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Chuchén Martinez (asesor), Mg. José Alarcén Guerrero (miembro) y secretario

docente Blgo. Elbert Hermosa Valdivia, con la }401nalidadde recepcionar el trabajo de

tesis titulada �034Biodegradacionde carbofuran por bacterias aisladas de sue|os

agricolas del Distrito Santa Rosa del Valle Rio Apurimac, Ene y Mantaro. Ayacucho

2013" presentado por el Bachiller en Ciencias Biolégicas Ramos Calle, Filio Ode
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' Microbiologia.
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RESUMEN

Una de las més grandes preocupaciones que existe hoy en dia en el Pen] es la

excesiva utilizacién de productos quimicos para la agricultura y en especial en el

valle rio Apurimac, Ene y Mantaro con cultivos de Erythroxylum coca �034coca�035y

Theobroma cacao "cacao". En este trabajo se determiné Ia capacidad

biodegradadora de carbofurén y se aislaron bacterias con capacidad

degradadora del carbofurén con la }401nalidadde plantear alternativas de solucién

como la biorremediacién, el tipo de investigacién fue descriptivo. El muestreo fue

realizado a partir de sue|os agricolas, con cultivos de Theobroma cacao �034cacao�035

y Erythroxylum coca �034coca�035,de| distrito de Santa Rosa contaminados con

pesticidas carbamatos. A panir de dichas muestras se aislaron bacterias

utilizando medio mineral Busnell Hass con 10. 20, 30, 40, 50 y 60 mg/I de

carbofurén. seguido en agar Busnell Hass con 30 mg/I de carbofurén,

posteriormente fueron puri}401cadasy conservadas en agar nutritivo. El ensayo de

biodegradacién de carbofurén se realizé con tratamientos de 10, 20, y 30 mg/I

de carbofurén por un periodo de 60 dias y evaluadas por espectrofotometria

mediante |a técnica cromogénica de "Dapsona�035,en el cual se obtuvo una

degradacién hasta 90,59 % correspondiente al ensayo con bacterias aisladas de

sue|os con cultivos de Theobroma cacao "cacao"; mientras que en el ensayo

con bacterias aisladas de suelos con cultivos de Erythroxylum coca �034coca�035se

obtuvo una degradacién de 61,78 %. Logrando una méxima biodegradacién en

el tratamiento de 10 mg/I. Se aislaron 22 cepas de los cuales 11 fueron del

cultivo de Theobroma cacao "cacao" y 11 a partir de sue|os agricolas

Erythroxylum coca "coca". Luego las cepas recuperadas de| ensayo de

biodegradacién fueron identi}401cadasmediante la coloracién Gram y pruebas

bioquimicas como los géneros: Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Bacillus,

Corynebacterium, Aeromonas del cultivo de Theobroma cacao �034cacao�035y los

géneros: Bacillus. Clostridium, Pseudomonas, Flavobacterium, Staphylococcus,

Proteus y cuatro cepas no identi}401cadasdel cultivo de Erythroxylum coca �034coca"

asi conforman el consorcio bacteriano con capacidad biodegradadora de

carbofurén.

Palabras clave: plaguicidas, carbofurén, biodegradacién, consorcio bacteriana
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|. INTRODUCCION

El uso de plaguicidas no es reciente. A principios de| siglo XIX el empleo de

compuestos inorgénicos con accién plaguicida como el azufre, Ias sales de cobre

y compuestos }402uoradoso arsenicales estaba ampliamente extendido, e incluso

hay constancia de que ya eran utilizados por las primeras civilizaciones para

combatir algunas plagas y poder obtener un mayor rendimiento en los cultivos.�035

Sin embargo, no es hasta mediados del siglo XX, con el descubrimiento de las

propiedades insecticidas de| DDT, cuando se produce una verdadera revolucién

en el mundo de la agricultura. Gracias a este hecho, empiezan a sucederse con

rapidez Ios descubrimientos de nuevos plaguicidas organicos que sucesivamente

van sustituyendo a los inorganicos por ser mas actives, y se desarrollan las

bases cienti}401casde investigaciones posteriores. Seg}402nse relaciona en The

Pesticide Manualf�030,actualmente existen alrededor de 700 plaguicidas o

principios activos disponibles, que son principalmente utilizados en agricultura

(68%), en actividades industriales y comerciales (17%), y en aplicaciones

domésticas (8%) y gubernamentales (7%).�030Hoy en dia se buscan nuevos

métodos de lucha que sean mas naturales y selectivos, tales como Ios métodos

biolégicos, aunque todavia estén lejos de reemplazar a los plaguicidas

quimicos."" 5

Se precisa que para lograr altos niveles de productividad, los cultivos de �034coca�035

destinados aI narcolré}401coson sometidos a la aplicacién de frecuentes y altas

dosis de agroquimicos como el carbofuran, entre ellos fertilizantes, herbicidas,

insecticidas y fungicidas.�031

En este trabajo se aislaron bacterias con capacidad degradadora del

carbofuran con la }401nalidadde plantear altemativas de solucién como la

biorremediacién, ya que los suelos agricolas de| Val|e rio Apurimac, Ene y

Mantaro (VRAEM) al estar constantemente sometidos al uso de agroquimicos es

1



posible encontrar géneros autéclonos con capacidad de degradacién de|

carbofurén; el tipo de investigacién fue descriptivo. Se espera que con éste

trabajo llegue a impulsar al desarroilo demés conocimientos y asi llevar acabo

més investigaciones relacionadas para plantear nuevas alternativas de solucién.

Teniendo en cuenta las consideraciones indicadas en los pérrafos anteriores, se

ha planteada como objetivo general, determinar la capacidad biodegradadora

de| carbofurén por bacterias aisladas de sue|os agricolas de| distrito de Santa

Rosa VRAEM, Ayacucho 2014 y objetivos especi}401cos,aislar bacterias con

capacidad biodegradadora de| carbofurén de sue|os agricolas con cultivos de

Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca "coca" del distrito de Santa

Rosa VRAEM, evaluar Ia capacidad biodegradadora del carbofurén en mg/I por

bacterias aisladas de sue|os agricolas con cultivos de Theobroma cacao

�034cacao�035y Erythroxylum coca �034coca�035del distrito de Santa Rosa VRAEM,

identi}401carIos principales géneros de bacterias con capacidad degradadora del

carbofurén aisladas de sue|os agricolas con cultivos de "cacao" y �034coca�035de|

distrito de Santa Rosa VRAEM.

2



ll. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Castrején et al., �030�031en el trabajo de investigacién titulado �034Crecimientode

bacterias aisladas de suelos agricolas sobre plaguicidas organofosforados como

sustrato�035,mencionan que a partir de sue|os agricolas del estado de Morelos, se

aislaron dos consorcios bacterianos con capacidad de crecer en presencia de

plaguicidas organofosforados. El aislamiento se llevé a cabo utilizando paratién

metilico (PM) y cadusafos (CDF'S) como fuente de carbono y como fuente

alterna, glucosa. La habilidad de los consorcios bacterianos aislados para crecer

en estos dos plaguicidas, se deterrniné en medio mineral conteniendo 10, 25 y

40 mg/I de paratién metilico y por otro Iado 40, 60 y 100 mg/I de cadusafos. De

estos consorcios se aislaron 11 colonias. El consorcio que presenté mayor

capacidad de crecimiento en presencia de plaguicida como Lilnica fuente de

carbono, fue el probado sobre paratién metilico a una concentracién de 10 mg/I,

mientras que la cinética de crecimiento de| consorcio en presencia de cadusafos

presenté mejores resultados a 100 mg/I. Sin embargo ambos consorcios

presentaron valores mas altos de crecimiento en un proceso de cometabolismo

por la presencia de glucosa. Estos resultados permiten plantear el potencial de

esos consorcios para el tratamiento de plaguicidas organofosforado. Las

especies identi}401cadasfueron: Bacillus brevis, Stenotrophomonas maltophilia,

Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosis, Weeksella virosa,

F/avobacterium odoratum, Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri.

Mosquera et al., 9 en el trabajo de investigacién titulado "Biodegradacién de|

malatién utilizando microorganismos nativos de sue|os agricolas", se}401alanque la

degradacién de| plaguicida malatién con microorganismos nativos de un suelo

agricola fue estudiada tanto en condiciones de laboratorio como en campo. En

campo se realizé en un suelo de una zona destinada a la ganaderia de Ieche y al

3



cultivo de hortalizas, Iocalizada en el municipio de Caldas, al sur del Valle de

Aburra, Antioquia, Colombia. Se cuanti}401céIa desaparicién de| malatién y la

formacién del principal metabolito, el malaoxén, para Io cual se valido un método

analitico, que incluyé Ia extraccién de| suelo y la cuantificacién de| plaguicida y

metabolito por cromatografia de gases. La extraccion se realizé por agitacién

mecénica rotativa usando acetato de etilo, y la cuanti}401cacionse hizo en un

cromatégrafo HP 6890 plus, acoplado a un detector de microcaptura de

electrones con inyector automético, obteniéndose recuperaciones en promedio

de 89,4% para el malatién y de 93.8% para el malaoxén. En el periodo de

experimentacién de 35 dias, Ia degradacion de| malatién en el laboratorio fue en

promedio de 81,6% para la mayor concentracién utilizada (2,50 pg/g de suelo),

con respecto a la dosis inicial aplicada. De este valor el 51,3% corresponde a la

degradacion microbiana y el restante a procesos abiéticos. En condiciones de

campo durante 21 dias, se obtuvo una degradacion en promedio de 74,8% con

la dosis utilizada (1,50 pglg de suelo). También se realizé el recuento de

microorganismos de| suelo determinéndose en promedio 6,8 x 105 UFC/g suelo.

En India Chandra et aI.,'° en la investigacién titulada �034In}402uenciay persistencia

de los insecticidas carbofuran y forato sobre los microorganismos en el campo

de arroz", realizaron un experimento en microparcelas (4 m x 4 m) con dos

insecticidas, forato y carbofuran a tasas de 1,5 y 1,0 kg /Ha respectivamente,

para investigar su efecto sobre la poblacién y la distribucién de bacterias,

actinomicetos y hongos; asi como la persistencia de los residuos de insecticidas

en los sue|os de la rizosfera de arroz. La aplicacién de los insecticidas estimulo

la poblacién de bacterias, actinomicetos y hongos en los sue|os de la rizosfera, y

la estimulacién fue mas pronunciada con forato en comparacién con carbofuran.

Los insecticidas no tenian marcado efecto sobre el ntimero de Stneptomyces y

Nocardia en los sue|os de la rizosfera. Sin embargo, el crecimiento de Bacillus,

Escherichia, Flavobacterium, Micromonospora, Penicillium, Aspergillus y

Trichoderma con forato fue mayor y Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium,

Aspergillus y Phytophthora con carbofuran se incrementaron. Por otra parte, los

n}402merosde Staphylococcus, Micrococcus, Fusarium, Humicola y Rhizopus con

forato y Pseudomonas, Staphylococcus, Micrococcus, Klebsiella, Fusarium,

Humicola y Rhizopus con carbofuran fueron inhibidos. Tanto Ios insecticidas

persistieron en el suelo de la rizosfera para un corto periodo de tiempo y la tasa

de disipacién de carbofuran.
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Gémez et al., �034en el trabajo de investigacién titulado �034Elecciénde un consorcio

bacteriano aerobico de la Ciénaga Grande de Santa Marta con capacidad

degradadora de| plaguicida organoclorado (A|dn'n)" se}401alan,de que se aislaron 53

cepas bacterianas nativas a partir de muestras de sedimento y agua de|

complejo Iagunar de la Ciénaga Grande de Santa Marta (CGSM), Caribe

colombiano, capaces de tolerar el plaguicida organoclorado Aldrin (30 mg/I) en

condiciones aerébicas. A partir de éstas se preparé el inéculo para realizar

bioensayos con el }401nde seleccionar un consorcio con capacidad de degradar

una concentracién mayor de Aldrin (60 mg/|) durante un mes. El consorcio

bacteriano estuvo conformado por: Bacillus cereus, B. Iichenifonnis, B. pumilus

y Enterobacter cloacae, las cuales tuvieron Ia capacidad de degradar el Aldrin

en un 50,9%. donde el 30,9% se debié a factores externos (abiéticos)

mientras, el 20% restante fue atribuido a la degradacion bacteriana.

Conociéndose estos microorganismos nativos degradadores de| plaguicida Aldrin

es posible a largo plazo implementar una alternativa de biorremediacién en la

CGSM.

Carillo et al.,�035en el trabajo de investigacién titulado �034Aislamiento y evaluacién

de un cultivo mixto de microorganismos con capacidad para degradar DDT" a

partir de agua, suelo y sedimento contaminado de la region de valle de Yaqui

de Sonora México donde se aislaron cepas en medio mineral enriquecido con

DDT encontrando que las bacterias Gram negativas fueron |as principales

protagonistas de la degradacion de DDT principalmente de| género:

Pseudomonas, Neisseria, Moraxella y Acinetobacter.

Castellanos et al.,�035en el trabajo de investigacion titulado �034Caraoterizaciénde

bacterias degradadoras de carbofuran obtenidas de sue|os bajo cultivo de papa

y con diferente historia de aplicacién de plaguicidas" se}401alande que se

realizaron ochenta y dos aislamientos bacterianos con actividad potencial de

degradacion de carbofuran (furadan®3SC), a partir de sue|os, cultivados con

papa (SoIanum tuberosum) variedad Unica, de| municipio de Silos, Norte de

Santander_(Co|ombia) con diferente historia de aplicacién del plaguicida. Las

bacterias fueron seleccionadas por su capacidad para crecer a 25 °C durante 72

horas, en medios de cultivo conteniendo 200 mg/I de carbofuran analitico como

(mica fuente de carbono y/o nitrogeno. Los resultados mostraron que diez cepas

correspondientes al 12 % de los obtenidos. crecieron en el medio de cultivo.

Ocho de los microorganismos fueron obtenidos de| suelo con mayor historia de
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exposicién al plaguicida (ocho a}401osde aplicacién), e identi}401cadospor

caracteristicas macroscépicas, microscépicas y bioquimicas como

Sphingomonas paucimobilis. Los otros dos fueron obtenidos de suelos con tres y

un a}401ode aplicacién y caracterizados como Pseudomonas aeruginosa y Yersinia

pseudo tuberculosis, respectivamente. Posterionnente, estas bacterias fueron

evaluadas por su capacidad para degradar carbofuran por via hidrolitica,

demostrando que el plaguicida fue degradado }402nicamentepor los aislamientos

de Sphingomonas paucimobilis durante un tiempo de 72 horas. Los resultados

obtenidos en los ensayos in vitro denotan Ia capacidad metabélica que tienen

estas bacterias para la biodegradacién de carbofuran, destacando su

potencialidad para futuros ensayos de evaluacién en campo, en Iugares en

donde pueda existir residualidad de| plaguicida, como altemativa para controlar

el posible impacto que tienen los plaguicidas N-metilcarbamatos en el medio

ambiente y en la saIud humana.

Betancur et al., "' en el trabajo de investigacién titulado "Biorremediacién de

suelo contaminado con pesticidas: caso DDT" se}401alande que el 1, 1,1 -tric|oro-

2,2�030bis (p-clorofenil) etano (DDT) ha sido usado desde la segunda guerra

mundial para controlar enfennedades transmitidas por insectos en humanos y

animales domésticos. El uso de estos insecticidas organoclorados se ha

prohibido en la mayoria de los paises, debido a su persistencia en el ambiente,

susceptibilidad de biomagni}401caciony potencial toxicidad a animales superiores.

La Biorremediacién involucra el uso de microorganismos para degradar

contaminantes orgénicos presentes en el ambiente, transformandolos en

compuestos mas simples y de menor peligrosidad, inclusive inocuos. Esta

estrategia de descontaminacién tiene bajos costos, una amplia aceptacién

publica y puede Ilevarse a cabo en el sitio. Comparado con otros métodos, la

biorremediacién es una forma mas promisoria y menos costosa de eliminar los

contaminantes presentes en suelos y agua. En suelo los compuestos bifenilos

clorados como el DDT, pueden ser parcialmente biodegradados por un grupo de

bacterias aerobias que cometabolizan el contaminante.

Chuch6n'5 en la investigacién titulada �034Biodegradaciénde carbofura'n por

bacterias aisladas de sue|os agricolas. Chiara, Ayacucho-2012" utilizé

concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40, y 50 mg/I de carbofura'n en medio mineral

Busnell Hass para el aislamiento de bacterias, y Iuego sembrado en medio sélido

con 30 mg/I de carbofuran, posteriormente puri}401céy conservé Ias cepas asiladas
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en agar nutritivo. El ensayo de biodegradacién de carbofuran realizé con

tratamientos a 10, 20, 30, 40, 50, y 60 mg/I de carbofura'n por un periodo de 30

dias, usando la técnica cromogénica Dapsona determiné |as concentraciones de

carbofuran, obteniendo una degradacién de 83%, 61%, 51%. 50%, 41% y 22%

respectivamente; concluye que, la concentracién de carbofuran (tratamiento)

in}402uyesobre la actividad de| consorcio bacteriano, logrando una méxima

biodegradacién en los tratamientos 40 mg/L y 50 mg/L hasta 18.6 mg y 20,9 mg

de carbofuran, contrasté estos resultados mediante el anélisis de varianza. Los

géneros de bacterias que logré identi}401carfueron: Bacillus, Pseudomonas,

Flavobacterium, Klebsiella, Serratia, Proteus, Corynebacterium, Micrococcus,

Areomonas, y Citrobacter. Aislé dos cepas que no pudieron ser identi}401cadas.

2.2. XENOBIOTICOS

Los xenobiéticos son compuestos quimicos sintéticos que no se encuentran en

la naturaleza. En esta categoria se incluye una larga lista de compuestos. como

plaguicidas, bifeniles policlorados (PCB, usados por las industrias eléctricas y

relacionadas). municiones, tintes y disolventes clorados. Muchos xenobiéticos

estén relacionados estructuralmente, algunos en gran medida, con compuestos

naturales, por lo que pueden ser degradados Ientamente por enzimas que ya

existen para realizar esa tarea. En otros casos, los compuestos son de

estructura tan diferente a cualquier compuesto �034natural�035que un organismo no ha

tenido contacto anterionnente. por lo que la velocidad de degradacién en la

naturaleza es extremadamente baja, si es que ocurre. Sin embargo, en muchos �030

xenobiéticos se han encontrada microorganismos que pueden degradarlos.

Algunos de los xenobiéticos mas ampliamente distribuidos son los plaguicidas,

que son componentes frecuentes de los residuos téxicos. Se han comercializado

mas de 1 000 plaguicidas, con la }401nalidadde controlar quimicamente diferentes

plagas .Estos incluyen principalmente herbicidas. insecticidas y fungicidas.�035

2.3. PLAGUICIDAS

Un plaguicida se de}401necomo una sustancia o mezcla en cualquier estado }401sico

cuya }401nalidades la de controlar, combatir y/o prevenir plagas o enfermedades y

en general tienen el objetivo de proteger al hombre de organismos que afectan

su ambiente, animales y/o a|imentos. Esta de}401niciénincluye los materiales

agricolas de consumo madera y sus derivados, forraje para animales o
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productos que puedan administrérseles para el control de insectos, arécnidos y/o

diferentes plagas corporales. (Cédigo internacional de conducta sobre la

distribucién y uso de plaguicidas, 1986.�035

Los plaguicidas son compuestos quimicos utilizados extensivamente en todo el

planeta, lo que resulta en una exposicién continua de la poblacién a partir de

diferentes fuentes tales como alimentos, el agua y el suelo. Aun cuando el efecto

téxico de los plaguicidas esté dirigido a organismos especi}401cos,estos

compuestos se encuentran en gran cantidad en el ambiente, lo que constituye

una amenaza grave a la salud p}401blica.Tan sélo en Estados Unidos, cada a}401ose

aplican 4,5 billones de libras de plaguicidas diversos.�034

Los efectos téxicos de los plaguicidas sobre la poblacién humana han sido

motivo de preocupacién por muchos a}401os,sin embargo, los mecanismos de

toxicidad de la mayoria de los plaguicidas son poco comprendidas a la fecha.�035

La utilizacién de los plaguicidas en la agricultura representa un bene}401cio

innegable, garantizando una mayor produccién agricola y haciendo que la misma

sea mucho més estable. Los plaguicidas también brindan Ia ventaja de evitar Ia

propagacién de enfennedades por vectores como insectos, écaros y roedores. El

uso de los plaguicidas también contribuye a mejorar la alimentacién, ya que .

permite tener una mayor disponibilidad de los alimentos y aumenta su vida

anaquel."

2.4. EVOLUCION DE LOS PLAGUICIDAS

La historia de los plaguicidas se puede resumir y dividir en tres grandes etapas:

La primera a principios de| siglo XIX, cuando se descubrié accidentalmente Ia

accién plaguicida de algunos elementos naturales como el azufre, cobre,

arsénico. piretrinas (sustancias obtenidas de los pétalos de| crisantemo

Chriysanthemum cinerariefolium) y fésforo; asi mismo se inicio el uso de los

derivados de| petréleo. La segunda etapa en 1922, cuando se emplearon

diferentes aceites insecticidas y poco més tarde Ios primeros productos

sintéticos. La tercera etapa, en la que Muller, en 1940 descubre |as propiedades

insecticidas de| dicloro-difenil-tricloroetano, mejor conocido como DDT."

A partir de esa fecha ese nuevo compuesto se utilizé para la eliminacién de

algunos parésitos como el piojo que transmitian enfermedades como el tifo; es

asi como se origina la industria de los plaguicidas érgano sintéticos.
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Desde entonces se han producido potentes venenos contra Ios diferentes

organismos plaga, siendo Ia mayoria organoclorados (su principal caracteristica

es que poseen étomos de carbono, cloro, hidrégeno y en ocasiones, oxigeno

son muy estables en el ambiente) y organofosforados derivados del écido

fosférico. Poseen un étomo central de fésforo en la molécula. Son Ios més

téxicos y menos estables en el ambiente en relacién con los organoclorados.�034

Estos componentes producen susceptibilidad a la toxicidad, mutagenicidad y

carcinogenicidad y este hecho ha Ievantado un interés publico por la salud.

Esto ha Ilevado al desarrollo de otros plaguicidas "menos téxicos" como son

carbamatos (Estructura quimica basada en un alcaloide de la planta

Physostigma venenosum) y componentes organofosforados. Estos ultimos se

empezaron a sintetizar en 1948. Los nuevos compuestos desarrollados han

reemplazado gradualmente a la mayoria de los plaguicidas clorados. En el

presente Ios carbamatos y organofosfatos son los ingredientes activos de la

mayoria de los insecticidas y algunos de los herbicidas en uso.�035

2.5. PLAGUICIDAS EN EL AMBIENTE

Cuando Ios plaguicidas ingresan en las cadenas alimentarias se distribuyen a

través de ellas, se concentran en cada nicho ecolégico y se acumulan

sucesivamente hasta que alcanzan una concentracién Ietal para algun

organismo constituyente de la cadena, o bien hasta que Ilegan a niveles

superiores de la red tr6fica.23

forcnal, -,

uniIzB1i5.1L mm

~

�030 �030 �030jay

Figura 1. Introduccién de los plaguicidas a la cadena alimenticia.�034
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La contaminacién de| ambiente por plaguicidas se da por aplicaciones directas

en los cultivos agricolas, derrames accidentales, Iavado inadecuado de tanques

contenedores, }401ltracionesen los depésitos de almacenamiento y residuos

descargados y dispuestos en el suelo. Los restos de estos plaguicidas se

dispersan en el ambiente y se convierten en contaminantes para los sistemas

biético (animales y plantas principalmente) y abiético (suelo. aire y agua)

amenazando su estabilidad y representando un peligro de salud pL'1b|ica.�0315

El grado de Iixiviacién (el movimiento de las sustancias a través de las fases del

suelo) depende de la solubilidad de| compuesto en agua, de su naturaleza

quimica y del valor del pH de| suelo. La Iixiviacién seré favorecida por una

capacidad de adsorcién (Ia adherencia de| compuesto a la super}401ciede las

particulas de| suelo) de la muestra de| suelo (eslo varia principalmente por el

porcentaje de arcillas, arenas y limos presentes en él), por altas temperaturas y

por la precipitacién pluvial.

. .3?

. W10 "
d'5p°5',°'6" de Transpone aéreo �030Desp|aza*nien!"o por el ento
contammantes ;

,�031,f,' Atm}401sfera
I r, I �030. .,

1.�031! ; Volatllizaclon
�031 :

Fo!odescomposici}401nl=\ D'SP05'c'0N . . .
: Escummzenlo superfscual

5 E ' '-'-'-'-1'-'-'-�030-�030-'-�030-�030-5"-.

. E}401}401}401}401}401}401y 4 .

SUELO a:

Adsonzién a la

super}401cie <)::{>

mineral/orgénica £1

Desorcién y difusién :1�030

en la solucién de| suelo '
Transporte en sue|os _ �031. ag

y Transformamén qunmnca

Lavado _, . , C
* ua subterrénea Transformaclon microbiana

Figura 2. La distribucién de un plaguicida en la naturaleza.�035
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Lo anterior también es decisivo para determinar la distribucién del material en la

biosfera, ya que las plantas y los microorganismos no pueden recibir

directamente Ios compuestos adsorbidos sobre |as particulas de| suelo. Este

proceso esta�031en equilibrio con la eliminacién (desorcién) del compuesto en la

solucién del suelo. La distribucién de un plaguicida en la biofase (plantas y

microorganismos) depende de la capacidad de absorcién de ésta y de la

naturaleza de| suelo. Un suelo con gran capacidad de absorcién puede conducir

a la inactividad total del plaguicida, ya que nunca penetrara en la p|aga.�031°

Algunos plaguicidas son cancerigenos. pero todos causan lesiones

degenerativas en higado y ri}401én,son estimulantes del sistema nervioso central, y

provocan reacciones alérgicas como vémito, dolor de cabeza, conjuntivitis,

diarrea, calambres abdominales, di}401cultadpara respirar, entre otros.�035

El suelo como ecosistema, incluye grupos microbianos, animales invertebrados y

vertebrados, asi como a los constituyentes orgénicos e inorgénicos. El medio

ambiente eda}401coes unico en diferentes aspectos, contiene gran variedad de

bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoarios; es uno de los sitios ma's

dinémicos de interacciones biolégicas en la naturaleza; en el cual se realizan Ia

mayor parte de las reacciones bioquimicas involucradas en la descomposicién

de la materia orgénica y la nutricién de cultivos agricolas. La porcién inorgénica

de| sueIo tiene un notable efecto sobre los habitantes microbianas, debido a su

in}402uenciasobre la disponibilidad de nutrientes, aireacién y retencién de agua. En

la fraccién mineral se encuentran particulas de una gran variedad de tarna}401os.

desde aquellas que son visibles al ojo humano hasta las particulas de arcilla que

sélo pueden observarse con ayuda de un microscopic.

En sue|os aireados adecuadamente, predominan bacterias y hongos, mientras

que en los ambientes que contienen poco 0 nada de oxigeno anicamente |as

bacterias.�035

2.6. CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Los plaguicidas se clasi}401canen funcién de algunas de sus caracteristicas

principales, como son Ia toxicidad aguda, la vida media, Ia estructura quimica y

su uso.�035

En 1978, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié una clasi}401cacién

basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda.�035De}401nidacomo la
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capacidad de| plaguicida de producir un da}401oagudo a la salud a través de una o

multiples exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente corto.

Tabla 1.�031Clasi}401caciénde los plauicidas seg}401nsu toxicidad, expresada

en DL5. (mgIkg).�031°

TOXICIDAD EJEMPLOS

CLASE

CLASE IA Exlremadamente peligrosos Paratién, dieldrln

CLASE IB Altamente peligrosos Eldrln_ diclorvos

CLASE ll Moderamente peligrosos DDT, clordano

CLASE III Ligeramente peligrosos Malatién

La toxicidad se mide a través de la dosis Ietal media (DL5o) 0 de la

concentracién Ietal media (CL5o). Ambos parémetros varian confonne a m}402ltiples

factores como la presentacién de| producto (sélido. gel, liquido, gas, polvo, etc.),

la via de entrada (oral, dérmica, respiratoria), Ia temperatura, la dieta, la edad, el

sexo, etc.�035

Al basarse en la observacién de especies animales, es imponante se}401alarque

estos indicadores no proporcionan infonnacién sobre los efectos crénicos, ni

sobre la cilotoxicidad de alg}402ncompuesto.�034 -

Por su vida media, los plaguicidas se clasi}401canen permanenles, persistentes,

moderadamente persistentes y no persistentes.

Tabla 2. Clasi}401caciénde los plaguicidas seg}401nsu vida media de

efectividad.3�035�034

PERSISTENCIA ' VIDA MEDIA E EJEMPLOS

No persistente De dias hasta 12 Malatién, diazinén,

semanas carbari|o_

diametrln

Moderadamente De 1 a 18 meses Paratién. lannale �030

gensistente

Persistente De varios meses DDT, aldrln, dieldrln

a 20 a}401os

Permanentes lnde}401nidamente Productos hechos a partir

de mercurio, plomo_

arsénico

' capacidad de una sustancia 0 un compuesto, de permanecer en un sustralu del ambiente en particular,

después cle que ha cumplido el objetivo por el cual se aplica.

" Lapso de tiempo necesario para que se degrade la mitad del compuesto o mezcla aplicada.
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De acuerdo a su estructura quimica, Ios plaguicidas se clasi}401canen diversas

familias, que incluyen desde Ios compuestos organoclorados y organofosforados

hasta compuestos inorgénicos.

Tabla 3. Clasi}401caciénde los plaguicidas, seg}401nla familia quimica.�035

FAMILIA QUIMICA EJEMPLOS

 

endrln

 

malatibn

? 

propoxur, carbufuran

T6 

maneb

 mT

pennetrin

 

 

 

 

simazine

 L

esta}401o

*&�030?�024? 

fos}401tode magnesio, cloruro

compuestosinorgénicos de mercuric, arsenato de

plomo, bromuro de metilo,

antimonio, mercurio, selenio,

talio y fosforo blanco

 

canola

13



2.6.1. CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS SEGUN SU USO

El uso dado a los plaguicidas ha sido m}402ltipley variado, como se recoge en la

tabla 4, lo que explica su ubicuidad.

Tabla 4. Clasificacién de los plaguicidas, seg}402nsu uso."

ACI'IVlDAD USO

Agricultura Control de las m}402ltiplesplagas que afectan |as cosechas

en cualguiera de sus elapas. -

Control de vectores de enfennedades como 'malan�030a,

dengue, enfennedad de Chagas, oncooercosis, peste,

}401ebreamarilla, }401lariasis,tripanosomiasis, esquistosomiasis,

Salud pliblica leishmaniasis y tifo.

Control de plagas (roedores) y erradicacién de plantaciones

cuyo producto }401nalsea droga ilicita.

Ganaderia y cuidado En la desinfeccion de ganado ovino y de animales

de animales domésticos como perros y gatos.

domésticos

Tratamiento de edi}401ciosp}402blicosy privados, o}401cinas,

hospitales, hoteles, cines, teatros, restaurantes, escuelas,

Tratamiento de supermercados, tiendas de departamentos, instalaciones

estructuras deportivas, bodegas de almacenamiento de a|imentos y en

la industria ferroviaria y de navegacién maritima y aérea.

Tratamiento de parques, jardines, areas de reoreo. campos

Manlenimiento de de golf y autopistas, vias férreas, andenes, torres con

areas verdes Iineas de alta tension y pastes.

Mantenimiento de Tratamiento de grandes reservas de agua, naturales o

reservas de agua artl}401ciales,presas, embalses, diques, depésitos, estanques

pisclco|as_ canales, albercas y piscinas.

En la fabricacién de neveras, equipos eléctricos, pinturas,

resinas, pegamentos, pastas, ceras, Iiquidos limpiametales,

tiendas de campa}401a,velas para navegacién, redes para

deporte, tapeles, alfombras y tapices_ en la industria de la

lndustria madera, materiales para embalaje de alimentos, canon y

multiples productos de papel. En la industria de la

alimentacién, para la preservacién de a|imentos frescos

como carnes, pescados, etc,

lncorporados en productos como cosméticos, champ}402s,

jabones y repelentes de insectos. Se usan en el Iavado y

Hogar secado de alfombras, en desinfectantes caseros y en

productos para el cuidado de mascotas y plantas, ademas

del uso de insecticidas.

2.7. QUIMICA DE LOS PLAGUICIDAS

De acuerdo a su estructura quimica, los plaguicidas se clasi}401canen diversas

familias, que incluyen desde los compuestos organoclorados y organofosforados

hasta compuestos inorgénicos.�035
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2.7.1. PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS

Los organoclorados (OC) son los plaguicidas mas ampliamente utilizados. Su

estructura quimica corresponde a la de los hidrocarburos clorados.�034Lo que Ies

confiere una alta estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no

volatiles y altamente solubles en disolventes orgénicos. Estas caracteristicas

favorecen su persistencia en el ambiente.�034

Su lenta biodegradab}402idad.�035Su vida media es de 5 ar'1os, aunque varia segL'm

el producto; por ejemplo, para el beta hexaclorociclohexano es de 3 a}401os,para

el aldrin de 6 a}401osy para el DDT es de 30 a}401os."El compuesto como tal o sus

metabolites son contaminantes ubicuos de varios tejidos en humanos y de los

mamiferos en general. A causa de su alta Iipo}401licidadtienden a acumularse

principalmente en el tejido celular subcuténeo, en el componente graso de la

Ieche materna y de la sangre. Productos representativos de este grupo son DDT,

aldrin, dieldrin, endrin, endosulfén y lindano.�035

2.7.2. PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

�030 Los compuestos organofosforados (OF), son ésteres, amidas o tioles derivados

del acido fosférico, fosfénico y fosfortoico forman otro grupo.�035

Se descomponen con mayor facilidad y se degradan por oxidacién e hidrélisis,

dando origen a productos solubles en agua, tentativamente menos persistentes y

poco acumulables en el organismo humano. Pertenecen a este grupo; paratién,

malatién, diazinén, clorpirifos y diclorvos.

§ "�034. .ru,nr_ j i

Cliu/:[oP�030°w'°w'cu�030-5)-�030.5;\It.-("H-(�030ti 1 ,N'a'l2sP(om1)2

or c: 0 CM�030 (330 N

Clorpirifos Fenamifos Metidation

Figura 3. Estructura quimica de algunos plaguicidas organofosforados.�035

Los organofosforados (malation. paration, etc.) son muy téxicos para el hombre,

poco persistentes (dias) y se eliminan en la orina. Su toxicidad es equiparable al

arsénico, estricnina o cianuro. Se usan mucho en agricultura y act}402ansobre el

sistema nervioso de los insectos, inhibiendo la accién hidrolitica de la enzima

acetilcolinesterasa. Esto produce Ia acumulacién de acetilcolina en las tenninales
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nerviosas, provocando un exceso de estimulacién, lo cual conduce a un ritmo

cardiaco irregular y a la muerte.�035

2.7.3. PLAGUlC!DAS PIRETROIDES

Las piretrinas (P) son plaguicidas obtenidos por secado. molienda y

pulverizacién de la }402orde| crisantemo, cuyo polvo contiene del 1 al 3% del

principio activa.�035

Las principales piretrinas son cinerinas I y ll, jasmolinas I y II, y piretrinas I y ll,

consideradas estas Liltimas como Ias de efecto mas potente. Tienen una relativa

selectividad, por lo que su toxicidad es baja en organismos no blancos. Las

moléculas de piretrinas son neuroactivas, de baja absorcién dénnica, con un

metabolismo répido y no dejan residuos en la atmésfera.�035

Los piretroides son piretrinas sintéticas que surgen en los a}401oscincuenta y se

consideran més efectivos que aquellas. Quimicamente, se dividen en dos tipos:

a) sin grupo alfacyano, como permetrin y resmetrin, b) can grupo alfacyano,

como fenvalerato, diametrin y cypermetrin. Todos son metabolizados por

hidrélisis, oxidacién y conjugacién, con poca tendencia a acumularse en los

tejidos. Ademés son répidamente degradados en el ambiente, pues aunque se

absorben masivamente por eI suelo, se eliminan fécilmente con el agua.�035

2.7.4. PLAGUICIDAS DE DERIVADOS CICLODIENICOS

Su utilizacién ha sido cuestionada por parte de la OMS (Organizacién Mundial de

la Salud), ya que esta establecido que estos productos se acumulan en los

érganos de los mamiferos y son téxicos para los seres humanos. �030

El poder insecticida de esta familia, con compuestos tan oonocidos como el

clordan, aldrin, heptaclor, es muy elevado, pero su utilizacién masiva crea

muchos problemas debido a su gran persistencia en el medio ambiente.�034

2.7.5. PLAGUICIDAS CARBAMATOS

Los carbamatos (C) son otro grupo de plaguicidas que pueden ser de tres tipos

principales: a) derivados de ésteres carbamatados_ com}402nmenteusados como

insecticidas. b) derivados del écido tiocarbémico, utilizados como fungicida, y c)

carbamatos propiamente dichos, que se emplean comb herbicidas." Todos ellos

son relativamente inestables, se Ies atribuye un tiempo corto de persistencia

ambiental y cuentan con cierta se|ectividad.3° Su degradacién se realiza por

cgwmmnu IIIMFW (915
mgm}402hlW ez�030-.m,w25
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oxidacién y sus metabolites finales son hidrosolubles pudiendo excretarse por la

orina y las heces fecales.�035

Entre los més comunes se encuentran el lannate, el carbarilo y el carbyl.

X». 0-»- ~<:';;..
Figura 4. Estructura quimica general de los carbamatos.�035

2.7.5.1. TOXICIDAD Y METABOLISMO DE LOS CARBAMATOS

Los insecticidas carbamatos son, después de los organofosforados, Ios ma's

utilizados. En este sentido, un estudio realizado en Espa}401aentre 1991 y 1996

demuestra que el 33% de las intoxicaciones producidas por plaguicidas fueron

debidas a carbamatos y el 40% a organofosforados.�035

La principal causa de toxicidad de los carbamatos en mamiferos, insec1os y

nematodos, esté basada en la inhibicién de la acetilcolinesterasa, que es la

enzima responsable de la hidrolisis de la acetiicolina en colina y écido acético.

Los carbamatos tienen un nitrégeno cuaternario a una distancia adecuada de|

carbonilo, de tal forma que pueden reaccionar con el sitio aniénico de la enzima

produciéndose Ia carbamilacién de ésta. La acetilcolina, al no ser hidrolizada, se

acumula en la sinapsis nerviosa, la placa motora y el sistema nervioso,

provocando efectos parecidos a los causados por la exposicién a los insecticidas

organofosforados. Ambas familias de insecticidas causan envenenamiento

sistémico con mayor frecuencia que otras clases de plaguicidas. Aunque tengan

efectos parecidos, Ios debidos a los carbamatos tienen una duracién més coda

porque el complejo forrnado entre el carbamato y la enzima se descompone

fécilmente. Asi por ejemplo, mientras algunos pacientes envenenados con

organofosforados pueden tener sintomas durante 1 6 2 semanas, muchos

pacientes intoxicados con carbamatos se recuperan en 24 horas.�035En |as

plantas y los insectos el metabolismo es similar al de los vertebrados.�035Por

Ultimo, Ia degradacién de estos plaguicidas en el suelo es posible gracias a la

accién de los microorganismos que habitan en e'I. Se han descrito diferentes

cepas de Pseudomonas, Rhodococcus y Sphingomonas entre otras, capaces de

�030 transformar los insecticidas N-metilcarbamatos mediante Ia hidrélisis de|

V enlace.�035
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2.7.6. CARBOFURAN

El carbofurano o carbofuran es un plaguicida sistémico utilizado como

insecticida, acaricida y nematicida de amplio espectro, que perteneoe al grupo

quimico de los cariaamatos (N-methyl). Conjuntamente con los insecticidas

organofosforados, Ios compuestos piretroides y otros carbamatos, el carbofurano

integra un grupo sustituto de insecticidas persistentes como el DDT, clordano y

heptacloro.�035

En diciembre de 2008 se cumplié el plazo para retirar del mercado europeo

todos los productos que contengan este plaguicida altamente téxico, que ha

provocado muertes e intoxicaciones agudas de personas y animales en todo el

mundo. En Estados Unidos esta en vias de prohibicién total. En América Latina

estamos lejos de eso.

OOONHCHS

awCH3

Figura 5. Férmula global de carbofuran.�035

2.7.6.1. CARAcTERiSTlCAS GENERALES

A temperatura ambiente ei carbofurano es un sélido cristalino, de color blanco o

gris, en fonna de grénulos (similar a la arena). Es inodoro 0 con Iigero olor

fenélico, y una solubilidad en el agua que llega a 700 mg/I a 25° C. Si bien es

muy poco soluble en los solventes convencionales utilizados en las

formulaciones de uso agricola, presenta solubilidades elevadas en diversos

solventes orga'nicos. Los propios distribuidores advierten que es téxico y

peligroso para el medio ambiente.�034

2.7.6.2. USOS

Se usa para el control de insectos y nematodes de una gran variedad de

cultivos, especialmente maiz, trigo, arroz, soja, papas, girasol, frutas (melén,

uvas) y hortalizas, entre muchos otros. En Argentina ha sido utilizado para

eliminar loros y aves que se alimentan de cultivos anuales y perennes,

aplicéndoio en sus nidos. El tiempo de carencia es de 60 dias. Se comercializa

en distintas formulaciones con los nombre de Carbofurén 10 G, Carbodan,

Curaterr 10% GR, Curater, Furadan 10 G, Furadan 4 F, Furacarb, Fursem,

Carbofed, Carbogroz. Cropsa. Se aplica al suelo incorporado al agua de riego.�034
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Tabla 5. Usos y dosis CARBO-FOR 4Fw

 f

CULTNO  nimT:T (dias) (ppm)

comlin

 

Papa andes" suturicallus

�034Pulguilla Epitrix subcinita 500 50 60 1,0

saltona�035

?o 

Cecidomide" Iongi}401a 500 50 60 0,1

�034PuIgOn" Myzus persicae

 

gulas y frutos"

 

Marigold cecidomide" Iongi}401a

 

sordidus

 

2.7.6.3. MODO DE Acclou

Act}402ainter}401riendoIos impulsos nerviosos por inhibicién de la acetilcolinesterasa

e ingresa en los organismos principalmente por contacto e ingestién, en menor

medida por inhalacién. Su efecto sistémico, al ser absorbidc por las raices de las

pléntulas, Ie con}401ereaccién de ingestién sobre pulgén e insectos de las panes

aéreas.�034

2.7.6.4. PERSISTENCIA

Posee una vida media en sue|os de 30 a 60 dias. Se degrada principalmente por

accién microbiolégica, generando diéxido de carbono.

La persistencia ambiental del carbofurano esta�031controlada por su degradacién

por vias quimica, fotoquimica y bioquimica. La primera de ellas esté

preeminentemente asociada a la hidrélisis, con tiempos de vida medios para este

mecanismo de reaccién comprendidos entre 2 dias, a pH 9,5 y 1, 700 dias, a pH

5,2 teniendo in}402uenciadirecta la temperatura sobre la tasa de hidrélisis, ademés

' del pH. La fotélisis directa y la fotooxidacién por el mecanismo de radicales Iibres

constituyen una importante via de degradacién de| carbofurano, habiéndose

observado en estudios de laboratorio una fotodescomposicién signi}401cativa
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dentro de 96 horas. La volatilizacién no aparece como una via signi}401cativade

remocién del carbofurano.�034

2.8. BIORREMEDIACION MICROBIANA DE PLAGUICIDAS

Biorremediacién es una tecnologia que utiliza el potencial metabélico de los

microorganismos (fundamentalmente bacterias, pero también hongos y

levaduras) para transformar contaminantes orgénicos en compuestos ma's

simples poco 0 nada contaminantes, por tanto, se puede utilizar para Iimpiar

terrenos o aguas contaminadas.�034Su émbito de-aplicabilidad es muy amplio,

pudiendo considerarse como objeto cada uno de los estados de la materia.�034

-Compolgldén

CARACFERISTJCAS mu. -9 "�031r°P"�254da|195
C0.\"l�030I\|\1l.\'Ax\"|'I-I -Toxiddad

�024Nutrie:�030vtes

0P1'lMlZACl().\' 1 �030Humedad
Mickomomcxcn -Aireacf}401n

-Inéculq

'n:c.\'omcl.\Ar1.IcA1m I0 'L�030;"�031d"7°�030"�031"e�035�030
msrm vs. Ex srru �0305l°S/UITY
OOMBINACIONFS -Composmje

BIORREMEDIACION _B,-ovenrtl-"9

-Adecuacién V

" conrmldecalivad
-Estadistica

-Valares de referenda

" -Anws eve riesgos
-Permisas

Figura 6. Parametros implicados en la Biorremediacién.�034

2.8.1. VENTAJAS DE LA BIORREMEDIACION

Como ventajas de la biorremediacién se citan: son mas respetuosas con el

medio ya que la intrusion y modificacién ambiental es reducida (para algunos Ia

principal ventaja radica en que la calidad de| suelo no se ve alterada durante el

proceso, no se perjudican ni la estructura ni Ias caracteristicas biolégicas); son

efectivos (los contaminantes son destruidos e}401cazmente)y eficientes (el coste es

comparativamente bajo, salvo para los sistemas ma�031scomplejos); permiten tratar

la zona saturada de| suelo y la insaturada; pueden aplicarse in situ y también a

suelo excavado y al agua subterrénea bombeada a la super}401cie;no requiere en

general componentes estructurales o mecanicos complejos; pueden combinarse

con otras tecnologias en un tren de tratamientos. Las técnicas de
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biorremediacién han conseguido por estas ventajas una muy buena imagen.

resultando bien aceptadas por la opinién p}401blica,en contraste con otros

procedimientos fisico-quimicos, lo que se cita también como una ventaja mas.�034

2.8.2. INCOVENIENTES DE LA BIORREMEDIACION

Inconvenientes de la biorremediacién son la di}401cultad0 imposibilidad de

degradar contaminantes inorgénicos (y algunos orgénicos); Ia imposibilidad de

emplearla si |as condiciones no son su}401cientementefavorables para el

crecimiento microbiano; las di}401cultadespara aplicarla en materiales geolégicos

impermeables; Ia lentitud, mayor para procesos anaerobios, que Ileva a requerir,

en ocasiones, lapsos de tiempo muy Iargos y dificiles de predecir; las di}401cultades

para asegurar un aporte su}401cientey homogéneo de| oxigeno necesario para

tratamiento aerobio; Ia necesidad de evaluar la toxicidad de intermediaries y/o

productos. Ademés, |as estrategias de biorrecuperacién que funcionan en un

Iugar no tienen por qué funcionar en otro, Ios procesos que si funcionan en el

laboratorio a veces no puede tener éxito cuando se llevan a nivel de campo.

Un factor Iimitante para la extensién de la biorrecuperacién es que todavia no se

conocen en su totalidad Ios mecanismos que controlan el crecimiento y la

actividad de los microorganismos en ambientes contaminados.

En la actualidad, hay un interés creciente por las Iecnologias biolégicas de

recuperacién porque |as ventajas parecen superar a los inconvenientes. A pesar

de las Iimitaciones mencionadas, el futuro es prometedor ya que la microbiologia

ambiental es un campo en el que se investiga y se progresa notablemente los

avances en el desarrollo de modelos de| metabolismo microbiano, ademés de los

adelantos en los métodos de secuenciacién de ADN y de anélisis de expresién y

funcién génica. estén revolucionando este ambito de estudio. �0305

2.9. GENEROS DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE PLAGUICIDAS

Las bacterias son el grupo de organismos mas abundantes en el suelo, miles de

especies han sido identi}401cadasy probablemente habré otras miles sin identi}401car.

Debido a su diversidad, las bacterias se encuentran en comunidades

heterogéneas, algunas son degradadores primarios, esto es, inician Ia

degradacién de los compuestos orgénicos en los sue|os, y otras especies crecen

en los compuestos resultantes de una primera degradacién parcial.
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Estructuralmente, las bacterias se caracterizan por tener una capa exterior poco

organizada compuesta principalmente por polisacéridos (capa mucilaginosa),

una pared celular rigida, una membrana celular que encapsula el citoplasma, y la

regién nuclear. Su tama}401o,forma, capacidad de movimiento y caracteristicas

metabélicas, determinan su clasi}401cacién.En el suelo Ios géneros mas comunes

son: Pseudomonas, Arthrobacter, Achromobacter, Micrococcus, Vibrio, '

Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacte}401umy Flavobacte}401um.�034

Las bacterias son organismos que pueden vivir en diferentes ambientes y

consumir una gran variedad de compuestos, siendo una de sus caracteristicas

Ilamativas que toleran y usan cienos contaminantes como fuente de energia, Io

cual posibilita la remediacién de ecosistemas afectadas por actividades humanas

0 naturales, En este sentido es importante Ia posibilidad de llevar a cabo el

saneamiento, por accién bacteriana a gran escala, de areas contaminadas con

compuestos orgénicos persistentes (COP) tales como hidrocarburos de petréleo

y plaguicidas en suelos y en aguas, desarrollando una accién conocida como

Biorremediacién, Ia cual consiste en propiciar procesos biolégicos bacterianos

que permitan transforrnar Ios COP en sustancias no contaminantes y remover

asi tales compuestos con un alto porcentaje de efectividad.

Los contaminantes orgénicos persistentes (hidrocarburos, plaguicidas

organoclorados) presentes en el suelo y en el medio marino son quimicos que

por lo general pueden llegar directamente a un ecosistema, como en la

aplicacién de un plaguicida, o accidentalmente, por los derrames en Iagos y

ambientes marinos, generando pérdidas econémicas y un gigantesco

desequilibrio ambiental. Hoy por hoy, es necesario conocer las tendencias y el

comportamiento de los niveles de concentracién de los contaminantes de mayor

incidencia en el medio marino y costero (hidrocarburos, plaguicidas, metales

pesados y material organico), para poder brindar una solucién efectiva que >

conduzca a la recuperacién de los ecosistemas vulnerados."

Un consorcio microbiano es una asociacién natural de dos o mas poblaciones

microbianas de diferentes especies, que actL'1an conjuntamente como una

comunidad en un sistema complejo, donde todos se bene}401ciande las

actividades de los demas. La asociacién re}402ejaestilos de vida sinérgicos o

sintré}401cos(que signi}401ca"comiendo juntos") en el que el crecimiento y el }402ujo

ciclico de nutrientes se conduce mas efectiva y e}401cientementeque en

poblaciones individuales. Funcionalmente, un consorcio microbiano supera la
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suma de sus panes; sus miembros mantienen la compatibilidad metabélica y

ecolégica siempre y cuando las transfonnaciones ambientales que se generan

perrnitan que e|Ios coexistan cercanamente.�034

Las bacterias nativas aisladas de los sedimentos marinos del Caribe y Paci}401co

colombiano se enfrentaron a presiones selectivas en diferentes concentraciones

de los contaminantes persistentes seleccionadas en el estudio (ACPM, Crudo,

DDT y aldrin), con el }401nde escoger bacterias competitivas para confonnar

cultivos mixtos de}401niry evaluar su capacidad de degradacién en ensayos con

hidrocarburos o plaguicidas organoclorados. Con estos procesos de seleccién se

obtuvo un cultivo mixto degradador de plaguicidas organoclorados para ambas

regiones constituidos por los géneros bacterianos Acinetobacter sp., Rahnella

sp., Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Brevibacillus sp.�035
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. CARACTERiSTlCAS DE ZONA DE ESTUDIO �034�031

Zona de muestreo : Santa Rosa del valle rio Apurimac, Ene y Mantaro

Ubicacién�030 : 12°41 '22" latitud sur y 73°44�03106�035Iongitud oeste.

Clirna : Célido h}401medo.

Temperatura : Méxima 30°C, minima 19°C y media 25"C.

Zona de vida : Bosque muy h}401medosubtropical.

Altitud 2 708 msnm.

%HR : 85%

pH de| suelo : 4,5 �0245,5

Caracteristicas : Suelo arcilloso.

3.2. TOMA DE MUESTRAS

1. Los criterios de toma de muestra fueron: Suelos con mayor y

constante asistencia de insecticidas, zonas de mayor produccién de

Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca �034coca".5°'5�030

2. Se demarcé un érea de 100 cm�031(10 x 10 cm) en la pane central y baja

de| terreno, donde se tomaron Ias muestras.

3. Se retiré la capa super}401cialde tierra de unos 10 a 15 cm, con ayuda

de una paleta desinfectada.

4. Se tomb aproximadamente 1 000 g de suelo, entre los 10 y 20 cm de

profundidad, Iuego se introdujo en una bolsa de polietileno nueva.

5. Las muestras fueron trasladadas en un cooler al Laboratorio de

Microbiologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la

UNSCH para su posterior procesamiento,
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3.3. AISLAMIENTO DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE CARBOFUR/KN

1. Se tamizaron |as muestras de suelo recolectadas, con malla de 2 x 2

mm para separar |as piedras y par}401culasgrandes.

2. Se pesé 10 g de suelo tamizado, Iuego se realizé una dilucién de 10�034

con agua peptonada esléril como diluyente.

3. Se inoculé 1 ml de la dilucién 10" a frascos conteniendo 100 ml de

caldo Busnell Hass a los que se a}401adié10, 20, 30. 40. 50 y 60 mg/I de

carbofuran respectivamente.�035

4. Se incubo en agitacién horizontal por 15 dias a temperatura de 30 °C.

5. A partir de los frascos con crecimiento, evidenciado por turbidez se

procedié a aislar con la técnica de agotamiento en super}401cieen

agar Busnell Hass enriquecido con carbofuran en 5 mgI100 ml y agar

nutritivo.

6. Se incubé por 15 dias a temperatura de 30 °C.

7. Las colonias fueron repicadas en ceparios para su estudio.

Tabla 6. Composicién del ensayo de aislamiento de bacterias degradadoras

de carbofuran de suelos agricolas de| distrito de Santa, Rosa de los

Valles del Rio Apurimac, Ene y Mantaro; Ayacucho 2014.

N�034Cédigo Comgosicién del medio Vol. }401nal

1 10-EH-B Medio mineral Busnell Hass + 10 mg/I plaguicida + 1,0 ml de inéculo 100 ml

2 20-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 20 mg/I plaguicida 4» 1.0 ml de inéculo 100 ml

3 30-BH-B Medio mineral Busnell Hass + 30 mg/I plaguicida + 1,0 ml de inéculo 100 ml

Medio mineral Busnell Hass + 40 mg/I plaguicida + 1,0 ml de inéculo

4 40-BH-B 100 ml

Medio mineral Busnell Hass + 50 mg/I plaguicida + 1.0 ml de inéculo

5 50-BH-B 100 ml

2 Medio mineral Busnell Hass + 60 mg/I plaguicida + 1,0 ml de inéculo

6 60-BH-B 100 ml

Medio mineral Busnell Hass + 1.0 ml de inéculo

7 BH-B 100 ml

8 BH Medio mineral Busnell Hass 100 ml
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3.4. CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE CARBOFURAN

a) Preparacién de la soIuci6n de carbofurén

0 Se preparé 100 ml de solucién de concentraciones conocidas de

carborfurén utilizando agua destiladaz 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

45, 50, 55 y 60 mg/I de carbofurén.

- Enseguida se tom�031:1 ml de solucién y se trans}401riéen un tubo de

ensayo de 18 x 150 mm.

- Se procegiié a a}401adirun 0.5 ml de metanol absoluto, Iuego con 25 pl

de hidréxido de sodio 2M.

b) Preparacién de la solucién de �034Dapsona"

0 Se pest�031:0.05 g de �034Dapsona�035(4,4-diaminodifenilsulfona), Iuego se

disolvié con 1,25 ml de écido clorhidrico 1M.

o Se agregé 0,25 ml de nitrito de sodio 1,0 % y en seguida se llevé a 25

ml con agua destilada.

o Finalmente se procedié a mantener Ia solucién a 5 °C por 3 minutos en

constante agitacién.

c) Reaccién cromogéni}401ade carbofurén

0 En un tubo de ensayo de 18 x 150 mm se agregé 1 ml de solucién de

carbofura'n anteriormente preparado, Iuego se adicioné 0,5 ml de la

solucién de �034Dapsona�035.

0 En seguida se homogenizé hasta que tomé una coloracién

anaranjada.

- Luego se procedié a realizar Ia lectura a 480 nm de Iongitud de onda 52

en el Espectrofotémetro UV-Visible Thermo Scienti}401cGENESYS 10,

usando como blanco agua destilada.

0 Con los valores de absorbancia obtenidos se procedié a determinar la

curva de patrén estandarizada.

3.5. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DEGRADADORA DE CARBOFURAN

a) Preparacién de| inéculo

- Se reactivé cada una de las cepas degradadoras de carbofurén en

5 ml de caldo nutritivo e incubado a 30°C durante 48 horas. Luego se

mezclé en matraz en condiciones asépticas, hasta contar con una
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densidad de crecimiento signi}401cativocomparado con el tubo N° 03 de

la escala de Mac Farland.

- Se tomé 1.0 ml de cada consorcio y se inoculé en frascos de prueba

conteniendo 100 ml de caldo BH con 10; 20; 30 mg/l de carbofuran

respectivamente con tres repeticiones (ensayos problema).

0 Se establecié frascos de control negative, al que se a}401adié10, 20 y

30 mg/I de carbofurén a los cuales no se inoculé ningun

microorganismo.

- Se incubé en agitacién constante a temperatura de 30°C durante 30

dias en un ambiente fuera de| alcance de luz.

- A partir del dia cero, cada 5 dias durante 60 dias. se tomb una

muestra de 1 ml para determinar la degradacién debidamente

homogenizada. 5�031

b) Determinacién de la capacidad degradadora de carbofurén

0 Se tomé una muestra de 1 ml para determinar Ia degradacion tom�031)1

ml de muestra, luego se trans}401riéa un tubo de ensayo de 18 x 150

mm en condiciones asépticas.

�0300 Se procedié a centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos para separar el

sobrenadante de la biomasa microbiana.

0 Se agregé 0,5 ml de metanol absolute més 50 pl de hidréxido de sodio

2M y se homogenizé.

- Se tomé 1 ml de la solucién de carbofura'n (solucién problema) y se

trans}401riéa otro tubo de ensayo 18 x 150 mm. Luego se adicioné 0,5 ml

de solucién de Dapsona previamente preparado.

o Enseguida se homogenizé hasta la formacién de una coloracién

naranja.

- Se realizé la lectura a una Iongitud de onda de 480 nm con el

Espectrofotémetro UV-Visible Thermo Scienti}401cSerie GENESYS 10,

usando como blanco agua destilada.

0 Con los valores de la lectura se determiné la cantidad de carbofurén

degradado por el consorcio de bacterias, estableciendo ecuaciones y

gré}401cosestadlsticos en relacién a la curva patrén estandarizado.
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3.6. IDENTIFICACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE

CARBOFURAN

a) Caracteristicas macroscépicas

Los microorganismos aislados fueron caracterizados y diferenciados seg}402n

|as caracteristicas culturales de cada una de las colonias.

b) Observacién microscépica

Se realizé Ia coloracibn Gram para observar Ia morfologia y las

caracteristicas de la pared celular de las bacterias. Finalmente agrupando:

Como en coco y bacilo y en Gram positive y negativo.

c) Identi}401caciénbioquimica

Consistié en agrupar Ios microorganismos segun |as actividades

metabélicas. El tipo de pruebas bioquimicas a utilizar para un

microorganismo dependié de los resultados de la diferenciacién

microscépica para Io cual se realizaron las siguientes pruebas:

Fermentacién de Iactosa, Oxidasa, Catalasa, TSI, LIA, Citrato, Indol, Voges

Proskauer, Rojo de metilo, Coagulasa, Hidrolisis de urea, Hemolisis,

Motilidad, Hidrolisis de gelatina, Reduccién de nitrato, Produccién de C0, ,

Produccién de SH2 .

3.7. ANALISIS ESTADiST|CO

Con los datos obtenidos de los ensayos problema y ensayo blanco cada cinco

dias se medic�031)con el espectrofémetro por 60 dias para ver la biodegradacién por

consorcios bacterianos. A los cuales fueron codi}401cadose introducidos en la base

de datos dise}401adaa tal efecto con la hoja de célculo Excel 2010 para Windows.

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa informético SPSS

para Windows versién 18 y se aplicé ANVA que sirvié para probar todas las

diferencias entre medias de tratamientos.

Se aplicé la prueba de Tukey que sirvié para ver el tama}401ode las muestras

seleccionadas para cada grupo. .
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IV. RESULTADOS
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Tabla 7. Bacterias biodegradadoras de carbofurén a partir de sue|os agricolas

del distrito de Santa Rosa VRAEM, Ayacucho 2014.

(UFCIml)

ENSAYO Concentracién

de Carbofurén Suelos de cultivo de Suelos de cultivo de

Theobroma cacao Erythroxylum coca

�034Cacao�035 "Coca"

10-BH-B 10 mgll 74 51

20-BH-B 20 mgll 87 76

30-BH-B so mgll 63 74

40-BH-B 4o mgll 45 52

50-BH-B 50 mgll 46 48

60-BH-B 60 mgll 23 32

BH-B 0 82 103

BH 0 0 0

Donde: BH-B es: consorcio de baderias
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Tabla 8. Consorcios de bacterias aisladas a partir de sue|os agricolas de

cultivos de Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca �034coca".

Santa Rosa VRAEM, Ayacucho 2014.

N�030de
consorcio _ N�034de cepas

consorcios

Suelos con cultivo de Theobroma cacao �034Cacao�035 1 11

Suelos con cultivos de Erythroxylum coca "Coca" 2 11

Total 22
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Tabla 9. Caracteristicas macroscépicas, morfologia y reaccién al Gram de

cepas bacterianas con capacidad biodegradadora de carbofuran de|

suelo de cultivo de Theobroma cacao �034cacao�035.Santa Rosa VRAEM,

Ayacucho, 2014.

CLAVE CARACTERISTICAS CULTURALES (Agar nutritivo) FORMA GRAM

}401 

irregular y rizoide

 

forma irregular, también se observan redondeadas, �031

bordes ondulados de color blanco amarillentas.

"}401 

amarillo, forma circular, bordes redondeados o

irregulares, acuminada y/o con protuberancia en el

centro.

 

irregular.

i 

forma fusiforme y circular, bordes redondeados.

 

forma fusiforme y circular, bordes redondeados.

 

granuloso, traslucidas, de borde irregulares.

 

fonna fusiforrne y circular, bordes redondeados.

 

estrellado, color blanco, super}401cieopaca, blanda. -

 

un tono mas palido alrededor.

 

bordes Iobulados, dan la apariencia de estar secas,

también se observa una protuberancia en el centre de

las colonias lo cual Ies da una apariencia de huevo

estrellado.

34



Tabla 10. Caracteristicas macroscépicas, morfologia y reaccién al Gram de

cepas bacterianas con capacidad biodegradadora de carbofurén de|

suelo de cultivo de Erythroxylum coca �034coca�035.Santa Rosa VRAEM,

Ayacucho 2014.

CLAVE CARACTERISTICAS CULTURALES (Agar nutritivo) FORMA GRAM

 

fonna fusiforme y circular, bordes redondeados.

 

estrellado, color blanco, super}401cieopaca, blanda.

 

con halo turbio fondo de| medio oscuro.

 

redondeadas, lisas o irregulares.

 fcF�0307"

blanco gris y una consistencia blanda.

 

elevacién oonvexa, blanco, de consistencia cremosa.

 �030

medio oscuro.

 �031

planas de color amarillo�030

 

circular, bordes redondeados. V

T=�030}401:cJ 

translucidas, fonna circular, bordes redondeados hay

precencia de swanning.

 

medio oscuro.
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Tabla 11. Anélisis de varianza de la biodegradacién por consorcios bacterianos

aislados de sue|os con cultivo de Theobroma cacao �034cacao�035a

diferentes concentraciones. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.

 

VARIABILIDAD cuadrados gl cuadrética F Sig.

 

 

 *?�030"T
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Tabla 12. Anélisis de varianza de la biodegradacién por consorcios bacterianos

aislados de sue|os con cultivo de Erythroxylum coca �034coca�035a

diferentes concentraciones. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.

 ~�024;ii

VARIABILIDAD cuadrados gl cuadrética F Sig.

 

 

 �034�024�024�024
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v. DISCUSION

Sugieren la conveniencia de buscar microorganismos degradadores de

xenobiéticos en sitios e expuestos a estos compuestos de interés para tener

mayor probabilidad de éxito en los aislamientos, Carrillo y Yeomans�035,Ortiz-

Hemandez et al. 25, Alexander�035,acorde a estas referencias, los puntos de

muestreo para el presente trabajo tuvo Iugar en el distrito de Santa Rosa; donde

Ia actividad agricola, principalmente el cultivo de Erythroxylum coca �034coca�035,es

alto en relacién a otras actividades como el cultivo de Theobroma cacao

�035cacao�035;por lo que, mas del 90% de todos los agroquimicos que se utilizan en el

VRAEM, principalmente Ios insecticidas, estén destinados a la produccién ilicita

de Erythroxylum coca "coca" 5°51 ; tal es el caso, que los pesticidas derivados de

los carbamatos como el carbofuran, cuyo nombre comercial es el �034diafura�031n"es el

que se empleo en este trabajo, es utilizado en la los cultivos de �034coca�035.Correa et

at 53

For otra parte, Ia utilizacién constante de estos pesticidas, hace que existan

residuos de sustancias en tierras de cultivo, y e interact}402ancon factores

abiéticos y biéticos y ser degradados.�034

Castellanos et al. '3 en estudios realizados lograron aislar 82 cepas bacterianas

con actividad potencial de degradacién de carbofuran (furadan®3SC), a partir de

sue|os, cultivados con �034papa�035(SoIanum tuberosum) variedad Linica. Las

bacterias fueron seleccionadas por su capacidad para crecer a 25 °C durante 72

horas, en medios de cultivo conteniendo 200 mg/I de carbofuran analitico como

(mica fuente de carbono y/o nitrégeno.

Con referencia a estos estudios se planter�030)el ensayo de aislamiento de bacterias

degradadoras de carbofuran en tomo a los dise}401osestablecidos por Castrején et

_ al.�030,Chuchén�034,Johnson�034en cada uno de los ensayos de aislamiento (Tabla 6).
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La tabla 7, muestra los valores de| recuento de microorganismo en los ensayos

del aislamiento de bacterias capaces de desarrollar en medio mineral Busnell

Hass enriquecidos con carbofuran, realizados mediante la técnica de recuento

esténdar en placa a los 15 dias de incubacién. Los detalles de los valores

obtenidos permitié tener referencia sobre la concentracion de| carbofuran con la

que se trabajo en los aislamientos en medio sélido; de tal manera, que no exista

Ia inhibicién por sustrato (carbofurén) ni mucho menos dé}401citsen nutrientes

durante el periodo de incubacién.�035Los resultados en los ensayos 10�024BH-H,20-

BH-H y 30-BH-H resultaron 74 UFC/ml, 87 UFC/ml y 63 UFC/ml

respectivamente, que hacen referencia al aislamiento a partir de sue|os con

cultivos de Theobroma cacao "cacao"; mientras que los resultados del

aislamientos a partir de sue|os con cultivos de Erythroxylum coca "coca" fueron

51 UFC/ml, 76 UFC/ml y 74 UFC/ml respectivamente, observéndose un mayor

mimero de UFCIm| de bacterias en el aislamiento a partir de sue|os con cultivo

de Theobroma cacao �034cacao�035.Respecto a éstos resultados, los ensayos 10�024BH�024

H, 20-BH-H y 30-BH-H que corresponden a las concentraciones de 10 mg/l, 20

mg/I y 30 mg/I de carbofuran respectivamente en caldo Busnell Hass; fueron

mayores con respecto a los tres ultimos ensayos que presentan mayor

concentracién de carbofuran, evidenciando que a mayor concentracién de|

pesticida in}402uyeen el desarrollo de las colonias; que ademés, esté in}402uenciado

por la toxicidad de| pesticida (carbofura'n)." En torno a ello, como a los

requerimientos nutricionales�035y el tiempo de incubacién para el aislamiento en

medio sélido�035; Ia concentracién de 30 mgll de carbofuran, fue seleccionada

como concentracién optima para su posterior utilizacién en el enriquecimiento de

agar Busnell Hass, en la degradacién de| carbofuran.

Los resultados antes lndicados nos hace suponer que el aislamiento directo en

agar nutritivo permite el crecimiento tanto de bacterias con capacidad

biodegradadora de carbofuran. De ahi la importancia el uso de agar Busnell

Hass enriquecido con 30 mgll de carbofuran como |as no biodegradadoras

teniendo referencia a la mayor carga microbiana de| recuento esténdar en placa

en la Tabla 7, de tal forma que las bacterias que logren desarrollar en este medio

sean efectivamenle lo que presenta Ia capacidad para degradar carbofuran.

Luego agrupadas segun las caracteristicas culturales y microscépicas (Tabla

9,10).

52



El ensayo de biodegradacién en el laboratorio se realizé utilizando el consorcio

bacteriana aislado de suelos agricolas de Santa Rosa, a la vez teniendo en

cuenta Ia in}402uenciade las concentraciones de carbofurén sobre la actividad

biodegradadora del consorcio.

En |as Figuras 7 y 8 muestran los valores de biodegradacién por bacterias

aisladas de sue|os agricolas de cultivos de Theobroma cacao �034cacao�035y

Erythroxylum coca �034coca�035respectivamente con los ensayos problema y valores

de los ensayos blanco en relacién al tiempo iniciando a una concentracién

referente de 10 mg/I de carbofurén, donde a medida que trascurre el tiempo |as

concentraciones de carbofurén en el ensayo problema comenzaron a reducir

hasta 1,0 mg/I de carbofurén (Figura 7) que corresponde al ensayo de

biodegradacién con bacterias aisladas de suelos agricolas con cultivo de

Theobroma cacao �034cacao�035y hasta 3,7 mg/I de carbofurén (Figura 8) que

corresponde al ensayo con bacterias asiladas de suelos agricolas con cultivo de

Erythroxylum coca �034coca�035.Mientras que en el ensayo blanco Ia reduccién es

minima que llega hasta 8,9 mg/I de carbofurén y 9,6 mg/I de carbofurén

correspondientes a los ensayos de Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum

coca �034coca�035respectivamente. AI comparar éstos resultados se observa que la

actividad biodegradadora del consorcio de bacterias ha Iogrado reducir 10,1

mg/I y 6,0 mg/I de carbofurén (Figura 15 y 16) que equivale a 90.59% y 61,78%

de degradacién (Figura 13 y 14) respecto a la concentracién inicial referentes a

los ensayos con bacterias aisladas de suelos con cultivos de Theobroma cacao

"cacao" y Erythroxylum coca "coca" respectivamente, presentando resultados

similares a los resultados obtenidos por chuchén (2013)�0305referentes a una

concentracién inicial de 10 mg/I de carbofurén mediante Ia utilizacién de

consorcios bacterianos.

En las Figuras 9 y 10 muestran los valores de biodegradacién por bacterias

aisladas de sue|os agricolas de cultivos de Theobroma cacao "cacao" y

Erythroxylum coca �034coca�035respectivamente con los ensayos problema y valores

de los ensayos blanco en relacién al tiempo iniciando a una concentracién

referente de 20 mg/I de carbofurén, donde a medida que trascurre el tiempo |as

concentraciones de carbofurén en el ensayo problema comenzaron a reducir

hasta 10,3 mg/I de carbofurén (Figura 9) que corresponde al ensayo de

biodegradacién con bacterias aisladas de sue|os agricolas con cultivo de

Theobroma cacao �034cacao�035y hasta 13,3 mgll de carbofurén (Figura 10) que
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corresponde al ensayo con bacterias asiladas de sue|os agricolas con cultivo de

Erythroxylum coca �034coca�035.Mientras que en el ensayo blanco la reduccién llega

hasta 20,6 mgll y 18,9 mgll de carbofurén correspondientes a los ensayos de

Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca �034coca�035respectivamente. AI

comparar éstos resultados se observa que la actividad biodegradadora del

consorcio bacteriano ha Iogrado reducir 10,9 mg/I y 6,1 mg/I de carbofurén

(Figura 15 y 16) que equivale a 51,52 % y 31 ,44% de degradacién (Figura 13 y

14) respecto a la concentracién inicial referentes a los ensayos con bacterias

aisladas de sue|os con cultivos de Theobroma cacao "cacao" y Erythmxylum

coca �034coca�035respectivamente.

En los Figuras 11 y 12 muestran Ios valores de biodegradacién por bacterias

aisladas de sue|os agricolas de cultivos de Theobroma cacao �034cacao�035y

Erythroxylum coca �034coca�035respectivamente con los ensayos problema y valores

de los ensayos blanco en relacién al tiempo iniciando a una concentracién

referente de 30 mg/I de carbofurén donde a medida que transcurre el tiempo |as

concentraciones de carbofurén en el ensayo problema comenzaron a reducir

hasta 20,2 mgll de carbofurén (Figura 11) que corresponde al ensayo de

biodegradacién con bacterias ais|adas de suelos agricolas con cultivo de

Theobroma cacao "cacao" y hasta 22,1 mg/I de carbofurén (Figura 12) que

corresponde al ensayo con bacterias asiladas de sue|os agricolas con cultivo de

Erythroxylum coca "coca". Mientras que en el ensayo blanco la reduccién es

minima que llega hasta 29,9 mg/I y 28,5 mg/I de carbofurén correspondientes a

los ensayos de Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca �034coca�035

respectivamente. Al comparar éstos resultados se observa que la actividad

biodegradadora de| consorcio bacteriana es 12,4 mgll y 6,3 mg/I de carbofura'n

(Figura 15 y 16) que equivale a 38,03% y 22,12% de degradacién (Figura 13 y

14) respecto a la concentracién inicial referentes a los ensayos con bacterias

aisladas de suelos con cultivos de Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum

coca �034coca�035respectivamente.

En base a los resultados obtenidos, se muestra que en todo los ensayos blanco

existe una cierta disminucién de los valores en la concentracién de carbofurén

respecto a la concentracién inicial; sin duda, Ios fenémenos de degradacién no

son exclusives por fenémenos biolégicos, ya que, existen fenémenos abiéticos

involucrados; éstos valores de disminucién en la concentracién de carbofurén en

los ensayos blanco, que también fueron observadas por chuchén �0305,se basa en
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Ios planteamientos de Jhonson�034y Jones�034;quienes hacen énfasis al pn'mer

proceso de degradacién de| carbofuran debido a reacciones de hidrélisis

quimica o fisica, mientras, menciona que la degradacién de carbofuran es por

procesos de éxido-reduccién; de igual manera�034,chuch6n'5 hace mencién a

Ajona y \fIda|57; quienes describen la degradacién de carbofuran por procesos

}401sicoquimicoscon fenémenos de fotocatalisis solar y volatilizacién, que para

éste trabajo, se tomé en cuenta dichos planteamientos; por lo que, se evité Ia

exposicién a la luz en los ensayos de biodegradacién.

En un enfoque a los gra}401cosde biodegradacién (Figura 7 hasta Figura 12) se

observan que los valores de la concentracién de carbofuran en los ensayos de

biodegradacién con bacterias aisladas a partir de sue|os con cultivo de

Erythroxylum coca �034coca�035son menores en respecto a los valores en el ensayo

con bacterias asiladas a partir de sue|os con cultivo de Theobroma cacao

�034cacao�035;no obstante, Chuch6n�0305,Grady�035,Ottiz-Heméndez et al.�035Carillo et al."

sostienen que los valores de biodegradacién son significativos cuando un

consorcio de microorganismos es aislada de una zona con constante aplicacién

de un pesticida o productos similares; sin embargo, existe una cierta

contradiccién en relacién a los resultados de éste trabajo. ya que, se esperaba

resultados de biodegradacién mas signi}401cativosen el ensayo con bacterias

aisladas a partir de sue|os con cultivo de E/ythroxylum coca "coca", donde, la

utilizacién de pesticidas es mas prevalente en estos cultivos, Correa et al.�034

Sobre las bases de las ideas expuestas, el motivo por el cual se obtuvo estos

resultados, fue porque el aislamiento de bacterias a partir de sue|os con cultivos

de Erythroxylum coca �034coca�035fueron menores en comparacién a las bacterias

asiladas de suelos con cultivo de Theobroma cacao "cacao" (Tabla 14).

Por tanto la biodegradacién de| carbofuran también depende de m}401ltiples

factores como: condiciones ambientales abiéticas (Temperatura. humedad, pH,

nutrientes, etc.), comunidad microbiana (especie y la relacién entre ellos),

caracteristicas insecticidas (tipo y concentracién) y reacciones biolégicas y

}401siooquimicastal como reportan Ortiz-Hernandez et al.�035.Teniendo

consideracién estos factores durante el ensayo de biodegradacién, la

temperatura fue acondicionada a 30 °C, el pH semejante a sitios de muestreo

que fue 5 Iigeramente acido (pH=5.5) y las concentraciones de van'ante de 10,

20, 30 mg/I de carbofuran.
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Se han propuesto dos rutas principales de degradacion bacteriana de los N-

metilcarbamatos, Ia via oxidante y la hidrolitica. Sin embargo, se ha comprobado

que la degradacion por la via oxidante de los N-metilcarbamatos, produce

metabolitos que son mas téxicos que el mismo compuesto parental. Mateen et

al.�034

En general las hidrolasas involucradas en la degradacion de carbofuran parecen

tener diferencias en sus caracteristicas bioquimicas y en su actividad sobre un

amplio rango de sustratos relacionados, bajo el mismo grupo de plaguicidas

carbamatos. Estudios realizados por Mulbry y Eaton�034,detenninaron que la

enzima carbamato hidrolasa producida por Pseudomonas sp. CRL-OK, fue

sintelizada de fon-na inducible y esta confonnada por un dimero con subunidades

idénticas de aproximadamente 85 kilo Daltones (kDa). Su temperatura optima es

de 60 °C y pH entre 8 y 9. Caracteristicas relativamente parecidas han sido

deterrninadas para las enzimas de Achromobacter sp. y Rhizobium sp. No

obstante, a diferencia de la enzima carbamato hidrolasa de Pseudomonas sp.

cepa CRL-OK, la enzima de Pseudomonas aeruginosa esté formada por un

monémero sintetizado constitutivamente por la bacteria, con temperatura optima

de reaccién de 45 "c y pH éptimo 8.5.Chapa|madugu y Chaudhry.�034

Otra de las caracteristicas en las que difieren estas enzimas es el rango de

sustratos N�024meti|carbamatossobre los cuales actL'ian. Las carbamato hidrolasas

parecen ser capaces de hidrolizar un gran mimero de compuestos con enlaces

quimicos similares. Estudios realizados para evaluar la a}401nidadde sustrato de

las carbamato hidrolasas, determinaron que la enzima de Pseudomonas sp.

cepa CRL-OK, presenié a}401nidadsemejante para los plaguicidas carbaril y

carbofuran, con menor a}401nidadpara aldicard. No se deteclé actividad enzimatica

para EPTC (dipropiltiocarbamato de etilo), CIPC (isopropil m-cloro carbanilato) y

o�024NPDC(orlo-nitrofenil-dimelilcarbamato). De otro Iado, estudios realizados con

la hidrolasa de Rhizobium sp., determinaron mayor especi}401cidaden la actividad

hidrolitica para carbaril, seguida por propoxur, fenobucard e isoprocard. No se

detecté actividad hidrolitica con carbofuran y clorprofam. Hashimoto et al.�035

Ogram et al. 63 aislaron de suelos de Washington, 55 microorganismos que

pudieron utilizar el carbofuran como }402nicafuente de carbono y/o de nitrogeno.

Estudios realizados con carbofuran radio marcado en la cadena lateral y en el

anillo aromatico, determinaron que todos los aislamientos fueron capaces de

mineralizar Ia cadena lateral del carbofuran, pero solo dos pudieron mineralizar
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el anillo aromético. Una de esas bacterias fue Ia cepa CF06, un bacilo Gram

negative peneneciente al género Sphingomonas sp., miembro del grupo ti

proteobacteria, degrada el anillo aromético de| carbofuran, el carbariI_ gentisato,

écido procatecuico y metilamina como (mica fuente de carbono y de energia.

La variacién de la actividad de biodegradacién dada a las concentraciones de

10, 20 y 30 mg/I de carbofuran referentes a los ensayos con bacterias aisladas a

partir de sue|os agricolas con cultivitos de Theobroma cacao �034cacao�035y

Erythroxylum coca �034coca�035respectivamente, fueron contrastadas mediante el

anélisis de varianza con |os datos obtenidos en cada uno de los tratamientos, a

un nivel de con}401anzadel 95% como se muestran en las tablas 11 y 12.

Obteniéndose diferencias signi}401cativasen los dos ensayos.

Luego de| ensayo de biodegradacién realizados en laboratorio y Iogrado la

recuperacién del consorcio bacteriana con capacidad biodegradadora utilizando

agar Busne|l Hass enriquecido con 30mg/I de carbofuran y agar nutritivo como

medio de puri}401cacién,se obtuvieron 22 cepas puras en total tanto para el cultivo

de Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca "coca" respectivamente de

acuerdo a las caracteristicas culturales y coloracién Gram como muestra en la

tabla N�03509 para el cultivo de Theobroma cacao "cacao" y la tabla N° 10 para el

cultivo Erythmxylum coca �034coca�035respectivamente.

Los géneros Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, Corynebacterium y

Aeromonas son reportados como bacterias de interés ambiental que degradan

diferentes xenobiéticos por Castrején et al.�030Mosquera y Pe}401uelasCarillo et

al.�035,Chaudhry y Ali�034fueron Ios primeros en aislar microorganismos de sue|os

con historia de aplicacién de carbofuran, todos correspondieron a bacilos Gram

negativas solos 0 en cadenas cortas, oxidasa y catalasa positivos,

pertenecientes a los géneros Flavobaclerium sp. 0 Pseudomonas sp.

Castellanos et al. 1�031hace referencia sobre la especie Pseudomonas aeruginosa

son degradadoras de carbofuran obtenidas de suelos bajo cultivo de �034papa�035y

con diferente historia de aplicacién de plaguicidas. Chandra et al. �030°quienes

describen a bacterias como la aplicacién de los insecticidas estimulé Ia poblacién

de bacterias, actinomicetos y hongos en los suelos de la rizosfera, y la

estimulacién fue més pronunciada con forato en comparacién con carbofuran.

Los n}401merosde Pseudomonas, Staphylococcus, Klebsiella, con carbofuran

fueron inhibidos. Tanto Ios insecticidas persistieron en el suelo de la rizosfera

para un corto periodo de tiempo y la tasa de disipacién de carbofuran en la

57



in}402uenciay persistencia de los insecticidas carbofurén y forato sobre los

microorganismos en el campo de arroz.

Por otra parte Chuchén�035menciona que, la concentracién de carbofurén

(tratamiento) in}402uyesobre la actividad de| consorcio bacteriana, logrando una

ma'xima biodegradacién en los tratamientos 40 mg/I y 50 mg/I hasta 18,6 mg y

20,9 mg de carbofurén, lo cual contrasté éstos resultados mediante el anélisis de

varianza. Los géneros de bacterias que logré identi}401carfueron: Bacillus,

Pseudomonas, Flavobacterium, Klebsiella, Senatia, Proteus, Colynebacterium,

Micrococcus, Areomonas,y Citrobacler. Aislé también dos microrganismos no

identi}401cados.
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VI. CONCLUS|ONES

1. La actividad biodegradadora de| carbofura'n mediante el consorcio de

bacterias aisladas de sue|os de cultivo de Theobroma cacao �034cacao�035,

muestra una remocién de hasta 90,59%; mientras que la actividad

biodegradadora por bacterias aisladas a partir de sue|os de cultivo de

Erythroxylum coca "coca" muestran una remocién de 61,78 % respecto a

las concentraciones iniciales.

2. Se aislaron 22 cepas de bacterias con capacidad biodegradadora de|

carbofurén a partir de sue|os agricolas del distrito de Santa Rosa de los

Valles del Rio Apurimac, Ene y Mantaro; de las cuales, 11 fueron aisladas

a partir de suelos con cultivos de Theobroma cacao �034cacao�035y 11 a panir

de sue|os con cultivos de Erythroxylum coca �034coca�035.

3. Las diferencias de la actividad biodegradadora de los ensayos entre el

consorcio de bacterias aisladas de sue|os con cultivos de Theobroma

cacao "cacao" y Erythroxylum coca "coca"; esté in}402uenciadapor el n}402mero

de microrganismos que fueron inoculadas y por la conoentracién de

carbofurén de cada tratamiento, logrando remover mayor cantidad de

pesticida a una concentracién inicial de 10 mg/I de carbofurén.

4. El consorcio de bacterias con capacidad biodegradadora de carbofurén,

aisladas a partir de suelos agricolas con cultivos de Theobroma cacao

�034cacao�035estén conformadas por los géneros: Enterobacter sp., Klebsiella

sp., Serratia sp., Bacillus sp., Corynebacterium sp., Aeromonas sp. ;

mientras que el consorcio de bacterias asiladas a partir de sue|os agricolas

con cultivos de Erythroxylum coca �034coca�035estén conformadas por: Bacillus

sp., Clostridium sp., Pseudomonas sp., Flavobacterium sp.,

Staphylococcus sp., Proteus sp. y cuatro cepas no identi}401cadas.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Continuar con las investigaciones relacionadas a este tema tales como la

detenninacién de la biodegradacién de otros xenobiéticos contaminantes

con la optimizacién de cepas de consorcios microbianos, entre ellos |as

bacterias, en condiciones de campo para su aplicacién en la

biorremediacién e inducir a la proliferacién de organismos capaces de

degradar pesticidas y asi recuperar a future zonas contaminadas con

agroquimicos.

2. Es necesario realizar este tipo de investigacién a un nivel experimental

con manejo de variables, ya sea con ensayos en distintas temperaturas,

distintos volumenes de inéculo, pH.

3. Promover el manejo adecuado de diversos plaguicidas, respetando la

ecologia del suelo y cuidado ambiental.
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Anexo 1. Mapa del uso actual de| territorio regional de Ayacucho y zonas de

muestreo.�034
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Anexo 2. Suelos agricolas de| distrito de santa Rosa-VRAEM con cultivos de

Theobroma cacao �034cacao�035y Erythroxylum coca �034coca�035,Ayacucho

2014.
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Anexo 3. Modo de aplicacién de plaguicidas en cultivos de Erythroxylum coca

�034coca�035,Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Anexo 4. Flujograma de| aislamiento de bacterias degradadoras de carbofurén

de suelos agricolas. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Anexo 5. Flujograma de estandarizacién de la curva patrén por la técnica

cromogénica de Dapsona, Ayacucho 2014.
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Anexo 6. Curva patrén estandarizada de carbofurén. Ayacucho 2014.
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Anexo 7. Valores de Absorbancia obtenida y corregida de carbofurén

Ayacucho 2014.

N° CARBOFUR/\N ABS. ABS. ECUACION

[mgll] OBTENIDA CORREGIDA OBTENIDA

1 1 mgll 0,115 0,107

2 5 mgll 0,157 0,1898

3 10 mil 0,269 0,2933

4 15 mgll 0,394 0,3968 Y = °£,2%�035(9;6"1-°363

5 20 mgll 0,513 0,5003

6 25 mgll 0,650 0,6038

7 30 mg/I 0,703 0,7073

8 35 mgll 0,323 0,8108

9 40 mgll 0,916 0,9143

10 45 mgll 1,018 1,0173

11 50 mil 1,159 1,1213

12 55 mgll 1,204 1,2243

13 60 mgll 1,291 1,3233
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Anexo 8. Flujograma de ensayo de biodegradacién de carbofura'n por el

consorcio de bacterias asiladas de sue|os agricolas. Santa Rosa-

VRAEM, Ayacucho 2014.
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Anexo 9. Reaccién quimica de carbofura'n con Dapsona en medio alcalino

(Nagaraja y Bhaskara.2006.53

cu, cm + cu-1.,�024M�024coon

2MNn0lI 0 I

° cu, cu,�030 �034

o-}401r-r'¢�024cH, 0--H

o H

Ca.-bofuran Carbofuran Phenol Methyl Carlmnlc acid

0 . ,

1 H, § uu, N= }401 § }401eN

0 O

Dapsone Diazolized}402apsone

N= + 2 cm

0 0 CH]

O--H

Diuzomed Dapsone Curhofurnn Phenol

�030R
no N=N }401 N=N OH -

0

0

me C�034, "s° cw:

_0range red colored azo product (U max 480 mn) _

" . ;�030._ . 73

.�030L,



Anexo10. Caracteristicas Fisicoquimicas de Dapsona.�034

- Nombre quimico: 4,4-diaminodifenilsulfona.

o Férmula molecular C12H12N202S.

o Peso molecular: 248.30 glmol.

o Caracteristicas fisicas: polvo cristalin o, blanco o amarillo pa�031lidosin olor.

- Punlo de Iusidul. 175-176 �034C(existe una fonna con un punto de fusion de

180.5 °C).

- solubilidad: Casi insoluble en aqua, Iigeramente soluble en etanol v muy

soluble en acetona

- Cauacielislicas especiales. pwuuctu Iulusensible

Es un antibiético bacteriostético, pero no bactericida, usado para el

tratamiento de la lepra, malaria, desérdenes dennatologicos de origen

autoinmune, acné, artritis reumatoide y adema's tiene a|gunas

propiedades quimioterapéuticas.

\\S//

HQN�031: : �030NH;

struaura quimica de DAPSONA
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Anexo 13. Prueba de Tukey para la comparacién de diferencia entre las

medias de los distintos tratamientos en relacién a diferentes

concentraciones de carbofurén en el ensayo de biodegradacién

con bacterias aisladas de suelos con cultivo de Theobroma cacao

�034cacao�035.

Subconiunto gara alfa = 0.05

TRATAMIENTO N 1 2 3 4 5

10 mgll 11 7,0475

10 mgll blanco 11 9,3135

20 mgll 11 17,2362

20 mgll blanco 11 21,0966

30 mgll 11 24,8735

30 mgll blanco 11 31.5622

Sig. .377 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan |as medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Uliliza el tama}401ode la muestra de la media arrnonica = 11,000.

Anexo 14. Prueba de Tukey para la comparacién de diferencia entre las

medias de los distintos tratamientos en relacién a diferentes

concentraciones de carbofuran en el ensayo de biodegradacién

con bacterias aisladas de sue|os con cultivo de Erythroxylum coca

�034coca�035.

Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTO N 1 2 3 4 5 6

10 mgll 11 6,8015

10 mgll blanco 11 9,7178

20 mgll 11 16,9553

- 20 mgll blanco 11 19,6694

30 mgll 11 25,0712

30 mgll blanco 11 29,2828

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan Ias medias para los gmpos en los suboonjuntos homogéneos.

a. Uiiliza el (ama}401ode la muestra de la media annénica = 11,000,
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Anexo15. Caracterfsticas macroscépicas mostradas en agar nutritivo y

microscépicas de cepas bacterianas con capacidad biodegradadora

de carbofurén del cultivo de Theobroma cacao �034cacao�035Santa Rosa

VRAEM, Ayacucho 2014.5�031
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Anexo 16. Caracteristicas macroscépicas mostradas en agar nutritivo y

microscépicas de cepas bacterianas con capacidad biodegradadora

de carbofura'n de| cultivo de Erythroxylum coca "coca". Santa Rosa

VRAEM, Ayacucho 2014.�034
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Anexo17. Identificacién bioquimica de cepas bacterianas con capacidad

biodegradadora de carbofurén. Santa Rosa VRAEM, Ayacucho

2014.�034
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