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RESUMEN

El Ecuador es uno de los paises con mayor exportacion de brocoli en el mundo,
principalmente la provincia de Cotopaxi crece alrededor de 68% de brocoli
destinado a exportacion, si bien, genera ingentes recursos para la economia
nacional y puestos de trabajo; el incremento de la produccion tiene efectos sobre
los suelos, por el masivo uso de pesticidas. Los residuos pesticidas tienden a
acumularse en lo suelos, generando el bloqueo de los procesos bioquimicos del
suelo e inhibiendo el crecimiento de los microorganismos benéficos, factor que
incide en la produccion agricola a mediano y largo plazo. En estas
circunstancias, es imperioso el desarrollo de metodologias de descontaminacion
de suelos, que impidan la migracion de los pesticidas a los productos y a traves
de ellos a las cadenas troficas. Una de las metodologias mas eficientes para la
descontaminacion, es la biorremediacion. Para el presente proyecto se
emplearon suelos dedicados al cultivo de brocoli, contaminados con pesticidas
de la parroquia Poal6, con el propdsito de aislar microorganismos autoctonos,
tolerantes a los pesticidas y con capacidad de degradar pesticidas. El estudio se
llevé a cabo, bajo condiciones controladas de laboratorio, donde se estudi6 la
dinamica de crecimiento bacteriano, la cinética del proceso de degradacion del
pesticida y se identifico las especies ensayadas. Para evaluar la capacidad de
degradar pesticidas se realizaron pruebas de turbidez, de las pruebas positivas
se seleccionaron las de mayor turbidez, con estas se efectuaron las pruebas de
degradacion de pesticidas; se determiné la cinética de crecimiento y la tasa de
degradacion del pesticida por medicion de la absorbancia. En las pruebas se
empled el pesticida organofosforado LORSBAN 480 a dos diferentes
concentraciones (800 -1600 ppm), se consiguié aislar e identificar 3 distintas
bacterias con capacidad de degradar este pesticida, Pseudomona sp., Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis. Se determin6é que Bacillus cereus presento una
tasa de degradacion mas eficiente a los 30 dias (96%), mientras que Bacillus
thuringiensis y Pseudomonas sp. (73% de degradacién). Estas diferencias
observadas si mostraron significancia estadistica. Finalmente, se concluyé que
las cepas bacterianas aisladas en Poalé son capaces de crecer en un sustrato

contaminado con pesticida y degradarlo de manera eficiente.



ABSTARCT

Ecuador is one of the countries with the largest export of broccoli in the world,
mainly the province of Cotopaxi grows around 68% for export, and although it
generates huge resources for the national economy and jobs, the increase in
production has effects on the soil, due to the massive amount of pesticides.
Pesticide residues tend to accumulate in soils, generating a blockage in the
biochemical processes of the soil and inhibiting the growth of beneficial
microorganisms, this is one factor that affect to agricultural production. In these
circumstances, it is necessary to development of soil decontamination
methodologies that impede the migration of pesticides to the products and
through them to the food chains. One of the most efficient methodologies for
decontamination is bioremediation. For this project, | used soils contaminated
with pesticides from Poal6, with the purpose to isolate autochthones
microorganism, to tolerate and with capacity to degrade pesticides. The study
was carried out under controlled laboratory conditions, where studied the
dynamic of microbial growth, the kinetic of pesticides degradation and
identification the tested species. To evaluated the capacity of degrade pesticide,
turbidity test were performed, with the positive test were made degradation test,
it is determinate the growth kinetic and degradation rate of pesticide by the
absorption mediation. In the tests, the organophosphorus pesticide was used with
two concentration (800-1600ppm), it was possible to isolate and identify 3
different bacterium’s with the ability to degrade this pesticide, Pseudomona sp.,
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis. Bacillus cereus showed a more efficient
degradation rate (96%) in 30 days, and Bacillus thuringiensis and Pseudomonas
sp., showed 73% of degradation rate. These differences sowed that exist
statistical significance. Finally, the conclusion is that bacterium strains isolated
are able to grow in a substrate contaminated with pesticides and degraded

efficiently.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La contaminacién ambiental debido al crecimiento de la poblacion, la
industrializacion, urbanizacion, ha incrementado el riesgo de afectacion a la
salud humana. Uno de los principales contribuyentes de la contaminacién son
los pesticidas, que se utilizan ampliamente para el control de plagas de los
cultivos y evitar las pérdidas econémicas, causada por el bajo rendimiento de los
mismos (Gouma.2009). Otro componente de importancia son los agroquimicos,
gue en gran medida incluyen a fertilizantes quimicos nitrogenados y fosforados
(Carvalho,2006). La aplicacion constante de pesticidas conlleva a su
volatilizacion a la atmosfera, razon por la que aproximadamente el 90% no logran
su objetivo debido, esto es el control de plagas y se dispersan a través del aire,
agua y suelo. Asi el 63% de los pesticidas se hallan en los componentes

ambientales como agua suelo y aire. (Yates. 2011).

Anualmente se estima que se emplean 5,2 millones de estos compuestos (Grube
et al., 2011). De estos 2.4 millones de toneladas métricas se aplican para el
control de malezas, 2.8 millones de toneladas métricas en insectos, hongos y
otros organismos (Grube et al., 2011). La revolucién verde, durante los afios
1960 — 1980, en la produccion de granos, que satisfagan a la creciente poblacion
humana empleo grandes cantidades de pesticidas, que condujeron a la pérdida
de fertilidad del suelo, la acidificacion, la lixiviacion de nitratos a niveles freéticos,
el aumento de la resistencia de las especies de malezas y la pérdida de
biodiversidad (Tilman et al. 2002; Verma et al. 2013).

Segun la FAO, en paises como ltalia, se consumen 63,305 ton / afio de
pesticidas, Turquia (60,792.4 ton / afio), Colombia (48,618.47 ton / afio), India
(40,379.24 ton / afio), Japon (36,557 ton / afio), Bolivia. (31,566.76 ton / afio),
Ecuador (31,203.1 ton / afio) Alemania (27,585.49 ton / afio), Rumania
(26,506.74 ton / afio) y Chile (18,032 ton / afio) (FAO.2010; World Bank 2010,

Schreinemachers and Tipragsa 2012).
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El uso de plaguicidas en Ecuador y paises en desarrollo, los agricultores son
mas vulnerables a sufrir dafios causados por estos, debido a que no se toma en
cuenta factores sociales y econdémicos (Sherwood et al., 2007; Dale, 2008;
Orozco et al.,, 2009). La falta de infraestructura, agua, facilidades sanitarias,
vivienda inadecuada y programas de extension agricola son muy limitadas, son
factores que influyen en la salud de los agricultores de baja escala (Cole et al.,
2002, Orozco et al., 2009).

De acuerdo a los datos obtenidos del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
(INEC), Ecuador cuenta con una superficie de 2'595.075 hectareas destinadas a
la agricultura, de las cuales 1'191.131 hectareas tienen afectacion de
plaguicidas, alrededor del 66% de los productores utilizan regularmente algun
tipo de pesticida (INIAP.2011). En Ecuador, un promedio de 15,630 toneladas
métricas de ingredientes activos (pesticidas) fueron utilizados anualmente en
campos agricolas durante el periodo 2010 — 2014, datos publicados por la FAO
(FAOSTAT, 2017).

El presente estudio se limitara al aislamiento de microorganismos de suelos con
historial de contaminacion en cultivos de brocoli, donde se evaluara la capacidad

de degradar pesticidas, evidenciando el crecimiento microbiano.
1.2. Problematica

Desde los afios noventa, el crecimiento comercial del brécoli ha ido en aumento,
por ende, los agricultores usan grandes cantidades de pesticidas en los cultivos
para el control de malezas, insectos y otras plagas y asi mejorar la productividad
y obtener beneficios econémicos (Tsiplakou et al. 2010). Cilla.2013, menciona
gue los plaguicidas son contaminantes persistentes que resisten en grado de
variable la degradacion fotoquimica, quimica y bioquimica, por lo que el tiempo

de vida media en el ambiente puede ser elevada.

La Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro, regula y
controla productos quimicos implementados en la agricultura, aplicando la

normativa nacional, internacional y de la Comunidad Andina, el principal
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propdsito es asegurar la calidad, eficiencia e inocuidad para el control de plagas
a nivel de cultivo (AGROCALIDAD, 2017). Es preocupante el incremento y el uso
de compuestos quimicos en los Ultimos cien afios debido a los efectos negativos

gue producen en el ecosistema.

1.3. Hipotesis
1.3.1. Hipétesis Nula

La tasa de degradacion de pesticidas organofosforados varia en relacion a la

especie microbiana empleada.
1.3.2. Hipotesis Alternativa

La tasa de degradacion de pesticidas organofosforados no varia en relacion de

la especie microbiana empleada.

1.4. OBJETIVOS
1.4.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad de microorganismos edaficos para la degradacion del
pesticida (LORSBAN 480).

1.4.2. Objetivo Especifico

e Identificar las bacterias del suelo de cultivo de brécoli, en base a
caracteristicas bioquimicas.

e Comparar la eficiencia de las bacterias aisladas en la degradacién de
LORSBAN 480 (Clorpirifos).

e Definir los parametros cinéticos del proceso de degradacion de LORSBAN

480 con bacterias aisladas de cultivos de brdcoli.
1.5. Alcance

El presente trabajo investigativo se limité al aislamiento de microorganismos de
suelos con historial de contaminacion por Lorsban 480 empleados en cultivos de

brécoli, para evaluar la capacidad de degradacién de este pesticida en pruebas



de laboratorio ejecutadas en Universidad De Las Américas. El avance de la
degradacion del pesticida se evidenciara mediante el crecimiento microbiano a

través de conteo de UFC’s y por espectrofotometria.
1.6. Justificacién

Actualmente existe gran interés sobre los contaminantes ambientales, donde los
residuos ambientales se consideran como sustancias altamente téxicos en los
alimentos, por lo que es un motivo de preocupaciéon para los consumidores

(Pérez, Segura, Garcia, Colinas, Pérez, Vazquez & Navarro. 2009).

En las dltimas décadas las utilizaciones irracionales de insecticidas quimicos han
provocado que la plaga Plutella xylostella se convierta en uno de las plagas que
se han vuelto muy resistes y provocan la contaminacién del medio ambiente,
esto es debido a la falta de alternativas que conlleven a dar las posibles
soluciones para el control sin causar dafio al cultivo del brocoli y sus enemigos
naturales. Existen alternativa como el uso de insecticidas botanicos, son
accesibles y de bajo costo para los campesinos que en su mayoria habitan zonas
infestadas por plagas debido a varias de estas crecen con gran facilidad o son
nativas de estas areas geograficas y la obtencion de los extractos activos no

requiere de metodologias complejas (lannacone & Lamas, 2003).

Debido a la gran importancia de la hortaliza, se prevé que en los préximos 50
afos serd necesario incrementar la produccion agricola para satisfacer la
demanda de la poblacién mundial. Los cultivos de brocoli en Ecuador necesitan
altas dosis de fertilizantes, por lo que es necesario buscar métodos de
produccién agronOmica y econOmicamente sustentables para proteger el
entorno. Por lo que la educacion en el uso de fertilizantes nitrogenados y
fosforados sintéticos (fuentes inorganicas) por la fijacién biologica del nitrégeno
y solubilizarian biolégica del fosforo; contribuiran en la reduccién de la
contaminacién del aire y agua dando una alternativa de produccion para los

productores de brécoli (Nicolade & Quintana, 2010).



2. MARCO TEORICO

2.1. Pesticidas

El uso de plaguicidas es importante en el control de numerosos insectos,
nematodos, hongos, maleza y otros organismos que compiten con el hombre por
productos agropecuarios y forestales (Lagunes y Villanueva 1994). Las
actividades agricolas son el sector productivo de mayor exposicion a este tipo de
contaminantes (Pitarch et al. 2001, Waliszewski e Infanzon 2003, Hernandez et
al. 2007). Una de las formas de exposicion a los plaguicidas para los humanos y
los animales es por medio de la ingesta de alimentos contaminados, la absorcion
dérmica y la inhalacion de vapores emitidos (Jury et al. 1983, Mathies et al.
1991).

Los plaguicidas se dividen de acuerdo a su accion insecticida entre los que
tenemos a insecticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos y
piretroides. Los insecticidas organoclorados fueron desarrollados poco antes o
durante la segunda Guerra Mundial por Miiller. EI DDT dio inicio una revolucién
en el campo de los pesticidas que incorporé productos derivados de sintesis
organica a la lucha contra plagas y enfermedades (Albert y Loera, 2005). En los
afos cincuenta se desarrollaron compuestos organofosforados (OF) (de Silva et
al., 2006), de estos alrededores de cincuenta mil tipos de estos compuestos que
se utilizan principalmente en la agricultura como fertilizantes e insecticidas
(Eddleston et al., 2012; Zhang et al., 2014).

Algunos plaguicidas de los grupos organofosforados, carbamatos, piretroides,
ditiocarbamatos y triazoles se emplea en cultivos de brécoli, estos pesticidas son
clasificados como altamente téxicos ya que pueden generar severos problemas
a la salud del consumidor (Perez.2009). Durante el ciclo de cultivo, los OP son
utilizados para el control de insectos por su alta efectividad y bajo costo, sin
embargo, sus residuos han sido detectados con alta frecuencia en los suelos en
todo mundo (Chromatogr. A .2008).

Los plaguicidas organoclorados imitan, incrementan o inhiben la accion de las
hormonas, alterando el funcionamiento del sistema endocrino, dafiando la salud

reproductiva y promoviendo el desarrollo de carcinomas (Lopez et al. 2002,



Waliszewski et al. 2005). Los plaguicidas organoclorados y piretroides
empleados ampliamente en el cultivo de brdcoli, generan desequilibrios en los
ecosistemas donde se liberan, afectan a la salud de los agricultores y
consumidores (Gutiérrez, Pinzén, Londofio, Blanch, & Rojas, 2010).

Segun Calonge et al. (2002), estos plaguicidas han sido prohibidos y sustituidos
por plaguicidas organofosforados, siendo hoy dominantes como plaguicidas
fitosanitarios a pesar de su problematica toxicoldgica. Las normas de su empleo
son cada vez mas estrictas en Estados Unidos, Canada y paises de la unién
europea (Dogheim et al. (1999), adicionalmente se monitorea sus residuos en

los productos de consumo.

Quimicamente, los compuestos organofosforados (OF), son ésteres, aminas o
tioles que se derivan de acido fosforico (OMS/OPS. 1993 - Saleh 1994.). Estos
compuestos una buena capacidad de descomposicion y degradacion por
oxidacion e hidrdlisis, originando productos solubles en agua, menos

persistentes y poco acumulables en el cuerpo humano (OMS/OPS. 1993).

Las propiedades fisico — quimicas de los compuesto organofosforados varian
de acuerdo a la estructura quimica que posean, estos son poco solubles en agua,
escasamente en kerosene, éter de petroleo y solventes parafinados, pero a su
vez se disuelven facilmente en alcohol, acetona, benceno tolueno, xilol y aceite
de pino (Fernandez, 1970).

2.2. Clasificaciéon de los pesticidas

En este capitulo se describira las principales clases de pesticidas, segun el grupo
guimico al cual pertenecen, junto con sus principales propiedades fisicoquimicas
(Arregui &Puricelli,2008, Pag., 757-764).

2.2.1. Herbicidas

Son productos fitosanitarios que se utilizan para matar plantas indeseadas, por
ende, preservan la cosecha ilesa. Algunos herbicidas interfieren con el
crecimiento de las malas hierbas, se utilizan para limpiar terrenos de gran

dimensién (Flores, 2010).



Los herbicidas se e aplican directamente en el suelo o al follaje, que son
absorbidos por las raices o por los tejidos de las hojas, si matan toda la
vegetacién son totales, en tanto que, si controlan la maleza sin afectar el cultivo,
son selectivos (Tadeo, Brunete & Gonzélez, 2008).

Los herbicidas se clasifican de acuerdo a la composicion quimica en:

2.21.1.1. Amidas
Su férmula general es R1 — CO — N- (R2, R3). Los componentes clave de este

grupo son las cloroacetamidas N-sustituidas y las anilidas sustituidas. Un
ejemplo es herbicida es 2,4 D Amina Zamba (Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).
CH,CH,
_/COCHCI
C|—<S :)—NHCOCH2CH3 N
\CH20CH3
cl CH,CH3

Propanil Alachlor

Figura 1. Férmula de herbicidas Amidas.

2.2.1.1.2. Derivados de Acido Benzoico
Esta formado por derivados clorados sustituidos del acido benzoico sustituidos,
tienen propiedades reguladoras del crecimiento y actividad auxina, se utilizan
para controlar malezas perennes de raices profundas (Tadeo & Brunete &
Gonzalez, 2008).

CO,H

Cl OCH;

Cl

Dicamba

Figura 2. Férmula de herbicidas derivados de acido benzoico.

2.2.1.1.3. Nitrilos

Estan formulados como sales o ésteres de octanoato, se aplican en cereales y

cultivos horticolas para controlar malezas, en combinacién con otros herbicidas



para extender el espectro de especies de malezas a controlar (Tadeo & Brunete
& Gonzélez, 2008).

CN CN

OH OH

Bromoxynil loxynil

Figura 3. Férmula de herbicidas nitrilos.

2.2.1.1.4. Carbamatos

Son ésteres del acido carbamico (R1 — O — CO — NR2Rs3) y junto con los
tiocarbamatos (R1 — S — CO — NR2R3). Su funcion principal es inhibir de forma
reversible la acetilcolinesterasa, causando espasmos y paralisis en insectos y
mamiferos (Bretaud et al. 2000, Jiandong et al. 2007, Dong et al, 2012).

@NHCOZCH(CH3)2 [CH3(CHa),], NC(O)SCH,CH3

Propham EPTC

Figura 4. Férmula de herbicidas carbamatos.

2.2.1.1.5. Nitroanilinas
Compuestos derivados de 2,6-dinitroanilina. Tienen baja solubilidad en agua y el
coeficiente de particién de octanol en agua. Se aplican directamente al suelo

para controlar malezas Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).
NO,
HaC NHCH(CH,CH3),

H4C NO,

Pendimethalin

Figura 5. Férmula de herbicidas Nitroanilinas.



2.2.1.1.6. Organofosforados

Tienen un amplio espectro, no selectivos, se utilizan para el control de malezas
en sistemas acuaticos y para el control de vegetacion en areas sin cultivo Tadeo,
Brunete & Gonzalez, 2008).

O\ 0
HO,CCH,NHCH,P(OH), CH4;PCH,CH,CHCO,H
éH Néz
Glyphosate Glufosinate

Figura 6. Férmula de herbicidas organofosforado.

2.2.1.1.7.  Acido PHENOXY

Estan formados por estereoisdbmeros, se utilizan en plantulas jévenes para el
control de malezas en cultivos de cereal y pastos Tadeo, Brunete & Gonzélez,
2008).

CH,

|
cl OCH,CO,H  Cl o@—o—CHcozH

Cl Cl
2.4-D Diclofop
Figura 6. Férmula de herbicidas acido Phenoxy.

2.2.1.1.8. Piridinas y Compuestos de Amonio Cuartanario

Los componentes de estos pesticidas son el paraquat y diquat, estos
compuestos desecan plantas jovenes. Los compuestos de amonio cuaternarios
como el clormequat y el mepiquat son reguladores de crecimiento de las plantas
y promueven la floracion en las plantas ornamentales Tadeo, Brunete &
Gonzalez, 2008).

HC—*N// \\ / \N*—CH
TN ./

Paraquat Diguat

Figura 7. Férmula de herbicidas piridinas y compuestos de amonio cuaternario.
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2.2.1.1.9. Piridazinas y Piridazinones

Son herbicidas que se utilizan para controlar pastos anuales, malezas en las
hojas y malezas herbaceas en cereales, maiz y otros cultivos, estos herbicidas
son de larga duracion en el suelo. En este grupo se incluyen a: Piridato y
piridazinonas asi como a Norfluzazon y chloridazon Tadeo, Brunete & Gonzélez,
2008).

CI\\_ .’;‘._-__N "
CFy [ N
fr |J
/~—N py ({\ T o
/NN NN
HaCHN—, N— % \
W /
bt /\ — CH3(GHzhSCO o
/ \'\-. "
Cl 0 (s}
MNorflurazon Pyridate

Figura 8. Férmula de herbicidas Piridazinas y Piridazinones.

2.2.1.1.10. Triazinas

Estos se han utilizado durante largo tiempo para matar las malezas en varios
cultivos, tiene gran eficacia en bajas dosis, para matar las malezas, en altas
concentraciones se utiliza para la esterilizacion del suelo Tadeo, Brunete &
Gonzalez, 2008).

CIYN\YNHCHECHE_ NN
N
N\

N =N
NHCH,CH; 0 NH;
Simazine Metribuzin

Figura 9. Férmula de herbicidas Triazinas.

2.2.1.1.11. Ureas
a. Fenilureas

Se derivan de los herbicidas de urea H2NC (= O) NH2, se aplican directamente
al suelo para el control de las gramineas anuales en varios cultivos. Tienen una
persistencia variable en el suelo depende de la composicién quimica Tadeo,
Brunete & Gonzalez, 2008).
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CHs;

NHCON(CHs), Cl NHCONOCH,;

Cl
Fenuron Linuron

Figura 10. Férmula de fenilureas.
b. Sulfolureas

Son las mas recientes ya que tienen una actividad herbicida mayor a los
herbicidas de fenilureas, pueden ser absorbidas por el follaje y las raices, tienen
una persistencia notable en el campo Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).

OCH, OCH,

—( —
/N VAR
SO,NHCONH il SO.NHCONH M
CHy OCH,CH,CI CH
Chlorsulfuron Triasulfuron

Figura 11. Férmula de Sulfolureas.

2.2.2. Insecticidas

Klimmer (1968), menciona que los insecticidas, son sustancias quimicas
destinadas a matar, repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de plagas
como insectos, microbios. El efecto de los insecticidas sobre la fisiologia de estos
organismos es complejo ya que tiene varias reacciones fisico- quimicas que
afectan a una especie de insecto en particular (Romanyk y Cadahia, 2002).

Entre los insecticidas mas empleados podemos mencionar:

2.2.2.1. Benzoylureas

Son utilizados como insecticidas porque actian sobre el proceso de muda de
insectos, es decir, regulan el crecimiento de insectos, interfiriendo con la
formacion de quitina en el exoesqueleto de insectos vital (Tadeo, Brunete &
Gonzalez, 2008).
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CONHCONH F

Teflubenzuron

Figura 12. Férmula de insecticidas Benzoylureas.

2.2.2.2. Carbamatos

Son ésteres del &cido carbamico con sustitucion tanto en el grupo amino como
carboxilato (R’-NH-CO-OR) (Stella, Borchardt, Hageman, Oliyai, Maag, & Tilley,
2007).

OCONHCH4
= S _SCH;
CHyNHCON= C’x
= = CH,
Carbaryl Methaomyl

Figura 13. Férmula de insecticidas carbamatos.

2.2.2.3. Organoclorados
El Manual de Plaguicidas (1999), sefiala que su estructura principal esta formada
por una cadena de atomos de carbono y como grupos sustituyentes al atomo de

cloro.

Se caracterizan por tres tipos de productos quimicos: analogos de DDT, son
compuestos derivados de isdmeros hexacloruro de benceno (BHC), y

compuestos clicodieno.

Son utilizados para el control de plagas de insectos de frutas, vegetales y
algodon como insecticidas del suelo y para el tratamiento de semillas. Debido a
Su persistencia y toxicidad, la mayoria de estos compuestos organoclorados han
sido analizados y el plaguicida ha sido restringido (Tadeo, Brunete & Gonzalez,
2008).
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-0 ;
Y o
50 m—{’f/ 3 <|:H —{: \)—m
_d — col, —

Endaosulfan p.p-D0OT

Figura 14. Férmula de insecticidas organoclorados.

2.2.2.4. Organofosforados

Son compuestos de hidrocarburos que contienen uno o mas atomos de fésforo
en su molécula. Varios tipos de insecticidas organofosforados tienen accién no
residual y accion residual prolongada. Son compuestos solubles en agua y se
disipan del suelo unas pocas semanas después de la aplicacion debido a su baja

persistencia y alta efectividad (Tadeo & Brunete & Gonzalez, 2008).

S
HsC ||
ﬁ Cl N\ OP(OCH,CHj3),
OsN OP(OCH ‘
2 ( 3)2 /
Cl Cl
Fenitrothion Chlorpyrifos

Figura 15. Férmula de insecticidas organofosforados.

Tabla 1.

Nombres quimicos y propiedades de los insecticidas organofosforados

Presion Kow Solubilidad Tiempo

de Log del agua de vida
Nombre comun Nombre UIPAC Vapor P mg/L (20°C) media
mPa en
(20°C) suelos
(dias)
Azinphos-methyl
CioH1oNsOsPS, ~ S(3:4-Dihydro-4-oxobenzo 5,140 5 og 28 10-40
[d]-[1,2,3]triazin-3-
ylmethyl)
0,0-dimethyl

phosphorodithioate



Chlorfenvinphos
C12H14Cl304P

Chlorpyrifos
CoH11CIsNO3PS

Chlorpyrifos-
methyl
C7H7CIsNO3PS

Coumaphos
C14H16CIOsPS

Diazinon
C12H21N203PS

Dichlorvos
C4H7Cl204P

Dimethoate
CsH12NO3PS2

Fenitrothion
CoH12NOsPS

Fenthion
Ci10H1503PS2

2-Chloro-1-(2,4-
dichlorophenyl)vinyl
diethylphosphate

0,0-Diethyl
trichloro-2-pyridyl

0-3,5,6-

phosphorothioate

0,0-Dimethyl O-3,5,6-
trichloro-2-pyridyl

phosphorothioate

0O-3-Chloro-4-methyl-2-
0x0-2H-chromen-7-yl

0,0-diethyl

phosphorothioate

0O,0-Diethyl O-2-isopropyl-
6-methylpyrimidin-4-yl

phosphorothioate

2,2-Dichlorovinyl dimethyl
phosphate

0O,0-Dimethyl

carbamoylmethyl

S-methyl

phosphorodithioate

0,0-Dimethyl O-4-nitro-m-
tolyl phosphorothioate

0,0-Dimethyl 0O-4-
methylthio-m-tolyl

phosphorothioate

2.7

0.0132

12

2.1x10°8

0.25

18?2

14

3.85 145°P
4.7 1.4°
4.24 2.6
4.13 15
3.30 60
1.9 18,000
0.704 23,800
3.43 14°
4.84 4.2

14

35-56

1.5-33

11-21

0.5

2-4

12-18

34



Malathion
C10H1906PS2

Methamidophos
C2HsNO2PS

Methidathion
CsH11N204PS3

Oxydemeton-
methyl
CeH1504PS2

Phosmet
C11H12NO4PS>

Pirimiphos-

methyl

C11H20N303PS:>

Profenofos
C11H1sBrCIlOsPS

Trichlorfon
C4HsCI304P

S-1,2-Bis(ethoxycarbonyl)
ethyl 0O,0-dimethyl
phosphorodithioate

0O,S-Dimethyl

phosphoramidothioate

S-2,3-Dihydro-5-methoxy-
2-0x0-1,3,4-thiadiazol-3-
ylmethyl

0,0-dimethyl
phosphorodithioate

S-2-Ethylsul_nylethyl O,0O-

O-O-Dimethyl S-
phtalimidomethyl

phosphorothioate

O-2-Diethylamino-6-
methylpyrimidin-4-yl

O,0-diethyl

phosphorothioate

0O-4-Bromo-2-chorophenyl
O-ethyl S propyl

phosphorothioate

2,2,2-tricholo-1-
hydroxyethyphosphonate

Dimethyl

1.12 2.75
2.3 -0.8
0.25% 2.2
-0.74
3.82
0.065 2.95
22 4.2
0.12 4.44
0.5 0.43

145°P

>2x10°

200°

1x10°

25P

10

28P

1.2x10°

15

3-18

2-20

4-20

3.5-25

5-30
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Tomado de: Tomlin. (2000)
Nota: @ 20°C

b 250C

2.2.2.5. Piretroides

Son insecticidas naturales, extraidos de las flores de ciertas especies de
crisantemos. Dichos compuestos se degradan en el suelo y no tienen efectos
detectables en la micro flora del suelo (Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).

Cl

~.
Cl/C:HCTCOZCHZ O
H,C CHj

Permethrin

Figura 16. Férmula de insecticidas piretroides.

2.2.3. Fungicidas

Son sustancias quimicas empleadas para impedir el crecimiento o para
eliminaciéon de hongos o mohos, tienen la capacidad de penetrar en el tejido
vegetal, son inocuos para las plantas y atacan directamente al hongo. Los
fungicidas son utilizados en la industria, agricultura, asi como en el hogar para

proteger las semillas, flores y frutos (EPA, 2005).
Entre los fungicidas de mayor uso estan:

2.2.3.1. Azoles

Esta presente en varios compuestos biolégicos activos el anillo de imidazol,
mientras otros solo tienen un anillo de traizol. Tienen una accidon sistematica,
eficaces contra varios hongos Fito patégenos, se aplica en el follaje. Estos
fungicidas son poco soluble en agua, aunque sus sales son soluble en el agua
(Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).
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OH CH,

o<

CH,

N\
( N
-
Cyproconazole

Figura 17. Férmula de fungicidas Azoles.

2.2.3.2. Benzimidazoles

Tienen una accion sistematica, son absorbidos por las raices de las plantas, se
utilizan en la proteccion de las plantas en forma de sus sales insolubles. Se aplica
en el follaje y en suelo y se utiliza para el tratamiento de semillas (Tadeo, Brunete
& Gonzalez, 2008).

Thiabendazole

Figura 18. Férmula de fungicidas Benzimidazoles.

2.2.3.3. Ditiocarbamatos

Son compuestos de sales de metales pesados de etilenisiditio carbamato y estas
sales son habitualmente estables y adecuadas de fungicidas.
DITHIOCARBAMATES son organicos y los mas utilizados para frutas, verduras
(Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).

[SC(S)NHCH,CH,NHCSSMn|, Zn,
Mancozeb

Figura 19. Férmula de fungicidas Ditiocarbamatos.



18

2.2.3.4. Morfinas

Son fungicidas utilizados contra los hongos y se usan para controlar la
enfermedad en cereales, pepinos, manzanas. Este se distribuye por medio de la
translocaciéon desde la raiz y el follaje lo que permite que la planta no se infecte
de hongos (Tadeo, Brunete & Gonzalez, 2008).

CHs
CH;
(H3C)5C CH,CHCH,—N )
CHs
Fenpropimorph

Figura 20. Férmula de fungicidas Morfinas.

2.2.3.5. Miscellaneous

Uno de los fungicidas mas utilizados son el Captan y Folpet para el tratamiento
foliar de las frutas, vegetales y plantas ornamentales. Procimidona es un
fungicida derivado de dicarboximida con accién sistémica moderada, tiene gran
capacidad de absorcion en la raiz, tallo u hojas, se utiliza para el controlar el
almacenamiento de raices de frutas y verduras (Tadeo, Brunete & Gonzalez,
2008).

CN
@)
Cl Cl
N—SCCl;
Cl CN
@) Cl
Captan Chlorothalonil

Figura 21. Férmula de fungicidas Miscellaneous.
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Tabla 2.
Nombres quimicos y propiedades de los fungicidas de morfolina
Tiempo
Nombre Nombre UIPAC Presion Kow  Solubilidad de vida
comun de Vapor Log del agua media en
mPa P mg/L (20°C) suelos
(20°C) (dias)
Dodemorph 4-ylododecyl-2,6-dimethyl 0.48 414 <100 73
CisH3sNO morpholine
Fenpropimoprh (+-)-cis-4-[3-(4tert- 3.5 4.2 4.3 15-93
C20H33NO Butylphenyl)-2-
methylpropyl]-
2,6dimethylmorpholine
Tridemorph 2,6-Dimethyl- 12 4.2 11 14 -34
C19H39NO 44-tridecyl morpholine

Tomado de (Tadeo & Brunete & Gonzélez, 2008).

2.3.Uso de pesticidas en Ecuador

La aparicion en Ecuador de los primeros plaguicidas sintéticos llego en la década
de los 40, para los consumidores, los cultivos de banano, cacao y frutas
tropicales de exportacion. Desde 1993, se realizé importaciones para satisfacer
la demanda nacional de agroquimicos, después de la fecha empezé la
fabricacion local de algunos compuestos activos en tres plantas sintetizadoras

y nueve formuladoras (Marifio, 2005).

Actualmente, la demanda de pesticidas ha incrementado sensiblemente en el
cultivo de brocoli, por cuanto este producto no tradicional, dispone de un amplio
mercado internacional y demanda creciente en los paises desarrollados, donde
existe una gran oportunidad para incrementar la exportacion (Francescangeli, et
al., 2003). La exportacion de brocoli, constituye una alternativa importante para
los agricultores, frente a los productos tradicionales (Francescangeli, et al.,
2003). Ecuador es el noveno productor de brécoli fresco a nivel mundial y es uno
de los tres primeros proveedores de brdcoli congelado hacia Europa (Le Gall,
2009).
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En el 2007, gracias a la mejora en los terrenos, capacitaciones a productores
investigacion y mejora en la cadena de produccion y comercializacion, el brocoli
se constituyé como un gran producto de exportacién, (MADR, 2006). Le Gall.
2009, menciona que los cultivos de altura ubicados entre los 2700- 3200 msnm,
limitan la presencia de plagas debido a las fluctuaciones de temperatura, lo que
permite una producciéon de 3 cosechas anuales. En los cultivos de brocoli, se
aplican principalmente plaguicidas de los grupos organofosforados, carbamatos,
piretroides, ditiocarbamatos, triazoles, varios de estos son clasificados como
altamente toxicos, pudiendo generar severos problemas a la salud de los
consumidores (Perez,2009).

El cultivo de brocoli es afectado por la plaga, Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidae) conocida como palomilla dorso de diamante, considerada como
multiresistente a diversos tipos de insecticidas convencionales de los grupos
guimicos: organofosforados, carbamatos y piretroides. Adicionalmente es citada
como resistente a la toxina del Bacillus thuringiensis BERNILER var. Kurstaki
(Liu et al., 1982; Pedroso de Moraes & Amilton, 2012).

Los plaguicidas organoclorados y piretroides son los mas empleados para el
control de esta plaga, con buenos resultados, sin embargo, el uso masivo de
estos compuestos genera desequilibrios ambientales, que afecta no solo al
entorno, sino también, a los agricultores y consumidores (Gutiérrez, Pinzon,
Londofio, Blanch, & Rojas, 2010), debido a su incorporacion a las cadenas
troficas (Torres, 2002). Las plagas inciden en el rendimiento y en la calidad de

los cultivos, generando pérdidas econdmicas y de mercados (Trujillo, 2008).

Los pesticidas empleados experimentan procesos de descomposicion y
degradacion en diferentes compartimientos ambientales, generando con
frecuencia metabolitos de mayor toxicidad ambiental, para su monitoreo y
analisis, se han desarrollado diversas metodologias de extraccion e
identificacion de estos residuos en el suelo, agua y aire, con el propésito de

asegurar la conservacion del ambiente (Mojica- Guerrero, 2010).
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A mas de la “palomilla dorso de diamante”, al brocoli le afectan otras plagas tales

como:

Gusano trozador (Agrotis sp): larva de pequefio tamafio, se alimenta de las
raices y tejidos jovenes. Este tipo de gusano, corta los tallos de las plantas y
posteriormente causa la muerte de la planta. (Pinzon e Isshiki, 2001).

Pulgén (Brevicoryne brassicae): son insectos que se propagan en el envés de
la hoja y que causan deformaciones durante épocas secas (Proexant, 1992).
Gusano Minador (Plutella xylostella): se alimenta del follaje, afectando
directamente a las pellas de brdcoli. Tienen gran resistencia a los plaguicidas
(Diaz, 1999).

En la tabla No 3, se puede evidenciar otro grupo de plagas que afectan al brocoli.

Tabla 3.

Principales plagas en el cultivo de brocoli.

Plaga Ingrediente Activo Dosis
Gusano Barrenador Endosulfan 1.5 ccll
(Hylemia brassiacae) Clorpirifos 2,5 ccll
(Agrotis spp.) Endulsofan 1,5 ccll
Plutella Cipermetrina 1 ccll

Tomado de (Solagro, 2009).

Adicionalmente a las larvas e insectos, al brocoli le afectan enfermedades
bacterianas y fungicas que se adaptan a los sistemas intensivos de explotacion
de brécoli (Falconi, 2000). En la tabla No 5, se puede ver las enfermedades mas

comunes del brécoli.



Tabla 4.

Principales enfermedades en el cultivo de brécoli.

Enfermedades Ingrediente Activo Dosis
Alternaria Fosetil Aluminio 1-1,5 ccll
(Altermaria spp.)
Clorotalonil 2,5 ccll
Mal de Almacigo Propamocarb 2 l/ha
Phythium spp,
(Phy ) PP 1-2 ccll
Fusamarium Sulfato de cobre
spp, Rhizoctonia Pentahidratado
spp.)
Mildiu Dimetomorph 1l/ha
(Peronospora
spp.) Fosetil Aluminio 3-4 kg/ha

Tomado de (Solagro, 2009).
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Al Ecuador han ingresado 214764 toneladas de pesticidas durante el periodo

2008 -2015, por un valor de 1608 millones de délares. La importacion ha ido en

aumento, colocandonos como el pais con mayor consumo de pesticidas después

de Colombia, superando a Bolivia y Peru. En la tabla No 3, se puede ver las

importaciones durante el periodo 2006 -2015.



Tabla 5.

Importaciones de plaguicidas en Ecuador 2006 — 2015.

Afio Valor de Toneladas de
Importaciones importaciones de
(Miles de délares) pesticidas
2006 129 098 23925
2007 127 131 21 790
2008 210 238 31 304
2009 167 614 21 863
2010 216 944 28 263
2011 215 708 28 793
2012 232 003 31678
2013 235 964 31482
2014 278 874 36 004
2015 261 071 36 681

23

Tomado de (Célculos de CCI basado en estadisticas de UN COMTRADE, 2006

-2015)
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2.4. Degradacion de pesticidas

Actualmente existen diversas tecnologias para la recuperacion de suelos
contaminados, con pesticidas, una alternativa es la biorremediacion, que
aprovecha el potencial metabdlico de los microorganismos (bacterias y hongos)

que los transforman en compuestos mas simples (Torres & Zuluaga, 2009).

Gilani et al. 2010, menciona que los pesticidas organofosforados son dificiles de
degradar debido a su baja solubilidad. El insecticida clorpirifos, se degradan a 3,
5,6-tricloro-2-piridinol en 34 -36 dias, en presencia de microorganismos
productores de lipidos, (Swati & Singh, 2002). En agua dulce, el clorpirifos se
disipa por accion microbiana, en tanto que, en agua de mar, se inhibe
(Bondarenko et al, 2004., Pag. 2649-2654.).

Bacterias del genero Lactobacillus, (que incluyen L. bulgaricus, L. paracaseiy L.
plantarum), reducen el grado de toxicidad de los compuestos gracias a una
acelerada degradacion de estos compuestos (Zhao & Wang, 2012). También se
ha empleado, Pseudomonas aeruginosa ch7, en la descontaminaciéon de suelos

afectados por organofosforados (Antolinez et al, 2001).

En 1973, la primera bacteria degradadora de compuestos OP, se identificO como
Flavobacterium sp. ATCC 27551, aisladas de suelos en Filipinas. En la Tabla 7
se puede ver los microorganismos involucrados en la degradaciéon de distintos

pesticidas organofosforados.

Tabla 6.

Degradacion de diferentes organofosforados por microorganismos.

' Microorganismos Referencia
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Bacillus pumilus C2A1, Streptomyces
chattanoogensis cepa cgmcc 4.1415,
Streptomyces olivochromogenes cepa
xsd08162, Verticillium sp. Cepa dsp,
Serratia marcescens, Alcaligenes sp.
jasl, Enterobacter sp. B-14, Cupriavidus
sp.dt-1, Klebsiella sp. cpk, Consorcio
Clorpirifés microbiome (Pseudomonas sp.,
Micrococcus sp.

Rhizobium sp., Comamonas aquatica,
Staphylococcus hominis, Klebsiella sp.,
Aspergillus niger, Trichophyton sp. y
Streptomyces radiopugnans), Spergillus
terreus jasl, Aspergillus sp., Penicillium
sp., Eurotium sp., Emericella sp.,
Bacillus sp., Brevundimonas sp.,
Diaphorobacter sp. gs-1, Pseudomonas
putida F1

Pseudomonas putida F1, Acinetobacter
rhizosphaerae cepa bihb723, Consorcio
. microbiano, Pseudomonas putida,
Fenamifos
Acinetobacter rhizosphaerae cepa

bihb723

Singh et al. 2006;
Fang et al. 2008;
Li et al. 2008;
Anwar
et al. 2009;
Chanika et al.
2011; Liang et al.
2011;
Bricefio et al.
2012; Maya et al.
2012; Sasikala et
al. 2012;
Silambarasan
y Abraham 2012;
Cycon
et al. 2013; Lu et
al. 2013;

Silambarasan y
Abraham 2013;
Wang et al. 2013

Singh et al. 2006;
Chanika et al.
2011; Abo-Amer
2012
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Pseudomonas pseudoalcaligenes mhf
Tributil fosfato env, Alcaligenes sp., Ahire et al. 2012;

Providencia sp., Ralstonia sp., Bacillus
Chaudhari et al.

sp., Delftia sp.
2012
Pseudomonas putida cepa is168, Goda et al. 2010;
Malatién Brevibacillus sp. cepa kb2, Bacillus Singh et al. 2012
cereus cepa PU
Penicillium oxalicum zhj6 Zhao et al. 2010
Metamidofos
Hyphomicrobium sp. map-1 Wang et al. 2010
Consorcio microbiano (Ralstonia Rani y Juwarkar
Forato eutropha, 2012
Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter cloacae)
Dimetoato Paracoccus sp. cepa Lgjj-3 Li et al. 2010
Paration Serratia marcescens Cycon et al. 2013

Metil paration Acinetobacter radioresistens ustb-0 Liu et al. 2007



Fenitrotion

Diclorvos

Profenofos

Triazofos

Cadusafos

Etoprofos

Isofenfos

Isazofos

Serratia marcescens, Burkholderia sp.

cepa fds-1

Ochrobactrum sp. cepa ddv-1

Pseudomonas aeruginosa

Diaphorobacter sp. gs-1

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida
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Hong et al. 2007;

Cycon et al. 2013

Zhang et al. 2006

Malghani et al.
2009

Liang et al. 2009

Abo-Amer 2012

Abo-Amer 2012

Abo-Amer 2012

Abo-Amer 2012



Fention

Tetraclorvinfos

Pseudomonas putida F1

Consorcio (Stenotrophomonas
maltophilia, Proteus vulgaris, Vibrio
metschnikovii, Serratia ficaria, Serratia
spp. 'y  Yersinia  enterocolitica),
Stenotrophomonas maltophilia, Proteus
vulgaris, Vibrio metschnikovii, Serratia
ficaria, Serratia spp., Yersinia

enterocolitica
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Chanika et al.
2011

Ortiz-Hernandez

y Sanchez-
Salinas 2010

Tomado de (Hernandez, Alvarez & Osorio ,2016).

2.4.1. Proceso de transformacion de los pesticidas

Segun, Bansal. (2004, Pag. 507 -513), en el proceso de trasformaciéon de los

pesticidas operan fuerzas fisicas, y procesos quimico — biolégicos tales como:

a.

Oxidacion: las reacciones de oxidacion quimica involucran oxigeno

molecular, mientras que la oxidacion biologica se produce por la enzima oxidasa

de funcién mixta. Las reacciones oxidativas especificas en la degradacion de

plaguicidas son:

e Hidroxilacion del anillo

Y

OH

Figura 22. Férmula de la Hidroxilacion del anillo durante el proceso de la

transformacion de oxidacion de pesticidas.



29

e Oxidacion de la cadena lateral

Figura 23. Férmula de la Oxidacion de la cadena lateral durante el proceso de

la transformacion de oxidacion.
e Epoxidacion

>sC=C< —» >C—C<
x\ )
\~/
O
Figura 24. Férmula de Epoxidacion durante el proceso de la transformacion de

oxidacion de pesticidas.

e O-desalquilacion

—— OCH; > OH

Figura 25. Férmula de la O-desalquilacion durante el proceso de la

transformacion de oxidacion de pesticidas.

e N-desalquilacion

Figura 26. Formula de la N-desalquilacion durante el proceso de la

transformacion de oxidacion de pesticidas.

e S- desalquilacién
—SR —> SH

Figura 27. Formula de la S-desalquilacion durante el proceso de la

transformacion de pesticidas.
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e Desulfuracidon oxidativa
SP=S ——— » >P=0

Figura 28. Férmula de la desulfuracién oxidativa durante el proceso de la

transformacion de oxidacion de pesticidas.

e Oxidacion de aminas
— NH, ——» — NHOH — NO,
Figura 29. Férmula de la oxidacibn de aminas durante el proceso de la

transformacion de oxidacion de pesticidas.

e Sulfoxidacion

0
||

—SR ——» S R

0
Figura 30. Formula de la Sulfoxidacion durante el proceso de la transformacion

oxidacion de pesticidas.
b. Hidrdlisis: el grupo éster del pesticida sufre escision hidrolitica, en
forma quimica o enzimatica:
e Hidrdlisis del éster
— (C—O0OR —» — COOH
!}
Figura 31. Formula de la hidrélisis de éster durante el proceso de la

transformacion de hidrdlisis de pesticidas.
e Hidrolisis de epoxidos
>C — (< ——» >C—C<

Na” |
O OH OH

Figura 32. Férmula de la hidrélisis de éster durante el proceso de la

transformacion de hidrolisis de pesticidas.
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e Hidrdlisis de amida
>C — NH; — — C —OH

0 o]
Figura 33. Formula de la hidrolisis de amida durante el proceso de la
transformacion de hidrolisis de pesticidas.

e Hidrdlisis de halégenos

=C-Cl—==C-0OH
Figura 34. Formula de la hidrdlisis de halégenos durante el proceso de la
transformacion de hidrolisis de pesticidas.

C. Reducciones: en este proceso ocurre cuando exista una baja
concentracion de oxigeno molecular, por lo que ciertos sustratos xenobioticos
aceptan uno o dos electrones proporcionados por el sistema microsomal con
participacion del Citocromo P-450, en lugar del oxigeno (Klaassen et al, 1986;
Gilman et al, 1990; Shibamoto & Bdjeldanes, 1996).

e Grupo Nitro
-NO, — -NH,

Figura 35. Férmula de reducciones del grupo Nitro durante el proceso de la

transformacion de reducciones de pesticidas.

e Grupo cetonico

>C=0 — >CHOH

Figura 36. Formula de reducciones del grupo cetonico durante el proceso de la

transformacion de reducciones de pesticidas.

e Deshalogenacioén reductiva

=C-Cl — =C-H

Figura 37. Formula de reducciones del deshalogenacién reductiva durante el

proceso de la transformacién de reducciones de pesticidas.
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d. Conjugacién: son el resultado de la ruptura enzimética de los
conjugados de glutatién, la conjugacioén inicial para los substratos alifaticos o
arométicos, requieren una variedad de enzimas del tipo glutation-transferaras
(Jakoby, 1980 & Manahan, 1990).

e Metilacion

=C-OH —=C-0CH,

Figura 38. Formula de conjugacién de metilacion durante el proceso de la
transformacion de conjugacién de pesticidas.

e Metilacion
O

I
=C-NH, - =C-NH-C-CH,4

Figura 39. Formula de conjugacion de metilacion durante el proceso de la

transformacion de conjugacion de pesticidas.

e. Reorganizacion: mediante la trasformaciéon de un isémero a otro,
producida por agentes fisicos o quimicos.
e Ciclacion

Open — Closed chain

Figura 40. Reorganizacion de ciclacion durante el proceso de la transformacion

de reorganizacion de pesticidas.
e Dimerizacion
2A — [A-A]

Figura 41. Reorganizacion de ciclacion durante el proceso de la transformacion

de reorganizacion de pesticidas.

2.4.2. Tipos de Degradacién

2.4.2.1.Degradacién Quimica

En la degradacion quimica influyen varios factores como: El contenido de materia

organica, el contenido de arcilla; que influyen en la degradacion quimica de los
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pesticidas ya que estas proporcionan una superficie mayor para la degradacion
hidrolitica. A continuacion, enumeramos otros factores que inciden sobre la
degradacion de pesticidas.

- pH: afecta el proceso hidrolitico de la disipacion de pesticidas, que depende
de la naturaleza de los pesticidas.

Temperatura: Al aumentar la temperatura, las moléculas tienen mayor
movimiento y mayor reaccién, lo que provoca un ritmo mas acelerado en la
reaccién de hidrolisis.

Naturaleza de los sustituyentes: existen algunos sustituyentes que pueden ser
reemplazados de manera facil del sustrato por reaccion de hidrolisis, puesto que
los productos formados son muy estables en agua.

Riego de efluentes: mejora la degradacion quimica de los pesticidas ya que
altera el pH de la solucion del suelo y aumenta el contenido de materia organica
disuelta (Mdiller et al, 2007).

La presencia de residuos de cultivos y la concentracion de pesticidas.
2.4.2.1.1. Degradacion quimica de pesticidas organofosforados

Los OP, sufren oxidaciéon en el agua o suelo en presencia de cloro, convirtiendo
los enlaces P = S en P = O. El paration o el mediation, son esteres
organofosforados que se hidrolizan para formar alcohol y &acido fosférico
(Washburn 2003; Fan & Lio 2009).

S

s

C,HsO cH0 ||

s e T Tes EIII @)
s

C,H;0 CoHsO -
HL,O Reduction

HO@NOZ
l H,0O
HO

Ho Qoym

Hydrolysis ‘
R A A ——
Methiodothion N

OCH;,

Figura 42. Proceso de hidrdlisis de los pesticidas paration y mediation.



34

Mientras que los clorpirifos, se hidroliza facilmente en medio alcalino (Gilani et

al, 2010).
cl

cl
° cl >
o £/5C2H5 Alkaline . H /SCZH5
a N T \ Hydrolysis + HO _P\
SC,H; CI N OH SC,Hs

Figura 43. Proceso de hidrolisis de Clorpirifos.
2.4.2.2.Fotodegradacion

Es la descomposicién de los pesticidas por accion de la luz solar, en la superficie
del suelo, follaje e incluso en el aire. La foto degradacion de pesticidas en el
suelo aumenta la presencia de materia organica como los acidos humicos,
fulvico, y pigmentos como la clorofila entre otros. Durante la reaccion de
fotodegracion de pesticidas, se forman radicales libres 3CHs, ‘R, RO’, ROO",
NO’, 'OH, 'NOs, etc., para su formacion se requieren alrededor de 400KJ/ de

energia (de ~ 300 nm de longitud de onda).

En el proceso de la fotodegradacion de pesticidas, existen diferentes tipos de

fotorreacciones: reaccion tipo | de Norrish, Reaccién tipo Il de Norrish.

Adicionalmente participan en reacciones de isomerizacion geométrica u optica,
de escision del éster, descarboxilacion, descarbonilacién, deshalogenacion,
desalquilacion. C oxidacion, S oxidacién, reordenamiento y ciclacion, que
permiten a degradacién completa de los pesticidas. A manera de ejemplo

mostramos algunas de estas reacciones:

1. Isomerizacion (geomeétrica u éptica)
a.
R H H H
— H H
H = T " R, )
HSC Rz H3C Rz

Figura 43. Proceso de isomerizacion por medio de fotodegradacion.
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b.
R_] H3C §CH3 R'| H3C §CH3 R] H3C §H3
Ho | = H e H
R o ™ IR 2 Ry

Figura 44. Proceso de isomerizacion por medio de fotodegradacion.

2. Escision del éster, descarboxilacion, descarbonilacion
R, —R
OR, R,

A ! 2
R, _+OR, R, . - or \ R, R, R, R,
\[( —-L m or w 2| 7 R,COOH + W D
0 O 0 O 0

7 R,OH

Figura 45. Proceso de Escision del éster, descarboxilacion, descarbonilacion

por medio de fotodegradacion.

3. Deshalogenacion
CCly &a, ccl, CHCl,
)\ i 7 )J\ o /k
ArQ OAr . Aro)\OAr ArO OAr ArO OAr

Figura 46. Proceso de deshalogenaciéon por medio de fotodegradacion.

4, Desalquilacion
CH; CH0H CHO H
RN —— R—N — R—N, —>» R—N
H “H “H “H

Figura 47. Proceso de desalquilacion por medio de fotodegradacion.

5. C-Oxidacioén
PN o Hsf 0, H,C 0—OH H)C OH H.C o]
ey L = M — Y — YA
o /ch H,C R HsC R Hs R H,C R
o) o
>R J . HooC
H o} HC & HOH,C OHC

~ % e
HO e . H4C R H,C R H,C R

Figura 48. Proceso de C-Oxidacion por medio de fotodegradacion.
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6. S-Oxidacion

=0

I WOCH

5 o
3 . OCH; @—ﬁ—CH - @—5 CH, —r ( > LCH;
OCH, OCH, R 5 = !)

ArO —F\ —

ﬁ

Figura 49. Proceso de S-Oxidacién por medio de fotodegradacion.

2.4.2.2.1. Fotodegradacion de pesticidas organofosforados

Los OP de férmula.

Figura 50. Formula de la fotodegradacién de pesticidas organofosforados

Donde:

X: grupo alifaticos, homociclicos o heterociclicos

R: grupo alquilo

Sufren degradacion fotoquimica por escision del éster, reduccion, oxidacion del
grupo tio-éter, isomerizacion, deshalogenacion, deshidrohalogenacion,

desalquilacion, ciclacion, dimerizacion, etc.

El insecticida del grupo Clorpirifos tienen un amplio espectro, en la fotolisis en
presencia de luz UV sufren desulfuracion oxidativa, deshalogenacion y

reacciones hidroliticas como:

S 0

| _oGHs | scHs
NO, o—P\ - . NO, O—P\

OC,Hs OC,Hs

Parathion Isoparathion

5 0
CH | [
cH,0-_ | I hy 3980
N b5 —CH, —C — NHCH, —— > p—S—CH, — C — NHCH,

CH,0 CH; O

Figura 51. Reacciones hidroliticas de los pesticidas organofosforados.
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2.4.2.3. Degradacion Microbiana

Durante este proceso, el pesticida se absorbe en la membrana celular del
microbio, donde las enzimas descomponen el contaminate en fragmentos mas
pequefos. La degradacion microbiana es de forma aerdbica, es un proceso
donde el oxigeno es utilizado para oxidar el pesticida mientras que en la
degradacion anaerdbica el oxigeno no esté presente, se produce a través de otra
via. En el suelo, la primera capa es aer6bica mientras que la de abajo es
anaerobica (Bansal, 2005, Pag. 19-27).

El proceso de biodegradacién depende de algunos factores, de los cuales a

continuacion se analiza varios factores influyentes:

1. Profundidad: A profundidades mas bajas, la tasa de metabolismo es
mas lenta por falta de oxigeno y a la temperatura.

2. Movilidad: al estar un pesticida ligado al suelo, o a la materia organica
el proceso de biodegradacion es mas efectiva.

3. Temperatura: a mayor temperatura mayor tasa de degradacion, al

aumentar la temperatura se disminuye la sorcion y la actividad metabdlica

aumenta.
4, pH: La degradacion microbiana aumenta con el pH.
5. Humedad del suelo: las bacterias requieren gran cantidad de humedad

para la degradacion, la humedad (Waterlogged) grado de inundacién o
anegacion, porcentaje.

6. Materia organica y nutriente: la degradacion de pesticidas en suelos
con abundante materia organica es mas acelerado debido al cometabolismo.

1. Pesticida: La naturaleza quimica del pesticida y de su estado de
agregacion. La degradacion de la fraccion alifatica es mas rapida que la de los
aromaticos. Las concentraciones toxicas del pesticida inhiben la biodegradacion.
Finalmente, el estado de oxidacion, mientras mas alto sea mas dificil es de
biodegradar.

8. Solubilidad. Mientas mas alta es la solubilidad del pesticida, mas

disponible esta y consecuentemente mas faciles de biodegradar.
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Segun, Hoostal et al, 2002, los degradadores edaficos de pesticidas méas
importantes, pertenecen los géneros Arthrobacter, Aspergillus, Alcaligenes,
Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium, Fusarium, Nocardia, Penicillium,

Pseudomonas y Trichoderma. Alcaligenes y Pseudomonas.

2.4.3. Rutas Metabdlicas

Las rutas de degradacion del clorpirifos en el suelo son aerdbicas y anaerdbicas-
El metabolito, contenido de polifenoles totales (TPC), producto de la degradacion
de clorpirifos, persiste en el suelo de manera prolongada cuando no esta
expuesta a luz (EPA, 2006). En suelos alcalinos con condiciones de baja
humedad, la principal ruta de degradacion es hidrolitica, sin embargo se inhibe
en concentraciones altas de clorpirifos (1000 pg/g) (Racke et al, 1996). En la
figura 52, se representa el esquema basico del metabolismo de los

organofosforados.
ik
R,O—P=§
I Fosforil
O-X fosfatos
Enzimas
MFO Alquilfosfatos
{eliminacion por
la orina)
N
R,O—P= 0
I
o-X

Figura 52. Esquema elemental del metabolismo de los organofosforados, papel

de la MFO (Mixed Function Oxidase) y transformacion final en alquifosfatos.

2.4.4. Experiencias de degradacién de pesticidas en Ecuador

Un estudio realizado en el canton Pindal (Loja) en cultivos de maiz, identifico
ocho géneros de hongos con potencial biorremediador para herbicidas de tipo
glifosato:  Penicillium, Mucor, Scytalidium, Aspergillus, Neosartorya,

Eurotiomycetes, Talaromyces y Fusarium (Abad, 2017).

Paredes. 2017, evalud la biodegradacién de insecticidas en suelos de cultivos
de papa en la provincia del Carchi e identifico que el mejor tratamiento fue usar

Trichoderma harzianum en suelos contaminados por carbofuran, logro degradar
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63% del pesticida en 57 dias, en el estudio se utiliz6 una concentracion del
inoculo de Trichoderma fue de 38.3x10° colonias/ml de solucién, correspondiente
a 4170.5 pg/g de carbofuran.

Maldonado.2017, menciona que coloco 500 ml de pesticida organofosforados
(Clorpirifos) con una concentracion del 48%, donde resulto que el mejor
tratamiento para degradar pesticidas fue emplear los hongos Pleurothus
ostreatus y Trichoderma harzianum, las que tuvieron una eficiencia de 66.8% de

remocion de clorpirifos, lo que equivale a 2710.09 ug/g.

3. METODOLOGIA
El presente proyecto se realiz6 de forma cualitativa-cuantitativa de forma
experimental, para identificar bacterias en suelos contaminados de pesticidas
capaces de degradar pesticidas y establecer su cinética de degradacion. El
presente estudio se basé en la relacion que tienen las especies empleado
(variable independiente) con la tasa de crecimiento, tasa de degradacion y

eficiencia (variables dependientes).

La primera parte de la investigacion se basé en determinar los puntos de
muestreo, dentro de la segunda etapa se realizo el aislamiento de bacterias de
cultivos mixtos a puros, posteriormente se identificé la morfologia empleado la
Prueba de Tencion Gram. Después, se selecciond los microorganismos con
mayor potencial de capacidad de degradacion para pesticidas mediante ensayos
de turbidez, en presencia del pesticida Lorsban 480. Posterior a eso, se
realizaron pruebas bioquimicas para identificar el género de los microorganismos
ensayados. Finalmente, se realizd los ensayos de degradacion a condiciones
establecidas, en presencia del mismo pesticida. Con los resultados se determind

la cinética de degradacién de cada uno de los microorganismos empleados.

Posteriormente se realiz6 el analisis estadistico con una prueba de normalidad
de los datos en donde se empled la prueba de SHAPIRO - WILLKS, en el
programa INFOSTAT. Una vez obtenido los datos con comportamiento normal
se analiz6 con pruebas de Tukey.

En la siguiente Figura 53 se detalla el diagrama de flujo utilizado en el presente



proyecto, mostrando cada proceso y prueba realizada para las muestras.

Toma de muestras

de suelo.

V4

Aislamiento e

identificacion morfolégica

de las bacterias.

V4

Ensayos de turbidez,

seleccion para la degradar

pesticidas.

U

Identificacién del género de las

bacterias ensayadas mediante

pruebas bioquimicas.

A

Cinética de crecimiento,

definiendo la curva de

crecimiento bacteriano.

U

Analisis de

Resultados.

Figura 53. Diagrama de Flujo del procedimiento seguido en el proyecto.

40
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3.1. Toma de muestra de suelo

Se realiz6 la toma de muestras (alicuotas) de suelo de la hacienda Santa Isabel
de la parroquia rural Poal6 (las que se escogieran en funcion de su volumen
parroquia rural Poalo (las que se escogieran en funcion de su volumen de
exportacion), donde se tomara una muestra compuesta de las parcelas de la
hacienda.

En la tabla 7 describe las coordenadas de los puntos de muestreo, asi como una
pequefa descripcion de lugar de obtencion de la muestra.

Tabla 7.

Descripcion de las muestras objeto de estudio.

Muestra Punto de Coordenadas Descripcion

muestro

S 0°52 15.2292

1
W 78° 39 23.0137
(o]
S 0°5211.6400 Cultivos de brocoli
5 con 2 semanas de
M1 W 78° 39 21.8520 siembra.
S 0°52 13.4940
3
W 78° 39 24.0480
S 0°52 13.8936
4

W 78° 39 20.7868




S 0°52 15.9420

W 78° 39 17.5850

S 0°52 14.0880

W 78° 39 18.7176

S 0°52 12.2664

W 78° 39 18.5895

S0°52 14.7684

W 78° 39 13.6080

Cultivos de brocoli
con 9 semanas de

siembra.

M3

S 0°52 09.9228

W 78° 39 26.3088

S 0°5210.8624

W 78° 39 22.8780

S 0°5212.4320

W 78° 39 24.6384

Cultivos de brocoli
con 4 semanas de

siembra.

42
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S 0°52 09.1956

4
W 78°39 24.2172
S0°5217.7024
1
W 78° 39 21.0240
S 0°52 16.9212
2 . L
Ma W 78° 39 18.5184 Cultivos de brocoli
con 12 semanas de
siembra.
S 0°52 16.5648
3
W 78° 39 22.3704
S 0°52 15.9276
4

W 78° 39 19.7820

Adicionalmente, en la Figura 54 se presenta el area de muestra con imagenes

reales del lugar de muestreo.
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Figura 54. Esquema de muestreo de los puntos de recoleccion.

a) Toma de muestras.
b)  Representan los 5 puntos de muestreo.

c) Diferentes terrenos de donde se recolecto las muestras.

3.1.1. Tipo de muestreo

Para el muestreo de la hacienda, se definiran tres cuadrantes al azar en la
parcela seleccionada para obtener una muestra compuesta, basandose en la
norma ASTM C702, las dimensiones de los cuadrantes seran de 30m x 45m de
los que se tomaran 5 sub-muestras por cuadrante, para un total de 25 sub-
muestras, de las cuales se obtendrd una muestra compuesta representativa
(Nacional & Azul, n.d.)
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3.1.2. Toma de muestras

En la hacienda se selecciond varios cuadrante, uno céntrico y cerca de la
carretera asi como al otro extremo; para la recoleccion de las sub-muestras se

utilizé un barreno para conservan los agregados. Las sub-muestras seran

tomadas de 0 a 15 cm de profundidad.

Figura 55. Procedimiento de toma de muestra.
3.1.3. Preparacién de muestra compuesta

Para elaborar la muestra compuesta se tomo 5 sub-muestras por cada cuadrante
de cada hectarea de cultivo de brdocoli dando un total de 20 sub-muestras, para
cada sub-muestra se procedié a vaciarla en un plastico negro para después
mezclar todas las sub-muestras para homogeneizar y distribuirlas en un circulo
gue sera dividido en cuatro cuadrantes, después se procedera a eliminar los
cuadrantes opuestos y se mezclara los dos sobrantes, este proceso se lo repetira

para obtener de un kilogramo de suelo.

Figura 56. Muestra compuesta mediante sistema de cuarteo.
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3.2. Aislamiento bacteriano y siembra mediante diluciones
Para la siembra se empleé la técnica de diluciones (Falkiewicz, Janda y Wypych,
2015). Para lo cual se tomaran 100 gramos de suelo y se disolvera en 1000

mililitros de agua destilada y se procedera en conformidad con la metodologia.

Con el equipo Colony Counter Digital se realiz6 el conteo de UFCs, donde se
simulo el cuarteo en la caja petri para el conteo del eje superior izquierdo, y asi
realizar el céalculo total de las colonias. Mientras que para la identificacion de la
diversidad de morfologias se hizo pruebas de Tincién de Gram, para luego

observar en el microscopio e identificarlas morfol6gicamente.

3.2.1. Obtencion de cultivos puros

Para obtener un cultivo puro se realiz0 mediante siembras sucesivas con la

técnica de agotamiento de estria en placa petri.

La propagacion de las cepas pura se hizo en 50ml medio de caldo nutritivo y se

incubaran durante 72 horas a 27°C.
3.2.2. ldentificacion de microorganismo

Se realizaron pruebas de tincion Gram las cuales se llevaron a cabo en el
laboratorio, donde se utilizd violeta de genciana, Lugol, alcohol cetona y
safranina, cada uno con un tiempo de espera de 1 minuto después se procede a
limpiar con agua destilada. Posterior a este proceso se coloca la placa en el
microscopio y se observa con el lente de menor aumento hasta llegar al de mayor

e identificar la bacteria.

3.3. Determinacién de la eficiencia de las especies aisladas

Mediante pruebas de turbidez se inocul6 1ml de cada colonia individual en un
tubo de ensayo con 9 mL de solucion mineral (Difco Bushnell- Haas Broth) y 1
mL de pesticida (LORSBAN 480), se incubd los tubos durante 72 horas bajo
27°C. Toda muestra que presente turbiedad sera considerada positiva y

considerada para las pruebas de degradacion.
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3.3.1. Seleccidén de cepas experimentales

Con las pruebas positivas se monitoreara la variacién de la turbidez, midiendo
Unidades Nefelométricas de turbidez (NTU), durante 7 dias, se medira los dias
1 -3 -7. Finalizado el tiempo de ensayo, se selecciond las bacterias con mayor

tasa de turbidez, haciendo un promedio de los datos por cada bacteria.

-y

=t » Pesticida (LORSBAN 480)

- #  Caldomineral

Figura 57. Esquema de ensayo de turbidez usado para colonia por duplicado.

3.4. Identificacion bioquimica

Para la identificacion bioquimica se enviaron las 3 cepas completamente
aisladas al laboratorio DISERLAB ubicado en la Universidad Pontifice Catolica
del Ecuador (PUCE).

Previo a esto se realizaron pruebas de oxidasa se utilizo las tiras reactivas de la
marca HARD DIAGNOSTICS. , mientras que para la pruebas de catalasa se

utilizo el porta objetos y agua oxigenada.

3.5. Pruebas de degradacion de pesticidas

3.5.1. Variable Independiente



48

Tabla 8.

Disefo experimental.

Factores Niveles Tratamientos Repeticiones
M1 T1: M1C1
M2 T2: M1C2
Especies
M3 T3: M2C1
T4: M2C2 2

(Erlenmeyer)

X Tratamiento.

C1 T5: M3C1
Concentracion
T6: M3C2
Cc2 T1: M1
T2: M2

3.5.2. Variable Dependiente
Absorbancia msp pm

Conteo microbiano==» UFC’s

3.5.2.1.Medicion de absorbancia.

Se utilizé cubetas 1 cm de diametro donde se coloca 1ml de la solucion que se
encuentra en el Erlenmeyer y se coloca en el equipo GENESIS 10S UV - VIS

Spectrohotometer, a una longitud de onda de 300.
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3.5.2.2. Conteo Microbiano

Para el conteo microbiano se utilizo el equipo Colony Counter Digital, se simulo
un cuarteo en la caja petri, para realizar el conteo del cuadrante superior

izquierdo, y posterior obtener el nUmero total de las colonias existentes.
3.6. Medicién de parametros cinéticos

Los pardmetros cinéticos son: tasa de crecimiento microbiano, tasa de
biodegradacion, tiempo de vida media, eficiencia, los cuales estan detallados a

continuacion.

3.6.1. Determinacion de la tasa de crecimiento

El crecimiento microbiano es el nimero unidades formadoras de colonia (UFC’s)
en funcion del tiempo, para su determinacion se emplea la Ecuacion 1 indicada
a continuacion:

_ Ln(N2)-Ln(N1)
- t2—t1

(Ecuacion 1)
Donde: y, es la tasa de crecimiento microbiano, N1 es el numero de UFCs/ml al

t1 de 4 horas, N2 es el nimero de UFCs/mL al t> de 24 horas.

3.6.2. Transformacién de valores de absorbancia a concentracion

Para el efecto se empled la formula de Lamber- beer. Para determinar los valores
se emplea la ecuacion 2.
A= €xCxl (Ecuacion 2)

Donde:

e: Constante de absorbancia especifica

A: es absorbancia

C: concentracion

I: Longitud de la celda.
Para los calculos se tom6 en cuenta la formula celular y la formula del pesticida:
- Formula del pesticida.

CoH11CL3NOPS
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- Formula celular:
CsHsON

Los célculos se detallan en los anexos 4-5-6.

3.6.3. Determinacién de la tasa de degradacién

Es un parametro especifico de cada cepa, refleja la velocidad con que el
microorganismo degrada el contaminante (pesticida), es decir, la cantidad de
contaminante que se elimina en una unidad de tiempo. La tasa de degradacion
se calcula por la formula modificada de Monod, considerando el proceso como
una reaccion de primer orden. Para determinar la tasa de degradacion se emplea
la ecuacion 3.

LnCo
C

=Kxt (Ecuacion 3)

A continuacion, se presenta un esquema de los ensayos utilizados para cada

cepa bacteriana.

|

Tubo A e
Pesticida - /l \
(Lorsban S480) J
/ \
- \

Solucién / | \
NUtritiva qe— /
con M.O h J -

— —

Figura 58. Esquema del ensayo de degradacion usado para cada bacteria
seleccionada por duplicado.
Tubo A: Toma de muestra para la determinar la tasa de crecimiento bacteriano

y para medir al absorbancia.
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Del Tubo A se tomé un volumen de 5 yL y se sembrd en agar nutritivo, se dejo
incubar por 24 horas para el conteo de colonias presente. Dicho proceso se
realizo durante 30 dias, se tom6 muestra a las 4 y 24, horas, al dia 15 y al dia
30.

3.6.4. Determinacién de tiempo de vida media

Determina el tiempo necesario para consumir el 50 % de la concentracion del

pesticida. Para lo cual se empleard la ecuacion 4 mostrada a continuacion:

% — ZIn(05) “‘Iﬁ‘)'s) t (Ecuacion 4)

Ddnde: t +; es el tiempo de vida media.
K es la tasa de degradacion.

3.6.5. Determinacion de la eficiencia en porcentajes

La eficiencia es un parametro empleado para conocer la capacidad de la bacteria
en degradar el pesticida a lo largo de un tiempo, se mide en porcentaje. Para ello

se empleara la siguiente ecuacion 5:

y = Cfc—ioo (Ecuacion 5)

Doénde: cf es la concentracion final, co es la concentracion inicial.
Analisis de resultados

Para analizar los resultados se utilizara el programa estadistico INFOSTAT, el
analisis de varianza se utiliza para demostrar la variaciéon de datos de un solo
lote o entre varios, se determina la significancia y demostrar que los datos tienen
diferencias dependiendo de las variables y constantes encontradas en el

experimento (Faraway, 2002).

Para el estudio se utiliz6 el programa antes mencionado, donde se identificé las
diferencias significativas entre los tratamientos (cepas), complementando con

pruebas Normalidad (Shapiro - Wilk) y con pruebas de Tukey.



52

4. RESULTADOS

4.1. Colonias identificadas

De las tres siembras realizadas se obtuvieron un total de 15 colonias de las

cuales solo doce tenian morfologia diferente.

Tabla 9.

Identificacion de las 15 cepas.

CEPA FOTO
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H -

¥

K .

El nimero bajo de colonias obtenidas durante las siembras puede estar
relacionado con el nivel de pH del suelo, el valor medido del suelo estudiado, fue
de 4 que corresponde a un pH acido. El pH del medio afecta directamente al
crecimiento microbiano (Zak, 1973).
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Fernandez et al., 2011 menciona que el pH alcalino es esencial para lograr la
degradacion de Clorpirifds. Los microorganismos tienen la capacidad de tolerar
factores ambientales extremos, altas temperaturas o bajos pH, pero no las dos

al mismo tiempo.
4.2. Pruebas de Turbidez
Resultados de Turbidez de las siete cepas seleccionadas.

Tabla 10.

Resultados de turbidez a los 7 dias.

No. Cepa Foto

1 Al
2 A2
3 Bl




5 C1
6 Cc2
7 D1
8 D2
9 F1
10 F2
11 Hl
12 H2
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Figura 59. Crecimiento bacteriano de las especies seleccionadas

Los resultados obtenidos evidencian que la capacidad de degradar pesticidas
organofosforados como el clorpirifos, en suelos afectados dedicados al cultivo
de brdcoli es coman por cuanto, del total de cepas aisladas; el 58,3% de ellas

mostraron la capacidad de degradarlo.



Tabla 11.

Tincién de las cepas seleccionadas.
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Referencia Dilucion  Morfologia  Tincion Foto
Colonia
Gram
Colonia A 1x10°3 Bacilos -
Colonia B 1x10°  Coco Bacilos -
T ¢
ColoniaC  1x1073 Estrepto - 7
bacilos
Esporulados
Colonia D 1x10-3 Micro bacilos -
Colonia F 1x10-3 Bacilos No +

esporulados
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X \
\V’
ColoniaH  1x103 Estrepto + }/,/
_ Poa
bacilo
s ‘ “y
Colonia | 1x103 Bacilos + L -
K
esporulados e -

Fueron seleccionadas las cepas F, H e I, debido a que representaron los

mayores valores de turbidez.

Figura 60. Cepas con mayores valores de turbidez.
4.3. Caracteristicas bioquimicas e identificacién de las especies

Se ejecutaron las pruebas de oxidas y catalasa, dando los siguientes resultados

para la prueba de catalasa: positivos para las cepas F y H, mientras que la cepa
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| fue negativa. En cambio, en la prueba de oxidasa las cepas H e | resultaron

positivas pero la cepa F fue negativa.

Tabla 12.

Taxonomia de las cepas (informe del laboratorio DISLAB).

CepaF CepaH Cepall
Dominio Bacteria Bacteria Bacteria
Filo: Proteobacteria Firmicutes Firmicutes
Clase: Gammaproteobacteria Bacilli Bacilli
Orden: Pseudomonadales Bacillales Bacillales
Familia: Pseudomonasaceae Bacillaceae Bacillaceae
Género: Pseudomonas Bacillus Bacillus
Especie: especies cereus thuringiensis

Colonia F (Pseudomonas sp.)

Pseudomonas sp., son aerdbicas estrictas por ende su metabolismo depende

del oxigeno o en ciertos casos del nitrégeno, su reaccion es positiva ante la

prueba de catalasa, pueden crecer a temperatura que oscila entre los 28° C y

45° C y con pH de crecimiento puede ser menor a 4.5, varias ocasiones se

presentan en forma de cadena, sin embargo casi siempre estdn solas o en

parejas (Brenner, Krieg, & Staley, pags. 323-329).
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La informacion mencionada coincide con lo realizado, el ensayo de degradacion,
donde se realizd un sistema aerobico llevado a 37° C, la prueba de oxidasa es
positiva, catalasa es negativa, la tincion fue Gram Positiva (Brenner, Krieg&
Staley, pags. 323-329).

Colonia H (Bacillus Cereus)

Bacillus cereus, son bacterias anaerébicas facultativas, Gram positivas o0 Gram
negativas, Catalasa positivas, oxidasa-negativas, el crecimiento optimo es a 37
°C, segun, Vessey y Buss (2002), Bacillus cereus estimula la nodulacion en las

leguminosas, lo que mejora la fijacién de nitrégeno por bradyrhizobium.

Las pruebas bioquimicas ejecutadas durante esta investigacion confirman la
informacion, por cuanto, la tincion Gram fue Positiva, catalasa positiva y oxidasa

negativa (Bergey’s.1978).
Colonia | (Bacillus thuringiensis)

Son bacterias anaerobias facultativas, Gram positivas, se presentan de forma
individual, en pares y cadenas. También forman esporas elipsoidales, a veces
cilindricas, parecentales. Crecen en el rango de 10-15 ° C, y la maxima de 40—

45 ° C, son oxidasa negativas y catalasa positivas (Bergey's.1978).

Estos parametros, concuerdan con los datos experimentales, que muestran una
prueba de Gram positiva, oxidasa negativa y catalasa positiva, en tanto que el

crecimiento se llevo a cabo a una temperatura de 37° C.

4.4. Pruebas de degradacion

Las constantes de absorbancia especifica de las cepas F, H e | son:
F=0,43

H= 0,32

1= 0,38



Tabla 13.

Variacion de la absorcion en unidades experimentales.

Dia  Pseudomonas  Bacillus Cereus Bacillus Blanco
sp. thuringiensis

Ci1 Cz Ci Co Ci Co Ci Co
1

0.840 0.839 2401 2.805 0.830 0.770 0.173 0.329
3

2458 2.592 3.425 3549 2.184 1.824 0.241 0.462
6

3.607 3.175 3.832 3.706 3.517 2.817 0.254 0.517
9

3.842 3,512 3.881 3.920 3.845 3.399 0.261 0.544
12

3.870 3.651 3.932 3.842 3.891 3.615 0.285 0.551
15

3.883 3.723 3.790 3.809 3.840 3.715 0.341 0.537
18

3.884 3.826 3.724 3990 3.932 3.685 0.391 0.550
21

3.882 3.842 3.869 3.861 3.702 3.714 0.350 0.530
24

3.877 3.812 3.869 3.920 3.737 3.712 0.357 0.571
27

3.822 3983 3.904 3.790 3.773 3.861 0.388 0.603
30

3.901 3.711 2401 2.805 3.622 3.646 0.413 0.638
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En la tabla 13, muestra la absorbancia medida para la concentracion de 800 ppm

durante dia 30 con intervalos de 3 dias, donde los dias con mayor absorbancia

registrada fue el dia 30 con 3.905 para Pseudomonas sp., en el dia 12 con 3.932

para Bacillus cereus, y el dia 18 con 3.932 para Bacillus thuringiensis, mientras

gue para la concentracion de 1600 ppm la mayor degradacion fue para Bacillus

cereus el dia 18 con 3.390, mientras que para Pseudomonas sp., fue de 3.983y

para Bacillus thuringiensis fue de 3.861.

Dénde:



C1 corresponde a la concentracion de 800ppm

C2 corresponde a la concentracion de 1600 ppm
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Los célculos determinan un descenso de la concentracién del pesticida en

conformidad con la Tabla 14.

Tabla 14.

Descenso de la concentracion del pesticida en g.

DiIA Pseudomonas sp. Bacillus Cereus Bacillus Blanco
thuringiensis

Cio Cao Cio Ca) Cio Ca) Cuo) Ca)
1

0.692 1.505 0.671 1.482 0.679 1504 0.615 1.225
3

0.413 1.238 0.335 1.070 0.446 1.322 0.603 1.201
6

0.263 1.149 0.126 0.918 0.217 1.151 0.601 1.192
9

0.236 1.098 0.043 0.886 0.160 1.051 0.599 1.187
12

0.228 1.077 0.033 0.842 0.152 1.014 0.592 1.184
15

0.231 1.066 0.022 0.858 0.161 0.997 0.585 1.189
18

0.235 1.050 0.051 0.864 0.145 1.002 0.576 1.186
21

0.224 1.048 0.065 0.827 0.185 0.997 0.583 1.190
24

0.231 1.052 0.035 0.854 0.179 0.998 0.583 1.182
27

0.237 1.026 0.035 0.842 0.172 0.972 0.577 1.177
30

0.222 1.068 0.028 0.869 0.198 1.009 0.572 1.170
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En la tabla 12, muestra el descenso de la concentracion del pesticida con una
concentracion de 800 ppm fue de 0.222 para Pseudomonas sp., fue de 0.028
para Bacillus cereus, y 0.198para Bacillus thuringiensis, para concentraciones
de 1600 ppm el descenso de la degradacion fue para Bacillus cereus fue de
0.869, mientras que para Pseudomonas sp., fue de 1.068 y para Bacillus

thuringiensis fue de 1.009.

PSEUDOMONAS SP. PSEUDOMONAS SP.
CRECIMIENTO VS DEGRADACIGN 800PPM CRECIMIENTO VS DEGRADACIGN 1600PPM
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Figura 61. Tasa de crecimiento de la bacteria en gramos frente a la degradacion

de pesticidas en gramos de la bacteria Pseudomonas sp.

En la figura 61 se muestra la comparacion de las concentraciones del pesticida
empleado, donde para 800 ppm el crecimiento bacteriano es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende la bacteria
Pseudomonas sp., es eficiente para la degradacion del pesticida. Sim embargo
para concentracion de 1600ppm el crecimiento bacteriano no es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende la bacteria
Pseudomonas sp., no tiene la capacidad de degradar concentraciones altas

como es la de 1600ppm.
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BACILLUS CEREUS BACILLUS CEREUS
CRECIMIENTO VS DEGRADACION 800PPM CRECIMIENTO VS DEGRADACION 1600 PPM
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Figura 62. Tasa de crecimiento de la bacteria en gramos frente a la degradacion
de pesticidas en gramos de la bacteria Bacillus cereus.

En la figura 62 se muestra la comparacion de las concentraciones del pesticida
empleado, donde para 800 ppm el crecimiento bacteriano es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende la bacteria Bacillus
cereus., es eficiente para la degradacion del pesticida. Sim embargo para
concentracion de 1600ppm el crecimiento bacteriano no es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende la bacteria Bacillus
cereus., no tiene la capacidad de degradar concentraciones altas como es la de
1600ppm.

BACILLUS THURINGIENSIS BACILLUS THURINGIENSIS
CRECIMIENTO VS DEGRADACION 800PPM CRECIMIENTO VS DEGRADACION 1600 PPM
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Figura 63. Tasa de crecimiento de la bacteria en gramos frente a la degradacion

de pesticidas en gramos de la bacteria Bacillus thuringiensis.
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En la figura 63 se muestra la comparacion de las concentraciones del pesticida
empleado, donde para 800 ppm el crecimiento bacteriano es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende la bacteria Bacillus
thuringiensis., es eficiente para la degradacién del pesticida. Sim embargo para
concentracion de 1600ppm el crecimiento bacteriano no es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende la bacteria Bacillus
thuringiensis., no tiene la capacidad de degradar concentraciones altas como es
la de 1600ppm.

BLANCO BLANCO
CRECIMIENTO VS DEGRADACION 800PPM CRECIMIENTO VS DEGRADACION 1600PPM
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Figura 64. Tasa de crecimiento de las bacterias en gramos frente a la

degradacion de pesticidas en gramos — Blancos.

En la figura 64 se muestra la comparacion de las concentraciones del pesticida
empleado, donde para 800 ppm el crecimiento bacteriano es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida sin embargo es baja debido a que
se usO un consorcio bacteriano, si hay degradacion. Sin embargo para
concentracion de 1600ppm el crecimiento bacteriano no es inversamente
proporcional al de la degradacion del pesticida, por ende el consorcio bacteriano
no tiene la capacidad de degradar concentraciones altas como es la de
1600ppm.

Una vez comparada las gréficas de la concentracién de 800ppm, Bacillus cereus

una tasa de crecimiento de 3.907 mientras que la degradacion es de 0.110,
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mientras que la bacteria Bacillus thuringiensis el crecimiento fue de 3.905 pero
no su degradacion es de 0.039 y por ultimo la bacteria Pseudomonas sp., tuvo

un crecimiento de 3.891 y su degradacion fue de 0.042.

Pese a que no se obtuvo una degradacién completa debido a que la
concentracion del pesticida es muy alta, Bacillus cereus una tasa de crecimiento
de 3.919 mientras que la degradacién es de 0.018, mientras que la bacteria
Bacillus thuringiensis el crecimiento fue de 3.983 pero no su degradacion es de
0.011 y por ultimo la bacteria Pseudomonas sp., tuvo un crecimiento de 3.861 y

su degradacion fue de 0.013.
45. Determinacion de datos cinéticos
45.1. Tasade crecimiento

Tabla 15.

Tasas de crecimiento comparativo (l).

Especies dhoras 24 horas InN; InN; Tl

Pseudomonas sp.

61 244 4.11 5.50 0.26
Bacillus cereus
59 360 4.08 5.89 0.29
Bacillus
thuringiensis 9 29 220 337 0.15
Blanco 7 46 195  3.83 0.18

En el estudio realizado por Castafieda en el 2016, menciona que Bacillus cereus
se incubo durante 24 horas y se obtuvo un crecimiento de 300 colonias, estos

datos son similares a los obtenidos durante este estudio, donde se obtuvo 360.

De manera similar Arrieta et al (2004), analizo Bacillus thuringiensis incubandola
por 24 horas obteniendo en el conteo 300 colonias, mientras que los resultados
mostrados en la tabla 12 son inferiores, esto puede deberse a la combinacién

del pH con otras variables, como la disponibilidad de nutrientes (Ca, Mg, K), el
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contenido de arcillas y la textura del suelo, las variables mas importantes
(Maduell et al. 2005).

El estudio de Santillana. (2006), de produccién de biofertilizantes con una
especie Pseudomona sp., reproducida en agar sacarosa, e incubada durante 24
horas, muestra que el crecimiento es minimo, con apenas 5 colonias, mientras

gue durante esta investigacion muestran un crecimiento de 244 colonias.

LNCO/C COMPARATIVO 800 PPM

Bacillus cereus == Bacillus thuringiensis =—h— Pseudomonas sp.
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Figura 65. Tasa de crecimiento de la bacterias empleadas para la concentracion

800ppm.

El crecimiento microbiano bajo la concentracion de 800ppm, Bacillus cereus
tiene un crecimiento de 3.369 g/dia, Pseudomonas sp., para el crecimiento fue
de 1.396 g/dia y por ultimo la bacteria Bacillus thuringiensis tuvo un crecimiento
de 1.285 g/dia.
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Figura 66. Tasa de crecimiento de la bacterias empleadas para la concentracion
1600 ppm.

El crecimiento microbiano bajo la concentracién de 1600ppm, Bacillus cereus

tiene un crecimiento de 0.611g/dia, Bacillus thuringiensis tuvo un crecimiento de

0.403 g/dia y por ultimo la bacteria. Pseudomonas sp., para el crecimiento fue
de 0.462 g/dia.

4.5.2. Tasa de degradaciéon

Tabla 16.

Célculos de la tasa de degradacion InCo/C.

Pseudomonas sp. Bacillus Cereus Bacillus thuringiensis Blanco
C1 c2 C1 c2 Cc1 c2 Cc1 c2
P(g) InCo/  P(Q) InCo/  P(Q) InCo/  P(9) P(9) P(9) P(g) P(9) InCo/ P(9) P(9) P(g) InCo/
c [ C c C
0.8 0 1.6 0 0.8 0 16 0 0.8 0 16 0 08 0 1.6 0
069 014 150 006 067 017 148 007 067 016 150 006 061 026 148 007
1 7 2 4 1 7 2 7 9 5 4 3 5 3 6 4
041 066 121 028 033 088 107 040 044 058 132 019 060 028 109 037
3 4 0 1 5 5 0 3 6 5 2 2 3 3 5 9
026 111 112 035 012 186 091 055 021 130 115 0.33 060 028 090 057
3 2 1 7 6 7 8 7 7 9 1 0 1 7 4 1
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023 122 108 039 004 293 088 059 016 161 1.05 042 059 028 085 058
6 2 1 3 3 6 6 2 0 1 1 1 9 9 2 4

022 125 106 040 0.03 320 084 064 015 166 101 045 059 030 084 063
8 5 4 8 3 9 2 3 2 2 4 7 2 1 5 8

023 124 106 041 002 372 085 0.62 016 160 099 047 058 031 085 063
1 6 1 1 2 4 8 4 1 5 7 4 5 3 2 1

023 122 104 042 005 275 086 061 014 171 100 046 057 032 087 0.60
5 7 2 9 1 8 4 6 5 1 2 8 6 8 4 5

022 127 104 042 006 252 082 066 018 146 0.99 047 058 031 084 064
4 4 4 7 5 0 7 0 5 7 7 3 3 6 3 0

023 124 104 042 003 313 085 062 017 150 099 047 058 031 085 062
1 3 7 4 5 4 4 9 9 1 8 3 3 7 8 3

023 121 102 044 003 313 084 064 017 153 097 049 057 032 084 063
7 6 4 7 5 4 2 3 2 9 2 9 7 7 5 9

022 128 106 040 002 336 086 061 019 139 100 046 057 033 086 061
2 5 9 4 8 9 9 2 8 6 9 2 2 5 7 3

A continuacion se muestra las gréaficas de tasa de degradacion de las especies

empleadas.

DEGRADACION COMPARATIVA 800 PPM
Bacillus cereus  —f=—Bacillus thuringiensis == Pseudomonas sp.
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Figura 67. Tasa de degradacion comparativa de las bacterias empleadas bajo la
concentracion 800 ppm.

La experimentacion muestra que Bacillus cereus, es la de mayor tasa de

degradacion de clorpirifos con 0,110 g/dia, en tanto que entre las bacterias
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Pseudomona sp., y Bacillus thuringiensis, no se observan diferencias
significativas; 0,039 y 0,042 g/dia, respectivamente; bajo la concentracion de 800

ppm.

DEGRADACION COMPARATIVA 1600 PPM

Bacillus cereus —i— Bacillus thuringiensis —t— Pseudomonas sp.
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Figura 68. Tasa de degradacion comparativo de las bacterias empleadas con

la concentracion 1600 ppm.

Mientras que bajo concentracién 1600 ppm, Bacillus cereus, presenta una tasa
de 0,868 g/dia y Pseudomona sp, Bacillus thuringiensis 1.07 y 1.009 g/dia

respectivamente.

Tabla 17.

Tasas de degradacion de pesticidas comparativas (k)

Pseudomonas Bacillus Bacillus Blanco
sp. Cereus thuringiensis
800 0.039 0.110 0.0425 0.0025
PPM
1600 0.012 0.019 0.0138 0.0186

PPM




4.5.3. Tiempo de vida media

Tabla 18.
Tiempo de vida media presentada en dias.

71

Pseudomonas Bacillus Bacillus Blanco

Sp. cereus thuringiensis
800 PPM 17.66 6.3 16.32 281.53
1600 PPM 59.13 37.62 50.6 37.27

Los tiempos de vida media de un contaminante, son relevantes para determinar

el tiempo necesario para su degradacion o necesarios para que su concentracion

se reduzca a niveles inferiores a los establecidos en la legislacion ambiental.

Para Bacillus cereus la degradacion completa del clorpirifos (800ppm), es de

56.7 dias; en tanto que para degradar 1600ppm, se requieren 338.58 dias.

Para Pseudomona sp., y Bacillus Thuringiensis; los tiempos necesarios son
158.94 y 146.88 dias, bajo 800ppm, y bajo 1600 ppm 532.17 y 455.4 dias,

respectivamente.

45 4. Eficiencia

Tabla 19.

Eficiencia de las especies empleadas.

Pseudomonas Bacillus

Bacillus Blanco

sp. cereus thuringiensis
800 PPM 72.32% 96.54% 75.24% 28.45%
1600 PPM 33.18% 45.73% 37.05% 45.33%

La eficiencia de la degradacion de Bacillus cereus, es de 96.53%, bajo la

concentracion de 800ppm, en tanto que bajo 1600ppm es de 45.73%. Estudios

realizados por Z. Y. Liu. (2012), demuestran que Bacillus cereus tiene un

porcentaje de eficiencia de degradacién de clorpirifos de 78.85%, bajo la

temperatura 30°C y al bajar la temperatura a 25 °C, la eficiencia es de 75.76%.
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Estos datos son menores a los encontrados por nosotros, sin embargo; hay que
resaltar que estas pruebas se obtuvieron bajo concentraciones de 100 ppmy que
al pasar a 150 ppm el rendimiento bajo a 37.59%. Nuestras pruebas, se
ejecutaron bajo concentraciones de 800 y 1600ppm.

Para las cepas Pseudomona sp., y Bacillus thuringiensis, son de 72.32y 75.23%
bajo Cy; y bajo C2 33,17 y 36.96% respectivamente.

El estudio realizado por Wu. 2013, muestra que Bacillus Thuringiensis, degrada
clorpirifos con una concentracion de 100 ppm, en 24 horas con una eficiencia de
83.94%, llegando a 88.99% a las 48 horas. La degradacién de clorpirifos en el
suelo con Bacillus Thuringiensis, tiene una eficiencia del 83.1%, bajo un pH 7.2,
y una temperatura de 30 °C. (Aceves, 2015, Pag.213-219).

La cepa Pseudomona sp., degrada clorpirifos bajo un pH de 8, con una
concentracion de 100ppm, a una temperatura de 28°C, en un tiempo de 120
horas, con una eficiencia del 84%, en tanto que a 168 horas con una eficiencia
de 91,7% (Singh.2009). Estos resultados son cercanos a los valores obtenidos
en nuestro estudio con relacion a la eficiencia, sin embargo; en el tiempo es

menor al nuestro.

Otros microorganismos capaces de degradar clorpirifos en medio liquido
pertenecen a los géneros: Enterobacter, Alcaligenes, Lebsiella, Providencia,
Pseudomonas, Leuconostoc, Lactobacillus, Serratia y Synechocystis (Ghanem
et al., 2007; Surekha et al., 2008; Xu et al., 2007; Madhuri & Rangaswamy, 2009;
Awad et al., 2011; Singh et al., 2011,Pag 2855-2862.). Especies bacterianas en
las cuales se ha identificado la capacidad de degradar clorpirifos, son las
bacterias Vigna unguiculata, Achromobacter sp., Ochrobactrum sp.
Achromobacter xylosoxidans y Ochrobactrum sp (Akbar.2016). La cepa Bacillus
sp, degrada clorpirifos con una eficiencia del 97% en periodos de 120 horas
(Bhatia, 2010, Pag. 104-109).

Bacillus pumilus, puede degradar altas concentraciones del pesticida clorpirifos,

de 900ppm en 14 dias (Anwar et al. 2009), mientras que Streptomyces
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chattanoogensis puede degradar 50 ppm en tan solo 24 horas (Bricefio et al.
2012).

La capacidad de degradar clorpirifos, también se ha detectado en hongos, asi
Bumpus et al. (1993) en su estudio, sefiala que el hongo Phanerochaete
chrysosporium degrada clorpirifos en medio liquido, con una eficiencia del 27.5%
durante un periodo de incubacién de 18 dias. En suelos dedicados al cultivo de
banano, Phanerochaete chrysosporium, degrada muy bien clorpirifos (Lopera,
2004).

4.6. Analisis estadistico
Los datos analizados en la prueba de Normalidad son normales.

Tabla 20.
Pruebas de Shapiro —Wilks (Normalidad).

Variable N Media D.E wW* p (Unilateral D)

Degradacion 14 1.15 1.02 0.73 < 0.0001

Tabla 21.

Analisis de Resultados

Variable N R? R Aj Cv

Degradacion 14 1.00 0.99 6.71




Tabla 22.

Cuadro de significancia de la Varianza (SC tipo IlI).

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 13.43 7 1.92 319.69 <0.0001
Tratamiento  13.39 6 2.23 371.90 <0.0001
Especie 0.00 0 0.00 sd Sd
Error 0.04 6 0.01
Total 13.47 13
Tabla 23.
Tukey de Cepas.
Alfa= 0.05 DMS= 0.10946
Error: 0.0060 gl: 6
Especies Medias n E.E
Sin Especie 0.47 2 0.05 A
Pseudomonas sp. 0.84 4 0.04
Bacillus 0.93 4 0.04
thuringensis
Bacillus cereus  2.03 4 0.04 C

Tabla 24.

Tukey de Tratamientos.

Alfa= 0.05 DMS= 0.10946
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Error: 0.0060 gl: 6

Tratamientos Medias N E.E

2 0.40 2 0.05 A

6 0.46 2 0.05 A

4 0.69 2 0.05 A

1 1.28 2 0.05 B

5 1.40 2 0.05 B

3 3.37 2 0.05 C

Debido a que el p valor para las pruebas son significativos >0,05; se acepta la
hipétesis Nula que menciona que la tasa de degradacion de pesticidas
organofosforados depende de la especie microbiana empleada. Los factores a

analizados fueron: especie y tratamientos.

En el andlisis de varianza se muestra que si hay diferencia significativa para el
factor especie, sin embargo; la escala de valores es muy baja que el programa
no los analiza, mientras que en la variable tratamiento si existen valores

significativos.

El coeficiente de variacion es de 6.71, lo que indica los resultados son favorables
puesto que en laboratorio se espera tener un CV menor a 10, en invernadero 20

0 menos y en campo abierto 30 0 menos.

Las pruebas de Tukey, corroboran los resultados obtenidos de las variables
analizadas, donde la variable especies hay diferencia para la Bacillus cereus sin
embargo existe similitud para Bacillus thuringensis y Pseudomonas sp. Para la
variable Tratamiento, donde T3 tiene un efecto diferente sin embargo para los
TO, T2,T4,T6 tienen el mismo efecto debido a que la concentracion de pesticida
es demasiado altay T5 y T1 tienen efecto similar debido a que las especies eran

diferentes pero la misma concentracién de 800ppm.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los suelos impactados por la aplicacion continua de clorpirifos, contienen
microorganismos capaces de degradarlo, tales como: Bacillus cereus, Bacillus
Thuringensis y Pseudomonas sp.

Las pruebas de degradacion de clorpirifos, muestran que la especie con mayor
eficiencia fue Bacillus cereus, (la eficiencia se mide en términos de porcentaje)
con un porcentaje promedio de 96.5%, para las especies Bacillus Thuringensis
y Pseudomonas sp., fueron 72.32% y 75.24% respectivamente. Mientras que
para la concentracion de 1600 ppm la eficiencia de Bacillus cereus fue de vy

45.7% y para Bacillus Thuringensis y Pseudomonas sp., 33.18% y 45.33%.

La especie Bacillus cereus tiene una mejor eficiencia a concentraciones menores

a 800 ppm, mientras que para concentraciones mayores el crecimiento se inhibe.

La tasa de degradacion del pesticida en las cepas experimentales es cercana a
las tasas encontradas en otros estudios, con un valor de 0.11 y 0.018, bajo 800

y 1600 ppm respectivamente.

La tasa de crecimiento microbiano es de 0.29 (Bacillus cereus), valor que refleja

la eficiencia mostrada en el tratamiento del pesticida.

El menor tiempo de vida media de tratamiento se observa en la especie Bacillus

cereus con 6.3 diasy 37.5 dias bajo 800 y 1600ppm respectivamente.

El incremento de la concentracion del pesticida incide sobre la sobre la tasa de
degradacion, eficiencia y tiempo de vida media del pesticida, en todas las

bacterias empleadas.



1

5.2 Recomendaciones

Repetir la experimentacion, empleando como metodologia de analisis
cromatografia de gases para una evaluacién precisa de la degradacion del
pesticida y evitar la ejecucién de complicados calculos de transformacion de

valores de biomasa celular a concentracién de pesticida.

Ampliar la gama de variables que inciden sobre la degradacién del pesticida en

condiciones reales, tales como: humedad, temperatura, pH y conductividad.

Ejecutar las pruebas de degradacion con las cepas experimentales empleadas

en pruebas de microcosmos en suelo.
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Anexo 1. Conteo Microbiano de la cepa F

Anexo 2. Pruebas de oxidasa y catalasa de la cepa H.




Anexo 4. Calculo de los gramos de bacteria con diluciéon 1:1090

Pseudomonas sp.

Bacillus Cereus

Bacillus thuringiensis

Cire Core Cire Core Cire Care
Cl p C2 p Cl p C2 p Cl p C2 p
0.16 0.17 0.15 0.14 0.20 0.20 0.18 0.19 0.17 0.20 0.15 0.15
95 46 87 47 16 97 02 51 69 71 37 18
0.56 0.66 0.66 0.48 0.82 0.64 0.79 0.87 0.53 0.58 0.36 0.51
17 27 34 43 45 82 99 99 98 21 57 45
0.83 0.86 0.80 0.62 1.10 1.03 1.10 1.05 0.92 0.92 0.8 0.73
85 09 41 42 28 26 15 98 51 35 40 71
0.89 0.89 0.85 0.73 1.19 1.19 1.12 1.14 1.00 1.02 0.90 0.83
51 15 10 95 89 99 09 23 74 00 61 22
0.90 0.90 0.86 0.79 1.21 1.21 1.19 1.20 1.01 1.03 0.96 0.89
18 88 69 08 99 06 50 64 78 47 27 33
0.90 0.89 0.86 0.83 1.21 1.24 1.18 1.16 1.01 1.00 0.92 0.98
49 99 16 06 54 84 50 62 53 91 76 29
0.90 0.88 0.89 0.84 1.19 1.17 1.14 1.18 1.04 1.02 0.94 0.95
52 50 75 45 34 85 94 05 86 62 37 08
0.90 0.92 0.88 0.86 1.16 1.16 1.19 1.24 0.97 0.97 0.95 0.95
46 02 50 48 88 04 79 91 72 20 08 95
0.90 0.89 0.88 0.85 1.20 1.21 1.17 1.18 0.99 0.97 0.94 0.96
34 87 33 18 80 48 46 89 54 28 56 33
0.89 0.89 0.91 0.90 1.20 1.21 1.19 1.20 1.01 0.97 1.00 0.98
02 25 70 06 80 48 60 57 59 20 06 97
0.91 0.92 0.83 0.84 1.21 1.22 1.16 1.15 0.95 0.95 0.98 0.88
03 21 78 89 87 71 11 62 01 59 86 43




Anexo 5. Célculo de los gramos de carbono de la bacteria

Pseudomonas sp.

Bacillus Cereus

Bacillus thuringiensis

Cire Core Cir Core Cire Core
C:1 p C2 p C1 ep C2 p Ci p C: p
0.0 0.11 0.10 009 01 013 0.1 0.12 0.12 0.123 0.09 0.09
71 03 02 14 27 2 14 32 17 08 71 59
035 0.41 041 030 05 040 05 055 034 0.36 0.23 0.32
48 86 90 59 21 9 05 57 09 76 10 49
0.52 054 050 039 06 065 06 066 058 058 043 0.46
96 37 78 42 97 2 96 93 43 33 20 55
056 056 053 046 0.7 075 0.7 072 063 0.64 0.57 0.52
53 30 75 71 57 8 08 14 63 42 23 56
056 057 054 049 0.7 076 0.7 076 064 0.65 0.60 0.56
96 40 75 95 70 5 55 19 28 35 80 42
0.57 056 054 052 0.7 078 0.7 073 064 0.63 0.58 0.62
15 84 42 46 68 8 48 66 13 73 58 08
0.57 055 056 053 0.7 074 0.7 074 066 0.64 059 0.60
17 89 69 34 54 4 26 56 23 81 60 05
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ANEXO 6. Resultados de la identificacion Bacteriana Cepa H
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RESULTADOS DE LA MUESTRA N°: MAg-68-2018

1.- IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: H

Taxonomia | H
| Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: cereus
No. Pruebas bioquimicas H
T Coloracion Gram Gram positivos
2 Agar Sangre €
3 Agar Mac Conkey NC
4 Hemolisis Beta-hemolitico
5 Catalasa +
5 Oxidasa . =
6 Motilidad +
7 Simons citrato +
8 Ureasa =
9 Fermentacion de la Glucosa +
10 |Fermentacidn de la Lactosa -
11 | D-Xilosa -
12 | D-Mannitol -
13 | Indol -
14 | Lisina descarboxilasa ‘ -
15 | Oinitina descarboxilasa [ -
16 | Produccion de H,S -
17 Produccion de gas -
19 | Voges proskauer +
20 |Reduccidn del Nitrato +
21 | Crecimiento en NaCl al 7% C
22 | Hidrdlisis del almidon B
23 | Hidrdlisis de la caseina +
24 | Hidrdlisis de la gelatina +
Resultado H
Género y especie Bacillus cereus
Metodologia Pruebas bioquimicas

C: Crecimiento; NC: No hay crecimiento
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Anexo 7. Resultados de la identificacion Bacteriana Cepa |

®

«'\|| DISerLAB

| Pontificia Universidad o
¢ Mg - Diagnéstico, Investigacin
&lé Catdiica del Ecuador . > P U c Servicios, Laboratorios

Av. 12 de Octubre y Patria
RUC: 1790105601001
Telef: 2991727

Fax: 2991726

Quito - Ecuador

2.- IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: |

Taxonomia |
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: thuringensis
No. Pruebas bioquimicas !
1 Coloracién Gram Gram positivos
2 Agar Sangre €
3 Agar Mac Conkey NC
4 Hemodlisis Beta-hemolitico
5 Catalasa o
6 Oxidasa -
7 Motilidad =
8 Simons citrato =
9 Ureasa -
10 Fermentacion de la Glucosa +
11 Fermentacion de la Lactosa -
12 D-Xilosa -
13 D-Mannitol -
14 Indol -
15 Lisina descarboxilasa -
16 Qinitina descarboxilasa -
17 Hidrdlisis de la gelatina +
18 Hidrdlisis de la caseina +
19 Crecimiento en NaCl al 5% +
Resultado ]
Género y especie Bacillus thuringensis
Metodologia Pruebas bioquimicas

C: Crecimiento; NC: No hay crecimiento

3.- IDENTIFICACION: F (Se aislan dos bacterias):
Bacillus cereus  (F1)
Pseudomonas spp.(F2)

Resultado

F1

" | Género y especie

Bacillus cereus

Metédologia

Pruebas bioquimicas
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Anexos 8. Resultados de la identificacion Bacteriana Cepa F

DISerLAB

Av. 12 de Octubre y Patria
E-MAIL: diserlab@puce.edu.cc

&' % Pontificia Universidad 2o R
P € 2 b, Diagnasfico, Investigacién RUC: 1790105601001

'] Catolica del Ecuadaor . P U c E Servicios, Laboratorios Telef: 2991727

Fax: 2991726

Quito - Ecuador

Taxonomia F2
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonasaceae
Género: Pseudomonas
Especie: especies

Pruebas bioquimicas F2
Coloracion Gram Gram negativos
Agar Sangre C
Agar Mac Conkey C
Agar King B e
Catalasa +

2
o

W (N[ | B WK |

Oxidasa &
Motilidad

Simons citrato 3

o

Ureasa S

Fermentacion de la Glucosa -

Fermentacion de la Lactosa -
Indol -
Produccion de H,S -

[y
o

=
w

=
(2}

Produccién de gas -
Resultado F2

s
~

Género y especie Pseudomonas spp.

Metodologia Pruebas bioquimicas

C: Crecimiento
Resultado vélido solo para las muestras analizadas
INFORMACION:

Las muestras analizadas N® MAg-68-2018 llegan en caja petri con medio de cultivo.
W A /

SELLO DEL LABORATORIO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD
CATOLICA DEL ECUADOR

DISerLAB - PUCE

Leda. Vismeli Santana
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Anexo 9. Permiso de Investigacion.

CD

FRIO DEL AMBIENTE

—]

Oficio Nro. MAE-DNB-2018-0803-O

Quito, D.M., 27 de agosto de 2018

Asunto: SOLICITUD DE CERTIFICADO

Sefiorita
Valerie Arabel Valdiviezo Vilema
En su Despacho

De mi consideracion:

En respuesta a lo solicitado por la estudiante de la Universidad de las Américas, Valerie
Arabel Valdiviezo Vilema, me permito indicar que en base a la metodologia presentada,
en su plan de tesis a esta cartera estado se determina que para realizar su estudio no
necesita acceder a un permiso de Investigacion en base a la normativa ambiental vigente.

ART. 6.- Toda investigacion cientifica relativa a la flora y fauna silvestre a realizarse en
el Patrimonio Nacional de Areas Naturales por personas naturales o juridicas, nacionales
0 extranjeras, requiere de la autorizacion emitida por el Distrito Regional
correspondiente.

Fuera del Patrimonio Nacional de Areas Naturales, no se requiere autorizaciéon de
investigacion, salvo que el proyecto respectivo implique la recoleccion de especimenes o
muestras.

Con sentimientos de distinguida consideracion.

Atentamente,

Documento firmado electronicamente
Sr. Santiago Daniel Silva Lachard
DIRECTOR NACIONAL DE BIODIVERSIDAD

Referencias:
- MAE-S$G-2018-9726-E

Anexos:
- 97260646400001533324272.pdf

Direccién: Calle Madrid 1159 y Andalucia e Cédigo Postal: 170525 / Quito e Ecuador . Teléfono: 593-2 398-7600

* Documento firmado electrénicamente por Quipux






