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Resumen

El uso excesivo de agroquimicos es una de las principales causas de contaminacion para
los suelos, lo que origina un desequilibrio socioambiental debido al deterioro que estos ejercen
sobre la biota. Una alternativa bioldgica para reducir la contaminacién del suelo es la
biodegradacion. El desarrollo de esta investigacion permitié evaluar la capacidad de degradacion
de la microbiota presente en el suelo, frente al compuesto quimico carbofurano, el cual ha sido
usado para controlar plagas en los cultivos de papa criolla Solanum phureja (Juz. et Buk) de la

vereda San Agustin municipio de Mutiscua, provincia de Pamplona.

Inicialmente se evaluaron las condiciones fisicoquimicas y ambientales del suelo puesto que
estos pardmetros influyen en la actividad metabdlica de los microorganismos, posteriormente se
aislaron e identificaron microorganismos autdctonos y se evalud su capacidad de crecer en tres
concentraciones diferentes de carbofurano; los microorganismos mas eficientes fueron
caracterizados por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y con ellos se

realizaron ensayos de biodegradacion.

Mediante el uso de reactores bioldgicos, se determind la capacidad de degradacién de cada
microorganismo hacia el carbofurano, la cuantificacion del compuesto se realizd por
espectrofotometria UV/Vis, el crecimiento bacteriano se control6 por conteo de UFC/ml,
mientras que en los hongos se estim6 el peso seco. La biodegracién por consorcios de
microorganismos se hizo directamente en suelos y se evalud por cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas (GC/MS).

Se encontro que el suelo con antecedentes de fumigacion presenta variacion en los parametros
fisicoquimicos respecto al suelo control, lo que pueden afectar o favorecer la actividad de los
microorganismos. En el aislamiento e identificacion se encontraron siete bacterias y siete
hongos. Por su capacidad de tolerar el carbofurarno las bacterias Bacillus mycoide, Pseudomonas
sp. Serratia marcescens, y los hongos Aspergillus niger, Mucor sp. y Trichoderma sp. fueron

seleccionados para los ensayos de degradacion. Se encontré que durante quince dias la remocion
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de carbofurano ocurre en porcentajes de 54 %, 71 % y 56 % en el orden de las bacterias
descritas, mientras que los hongos degradan respectivamente el 57 %, 73% y 81,6 % del

xenobiético.

Por otra parte, la degradacion por parte del consorcio de microorganismos, indica que en

quince dias logran remover el 91,7% del pesticida en el suelo.

La degradacion bioldgica del carbofurano, se debe posiblemente a que los microorganismos
utilizan el compuesto como fuente de nutrientes (carbono y/o nitrégeno), y para ello han
adaptado sus mecanismos genéticos a procesos metabdlicos enzimaticos que por sintesis oxidan,
hidrolizan e hidroxilan el carbofurano, reduciendo la toxicidad del compuesto mediante actividad

cometabdlica o por mineralizacion completa.

Palabras claves: cinética, degradacidn, microorganismos, pesticidas.
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Abstract

The overuse of agrochemicals is one of the main causes of soil contamination, which causes a
socio-environmental imbalance due to the deterioration they exert on the biota. One of the
biological alternatives to reduce soil contamination is the biodegradation. The development of
this research allowed evaluating the degradation capacity of the microbiota present in the soil,
compared to the chemical compound carbofuran, which has been used to control pests in ““papa
criolla” crops (Solanum phureja) in the village of San Agustin municipality of Mutiscua,

province of Pamplona.

The physicochemical and environmental conditions of the soil were evaluated initially since
these parameters influence the metabolic activity of the microorganisms, later autochthonous
microorganisms were isolated and identified and their ability to grow in three different
concentrations of carbofuran was evaluated, the most efficient microorganisms were
characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and biodegradation tests were

carried out with them.

Through the use of biological reactors, the degradation capacity of each microorganism
towards carbofuran was determined, the quantification of the compound was performed by
UV/Vis spectrophotometry, bacterial growth was controlled by CFU /ml count, while in fungi it
was estimated the dry weight. The biodegradation by consortiums of microorganisms was done
directly in soils and it was evaluated by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GCIMS).

It was found that the soil with a fumigation background presents variation in the
physicochemical parameters with respect to the control soil, which may affect or favor the
activity of the microorganisms. In the isolation and identification process, seven bacteria and
seven fungi were found. Due to its ability to tolerate carbofuran, Bacillus mycoides,
Pseudomonas sp. Serratia marcescens, and the fungi Aspergillus niger, Mucor sp. and

Trichoderma sp. were selected for the degradation tests. It was also found that during fifteen
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days the removal of carbofuran occurs in percentages of 54%, 71% and 56% in the order of the

bacteria described, while the fungi degrade respectively 57%, 73% and 81.6% of the xenobiotic.

Furthermore, the degradation on the part of the consortium of microorganisms indicates that

in fifteen days they achieve to remove 91, 7% of the pesticide in the soil.

The biological degradation of carbofuran is possibly due to the fact that microorganisms use
the compound as a source of nutrients (carbon and / or nitrogen), and for this they have adapted
their genetic mechanisms to enzymatic metabolic processes that synthesize, hydrolyze and
hydroxylase carbofuran, reducing the toxicity of the compound through cometabolic activity or

completed mineralization.

Keywords: Kinetics, degradation, microorganisms, pesticide,
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Capitulo 1
Titulo

Biodegradacion microbiana de carbofurano en suelos de cultivos de papa criolla Solanum

phureja (Juz. et Buk).

Introduccion

El suelo es un recurso esencial para el medio ambiente, sirve de soporte para el desarrollo de
cultivos agricolas y la produccion de alimentos, es el habitat de muchos organismos y ejerce
funciones ecoldgicas fundamentales, este recurso al igual que el aire y el agua ha sido afectado
por el uso indiscriminado de compuestos tdxicos que son vertidos al ambiente causando

contaminacion.

Los plaguicidas tienen el propésito de combatir de manera eficaz organismos que pueden
destruir o poner en peligro la produccion agricola. No obstante, mundialmente se ha dado un uso
indiscriminado de estas sustancias, se estima que anualmente se consume una cantidad de 5,2
millones de estos compuestos (Grube et al., 2011). Esta es una de las razones por la cuales, la
produccion agricola se ha definido como una de las actividades econdmicas que mayores
afectaciones le genera al medio ambiente, debido a que los agroguimicos han convertido los
suelos en depdsitos de desechos toxicos causando preocupacion por el impacto negativo que
ocasiona principalmente al equilibrio de los ecosistemas y a la seguridad alimentaria de la
humanidad (Prashar & Shah, 2016).

El uso de plaguicidas en concentraciones superiores a las recomendadas por los fabricantes o
inclusive en las dosis sugeridas, producen efectos fisioldgicos dafiinos en otros organismos que
viven en el medio debido principalmente a la movilizacion de estos productos a través del aire,
agua y suelo, situacion que afecta en alto nivel a los ecosistemas, produce transformacion de

microorganismos Yy perjudican la salud humana (Flores, 2012).

Uno de los plaguicidas mas utilizados para el control de plagas es el carbofurano (2,3-dihidro-
2,2-dimetilbenzofuran-7-il-metilcarbamato), se trata de un N-metilcarbamato (N-MC) de
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actividad insecticida, acaricida y nematicida de amplio espectro para el control de plagas en una
variedad de cultivos agricolas (Sun, Zhu & Wang, 2012). Se puede encontrar en el mercado con

otros nombres como furadan o carbofurano.

Este compuesto tiene alta toxicidad y relativamente alta solubilidad en agua 351 (mg/L), es
muy movil en el suelo, por lo que representa alto potencial de contaminacion de agua
subterraneas, superficiales y del suelo (Patcharaporn et al., 2013). Ademas, tiene efectos cronicos
en organismos debido a que inhiben la colinesterasa, son neurotdxicos y afectan la reproduccion
(Dong et al., 2018).

En las plantas el carbofurano puede ser absorbido por las raices y transportado a varios de sus
organos, especialmente al borde de las hojas (Zhu, Cao, Sun & Wang, 2013). La captacion del
carbofurano través de la exposicion accidental puede causar toxicidad y muerte en los

organismos y seres humanos (Satar et al., 2005).

Segin la Red de Accion en Plaguicidas y sus Alternativas para América Latina, el
carbofurano esta prohibido en Europa y Canada desde 2008, mientras que, en Estados Unidos,
donde el 45% de las mujeres afroamericanas tiene niveles detectables en plasma, se encuentra
desde el 2009 en proceso de prohibicion total por la EPA (Pinilla, 2014). Actualmente, muchos
paises han restringido el uso de carbofurano en vegetales, arboles frutales, hierbas y té. En
Argentina, Belice, Nicaragua y Chile ha sido restringido por sus efectos mutagénicos vy
ambientales, al comprobarse que es un contaminante de aguas subterrdneas (Observatorio

latinoamericano de conflictos ambientales, 2014).

En Colombia el carbofurano es un compuesto toxicolégico que ha causado altos casos de
letalidad (Marifio, 2015). Sin embargo, este compuesto fue comercializado libremente con el
registro de Venta No. 621 del 4 de noviembre de 1996. (Ministerio del Ambiente, 2010). Solo
hasta el periodo comprendido entre los afios 2009 a 2015, el instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) cancel6 todos los productos cuyo ingrediente activo sea el carbofurano, por no superar los
estandares minimos en prevencién y mitigacion de dafios a la salud humana y al medioambiente
(ICA, 2017).
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La gran persistencia de este compuesto analoga a la de muchos pesticidas de su familia, se
traduce en tiempos de degradacion prolongados, por ende, en efectos adversos a largo plazo

sobre los ambientes cercanos y lejanos al punto de aplicacion (Santucho, 2012).

La provincia de Pamplona se encuentra en la subregion del suroccidente del departamento
Norte de Santander, presenta altitudes por encima de los 2000 metros sobre el nivel del mar y
posee la mayor presencia de paramos en el departamento, con una extension total de 72.166,52
de hectareas. El relieve y la climatologia entre otras caracteristicas, la convierten en una zona
estratégica para el desarrollo de cultivos agricolas, entre los cuales se destacan la produccion de
frutales, hortalizas y tubérculos como la papa criolla, Solanum phureja (Plan de desarrollo para
Norte de Santander 2012-2015).

La presente investigacion permitio identificar que la mayoria de los productores agricolas de
la provincia, utilizan productos quimicos en el manejo de plagas y enfermedades de sus cultivos.
Los residuos de tales productos son adsorbidos por el suelo, generando asi, su contaminacion.
Por la cantidad de amenazas a las que esta sometido el suelo y por la importancia que tiene este
recurso para la existencia de la humanidad, se hace necesario implementar labores para su
conservacion; por ello es fundamental el desarrollo de técnicas de descontaminacion que

permitan recuperar la calidad y el uso de este recurso (Pinilla, 2010).

La degradacion de xenobioticos por parte de la microbiota autdctona, es una opcién potencial
para remediar sitios contaminados, debido a la capacidad metabdlica de los microorganismos
involucrados para utilizar los contaminantes como fuente adicional de carbono y energia
(Rodriguez, 2012), teniendo en cuenta el hecho de que los microorganismos nativos se han
adaptado a la exposicion de plaguicidas después de haber estado en contacto con los suelos
contaminados (Jiménez, 2014). Este mecanismo de degradacion bioldgica requiere
microorganismos adecuados, con habilidad fisiologica y metabdlica para degradar los
contaminantes, bajo condiciones ambientales correctas para que ocurra la degradacion
(Boopathy, 2000). Asi mismo necesita del entendimiento de una serie de procesos ecoldgicos,

fisiolégicos y bioquimicos de las cepas degradantes (Sivagnanam & Jayanthi, 2013).
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En esta investigacion, se procedio inicialmente a aislar y caracterizar bacterias y hongos
autoctonos de los suelos en donde se cultiva papa criolla Solanum phureja, posteriormente, se
estudid la capacidad de biodegradacion de los microorganismos hacia el compuesto quimico
carbofurano y se evaluaron las cinéticas de crecimiento y degradacién. Para lograrlo se recurrié a
técnicas que permiten la cuantificacion del carbofurano como la espectrofotometria UV- Vis
(Tamrakar et al., 2007) y la cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS); esta ultima es
considerada actualmente la técnica preferida para determinar carbofurano, aunque es importante
destacar que el pretratamiento de las muestras es complejo, el andlisis requiere instrumentos

costosos, asi como de operadores capacitados (Liu et al., 2015).

Justificacion

El IDEAM en su libro “El Medio Ambiente en Colombia” afirma que todas las tierras planas
del pais dedicadas a la agricultura intensiva presentan degradacion fisica, quimica y bioldgica,
debido a malas préacticas agricolas y culturales, que producen entre otros factores: salinizacion,
erosion, compactacion y pérdida de nutrientes del suelo (IDEAM, 2004). Por lo anterior, es
necesario buscar alternativas que permitan mitigar los impactos causados al medio ambiente y la
degradacion de los recursos naturales, el mal manejo de todo aquello que nos brinda la naturaleza
no solo es una problematica ambiental, sino que afecta el entorno econdémico y social del pais, ya
que al poseer tierras infértiles se escasearia el trabajo y el alimento incrementando asi la pobreza
de la poblacidn (Serrato, 2013).

La productividad agricola es considerada uno de los mayores causantes del deterioro del suelo
(Vanwalleghem et al., 2017), aunque es una actividad vital, el uso de agroquimicos resulta
dafino para la salud humana y los animales, y se ha demostrado que tiene un impacto ambiental
perjudicial (Sivagnanam & Jayanthi, 2013). El Fondo para la financiacion del sector
agropecuario (Finagro) afirma que las perspectivas de crecimiento para el sector agropecuario en
Colombia son positivas, y se explican principalmente por tres factores: primero el incremento en
la demanda mundial de alimentos que se conjuga con las condiciones geocliméticas colombianas
y permiten el aumento sostenido de la oferta agropecuaria; segundo la evolucién reciente del

sector agropecuario que ha mostrado un crecimiento superior al de otros renglones de la
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economia y tercero el incremento del gasto del Gobierno Nacional dirigido al sector

agropecuario (Finagro, 2014)

El pais no dispone de informacidn precisa sobre area cultivada con papa criolla. Estimativos
de la federacién colombiana de productores de papa (Fedepapa) reportan que este cultivo
corresponde al 10% o 16% del area sembrada en papa comun. Se cultiva en pequefias areas al
margen del cultivo de papa comun, en surcos dentro del mismo, o en huertas familiares. Los
principales departamentos productores en Colombia son Cundinamarca, Boyaca, Narifio,

Antioquia, Cauca, Norte de Santander y Santander (Gomez, 2015).

Los principales municipios productores de papa criolla en Norte de Santander son Mutiscua,
Silos, Chitaga, Pamplona y Cacota los cuales pertenecen a la provincia de Pamplona donde la
principal actividad econdémica es la agricultura, siendo la papa criolla Solanum phureja uno de
los productos mas representativos. Los cultivos en ocasiones se han visto afectados por plagas
como la polilla guatemalteca Tecia solanivora (Povolny), lo cual conlleva a que los agricultores
requieran el uso de insecticidas como el carbofurano; por ello es importante realizar
investigaciones encaminadas a eliminar o reducir las concentraciones de dicho pesticida en estos

suelos.

La biodegradacion es una excelente alternativa para la remocién de xenobio6ticos en los
suelos, pues se basa en la capacidad metabdlica de los microorganismos para generar metabolitos
menos toxicos para el ambiente y lograr una descontaminacion progresiva del suelo. Por este
motivo, se realizd la identificacion de bacterias y hongos autéctonos del suelo problema y se
determind su capacidad de degradacién del carbofurano, estableciendo las cinéticas de dicho
proceso, los resultados permitiran a futuro, hacer la remediacién del xenobi6tico en el suelo

destinado a los cultivos de papa criolla.
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Pregunta de investigacion

¢Cual es la capacidad de los microrganismos nativos para degradar el pesticida carbofurano
presente en los suelos de cultivo de papa criolla Solanum phureja ubicados en la vereda San
Agustin de la Provincia de Pamplona?

Objetivos

Objetivo general.
Evaluar la capacidad que tiene la poblacion microbiana nativa aislada de suelos cultivados

con papa criolla (Solanum phureja) para biodegradar el pesticida carbofurano.

Objetivos especificos.
Determinar las condiciones fisicas, quimicas y medioambientales de los suelos de cultivo de
papa criolla (Solanum phureja), con el fin de establecer dichos parametros técnicos, durante la

biodegradacion del carbofurano a escala de laboratorio.

Identificar poblaciones microbianas nativas que tengan la capacidad de tolerar y biodegradar

el carbofurano.

Estimar la cinética de crecimiento de microorganismos y degradacion del plaguicida
empleando cepas individuales a partir de una solucién acuosa y teniendo en cuenta las variables

que condicionan el proceso de biodegradacion.

Analizar el proceso de biodegradacion en el suelo mediante cromatografia de gases acoplada a

masas.
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Capitulo 11

Marco Referencial

Antecedentes
Las probleméticas por contaminacion ambiental que afectan los recursos naturales han llevado
a los investigadores a realizar trabajos en la busqueda de alternativas que permitan contribuir en

la recuperacion de dichos recursos (Gray, Bewers & He, 2018).

Antecedentes Internacionales.

En su investigacion (Jiménez, 2014) de la Universidad de Veracruzana de México, realiz6 su
trabajo de investigacion de maestria denominado: “Degradacion de los plaguicidas endosulfan
y malatién por cepas bacterianas aisladas de suelo agricola”. De dicho trabajo concluyé que las
bacterias aisladas fueron capaces de metabolizar los compuestos en tan solo 18 dias.

En su investigacion (Medina, 2014) de la Universidad Catdlica De Santa Maria, Arequipa
Per(, realizo su trabajo de investigacion titulado: “Determinacion de clorpirifos en leche de
vacuno por voltamperometria, HPLC y GC-MS y su alternativa de remocion con micorrizas
arbusculares”. En este trabajo se desarroll6 un método para la cuantificacion del pesticida
clorpirifos, alli se aplicé la GC-MS vy resulto de alta eficiencia para detectar remocion de dicho

compuesto por parte de las micorrizas.

En su investigacion (Lee, 1997) de la Universidad de Florida, Estados Unidos, realiz6 su
investigacion de doctorado denominada: “Mejoramiento de la degradacion de carbofurano en
el suelo con historia de aplicacién repetida de carbofurano y caracterizacién de aislados
bacterianos del suelo”. Este estudio concluye que en los suelos con antecedentes de aplicacion
del carbofurano se da una mejor biodegradacion que en aquellos sin dicha exposicion, y que
dicha degradacién se debe a que los microorganismos hidrolizan el compuesto y el nimero de
estos aumenta por las sucesivas aplicaciones de pesticida. Se determind la hidrélisis como

principal via de degradacion.
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Antecedentes Nacionales.

En su investigacion (Lopez, 2014) de la Universidad de Cartagena, Colombia, realiz6 su
trabajo de investigacion de maestria en quimica denominado: “Determinacion de contaminantes
organofosforados en leche de ganado bovino y suelos de cultivo provenientes del municipio de
San Bernardo del Viento, Cérdoba, y obtencion de cepas bacterianas nativas del suelo con
capacidad degradadora de este tipo de contaminantes”. Se identific la capacidad de los
microorganismos para crecer en medios de cultivos con estos contaminantes en concentraciones
de 200 ppm.

En la investigacion de Mosquera (2007) de la Universidad de Antioquia, Colombia, en su
trabajo de grado como magister en Quimica titulado: “Biodegradacion del malation utilizando
microorganismos nativos de suelos agricolas” logré estandarizar un método para la
cuantificacién del pesticida, con altos porcentajes de recuperacion. Los ensayos se realizaron a
nivel de laboratorio y en campo, encontrdndose que el compuesto quimico en altas
concentraciones afectaba la biota, pero a bajas concentraciones los microorganismos tenian la

capacidad de emplearlo como fuente energética.

Antecedentes Regionales.

El trabajo de tesis de maestria realizado por Castellanos (2008) de la Universidad Nacional de
Colombia, se denomind: “Aislamiento y caracterizacion de bacterias degradadoras de
carburan presentes en suelos cultivados con papa (Solanum tuberosum) del municipio de
Silos Norte de Santander”. Un resultado de este trabajo fue la identificacion de las cepas
Sphingomonas paucimobilis, y su capacidad para degradar eficientemente el anillo aromético del

carburan como Unica fuente de carbono y nitrégeno.

En la Universidad de Pamplona se han desarrollado investigaciones relacionadas con la
deteccion de pesticidas por metodos analiticos, entre ellas estan: “Estandarizacion de un
método analitico para extraccién y cuantificacién del insecticida cipermetrina en pastos”
(Cardona, Chaparro, Calderdn, Peldez & Garcia, 2011). “La lIdentificacion de carbamatos en el

cultivo de durazno: suelo y fruto producido en Pamplona, Colombia” (Quijano & Portilla,
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2016). “Desarrollo y validacion de un método ambientalmente amigable para la determinacion
de carbofurano en suelos ” (Chaparro et al., 2017). Estos trabajos han sido valiosos para conocer
sobre el estado de los suelos de la region y la persistencia de los pesticidas que se aplican a los

cultivos.

Antecedentes Documentales.

En su investigacion (Castellanos et al., 2013) realizaron el estudio sobre microorganismos,
enzimas, pldsmidos y genes involucrados en la degradacion de pesticidas metilcarbamatos, en
este se habla de las vias y productos de degradacion de los carbamatos, asi como de las enzimas
implicadas en este proceso. Dicha investigacion resulto valiosa para interpretar los resultados

obtenidos en esté trabajo.

En el Centro de Investigacion en Contaminacion Ambiental (CICA), de la Universidad de
Costa Rica (UCR) en el afio 2016 (Castro et al., 2016) utilizaron birreactores con consorcios
bacterianos y encontraron que los microorganismos lograron degradar el carbofurano en tan solo
17 horas, asi como otros pesticidas del grupo carbamatos, comprobando el potencial de bacterias

como Pseudomonas sp. para la eliminacion de estos plaguicidas de aguas residuales agricolas.

Por otra parte, Otieno et al., (2011) estudiaron la dindmica de las comunidades microbianas
degradantes de carbofurano en el suelo durante tres aplicaciones anuales sucesivas de
carbofuran. Para ello analizaron el pesticida empleando la técnica de cromatografia de gases
acoplada a masas, lo que permitié saber que de esta forma se podria realizar una eficiente

cuantificacion del pesticida al evaluar la degradacion en suelo.

Marco teérico

El Suelo.

El suelo es una capa delgada que se ha formado muy lentamente, a través de los siglos, con la
desintegracion de las rocas superficiales por la accién del agua, los cambios de temperatura y el
viento, en él se encuentran plantas y animales que crecen y mueren para finalmente ser

descompuestos por los microorganismos, transformandose en materia orgéanica (FAO, 2018).
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Dentro de las caracteristicas del suelo se mencionan sus propiedades fisicas como la
estructura, textura, color y capacidad para sostener el agua; como propiedades quimicas se
encuentran la Capacidad de Intercambio Cationico (CEC), el pH, la humedad y cantidad de

nutrientes que contenga (Seminis, 2016).

El suelo se reconoce como uno de los mas diversos habitats en el planeta conteniendo miles
de organismos los cuales obran reciprocamente y aportan servicios esenciales para los ciclos
globales haciendo posible la vida en el planeta tierra (FAO, 2018). Dicho recurso realiza
funciones ambientales importantes como ser el sustento de alimento para las plantas, almacenar
nutrientes, poseer y albergar materia organica proveniente de restos animales y vegetales, es el
habitat de diversos organismos que transforman la materia orgéanica presente en él, entre otros
factores que lo hacen esencial en el desarrollo de los ecosistemas de los cuales forma parte
(Drobnik et al., 2018).

Entre los diversos usos que se han dado al suelo, la agricultura es una de las actividades
productivas que mas han conducido a la degradacion y perdida irrecuperable de este recurso
(Drobnik et al., 2018).Las practicas agricolas han causado gran impacto sobre el suelo, como la
reduccion en el nimero y especies de organismos, disminucion de la cantidad y calidad de
residuos vegetales incorporados al suelo y el descenso en el rango de habitat y fuentes de

alimentacion para los organismos del suelo.

Los manejos agricolas modernos tales como el uso de pesticidas han reemplazado las
funciones bioldgicas del suelo ha llevado a la dependencia de insumos externos para mantener la

productividad lo que conduce a que este recurso se torne insostenible a largo plazo (FAO, 2018).

Los Plaguicidas.

El término "plaguicida™ abarca una diversidad de productos que se utilizan en una serie de
actividades diferentes y estan destinados a prevenir, destruir, repeler o mitigar las plagas. Su
introduccién en el medio ambiente ya sea mediante la aplicacién, eliminacion o un derrame,

pueden ser influenciados por muchos procesos, ya sea translocados, transformados o absorbidos.
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La movilidad de los plaguicidas en el suelo estd guiada por el pH, la materia organica, la
humedad, el contenido de arcilla y el coeficiente de distribucion (Kd) de plaguicida. Los peligros
de los plaguicidas en el suelo dependen en gran medida de su persistencia. Cuanto mas tiempo
persisten, mayores son las posibilidades de contaminacién del suelo (Pam, 2015).

Actualmente existe un gran numero de plaguicidas en uso, con una amplia gama de
propiedades fisicoquimicas que rigen su comportamiento en el suelo y su actividad biologica. El
tamaiio molecular, la ionizabilidad, la solubilidad en agua, la lipofilicidad, la polaridad, la
volatilidad y la persistencia son todas propiedades clave, pero generalmente una o dos

propiedades tienen una influencia dominante (Fishel, 2017).

Los plaguicidas presentan mdltiples clasificaciones en funcion de algunas de sus
caracteristicas principales; su toxicidad aguda, la vida media, su estructura quimica y su uso.
Segun el tipo de organismo que se desee controlar, se clasifican en insecticidas, garrapaticidas,
nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, ovicidas, bactericidas, fungicidas y herbicidas. De
acuerdo con el grupo o familia quimica, dichos compuestos se clasifican en: organoclorados,
organofosforados, carbamatos, tiocarbamatos, piretroides, derivados bipiridilos, derivados del
acido fenoxiacético, derivados cloronitrofenolicos, derivados de las triazinas, compuestos
organicos del estafio, compuestos inorganicos y los compuestos de origen botanico (Del Puerto,
Suérez & Palacio, 2014).

Los carbamatos se conocen quimicamente como derivados del acido carbamico, la mayoria de
los compuestos de este grupo carecen de selectividad de especie, 1o que representa un gran
peligro para el medio ambiente y para la salud humana y animal, pues son extremadamente

toxicos después de la exposicion aguda (Dhouib et al., 2016).

El carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato), de formula molecular
C12H15NO3 (Figura. 1) es un insecticida y acaricida de contacto, sistemico y de amplio espectro
usado en la agricultura para controlar una gran variedad de plagas en los cultivos (Lara &
Chaparro, 2017).
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Figura 1. Estructura quimica del carbofurano.
Gbadegesin, et al., 2014

Segn la Environmental Protection Agency (EPA) el carbofurano causa carbamilacion
reversible de la enzima acetilcolinesterasa, 1o que permite la acumulacion de acetilcolina, la
sustancia neuromediadora en las uniones neuroefectoras parasimpaticas (efectos muscarinicos),
en las uniones mioneurales del musculo esquelético y en los ganglios autonomos (efectos
nicotinicos), asi como en el cerebro, en el movimiento los sentidos, como el tacto, la audicion, la

vista, el gusto y el olfato y el corazén (Dong et al., 2018).

Este compuesto es muy toxico para los mamiferos, por lo que se clasifica como altamente
peligroso, su dosis letal para en ratas es de LD50 50 mg/kg. Sus propiedades toxicas incluyen la
inhibicion de la acetilcolinesterasa, convulsiones violentas y trastorno neuromuscular si se
inhala, también se reporta que es teratogénico, genotoxico, mutagénico, hepatotoxico, y debido a
su efecto en el sistema reproductivo, ha sido catalogado como uno de los productos quimicos
disruptores endocrinos (Gbadegesin et al., 2014).

La alta toxicidad del carbofurano y sus metabolitos en animales y seres humanos, sumada a
las malas préacticas de manejo asociadas entre otras a la sobredosificacion, lo han convertido en

un riesgo para la salud publica (Hmimou et al., 2014).
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El riesgo de que este compuesto afecte plantas y microorganismos, o0 su presencia en el agua
en altas cantidades, depende de su concentracion en el suelo y de los procesos de absorcion y
desorcién. Debido a su alta solubilidad en agua y bajo coeficiente de adsorcion el carbofurano es
relativamente movil en el suelo, en consecuencia, tiene el potencial de contaminar lagos, arroyos
y agua subterranea. Su estabilidad a pH menores a 7, dada por sus grupos funcionales indica que
es un contaminante persistente en suelos neutros o acidos y su biodegradacion ocurre de manera
lenta, ya sea por microrganismos o de forma quimica mientras que en suelos alcalinos se
hidroliza (Song, 2014).

La Figura 2 muestra el destino de los plaguicidas en el medio ambiente. De hecho, el suelo
agricola sirve como sumidero final para los agroquimicos, donde los microorganismos del suelo
involucrados en la biorremediacién contribuyen a reducir la carga contaminante (Bano &
Musarrat, 2004).
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Biodegradacion.

Biodegradacion microbiana.

La microbiota del suelo contiene una gran variedad de organismos microscopicos formada
entre otros, por miles y millones de bacterias, actinomicetos, hongos y protozoos y cumplen un
papel esencial en los procesos biogeoquimicos de la materia. Los microorganismos son
responsables de la dindmica de transformacién y desarrollo tanto ambiental como agronémico, y
pueden ser empleados para eliminar la contaminacion originada por nuestra actividad humana. A
través de un proceso denominado biodegradacién microbiana, los microrganismos consumen o
degradan contaminantes como el petroleo, disolventes, pesticidas y otros productos toxicos
contaminantes, en sustancias inocuas que puedan ser recicladas al medio ambiente (Lopez,
2015).

Los microorganismos que habitan en ambientes contaminados con compuestos xenobidticos
evolucionan para degradar y utilizar muchos de estos compuestos quimicos (Betancur et al.,
2013). Diversos trabajos de investigacion han demostrado que la clave del metabolismo
microbiano de los compuestos xenobidticos radica en la variedad de enzimas producidas por los
microorganismos, lo que acelera significativamente la reaccién metabolica, y la transformacion
del compuesto (Fan et al., 2012; Zhai et al., 2012). Los plaguicidas proporcionan adecuada
fuente de carbono y donan electrones a ciertos microorganismos del suelo estableciendo una

forma de tratamiento de los sitios contaminados (Beibei et al., 2018).

Se ha encontrado que los microorganismos que llevan a cabo un proceso definido como la
degradacion de compuestos xenobidticos recalcitrantes, tienen mejores resultados cuando estan
asociados con otros organismos en un consorcio. Se han observado ejemplos de este
comportamiento para la degradacidon de compuestos tales como los pesticidas (Wolfaardt, Korber
& Lawrence, 2007).

La transformacién de compuestos quimicos no solo depende de la presencia de
microorganismos con enzimas degradadoras apropiadas, sino de un amplio rango de factores

relacionados con la habilidad de los microorganismos del suelo para degradar naturalmente los
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contaminantes. Aspectos fisioldgicos, ecologicos, bioguimicos y moleculares, juegan un papel
importante en la transformacion microbiana de contaminantes (Vischetti, Casucci & Perucci,
2002). Dentro de los factores abioticos se incluye la cantidad de nutrientes, pH, temperatura,
humedad, oxigeno, caracteristicas del suelo y la biodisponibilidad del contaminante. Como
factores bidticos son fundamentales la composicion, la adaptabilidad y capacidad fisioldgica de
las poblaciones microbianas, por tanto, optimizar estas condiciones ambientales podria mejorar

la biodegradacion de los contaminantes en el suelo (Betancur et al., 2013).

Mecanismos de Biodegradacion.

El aislamiento y caracterizacion de microorganismos capaces de degradar, transformar o
eliminar pesticidas brinda la posibilidad de contar con nuevas herramientas para restaurar
ambientes contaminados o para tratar los desechos antes de la disposicion final (Ortiz &
Sanchez, 2010). En el suelo las poblaciones microbianas se componen de comunidades diversas
con capacidad de interactuar, tanto quimica como fisicamente, con diversas sustancias
conduciendo a cambios estructurales o a la degradacion completa de dicha sustancia
contaminante (Ramakrishnan et al., 2011).

Entre las comunidades microbianas, las bacterias y los hongos son los principales
transformadores y degradadores de pesticidas, gracias a que producen enzimas extracelulares con
gran habilidad. La degradacion de plaguicidas catalizada por enzimas puede ser mas efectiva que
los métodos quimicos existentes, por lo que estas son fundamentales en el modo de accién de

muchos pesticidas (Ortiz et al., 2013).

Las enzimas estan involucradas en la degradacion de plaguicidas, tanto en el organismo diana,
a través de mecanismos intrinsecos de desintoxicacion y resistencia metabdlica evolucionada, y
en un entorno mas amplio, a través de la biodegradacién por microorganismos del suelo y el
agua. (Ramesh et al., 2015). Las principales familias de enzimas implicadas en la degradacion
son las esterasas, glutation S-transferasas (GST), citocromo P450, las hidrolasas, las
fosfotriesterasas (PTE), las oxidorreductasas, las oxidasas de funciones mixtas (MFO) (Riya &
Jagatpati, 2012).
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Las hidrolasas son un amplio grupo de enzimas involucradas en la biodegradacion de
pesticidas, catalizan la hidrolisis de varias clases de pesticidas bioquimicos lo que las convierte
en candidatos ideales para todas las estrategias de biorremediacion (Ramesh et al., 2015). Se ha
encontrado que las enzimas con esta actividad son responsables de la degradacién del pesticida
carbofurano, el cual puede ser transformado en el medio ambiente y se generan o acumulan
diferentes metabolitos menor toxicidad o persistencia en el suelo, agua y sedimentos,

principalmente (Yan et al., 2007).

Las fosfotriesterasas son un grupo importante de enzimas aisladas de diferentes
microorganismos que hidrolizan y desintoxican los pesticidas organofosforados (Shen et al.,
2010).

Las esterasas son enzimas que catalizan reacciones de hidrdlisis sobre ésteres carboxilicos
(carboxiesterasas), amidas (amidasas), ésteres de fosfato (fosfatasas), etc. Muchos insecticidas
(organofosforados, carbamatos y piretroides) han asociado un éster carboxilico y las enzimas
capaces de hidrolizar tal enlace éster son conocidas con el nombre de carboxilesterasas (Bansal,
2012).

Las oxidorreductasas son un amplio grupo de enzimas que catalizan la transferencia de
electrones de una molécula (el reductor o donador de electrones) a otra (el oxidante o aceptor de
electrones). Muchas de estas enzimas requieren cofactores adicionales, para actuar como
donantes de electrones, electron receptor o ambos. Las oxidorreductasas tienen aplicaciones en
biorremediacion, aunque su necesidad de cofactores complica su uso en algunas aplicaciones
(Ramesh et al., 2015).

Las oxidasas de funcion mixta comprenden dos enzimas; citocromo P450 y NADPH-
citocromo P450 reductasa, ambas proteinas de membrana son activas en el metabolismo de una

amplia variedad de xenobioticos (Abass et al., 2012).

Las GST son un grupo de enzimas que catalizan la conjugacion de componentes hidrofébicos

con el tripéptido glutation. En esta reaccion, el grupo tiol del glutation reacciona con un lugar



Biodegradacion microbiana de carbofurano 33

electrofilo en el compuesto objetivo para formar un conjugado que pueda ser metabolizado o
excretado, y estan involucrados en muchas actividades fisiologicas celulares, como la
desintoxicacion de compuestos enddgenos y xenobiéticos, el transporte intracelular, biosintesis

de hormonas y proteccion contra el estrés oxidativo (Shi et al., 2012).

Por otra parte, las aplicaciones de la tecnologia de DNA recombinante han permitido
caracterizar genes de microorganismos responsables de la degradacion de pesticidas, la mayoria
de estos genes se han encontrado en los cromosomas, pero otros han sido hallados en plasmidos
o0 transposones. Entre los genes identificados, se encuentra el (gen opd) identificado en bacterias,
el cual cuenta con la capacidad de usar pesticidas organofosforados como fuente de carbono.
Algunos otros genes con capacidad de degradacién encontrados en bacterias son el opaA, opdA,
hocA, Phn, ophC2, Mpd, entre otros. En hongos los genes con dicho potencial son A-opd y P-
opd (Ortiz et al., 2013).

Biodegradacion del carbofurano.

Las bacterias juegan un papel importante en la biodegradacion de plaguicidas tdxicos en el
ambiente, entre estos el carbofurano Chaudhry y Ali (1988) aislaron 15 cepas bacterianas a partir
de suelo y las utilizaron como método bioldgico para degradar carbofurano, encontraron que este
compuesto era la Unica fuente de nitrégeno o carbono para las bacterias que hidrolizan el

carbofurano a carbofuran fenol.

Las vias de degradacion del carbofurano propuestas en la base de datos de Biocatélisis y
Biodegradacion de la Universidad de Minnesota (Figura 3), describen como las bacterias pueden
degradar el carbofurano en carbofuran-7-fenol y metilamina, hidrolizando el carbofuran-7-fenol
a 3- (2-hidroxi-2-metilpropil) benceno-1,2-diol (DP-1), y luego degradar DP -1 en un metabolito
rojo (DP-2). El carbofurano también puede ser hidroxilado en la posicion 4 y 5 (Gao, Kane &
Turnbull, 2008)
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Figura 3. Via de degradacion del carbofurano por bacterias.

Base de datos de biocatalisis y Biodegradacion de la Universidad de Minnesota. 2008.

En la literatura se reporta que los hongos también tienen la capacidad de degradar plaguicidas
como el carbofurano y emplearlos como Unica fuente de carbono y/o de nitrégeno, y que este
xenobidtico promueve el crecimiento de los microorganismos (Castellanos & Rache, 2013) la
degradacion fungica del carbofurano (Figura 4) puede ocurrir a través de la hidroxilacién en la
posicidn tres y la oxidacion a 3-Ketocarbofurano.
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Figura 4. Via de degradacion del carbofurano por hongos.

Base de datos de biocatalisis y Biodegradacion de la Universidad de Minnesota. 2008.
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Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR).

Es una técnica bioanalitica que permite clasificar a los microorganismos en diferentes niveles
taxondmicos, teniendo en cuenta el estado fisioldgico del organismo analizado, ya que el
espectro refleja la composicidn bioquimica de las células en estudio, generando una huella digital
(Alvarez & Prieto, 2010). La FTIR ha ganado interés creciente en identificacion microbiana, es
una técnica rentable y permite una rapida y simple identificacion de microorganismos en un
tiempo de 24 horas (Wenning & Scherer, 2013). La absorcion de luz infrarroja por compuestos
celulares da como resultado una huella quimica, espectro se puede identificar y comparar con las
bases de datos espectrales. Dada la disponibilidad de bases de datos bien compuestas, se ha

demostrado FTIR es una técnica confiable a nivel de género y especie (Wenning et al., 2014).

La técnica estd basada en el uso de radiacion infrarrojo (IR) que cambia el comportamiento
vibracional de las moléculas repartiendo la energia, cambiando su vibracion y modo de rotacion.
La radiacion IR, se puede obtener a partir de la emision térmica de una fuente apropiada que
excita ciertos grupos moleculares y la vibracion resultante del estado excitado solo ocurre en
longitudes de onda fijas, esto da como resultado la absorcion de energia de frecuencias
correspondiente al modo molecular de vibracion de la molécula correspondiente o grupo
quimico. La radiacion IR cominmente abarca la radiacidn electromagnética cuya frecuencia se
encuentra entre 14,300 y 20 cm™, pero las frecuencias vibratorias mas Gtiles de la mayoria de las
moléculas corresponden al espectro IR medio (entre 4000 y 400 cm-1) (Alvarez, Mouwen,
Lopez & Prieto, 2011)

El perfil espectral proporciona informacion sobre macromoléculas importantes como
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos presentes en las células y se tienen en cuenta
cinco ventanas. La primera entre 3000 y 2800 cm™ (w1), influenciado por grupos funcionales de
acidos grasos de membrana y por algunas vibraciones de cadena lateral de aminoacidos. La
segunda entre 1800 y 1500 cm™ (w2), relaciona la amida I y los grupos amida Il que pertenecen
a proteinas y péptidos. Estos picos intensos proporcionar informacion global sobre la estructura
de la proteina. Las bandas cercanas a 1740 cm™ indican las vibraciones de estiramiento de los
grupos funcionales éster en lipidos, también pueden presentarse absorciones de acidos nucleicos

debido a la estructura de las bases heterociclicas del ADN o ARN.
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La ventana entre 1500 y 1200 cm™ (w3), es una regién mixta influenciada por proteinas,
4cidos grasos y compuestos que llevan fosfato. La ventana entre 1200 y 900 cm™ (w4), revela la
aparicion de carbohidratos y polisacéridos en la pared celular pero también la influencia de
4cidos nucleicos y la ventana entre 900 y 700 cm™ (w5), se conoce como una regién con
patrones espectrales débiles muy especificos del anillo aromatico vibraciones de aminoacidos
aromaticos (tirosina, triptofano, fenilalanina) y nucleétidos (Alvarez et al., 2011) (Lecellier et al.,
2015).

Espectroscopia Ultravioleta Visible.

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) es una técnica analitica muy versatil y capaz de
detectar casi cualquier molécula, implica la espectroscopia de fotones en la region de radiacion
ultravioleta-visible, utiliza la luz en los rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano
y el infrarrojo (IR) cercano. En esta region del espectro electromagnético, las moléculas se
someten a transiciones electrénicas (Venton, 2018).

UV-Vis se puede utilizar de una manera cualitativa, para identificar grupos funcionales o
confirmar la identidad de un compuesto haciendo coincidir el espectro de absorbancia. También
puede ser utilizado de manera cuantitativa, pues permite determinar la concentracién de una
solucion, para ello es necesario saber con qué rapidez cambia la absorbancia con la
concentracion. Esto puede ser obtenido a partir de referencias como las tablas de coeficientes de
extincion molar o, con mas exactitud, determinandolo a partir de una curva de calibracion. La
espectrometria UV-Vis se utiliza con mayor frecuencia en forma cuantitativa para determinar las
concentraciones de especies absorbentes en solucion, usando la Ley de Beer-Lambert (Méantele
& Deniz, 2017).

A:Iog10 (I/IO) =&b.C

Ecuacion 1
(Beer & Lambert, 1760)

Donde A es la absorbancia medida, Il es la intensidad de la luz incidente a una determinada
longitud de onda, | es la intensidad de transmisién, b la longitud de ruta a través de la muestra, y

C la concentracion de las especies absorbentes. Para cada especie y longitud de onda, ¢ es una
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constante conocida como absortividad molar o coeficiente de extincion. Esta constante es una
propiedad fundamental molecular en un solvente dado, a una temperatura y presion particular, y

tiene como unidades 1/M * ¢cm o, a menudo, U/M * cm (Venton, 2018).

Meétodo extraccion dispersion de matriz en fase sélida (MSPD).

En las ultimas décadas, las técnicas de preparacion de muestras atrajeron mucha atencion,
debido a la necesidad de determinaciones precisas y rapidas de un nimero cada vez mayor de
analitos a bajas concentraciones en matrices complejas. La preparacion muestras es importante
en todo proceso analitico, pues de ello depende el tiempo total requerido para completar el
analisis, la calidad de los resultados y el costo del analisis. Durante el procedimiento, se debe
concentrar el analito mientras se eliminan posibles interferencias, evitando asi la degradacion;
otros aspectos importantes es que el método debe ser robusto, reproducible e independiente a las

variaciones de la matriz de muestra (Hoff & Pizzolato, 2018).

La técnica MSPD ha demostrado ser eficiente y versatil para aislar varias clases de sustancias,
como pesticidas, drogas, contaminantes y naturales compuestos, de una amplia variedad de
muestras de animales y plantas. EI procedimiento consta de tres pasos principales: 1) La muestra
se mezcla con el material dispersante en un mortero; 1l) el homogeneizado en polvo se transfiere
a un cartucho de extraccion en fase solida y se comprime; Il1) se hace elucién con un disolvente

o disolvente adecuados y la ayuda de una bomba de vacio (Capriotti et al., 2015).

El éxito de MSPD como método de extraccion se debe a su simplicidad al no requerir ningun
tipo de instrumentacion o equipo, ademas es flexible y robusto en comparacion con otros
métodos de preparacion de muestras. Las condiciones de extraccion son sencillas (es decir, la
temperatura ambiente y la presion atmosférica) preservan los analitos de degradacion y
desnaturalizacion (Hoff & Pizzolato, 2018).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC / MS).
La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC / MS), es una técnica
analitica para la caracterizacion, cuantificacién e identificacion de mezclas complejas de

sustancias quimicas. En ella se combinan las ventajas de dos técnicas: el alto poder de resolucién
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y la velocidad de analisis de la cromatografia de gases con la identificacion positiva y analisis

cuantitativos de la espectrofotometria de masas (Peter, 2017).

La (GC / MS) es una técnica instrumental, que comprende un cromatografo de gases (GC)
acoplado a un espectrémetro de masas (MS), esto lo hace ideal para el analisis de los cientos de
compuestos de peso molecular relativamente bajo que se encuentran en los materiales
ambientales. Para que un compuesto sea analizado por GC / MS debe ser suficientemente volatil
y térmicamente estable. Las muestras generalmente se analizan como soluciones organicas, en
consecuencia, materiales de interés (por ejemplo, suelos, sedimentos, tejidos, etc. El
procedimiento consiste en inyectar la solucion de muestra en la entrada cromatografo donde esta
es vaporizada y barrida en una columna cromatogréfica por el gas portador (generalmente helio).
La muestra fluye a través de la columna y los compuestos que comprenden la mezcla de interés
se separan en virtud de su interaccion relativa con el recubrimiento de la columna (fase
estacionaria) y el gas portador (fase madvil). La ultima parte de la columna pasa a través de una
linea de transferencia calentada y termina en la entrada a la fuente de iones donde los
compuestos que se eluyen de la columna se convierten en iones (Zhang et al., 2018).

En el paso de espectrometria de masas GC-MS, los compuestos que abandonan la columna de
GC se fragmentan por impacto electrénico. Los fragmentos cargados se detectan y el espectro
subsiguiente obtenido se puede usar para identificar la molécula. Los patrones de fragmentacion
son reproducibles y se pueden usar para producir mediciones cuantitativas (EAG Laboratories,
2018).

Esta técnica de deteccion ha sido empleada para analizar diferentes compuestos en muestras
ambientales, resultando ser adecuada para el andlisis de residuos de multiples plaguicidas como
organofdsforados, carbamatos, tetrazina, triazol, imidazoles, piretroides y estrobilurinas, ya que
proporciona alta selectividad y resolucion de masas para lograr la deteccion quimica (Menezes,
Neves & Pereira, 2010).
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Capitulo 111
Metodologia

Disefio Metodoldgico

Area de estudio.

Las muestras de suelo se tomaron en la finca Villa Rica, Vereda San Agustin del Municipio
de Mutiscua, provincia de Pamplona, ubicada a 07°18'03"N y 72°44'49"0 a una altitud de 2800
msnm (Figura 5), dicho lugar se seleccion6 por ser reconocido como productor de papa criolla
desde hace aproximadamente treinta afios. Segun entrevista con los agricultores, estos cultivos
han presentado diversos ataques de plagas como el gusano blanco y la polilla pequefia y por esta

razon se ha requerido el uso carbofurano en sus presentaciones comerciales.
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Figura 5. Area de estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

Muestreo de suelos.
Se realiz6 un muestreo aleatorio simple (M.A.S.) con muestras finitas, para ello se
seleccionaron tres parcelas experimentales cada una con tamario de una hectarea, cuyas variables

fueron el tiempo de siembra y los periodos de fumigacion con carbofurano. Adicionalmente, se
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selecciond una cuarta parcela conformada por una zona sin antecedentes de siembras, la cual se

identifico como la parcela de control (Figura 6).

La toma de muestras de suelos se realiz6 teniendo en cuenta las indicaciones mencionadas en
la guia de Corpoica, para esto se sefializaron los puntos a muestrear haciendo un trazo en zig-zag,
hasta cubrir toda el area de la parcela y evitando tomar muestras en cercanias de cercas, vallados,

casas, carreteras, albercas.

En los sitios seleccionados, se removio la capa superior del suelo, luego se enterrd el barreno
hasta tomar los primeros 20 cm de suelo. El suelo que se recogio de cada parcela fue depositado
en un recipiente con el fin de hacer una mezcla para crear una muestra homogénea y se almaceno
en bolsas ziploc con cantidades de 1 kg. Posteriormente, las muestras fueron transportadas en

neveras de icopor hacia el campus principal de la Universidad de Pamplona.
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Figura 6. Distribucién de las parcelas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Analisis fisicoquimico y ambiental.

Como factor ambiental se tuvo en cuenta la temperatura, la cual se midi6é en el subsuelo a
profundidades de 50 a 100 cm, utilizando un termometro metalico de puncidon marca Lantelme.
Dentro de cada parcela se establecieron tres puntos en los que se midio la temperatura durante las

horas de la mafiana, la tarde y la noche y de esta manera se obtuvo un promedio.

El andlisis fisicoquimico del suelo se realizd en el laboratorio de control de calidad de la
Universidad de Pamplona. Las muestras se procesaron de manera individual: tamizaje,
homogenizado y cuarteo, posteriormente se realizd el andlisis de suelos (tabla 1). Dichos
parametros se tuvieron en cuenta por estar relacionados con el proceso de biodegradacion
(Shukla, Singh & Sharma, 2010).

Tabla 1.
Analisis fisicoquimicos de los suelos cultivados con papa criolla S. phureja.
Andlisis Fisicoquimico Método
pH Electrométrico
Humedad Gravimétrico
Fosforo Bray Il modificado
Materia organica Walkley y Black
Capacidad de intercambio cationico Acetato de Amonio Normal y Neutro
Conductividad Conductimétrico

Fuente: Elaboracion propia.

Aislamiento de biota nativa.

Las muestras de suelo se homogenizaron con el fin de retirar residuos o fragmentos de roca
mayores de 2 mm de diametro. Se empled un kilogramo de muestra por parcela para preparar los
extractos que sirvieron como base en la elaboracion de los medios de cultivo (Hamaky et al.,
2005). Para el aislamiento de hongos se emple6 agar papa dextrosa modificado (PDA) de Merck

y para las bacterias agar Nutritivo modificado.

La preparacion de indculos se realizé diluyendo 11 g de suelo fresco en 99 ml de solucion

salina estéril al 0,85% manteniendo agitacion constante. A partir de dicha suspension se
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realizaron diluciones seriadas y posteriormente sus respectivas siembras en placa (Fernandez et
al., 2006). Las cajas se incubaron a 25 °C durante 24 horas para bacterias y 72 horas para

hongos, pasado este tiempo se hizo identificacion de las colonias que crecieron.

Identificacion de los aislamientos.

En los cultivos bacterianos, las colonias crecidas se separaron realizando siembras por
aislamiento en agar nutritivo. La evaluacion microscépica se hizo por tincion de Gram y en la
morfologia macroscopica se tuvo en cuenta la pigmentacién, tipo de borde y tamafio de la
colonia. Se realizaron siembras en los medios selectivos Cetrimide, EMB, Makconkey, Manitol

Salado y Mossel hasta obtener colonias bacterianas puras.

La identificacién por pruebas bioquimicas se realiz6 por la técnica de bateria convencional
(Fernandez, Garcia, Sdenz & Valdezate, 2010) empledndose las pruebas de oxidasa, motilidad,
citrato, TSI, Lia, Urea, gelatina, SIM, nitrato, rojo de metilo, Voges Proskauer, xilosa, arabinosa,

sacarosa, maltosa, manitol, glucosa y fructosa.

Algunos aislamientos fueron identificados mediante pruebas rapidas utilizando el kit API 20
E. Con los resultados arrojados por ambos métodos se hallé el porcentaje bioquimico de afinidad
0 identidad para cada microorganismo aislado, dicha relacion se determiné teniendo en cuenta

las tablas de identificacion descritas por (Koneman, 2008).

En el caso de los hongos, las colonias crecidas fueron identificadas teniendo en cuenta las
caracteristicas fenotipicas macroscépicas como el color, aspecto de la colonia, formacion de
sinemas, produccién y difusion de pigmentos. Para la identificacion microscépica se aplico el
método de microcultivo y el procedimiento consistié en tomar una caja de Petri, la cual contenia
en su interior un pitillo en triangulo como soporte para una lamina portaobjetos, todo lo anterior
estéril. Luego se cortdé con asa una porcion de agar PDA de 1x1 cm colocandola sobre el
portaobjetos, seguidamente, con un asa micologica estéril se tomd una porcion del hongo,
inoculandola en el centro del agar y se cubrié con una laminilla estéril. Las cajas se dejaron en

cama humeda estéril, durante 3-5 dias a 25 + 2 °C.
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El microcultivo de cada uno de los hongos aislados se examind al microscopio y se
registraron datos como: ausencia o presencia de septos, pigmentos, fibulas, somatogamia,
ausencia o presencia de fialides, calmidosporas, ascas, basidios, esporangios, rizoides,
conidiéforos y conidias de acuerdo con (Barnett & Hunter, 1972; Carrillo, 2003).

Pruebas de tolerancia al carbofurano.

Para determinar la capacidad de los microorganismos de tolerar el pesticida carbofurano se
utiliz6 el método de disco de antibiograma propuesto por (Franco & Orrego. 2013). Dicho
procedimiento es similar a los antibiogramas empleados en la parte clinica para detectar patrones

de resistencia a antibiéticos (Leal, Alvarez, Cortes & Ovalle, 2014).

Cada cepa bacteriana se sembro por triplicado de forma masiva en cajas con agar Mueller
Hinton (Merck), después de tres minutos de reposo y con ayuda de una pinza estéril se
depositaron en cada caja cuatro discos de papel filtro estilizados, impregnados con tres
concentraciones diferentes (50, 70 y 100 ppm) de la solucién de Carbofurano 3G comercial,
como control se us6é un disco impregnado con agua destilada estéril. Las cajas se incubaron
durante 24 horas y al cabo de este tiempo, se evalud el crecimiento de cada bacteria,

determinando la presencia de halos de inhibicion.

En el caso de los hongos, el antibiograma fue realizado mediante el método adaptado de
(Gandarilla, Galan, Arévalo, Elias & Quintero, 2013) mediante el cual se deposité 1 ml de
suspension de conidios de cada hongo, luego se distribuyé uniformemente en una placa de Petri
con medio Muller Hinton y se dejé reposar durante una hora. Posteriormente se colocaron discos
de papel filtro impregnados con el pesticida en las concentraciones a evaluar (50, 70 y 100 ppm).
Se evalué el area de inhibicion del crecimiento micelial, asi como la esporulacion del hongo. El
halo fue medido por periodos de 24 horas durante siete dias desde el momento de inicio del
experimento y calculandose el promedio del &area. La esporulacion se realizd mediante la
cuantificacion de los conidios a los siete dias del inicio del antibiograma, empleando la cdmara

de Neubauer.



Biodegradacion microbiana de carbofurano 44

Las pruebas de sensibilidad se realizaron por triplicado para cada uno de los
microorganismos. La interpretacion de los resultados tanto para bacterias como hongos, se
realiz6 con base en las categorias establecidas por el Comité Nacional de Normas de
Laboratorios Clinicos [NCCLS] (2000), las cuales corresponden a: sensible (S), cuando el
microorganismo es inhibido y se forman halos grandes; intermedia (I) cuando la concentracion
de carbofurano inhibe de forma minima el crecimiento del microrganismo formando halos
pequefios y resistente (R) para aquellos microorganismos que al no ser inhibidos no forman halos
(Canton et al., 2000).

Analisis de microorganismos por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FT-IR).

Preparacion de muestras por liofilizacion.

Del total de aislamientos microbianos obtenidos se hizo la seleccidn de tres bacterias y tres
hongos tolerantes al carbofurano, y estos fueron caracterizados por (FT-IR). Para ello se inici6
con la liofilizacion de microorganismos, dicho procedimiento incluyo la preparacion de
microorganismos, realizando siembras masivas de cada cepa en agar nutritivo para las bacterias y
PDA para los hongos. Una vez crecidos los microrganismos, se procedié a la separacion de la
biomasa mediante un lavado por suspension usando solucién de sacarosa al 10 % como medio de
liofilizacidn, pues este tiene propiedades licoprotectoras y ayuda a mantener la viabilidad celular

tras el proceso de congelacion.

La recoleccion se hizo en tubos eppendorf de 2.0 ml, los cuales fueron llevados a
centrifugacion con el fin de separar las células (Wessman et al., 2013), una vez separada la
biomasa microbiana el sedimento fue transferido a pequefias cajas de vidrio, en las que cada
muestra fue extendida formado una capa plana. El proceso se realizd en un liofilizador
LABCONCO modelo 74000 series, disponible en el laboratorio de maestria en ciencia y
tecnologia de alimentos de la Universidad de Pamplona. Las muestras se ubicaron en la parte
central del equipo. Los parametros de proceso incluyeron un preenfriamiento a - 40 °C durante
cuatro horas, seguido por una primera rampa de congelacion a -30 °C durante cinco horas,

pasando a una segunda rampa a -20 °C por cinco horas mas y la tercera rampa a -10 °C por el
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mismo tiempo, finalmente la temperatura se llevé a 0 °C, una vez cumplidas las 24 horas del

proceso se procedié a retirar las muestras del equipo (OPS Diagnostica, 2017).

Identificacion por espectroscopia FTIR.
Los espectros de los microorganismos se realizaron en el Laboratorio de Biocalorimetria de la
Universidad de Pamplona, aplicando la técnica de Espectroscopia Infrarroja con Transformada

de Fourier (FTIR) acoplada con reflectancia total atenuada (ATR).

Las mediciones por espectroscopia ATR-FTIR se realizaron en un espectrofotometro FTIR
marca SHIMADZU modelo IR Prestige-21, provisto de un detector DLATGS (Deutered L-
Alanine Doped Triglycene Sulphate) y equipado con un accesorio ATR modelo MIRacle, marca
Pike Technologies, con cristal de diamante. Los espectros se obtuvieron en la region del
infrarrojo medio, con un barrido de 4000 cm™ hasta 600 cm™, a una resolucién de 4 cm™ y 40
scans (Lecellier et al., 2015). Cada microorganismo se analizdé por triplicado de manera
independiente. La adquisicion de los datos se realiz6 utilizando el software del equipo, IR
Solution 2002.

Andlisis de espectros.

El procesamiento de los datos se llev6 a cabo con el programa Origin pro-2017 versién de
prueba, donde se realizo la correccion de linea base seguida por normalizacion de los espectros.
Posteriormente, se realiz6 la identificacion de picos y la asignacion de los diversos grupos
funcionales. El analisis cualitativo de los grupos funcionales presentes en las muestras se realizd

mediante comparacion de los espectros de infrarrojo reportados en la literatura.

Ensayos de biodegradacién individual, a partir de solucidn acuosa.

Preparacion de la solucion estandar de carbofurano.

El carbofurano usado durante este trabajo fue el producto: 32056 de SIGMA-ALDRICH, con
una masa molar de 221,25 g/mol y una pureza del 99,9%. A partir de este, se prepararon 10 ml
de una solucidn patrén de carbofurano a 210 ppm, el producto fue diluido en agua y llevado a un

bafio ultrasonido EIma E60H durante diez minutos para acelerar la disolucion.
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Cuantificacion del carbofurano por espectrofotometria UV/Vis.

La determinacion de absorbancias para realizar la curva de calibracion se realizé en un
espectrofotometro UV-VIS marca Shimadzu modelo UV-2401 PC con software UV probe 2.1, el
barrido fue programado en un rango de longitud de onda de 250 nm a 400 nm. Como reactor se
emplearon celdas de cuarzo de un centimetro de paso dptico y se tomaron los valores de
absorbancia a 272 nm, 275 nm y 279 nm. Las soluciones de carbofurano a partir de las cuales se
realiz6 la curva de calibracion fueron preparadas en concentraciones de 210, 105, 73.5, 44.1, 21

y 13.23 partes por millon.

Se calcul6 el coeficiente de extincion molar junto con la ecuacion de la recta para cada
longitud de onda. Los valores obtenidos en el R? permitieron determinar que la absorbancia a 275
nm era la mas precisa para establecer la cinética de degradacion del carbofurano por

espectroscopia UV-Vis.

Y=0,013x+0,0198
R2=0,9968

Ecuacion 2. Ecuacion de la recta a una longitud de onda de 275 nm.

Az7s= 0,13 Cppm+ 0,0198

Cppm= A275-0,0198

Ecuacion 3. Ecuacion para determinar la concentracion de carbofurano en ppm.

Ensayos de biodegradacion con bacterias.
Preparacion de microorganismos: las tres bacterias seleccionadas para estos ensayos fueron
sembradas de forma masiva por triplicado en agar nutritivo y llevadas a incubacion a 25 °C

durante 24 horas.

A continuacion, la biomasa microbiana fue resuspendida en un medio de sales minerales
MSM compuesto por (3 g K;HPO,, 0.5 g KH,PO,4, 1.25 g (NH4)2S0O4, 10 mg NaCl, 100 mg
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MgSQ,4, 1 mg FeSO4 7H,O y 200 mg EDTA por litro) y se llevé nuevamente a incubacion.
Después de 72 horas dicha biomasa fue recuperada mediante centrifugacion a 6.000 rpm durante
5 minutos, y se ajustd la concentracion la cual se determind por espectrofotometria en un equipo
marca HACH DR 3800, a una densidad 6ptica de 0,500 + 0,005 a 625nm (Castellanos et al.,
2013). Para estos ajustes se tuvo en cuenta la escala de McFarland patron 0,5 el cual segun el
estandar corresponde a una concentracién bacteriana de 1,5 x 10 UFC/ml (McFarland latex de
Hardy Diagnostics, 1996).

Para los ensayos de degradacién se construyeron unos reactores bioldgicos que consistian en
Erlenmeyer de 500 ml estériles, totalmente cubiertos con papel aluminio para evitar la
fotodegradacion del carbofurano, cada uno de ellos cerrado de forma hermética con una pequefia
manguera dentro y al final de esti unida una jeringa de 5 ml a través de la cual se tomaron

diariamente las muestras a analizar.

Para cada bacteria se realizd el montaje de degradacion por triplicado. Los biorreactores
contenian 50 ml de medio de sales minerales (MSM), carbofurano a una concentracion final de
100 ppm v la bacteria a una concentracion de 1 x 10° UFC /ml. Cada bacteria analizada incluyo
dos controles, el control positivo correspondiente a 50 ml de medio MSM con carbofurano en
una concentracion final de 100 ppm, y el control negativo con 50 ml de MSM inoculado con la
bacteria a una concentracion de 1 x 10° UFC/ml (Figura 7). Todos los ensayos se incubaron a
25°C y se mantuvieron en agitacion constante a 90 rpm en shaker de agitacion totalmente

cubiertos de la luz durante quince dias (Mendoza et al., 2011).

Una vez preparados los ensayos de degradacion se inicid la toma de cinco ml de muestra cada
24 horas hasta completar siete dias y luego los dias diez y quince. Las muestras se transfirieron a
tubo falcén de 15 ml estéril y se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos para separar el

paquete celular del sobrenadante.
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Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Control Positivo Control Negativo

Figura 7. Montajes para biodegradacion por bacterias

Fuente: Elaboracion propia.

El precipitado se utilizé para la cuantificacion del crecimiento bacteriano aplicando el método
de conteo en placa. Para ello se prepararon diluciones seriadas 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y
1/100000 de la suspension anterior hasta un volumen final de 5 ml. Se deposit6 1,0 ml de cada
dilucion en cajas de Petri estériles por triplicado, luego se agregd el agar SPC en un volumen
aproximado de 20 ml. La muestra y el agar se homogenizaron y las placas se llevaron a
incubacion a 25 °C en posicién invertida; después de 24 horas se realizo el conteo en las placas

que tuviesen entre 25 a 250 colonias (Camacho et al., 2009).

El andlisis de la degradacion del carbofurano se realiz6 a partir del sobrenadante, el cual
inicialmente fue filtrado a través de una membrana estéril Whatman con tamafio de poro de 0,2
pum. Posteriormente, se realiz6 el analisis por espectrofotometria UV/Vis a una longitud de onda
de 275 nm y como blanco se usé medio MSM (Mendoza et al., 2011). La concentracion se
estimd teniendo en cuenta la ecuacion de la recta que se obtuvo tras el andlisis del carbofurano a
diferentes concentraciones. Pasados quince dias se pudo obtener la cinética de degradacion para

cada bacteria.

Ensayos de biodegradacién con hongos.

Preparacion de hongos: Cada hongo se sembré por triplicado de forma masiva en agar PDA y
se llevd a incubacion por 72 horas, luego se realizo el raspado de esporas empleando hisopos
asépticos, estas fueron depositadas en tubos falcon de 50 ml estériles que contenian 10 ml de
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Buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2 compuesto por (1,1 gr/l K;HPO,, 0,32 gr/l KH,PO4 y 8,5 gr/l
NaCl).

La concentracion de conidios/ ml se establecid por recuento en cdmara de neubauer, para ello
fue necesario hacer una dilucion factor 2 es decir que un volumen inicial de 5 ml se llevd hasta
un volumen final de 10 ml, luego se filtré para eliminar los residuos del medio de cultivo y se
procedié con el montaje de la camara para el conteo. ElI nimero de conidios o células por ml se

calcul6 segun la ecuacion 4 (Bustillo, 2010).

Las suspensiones de hongos se ajustaron a una concentracion de 1 x 10°.

Numero total de células= (No de células x Factor de dilucién x 104
4

Ecuacion 4. Para calcular la concentracion celular de hongos.

En los ensayos de degradacién del plaguicida empleando hongos se aplicd la metodologia de
Mendoza et al., (2011) con algunas modificaciones. Los biorreactores consistieron en
Erlenmeyer de 100 ml forrados con papel aluminio para evitar la fotodegradacion del
carbofurano. Por cada hongo se trabajaron diez unidades experimentales por duplicado (DO, D1,
D2, D3, D4, D5, D6, D6, D7, D10 y D15) los cuales contenian 20 ml del buffer PBS, el
carbofurano a una concentracién final de 100 ppm y el hongo a una concentracién final de 1x 10°
conidios/ml. Como control positivo se preparé un biorreactor con PBS mas carbofurano a 100
ppm, mientras que el control negativo solo llevaba el PBS junto al hongo a una concentracion
final de 1x 10°. Todos los ensayos se mantuvieron en agitaciéon constante a 90 rpm a una
temperatura de 25 °C; entre los dias 0 al 7 se retird un reactor por dias, los demas en el dia 10 y
15 (Figura 8).
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Figura 8. Montajes de degradacion en hongos

Fuente: Elaboracion propia.
La evaluacién del crecimiento fangico se realiz6 por gravimetria, determinandose el peso seco
de la biomasa (Rodriguez et al., 2017), Para ello, el contenido de cada biorreactor fue llevado a
filtracion por membrana al vacio utilizando un equipo de filtracion S&S con bomba al vacio
marca Rocker modelo 400 y filtros de celulosa millipore tipo GS de 0,22 um. En la membrana se
retuvo la biomasa y se dejé secar para luego tomar su peso a través de una balanza analitica, para

asi establecer la cinética de crecimiento por hongo.

El andlisis de degradacion se realiz6 a partir del filtrado, en este caso se hizo una nueva
filtracion empleando una membrana estéril tipo Whatman con tamafio de poro de 0,2 um y
jeringas estériles, luego se hizo el analisis por espectrofotometria UV/vis a una longitud de onda
de 275 nm usando como blanco el PBS. Todas las pruebas se hicieron por triplicado, finalmente
los datos fueron analizados, tomandose los promedios y desviaciones estandar para establecer la

cinética de degradacion de cada hongo frente al xenobiotico analizado.

Ensayos de biodegradacién en suelo por parte del consorcio microbiano.

Preparacion de Microorganismos.

Cada microorganismo se inoculo en solucion salina estéril a 0,85% y se dejo crecer bajo
incubacion. A continuacion, se realizaron los ajustes de concentracion, para las bacterias segun la
escala de McFarland patrén 0,5 correspondiente a una concentracion de 1,5x 108 UFC/ml y para

los hongos por conteo en camara de Neubauer, ajustando la concentracion a 1 x 10° conidios/ml.
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Seguidamente, en tubos falcon estériles se prepararon 10 ml de la mezcla de microorganismos

dejando cada uno de ellos a una concentracion final de 1x10° células por mililitro.

Preparacion de carbofurano.

Se prepard una solucion patron de carbofurano SIGMA-ALDRICH, para ello se tomo parte
del producto quimico con la ayuda de una microespatula, se deposito en el fondo de un balon
aforado de 10 ml y se registrd el peso, luego se adiciono el solvente hexano acetona 8:2. La
homogenizacién de la mezcla se realizdé en bafio ultrasonido Elma E60H. A partir de esta
solucion se prepararon un total de seis muestras a diferentes concentraciones y se realizo la curva

de calibracién.

Montaje de experimentos.

La metodologia empleada se basoé en el trabajo: Desarrollo y validacion de un método
ambientalmente amigable para la determinacién de carbofurano en suelos (Chaparro et al.,
2017). Para ello, el suelo fue tomado de los cultivos de papa criolla Solanum phureja en la
vereda San Agustin, se dejé secar y se tamiz6 por malla nimero 10 (2 mm), luego se sometié a
esterilizacion en autoclave a 115 libras de presion durante 15 minutos. Seguidamente, en cajas de

Petri pequefias se depositaron 0,2 gramos de dicho suelo, para un total de 24 cajas.

Para evaluar la degradacion se tomaron doce cajas y en ellas el suelo fue dopado con
carbofurano a 150 ppm y el consorcio microbiano a una concentracién de 1 x 10° células por ml,
cada tres dias durante quince dias se retiraban las cajas para los respectivos analisis, estos
ensayos se hicieron por duplicado. Las otras cajas se usaron como controles; seis de ellas se
doparon solo con el microorganismo y las restantes solo con carbofurano a 150 ppm (Figura.9).
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Figura 9. Montaje de degradacion en suelo

Fuente: Elaboracién propia.

Extraccion de carbofurano por el método dispersion de matriz en fase sélida (MSPD).

Para el proceso de extraccion, el contenido de las cajas fue transferido a un mortero de agata
para ser macerado y homogenizado junto con 0,8 gramos de silica gel como fase estacionaria,
dicha mezcla fue llevada a una jeringa desechable de 5 ml, que contenia en su interior una capa
de algodoén y sulfato de sodio anhidro seco hasta un ml; por ultimo, se coloco otra capa de
algodon, se compactd y se eluyd con 5ml del disolvente hexano-acetona 8:2 (Figura. 10)

finalmente se concentrd a 2 ml (Chaparro et al., 2017).

Solvente

e
3. Elucion

1. Mezcla de matrize
interrupcion

columna, con ligera

2. Transferencia a la
compresion

Capa de algodon

—— Muestra dispersa 5
pe Extraccion

Sorbente

Capa de algodon

Figura 10. Procedimiento para la extraccion de carbofurano por MSPD.
Caprioti et al., 2010

Cuantificacién de carbofurano por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS).
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Se utilizd un Cromatografo de gases acoplado a espectrémetro de masas modelo
QP2010ULTRA marca SHIMADZU con puerto de inyeccién SPL1 y una columna Agilent DB-
5MS (5% Fenil-metilpolisiloxano) con 30m x 0,25mm de didmetro y 0.25um de espesor. El gas
portador empleado fue helio (99,995%) a un flujo de 2 ml/min, la temperatura del inyector se

mantuvo en 250 °C.

La rampa de calentamiento inicio en 120°C y se mantuvo a esta temperatura por dos minutos;
a continuacion, se aumento a razon de 30 °C/min hasta 200 °C, por ultimo, se aumento a razon
de 8 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 226,5 °C. El tiempo de analisis cromatografico
fue de 7,98 minutos, el carbofurano se detect6 a los 6,2 minutos. Los resultados del espectro de
masas fueron analizados y comparados con el espectro de masas para carbofurano publicado por
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST,) para tener total certeza que se trataba del

compuesto de interés.

Procesamiento y analisis de datos.

En todos los experimentos se trabajaron controles y repeticiones de los ensayos. Los
resultados de los parametros fisicoquimicos se promediaron para obtener un valor final. El
analisis de los resultados de aislamiento de microorganismos y tolerancia al carbofurano, se
realiz6 de manera cualitativa segun lo observado en los ensayos por triplicado. En la
identificacion de microorganismos por FTIR también se hizo un anélisis cualitativo de los grupos

funcionales encontrados.

Para los resultados de los ensayos de degradacion individual, se establecieron los promedios y
desviacion estadndar a las cinéticas de crecimiento microbiano y los ensayos de degradacion.
Posteriormente, se realiz6 un analisis de varianza para la degradacion de los microorganismos,
trabajandose el anova de un factor, el procesamiento de datos se realizd en el software Statistix
10.

Analisis estadistico de la degradacion individual en solucidn acuosa.

El anélisis estadistico de estos resultados se realizé6 por ANOVA de una via, pues este permite
comparar si los porcentajes promedio de degradacion de carbofurano son iguales o no por parte

de los diferentes microorganismos (bacterias y hongos).
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El modelo para este tipo de disefio corresponde a:

Xii=u+T:+F
Ecuacion 5. Modelo para el analisis de varianza

Donde:

Xij: Representa la respuesta del porcentaje promedio de degradacion del pesticida carbofurano
en diferentes microorganismos.

u: Representa el promedio global del experimento, llevado a cabo con diferentes
microorganismaos.

7;: Representa el efecto de la concentracion de carbofurano en diferentes microorganismos.

&: Es el error experimental.

El contraste de hipétesis a probar es el siguiente:

H,: us=Hp=HMs (concentracion promedio de carbofurano es igual en las diferentes bacterias).
Hi. Ws#up#us (concentracion promedio de carbofurano es diferente en las diferentes

bacterias).

De la misma manera para los hongos se tiene el siguiente contraste de hipotesis:

Ho: ypA=Hm=WT.
H1: paFum#ur.

Los andlisis cromatogréaficos se evaluaron realizando las respectivas integraciones del pico de
carbofurano y con las areas se calcularon las concentraciones. Todos los datos fueron analizados

en el software origin 2017, version de prueba.
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Capitulo IV

Presentacion e Interpretacion de Resultados

Andlisis fisicoquimico y ambiental
Los resultados obtenidos en el analisis de los parametros fisicoquimicos y ambientales
realizados al suelo de las parcelas experimentales y la parcela control, se encuentran registrado

en la tabla 2.

Tabla 2.

Parametros fisicoquimicos determinados en las muestras de suelo.

Parcela Parcela 2 Parcela 3 Parcela 4
1 control

Temperatura °C 15 17 20 18

pH 4,83 4,90 5,27 6,00
Humedad % 35,67 35,00 30,67 37,33
Fo6sforo ppm 159,6 231,3 68,00 34,00
Materia organica % 55,78 70,94 28,85 50,44
CIC meq/100 gr muestra 14,46 12,14 13,16 2,53
Conductividad pS/cm 124,3 572,0 278,0 157,1

Fuente: Elaboracion propia.

Aislamiento e identificacion de la biota nativa
Los sucesivos repiques de las cepas bacterianas aisladas, permitieron la separacién de
colonias. En la tabla se indican la morfologia de los diversos aislamientos.
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Caracterizacion de los aislamientos microbianos.
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CEPA Tincion Forma Crecimiento Morfologia de las colonias
de Gram en medio
selectivo
CEPA1 Positivo Bacilo con Mossel Blancas y rizoides
esporas
CEPA 2 Negativo Bacilo EMB Brillo metalico
MacConkey Rojas con halo turbio, forma circular
CEPA3 Negativo Bacilo MacConkey Pigmento rojo intenso caracteristico.
CEPA 4 Negativo Bacilos Cetrimide Colonias redondas de pigmento
amarillento en agar nutritivo y tono casi
verde en Cetrimide.
CEPAS Negativo Bacilo EMB Rosadas y mucosas
MacConkey Rosadas y mucosa con bordes
ondulados.
CEPA 6 Negativo Bacilo MacConkey Colonias ligeramente pigmentadas de
amarillo-verde.
CEPA7 Negativo Bacilo EMB Incoloras transparentes
MacConkey

Fuente: Elaboracion propia.

Las cepas se identificaron por método convencional bioquimico y pruebas rapidas API 20 lo

que permitié determinar el porcentaje de afinidad para los siete géneros bacterianos obtenidos

(tabla 4).
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CEPA Microorganismo identificado Porcentaje de afinidad
1 Bacillus mycoide (Ferdinand Cohn) 98,00%
2 Escherichia coli (Theodore von Escherich) 97,90%
3 Serratia sp. (Fort Detrick) 94,73%
4 Pseudomonas sp. (Walter Migula) 89,47%
5 Klebsiella sp. (Trevisan) 89,47%
6 Stenotrophomonas maltophilia 80,95%
(Palleroni y Bradbury)
7 Salmonella sp. (Theobald Smith) 78,90%

Fuente: Elaboracion propia.

Las morfologias detalladas a nivel microscdpico y macroscopico para los hongos (tabla 5),

permitio la identificacién de los géneros Absidia, Aspergillus, Cladosporium, Cunnigamella,

Fusarium, Mucor y Trichoderma. En la parcela control se encontraron los géneros Alternaria,

Emericella y Mucor.

Tabla 5.

Caracteristicas de los hongos aislados en agar PDA.

Hongos Caracteristicas microscopicas Caracteristicas
Macroscépicas
Mucor sp. Hifas gruesas y aseptadas, con Colonias algodonosas que se tornan de

(Georg Fresenius)

Fusarium sp.
(Link ex Grey)

esporangios redondos. Esporangiosporos
ramificados sin rizoides y columnela

ovoide.

Fialides y macroconidias fusiformes
con septos transversales, microconidias
elipsoidales acumuladas en la punta de la
fialide formando falsas cabezas. Hifas

hialinas septadas y delgadas.

gris con el tiempo, alcanzando la superficie

del agar, reverso de color amarillo palido.

Colonias algodonosas y planas de color
blanco. Reverso con pigmento de color

naranja.
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Trichoderma sp.
(Persoon)

Alternaria sp.
(Nees)

Absida sp.
(Van Tieghem)

Cladosporium sp.
(Link)

Aspergillus sp.
(P. A. Micheli)

Cunnighamella sp.

(Matr)

Conidioforos erectos hialinos

ramificados. Fialides en forma de botella.

Colonias unicelulares subglobosas
hialinas.
Hifas septadas, conidiéforos

ramificados de color café. Cadenas de

conidias con tabiques transversales,

longitudinales y oblicuos.

Hifas hialinas gruesas y aseptadas con
esporangiosporas hialinas.

Esporangidforo ramificado.

Hifas finas, septadas y ramificadas.
Las hifas sostienen cadenas ramificadas
de conidios cilindricos, conidios en
cadena.

Tienen hifas tabiculares y
conidiéforos lisos de pared gruesa cuya
cabeza esta localizada en el extremo de
un hifa, compuesta por una vesicula
rodeada por una corona de fidlides en

forma de botella directamente insertadas

sobre la vesicula. De las fialides se
desprenden las esporas (conidios)
Conidios cafés, ornamentados con

verrugas y crestas esféricas.

Hifas gruesas y aseptadas, columnela

ovoide.  Esporangiosporas  redondas,
esporangiolas ubicadas de forma radiada
alrededor de la columnela similar a una

flor.

Colonias blancas que con el tiempo se
tornan de verde en la superficie, por el

reverso presentan coloracion amarrilla.

Colonias planas y lanosas que con el
tiempo se vuelven gris y negro algodonoso.
Por el reverso se produce un pigmento

marron.

Colonias algodonosas color gris, con

micelio aéreo que cubre la caja de Petri.

Colonias color marron y aterciopelado.

Colonias de color negro y granuloso,
plano e ilimitado.

Por el reverso no se observa pigmento.

Colonias algodonosas de color blanco
con crecimiento rapido hasta alcanzar la
superficie de la caja.

Por el reverso presenta color blanco.
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Emericella sp. Cabezas conidiales biseriadas; Micelio de color amarillo con un
(Eidam) Vuill. radiales en columnas poco compactas, exudado de color rojizo a marrén, las
vesiculas hemisféricas, métulas ocupando colonias aterciopeladas.
la mitad superior de la vesicula. Conidios Reverso amarillo
esféricos rugosos. Cleistotecios globosos
color rojo oscuro cuando maduran,

rodeados de células de globosas.

Fuente: Elaboracion propia.

Tolerancia al carbofurano
En las pruebas de tolerancia al carbofurano se encontr6 que todos los géneros bacterianos
exhibieron resistencia ante las concentraciones evaluadas 50, 70 y 100 ppm, ya que no

aparecieron halos alrededor de las colonias (Figura 11).
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.

Figura 11. Bacterias aisladas y resistentes a diferentes concentraciones de carbofurano
a, Bacillus mycoide b, E. coli c, Serratia sp. d, Pseudomonas sp. e, Klebsiella sp. f, Stenotrphomonas sp.
g, Salmonella sp.

Fuente: Elaboracion propia.
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De los hongos identificados, siete presentaron tolerancia ante las diversas concentraciones del
plaguicida, sin embargo, Alternaria sp. y Emericella sp. resultaron sensibles por lo que su
crecimiento estuvo inhibido en las concentraciones de 70 y 100 ppm (Figura 12).

Figura 12. Hongos aislados, resistentes y sensibles al carbofurano.

a, Trichoderma sp. b, Fusarium sp. ¢, Cladosporium sp. d, Cunnighamella sp. e, Mucor sp. f, Absidia sp.
g, A. niger. h, Emericella sp. i, Alternaria sp.

Fuente: Elaboracion propia.
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Identificacion de microrganismos por espectroscopia FTIR

Las bacterias seleccionadas para ser analizadas por FTIR fueron: Bacillus mycoide,
Pseudomonas sp. y Serratia marcescens. Los espectros de cada una de ellas fueron analizados,
identificandose los rangos de las regiones espectrales cm™ para la ventana de 4cidos nucleicos
(3500-3150), ventana de constituyentes de la pared celular (3000-2800), ventana de estructura de
proteinas (1800-1190) y la denominada “verdadero fingerprint” o ventana de huella dactilar
(1110-600). La comparacion de los espectros de infrarrojo reportados en la literatura (figura 13)
permitié obtener un andlisis cualitativo y asignar los grupos funcionales presentes en las
muestras a los diferentes picos encontrados. Los resultados de las frecuencias e intensidades de

los picos encontrados para las bacterias se presentan en la (tabla 6).
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Ventanas espectrales y asignacién de los diferentes grupos bioquimicos a los picos encontrados.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 6.
Comparacion de la frecuencia e intensidad de los picos encontrados en los espectros FTIR de

las tres bacterias.

Bacillus mycoide Pseudomonas sp. Serratia marcescens
Frecuencia Intensidad Frecuencia Intensidad Frecuencia Intensidad
(cm™®) (cm™) (cm™)
3277 0,527 3279 0,542 3285 0,595
2934 0,224 2955 0,260 3267 0,599
1736 0,105 2928 0,296 2955 0,294
1638 0,843 2874 0,201 2924 0,368
1545 0,722 2857 0,193 2872 0,241
1449 0,362 1630 1,000 2853 0,264
1431 0,335 1537 0,779 1724 0,154
1400 0,410 1454 0,433 1719 0,155
1377 0,467 1387 0,444 1630 0,857
1314 0,382 1314 0,392 1578 0,564
1258 0,322 1234 0,413 1570 0,551
1204 0,261 1146 0,415 1545 0,706
1152 0,441 1063 0,752 1458 0,391
1028 1,000 1022 0,716 1406 0,465
961 0,360 982 0,443 1389 0,439
895 0,303 922 0,314 1375 0,441
669 0,845 671 0,823 1319 0,365
604 0,712 - - 1248 0,460
- - - - 1036 1,000
- - - - 961 0,596
- - - - 889 0,432
- - - - 669 0,979
- - - - 664 0,973

Fuente: Elaboracion propia.

Los hongos; Aspergillus niger, Mucor sp. y Trichoderma sp. tambien fueron analizados por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) acoplada a ATR. A estos se les
realizo el analisis espectral (Figura 14A) y asignacion de grupos funcionales segun los picos
hallados (Figura 14). Los resultados de las frecuencias e intensidades de los picos encontrados en

los hongos se presentan en la tabla 7.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Comparacion de la frecuencia e intensidad de los picos encontrados en los espectros FTIR de

los tres hongos.

Aspergillus niger Mucor sp. Trichoderma sp.
Frecuencia Intensidad Frecuencia Intensidad Frecuencia Intensidad
(cm™) (cm™) (cm™)

3277 0,437 3277 0,457 3277 0,388
2924 0,275 2924 0,299 2922 0,248
2853 0,209 2855 0,225 2853 0,180
1741 0,113 1742 0,099 1744 0,080
1624 0,556 1638 0,581 1638 0,339
1545 0,490 1543 0,479 1551 0,236
1458 0,425 1449 0,306 1491 0,135
1412 0,505 1400 0,381 1414 0,240
1375 0,496 1379 0,371 1375 0,297

- - - - 1314 0,245
1227 0,517 1246 0,400 1246 0,237
1146 0,534 1148 0,450 1152 0,394
1074 0,863 1074 0,889 1069 0,925
1026 1,000 1030 1,000 1038 1,000

- - 993 0,783 970 0,478
928 0,488 - - 932 0,382
885 0,481 872 0,405 889 0,364
808 0,495 802 0,458 - -
669 0,755 669 0,707 669 0,585

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con las frecuencias en las que se identificaron los picos (tabla 8), se realizo el

andlisis espectral de los modos de vibracion en los diferentes rangos y la asignacion de

atribuciones biomoleculares para los microorganismos analizados.
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Tabla 8.

Analisis espectral de los modos de vibracion en los diferentes rangos y asignacion de

atribuciones biomoleculares.

Frecuencia Modo Vibracional
(cm™)

Atribucién biomolecular

3285 -3267 N-H (amida A) de proteinas
Region de estiramiento de O-H.

2955- 2924 CH; estiramiento asimétrico
Estiramiento C-H alifaticos
C-H estiramiento asimétrico de CH,

2879-2853 Estiramiento simétrico CH,
C-H estiramiento simétrico de CH2 en acidos
grasos:
1744-1719 Estiramiento de éster C=0:
1638-1624 Amida I de estructuras de lamina plegadas
1551-1537 Curvatura NH2, C = O, C = estiramiento N

Amida Il (curva de proteina N-H, estiramiento
de C-N): a hélices
1491-1400 Deformaciones C-H de grupos CH, o0 CH3
Alifaticos
COO-simétrico
C-H flexion, -CHj estiramiento

CH, flexion:
1379-1314
1258- 1146 PO,- estiramiento asimétrico
CO-0O-C estiramiento asimétrico
1074- 1000 Estiramiento simétrico PO, estiramientos
simétricos .C-O estiramiento: glucégeno
993-872 Estiramiento C-N + -C
Estiramiento P-O-C, P-O-P
C-N + -C estiramientos
Xilo-oligosacaridos;
810-600 P-O estiramiento)

Polisacaridos y proteinas

Lipidos
Acidos grasos poca contribucion de
proteinas, carbohidratos, cidos nucleicos

Principalmente proteinas, con la poca
contribucion de lipidos, carbohidratos,
acidos nucleicos

Lipidos, triglicéridos.

Proteinas (Amida I)

Proteinas Amida I y Il

Cadenas laterales de aminoéacidos,
cidos grasos
Lipidos

Proteinas, acidos grasos
y compuestos que llevan fosfato.

Principalmente acidos nucleicos con la
poca contribucién de los fosfolipidos.

Glicopéptidos, ribosa, glucégeno y
acidos nucleicos

Acidos nucleicos ADN, ARN y
Fosfolipidos.

Acidos nucleicos

(fosfolipidos, pirofosfato de cadena de
ribosafosfato)

residuos de xilosa disustituidos

Principalmente acidos nucleicos: Acido
dipicolinico (DPA

Asignaciones segun; Zdenek y Susanne. 2001. Garip, Cetin y Feride Severcan. 2009. Banyay et al., 2003; Choo-
Smith et al., 2001; Dogan, Siyakus et al, 2007; Garip y col., 2007. Melin et al ., 2004; Robert et al ., 2005; Stuart,

1997).

Ensayos de biodegradacion individual, a partir de solucion acuosa

Los analisis del carbofurano por espectrofotometria UV/Vis, permitieron detectar el maximo

de absorcion a una longitud de onda de 275 nm (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de absorcién del carbofurano por UV/Vis.

Fuente: Elaboracion propia.

La curva de calibracion obtenida (Figura 16), permitié determinar la concentracion del
pesticida y su respectiva cuantificacion y asi evaluar la capacidad de degradacion individual de

dicha sustancia por parte de microrganismos nativos del suelo trabajado.
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Figura 16. Curva de calibracién para el carbofurano a una absorbancia de 275 nm por espectrofotometria

Fuente: Elaboracion propia.
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Ensayos de biodegradacion con bacterias.

Las bacterias empleadas para evaluar su capacidad de degradacion del carbofurano fueron:
Bacillus mycoide, Pseudomonas sp. y Serratia marcescens, los ensayo realizados permitieron
obtener la cinética de degradacion de cada una de ellas (Figura 17).

Biodegradacion Bacteriana

—— B. micoyde
—— Pseudomona sp
Serratia marcesces

go{ I

60

40 -

Concentracion de carbofurano en ppm

20

Dia

Figura 17. Cinética de degradacidon del carbofurano por parte de las bacterias, durante un periodo de quince dias

con una concentracion inicial de 100 ppm.

Fuente: Elaboracion propia.

Durante los quince dias, también se evalud el crecimiento bacteriano durante el proceso de
biodegradacion. Los conteos en placa permitieron establecer el nimero de UFC/ml, este analisis
se realiz6 por triplicado para cada bacteria y a los resultados conseguidos se les establecié el
promedio y desviacion estandar, obteniendo finalmente la cinética de crecimiento individual
(Figura 18).
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Figura 18. Cinética de crecimiento segun la biomasa de las bacterias empleadas para los ensayos individuales de

degradacion del carbofurano durante un periodo de quince dias en solucién acuosa

Fuente: Elaboracion propia.

Ensayos de biodegradacion con hongos.

En la degradacion de plaguicidas se trabajé con los hongos aislados: Aspergillus niger, Mucor
sp y Trichoderma sp. De cada uno se obtuvo la concentracion del carbofurano durante los
ensayos de degradacion, los cuales se hicieron por triplicado en un periodo de quince dias, una
ves calculados los promedios y la desviacion estandar, se odtuvo la cinetica de degracion por

cada hongo (Figura 19).
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Figura 19. Cinética de degradacidn del carbofurano por parte de los hongos, durante un periodo de quince dias

con una concentracion inicial de 100 ppm
Fuente: Elaboracion propia.
Durante el proceso de degradacion del carbofurano, se evalu6 el crecimiento de la biomasa
fangica de los tres hongos a lo largo de los quince dias del ensayo. Los resultados del peso seco

obtenido se presentan en la Figura 20.
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Figura 20. Crecimiento de los hongos durante los ensayos individuales de degradacién del carbofurano en

solucién acuosa

Fuente: Elaboracion propia.
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Analisis estadistico de la degradacion individual en solucién acuosa.
En el analisis de varianza permitié identificar si estadisticamente la degradacion por parte de
las tres bacterias y hongos presentaba diferencias, asi como el crecimiento microbiano durante el

tiempo de realizacion de los ensayos (tabla 9).

Tabla 9.

Resultados de Anélisis de varianza.

Nivel de significancia: 5 %

VARIABLE MICROORGANISMO MEDIA P-VALOR INTERPRETACION

Degradacion de Bacillus mycoides 82,798 0.1111 No hubo diferencias en

0 .
carbofurano  por Serratia marcescens 68,87 el % de degradacion de
bacterias. carbofurano  por  las

Pseudomonas sp. 65,13 ]
bacterias.

Crecimiento de Bacillus mycoides 6,67 0,0307 Se presentaron

la biomasa . diferencia en el
Serratia marcescens 6,39

bacteriana crecimiento de las
Pseudomonas sp. 6,22 bacterias.

Degradacion de Aspergillus niger 71,631 0,5574 No hubo diferencias en
carbofurano  por Mucor sp. 70,062 el % de degradacion de
hongos. carbofurano  por  los

Trichoderma sp. 60,49 hongos.

Crecimiento de Aspergillus niger 0,14 0,0010 En el crecimiento de

la biomasa fungica. Mucor sp. 0.10 los hongos durante los
ensayos de degradacion de
Trichoderma sp. 0,09 carbofurano, hubo

diferencias.
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Los resultados de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS),

mostraron que el patron de carbofurano se detectaba a los 6,31 minutos (Figura 21).
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Figura 21. Cromatograma del patron de carbofurano

Fuente: Elaboracion propia.

A partir de la curva de calibracion para la cuantificaciéon del carbofurano por GC/MS (Figura

22) se prepard la solucidn a la cual se dopo el suelo a una concentracion de 150 ppm.
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Figura 22. Curva de calibracion para el carbofurano por (GC/MS).

Fuente: Elaboracion propia.
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Las extracciones de carbofurano por el método dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)
que se realizaron a los suelos, permitieron realizar las cuantificaciones por cromatografia. El
andlisis de dichos datos sirvid para estimar las areas de los picos (Figura 23), tanto en las
muestras de los ensayos de degradacion que contenian la mezcla de los seis microorganismos
empleados en los ensayos individuales, y también en los controles de carbofurano y

microorganismaos.
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Figura 23. Cromatogramas del analisis de muestras. a. Cromatograma de la muestra de degradacion. b.

Cromatograma del control de carbofurano. ¢. Cromatograma del control de microorganismos

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados obtenidos, permitieron conocer la cinética de degradacion del carbofurano por

parte del consorcio microbiano (Figura 24).
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Figura 24. Cinética de degradacién de carbofurano por parte del consorcio microbiano

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados evidencian que los microrganismos cuentan con la capacidad de degradar el
compuesto de interés, mientras que en el suelo control que solo se tenia carbofurano, dicha
concentracion se mantuvo en los quince dias sin presentar disminucion alguna. Asi mismo en las
muestras utilizadas como control de microorganismos, se pudo apreciar que en ese tiempo en los
hongos ni las bacterias produjeron algin tipo de compuesto que se evidenciara en las

cromatografias (Figura 25).
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Figura 25. Resultados obtenidos por analisis cromatdgrafico de las muestras de suelo

Fuente: Elaboracion propia.
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Discusion

Anélisis fisicoquimico y ambiental.

Las actividades microbianas estan relacionadas con las condiciones fisicoquimicas del medio
en el cual se desarrollan. Se conoce que hongos y bacterias son gobernados por las leyes de la
termodinamica (Desmond, 2014) pues la temperatura influye en la velocidad de procesos
importantes como la respiracion. En el presente trabajo, la temperatura de las parcelas registro
valores bajos menores a 20 °C lo puede afectar algunos procesos como la capacidad de
respiracion, la descomposicion de los residuos, el reciclado de nutrientes y la degradacion de
productos contaminantes como los pesticidas que llegan a los suelos tal como lo describen Brady
& Weil (2016).

Otro parametro importante en los procesos bioldgicos del suelo es la concentracion de iones
de hidrégeno o pH, el cual resultdé ser moderadamente acido en las parcelas experimentales. Esto
puede deberse al laboreo de los suelos para la agricultura debido a que la adicion de sustancias
como abonos, fertilizantes o materia organica que son fuente de acidez para estos suelos y

conducen a la perdida de bases (Rui et al., 2017).

El pH bajo afecta la capacidad del suelo para mantener las diversas reacciones microbianas
debido a que los suelos &cidos son pobres en elementos como calcio, magnesio, potasio y fésforo
lo que reduce la actividad de los microorganismos (Fernandez et al., 2006). Ademas, las enzimas
presentes en el suelo encargadas de realizar procesos de biodegradacion también son en su

mayoria pH-dependientes (Kadri et al,, 2017).

En el andlisis de humedad se encontraron valores entre 30,67% y 37,33% Yy estan dentro del
rango Optimo requerido para cultivos de papa criolla segin la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion (FAQO). El contenido de agua en el suelo es importante, pues
permite que ocurran reacciones metabodlicas celulares importantes en los procesos de
biodegradacion, pero en algunos casos resulta perjudicial pues su exceso favorece lixiviacion de
sales y otros nutrientes, por lo que el agua regula todas las actividades bioldgicas del suelo (Qi et
al., 2018).
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En cuanto a los contenidos de fosforo se identificaron valores altos segun los criterios de la
calidad del suelo establecidos por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de
Colombia (Miniambiente, 2016), en ello influyen los microorganismos, pues estos juegan un
importante papel en procesos que afectan la transformacion del fosforo en el suelo y su
disponibilidad para las plantas. Los altos contenidos de fosforo benefician el crecimiento y
nutricion de las plantas y da indicio de la diversidad microbiana presente en dichos suelos,
ademés es importante para que los microorganismos realicen procesos de captacion de gran

cantidad de energia por medio de la intemperizacién de los minerales (Paul, 2014).

Con relacion a la materia organica, todos los valores se encontraron por encima de diez por
ciento, lo que favorece la retencion de humedad para los cultivos y la formacion de nitrogeno,
también se facilitan los procesos de mineralizacion y el aumento de la cobertura vegetal que se
convierte en el alimento de un gran nimero de microorganismos y beneficia el desarrollo de la

planta en un sistema ecoldgico armonico (Julca, Meneses, Blas & Bello, 2006).

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) en la parcela control fue de 2,53 meqg/100 g,
segun la tabla de referencia para este pardmetro corresponde a una CIC muy baja, mientras que
en las parcelas experimentales se registraron valores de 14,46; 12,14; y 13,16 meqg/100 g, los

cuales reflejan una CIC de nivel medio (Shiri et al., 2017).

El proceso de degradacion microbiana de carbamatos en el suelo estd altamente relacionado
con las condiciones fisicoquimicas, en especial con factores como la humedad, contenido de
materia organica y pH (Aparicio et al., 2015). Las bacterias han sido empleadas en diversos
procedimientos encaminados a la recuperacion de los suelos, puesto que estas se cultivan con
facilidad, crecen a altas velocidades y tienen la capacidad de emplear los contaminantes

organicos para la generacion de carbono y energia.

Identificacion de los aislamientos y su tolerancia al carbofurano.
En el presente trabajo se obtuvo una diversidad de microorganismos nativos del suelo,
capaces de crecer en presencia del xenobidtico carbofurano. En total fueron siete cepas

bacterianas entre las que se identifico Bacillus mycoide cuyo habitat comun es el suelo, y se aisla
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con frecuencia en ambientes con presencia de pesticidas y se ha descrito que actia como
biocontrolador de bacterias y hongos patdgenos en plantas, por ello su importancia en la parte
agricola (Stratford, Woodley & Park, 2013). Aln no se han reportado investigaciones que
mencionen la capacidad de esta bacteria para biodegradar pesticidas, pero si sobre las posibles
vias de degradacion de Bacillus mycoide ante otros xenobidticos como el trinitrotolueno (Hong,
Chang & Zu, 2013).

Las otras seis cepas de bacterias aisladas durante esta investigacion corresponden a bacilos
Gram negativos de diferentes géneros, los cuales se han identificado en diferentes suelos
agricolas con historia de aplicacion de carbofurano (Castellanos & Rache, 2013). Dicha
presencia se debe a que los microorganismos adaptan sus mecanismos genéticos a procesos
metabolicos enzimaticos que por sintesis oxidan, hidrolizan e hidroxilan los pesticidas,
aprovechando el pesticida como un importante generador de carbono, nitrogeno, azufre o
fésforo, y ayudando a reducir de este modo la toxicidad del compuesto mediante actividad

cometabdlica o por mineralizacion completa (Fang et al., 2018).

Se ha descrito que determinadas bacterias como Novosphingobium sp. Sphingomonas sp.
y Pseudomonas sp., descomponen el carbofurano en 3-hidroxicarbofurano (Figura 26a), 3-
cetocarbofurano (Figura 26b), y tres metabolitos fendlicos: 7-fenol [2,3- dihidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranol] (Figura 26c), 3,7-diol [2,3 dihidro-2,2-dimetil-3,7-benzofurandiol] y 3-ceto-7-
fenol [2,3-dihidro-2,2-dimetil-30x0-7-benzofuranol] (Castellanos, Galvis & Carrefio, 2016)
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Figura 26. Productos de degradacion del carbofurano.

Base de datos de Biocatalisis y Biodegradacion de la Universidad de Minnesota

El 7-fenol (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranol), parece ser el metabolito menos
perjudicial y trabaja como generador de carbono y/o de nitrégeno para una diversidad de
bacterias que hidrolizan carbofurano en suelos tratados con anticipacion (Shin, Kim, Seong,
Song & Ka, 2012). Posiblemente las bacterias encontradas en este estudio utilicen dichas rutas de

degradacion que les permite emplear el compuesto como su fuente de energia.

Segln Das, Chakravarty, Sukul y Mukherje (1995) el carbofurano estimula el crecimiento de
algunas especies bacterianas que también fueron encontradas en los aislamientos, como es el
caso de Escherichia sp., Klebsiella sp. y Serratia sp. Por su parte, Pseudomonas sp. ha sido
reportada en diversos estudios que destacan su eficiente biodegradacién de compuestos tdxicos

como el carbamato (Castro et al., 2016).

El potencial de biodegradacion de las bacterias ha sido estudiado en suelos contaminados con
otros grupos de pesticidas como los organofosforados, se ha descrito la capacidad del género
Serratia de biodegradar el pesticida en tan solo 18 horas (Glick et al., 2018). Klebsiella sp.
también ha sido reportada por su capacidad de degradar este contaminante (Jaramillo, Bermudez
& Tirado, 2016).

Otra bacteria identificada fue Stenotrophomonas maltophilia, la cual se ha descrito en suelos
contaminados con la herbicida atrazina y ha resultado eficaz en la biodegradacion de un 98% de
dicho compuesto (Rousseaux, Hartmann & Soulas, 2001). Sin embargo, no se encontro en la

literatura ningan reporte referente a la biodegradacion de carbofurano por esta cepa bacteriana
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que resultd ser tolerante ante el compuesto evaluado durante este trabajo, y se convierte en un

potencial microrganismo util en la atenuacion del plaguicida.

En cuanto al género Salmonella, también aislado e identificado, los resultados obtenidos
muestran su capacidad de crecer en presencia de pesticidas, sin embargo, dicho microorganismo
no es nativo del suelo, su habitat es el tracto gastrointestinal de humanos y animales. Su
presencia en cultivos de papa criolla y demés suelos agricolas se relaciona con las caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales del suelo que favorecen su crecimiento (Palacios et al., 1999).
Dicho microrganismo no ha resultado interesante para ser empleado en la recuperacion de

ambientes contaminados, lo cual se puede deber a sus caracteristicas patdgenas.

En el caso de los hongos, en los Gltimos afios se ha estudiado el potencial enzimético que
poseen para biodegradar una amplia gama de xenobidticos como el carbofurano, del cual se
conoce que es transformado a 3-hidroxicarbofuran por la enzima carbofuran 3-hidroxylasa y
posteriormente es a 3-ketocarbofuran por la enzima 3-hidroxycarbofuran deshidrogenasa (Ortiz,
Sanchez, Dantan & Castrejon, 2013).

Los géneros fangicos identificados en nuestro trabajo como Fusarium, Mucor y Trichoderma,
son reconocidos por su capacidad de biodegradar compuestos recalcitrantes (Pernia, Demey,
Inojosa & Naranjo, 2012). En el caso de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride, estudios
de peso seco evidencian el aumento de micelio cuando se incrementan las concentraciones de
carbofurano, lo que indica que dicho compuesto es utilizado y asimilado como fuente de
nutrientes (Afify et al., 2012).

Aspergillus niger se ha reportado por su capacidad para biodegradar contaminantes del suelo,
y especificamente en suelos contaminados con carbofurano (Guiraud, Villemain, Kadri, Bordjiba
& Steiman, 2003). Mientras que Das, et al., (2003) resaltan la importancia de Fusarium sp. en la
degradacion de dicho insecticida aplicado en plantaciones de arroz. La tolerancia a pesticidas por
el hongo ambiental Cunnigammella sp. ha sido comprobada en compuestos como el
pentaclorofenol (Sing, Zulkharnain, Roslan, Assim & Husaini, 2014), ademas cuenta con

reconocimiento por su capacidad de metabolizar xenobioticos (Wackett & Gibson, 1982). Por su
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parte, el hongo Cladosporim sp., ha mostrado la capacidad de crecer en presencia de plaguicidas

como los piretroides y 3-fenoxibenzaldehido (Chen et al., 2011).

Alternaria sp. ha sido evaluado en otras investigaciones en las que se evidencia su capacidad
de crecer a altas concentraciones de plaguicidas como endosulfan, clorpirifés y clorotalonil
(Stamatiu et al., 2015); sin embargo, al realizar las pruebas de tolerancia al carbofurano, se
observé que este no logro crecer, por lo que seria interesante conocer mas acerca del
metabolismo del hongo ante el pesticida y las razones que impiden su crecimiento a altas
concentraciones del compuesto. Otro hongo que durante las pruebas de tolerancia no logro
crecer a altas concentraciones de carbofurano fue Emericella sp. este es un microorganismo del
suelo relacionado con Aspergillus, del cual no se conocen investigaciones relacionadas con su

capacidad para degradar xenobidticos.

Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier FT-IR

Esta técnica permitié caracterizar a seis microorganismos tolerantes al pesticida carbofurano.
El andlisis de los grupos funcionales en las regiones espectrales, mostré6 que la metodologia
empleada para la preparacion de los microorganismos y obtencidn de espectros fue acertada pues

se logro la repetitividad de los resultados.

Al superponer los espectros de las bacterias Bacillus mycoide, Pseudomonas sp y Serratia
marcescens, se identificaron algunas similitudes en la mayoria de las regiones espectrales, sin
embargo, se encontraron diferencias en la forma de las bandas asociadas a lipidos, proteinas y
carbohidratos. En la primera ventana espectral, las tres bacterias mostraron una banda muy
ancha debida al grupo O-H y a la absorcion de dos modos vibracionales del estiramiento de N-H.
En la segunda ventana, la regién atribuida a la absorcion de las cadenas de acidos grasos de
membranas, fosfolipidos y también a cadenas laterales de algunos aminoéacidos y carbohidratos,
se encontrd solo un pico para Bacillus mycoide, mientras que en esta misma region Pseudomonas
sp., presento cuatro picos con diferentes intensidades al igual la bacteria Serratia marcescens
(Zdenek & Susanne, 2001).



Biodegradacion microbiana de carbofurano 83

En la tercera region denominada Amida I 11 y proteinas, se pudo distinguir la banda de amidas
| en las tres bacterias, notandose una mayor intensidad en Pseudomonas sp. La aparicion de esta
banda indica que los microorganismos analizados presentan un importante componente de
biomasa celular, la forma de la banda es un indicativo de la composicion porcentual de proteinas
en estructura alfa hélice o beta. Las amidas Il también se pudieron evidenciar con mayor
intensidad en Pseudomonas sp, mientras que la banda de Bacillus mycoide y Serratia marcescens

para este grupo fue similar.

En Serratia marcescens se encontré un mayor numero de bandas que en las otras bacterias.
En la cuarta region también llamada mixta, se pudieron notar las bandas cercanas a la region
1450-1460 cm™ lo que indica la alta energia de las bacterias analizadas pues esta zona involucra
grupos funcionales presentes en lipidos, proteinas carbohidratos y acidos nucleicos. Los
espectros de Bacillus mycoide y Serratia marcescens mostraron una banda en 1400 cm™, lo que
indica que el grupo funcional -COO- confiere a estos microorganismos carbohidratos acidos,
4cidos grasos libres, o cadenas laterales de aminoacidos. Alrededor de los 1400 cm™ también se
evidencio una banda ancha pero no tan intensa, lo que indica el estiramiento asimétrico del
enlace >P=0, constituyendo una superposicion de bandas tipicas que podrian provenir de

fosfodiésteres, monoésteres, y fosfatos libres.

En la quinta regién espectral se not6 que las tres bacterias presentaron un pico ancho, con
mayor intensidad en Bacillus mycoide y Serratia marcescens, esto ocurre por la union de
diversos oligos y polisacaridos que contienen los microorganismos. Por Gltimo, en la region de
fingerprint, se encontraron tres picos para Bacillus mycoide y en las otras bacterias de a dos
picos, siendo similar por su forma el correspondiente a 720 cm™ que se trata de una frecuencia de
vibracion caracteristica de los modos vibracionales de torsion del >CH2 de &cidos grasos, en esta
zona Serratia marcescens alcanz6 una mayor absorbancia y Pseudomonas sp., resulté ser menos
intensa (Beekes, Lasch & Naumann, 2007) (Jyoti et al., 2013).

Por parte de los hongos se realizé el andlisis espectral (FT-IR) de Aspergillus niger, Mucor sp.
y Trichoderma sp., en ellos se identificaron las ventanas espectrales, encontrandose a los 3400

cm™ una banda ancha en los tres hongos, con mayor intensidad en Mucor sp. y menor en
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Trichoderma sp. lo que indica la presencia del grupo OH en los tres hongos. En cuanto al
contenido de lipidos, fosfolipidos y carbohidratos, también se evidenciaron las respectivas
bandas con mayor intensidad para Mucor sp. En el analisis de amidas y proteinas Aspergillus

niger presentd bandas mas anchas e intensas con una notoria diferencia frente a Trichoderma sp.

En esta region el tamafio e intensidad de las bandas present6 variabilidad, y esto esta
relacionado con la biomasa celular y contenido proteico entre los tres hongos. Lo mismo se
evidencio en la region mixta, indicando un alto contenido de carbohidratos, &cidos grasos y
aminoacidos para Aspergillus niger, los otros dos hongos también cuentan con estos
componentes, pero en menor intensidad. La region espectral entre 1200 y 900 cm™
correspondiente a &cidos nucleicos y fosfolipidos, se encontré una alta intensidad debida a la

composicion macromolecular de los hongos.

Finalmente, en la region del fingerprint los hongos mostraron aproximadamente dos a tres
bandas de mediana intensidad. Los espectros de Aspergillus niger y Mucor sp. fueron
comparados con los resultados obtenidos por Rajeev (2013) encontrdndose similitudes lo que

permite confirmar gque se trata de dichos géneros flngicos.

Ensayos de degradacion individual.

Los seis microorganismos nativos previamente identificados y caracterizados al ser sometidos
a ensayos individuales de degradacién, mostraron tener buena capacidad para disminuir o
transformar este compuesto, ya que en un periodo de quince dias la bacteria Pseudomonas sp.
logro degradar el 70,37 % del carbofurano, Serratia marcescens el 56 % y el Bacillus mycoide
un 53,86% del pesticida; mientras que en los ensayos con hongos a los quince dias ,Trichoderma
sp degradé el 81,5 % Mucor sp el 73 % del plaguicida. Aspergillus niger degradé el 54,76 % en
los primeros seis dias del ensayo, pero en los dias siguientes se presentd una alteracion en los
resultados de degradacion de éste hongo, lo posiblemente que posiblemente se debe a la alta
cantidad de metabolitos generados.

Diversas investigaciones se han enfocado en estudiar la capacidad los microorganismos del

suelo para biotransformar o degradar compuestos altamente toxicos como los pesticidas,
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encontrandose que dicho proceso es posible gracias al metabolismo microbiano. En cuanto a las
bacterias empleadas en este trabajo, se ha reportado que Pseudomonas sp. la bacteria que en este
caso logré degradar mayor porcentaje de carbofurano, es capaz de hidroxilar carbofurano (2,3-
dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato) en la posicién 4 a 7-fenol (2,3-dihidro-2,2-
dimetil-7-hidroxi benzofurano) y varios metabolitos desconocidos como el 4-hidroxicarbofurano
(2,3-dihidro-2,2-dimetil-4-hidroxibenzofuran-7-il metilcarbamato), con una masa (237) similar a
3-hidroxicarbofurano y 5-hidroxicarbofurano, pero con diferentes patrones de fragmentacion. La
transformacion de este compuesto se da por una enzima oxidativa inducible, hidroxilasa,
mediada por la conversion de carbofurano en 4-hidroxicarbofurano, y una segunda enzima

hidrolasa sintetizada que transforma el carbofurano en 7-fenol (Gianfreda et al., 2016).

La hidrolisis de carbofurano por las hidrolasas reduce su toxicidad en gran magnitud
(Hernandez et al., 2013) siendo un método util de desintoxicacion enzimatica, pues estas enzimas
son potencialmente dtiles en la descontaminacion de compuestos peligrosos. Se ha reportado que
la enzima carbofuran hidrolasa es codificada por el gen mcd el cual ha sido encontrado en
bacterias capaces de adaptarse a los suelos tratados con carbofurano. Esta enzima ha sido
purificada y biocaracterizada a partir de aislamientos de Pseudomona sp., con pesos moleculares
entre 72-77 kDa (Gong et al., 2016). La eficiencia de biodegradacion de Pseudomonas sp.,
también ha sido comprobada para otros plaguicidas como permetrina y cipermetrina con
eficiencia del 65% a 5 dias de su aplicacion en los suelos de los agroecosistemas afectados. Lo
que indica que es una bacteria con alto potencial para procesos de recuperacion de suelos
(Muhammad et al., 2016).

Los ensayos de degradacion del carbofurano por parte del Bacillus mycoide, permitieron
establecer que dicha bacteria cuenta con potencial para poder eliminar o transformar este
contaminante. Esto coincide con los resultados obtenidos por (Onunga et al., 2015), en los que se
logro aislar e identificar a partir del suelo, una bacteria de morfologia bacilo Gram positivo capaz
de degradar en cultivos liquidos el carbofurano, utilizdndolo como la Unica fuente de carbono y
nitrégeno y removiendo el 98% del compuesto en 10 dias. De dicha degradacion resultaba como
producto la formacién de carbofuran fenol como el Unico metabolito detectable. Esta bacteria

resultd ser un miembro de la especie Bacillus cuya capacidad de biodegradacion indica que
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tienen un gran potencial para la aplicacion en la biorremediacion de sitios de suelos

contaminados con carbofurano (Onunga et al., 2015).

En cuanto a la bacteria Serratia marcescens, capaz de degradar el 56 % de carbofurano en el
medio liquido, hasta el momento no se han reportado publicaciones que soporten la capacidad de
esta bacteria en emplear este pesticida como fuente alimenticia, sin embargo ha sido reportada
por su potencial para remover pesticidas presentes en el suelo como los organofosforados (Cycon
et al., 2013) y otros altamente toxicos como el DDT, del cual la bacteria pudo degradar hasta el
42% de los 50 mg/l iniciales de DDT en 10 dias. De esta degradacion resultaron cuatro
metabolitos intermedios que al parecer no son téxicos para la cepa ni el medio ambiente, lo que
evidencia que es una bacteria de interés en procesos de recuperacion de ambientes contaminados
(Neerjaetal., 2016).

Con relacion al crecimiento, Se encontré que Bacillus mycoide fue la que alcanzé mayor
crecimiento con 1,45 X 10" UFC/ml en los primeros siete dias, lo que indica que desde el primer
dia fue capaz de adaptarse al carbofurano, logrando un crecimiento exponencial. El conteo de
UFC/ ml revela el aumento en la biomasa de esta bacteria durante los primeros siete dias,
después se presentd un descenso continuo, lo que puede deberse al agotamiento de la fuente de
carbono y/o nitrégeno, o que en el proceso de biotransformacion se generd algun metabolito
perjudicial para la bacteria (Chaudhry & Ali, 1998).

Pseudomonas sp., fue adaptandose lentamente al compuesto, alcanzando su maximo
crecimiento a los 10 dias del cultivo indicando la tolerabilidad y metabolizacion del carbofurano.
Esta buena adaptacion posiblemente ocurrié porque se dieron las condiciones Optimas para el
crecimiento como fueron el pH y la temperatura (Qui et al., 2007). En los dias siguientes se
disminuyé minimamente el nimero de colonias lo que corrobora la alta capacidad de esta
bacteria para degradar compuestos utilizandolos para su metabolismo, asi como lo evidencian

sus rutas de degradacion (Castellanos & Rache, 2013).

Por su parte Serratia marcescens fue la bacteria que menos crecid, aunque en los primeros

cinco dias al parecer se adapto al compuesto y lo empleo como fuente nutritiva, presento notoria
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disminucion de colonias y por ello también su menor capacidad de degradacion respecto a las
otras dos bacterias, seguramente esto se debe a algin metabolito que se genero los primeros dias

y resulto dafiino para la bacteria.

Los ensayos de degradacion fungica revelaron que los tres hongos usados podian realizar la
degradacion del carbofurano, lo que puede ocurrir a través de la hidroxilacion en la posicion tres
y la oxidacion a 3-cetocarbofurano, segin se ha podido establecer para las rutas de degradacion
de este xenobiotico (Gouma et al., 2014).

En los ensayos con Aspergillus niger los andlisis por espectrofotometria UV/VIS permitieron
establecer que, durante los primeros seis dias del cultivo, el hongo presentd buena adaptacion al
carbofurano, lo anterior teniendo en cuenta que hubo disminucién en la concentracion del
pesticida; pero curiosamente después de dicho tiempo el compuesto comenzo a incrementarse en
el medio. Segun investigaciones del metabolismo del carbofurano en medios liquidos por parte
de A. niger, este resultado puede deberse a que los metabolitos que se generan en el medio tales
como -hidroxicarbofurano, 3-cetocarbofurano y 3-cetocarbofurano fenol, se absorben a la misma
longitud de onda que el carbofurano y eran estos los que aparecian al realizar el analisis, pues a
mayor tiempo de cultivo mayor cantidad de metabolitos (Gouma et al., 2014). De esta manera la
técnica de andlisis por espectrofotometria no resulto muy efectiva para el andlisis de la
degradacion por este hongo.

En cuanto al analisis del crecimiento del hongo, se identifico que el peso de la biomasa se
incrementd durante los primeros dias, pero al parecer el alto contenido de metabolitos en el
medio liquido afecto el crecimiento del hongo por lo que se disminuy6 su biomasa, pues se ha
reportado que en algunos casos los metabolitos que produce el carbofurano pueden ser toxicos
(Ruiz et al., 2016).

Los experimentos con el hongo Trichoderma sp. mostraron una alta efectividad del
microorganismo para biodegradar el carbofurano pues redujo el 81. 5 % del compuesto en quince
dias. Otros estudios acerca de la capacidad de Trichoderma harzianum para degradar

carbofurano han mostrado que este microorganismo logra biotransformar el compuesto a través
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de un sistema oxidativo en el que el hongo usa el pesticida como fuente de carbono y nitrégeno,

gracias a que sus enzimas acttan sobre el enlace de amida y éster en carbofurano (Afify, 2012).

En la presente investigacion se pudo evidenciar que los pesos secos para Trichoderma sp
aumentaban a medida que tomaba el carbofurano, dicho aumento en la biomasa puede deberse a
este compuesto constituye un carbono adicional y una contribucion de nitrégeno que permiten al
hongo la sintesis de nuevos metabolitos secundarios favoreciendo la produccion de biomasa
microbiana y, en consecuencia, uso mas rapido de carbofuran lo que concuerda con lo

encontrado por (Afify, 2012) en sus estudios de biodegradacion con T. harzianum y T. viride.

Respecto al hongo Mucor sp., también se evidencio su potencial para degradar el carbofurano
pues removid el 73 % del compuesto en los quince dias, ademas su crecimiento en el medio
indica que el hongo se adapt6 al compuesto y a medida que utilizaba el carbofurano como fuente
nutritiva, se incrementaba la biomasa. Para este género fungico, se han realizado estudios de
biodegradacion de carbofurano empleando Mucor ramannianus, en los que se determiné que al
biodregradarse el compuesto se generan los metabolitos 2-hidoxy-3-(3-metilpropan-2-ol) fenol,
3-hidroxicarbofuran-7-fenol y 7a- (hidroximetil) -2,2-dimetilhexahidro-6H-furopiran. Lo cual

sugiere que la degradacién ocurre por hidrélisis en el anillo de furanilo (Seo et al., 2007).

Los microorganismos empleados en el presente estudio cuentan con el potencial para degradar
el carbofurano, y como resultado de ello posiblemente se generan los metabolitos que
previamente han sido identificados mediante el establecimiento de las rutas metabdlicas, tales
como: carbofuran fenol, 3-hidroxicarbofurano, 3-cetocarbofurano, 3-hidroxicarbofuran-fenol y
3-cetocarbofuranfenol. Actualmente, se ha reportado que el carbofurano se degrada a 4-
hidroxicarbofurano. Sin embargo, son escasos los estudios para identificar metabolitos
microbianos de carbofurano resultantes de la escision de anillos aromaticos o furanilo, y se
sospecha que puede ocurrir por un posible intermediario metabolico de 2-hidroxi-3- (3-
metilpropan-2-ol) fenol o 7a- (hidroximetil) -2,2-dimetilhexahidro-6H-furo [2,3 -b] piran-6-ona,
resultante de la degradacién fangica del carbofuranfenol como primer producto de degradacion
(Seo et al., 2007).
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Ensayos de degradacién por parte del consorcio de microorganismos.

Un resultado importante para destacar se presentd en los ensayos en suelo utilizando un
consorcio microbiano pues esté fue potencialmente util para degradar el carbofurano, logrando
remover el 91. 7 % del compuesto en tan solo quince dias, lo que indica que las poblaciones
celulares cooperaron, logrando que todas sus enzimas actuaran en el proceso metabolico para

degradar el carbofurano (Robert et al., 2013).

La determinacion de la disminucion en las concentraciones del pesticida fue posible gracias a
la efectividad del método de extraccion por (MSPD), el cual es una excelente alternativa pues
requiere pequefias cantidades de muestra, es ambientalmente amigable y permite realizar varias
extracciones en simultanea (Chaparro et al., 2017). El método aplicado para analisis por CG/MS
permitié identificar satisfactoriamente el analito y asi conocer el potencial del consorcio para la
degradacion del mismo, teniendo en cuenta que en los controles del experimento se pudo
evidenciar que cuando no se adicionaron microorganismos a los ensayos, la concentracion del
carbofurano se mantuvo, y en aquellas muestras que solo contenian suelo y microorganismos no

aparecid ningun pico durante los analisis por CG/MS.

Por lo tanto, se puede decir que los métodos empleados para extraccion y analisis
proporcionan buena reproducibilidad, sensibilidad, curvas de calibracion lineal y precision,
siendo adecuados y aplicables para determinar el pesticida carbofurano en los suelos de la papa

criolla.
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Conclusiones

El suelo de los cultivos de papa criolla utilizado en el presente estudio cuenta con condiciones
fisicoquimicas que le permiten albergar una diversidad de bacterias y hongos con capacidad de

tolerar pesticidas como el carbofurano.

Los microorganismos empleados en los ensayos de degradacion se han adaptado a las
condiciones del carbofurano, logrando emplearlo como fuente de nitrégeno o carbono, y asi

realizar su transformacion tanto de manera individual como en consorcios.

La espectroscopia FTIR permitié establecer diferencias entre los hongos y bacterias segin su
variabilidad espectral y huellas digitales que indicaron los grupos funcionales presentes en estos
microorganismos, requiriéndose para ello corto tiempo y bajos costos en comparacion con otros

métodos.

Pseudomonas sp. fue la bacteria que mejor degrad6 el carbofurano, removiendo un 70,4 % del
compuesto en 15 dias, mientras que en el caso de los hongos Trichoderma sp. logré la mejor

degradacion individual con un total de 81,5 % de disminucion del pesticida.

Durante la degradacién en medio liquido, se generan metabolitos que al llegar a altas
concentraciones se absorben a una longitud de onda similar a la del carbofurano como sucedié
con el hongo A. niger, por lo que la espectrofotometria UV/VIS presenta desventajas para el
andlisis de degradacion.

El consorcio microbiano logré degradar el 91, 7 % de carbofurano en el suelo, siendo mucho
maés efectivo que la degradacion individual, indicando que existe un sinergismo y ayuda en los
procesos metabdlicos, cuando se presentan agrupaciones microbianas frente a compuestos

téxicos.
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Recomendaciones

Se recomienda que los resultados obtenidos en este trabajo sean el punto de partida para
proyectos encaminados a la biorremediacién in situ de suelos contaminados con el pesticida

carbofurano, pues este es un compuesto de alto uso por parte de los agricultores de la provincia.

Se deben trabajar proyectos que permitan establecer las rutas metabdlicas que utiliza cada uno
de estos microorganismos, estudiando las enzimas y genes responsables del proceso de

degradacion de diferentes compuestos toxicos en ambientes contaminados.

Se recomienda el andlisis e identificacion molecular de las cepas empleadas para los

ensayos de biodegradacion.
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Apéndices

Apeéndice A. Analisis fisicoquimicos realizados al suelo.
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Apéndice B. Identificacion de Bacterias por morfologia microscopia
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Apeéndice C. Identificacion de bacterias mediante pruebas bioquimicas convencionales y APl 20
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Apéndice D. Identificacion de hongos por microcultivos
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Apéndice E. Liofilizacion de Microorganismos
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Apéndice F. Ficha de seguridad del carbofurano empleado para los ensayos

SIGMA-ALORICH"
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Signa-Aldrich tatorchemitalien Gmbli D-30918 Seelte
Telefoa: +49 5137 #338-150

Article/Product: 32056
Carbofuran PESTANAL®

Reference Material (RM)
1. General Information

Formula: C12H15NO3
CAS-No.: [1563-66-2)
Usage : Insecticide

m..mundumuyoll;hﬂ.

Identity (NMR)
Assay (HPLC)

Water (Karl Fischer)
Melting range 3
Date of Analysis
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Apéndice G. Bacterias seleccionadas para ensayos de degradacion, cultivadas en agar nutritivo
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Apéndice H. Hongos seleccionados para ensayos de degradacion, cultivadas en agar PDA
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Apéndice I. Montajes de ensayos de degradacion individual en medio liquido
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Apeéndice J. Espectro UV/VIS del carbofuran a 275 nm, para determinar la capacidad de

degradacion de Pseudomonas sp hacia el pesticida

ADSOrpancia
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Apéndice K. Modelo de las tablas empleadas para la recoleccion de datos en los ensayos de

degradacion individuales.

Control: MSN +

Control: MSN +

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 carbofurano microorganismo

Dia Abs | []Jppm Dia Abs | [ ppm | Dia Abs py[a]m Dia Abs | [Jppm Dia Abs | [Ippm
Dia O 1,33 100,78 | Dia 0 1,33 100,78 | Dia 0 1,3| 98,48 | Dia0 1,4| 106,17 | Dia0 |0,018 -0,14
Dia 1 1,27 | 96,17 |Dial 1,09| 82,32 |Dial 1,06 | 80,17 | Dia 1 1,4| 106,17 | Dia 1 0,02 0,02
Dia 2 1,1| 83,09 | Dia2 1,04 | 78,48 |Dia2 1,03 | 78,02 | Dia 2 1,35| 102,32 | Dia 2 0,02 0,02
Dia 3 1,02 | 76,94 |Dia3 0,96 | 72,32 |Dia3 | 0,95| 71,40 | Dia3 1,35| 102,32 | Dia 3 0,02 0,02
Dia 4 1| 75,40 | Dia 4 0,94| 70,78 |Dia4 | 0,93 | 70,02 | Dia 4 1,33 | 100,78 | Dia 4 0,02 0,02
Dia 5 0,95| 71,55|Dia5 0,92 | 69,25|Dia5 | 0,74| 55,32 | Dia5 1,33 | 100,78 |Dia5 |0,021 0,09
Dia 6 0,89 | 66,94 | Dia 6 0,8| 60,02 |Dia6 | 0,66| 49,25 |Dia6 1,3| 98,48 |Dia6 |0,022 0,17
Dia 7 0,85| 63,86 |Dia7 0,76 | 56,94 |Dia7 | 0,62 | 46,17 | Dia7 1,3| 98,48 |Dia7 |0,022 0,17
Dial0 | 0,74 | 55,40 |Dial10 |0,69| 51,55|Dia1l0| 0,54 | 40,02 | Dia 10 1,28 | 96,94 | Dia 10 | 0,025 0,40
Dial5 | 0,61 | 45,40|Dia15 |0,58| 43,09 |Dia1l5| 0,44 | 32,32 | Dia 15 1,27 | 96,17 | Dia 15 | 0,026 0,48
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Apéndice L. Evidencia de control de crecimiento bacteriano por determinacion de UFC/ml
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Apéndice M. Evidencia de control de crecimiento de hongos por determinacion del peso sec
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Apéndice N. Evidencia de la extraccion por MSPD.




Apéndice O. Resultados de la cuantificacion de carbofurano por CG/MS.
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Dia 0 Area ppm curva ppm suelo Promedios
CCDO 2460,36842 15,1149635 151,149635
E1DO 2442,98326 15,00816 150,0816 150,071576
E2D0 2442,65692 15,0061552 150,061552
CMDO 0 0 0
CCD3 2448,075 15,0394405 150,394405
E1D3 1416 8,69901767 86,9901767 87,3587792
E2D3 1428 8,77273816 87,7273816
CMD3 0 0 0
CCD6 2431,07446 14,9349998 149,349998
E1D6 966,7 5,93879971 59,3879971 60,0729833
E2D6 989 6,07579695 60,7579695
CMD6 0 0 0
CCD9 244429379 15,0162111 150,162111
E1D9 520,25 3,19609036 31,9609036 32,0997438
E2D9 524,77 3,22385841 32,2385841
CMD9 0 0 0
CCD12 2429,6505 14,9262519 149,262519
E1D12 254,8 1,56533171 15,6533171 15,3430767
E2D12 2447 1,50328363 15,0328363
CMD12 0 0 0
CCD15 2453,4325 15,0723536 150,723536
E1D15 131,74 0,8093281 8,09328099 8,23918613
E2D15 136,49 0,83850913 8,38509126
CMD15 0 0




