos se
hacen necesario llevar a cabo procesos de biosintesis y otras funciones
celulares cada organismo necesita diferentes nutrientes y a menudo los

requerimientos son especificos para géneros, pero en todos los casos requieren
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macronutrientes (nitrogeno y fésforo) que se necesitan en grandes cantidades
mientras que otros micronutrientes (Ca**, Mg®*, Na**, K**, S*) se proporcionan

en menos cantidades y aveces en cantidades trazas.

En cuanto al pH se han reportado algunas cepas de Pseudomonas son
incapaces de degradar el p-nitrofenol a un pH de 8.0, sin embargo cuando se

ajusta a 7,0 el p-nitrofenol es mineralizado®.

Con esta investigacion se pretende contribuir al estudio de la microbiologia de
suelos con el aislamiento e identificacion de bacterias nativas del Centro Poblado
de Mayapo, asimismo mediante la identificacion de especies microbianas en
estas zonas se pretende ampliar la gama de microrganismos conocidos
contribuyendo asi al conocimiento de la biodiversidad de la microbiota de nuestro
pais que puede ser capaz de producir metabolitos de interés industrial

biorremediar suelo contaminados con compuestos toxicos.
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V1. CONCLUSIONES
1. Las cepas bacterianas degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de
cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo
pertenecen a los geéneros: Sphingomonas sp., Alcaligenes sp. y
Acinetobacter sp.
2. El consorcio microbiano C3 (Sphingomonas sp., Alcaligenes sp. y
Acinetobacter sp.) logré degradar hasta un 98% en 72 horas a partir de una

concentracion inicial de 10y 12 mg/L.
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Vil. RECOMENDACIONES
1. Realizar una investigacion con otros tipos de microorganismos que
también tengan la capacidad de degradar el p-nitrofenol como pueden ser
las algas, hongos, actinomicetos, levaduras, etc.
2. Realizar mas trabajos de investigacion en diferentes lugares

principalmente en zonas expuestas a mayor uso de pesticidas.
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Anexo 2
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Figura 15. Mapa de la localidad del Centro Poblado de Mayapo de donde se
obtuvieron las muestras de suelos de cultivo de coca*’.
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Anexo 3

Figura 16. Obtencién de muestras de suelos de cultivo de coca del Centro
Poblado de Mayapo.
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Anexo 4

Figura 17. Crecimiento de las colonias sobre agar Busnell Hass suplementado
con 10 mg/L de p-nitrofenol aisladas de la muestra de suelo1
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Anexo 5

Figura 18. Crecimiento de las colonias sobre agar Busnell Hass suplementado
con 10 mg/L de p-nitrofenol aisladas de la muestra de suelo 2
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Anexo 6

Figura 19. Crecimiento de las colonias sobre agar Busnell Hass suplementado
con 10 mg/L de p-nitrofenol aisladas de la muestra de suelo3.
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Anexo 7

a) Cepas de consorcio 1 b) Cepas de consorcio 2 c¢) Cepas de Consorcio 3

Figura 20. Conservacion de cepas
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Anexo 8

Figura 21. Frascos cultivados conteniendo medio mineral Busnell Hass
suplementado con 10 mg/L de p-nitrofenol se evidencia el crecimiento
microbiano por la ausencia del color amarillo del p-nitrofenol
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Anexo 9

1,4
y =0,1034x + 0,0455
1,2 RZ=0,9942

Absorbancia

0 5 10 15
Concentracion

Figura 22. Curva patrén para medir la concentracion de p-nitrofenol
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Anexo 10

Tabla 11. Valores de la lectura en absorvancia de p-nitrofenol obtenidas durante
el ensayo de la biodegradacion de consorcios bacterianos aislados de suelos de
cultivo de Enithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo.

Concentracion de 12 mg/L _de p-nitrofenol

Tiempo Bilanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
1.318 1,318 1,338 1.316
O horas 1,318 1.326 1,329 1,308
1,318 1.335 1,320 1,301
1,311 1,169 1,167 1,150
12 horas 1,311 1,179 1,148 1,146
1.311 1,189 1,129 1,143
1,308 1.028 1.125 1,020
24 horas 1.308 1,077 1,103 0,931
1,308 1.127 1,081 0,842
1,305 0,832 0,894 0,820
36 horas 1,305 0,881 0,897 0,744
1.305 0,930 0,901 0,658
1,295 0,623 0,715 0,410
48 horas 1,295 0,726 0,747 0,332
1,285 0,830 0,720 0,375
1,292 0,547 0,399 0,290
60 horas 1,292 0,813 0,403 0,265
1,292 0,879 0,408 0,240
1,274 0,469 0,328 0,098
72 horas 1,274 0,434 0,317 0,074
1,274 0,399 0,307 0,050
Concentracion de 10 mg/L _de p-nitrofenol
Tiempo Blanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
1,200 1,181 1,167 1,178
O horas 1.200 1.180 1,165 1,175
1,200 1,178 1,164 1.172
1,180 1,043 1,038 1,018
12 horas 1.180 1,062 1,033 1,027
1,180 1,082 1,029 1,037
1,178 0,873 0,980 0,944
24 horas 1,178 0,903 0,986 0,860
1,178 0,934 0,992 0,976
1,178 0.830 0,932 0,835
36 horas 1,178 0,803 0,937 0,775
1,178 0,776 0,942 0,715
1,176 0.813 0,722 0,426
48horas 1,176 0,791 0,750 0,393
1,176 0,770 0,772 0,351
1,176 0,320 0,545 0,250
60 horas 1,176 0,370 0,582 0,220
1,176 0,350 0,621 0,190
1.173 0,380 0,300 0,190
72 horas 1.173 0,370 0.330 0,220
1.173 0,391 0,360 0,250
Concentracion de 7 mg/L_de p-nitrofenotl
Tiempo Blanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
0,830 0,778 0,829 0,823
O horas 0,830 0,790 0,831 0,821
0,830 0,792 0,832 0.819
0,825 0,625 0,735 0.639
12 horas 0,825 0,810 0,709 0,643
0.825 0,596 Q.684 0.647
0.820 0,337 0,655 0,325
24 horas 0,820 0,369 0,617 0,334
0,820 0,402 0,580 0,343
0,816 0,253 0,386 0,213
36 horas 0,816 0,303 0,383 0,205
0.816 0,353 0,380 0,187
0,816 0,01 0,03 0,01
4snoras 0,816 0,05 0,01 0,02
0,816 0,03 0,01 0,01
Concentraciton de 4 mg/L_de p-nitrofenol
Tiempo Bilanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
0,430 0,431 0,431 0,427
0 horas 0,430 0,430 0,429 0,424
3,430 0,427 0,426 0,420
0,429 0,335 0,370 0,360
12 horas 0,429 0,346 0,372 0,357
0,429 0,358 0,373 0.354
0,426 0,015 0,060 0,01
24 horas 0,426 0,01 0,057 0,01
0,426 0,01 0,055 0,01
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Anexo 11

Tabla 12. Valores de la lectura en concentraciones de p-nitrofenol obtenidas
durante el ensayo de la biodegradacién de consorcios bacterianos aislados de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo.

Concentracion de 12 img/L de p-nitvofenol

Tiempo Blanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
12,30 12,30 12,50 12,29
O horas 12,30 12,38 12,41 12,21
12,30 12,47 12,32 12,14
12,23 10,87 10,85 10,68
12 horas 12,23 10,96 10,66 10,65
12,23 11,06 10,48 10,61
12,21 9,50 10,44 9,42
24 horas 12,21 9,98 10,23 8,56
12,21 10,46 10,01 7.70
12,18 7.61 8,21 8,17
36 horas 12,18 8,08 8,24 7.05
12,18 8,55 8,27 5,92
12,08 5,59 6,47 3,53
48 horas 12,08 6,59 8,50 3,36
12,08 7,59 3,52 3,19
12,05 4,85 3.42 2,36
650 horas 12,05 5,49 2.46 2,12
12,05 6,13 3.51 1,88
11,88 4,10 2,73 0,51
72 horas 11,88 3,76 2.63 0.28
11,88 3,42 2,53 0,04
Conce nracldn de 10 mg/L de p_niuotfenol
Tiempo Blanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
TP fr 10,98 10,85 10,95
O horas 11,17 10,97 10,83 10,92
11,17 10,95 10.82 10,89
10,97 9,65 9,60 9,41
12 horas 10,27 2,92 9,56 9,50
10,97 10,02 9.51 9,59
10,95 8,00 9,04 8,689
24 horas 10,95 8,30 9,10 8,84
10,95 8,59 .15 9,00
10,95 7.59 8,57 7.64
36 horas 10,95 7.33 8,62 7.068
10,95 7.06 8,67 6,47
10,93 7,42 6,54 3.78
48 horas 10,93 7.21 5,82 3.37
10,93 7.01 7,09 2.95
10,93 3.33 4.83 1,98
60 horas 10,93 3,14 5,20 1,69
10,93 2.94 5,87 1,40
10,20 2,94 2,46 1,40
72 homas 10,90 3.14 2,75 1,69
10,90 3.34 3,04 1.98
Concentraclon de 7 mg/L de p nitrofenol
Tiempo Blanco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
7.59 7.18 7.57 7.52
O horas 7.59 7,20 7.59 7.50
7.59 7,22 7.60 7.48
7.52 5,60 58,687 5,74
12 horas 7.52 5,46 6,42 5,78
7.52 5,32 G,18 5,82
7,49 2,82 5,89 2.70
24 horas 7.49 3,13 5,53 2,79
7.49 3,48 5,17 2,88
7,45 2,00 3.29 1.62
36 horas 7,45 2,49 3,26 1,54
7.45 2,97 3,24 1,46
7.45 0,01 0,02 0,01
48 horas 7.45 0,05 0.01 0,02
7.45 0,03 0,01 0,01
Concentraciéon de 4 myg/L de p nilwofenol
Tiempo Bianco Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
3,71 3.73 3.72 3,69
O horas 3,71 3,71 3,70 3,66
3,71 3.69 3,68 3,62
3,70 2.80 3,02 3.04
12 horas 3,70 2,91 3,09 3,01
3,70 3.02 3,17 2,98
3.68 0,01 0,14 0.00
24 horas 3.68 0,02 0,12 0,01
3,68 0,02 0,09 0,01
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Anexo 20
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Figura 23. Crecimiento de las colonias amarillas sobre agar sangre
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Anexo 21

Figura 24. Crecimiento de colonias sobre agar MacConkey

OTECA £ INFORTEACION
e CULTURAL
U.N.8.C.H.
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Anexo 22

Figura 25. Pruebas bioquimicas de TSI, LIA, MIO, Urea
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Anexo 23

Figura 26. Medio MIO con resultado positivo y reactivo de Kovacs
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IDENTIFICACION DE BACTERIAS
DEGRADADORAS DE p-NITROFENOL AISLADAS
DE SUELOS DE CULTIVO DE Erythroxylum coca
“cocA” DEL CENTRO POBLADO DE MAYAPO
PROVINCIA DE HUANTA. AYACUCHO 2012

Rocio Del Pilar, Osejo Pacheco.’, Sail A. chuchén M.!
'Biologia: UNSCH

RESUMEN

En la actualidad el aumento del uso de pesticidas en la actividad agricola ha generado la acumulacion de
grandes cantidades de compuestos toxicos, uno de estos es el p-nitrofenol, cuya concentracién se incrementa
como consecuencia directa del uso de pesticidas en la agricultura. La presente investigacion tiene como
objetivo general identificar los géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de cultivo
de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo, provincia de Huanta - Ayacucho. La
investigacion es de tipo basica, nivel descriptivo, disefio transversal. El estudio se realiz con tres unidades de
muestra tomadas de tres terrenos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo por
un método no probabilistico. A partir de tales muestras se procedio al aislamiento de bacterias degradadoras
de p-nitrofenol utilizando el medio mineral Busnell Hass suplementado con 10 mg/L de p-nitrofenol, las
colonias fueron purificadas en agar nutritivo y conservadas como cepario. A partir de estas se obtuvieron 3
consorcios, con las 12 cepas aisladas de cada terreno. La evaluacion de la capacidad biodegradadora del p-
nitrofenol se realizo con tratamientos de 4, 7, 10, 12 mg/L por un periodo de 72 horas. La concentracion de p-
nitrofenol y determinaciéon del mismo, se realizo utilizando el espectofotdmetro “espectrofotometer 1200
serie UNICO haciendo lecturas a 380 nm de longitud de onda. La identificacion de las cepas bacterianas se
realiz6 mediante las pruebas bioguimicas: oxidasa, TSI, LIA, motilidad y ureasa. Las cepas aisladas con
capacidad degradadora de p-nitrofenol pertenecen a los géneros Sphingomonas sp., Alcaligenes sp. y
Acinetobacter sp.

Palabras clave: degradacion, p-nitrofenol, insecticidas, Erythroxylum coca.
SUMMARY

Today, the increased use of pesticides in agriculture has led to the accumulation of large amounts of toxic
compounds, one of which is the p- nitrophenol, whose concentration increases as a direct result of pesticide
use in agriculture. This research has the overall objective to identify genres degrading bacteria isolated p-
nitrophenol soil culture Erithroxylum Coca " Coca " of the Town Center Mayapo province of Huanta -
Ayacucho. Research is basic , descriptive level , cross-sectional design . The study was conducted with three
sample units taken from three farmlands of Erithroxylum Coca " Coca " Poblado Mayapo Center for non-
probabilistic method. From these samples , the isolation of bacteria degrading p- nitrophenol using mineral
medium Hass Busnell supplemented with 10 mg / L of p- nitrophenol , colonies were purified on nutrient agar
and stored as strain collection . From these three pools were obtained , with 12 of each field isolates . The
evaluation of the biodegrading capacity of p -nitrophenol was performed with treatments 4, 7, 10, 12 mg /L
for a period of 72 hours. The concentration of p -nitrophenol and determination thereof is performed using the
spectrophotometer " espectrofotometer 1200 " unique serial making readings at 380 nm wavelength .
Identification of the bacterial strains was determined by biochemical tests : oxidase , TSI, LIA , motility and
urease . Isolates with degrading capacity of p- nitrophenol belonging to the genera Sphingomonas sp.,
Alcaligenes sp. and Acinetobacter sp.

Key words: degradation, p- nitrophenol , insecticides, Erythroxylum coca .



1. INTRODUCCION
En la actualidad el aumento del uso de pesticidas
en la actividad agricola ha generado grandes
cantidades de compuestos toxicos. Estos
compuestos han sido liberados al ambiente
causando una extensa contaminacion de suelos y
cuerpos de agua'. Uno de estos compuestos
toxicos puede ser el p-nitrofenol, cuya
concentracién se incrementa como consecuencia
directa del uso de pesticidas en la agricultura. El
p-nitrofenol puede acumularse en el suelo como
resultado de la hidrolisis de varios insecticidas
organofosforados y herbicidas nitrofendlicos,
ademés puede entrar al ambiente durante la
elaboracion de tintes, pesticidas y medicamentos”.
El problema fundamental por el cual pasa el
Centro Poblado de Mayapo, jurisdiccion del
Distrito de LLochegua ubicada en la Provincia de
Huanta, Departamento de Ayacucho es la
contaminacién de suelos por el uso frecuente de
pesticidas y fertilizantes que utilizan los
pobladores.
Con el fin de incrementar y mejorar la produccién
de la hoja de coca se ha venido masificando el uso
de agroquimicos para estos cultivos. La falta de
conocimiento de los productores cocaleros, que no
miden las consecuencias ambientales al usar
grandes cantidades de productos agroquimicos, al
ser utilizados persisten en un tiempo y compuestos
toxicos como el p-nitrofenol pueden acumularse
en el suelo agricola. Por factores climaticos, estos
compuestos discurren a los cursos de agua,
afectando la biodiversidad y a la poblacion por
consumir el agua y los alimentos, ocasionando
enfermedades y mortandad por acumulacién de
toxinas’.
Debido a la alta toxicidad de este compuesto, una
alternativa atractiva para disminuir la
concentracion de  p-nitrofenol es la
biodegradacion, motivo por el cual se realiza el
presente trabajo de investigacion de tipo basica,
nivel descriptivo, disefio transversal en el
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga con los
siguientes objetivos:
OBJETIVO GENERAL
e Identificar los géneros de bacterias
degradadoras de p-nitrofenol aisladas - de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca
“coca” del Centro Poblado de Mayapo,
provincia de Huanta. Ayacucho.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar los géneros de las bacterias
degradadoras de p-nitrofenol aisladas de

suelos de cultivo de Erithroxylum coca
“coca”.

e Medir la capacidad degradadora de p-
nitrofenol por parte de bacterias aisladas de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca
“coca” del Centro Poblado de Mayapo,
Provincia de Huanta. Ayacucho.

11l. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién de puntos de muestreo de suelos
de cultivo de coca
Las muestras de suclo de cultivo de Erithroxylum
coca “coca” fueron recolectadas en el Centro
Poblado de Mayapo, jurisdiccion del Distrito de
LLochegua ubicada en la Provincia de Huanta,
Departamento de Ayacucho, que se encuentra en
una altitud promedio de 503 msnm, con una
temperatura promedio de 24 °C, el suelo estd
conformado de una estructura limosa de granos
finos”. El muestreo se realizo en octubre de 2011
en un periodo de dos dias.
3.2. Muestra y sistema de muestreo
e El estudio se realizd con 3 unidades de
muestra, cada uno conteniendo
aproximadamente 2 kg de tierras de cultivo de
coca, tomadas de tres terrenos con cultivo de
Erithroxylum coca “coca”. Luego de
seleccionar el terreno se procedié a muestrear
a través de sub muestreos cuyos puntos fueron
distribuidos de manera equitativa en todo el
terreno, fueron tomadas por conveniencia.

e Los criterios de inclusion para tomar las
muestras fueron: zona de mayor produccién de
Erithroxylum coca “coca” °°, ubicacién
geografica de mayor uso de agroquimicos’” **

y edad del cultivo.
3.3. Métodos para la recoleccién de datos

3.3.1. Obtencién de muestras

e Una vez definidas los puntos de sub
muestreos (10 distribuidos en todo el
terrreno) se procedié al muestreo segin los
siguientes pasos:

e  Se retir6 la capa superficial de tierra de unos
10 a 15 cm, con ayuda de una paleta
desinfectada.

e Se tomé aproximadamente 200 g de suelo,
entre los 10 y 15 cm de profundidad, luego se
introdujeron en una bolsa de polietileno
nueva, obteniéndose finalmente una muestra
de aproximadamente 2 kg.



e Las bolsas conteniendo las muestras fueron
colocadas en “cooler” luego transportadas a
una temperatura ambiente, por un periodo de
tres dias al laboratorio de Microbiologia
Ambiental de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga para su respectivo
procesamiento.

3.3.2. Aislamiento de microorganismos

degradadores de p-nitrofenol

e En condiciones asépticas se tamizd la muestra
de suelo recolectada de los cultivos de coca,
con malla de 2 x 2 mm de porosidad para
separar las piedras y particulas grandes.

e Se pesé 10 g de suelo tamizado, se diluyé en
90 mL de agua peptonada, luego se agit6 por 5
a 10 minutos y se dej6 decantar.

e 10 mL del sobrenadante fue inoculado en
frascos conteniendo 90 mL del medio mineral
Busnell Hass, suplementado con 10 mg/L de
p-nitrofenol.

e Los frascos conteniendo los cultivos fueron
protegidos con papel aluminio, incubados a
temperatura ambiente en agitacion + 200 RPM
por 8 dias.

e Transcurrido el tiempo se  evidencié el
crecimiento microbiano por turbidez y la
degradacion del  p-nitrofenol por la
desaparicion del color amarillo en el medio
mineral  suplementado con p-nitrofenol
inicialmente.

e Enseguida se procedié al aislamiento de las
bacterias en medio agar Busnell Hass
suplementado con 10 mg/L de p-nitrofenol por
la técnica de diseminacion.

e Las placas fueron incubadas a 30 °C por 48
horas en posici6n invertida.

e Una vez obtenidas las colonias éstas fueron
sembradas en otras placas conteniendo agar
nutritivo, por la técnica de agotamiento en
superficie. Para lograr una mayor
purificacién. Las colonias obtenidas fueron
repicadas en viales y conservadas como
cepario.

e Se obtuvo consorcios, con las cepas aisladas
de muestras de cada terreno (3 consorcios).

3.3.3 Cilculo de la concentraciéon de p-
nitrofenol mediante curva patrén

e Se prepararon 100 mL de soluciones de p-
nitrofenol a las siguientes concentraciones:
0,5, 1, 4, 10, 12 mg/L utilizando agua destilada
como diluyente.

e Se transfirieron 10 mL de cada concentracion
en tubos de ensayo 16 mm x 150 mm.

s Luego se prosiguié a realizar la lectura con
luz de 380 nm de longitud de onda con el
espectrofotometro  “espectrofotometer 12007
serie UNICO, usando como blanco agua
destilada.

o Con los valores obtenidos se prosiguid a
determinar la curva patrén.

3.3.4. Evaluacion de |Ia
biodegradativa de p-nitrofenol.

capacidad

a) Preparacion del inéculo

e Las cepas de cada consorcio fueron cultivadas
en tubos conteniendo 10 mL de caldo nutritivo
incubados a 30°C por 48 horas; luego estos
cultivos fueron mezclados en un matraz de 250
mL; obteniéndose 3 matraces conteniendo
cada uno 1 consorcio.

b) Medicion de la concentracion de Ila
capacidad biodegradadora de

p-nitrofenol

e Del matraz se tom6é ImL del in6culo y se
inocularon a frascos conteniendo 100 mL de
caldo Busnell Hass, suplementado con p-
nitrofenol a diferentes concentraciones de 4, 7,
10, 12 mg/L, respectivamente, con tres
repeticiones en cada caso. Se empled el disefio
experimental factorial

e Paralelamente se prepararon otros frascos con
100mL de caldo Busnell Hass, suplementado
con p-nitrofenol a diferentes concentraciones
de 4, 7, 10, 12 mg/L a los cuales no se inoculé
el consorcio microbiano ( ensayo blanco).

e Todos los cultivos fueron incubados a
temperatura ambiente en constante agitacion £
200 RPM durante 8 dias.



A partir de la hora cero, cada 12 horas se
determind la concentracion de p-nitrofenol de
cada uno de los frascos de ensayo.

Se tomo en un tubo de ensayo de 16 mm x 150
mm, 5 mL de cultivo Busnell Hass
suplementado con p-nitrofenol de diferentes
concentraciones.

Se agregd unas gotas de NaOH (IN) para
ajustarel pH a 9.

Luego se centrifugdé a 3600 rpm por 15
minutos para separar el sedimento de la
muestra que podria inferir en la lectura en el
espectrofotometro.

Luego se prosiguio a realizar la lectura a 380
nm con el espectrofotémetro
“espectrofotometer 1200” serie UNICO,
previamente usando como blanco agua
destilada.

Con los valores de la lectura se determiné la
cantidad de p-nitrofenol, de acuerdo a la
ecuacion y grafico de la curva patrén.

3.3.5. Identificacién de cepas degradadoras de
p-nitrofenol

a) Morfologia de las colonias. Las bacterias
aisladas se han caracterizado y diferenciado segiin
las caracteristicas culturales como: forma, borde,
elevacion, textura y color de las colonias.
Juntamente con la descripcion macroscopica se
realizé la caracterizacién microscépica mediante
la coloracion Gram y su morfologia.

b) Identificacion bioquimica de géneros. Para
identificar bacterias degradadoras de p-nitrofenol
se realiz6 la verificacién de crecimiento en agar
MacConkey y agar sangre y las pruebas
bioquimicas de: oxidasa, TSI, LIA, motilidad y
urea.

3.3.6 Anilisis de datos

Los datos obtenidos en los procedimientos
anteriores fueron presentados en tablas e
histogramas. Se realizd andlisis de estadistica
descriptiva inferencial como fue el anilisis de
varianza con un 95% de confianza utilizando
software SPSS Statistics 20 y Excel 2010.

V. RESULTADOS

Tabla 7. Caracteristicas culturales de cepas bacterianas degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de
cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo Ayacucho. 2012

o Codigo Caracteristicas culturales Morfologia Gram
de cepas
1 1.1 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color Bacilos -
transparente de consistencia seca
2 13 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color blanco Bacilos -
lechoso, consistencia fresca
3 14 Colonias de forma circular de borde entero con elevacién plana, color Bacilos -
transparente de consistencia seca
4 15 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color Bacilos -
transparente de consistencia seca
5 2.10 Colonias de forma circular de borde entero con elevacién plana, color blanco Bacilos -
lechoso, consistencia fresca
6 23 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color blanco Bacilos -
lechoso, consistencia fresca
7 2.18 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color blanco Bacilos -
lechoso, consistencia fresca
8 31 Colonias de forma circular de borde entero con elevaci6n plana, color Bacilos -
transparente de consistencia seca
9 32 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color Bacilos -
amarillo consistencia fresca
10 35 Colonias de forma circular de borde entero con elevacion plana, color Bacilos -
amarillo consistencia fresca
11 3.6 Colonias de forma circular de borde entero con elevacién plana, color Bacilos -
amarillo consistencia fresca
12 3.21 Colonias de forma circular de borde entero con elevacién plana, color blanco Bacilos -

lechoso, consistencia fresca




Tabla N° 08. Resultados de pruebas bioquimicas de identificacion de bacterias degradadoras de p-nitrofenol
aisladas de suelos de cultivo de coca Erythroxylum coca del Centro Poblado de Mayapo Ayacucho 2012,

" Caracteridticas Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa
14 14 15 3 13 23 21 248 3 32 318 36
1 Tincion Gram Gam({{ Gram{) Gmm{] Gmm(] Gram{} Gram{) Gram{} Gram() Gram(} Grm[} OGram(} Gram(}
2 Morfologia Bacilo Bacife Bacilo Bacilo Bacilo Bacile Bacilo Bacilo Bacilo Bacile Bacile Bacilo
3 Crecimiento MacConkey + + + + + + + + + - - -
4 Crecimiento Agar Sangre + + + + + + + + + + + +
5 T8l KX KX KX KX KK KK KK KK KiK KK L KK
6 LA KK KX KX KK KX KX KK KX KK KX KX KK
8 UREA . - - - - - - - - - - -
9 Oxidasa + + + - + + %
10 SIM Movilidad + + + W + + ¥
1 Género Alcaligenes 9. Acinetobacter . Sphingomonas .
Tabla 9. Géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de cultivo de coca

Erythroxylum coca del Centro Poblado de Mayapo. Ayacucho 2012.

codigo  comsorcio 1 codigo Consorcio 2 codigo Consorcio 3
1.1 Alcaligenes sp. 2.10  Acinetobacter sp. 3.1 Alcaligenes sp.
1.3 Acinetobacter sp. 23 Acinetobacter sp. 3.2 Sphingomonas sp.
14 Alcaligenes sp. 2.18  Acinetobacter sp. 35 Sphingomonas sp.
1.5 Alcaligenes sp. 36 Sphingomonas sp.

3.21 Acinetobacter sp.

Tabla 10. Porcentaje de los géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de cultivo de
Erythroxylum coca “coca” del Centro Poblado de Mayapo. Ayacucho 2012.

Géneros N° %
Acinetobacter 5 42%
Alcaligenes 4 33%
Sphingomonas 3 25%
Total 12 100%
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Figura 7. Biodegradacién de p-nitrofenol por Figura 8. Biodegradacion de p-nitrofenol por

consorcios bacterianos aislados de suelos de
cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro
Poblado de Mayapo a una concentracion inicial de
7 mg/L segiin horas transcurridas.

consorcios bacterianos aislados de suelos de
cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro
Poblado de Mayapo a una concentracion inicial de
4 mg/L segtn horas transcurridas.



Concentracidn del p-nitrofenol (mg/L)

Oh | 12h | 24h | 36h | 4Bh | 60h | TZh
=4—Blanco 1117 | 1097 | 1095 | 1095 | 1093 | 1093 | 1090
=@~Consorcio 1! 3097 | 992 | 830 | 733 | 721 | 314 | 3.4
—d=Consorcio 2| 1083 | 956 | 910 | 862 | 68 | 520 { 275
=i Consorcio 3; 10.92 | 950 | BBA | 706 | 337 | 169 | 189

Figura 9. Biodegradacién de p-nitrofenol por
consorcios bacterianos aislados de suelos de
cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro
Poblado de Mayapo a una concentracion inicial de
10 mg/L segun horas transcurridas.

Concentracién del pnitrofend (mg/L)

oh 12h | 24h | 36h | 48h | 60h | 72h

—4=Blanco 123 § 1222 | 1221 | 1218 | 1208 | 1205 | 1199
~M=Consorcio 1! 1238 | 1096 | 958 | 808 | 659 | 549 | 3.7
=—g=Consorcio 2| 12.41 | 1066 | 1023 | 8.24 | 650 | 3.46 | 263
—=—Consorcio3| 12.2 | 1065 | 856 | 705 | 336 | 212 | 028
Figura 10. Biodegradacion de p-nitrofenol por
consorcios bacterianos aislados de suelos de
cultivo de Erithroxylum coca “coca” del Centro
Poblado de Mayapo a una concentracion inicial de
2 mg/L segin horas transcurridas.
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Figura 11. Porcentaje de biodegradacion de p-
nitrofenol por consorcios bacterianos aislados de
suelos de cultivo de Erithroxylum coca “coca” del
Centro Poblado de Mayapo, en relacion a
diferentes fratamientos
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Figura 12. Cantidad total de p-nitrofenol
degradado por consorcio microbiano en relacion a
diferentes tratamientos.

V. DISCUSION
Es importante estudiar qué poblaciones
microbianas existen en el suelo contaminado ya
que estas probablemente ya se habran adaptado al
ambiente contaminado®™. En el Valle Rio
Apurimac Ene y Mantaro analistas estiman, que
anualmente se aplica alrededor 700 mil litros de
agroquimicos a los cultivos de coca®. En el
Centro Poblado de Mayapo los agroquimicos mas
utilizados para la produccion de hoja de coca son
el Gramoxil, Gramoxone, Tamaron, Thiodan
Caporal, Monitor, Paration entre otros productos
altamente toxicos”’.
Bajo este concepto se decidié extraer la muestra
de suelo de cultivo de coca del Centro poblado de
Mayapo para posteriormente aislar un consorcio
microbiano para la degradacién de p-nitrofenol.
Bracho °, en el 2007 sostiene que una répida
degradacion y un periodo corto de aclimatacion
puede relacionarse a que las comunidades
microbianas han estado expuestos al contaminante
de interés o compuestos con estructura similar.
Los resultados obtenidos de la biodegradacion del
p-nitrofenol por consorcio microbiano aislados a
partir de los suelos de cultivo de coca mostraron
una rapida degradacion de p-nitrofenol.
En la Figura 7, se muestran los valores de
biodegradacion de  p-nitrofenol a  una
concentracion inicial de 4 mg/L segin las horas
transcurridas. A las 24 horas del ensayo la
concentracion del p-nitrofenol es: 0,02; 0,12; 0,01
mg/L. respectivamente realizado por el consorcio
bacteriano C1, C2, C3, esto significa que la
actividad biodegradadora del consorcio
bacteriano C1, C2, C3 ha logrado reducir 3,66;
3,58; 3,65 mg/LL de p-nitrofenol respectivamente
que equivale a 99 %, 97 % , 99 %, cada uno,
respecto a la concentracion inicial. Al realizar el
andlisis de varianza no se obtiene significancia
estadistica (a¢00,05) entre los tres consorcios, lo



que se interpreta que los tres consorcios son
iguales en la degradacion del p-nitrofenol.

En la Figura 8, se muestran los valores de
biodegradacion de  p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 7 mg/L segun las horas
transcurridas. A las 48 horas del ensayo la
concentracion del p-nitrofenol es: 0,03; 0,02; 0,01
mg/L respectivamente realizado por el consorcio
bacteriano Cl1, C2, C3, esto significa que la
actividad biodegradadora del consorcio
bacteriano C1, C2, C3 ha logrado reducir 7,1;
7,5; 7,4 mg/L de p-nitrofenol respectivamente
que equivale a 99 %, 99 % , 99 %, cada uno,
respecto a la concentracion inicial. Al realizar el
analisis de varianza no se obtiene significancia
estadistica (a[10,05) entre los tres consorcios, lo
que se interpreta que los tres consorcios son
iguales en la degradacion del p-nitrofenol.

En la Figura 9, se muestran los valores de
biodegradacion de  p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 10 mg/L segun las horas
transcurridas. A las 72 horas del ensayo la
concentracién del p-nitrofenol es : 3,14; 2,75; 1,16
mg/L respectivamente realizado por el consorcio
bacteriano CI1, C2, C3, esto significa que la
actividad biodegradadora del consorcio
bacteriano C1, C2, C3 ha logrado reducir 7,83;
8,80; 9,23 mg/L de p-nitrofenol respectivamente
que equivale a 71 %, 78 % , 84 %, cada uno,
respecto a la concentracion inicial. Al realizar el
andlisis de varianza se obtiene significancia
estadistica (a<0,05) entre los tres consorcios, por
lo que se realizd la prueba de tukey donde el
consorcio C3 es estadisticamente superior a los
otros dos consorcio en la degradacion del p-
nitrofenol.

En la Figura 10, se muestran los valores de
biodegradacion de  p-nitrofenol a una
concentracion inicial de 12 mg/L segiin las horas
transcurridas. A las 72 horas del ensayo la
concentracion del p-nitrofenol es : 3,71; 2,63; 0,28
mg/L respectivamente realizado por el consorcio
bacteriano C1, C2, C3, esto significa que la
actividad biodegradadora del consorcio
bacteriano C1, C2, C3 ha logrado reducir 8,62;
9,78; 11,92 mg/L. de p-nitrofenol respectivamente
que equivale a 70 %, 78 % , 98 %, cada uno,
respecto a la concentracién inicial. Al realizar el
analisis de varianza se obtiene significancia
estadistica (2<0,05) entre los tres consorcios, por
lo que se realizdé la prueba de tukey donde el
consorcio C3 es estadisticamente superior a los
otros dos consorcio en la degradacion del p-
nitrofenol.

Es importante resaltar que la poblacién
microbiana  degradadora fue mas alta por el

consorcio bacteriano C3. Esto permite inferir que
las poblaciones microbianas de las muestras de
suelo estuvieron expuestas a mayor actividad
antropogénica y al contaminante con mas
frecuencia y las dos muestras de suelos de donde
se aislaron el consorcio bacteriano C1 y C2 estin
menos expuestos a este contaminante. Esto nos
podria indicar que la poblaciones microbianas de
la muestra de suelo de donde se aislaron el
consorcio bacteriano C3 son mucho mads eficientes
en la remocion de p-nitrofenol que los consorcios
bacterianos C1 y C2 aisladas de las otras
muestras de suelo.

Bracho®, en el 2007, obtuvé 90 % de
biodegradacion del p-nitrofenol de una
concentracion inicial de 10 mg/L en 70 horas por
efecto del consorcio microbiano de bacterias
asociadas principalmente al género Pseudomonas.
Asimismo en nuestra investigacion el tiempo
maximo para la degradaciéon del p-nitrofenol a
cargo del consorcio bacteriano segin los
tratamientos de diferentes concentraciones es: 24
horas para degradar una concentracién de 4 mg/L;
removiendo el compuesto en un 99 %, 97 %, 99 %
realizado por el C1, C2 y C3 respectivamente; 36
horas para degradar una concentracion de 7 mg/L;
removiendo el compuesto en un 65 %, 51 %, 78 %
realizado por el C1, C2 y C3 respectivamente; 72
horas para degradar una concentracion de 10 mg/L
y 12 mg/L; removiendo el compuesto en un 70 %,
78 %, 98 % realizado por el Cl, C2 y C3
respectivamente. Estos resultados corroboran la
eficiencia para metabolizar el compuesto p-
nitrofenol realizado por los microorganismos en
un tiempo maximo de horas coincidiendo que la
concentracion de 10 mg/L. es degradado en un
aproximado de 70 horas segin el autor
anteriormente mencionado.

En la tabla 9, se muestran los géneros de bacterias
degradadoras de p-nitrofenol aisladas de suelos de
cultivo de coca del Centro Poblado de Mayapo
conformando consorcios. El consorcio bacteriano
C1, esta conformado por las bacterias de género
Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp.; el consorcio
bacteriano C2, estd conformado por las bacterias
de género  Acinetobacter sp.; el consorcio
bacteriano C3, estd conformado por las bacterias
de género Acinetobacter sp., Alcaligenes sp. y
Sphingomonas sp.

La biodegradacién del p-nitrofenol se dio mejor
por el consorcio bacteriano C3 posiblemente por
los la variedad de géneros encontrados. Desde
hace tiempo se conoce que los consorcios
microbianos son mucho mas eficientes para
degradar desechos organicos complejos que las
cepas individuales de organismos o inclusive



mezclas de microorganismos debido a la
diversidad de habilidades metabélicas™.

Diversos autores han descrito que el género de
bacteria  Sphingomonas  son bacterias que
mineralizan compuestos nitroarométicos, estirpes
bacterianas capaces de utilizar estos compuestos
como fuente de carbono, liberando nitrito al
medio®.

En la tabla 10, se muestran los porcentajes de los
géneros de bacterias degradadoras de p-nitrofenol
aisladas de suelos de cultivo de coca del Centro
Poblado de Mayapo, observandose que de un total
de 12 cepas bacterianas, 5 son de género
Acinetobacter representando un 42 %, 4 son de
género Alcaligenes representando un 33 % y 3 de
género Sphingomonas representando un 25 % del
total de cepas aisladas. En este resultado se
observa que el género Acinetobater sp. predomina
en el aislamiento del resto de los otros géneros
como Alcaligenes sp. y Sphingomonas sp.
Tomando en cuenta los distintos puntos de vista
de los cientificos coincidimos con todos al haber
encontrado una diversidad de grupos microbianos,
especialmente con Ahumada et al.*, cohincidimos
que el género Acinetobacter presentan la
capacidad de degradar el p-nitrofenol.

Todas las bacterias gramnegativas, que poseen
mayor incidencia en la degradacion del fenol es
dada por su capa lipidica y los mecanismos a nivel
de membrana, aunque las grampositivas poseen
esta capacidad pero en menos frecuencia®.

En nuestra investigacion todas las bacterias
aisladas son gramnegativas con capacidad de
degradar el p-nitrofenol.

Estos resultados refuerzan al  concepto
ampliamente reportado acerca de los principales
géneros en procesos de degradadcién del p-
nitrofenol.

Con esta investigaci6n se pretende contribuir al
estudio de la microbiologia de suelos con el
aislamiento e identificacién de bacterias nativas
del Centro Poblado de Mayapo, asimismo
mediante la identificacién de especies microbianas
en estas zonas se pretende ampliar la gama de
microrganismos conocidos contribuyendo asi al
conocimiento de la biodiversidad de la microbiota
de nuestro pais que puede ser capaz de producir
metabolitos de interés industrial biorremediar
suelo contaminados con compuestos toxicos

V1. CONCLUSIONES
1. Las cepas bacterianas degradadoras de p-
nitrofenol aisladas de suelos de cultivo de
Erithroxylum coca “coca” del Centro
Poblado de Mayapo pertenecen a los

géneros: Sphingomonas sp., Alcaligenes sp.
y Acinetobacter sp.

El consorcio microbiano C3 (Sphingomonas
sp., Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp.)
logré degradar hasta un 98% en 72 horas a
partir de una concentracion inicial de 10y 12

mg/L.

VIIL REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Quahiba F. Degradacién por medios
bacterianos de compuestos  quimicos
toxicos. Comision Técnica Asesora en:
Ambiente y desarrollo sostenible [Monografia
en internet]*, Buenos Aires, 2001 [acceso 08
de setiembre de 2011]; Disponible en:
URL:http://www.um.es/gtiweb/alimetadata/bi
odegradacion%20toxicos.htm

Spain JC. Biodegradation of nitroaromatics
compounds. Annu. Revmicrobiol [revista en
internet]* 2010 setiembre a diciembre.
[acceso 08 de febrero de 2011]; vol (10)
Disponible en:
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.114
6/annurev.mi.49.100195.002515

Agua que se consume en el VRAE contiene
metales de agroquimicos e insumos quimicos.
Diario Inforegion. San Francisco - VRAE 15
agosto 2011.Normativa:6 Disponible en:
http://www.inforegion.pe/portada/112937/agu
a-que-se-consume-en-el-vrae-contiene-
metales-de-agroquimicos-e-insumos-
quimicos/

Chavez L. Efecto del metil partién en la
diversidad bacteriana presente en el suelo de
una chinampa de Xochimilco [Monografia en
internet] México; 2009. [acceso 15 de octubre
de 2011]; Disponible en:
http://132.248.246.65/tesigrado/consulta/detp
aterno.cfm?al_cuenta=862133

Bracho D. Degradacién de p-Nitrofenol por
bacterias en los rios Afiasco y Guanajibo y la
Quebrada de Oro [Monografia en internet]*,
Puerto rico; 2007., [acceso 08 de noviembre
de 2011}; Disponible en: URL:
URL:http://grad.uprm.eduw/oeg/TesisDisertaci
onesDigitales/Biologia

Gemini V, Gallego A, Gémez CE, Planes El,
Korol SE. Empleo de procesos biolégicos
para detoxificar p-nitrofenol Hig. Sanid.
Ambient [Revista en internet]* 2006
diciembre [acceso 18 de julio de 2013]; 6 (1).
Disponible en: http://www.salud-
publica.es/../bc510158f645650 Hig.Sanid.A
mbient.6.145

[ BBLOTEGA E eromme
1 Cllrym AN

UN.S.C.H. |




