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RESUMEN

Titulo del trabajo: Evaluacién de mezclas compost inmaduro/suelo de moravia
y fuentes de nutrientes para la degradaciéon de los pesticidas clorpirifos,
malatién y metil paration

Autor (s): nombre del autor(s): Sergio Augusto Upegui Sosa.
Titulo otorgado: Magister en Ingenieria Urbana.

Asesor del trabajo: Liliana Rocio Botero Botero.

Programa de donde egresa: Ingenierias.

Ciudad: Medellin.

Aio: 2010.

En el presente trabajo se evaluaron un compost inmaduro, el suelo de Moravia
(antiguo botadero de residuos de Medellin que funcioné en la época 1970-
1984) y sus mezclas en proporciones: 75/25, 50/50 y 25/75 (Compost
inmaduro/suelo de Moravia) como matrices microbianas con potencialidades
para la degradaciéon de compuestos organofosforados (clorpirifos, malatién y
metil paratién). Adicionalmente, se evalué el efecto de la adicién de nutrientes
inorganicos (fésforo y fertilizante comercial) sobre las cinéticas de degradacién
de estos compuestos.

Se montaron cultivos a condiciones de laboratorio, consistentes en la
contaminacién de las matrices (enriquecidas y no enriquecidas con nutrientes
inorganicos) con una soluciébn que contenia los tres pesticidas a
concentraciones conocidas; y se evalud su degradacién durante 30 dias. Para lo
cual se establecieron técnicas para la extraccién de los pesticidas y su
cuantificacién por cromatografia de gases.

Los tratamientos con compost inmaduro, suelo de Moravia y sus mezclas
mostraron una creciente degradacion de los tres plaguicidas a medida que
aumenté la cantidad de suelo de Moravia adicionada, sugiriendo que la
microflora de este ultimo posee mayor potencial que el compost inmaduro para
la degradacién de los tres pesticidas evaluados.

Por su parte, los tratamiento consistentes en la adiciébn de nutrientes
inorganicos no presentaron diferencias significativas en comparacién con el
control (cultivo no enriquecido con nutrientes), sugiriendo que el uso de estos
nutrientes no genera ventajas ni afectaciones sobre los procesos de
degradacién de los compuestos evaluados.
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INTRODUCCION

Los pesticidas fueron introducidos en las practicas agricolas con el fin de
satisfacer el aumento en la demanda de alimentos producida por la
poblacién mundial, por lo cual han sido ampliamente usados para el control
de insectos plaga, patdégenos, y malezas durante los ultimos 50 afios. Una
parte de los pesticidas llega al suelo inmediatamente después de su
aplicacion en campo, otra parte lo hace por el escurrimiento de los
productos que caen sobre las plantas de los cultivos y las malezas (Anwar et
al., 2009). Ademas del uso en la agricultura, los plaguicidas también entran
en contacto con el ambiente por medio de entierros de productos que se
prohiben o se declaran vencidos (la mayoria de las veces enterrados sin
autorizacién) 6 por la disposicién en vertederos mezclados con basura
municipal. Todo esto ha generado una gran cantidad de compuestos téxicos,
intermedios y de degradacién, que se encuentran contaminando fuentes de
agua, el aire, y diferentes perfiles del suelo (Weber, 1994; Castafieda, 2005;
Vallejos, 2003), en cualquier caso, los residuos de pesticidas pueden
permanecer en el suelo por diferentes periodos de tiempo (segun las
caracteristicas del suelo), convirtiéndose en un riesgo de salud publica y
ambiental.

La mayoria de los pesticidas tienen un efecto adverso sobre la diversidad
funcional de la microflora del suelo y en ultima instancia sobre la fertilidad
del suelo y el crecimiento vegetal, lo cual pone en seria amenaza la
sostenibilidad de los suelos agricolas (Fang et al., 2009; Singh et al., 2002).
Por lo anterior, el impacto de los pesticidas sobre la diversidad funcional de
la microflora del suelo ha venido aumentado considerablemente el interés
publico sobre el uso adecuado de estos compuestos.

La biorremediacién es una técnica de tratamiento que involucra el uso de
microorganismos y sus enzimas para la degradacién de sustancias quimicas
peligrosas presentes en suelo, sedimentos, agua u otros medios
contaminados(Saval, 1998). Factores ambientales como las caracteristicas
fisicas y quimicas del sustrato, estado de los nutrientes, pH y temperatura; y
factores bidticos como la densidad de microorganismos, perjudican la
implementacién de cualquier proceso de biorremediacién(Donézar, 1995).
En comparacién con otras técnicas utilizadas para el tratamiento de los
pesticidas (incineracién, tratamientos quimicos, tratamientos fisicos, etc.) la
biorremediacién presenta una ventaja importante debido a su bajo costo y la
mitigacién de impactos ambientales negativos. Este bajo costo se debe a
varios factores, como son: menor gasto de energia, bajo costo de los
nutrientes y operacién bajo condiciones in situ; lo que hace que su uso sea
muy atractivo para los paises en vias de desarrollo, donde los recursos
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econdémicos destinados para el tratamiento de contaminantes es muy
limitado (Environmental Protection Agency -EPA-, 1997; Saval, 1998).

Los suelos contaminados suelen tener una actividad microbiana baja,
basicamente debido a la falta de condiciones ambientales favorables como:
bajas concentraciones de materia organica, poco intercambio de oxigeno,
escases de nitrégeno, fésforo, entre otros. Debido a esto, la tecnologia de
Biorremediacién con compost maduro ha sido estudiada como una
alternativa fundamentada en la liberaciéon de nutrientes, aumento de
poblaciones microbianas y la estimulacién de la actividad metabdlica de las
poblaciones microbianas presentes en suelos con alto grado de
contaminacién(Environmental Protection Agency -EPA-, 1997; INKOA
SISTEMAS S.L., S.F.).

La adicién de nutrientes es otra estrategia factible para la estimulacién de
degradadores naturales, con la ventaja de potenciar e incrementar la
velocidad de mineralizacién de un pesticida. Es por esto que el efecto de la
adicién de nutrientes sobre la diversidad microbiana del suelo ha sido el
objeto de varios estudios como los reportados por Anwar (2009), Xie et al.
(2008), Caracciolo et al. (2005) y Topp et al. (1996).

Es necesario encontrar alternativas mas adecuadas para €l manejo en campo
de suelos contaminados con diversos pesticidas, a partir de sustratos con
potencialidades nutricionales y/o microbiologicas con el fin de aumentar la
eficacia en los procesos actuales de biorremediacion.

En el presente estudio se evalud la capacidad de dos matrices microbianas
complejas como son: compost inmaduro y Suelo de Moravia, ademas del
enriquecimiento con nutrientes (Fésoforo y Fertilizante comercial), como
técnicas potenciales de tratamiento para degradar pesticidas
organofosforados. Evaluandose en este caso los pesticidas: Clorpirifos,
Malatién y Metil Paration.

Este trabajo hace parte de un macroproyecto financiado por COLCIENCIAS,
encaminado a la busqueda de alternativas para la biorremediacién de suelos
contaminados con Metil paratidén, y ha sido desarrollado como proyecto de
investigacién en programas de Doctorado de la Universidad de Antioquia y
por investigadores de la Sede de Investigacién Univesitaria (SIU).
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1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 USO DE PLAGUICIDAS A ESCALA MUNDIAL Y REGIONAL

De acuerdo con Diaz (1996), el 85% de la producciéon mundial de plaguicidas se
utiliza en el sector agricola, el 10% se utiliza en campafias sanitarias para el
control de vectores y el 5% restante en el sector ganadero, en areas publicas,
en casas y en edificios para el control de plagas como insectos y roedores.

Segun Jaramillo et al. (2007) y Malato et al. (2000), se estima que menos del 1%
de los plaguicidas usados en la agricultura alcanzan los cultivos, mientras que
el resto termina contaminando el suelo, el aire, y principalmente el agua.
Ademas, debido a que estos contaminantes son por lo general poco
biodegradables, y sélo una pequefia cantidad de los residuos son tratados
actualmente (debido a la falta de tecnologias de tratamiento in situ
disponibles), se presentan problemas de acumulacién con consecuencias no
predecibles en un futuro cercano.

Colombia es un pais agricola por excelencia, y el uso de plaguicidas se ha
convertido en una necesidad basica en los cultivos de frutas y hortalizas como
una herramienta eficaz para controlar enfermedades, insectos, malezas y otros
organismos que afectan la produccién de cultivos.

Segun datos del MAVDT (2007), para ese afio se produjeron 25.326.188 Kg de
plaguicidas en Colombia, y otros 32.775.043 fueron importados. De acuerdo
con el ICA (2000) gran parte de estos compuestos se aplican por via aérea, y se
fumigan mdas de un milldn de hectareas por afio desde 220 pistas
pertenecientes a 50 empresas de aviacién agricola. Segun CORPOICA (2007)
en el pais se utilizan los plaguicidas de manera indiscriminada, debido a que
una de las practicas agricolas mas frecuentes es el monocultivo no tecnificado;
y ademas, quienes manejan el producto en el campo poseen por lo general un
bajo nivel educativo, lo que ocasiona un incremento en el nivel de riesgo para
los agricultores, los consumidores finales y el medio ambiente.

Segun cifras publicadas por los lineamientos de politica ambiental de
plaguicidas, el cultivo de mayor consumo agregado de plaguicidas es el arroz
con el 21%; seguido por la papa con el 19%; los pastos con el 14%; el banano
con el 7%; la cafia de azicar con el 6% y el café con el 5% (Ministerio del
Medio Ambiente, 2000).
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De acuerdo con Ardila (1995), en el afio de 1991 el consumo de plaguicidas en
los principales cultivos de Colombia fue de 9.8 kg/ha, frente a valores en USA
para zonas consideradas de alta demanda de plaguicidas de 6.8 kg/ha. Esta
situacién es explicada por el autor, debido a que en el trépico el nivel de
biodiversidad es mas alto y por tanto existen mas plagas, mayor capacidad de
adaptacion de las plagas a los controles quimicos, mayores riesgos de la
actividad productiva y existen ineficiencias en el uso de los plaguicidas
(Ministerio del Medio Ambiente, 2000).

En Antioquia, de acuerdo con un estudio citado por Marquez (2001), realizado
en cuatro zonas del departamento: Medellin, Norte, Oriente y Suroeste, la
demanda intensiva de plaguicidas esta ocasionando graves problemas de
morbi-mortalidad, efectos colaterales desfavorables, contaminacién ambiental,
altos costos de produccion y baja rentabilidad de los cultivos.

Segun el ICA (2000), dentro de los plaguicidas mas vendidos en las cuatro
zonas estudiadas del departamento, el Malation comparte con el Clorpirifos y el
Dimetoato (Roxidn) los primeros lugares de demanda.

1.2 INTERACCION DE LOS PESTICIDAS CON EL MEDIO AMBIENTE

El uso de los plaguicidas en la proteccién de los cultivos ha generado una gran
cantidad de compuestos téxicos intermedios y de degradacién, que
frecuentemente se encuentran contaminando fuentes de agua, aire, y diferentes
fases del suelo (Castafieda, 2005; Albert, 1998; Weber, 1994).

Los plaguicidas pueden infiltrarse en el suelo, ser transportados por el viento,
propagarse por escorrentia 6 llegar por lixiviacién a las aguas subterraneasy a
continuaciéon propagarse por el subsuelo, acabando por penetrar en rios o
lagos. Las caracteristicas que podrian influir en la lixiviacién de los plaguicidas
en las aguas subterraneas, son entre otras, el volumen de las precipitaciones, el
drenaje del suelo, la profundidad de las aguas subterraneas, el tipo de
almacenamiento, la movilidad del plaguicida en cuestibn y su
degradacion(FAO, 2000).

La dispersiéon por la accién del viento contamina la superficie de la zonas
circundantes, mientras que la dispersién por infiltracién contamina el suelo
debajo del lugar expuesto y puede conllevar a la contaminacién de las aguas
subterraneas, y finalmente después de ulteriores dispersiones a la
contaminacién de las aguas superficiales (por ejemplo, en lagos y rios). La
dispersion de plaguicidas aguas abajo en el acuifero crea una zona en la que las
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aguas subterraneas quedan contaminadas. Si esas aguas se utilizan para beber
o regar, o si se vierten en un rio o lago cuyas aguas se utilizan para beber o
regar, es importante conocer la concentracion de los contaminantes en
ellas(FAO, 2000).

1.2.1 Contaminacion del Suelo por Plaguicidas

La infiltraciéon de plaguicidas en el suelo ocurre tanto para liquidos como para
solidos. Estos ultimos normalmente se propagan en primer lugar por la
superficie del suelo, y luego pueden infiltrarse tras haber sido disueltos por la
lluvia, quedando de esta manera diluidos en la humedad del suelo (FAO, 2000).

Segun Nivia (1993), la pérdida de la fertilidad natural del suelo como
consecuencia de la utilizacién de quimicos para la produccién de alimentos
vegetales, esta convirtiendo a los campos agricolas en depoésito de desechos
toxicos por la acumulacién continua de agro-venenos.

Ademas de los métodos de aplicacion de los plaguicidas a los cultivos, existen
otras formas en las que los plaguicidas entran en contacto con el suelo, de
acuerdo con Vallejos (2003), los plaguicidas que se prohiben o se declaran
como vencidos u obsoletos, terminan en entierros (la mayoria de las veces sin
autorizaciones) o en la disposiciéon en vertederos o basureros mezclados con
basura municipal; lo anterior depende de los recursos econémicos que destine
cada pais para la eliminacién de estos productos. Cuando los plaguicidas y los
envases se entierran repetidas veces en el mismo sitio, la zona puede
contaminarse gravemente y volverse inutilizable, de igual modo, si los
desechos de plaguicidas se entierran en varios y diversos lugares, a la larga la
zona contaminada puede ser mucho mayor (CORPOICA, 2007)

1.2.2 Afectaciones sobre la flora microbiana del suelo.

De acuerdo con Jaramillo et al. (2007), Bolliger(2007), Hetch(1998) y Nivia
(1993) los insecticidas son productos poco selectivos y su aplicacién afecta
bastante a la poblacién de microorganismos de la rizésfera, tanto en conjunto
como en especies concretas; actuando como esterilizadores del suelo y
destruyendo todo tipo de organismos y microorganismos presentes en el lugar,
tanto los organismos patogénicos (plagas), como también los benéficos, lo que
provoca marcados cambios cualitativos y cuantitativos en la micro-flora, para lo
cual pueden requerirse meses o afios para restablecer el equilibrio de nuevo.
Segun Van Der Wef (1996) y Mediterranea de Agroquimicos (S.F.), una
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disminucién en un 7% de la microflora puede ser critico para la productividad
del suelo.

Los fungicidas, nematicidas y fumigantes del suelo son los que causan la
alteracién mas drastica del equilibrio microbiolégico, porque se aplican como
agentes antimicrobianos y exhiben varios grados de especificidad hacia
patdégenos de plantas residentes en el suelo(Nivia, 1993).

Algunas formulaciones de los pesticidas pueden ser incluso mas toxicas para
los microorganismos que sus ingredientes activos por si solos. Everett &
Dickerson (2003) encontraron que una formulaciéon de glifosato fue 100 veces
mas téxica para los protozoos ciliados que el glifosato como tal. Igualmente,
Cox y Surgan (2006), reportaron que una formulacién del insecticida
propetamfos fue 100 veces mas téxica para la microflora en sedimentos que el
propetamfios solo.

1.2.3 Afectaciones sobre las plantas

Las evidencias de fitotoxicidad en las plantas incluyen: defoliacidn,
amarillamiento foliar, retardos de crecimiento, crecimiento anormal, manchas
necréticas sobre algunas partes de las plantas y enanismo. Los pesticidas
pueden retardar el crecimiento bien sea de manera aguda (corto plazo) o
crénica (largo plazo) al impactar la altura de la planta o la elongacién de los
tallos, siendo las plantas que sufren estrés (como consecuencia de la falta de
humedad, nutrientes, etc.) las mas susceptibles a este tipo de dafios (Cloyd,
2006).

Es importante destacar también que durante el periodo de germinacién y los
primeros dias de desarrollo de las plantulas ocurren numerosos procesos
fisiolégicos, en los que la presencia de una sustancia téxica puede interferir
alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta; siendo por lo
tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos(Castillo, 2004).

Al igual que sobre la microflora del suelo, el efecto negativo de los pesticidas
sobre las plantas no siempre es a causa del ingrediente activo del pesticida,
sino que puede deberse a los solventes u otros compuesto de la formulacion;
incluso a impurezas presentes en el agua utilizada para mezclar el producto
(como sales)(Cloyd, 2006).

Segun Tang & Song (1996), la degradacién térmica de una formulacién del
fungicida benomil produce un compuesto fitotéxico, esta degradaciéon es
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facilitada por el contacto del almidén (uno de sus ingredientes inertes) con el
agua. Kohmann (1999), citado por Cox & Surgan (2006), encontré6 que un
ingrediente inerte en un producto insecticida basado en permetrin redujo la
tolerancia al frio en plantulas de picea (Picea abies).

Los ingredientes inertes de las formulaciones pueden incluso potenciar
interacciones entre los ingredientes activos. De acuerdo con Kudsk vy
Mathiassen (2004), los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio mostraron
ser sinérgicamente fitotoxicos con el herbicida metsulfuron Metil, y esta
sinergia fue mas pronunciada en las formulaciones comerciales que en los
ingredientes activos.

1.3 AFECTACIONES SOBRE LA SALUD DE LAS PERSONAS CAUSADAS POR
LOS PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS.

Las principales propiedades de los pesticidas organofosforados que permiten
su ingreso al cuerpo son: 1) Son Liposolubles, lo que facilita su absorcién
debido a que atraviesan facilmente barreras bioldégicas (piel, mucosas,
pulmones, tracto gastrointestinal y ojos) e igualmente penetran en el sistema
nervioso central (SNC). Algunos productos pueden almacenarse en el tejido
graso, lo que puede provocar toxicidad retardada debido a la liberacién tardia.
2) Tienen una mediana tension de vapor, lo que hace que sean volatiles,
facilitando la absorcién inhalatoria (Milla & Palomino, 2002).

Estos compuestos estan diseflados especialmente para perturbar los niveles de
la acetilcolinesterasa eritrocitica (ACE) de los organismos que ataca, teniendo
este mismo efecto en humanos. Esta enzima es imprescindible para el control
normal de la transmision de los impulsos nerviosos. Estos compuestos afectan la
sinaptogénesis, el crecimiento neuronal de axones y dentritas, la arborizacién y
la transmisién de estimulos eléctricos (Diaz, 2005). Independientemente de la
gravedad de los efectos anticolinesterasicos, luego de un tiempo (3 a 4
semanas) también pueden aparecer signos y sintomas de neurotoxicidad
retardada (Milla & Palomino, 2002).

Dependiendo del plaguicida, los efectos en la salud van desde intoxicaciones
agudas hasta croénicas.

Las intoxicaciones agudas reflejan los sintomas 24 horas después de la
exposicién, y éstos pueden ser: mareos, vomitos, nauseas, visién borrosa,
pérdida del conocimiento y convulsiones(NOTICyT, 2003). También puede
presentarse debilidad no habitual, diarreas, contracciéon de la pupila o pupilas
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puntiformes, rash cutaneo, en algunos casos escozor o irritacién del cuero
cabelludo, calambres musculares, pérdida de la coordinacién muscular,
confusién o depresién mental, respiraciéon dificultosa o forzada, somnolencia,
aumento de la sudoracion y de la secrecién acuosa en boca u ojos, pérdida del
control intestinal o de la vejiga urinaria, contraccién muscular en parpados,
cara y cuello, temblores, latidos cardiacos lentos, estado de coma, paro
respiratorio y muerte(Delgado, S.F.).

Las intoxicaciones crénicas muestran los sintomas con el paso del tiempo, las
padecen personas expuestas al plaguicida por largos periodos y pueden sufrir
cancer, cambios en el material genético de las células o malformaciones
congénitas (NOTICyT, 2003).

De acuerdo con el Laboratorio de Salud Ambiental del Instituto Nacional de
Salud (INS), los insecticidas (organofosforados y carbamatos) son la principal
causa de intoxicaciones agudas en Colombia, pero no hay informacién
confiable de casos de intoxicacién y muerte por tipo de plaguicida utilizado,
(NOTICyT, 2003).

De acuerdo con la Auditoria General de la Naciéon (2004), en su estudio:
“Auditoria analitica de gestién al uso y manejo de plaguicidas en Colombia”, se
reporta que para la fecha, en Colombia ya existia un programa de control a la
intoxicacién aguda mas no a la crénica, y que hay una deficiencia en datos en
cuanto a los efectos de los plaguicidas en la salud humana. Igualmente se
establecid que los hospitales no reflejan en sus estadisticas y reportes todas las
intoxicaciones por plaguicidas, debido a que los sintomas ocasionados por la
ingestién de estos compuestos no se detectan facilmente; y si logra
establecerse que el origen de la intoxicacién fue por plaguicidas, en la mayoria
de los casos no se puede determinar que producto quimico fue el causante de
ésta.

1.3.1 Efectos del Malation en la Salud Humana.

El principal producto de degradacién del Malation es el Malaoxén, el cual se
cree que es 10 veces mas téxico que el Malatiéon (Mosquera, 2007; Cahill &
Mackay, 2003).

Entre las formas de exposicién al Malatién se encuentran como principales: el
uso de éste en hogares para el control de insectos y vectores, ingreso a areas
recién fumigadas con el producto, contacto directo por personas como
rociadores en fincas o en fabricas manufactureras de Malatién. Igualmente se
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encuentran expuestas al Malatién las personas que viven cerca a vertederos
donde se ha desechado Malatién (ATSDR, 2003).

De acuerdo con la Agency for Toxic Substances and Desease Registry (ATSDR),
2003, el Malation interfiere con el funcionamiento normal de los nervios y del
cerebro.

La exposicién a niveles muy altos de Malatién en el aire, el agua o los alimentos
por un periodo breve puede causar dificultad para respirar, opresién del
pecho, voémitos, calambres, diarrea, vision borrosa, sudor excesivo, mareo,
pérdida del conocimiento y la muerte. Si las personas que estan expuestas a
grandes cantidades de Malatién reciben tratamiento apropiado de inmediato,
puede que no ocurran efectos adversos a largo plazo.

Aunque no hay prueba definitiva de que el Malatidon cause cancer en seres
humanos, algunos estudios han encontrado un aumento de la tasa de ciertos
canceres en gente que esta expuesta frecuentemente a pesticidas, como por
ejemplo agricultores y aplicadores profesionales(ATSDR, 2003).

1.3.2 Efectos del Metil Paration en la Salud Humana

El Metil Paratién comercialmente es uno de los organofosforados mas téxicos,
aparte de sus efectos farmacoldgicos, sus propiedades fisicas y quimicas lo
hacen util como insecticida y acaricida para la agricultura, ya que ningun
insecto es inmune a su accién letal.

En todos los estamentos de regulaciéon internacional, el Metil Paratién ha sido
reconocido como altamente toxico. La OMS incluyé el Producto técnico en la
categoria l-a (extremadamente peligroso), clasificaciéon basada en la toxicidad
oral. Por su parte, la EPA lo clasifica en la Categoria 1 (sumamente téxico)
(Clinica de Toxicologia Uribe Cualla, 2001).

Hoy en dia, la EPA restringe la manera en que se usa y aplica el Metil Paratién;
sélo se permite que gente entrenada lo rocie. Ademas, el Metil Paratiéon ya no
puede ser usado en cosechas de alimentos consumidos comunmente por nifios
(ATSDR, 2001).

Las vias de exposicion al Metil Paratién son el contacto, la inhalacién o la
ingestién. Las personas con mayor riesgo de exposicién son aquellas que viven
cerca a areas que han sido rociadas con Metil Paratién para el control de
plagas, las personas que han ingerido alimentos o bebido agua con residuos
del pesticida y las personas que viven cerca de vertederos o lugares donde se
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ha dispuesto Metil Paratién. Siendo las personas de mayor riesgo aquellas que
han trabajado directamente con la sustancia.

Cualquiera que sea la ruta de exposicidén, el Metil Paratién entra al cuerpo
rapidamente y pasa a la sangre. De la sangre, pasa al higado, al cerebro y a
otros o6rganos. El higado transforma cierta cantidad del Metil Paratién a una
sustancia quimica mas perjudicial llamada metilparaoxén. (ATSDR, 2001)

“Tanto el Metil Paratién como el metilparaoxén pueden ligarse a enzimas en sus
nervios en minutos u horas. El Metil Paratién interfiere con el funcionamiento
normal del sistema nervioso y el cerebro. La exposicién breve a niveles muy
altos de Metil Paratiéon en el aire o el agua puede causar mareo, confusién,
dolores de cabeza, dificultad para respirar, opresién del pecho, respiracion
jadeante, vémitos, diarrea, calambres, vision borrosa, sudor, pérdida del
conocimiento y la muerte”.

Algunas personas que han estado expuestas a altos niveles de sustancias
similares al Metil Paration han experimentado alteraciones mentales que
duraron varios meses después de que la exposicién termind. La exposicidén a
niveles de Metil Paratién mas bajos que los que afectan la funcién de los nervios
parece producir pocos o ningun problema a la salud.(ATSDR, 2001)

Es probable que los nifios estén expuestos al Metil Paratiéon principalmente a
través del consumo de alimentos, leche o agua que contienen residuos de esta
sustancia. Debido a su menor peso corporal, la relacién en la cantidad ingerida
de Metil Paratién por kilogramo de peso corporal es mas alta en los nifios que
en los adultos, lo cual puede magnificar los efectos de esta sustancia(ATSDR,
2001).

1.3.3 Efectos del Clorpirifos en la Salud Humana

Clorpirifos es uno de los ingredientes activos mas utilizados en Colombia y el
mundo para formular productos para el control de plagas. Se emplea para
proteger del ataque de insectos distintos cultivos agricolas de importancia
comercial como maiz, citricos, alfalfa, mani, entre otros. Clorpirifos ha estado
presente en el mercado durante mas de cuarenta afios. Hoy esta registrado en
mas de 98 paises en todo el mundo, incluyendo las naciones mas desarrolladas.
Los insecticidas Dursban* y Lorsban* son marcas comerciales frecuentemente
utilizadas para el Clorpirifos(Dow Agrosciences, 2008).

El Clorpirifos se ha utilizado de forma masiva e indiscriminada debido a que
ataca una gran variedad de insectos. El principal producto de degradacién del
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Clorpirifos es el TCP (3,5,6-Tricloro-2-Piridinol), compuesto mas téxico que el
plaguicida original por ser una piridina clorada y tener un amplio efecto
antimicrobiano responsable de la esterilidad del suelo y de la escasa
degradacioén del Clorpirifos(Castafieda, 2005).

De acuerdo con Ospina(1999), citado por Mojocoa (2004), Clorpirifos es tal vez
el insecticida mas utilizado a escala nacional para el control quimico de S.
frugiperda en maiz y sorgo, incorporandose al suelo con la dltima rastrillada
para disminuir el dafio como tierrero.

Aunque el Clorpirifos tiende a unirse firmemente a las particulas del suelo y es
poco soluble en agua, es muy téxico para los organismos acuaticos, insectos y
algunas especies de aves. Este compuesto se evapora con facilidad y puede
provocar episodios de contaminacion a largas distancias en los casos en que no
logra degradarse por la luz solar, algunas bacterias y/o otros procesos
quimicos(PRTR-Espaiia, 2007).

Basandose en investigaciones que han indicado que el Clorpirifos (Dursban) es
mas téxico para los infantes y mujeres de lo que se pensaba anteriormente, la
EPA decidié prohibir el uso de la mayoria de los productos que contienen
Clorpirifos a partir de diciembre de 2001 (Miller & Cox, 2002).

Dentro de las principales formas de exposicién al Clorpirifos se encuentran:
control de plagas caseras, inhalacién de aire en lugares donde se ha rociado
Clorpirifos (sean cerrados o abiertos), contacto con suelo o cosechas fumigadas
con Clorpirifos, ingestidén de alimentos y/o bebidas que hayan sido expuestas a
la sustancia (ATSDR, 1997).

Cuando se ingiere o respira aire previamente rociado con Clorpirifos se
pueden producir efectos adversos sobre el sistema nervioso como: dolores de
cabeza, vision borrosa, lagrimeo, excesiva salivacién, secrecién nasal, mareo,
confusién, temblores musculares, nauseas, diarrea y cambios bruscos en los
latidos del corazén. El efecto depende de la cantidad y duracién a la exposicion
de Clorpirifos.

La exposicidn a altos niveles puede producir sudor profuso, pérdida del control
intestinal, serios temblores musculares, convulsiones, pérdida del
conocimiento (coma) o incluso la muerte(ATSDR, 1997).
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1.4 PROBLEMATICA CON LAS TECNOLOGIAS PARA DISPOSICION Y
DESCONTAMINACION DE COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS.

De acuerdo con el Ministerio del Medio Ambiente (2000), uno de los problemas
mas serios a la hora de enmarcar programas para la solucién en campo de la
contaminacién con plaguicidas es que en las estadisticas colombianas no
existen indicadores que permitan identificar el comportamiento de los
plaguicidas en el pais, como por ejemplo: consumo (uso) por cultivo, consumo
por unidad de superficie (ha)o consumo por regién y/o departamento, lo cual
dificulta la identificacién de posibles problemas, riesgos y alternativas de
solucion.

Entre las técnicas utilizadas en la actualidad para la degradacién y disposicién
de pesticidas a nivel mundial se encuentran: la incineracién, los rellenos
sanitarios, la degradacién quimica, los procesos avanzados de oxidacién
(PAO’s) y la biorremediaciéon; siendo las mas utilizadas la incineracién y el
relleno sanitario (Rodriguez & Sanchez, 2004; Mennendez & Cafiibano., 1985).

1.4.1 Incineracion

Aunque la incineracién genera degradaciones del 99.99%, esta técnica
envuelve costos elevados asociados a las altas temperaturas requeridas por el
sistema. La eficiencia de destruccién y remocién no es especifica para
pesticidas y no es compatible con el manejo ecolégico de los agroecosistemas
contaminados (Nyer, 1993; Mennendez & Caifiibano., 1985).

1.4.2 Rellenos Sanitarios

Los Rellenos Sanitarios para la disposicién de pesticidas constituyen una gran
amenaza para la humanidad y el medio ambiente debido a la gran afinidad
entre los pesticidas y la materia organica, por lo que estos pueden ser
transportados y arrastrados subterraneamente hasta rios y mares, sufrir
transformaciones naturales, y generar otros metabolitos de igual o mayor
toxicidad (Lacorte et al., 1995).

1.4.3 Tratamientos quimicos

Los tratamientos quimicos son costosos, y generan problemas ambientales que
involucran productos colaterales, desechos (acidos y sodas causticas), vapores,
asi como la recuperacion de los catalizadores (Mennendez & Cafiibano., 1985).
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1.4.4 Enzimas

En esta tecnologia, para el caso de los pesticidas organofosforados, una de las
principales técnicas de degradaciéon es el uso del sistema fosfodiesterasa
inmovilizada, cuya principal limitacién es el efecto negativo causado por las
altas concentraciones de solvente organico, lo cual resulta en la elucién de la
actividad enzimatica del reactor. Otra limitante es las consideraciones
econdémicas, aunque la inmovilizacién de esta enzima sobre agarosa trityl es
simple, el costo de usarla como matriz de soporte a gran escala se convierte en
un costo muy alto (Havens & Rase, 1993; Candwell & Raushel, 1990).

Actualmente las tecnologias de tratamiento de plaguicidas y suelos
contaminados con estos compuestos se encuentran en desarrollo, se han
propuesto alternativas para reducir el consumo de plaguicidas como la
modificacién de las practicas agricolas, el uso de cultivos resistentes o el
control biolégico de plagas. Sin embargo, en la mayoria de los paises en
desarrollo estas alternativas para el control de plagas son muy poco utilizadas,
tal vez debido a la cultura o las politicas agricolas de estos paises, y muy a
menudo por cuestiones de falta de recursos econémicos (Torres et al., 1999).

1.5 PROBLEMATICA DE LAS REACCIONES CRUZADAS EN LA
IMPLEMENTACION DE TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION DE
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Con respecto al estudio de degradacién cruzada entre organofosforados, Singh
et al. (2005) han evaluado esta caracteristica en diferentes pesticidas, siendo la
similaridad estructural el principal factor determinante en todos los casos. En
los pesticidas organofosforados se presenta con regularidad la cadena O-O-
dietil fosforotionato, por lo cual algunos autores como Signh et al (2005) y
Munnecke (1976) sugieren que es la actividad de una enzima con capacidad de
ruptura del enlace fosfodiester es la responsable de la actividad de
degradacion cruzada.

De acuerdo con Racke & Coats (1990) la biodegradacién cruzada genera
problemas en la implementacién de programas de biorremediacién de suelos
agricolas altamente contaminados con pesticidas organofosforados, ya que se
pueden presentar perdidas de eficiencia en aquellos suelos en los que se
aplican otros organofosforados para el control de insectos rizéfagos,
nematodos y moluscos.
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1.6 LIMITACIONES OCASIONADAS POR LA DEFICIENCIA DE MATERIA
ORGANICA EN EL SUELO.

La materia organica es indispensable en los suelos ya que su presencia
determina y condiciona el medio fisico y biolégico sobre el cual se desarrollan
las plantas. Por lo tanto, juega un papel importante sobre la estructura, la
permeabilidad y la aireacién del suelo, por lo que el mantenimiento de niveles
o6ptimos es una forma de luchar contra la erosiéon y la pérdida de fertilidad de
los suelos.

La materia organica estimula la actividad bioldgica (los microorganismos del
suelo la utilizan como fuente de energia y como materia prima de los elementos
constituyentes de sus tejidos) inactiva los metales y compuestos organicos,
aumenta la capacidad de cambio, mejora la capacidad amortiguadora e
inmoviliza los nutrientes (evitando que sean lavados hacia zonas profundas)
(Lépez et al., 2000; Jiménez & Gutiérrez, 1995).

1.7 EFECTO DE LA CARENCIA DE NUTRIENTES Y POBLACIONES
MICROBIANAS EN LA DEGRADACION DE CONTAMINANTES EN EL
SUELO.

Para que se produzca una biodegradaciéon de contaminantes en el suelo, es
indispensable que todos los nutrientes requeridos por los microorganismos se
encuentren disponibles en las cantidades suficientes, de manera que puedan
utilizar todo el compuesto organico para la produccién de nueva biomasa y la
obtencién de energia.

Segun lo expresado por Sanchez & Rodriguez(2004), la biorremediacién
requiere que los nutrientes estén en contacto con el area impregnada por el
contaminante y que su concentracion sea suficiente para soportar el
crecimiento maximo previsto de la poblaciéon degradadora en el transcurso de
las operaciones de remediacion.

Con respecto a los microorganismos, Sanchez & Rodriguez (2004) afirman que
la ausencia de poblaciones microbianas con el potencial enzimatico adecuado
para degradar los contaminantes afecta los procesos de degradacién bioldgica
de compuestos organicos en el suelo, y destacan la importancia de las
Pseudomonas y otros organismos productores de biosurfactantes en el suelo,
ya que solubilizan y facilitan la penetracién de los contaminantes a través de la
pared celular hidrofilica o producen enzimas que ayudan a la degradacién de
dichos compuestos.
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2 JUSTIFICACION

2.1 LA CONSERVACION DEL SUELO DENTRO DE LAS POLITICAS
NACIONALES E INTERNACIONALES

De acuerdo con Dorronsoro & Garcia (2004) a nivel mundial, la
contaminacién de los suelos es un aspecto que empezé a ser reconocido
después de la década de 1970, antes de ésta solo se hablaba de la
contaminacién del aire y del agua, pero el suelo era considerado un recurso
con una capacidad de autodepuracidn casi infinita.

La sensibilidad mundial con respecto a la conservacion del suelo comenzoé a
cambiar a partir de la declaracion de la “Carta Europea de Suelos”,
desarrollada por la Comunidad Europea en 1972. En esta carta se advierte
que: "el suelo es uno de los bienes mas preciosos de la humanidad. Permite la
vida de los vegetales, de los animales y del hombre, en la superficie de la
tierra”. A pesar de ello, la regulacién por el Derecho Ambiental de los suelos
contaminados es muy reciente y todavia escasa(Fundacién EROSKI, 2005).

En el 4° Programa de Acciéon Ambiental de la Comunidad Europea (1987 —
1992), se reconocié de manera oficial la necesidad de una reglamentacioén
referente a la proteccion del suelo, y se insté a los gobiernos de los paises
miembros a elaborar una normativa de proteccién bajo las directrices
recogidas en las “Bases Cientificas para la Proteccién del Suelo en la
Comunidad Europea”. En esta normativa se propone “salvaguardar las
propiedades y condiciones que aseguren el cumplimiento de las funciones del
suelo”, considerandose como principales funciones: el crecimiento vegetal,
la produccién de alimentos, la filtracién del agua y la participacion del suelo
de forma activa en los ciclos biogeoquimicos de los elementos, como el
carbono, nitrégeno, fésforo, azufre, entre otros (Dorronsoro & Garcia, 2004).

Por otro lado, en el documento: Objetivos de Desarrollo del Milenio,
publicado por las Naciones Unidas(2005), se menciona la problematica del
suelo como una de los mas importantes en América Latina y el Caribe, y se
enuncia que en los paises pertenecientes a esta regién se mantiene una
marcada tendencia a la degradacién y contaminacioén de los suelos debido
al uso intensivo de productos agroquimicos como fertilizantes y plaguicidas,
el riego y la salinizacién, la pérdida de nutrientes y la deforestacién. Las
presiones sobre los suelos se extienden a las aguas terrestres y zonas
costeras por la contaminacién quimica, y a la atmoésfera, por la emisién de
gases nitrogenados de efecto invernadero.

2.2 DESARROLLO DE TECNOLOGIAS PARA EL TRATAMIENTO DE
SUSTANCIAS TOXICAS

De acuerdo con la OMS (1998) es urgente el desarrollo de tecnologias
simples, de bajo costo y eficientes para la eliminacién in situ de los

15



EVALUACION DE MEZCLAS COMPOST INMADURO/SUELO DE MORAVIA Y FUENTES DE NUTRIENTES PARA LA
DEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION

SERGIO AUGUSTO UPEGUI SOSA

pesticidas en el ambiente. Actualmente estas tecnologias no existen, y el
tratamiento de efluentes para la eliminacién de estos contaminantes es
extraordinariamente caro. Como ejemplo, la FAO ha calculado que eliminar
una tonelada de plaguicidas cuesta entre 3500 y 4000 ddélares (Malato et al.,
2000).

En Colombia, no es comun hacer diagnéstico de contaminacién de suelos
por plaguicidas. Con respecto a la informacién de remediacién de suelos
contaminados, ésta es muy escasa y por lo tanto se requiere investigar en
este tema para proporcionar metodologias en el caso que se requiera
implementar técnicas de remediacién(Castafieda, 2005).

Una ventaja importante en la implementacion de tecnologias de
biorremediacién, es su bajo costo en relacién con otros tratamientos. Es
dificil hacer una comparacién de costos, porque es necesario conocer las
caracteristicas de cada sitio en particular, pero en términos generales se
puede decir que la biorremediacién es por lo menos 10 veces mas
econdmica que la incineracién y 3 veces mas econdmica que algunas
tecnologias fisicoquimicas de inmovilizacién. Este bajo costo se debe a
varios factores, como son: menor gasto de energia, bajo costo de los
nutrientes y operacion bajo condiciones ambientales; lo que hace que su uso
sea muy atractivo para los paises en vias de desarrollo (Saval, 1998;
Department of Environmental Quality -DEQ-, 1998).

A continuacién se presenta una comparacién de los costos de
implementacién de algunas tecnologias utilizadas para la recuperacién de
suelos contaminados.

Incineracién Vertedero Desorcion térmica Lavado de suelos Biorremediacion

Costes (rango en $ por m®)  350-1.600 100-600 50-200 125-350 40-150

*Valores expresados en délares (US$) l

Fuente:(Rodriguez & Sanchez, 2004)

2.3 SUELO DE MORAVIA COMO MATRIZ MICROBIANA PARA
PROGRAMAS DE BIORREMEDIACION

Los suelos expuestos previamente a condiciones contaminantes son un
sustrato microbiano de interés para la busqueda de microorganismos con
potencialidades para la aplicaciéon en programas de biorremediacién; segun
el DEQ (1998), los ambientes altamente contaminados son lugares de
seleccién de poblaciones microbianas con enzimas capaces de metabolizar
diferentes contaminantes, lo cual les brinda una ventaja competitiva frente a
microorganismos de otros sustratos. En este sentido el suelo de Moravia,
barrio de la ciudad de Medellin (Colombia), se convierte en un ambiente
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propicio para la busqueda de poblaciones microbianas con potencialidades
para el desarrollo de programas de biorremediacién, ya que segun Osorio
et al. (2000) este suelo fue utilizado para la disposiciéon de los residuos
sélidos generados en la ciudad y sus municipios vecinos durante la época de
1970-1984. Por lo tanto, sus microorganismos han estado expuestos a gran
variedad de compuestos, incluyendo sustancias téxicas, si se tiene en cuenta
que para la época de su funcionamiento no existian en el pais regulaciones
ambientales adecuadas para la disposicién y manejo de residuos sdélidos
ordinarios ni peligrosos, y que de acuerdo con la FAO, el PNUMA y la OMS
citadas por Gomez et al. (2007) y Vallejos (2003), muchos plaguicidas han
sido dispuestos en entierros inapropiados 6 en vertederos mezclados con
basura municipal

2.4 COMPOST INMADURO COMO MATRIZ MICROBIANA PARA
PROGRAMAS DE BIORREMEDIACION

La Biorremediacién con compost ha sido una técnica estudiada como
alternativa para el tratamiento de suelos contaminados con compuestos
xenobidticos por su aporte de nutrientes y aumento de poblaciones
microbianas (Singer y Crohn, 2002; Environmental Protection Agency -EPA-,
1997). Durante la etapa inicial del proceso de compostaje se presentan
procesos importantes de hidrdlisis de la materia organica polimérica
compleja, sobre la cual los microorganismos envueltos en el proceso de
compostaje producen enzimas extracelulares que la despolimerizan y
transportan a través de membranas citoplasmaticas para completar el
proceso de degradacién (Moreno, 2008).

Adicionalmente, durante este proceso se desarrollan una gran variedad de
poblaciones de microorganismos con capacidad de fijar nitrégeno libre,
solubilizar el fésforo, asi como elaborar metabolitos (como vitaminas y
enzimas) a partir de los compuestos presentes en el sustrato (Bobadilla y
Ricédn, 2008). Semple et al. (2001) reportan que el proceso de compostaje ha
sido evaluado para la degradacién de contaminantes organicos como los
hidrocarburos del petréleo, compuestos monoaromaticos, clorofenoles,
explosivos y pesticidas, entre otros.

Las bacterias son los organismos vivos mas pequenos y los mas numerosos
en el procesos de compostaje, constituyendo del 80% al 90% de los
microorganismos existentes en un gramo de compost. Son responsables de
la mayoria de los procesos de descomposicién, asi como de la produccién
de energia calorifica en el compost; por lo que son un grupo de gran
diversidad metabdlica, con capacidad de utilizar un amplio rango de
enzimas para degradar quimicamente gran variedad de compuestos
organicos (Carriello et al., 2007).
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Zhang et al. (2006) resaltan la presencia de bacterias como Bacillus y
Pseudomonas, hongos como Aspergillius, y Actinomicetos como
Arthrobacter sp. y Streptomyces sp., los cuales estan presentes en el
proceso de compostaje y tienen una reconocida incidencia en procesos de
biorremediacién de suelos. De acuerdo con Carriello et al. (2007) esta
incidencia se debe a que las especies Bacillus y Pseudomonas producen
enzimas extracelulares capaces de descomponer polisacaridos, acidos
nucleicos y lipidos, permitiendo que estos organismos empleen estos
productos como fuentes de carbono y donadores de electrones; y en el caso
de la especie Aspergillus, se ha reconocido su capacidad para la producciéon
de amilasas, proteasas, glucoamilasas y pectinasas. Segun Moreno (2008) y
Arroyo (2002) los actinomicetos han sido microorganismos muy destacados
en el proceso de compostaje por su capacidad de degradacién enzimatica
de diferentes tipos de sustratos.

Todo lo anterior, hace del compost inmaduro una matriz microbiana de
interés para evaluar la degradacién de los pesticidas organofosforados del
presente estudio.
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3 MARCO TEORICO
3.1 PESTICIDAS

Se entiende por pesticidas a todos aquellos productos utilizados para combatir
los parasitos y enfermedades de las plantas, proteger los cultivos de agentes
dafiinos, aunque no sean parasitos (malas hierbas, algas, etc.) y mejorar
cualitativa y cuantitativamente la produccién agricola (Dorronsoro & Gazrcia,
2004; U.S. Department of Agriculture, 1998).

3.1.1 Clasificacion de los Pesticidas

Los pesticidas pueden clasificarse en diferentes grupos, dependiendo de la
propiedad evaluada. Generalmente se clasifican teniendo en cuenta 3
propiedades: 1) organismo al que atacan, 2) naturaleza quimica y 3) toxicidad.

3.1.1.1 Clasificacién segun el organismo que atacan

Segun el tipo de organismo hacia el cual se dirigen, se dividen en dos grandes
grupos: plaguicidas y herbicidas, aunque estos no pueden separase totalmente
porque muchas sustancias presentan efectos combinados:

Plaguicidas. Son sustancias que sirven para combatir parasitos vy
enfermedades que afectan los cultivos, el ganado, los animales domésticos y el
hombre. Dentro de este grupo a su vez, pueden separarse de acuerdo con el
grupo de especies que atacan en: insecticidas, acaricidas, nematicidas,
fungicidas, antibiéticos y rodenticidas (Dorronsoro & Garcia, 2004; Weber,
1994).

Herbicidas. Productos que evitan el desarrollo de plantas adventicias o malas
hierbas.

3.1.1.2 C(lasificacion segin su naturaleza quimica

En lo referente a su naturaleza quimica, los pesticidas pueden clasificarse en
inorganicos y organicos.

Dentro del grupo de los organicos, los principales tipos son (Dorronsoro &
Garcia, 2004; Marquez, 2001):

Derivados Haloégenos. Compuestos organicos que contienen generalmente
atomos de cloro en su molécula. Actualmente su acumulacién en el medio
ambiente y en los seres vivos ha dado lugar a restricciones en su uso por parte
de algunos paises. Dentro de estos compuestos podemos distinguir tres grupos:
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Derivados halégenos de hidrocarburos alifaticos: utilizados principalmente
como fumigantes.

Derivados halogenados de hidrocarburos aliciclicos. Importancia practica
como insecticidas y fungicidas.

Derivados halogenados aromaticos. Tienen propiedades insecticidas,
acaricidas, herbicidas y fungicidas dependiendo de la naturaleza del atomo
de halégeno, del numero de ellos en la molécula de benceno y de su
posicién en el anillo. Su principal representante es el DDT.
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Figura 1. Férmula Quimica del DDT

Carbamatos. Son sales o esteres del &acido carbdmico o uretano. Los
carbamatos pueden tener propiedades insecticidas y herbicidas, algunos de
los cuales pueden ser sistémicos (Dorronsoro & Garcia, 2004; Marquez, 2001).

Este grupo de plaguicidas presenta algunas ventajas frente a los compuestos
organofosforados, como son su eficacia contra insectos resistentes a estos
ultimos y su mayor seguridad de manejo, pero también presentan desventajas,
ya que son de mas dificil produccidén, mas caros y de mayor toxicidad frente a
los insectos polinizadores (Marquez, 2001).

Derivados de la urea y tiourea. Todos estos compuestos se utilizan como
herbicidas, cuyas propiedades aumentan notablemente con la presencia de
atomos de halégeno en la molécula del compuesto. Actian por medio de la
inhibiciéon del proceso de fotosintesis.

Compuestos heterociclicos. Uso como herbicidas. Pueden tener ciclos de 5 6
6 atomos y con 1, 2 6 3 atomos diferentes en el anillo, siendo los mas
importantes las triazinas sustituidas.

Organofosforados. Son compuestos organicos complejos, que incluyen foésforo
en su composicidén, ya que son ésteres o amidas derivadas del acido fosférico,
tiofosférico, ditiofosférico, fosfénico y fosfinico. Tienen efecto insecticida
principalmente, aunque algunos de ellos presentan actividad nematicida,
fungicida y herbicida.
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Se caracterizan por tener un espectro de accién mas estrecho que el de los
organoclorados, por su baja persistencia y facil descomposicién a productos no
toxicos. Se metabolizan relativamente rapido en organismos vertebrados y
presentan ausencia de acumulacién en los mismos; todo lo anterior los hace
preferibles en comparacién con los organoclorados. Sin embargo, como
desventaja de estos compuestos se tiene su toxicidad, la cual es relativamente
alta para los vertebrados y seres humanos, lo que obliga a una manipulacién

mas cuidadosa.
C,Hs0 \,"_"? /
fu—u@ NO,
I:?'1ED :

Figura 2. Férmula Quimica del Paration

La toxicidad y la accién insecticida de estos compuestos son atribuidas a la
inhibicién de la actividad acetilcolinesterasa, enzima que se encuentra en las
células nerviosas de los organismos y cuya desactivacion paraliza su sistema
nervioso (Marquez, 2001; U.S. Department of Agriculture, 1998).

Los organofosforados al ser ingeridos o inhalados, pasan rapidamente al
torrente sanguineo, inhibiendo la acetilcolinesterasa y causando efectos en el
sistema muscular involuntario como: temblores, convulsiones e incluso la
muerte en humanos (Mosquera, 2007; Defensoria del Pueblo, 2003).

Los ésteres organofosforados son muy susceptibles a la hidrélisis, el cual es el
proceso mas comun de degradacién, donde el H,O y OH actian como
nucledfilos sobre el grupo funcional éster (Bavcon et al., 2003).

Dentro de este grupo de plaguicidas se encuentran tres productos que han sido
de gran uso en el pais, y los cuales son analizados en el presente estudio, estos
son: Clorpirifos, Malation y Metil Paration.

3.1.1.3 C(lasificacion segiin su toxicidad

De acuerdo con su toxicidad, la clasificaciéon de los pesticidas se realiza en
funcién de su dosis letal 50 (DLgg) o cantidad de producto que es capaz de
eliminar al 50% de una poblacién. En la Tabla 1 se establecen las categorias y
dosis letales correspondientes a cada categoria.
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Tabla 1. Clasificacion de los pesticidas de acuerdo con su toxicidad

Categoria Dosis Letal 50 (DLs,)
Supertdxicos. < 5mg/Kg
Extremadamente téxicos. 5-50mg/kg
Muy téxicos. 50-500 mg/kg
Moderadamente téxicos. 500 — 5000 mg/kg
Ligeramente téxicos. 5 - 15gr/Kg
Practicamente no téxicos. > 15 gr/Kg

3.1.2 Disponibilidad de los Pesticidas en el Ambiente.

Muchos plaguicidas no permanecen en el lugar donde se aplicaron, sino que se
esparcen a través del agua, suelo, aire y biota; muchas veces a grandes
distancias (Kerle et al., 2007; Hayo, 1996).

El movimiento de los plaguicidas y los compuestos organicos esta influenciado
por diversos factores, que incluyen entre otros: la adsorcion, la volatilizacioén, la
dilucién, actividad bioldgica y reactividad (Navarrete, 1995).

El fenémeno de adsorcién de un compuesto desde una solucién acuosa,
depende de dos condiciones: 1) el soluto tiene una baja afinidad por el agua 6
2) el soluto tiene una alta afinidad por el sélido (FAO, 2000).

En el caso de la volatilidad, ésta depende fundamentalmente de la presién de
vapor del compuesto y estd fuertemente influenciada por las condiciones
ambientales (temperatura, velocidad del viento, etc.), cuanto menor es la
presion de vapor, mas tendencia tiene el producto a permanecer en el suelo
(FAO, 2000).

La solubilidad en agua estd intimamente relacionada con la movilidad del
pesticida, de forma que cuanto mayor es la solubilidad, mayor sera la
movilidad.

En la Figura 3 se presentan las interacciones que se llevan a cabo entre los
pesticidas y el ambiente.
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Volatilizacion

Escurrimiento
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Lixiviacion

Figura 3. Interaccion de los pesticidas con en el ambiente

(Mosquera, 2007)

3.1.2.1 Movilidad en el suelo

La movilidad de un pesticida depende del grado de solubilidad en agua, el cual
puede ser medido mediante el coeficiente de particién o también llamado
coeficiente de adsorcién (Koc). Este coeficiente se define como la razén o
relacion entre la concentracion del pesticida adherido a las particulas del suelo,
y la concentracidén del pesticida disuelto en el agua o solucién del suelo. Por lo
tanto, cuanto menor sea el valor de Koc, mayor serd la concentraciéon del
plaguicida en la solucién (Mosquera, 2007; FAO, 2000).

De acuerdo con lo anterior, cuando un pesticida se introduce en el suelo, una
parte de él se adhiere a las particulas del suelo (especialmente a la materia
organica) a través de un proceso llamado adsorcién, y otra parte se disuelve en
el agua del suelo. La solubilidad de un pesticida y la adsorcién en el suelo estan
inversamente relacionadas, esto quiere decir, que un aumento en la solubilidad
se traduce en un descenso de la adsorcién (Mosquera, 2007; ACS Symposium
series, 1986).
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Cuando la adsorcién es muy baja, los compuestos son muy méviles y
susceptibles a ser lavados, provocando una fuerte contaminacién de las aguas
freaticas. Esto suele ocurrir en los suelos de cultivo muy pobres en materia
organica, mas aun cuando se trata de suelos irrigados en los que el lavado es
mayor (Mediterranea de Agroquimicos, S.F.).

Por el contrario, una adsorcién muy elevada puede hacer que los productos
aplicados no lleguen a ser eficaces, y permanezcan un largo tiempo en el suelo,
lo que suele ocurrir cuando los contenidos de materia organica en los suelos
son muy altos. Por comnsiguiente, se considera que la lixiviacién de los
plaguicidas sera mas lenta en este tipo de suelos, que en aquellos que poseen
bajo contenido de materia organica (Mosquera, 2007; Universidad de
Extremadura, 2004).

Debido a la importancia de la materia organica en la adsorcioén, se utiliza para
ella un modelo basado en el coeficiente de reparto Octanol/Agua (Koa 6 Kow),
donde el octanol representa la fase lipidica o hidrofébica. Este coeficiente
describe el reparto de un compuesto (como los pesticidas) entre la materia
organica del suelo y la soluciéon del mismo. Por lo tanto, los compuestos con
bajos valores de Koa corresponden a moléculas pequefias y polares, mientras
que compuestos con altos valores de Koa presentan grandes moléculas, poco o
nada polares (Dorronsoro & Garcia, 2004).

Otros factores que rigen la adsorcién de los pesticidas al suelo, se encuentran:
la naturaleza del complejo adsorbente y el pH. En la primera, tiene mucho que
ver el ademas del contenido de materia organica, la concentracioén y naturaleza
de las arcillas presentes, las cuales presentan gran influencia en el intercambio
iénico del suelo. Los compuestos catidnicos pueden ser adsorbidos por las
cargas negativas de las arcillas y de la materia organica, mientras que los
compuestos aniénicos son adsorbidos principalmente por la materia organica y
por los oxi-hidréxidos de hierro y aluminio. En ambos casos la adsorcién estara
muy influida por el pH (Kerle et al., 2007; U.S. Department of Agriculture, 1998).

Una consecuencia atribuida al uso de fertilizantes quimicos, es la modificacién
del pH del suelo (en diferente sentido segun el tipo empleado), lo que provoca
que existan excesos de algunos elementos que pueden lavarse y pasar a las
aguas freaticas y de ellas a las de consumo (Dorronsoro & Garcia, 2004).
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Por otra parte, entre los factores propios del producto, que rigen la adsorcién
de los pesticidas al suelo, los factores decisivos son: el tamafio de su molécula y
la polaridad de la misma (Dorronsoro & Garcia, 2004).

El suelo tiene mecanismos de defensa ante los contaminantes, pero muchos de
estos mecanismos estan basados en la precipitacién, adsorcién y fijacién de los
mismos; por lo que estos mecanismos no constituyen una destruccién de los
plaguicidas como tal, sino que eliminan su bio-disponibilidad, pudiendo ser
reversible en etapas posteriores.

Entre los factores que influyen en la bio-disponibilidad de los contaminantes en
el suelo se destacan (Kerle et al., 2007):

Capacidad de intercambio catiéonico. Como ya se menciond, éste es un
parametro decisivo en el almacenamiento de sustancias de naturaleza
catidénica, como algunas moléculas de pesticidas, en el suelo.

PH. Actua facilitando el almacenamiento o la liberacion de los compuestos
presentes en el suelo, de modo que es uno de los factores mas importantes.
Cuando el pH baja se incrementa la solubilidad de las sustancias catidnicas
retenidas, mientras que un aumento del pH provoca el mismo efecto en las
sustancias anidnicas.

Potencial de oxidacion. Es importante porque puede movilizar elementos
toxicos encerrados en las estructuras moleculares de los compuestos de hierro
y manganeso.

Contenido de materia organica. Afecta al complejo de cambio, a la capacidad
tampon y a la actividad biolégica del suelo, sin olvidar su caracter complejante
y su influencia sobre la estructura, que afecta la aireacién del suelo.

Estructura. Regula el drenaje, controla la humedad y afecta la erodabilidad de
la capa superior.

3.1.3 Persistencia de los Pesticidas

La Persistencia de un pesticida es la resistencia a ser degradado o
transformado como resultado de distintas reacciones fisicoquimicas vy
microbioldgicas en el suelo (Mosquera, 2007; Kerle et al., 2007).

La persistencia varia de unos suelos a otros y estd muy relacionada con la
adsorcion del suelo, ademas de las propiedades del pesticida; cuando la
adsorcién es muy intensa, el pesticida puede permanecer en el suelo durante
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un largo tiempo (Dorronsoro & Garcia, 2004; U.S. Department of Agriculture,
1998).

Los compuestos cuyo periodo de degradacién es extremadamente largo se
consideran persistentes, y estos se dispersan en el medio ambiente sin
experimentar mayores cambios (FAO, 2000).

En la Tabla 2 se presenta la persistencia promedio de los pesticidas, segun su
naturaleza quimica.

Tabla 2. Persistencia promedio de los pesticidas

Tipo Accion Persistencia
Organoclorados Insecticida 2 — 5 afios
Derivados benzoicos Herbicidas 3 -12 meses
Derivados de la urea Herbicidas 4 - 10 meses
Amidas Herbicidas 2 —10 meses
Acidos alifaticos Herbicidas 3 - 10 semanas
Organofosforados Insecticidas 7 — 8 semanas
Carbamatos Todas 2 — 8 semanas

(Dorronsoro & Garcia, 2004)

3.1.4 Bioacumulacion de los Pesticidas

La bioacumulacién indica la tendencia de un compuesto a acumularse en los
organismos. El coeficiente de particion Octanol-agua (Kow), es el indice mas
utilizado para cuantificar la bioacumulacién de un plaguicida. Los compuestos
con un valor de Kow alto se acumulan en los organismos (Dorronsoro & Garcia,
2004).

3.1.5 Degradacion de los pesticidas

Con el tiempo, casi todos los plaguicidas se descomponen o se degradan como
resultado de distintas reacciones quimicas y microbioldgicas en el suelo. Estos
procesos tienen como resultado la degradacién final del compuesto en CO,,
H,0, HC], SO,, entre otros compuestos minerales (Kerle et al., 2007; FAO, 2000).

El tiempo de vida media de degradacién o semidesintegracién (DTjyp), es el
tiempo que tarda un plaguicida para ser transformado o degradado a la mitad
de su concentracién inicial. A medida que se degradan, algunos pesticidas
producen sustancias intermedias llamadas metabolitos, cuya actividad
biolégica también puede presentar repercusiones ambientales importantes,
incluso algunos de ellos pueden llegar a ser mas téxicos que los compuestos
originales (FAO, 2000).
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Los procesos de degradacién mas importantes llevados a cabo en el suelo son:

3.1.5.1 Hidrolisis

La hidrélisis es un proceso en el que un compuesto es transformado por
contacto con el agua, sufriendo una reaccién quimica en la que una parte de la
molécula del compuesto es reemplazada por un grupo hidroxilo. El pH del
medio en el que se encuentra el compuesto, influye considerablemente en este
proceso (Mosquera, 2007).

3.1.5.2 Fotdlisis

La fotdlisis es la descomposicién de un compuesto quimico como resultado
directo de la radiacién ultravioleta (Mosquera, 2007). Esta puede separarse en
dos procesos: fotolisis indirecta y fotolisis directa.

En la primera, la reaccion se da por accién directa de la luz ultravioleta sobre la
molécula del compuesto, generando la descomposicién del mismo.

Por otro lado, en la foto-degradacién indirecta, la degradacién se da por
sustancias oxidantes generadas a partir de la luz ultravioleta, estas sustancias
atacan la molécula del pesticida y ocasionan su transformacién. Algunas
especies organicas como los acidos humicos y fulvicos, e inorganicas como los
nitratos y nitritos, pueden acelerar considerablemente la fotolisis de un
pesticida (Ruiz, 2001).

3.1.5.3 Biodegradacion

La descomposicién biolégica o biodegradaciéon consiste en la transformacién
de una sustancia por accién de los microorganismos, éste es un proceso de
degradacién muy importante en el suelo, especialmente cuando el pH es menor
a 7.0 Mosquera, 2007), donde es posible que la velocidad de la hidrdlisis sea
lenta. En condiciones ambientales, la biodegradacién puede verse afectada por
varios factores, entre ellas la presencia o ausencia de oxigeno (condiciones
aerobias o anaerobias) y nutrientes, el tamaifio de la poblaciéon de
microorganismos y la capacidad de adaptacién de estos (Castafieda, 2005;
Vidali, 2001).

En este proceso, cuando los contaminantes son degradados metabélicamente
se utilizan como fuente de carbono y/o nutrientes para la obtenciéon de la
energia necesaria para el crecimiento, reproduccién y mantenimiento celular;
la otra parte termina en forma de didéxido de carbono, agua y sales minerales,
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lograndose una autentica mineralizacién con desaparicion completa del
pesticida.

Los contaminantes también pueden ser atacados por una gran variedad de
enzimas extracelulares y consorcios microbianos que se encuentran en el
suelo, en este caso su degradacién es de forma cometabédlica (Jin, Englande, &
Qiu, 2003). En el cometabolismo se produce una transformacién de la
estructura del pesticida sin que pueda considerarse que es utilizado como
fuente de energia por los microorganismos. El catabolito resultante, ya no
posee la accidn inicial, pero puede tener otros efectos, en muchas ocasiones
desconocidos y cuya toxicidad puede ser variable (Universidad de
Extremadura, 2004).

Dentro de las enzimas relacionadas con la transformacién de los pesticidas
organofosforados Singer & Crohn (2002) y Jokanovic” (2001), sefialan que las
mono y di-oxygenasas juegan un papel importante, ya que introducen uno o
varios atomos de oxigeno dentro de la molécula quimica de estos pesticidas,
incrementando su solubilidad en agua y por lo tanto su biodisponibilidad,
volviéndolos mas susceptibles a ser mineralizados. En la Figura 4, se muestra la
desulfuracion oxidativa que sufren el Malation y el Paratiéon por accién del
citocromo P450, un sistema de monooxigenasas que se caracteriza por utilizar
el NADPH (Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato) para reducir el
oxigeno molecular hasta agua, e incorporar un atomo de oxigeno a la molécula
que ataca (Gonzalez, 2007).

P450
(CHOWP(SO-CH,NO, —* [(CH0),P{0)-0-CHANO,
parathion paragxon
LDy (mg'kg)rat: 14 1.4

P450
(CH,),P(S)-S-CHCOOCH, —* (CH,),P(0}-S-CHCOOC.H,

CH,CO0OC,H. CH,CO0CH,
malathion malaoxon
LD, (mg'kg) rat: 2600-12500 208

Figura 4. Transformacién del Paration y Malatién a través de la Desulfuracién
Oxidativa (Jokanovic’, 2001)

Otro grupo de enzimas son las carboxilesterasas, las cuales son capaces de
metabolizar lipidos y un largo numero de medicamentos, asi como de catalizar
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la hidrélisis de esteres del acido carboxilico, ésta es una forma importante de
detoxificacién del Malatién (Fukuto, Mechanism of Action of Organophosphorus
and Carbamate Insecticides, 1990; WHO, 1976) y su metabolito toxico, el
Malaoxén (Fukuto & Metcalf, 1969). Las carboxilesterasas también participan
en la detoxificacion de Carbofuran, Piretroides y otros organofosforados
diferentes al Malatién Cashman et al., (1996). Enzimas similares a las
Carboxilesterasas son las arilesterasas, que pueden hidrolizar algunos
compuestos organofosforados que contienen grupos aromaticos como el
Paraoxén y el Clorpirifos oxén (Jokanovic’, 2001). En la Figura 5 se presenta la
hidrélisis del Malatién bajo la accién de una enzima Carboxilesterasa.

(CHO)P-5-CH-CH,CO0CH;, —* (CH,0).p-5-CH-CH,CO0CH.
5  COO0CH. 5 COO
malathion malathion g-monoacid

Figura 5. Hidrdlisis del Malatiéon por una enzima Carboxilesterasa

(Jokanovic”, 2001)

El grupo nitro del Paration (NO,) y otros compuestos similares, como el Metil
Paratién, pueden ser reducidos enzimaticamente a grupos amino (NH;) (Figura
6), los cuales son inactivos como insecticidas y no inhiben la Acetil
Colinesterasa, debido a que los grupos amino liberan electrones, mientras que
los grupos nitro los atraen fuertemente (Jokanovic’, 2001).

HEL}
(CHOLP(SHO-CHANO, —* (CH:0):P(5)-0-C.H.~NH,
parathion arninoparathion

Figura 6. Reduccion del grupo nitro a amino en el Paratién por accidon enzimatica

(Jokanovic’, 2001)

Otras interacciones que pueden darse entre los contaminantes y los
microorganismos son: 1) la polimerizacion o conjugacién del pesticida,
formando un polimero menos moévil que el compuesto original y carente de su
efecto, 2) Los microorganismos pueden incorporar el pesticida a su propio
organismo, provocando una acumulacién dentro de éste, quedando de nuevo
liberado el compuesto en el momento en que muere el organismo captor y
3) pueden ejercer una accién semejante a la que tiene lugar en el suelo de
forma abiédtica, es decir, realizar procesos de oxidacién, de reduccién o de
hidrdlisis (Universidad de Extremadura, 2004).
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Ademas de la transformacién de los contaminantes realizada por la accién de
los microorganismos, también esta la transformacién realizada por las plantas,
quienes absorben el producto y pueden metabolizarlo por procedimientos
semejantes a los utilizados por los microorganismos. Esta absorciéon puede
causar su muerte como en el caso de los herbicidas, o servir para su defensa
como en el caso de los insecticidas sistémicos.

En el proceso general de descomposicidén bioldgica intervienen algunas
propiedades del pesticida, como son: su estructura quimica, la capacidad de
adsorcion (que impide su ataque), el coeficiente de reparto entre las
fracciones inorganica y organica, y las constantes de disociaciéon acida y
basica que determinan la forma de descomposicién de la sustancia.

Otros factores explicados anteriormente se deben al suelo, y su influencia en la
adsorciéon o desorcién de los compuestos, tales como: el contenido de materia
organica, la textura, la estructura, la aireacion, el potencial redox y el pH.
Por ultimo, no se puede olvidar la actividad bioldgica del suelo (favorecida
por un elevado contenido de material organico) que es la biomasa potencial
para la degradacién de los compuestos (Kerle et al., 2007).

Hay otros factores relacionados con el medio ambiente como son: la
temperatura, que favorece la accién bacteriana, y por ende, la velocidad de
degradacioén; la pluviosidad, que determina la humedad y el lavado de las
sustancias; y su conjunto, que determina la densidad de la cubierta vegetal,
cuya accién degradante también puede ser importante (Donézar, 1995).

3.2 CLORPIRIFOS
3.2.1 Propiedades del Clorpirifos

El Clorpirifos es un sélido blanco de apariencia cristalina y de aroma fuerte. No
es muy soluble en agua, de manera que generalmente se mezcla con liquidos
aceitosos antes de aplicarse a cosechas o animales. También se puede aplicar a
cosechas en forma de capsulas (ATSDR, 1997).

En la Tabla 3. Se presentan las principales propiedades del Clorpirifos.
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Tabla 3. Propiedades del Clorpirifos

O,0-diethyl O-(3,5,6-trichloro-

Nombre quimico 2-pyridyl) phosphorothioate

Férmula Quimica CoH11CIsNOsPS
Numero CAS 2921-88-2
Peso Molecular 350.6 g/mol
Densidad a 21°C 1,51 g/ml
Presién de vapor 2.5 mPa @ 25°C
Punto de fusién 41.5-42.5-C
Punto de ebullicién >300°C

Coef. De Particién (Log Kow) | 4.69
Coef. De adsorcién (Koc) 6070
Solubilidad en agua 2.0 mg/L @ 25°C

(ATSDR, 1997)

3.2.2 Degradacion del Clorpirifos

Clorpirifos es un compuesto degradable, y en su descomposiciéon pueden
participar activamente diversos factores ambientales. Tanto la degradacién
microbiana como la degradacién abidtica (como hidrélisis) son factores
importantes en su disipacidén del suelo, siendo ésta ultima especialmente
predominante en suelos alcalinos (Dow Agrosciences, 2008).

En todos los sistemas (suelo, aguas, plantas y animales), la ruta principal de
degradacién se inicia con la ruptura del enlace éster-fésforo, produciendo
3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP). Este primer paso es una detoxificacion, ya que
el TCP no presenta actividad insecticida y las autoridades regulatorias lo
consideran toxicolégicamente insignificante. Sin embargo, el TCP ha mostrado
tener efecto téxico sobre los microorganismos, lo que hace que sea un poco
lenta la degradacién de este compuesto por la microflora del suelo (Castafieda,
2005). En el suelo y agua, el TCP continta degradandose a través de la
actividad microbiana y la fotélisis en diéxido de carbono y materia organica. En
los animales, el TCP puede ser excretado directamente o tras su conjugacién;
en las plantas, se aislan los conjugados de TCP (Dow Agrosciences, 2008).

En la Figura 7, se presentan las diferentes rutas y degradacién del Clorpirifos.

31



EVALUACION DE MEZCLAS COMPOST INMADURO/SUELO DE MORAVIA Y FUENTES DE NUTRIENTES PARA LA
DEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION

SERGIO AUGUSTO UPEGUI SOSA

S Cl
[ =

CHsO 0 0o
/F’ N Cl
C,H;0 N

Cl
Chlorpyrifos
0,0-diethyl O-(3 5 B-trichloro-2- pyrid yl)

phosphorothioate cl
Cl S

0 —
CHO 0™ N g CH0 - o 4 cl
~ NS/ HO/ Y/,
C,H,0 N N
of

Cl

Chlorpyrifos Oxon \ Desethyl Chlorpyrifos
0,0-diethyl O-(3,5 B-trichloro-2- pyrid yl) cl O-ethyl O-(3,5 B-trichloro-2- pyridyl)

phosphate phosphorothioate

HO —{, cl
N

o N
Cl ) / TCP \

MeO % /

"o A TN

TMP Organic  Conjugat —_— i
35 Gtrichloro-2-methoxypyridine  Acde. o UgAes Eagietion

3 5 B-trichloro-2-pyridinol
Co,

Figura 7. Clorpirifos y sus metabolitos de degradacién
(Dow Agrosciences, 2008)

3.2.3 Persistencia del Clorpirifos en el ambiente

El Clorpirifos puede llegar al suelo mediante aplicacién directa, por la deriva
del pulverizado o por el lavado desde el follaje. Es moderadamente persistente
y presenta un coeficiente de adsorcién en el suelo (K,.) mayor a 5000, por lo
que tiene una fuerte tendencia a ser adsorbido por el suelo y la materia
organica en éste, dificultando su lixiviacidn a las aguas subterraneas.

Una vez alcanza ecosistemas acuaticos, puede generar graves dafios, ya que es
un compuesto muy téxico para los organismos acuaticos, y puede causar
efectos adversos a largo plazo.

Cuando se aplica en las dosis agricolas normales, las vidas medias tipicas de
degradacioén en el suelo en condiciones aerdbicas para el Clorpirifos, son del
orden de 60 a 120 dias (Kamrin, 1997).

3.3 MALATION

De acuerdo con (Cordoba, 2001), el Malatién es un insecticida organofosforado
catalogado toxicolégicamente en la categoria IIl de la EPA (ligeramente t6xico).
Ingresa a los organismos por ingestion y por el aire. Su inespecificidad hace
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que a las dosis utilizadas contra la mosca de las frutas, por ejemplo
(Tephritidae), resulte téxico y letal para la mayor parte de los insectos con una
biomasa similar. Este efecto indeseado disminuye la biodiversidad y crea
condiciones para la apariciéon de otras plagas (EPA, Environmental Protection
Agency, 2000).

El Malaoxén es un anadlogo oxigenado del Malatiéon, y pude ser encontrado
también como una impureza en una formulacién de Malatién, o puede ser
generado a partir de la oxidacién del Malation en el aire o el suelo. El Malaoxén
es el metabolito activo del Malatién que inhibe la colinesterasa. Ambos
compuestos son detoxificados a compuestos polares solubles en agua por
medio de carboxiesterasas (Newhart, 2006).

HiC- o-’P‘ms
Hic-G

Figura 8. Estructura Quimica del Malatién

HyC- o

Malaoxon

Figura 9. Estructura Quimica del Malaoxén

(Newhart, 2006)
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3.3.1 Propiedades del Malatién
En la Tabla 4 se presentan las propiedades del Malatién

Tabla 4. Propiedades del Malation

, . 0,0 dimetil fosforoditioato de
Nombre quimico . .
dietil mercapto succinato
Formula Molecular CoH1906PS,
Numero CAS 121-75-5
Peso molecular (g/mol) 330,36
Densidad (g/mL) 1,2076 @ 20°C
Punto de ebullicién (°C) 156-157 @ 0,7 mm Hg
Punto de fusién (°C) 2,85
Solubilidad en agua (mg/L) | 130 @ 25°C
Presion de vapor (mPa) 5.3 @ 30°C
Coef. de particién (Log Kow) | 2.75
Coef. de adsorcién (Koc) 1800

(ATSDR, 2003)
3.3.2 Degradacion del Malation

El Malatién tiene una movilidad en la solucién del suelo entre moderada y alta.
Generalmente su degradacidn es rapida, y la contaminacién de la solucién del
suelo no se ha encontrado sea extendida. La Divisiéon de Efecto y Destino
Ambiental de la EPA (EFED), concluyé que es potencialmente moévil en la
solucion del suelo, especialmente en aquellos con bajo contenido de materia
organica y alto contenido de arena (Newhart, 2006; Neal et al., 1993).

El Malatién es degradado particularmente por hidrélisis, fotdlisis y por accién
de los microorganismos (LeNoir et al., 1999). De acuerdo con Mosquera (2007)
y Newhart, (2006), la principal ruta de degradacién del Malatién en el suelo es a
través del metabolismo aerdbico. El tiempo de vida medio del Malatién en el
suelo fue reportado en 3 dias en suelos alcalinos, y 7 dias para suelos acidos.

Segun Paschal & Neville, (1976), los acidos Malatiéon mono y di-carboxilicos, el
Malaoxén, el fumarato de etilo, diethyl thiosuccinate y el CO, son los productos
de degradacién que han sido identificados en estudios de campo y de
laboratorio. El mayor metabolito en suelos es el Malatiéon beta-monoacido y ha
sido reportado con un tiempo de vida media de 4 a 6 dias (Newhart, 2006).

En el agua, el Malatiéon es susceptible de hidrélisis y su semidesintegracién
varia entre 0,2 semanas a pH de 8 y 21 semanas a pH de 6 (FAO, 2000).
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3.3.3 Persistencia en el suelo

La persistencia es larga en condiciones secas, arena, bajo nitrégeno y
condiciones 4cidas; y es degradado mas rapidamente en el suelo que en la fase
acuosa. Se considera que la vida del Malatiéon puro en el suelo varia de 24 horas
a un promedio de 6 dias. Montenegro (2001), considera que se extiende hasta
los 25 dias. La tasa de degradacién se incrementa cuando aumenta la humedad
y pH o contenido de carbonatos (Mosquera, 2007).

3.4 METIL PARATION
3.4.1 Propiedades del Metil Paration

El Metil Paratiéon es un sélido de color entre blanco y tostado. Sufre una rapida
hidrdlisis en medios alcalinos, pero se hidroliza lentamente en acidos débiles
(Spectrum Laboratory, 2003; EPA, Environmental Protection Agency, 1984).

Tabla 5. Propiedades del Metil Paratiéon

.. 0,0-dimethyl O-4-nitrophenyl
Nombre Quimico phosphorotlirioate P
Formula Molecular CgH;(NOsPS
Nuamero CAS 298-00-0
Peso Molecular (g/mol) 263.21
Punto de fusién (°C) 37-38
Punto de Ebullicién (°C) 143 @ 0.05 mm Hg
Presion de vapor (mPa) 1,3@ 20°C
Densidad (g/mL) 1,4
Solubilidad en agua (mg/L) | 55-60 @ 20°C
Coef. de particién (Log Kow) | 3.52-3.84
Coef. de adsorcién (Koc) 5100

(ATSDR, 2001)
3.4.1 Degradacion del Metil Paration

El Metil Paration se degrada en el suelo principalmente como resultado de
procesos bioldgicos (biodegradacién), aunque también se puede presentar la
transformacién quimica, por foto-degradacién (Spectrum Laboratory, 2003;
WHO, World Health Organization, 1993). La degradacién aumenta con la
temperatura y la exposicion a la luz solar. La principal excepcién corresponde a
los derrames, en los que la degradacién sélo se produce al cabo de muchos
afios, siendo la principal ruta de transformacién la fotolisis (Spectrum
Laboratory, 2003; FAO, 2000).
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Los principales procesos empleados para eliminar el compuesto del agua son
la biodegradacién y la fotdlisis. En un periodo de 2 a 4 semanas tiene lugar el
100 por ciento de la degradacion. La hidrdlisis se produce (del 5 al 11 por
ciento) en 4 dias en rios y mas lentamente en sistemas marinos. El Metil
Paration se degrada mediante fotdlisis directa en aguas naturales
(semidesintegracién de 8 dias en verano y de 38 dias en invierno) (FAO, 2000;
EPA, 1984).

La degradacién ocurre mas rapidamente en 1) suelos poco permeables que en
suelos permeables, y 2) en suelos humedos que en suelos secos (Spectrum
Laboratory, 2003). La degradacién en suelos poco permeables ocurre
principalmente por la reduccién del grupo nitro. La hidrolisis ocurre en mayor
medida bajo condiciones de buena permeabilidad (WHO, 1993).

El Metil Paration puede ser degradado en el ambiente por hidrélisis a p-
nitrofenol y acido dimetil tiofosférico, o por reduccién del grupo nitro a Metil
Amino-paration. Otro producto de degradacién, generado por la desulfuraciéon
oxidativa, es el Metil Paraoxon; el cual es el subproducto de mayor actividad en
la inhibiciéon de la actividad de la acetilcolinesterasa (New Jersey Department of
Health and Senior Services, 1999; WHO, 1993).

3.4.2 Movilidad del Metil Paration en el ambiente

Se considera que el Metil Paration es moderadamente moévil en el suelo. La
adsorciéon no parece estar relacionada con el contenido organico del suelo,
pero el contenido de arcilla puede ser importante (FAO, 2000).

Debido a que el Metil Paratién tiene una adsorcién moderada en el suelo, y es
rapidamente degradado, es poco probable que se presente lixiviacién a aguas
subterraneas. Sin embargo podria tener lugar la lixiviacibn a aguas
subterraneas en suelos expuestos a grandes cantidades del pesticida, tal como
en un derrame accidental o la acumulacién de desechos, en particular, en
suelos con baja capacidad de adsorcién (EPA, 1984).

Se considera que la volatilizacién y la evaporacién no son procesos de
transporte importantes (Spectrum Laboratory, 2003).

3.5 BIORREMEDIACION
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La biorremediacién de suelos es una estrategia biotecnolégica de caracter
ambiental, la cual utiliza la biodegradacién acelerada, desarrollada por
sistemas biolégicos tales como bacterias, hongos, algas, consorcios
microbianos, entre otros, para degradar contaminantes como hidrocarburos o
plaguicidas y/o sus productos de degradacién que se acumulan en los suelos.
Esta técnica puede emplear microorganismos autéctonos o aldctonos para
llevar a cabo la transformaciéon de los contaminantes (Universidad de
Extremadura, 2004). Este proceso puede presentarse en los agro-ecosistemas
naturalmente como consecuencia del uso extensivo y repetido de un pesticida
para el control de plagas y enfermedades sin rotacién de cultivos (Vidali, 2001).

Esta es una técnica amigable con los ecosistemas y es mucho mas especifica,
por lo que las rutas de degradacién y la eficiencia varian de acuerdo al tipo de
pesticida, concentracién y tipo de formulacién empleado (DEQ, 1998).

De acuerdo con (Vidali, 2001) y Atlas & Unterman (1999), los parametros
criticos a considerar en un tratamiento biolégico son: el tipo y concentracion
de contaminante, la concentracion de microorganismos, la concentracion
de nutrientes, la aireacion, las condiciones macroambientales, la presencia
de inhibidores y la biodisponibilidad del contaminante.

A continuacién se explican los efectos de algunos de los factores mencionados,
sobre la bio-degradacion de los contaminantes en el suelo.

3.5.1 Efecto de la actividad microbiana en el proceso de biorremediacion

Los microorganismos pueden degradar hidrocarburos y otras sustancias
contaminantes en forma de cultivos puros (especie unica) o cultivos mixtos
(varias especies que mantienen una relacién simbiética). Cuando se trata de
este ultimo caso, el tratamiento biolégico implica una compleja interaccién de
especies microbianas (DEQ, 1998). La velocidad de crecimiento y la utilizacién
de sustratos es generalmente superior en cultivos mixtos que en cultivos puros
(Interstate Technology and Regulatory Council, 2002).

En los ambientes naturales, los microorganismos poseen una notable capacidad
de adaptacién, lo que se favorece por su integracién en poblaciones dentro de
una comunidad. La base de este fendmeno esta, por una parte, en la adquisicién
de nuevas capacidades metabdlicas mediante mecanismos de variacion
genética convencionales (mutacién, conversién génica, duplicacién,
transposicién) o intercambio de genes y, por otra, en la posibilidad de
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complementacién de las actividades metabdlicas de los distintos grupos
microbianos (Sanchez & Rodriguez, 2004; DEQ, 1998).

En una mezcla de poblaciones, los consumidores primarios inician el proceso
de degradaciéon y los consumidores secundarios utilizan los productos
metabdlicos de los primeros para degradarlos (Singer & Crohn, 2002). Ademas
pueden facilitar el crecimiento de los primarios, suministrandoles productos
metabdlicos (como factores de crecimiento), eliminando téxicos mediante
cometabolismo y produciendo intercambio de material genético (Ercoli, et al.,
2001).

El primer paso suele ser realizado por bacterias heterétrofas y actinomicetos,
seguidos de bacterias autétrofas, hongos, incluidos basidiomicetos, y protozoos
especificos.

De acuerdo con Mosquera (2007) y la Universidad de Extremadura (2004), los
pesticidas en el suelo son principalmente degradados por la actividad
microbiana, a mayor actividad microbiana mas rapido ocurrira la degradacién
del compuesto contaminante.

Sobre la degradacién de contaminantes por cultivos puros, Walter (1997) y
Atlas & Unterman (1999), mencionan el uso de técnicas de biorremediacién en
las que se suelen utilizar microorganismos aclimatados 6 modificados
genéticamente, con el fin de mejorar la biodegradacién, proceso también
llamado: Bioaumentacién. Segun Alexander (1999), estas técnicas
generalmente funcionan bien en condiciones de laboratorio o biorreactores,
pero en ambientes externos su implantacion depende de una serie de
inconvenientes que pueden volver complicada la aplicacion de estas técnicas,
entre los inconvenientes se encuentran:

e La capacidad de carga de muchos ambientes, viene determinada por
factores tales como la presencia de toxinas, nutrientes y condiciones
ambientales, movilidad y/o distribucién de los microorganismos y la
presencia de abundante materia organica. Por lo que los microorganismos
introducidos deberan tener capacidad para adaptarse a estas condiciones.

e Los microorganismos afiadidos deben sobrevivir a los depredadores y
competir con éxito con la poblacién autéctona antes de ocupar los nichos
potenciales.

3.5.1.1 Efecto de consorcios microbianos
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El cometabolismo es una actividad importante desde el punto de vista
medioambiental, con matices complejos. Implica esencialmente, el
metabolismo "gratuito", es decir, no 1util para el crecimiento u obtencién de
energia, de un substrato secundario (compuesto contaminante) por medio de la
generaciéon de enzimas, generandose nuevos productos, con caracteristicas
diferentes en comparacién con los compuesto iniciales (Vidali, 2001; DEQ,
1998).

La existencia de diversidad microbiana en el suelo hace factible la degradacion
posterior de esos productos mediante reacciones sintréficas y, en ultima
instancia, su mineralizaciéon (descartando la posibilidad, a tener en cuenta, de
que dichos productos sean toxicos, y/o persistentes) (Wackett & Hershberger,
2001; Alexander, 1999). El término de cometabolismo 6 sintrofia, por tanto,
implica la accién concertada de diferentes microorganismos sobre un sustrato
mediante la combinacién de sus actividades metabdlicas, lo que permite su
degradacién (Sanchez & Rodriguez, 2004).

Este proceso no seria posible en presencia de microorganismos aislados. De
acuerdo con Sanchez & Rodriguez (2004), poblaciones mixtas (que a veces se
denominan consorcios) presentan gran importancia para la degradacién mas
efectiva de los contaminantes organicos; reflejandose esto, en el creciente
aumento de datos experimentales, en los que la biorremediacién, tanto a nivel
de laboratorio como en campo, esta produciendo resultados esperanzadores.

3.5.2 Efecto del pH en los procesos de biorremediacion

El pH afecta significativamente la actividad microbiana. El crecimiento de la
mayor parte de los microorganismos es maximo dentro de un intervalo de pH
situado entre 6 y 8. Asi mismo, el pH también afecta directamente en la
solubilidad del fésforo y en el transporte de metales pesados en el suelo. La
acidificacién o la reduccién del pH en el suelo, se puede realizar adicionando
azufre, aluminio, cal, entre otros compuestos (Maroto & Rogel, 2000).

3.5.3 Efecto de la materia organica en la biorremediacion

La materia organica tiene una importante participacién dentro del suelo en la
retencién y mineralizaciéon de plaguicidas. Estas caracteristicas junto con la
humedad, aireacién y temperatura adecuadas, convierten a la materia organica
en el volumen de suelo donde las condiciones para la actividad biolégica son
mas favorables para la disipacién e inactivacién de los xenobidticos (Hang,
Destino de los Plaguicidas en el Ambiente Suelo, 2003).
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En la superficie del suelo, las condiciones favorecen las vias de mineralizacién
y de estabilizacién de un xenobidtico. En el subsuelo, el contenido de materia
organica decrece, y esto se refleja en menor degradacién y menor retencién,
de modo que aumenta la persistencia y los riesgos de contaminacién por
transporte a aguas subterrdneas (Hang, Destino de los Plaguicidas en el
Ambiente Suelo, 2003).

Segun Bollag et al. (1992), la materia organica del suelo es la fraccién mas
activa en la formacién de residuos ligados. La efectividad de este mecanismo
estd estrechamente vinculada con las transformaciones de la materia organica,
con las que interactia el compuesto. La distribucién de la materia organica en
el perfil, con distintos grados de transformacién, es otro factor que modifica
estas interacciones (Barriuso & Koskinen, 1996).

Se han determinado diferencias en la capacidad de formaciéon de residuos
ligados de atrazina dentro de un mismo suelo entre las distintas fracciones
granulomeétricas, como también entre suelos con distinto manejo, lo que afecta
la distribucién del carbono organico (Hang, 2002). Esto provoca modificaciones
en la capacidad de formacién de residuos ligados, y se considera que también
modifica la estabilidad en el tiempo de los residuos ligados formados (Hang,
Destino de los Plaguicidas en el Ambiente Suelo, 2003).

3.5.4 Efecto de los nutrientes en la biorremediacion

Los nutrientes son substancias quimicas necesarias para el desarrollo de los
microorganismos y se pueden dividir en cuatro grupos: fuentes de Carbono,
Fésforo, Nitrogeno y oligoelementos o elementos minoritarios (micronutrientes)
(Interstate Technology and Regulatory Council, 2002; Vidali, 2001).

La dosificacion de Nitrogeno y Fésforo se realiza en funcion de la concentracion
de contaminante de acuerdo a una relacién que vincula la relacién C:N:P, que
varia segun los autores entre 100:10:1 a 100:2:0,2, de acuerdo con: 1) la técnica
con que se mida la concentracién del contaminante, y que aporta un 80 % de su
masa como carbono al proceso, 2) la velocidad de degradacién esperada y 3)
un balance de masa del material en tratamiento y del aporte de cada fertilizante
con los nutrientes presentes considerados (Ercoli, et al., 2001).

El metabolismo microbiano esta orientado a la reproduccién de los organismos,
y éstos requieren que los constituyentes quimicos se encuentren disponibles
para su asimilacion y sintetizacién (Maroto & Rogel, 2000).
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En la Figura 10 se muestran los requerimientos y productos generados por
microorganismos.

3.5.4.1 Carbono

En el caso de la biodegradacién de un contaminante, la fuente principal de
carbono es el mismo contaminante, y proporciona el carbono necesario para
producir compuestos celulares, productos metabdlicos (CO,, agua, enzimas) y
nuevos microorganismos (Carillo, 2003; Ercoli, et al., 2001).

3.5.4.2 Nitrégeno

El Nitrégeno es el elemento necesario para la produccién de aminoacidos y
enzimas. Dado que la utilizacién de estos compuestos es muy rapida, los suelos
no alcanzan a cubrir todas las necesidades del proceso, y debe ser incorporado
bajo la forma de fertilizantes de uso agricola como urea o sulfato de amonio.
También se pueden utilizar fertilizantes de origen organico como estiércol
(Excoli, et al., 2001).

3.5.4.3 Fosforo

El fésforo interviene en la formacién de compuestos energéticos dentro de la
célula, que se utilizan en los procesos de reproducciéon y degradacién.
Interviene en diferentes sistemas enzimaticos, y es particularmente importante
en la fermentacion de los carbohidratos estructurales, principalmente de la
celulosa (Durand et al., 1983 citado por Ramirez & Meschy, 2005). Forma parte
del material celular, como acidos nucleicos, ATP, fosfolipidos de la membrana
celular y acido teicoico de las paredes celulares de las bacterias Gram+
(Ramirez & Meschy, 2005). Dado que la utilizaciéon de este compuesto es muy
rapida, algunos suelos no alcanzan a cubrir todas las necesidades del proceso y
debe ser incorporado bajo la forma de fertilizantes de uso agricola como fosfato
diaménico o fosfato tricdlcico. También se pueden utilizar fertilizantes de
origen organico como estiércol. Este parametro es de importancia critica para
el buen desarrollo del proceso biolégico (Vidali, 2001).
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TRANSFORMACION
COMNTAMINANTE: “Contaminante
Carbono organico modificado,

x ,}: (Cometabolisma) L

/M]CRDGR(L.—‘. NISMOS:

NUTRIENTES:
- Nitrdgeno — SISTEMAS
- Fasfaro ENZIMATICOS
- Dros
f % MINERA LI ZACION
RECEPTORES DE - Contaminante
ELECTROMNES: transformado en OO
- D;.:ggem: v HyO.
- Mitratos
- Bulfatos
- Dros

Figura 10. Interaccion de los microorganismos con su ambiente (Rodriguez &
Sanchez, 2004)

3.5.4.4 Micronutrientes

La fuente de oligoelementos constituye un conjunto variado de elementos como
hierro, cobre, zinc, azufre, cobalto, manganeso, magnesio, calcio y otros
compuestos; que dependen del tipo de microorganismo y del proceso que se
realiza. Las concentraciones de los mismos son muy pequefias (menos de 1
ppm en total). Normalmente no se incorporan en los procesos de campo ya que
el suelo provee estos elementos en cantidades suficientes, aunque en algunos
casos se han debido incorporar algunos gramos por hectarea para tratar algun
contaminante muy especifico o en los que el suelo no poseia ese elemento
(Ercoli, et al., 2001).

El efecto de la adicién de nutrientes ha sido evaluado por varios autores para la
degradacion de compuestos derivados del petrdleo (Sublette et al., 2007;
Juhasz et al., 2005; Napoles et al., 2005), centrando su atencién principalmente
al hallazgo de un balance adecuado en la relacién C:N:P, que permita mayores
eficiencias de degradaciéon de estos compuestos y se pueda aplicar a
condiciones de campo. Esta relacion es alterada por los altos contenidos de
carbono y las bajas concentraciones de nutrientes que presentan los
compuestos derivados del petrdéleo, lo que ocasiona limitaciones en la
biorremediacién de suelos contaminados con dichos hidrocarburos.
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En los estudios citados por (Singh & Ward, 2004), se han reportado diferentes
relaciones C:N:P que han generado resultados exitosos en procesos de
biorremediacién, entre los cuales se encuentra la relacién 100:10:1 para la
degradacién de diferentes compuestos organicos (Frankenberger, 1992), la
relacién 60:1 (C:N) y 800:1 (C:P) para la degradacion de petrdleo (Dibble &
Bartha, 1979) y un rango entre 9:1 y 200:1 (C:N) para degradacién de residuos
de aceites y lodos (Morgan & Watkinson, 1989).

Entre los estudios reportados, se encuentran el de Anwar et al. (2009), quienes
estudiaron el efecto de la adicién de extracto de levadura y caldo nutritivo en la
degradaciéon de Clorpirifos por una bacteria aislada de la especie Bacillus
pumilus strain C2A1, ademads, evaluaron la Glucosa como fuente adicional de
carbono. Encontrando una mayor velocidad en la degradacién del Clorpirifos
en el medio que contenia glucosa como fuente adicional de carbono. Los
medios que contenian nutrientes mostraron una capacidad para degradar el
Clorpirifos menor que el medio con glucosa, pero mayor que el medio que
contenia Clorpirifos como unica fuente de carbono y energia.

Xie et al. (2007) evaluaron el efecto de la adicién de fertilizantes a base de PK,
NK y NPK, ademas de una enmienda organica en la degradacién de
Cipermetrin, un pesticida piretroide, y encontraron que el tratamiento con NK
generd un aumento en la persistencia del pesticida en el suelo, mientras que
los demas tratamientos no presentaron diferencia alguna con el control.

Por su parte, Akhtar et al. (2004) estudiaron la persistencia de Clorpirifos y
Fenpropatrin en un suelo, adicionados solos o con los fertilizantes sintéticos:
Urea, DAP, SOP vy fertilizante foliar Polidol, durante dos meses, y encontraron
que la adicién de fertilizantes no mostré efecto alguno sobre la persistencia de
estos compuestos.

Senapati y Padhihari (2002), evaluaron un suelo de Bhubaneswar, india tratado
con Urea (46% Nitréogeno), Superfosfato simple (16% P,0s) y muriato de potasio
(60% de K,;0) como fertilizantes inorganicos, y con estiércol de corral como
enmienda organica (ademas de la adicién de limo), para la degradacién de
Phorate, un insecticida y acaricida organofosforado. Encontrando mayores
tasas de degradacion de Phorate en el tratamiento con enmienda organica, por
encima de todos los fertilizantes inorganicos, los cuales degradaron el
insecticida en el orden: fésforo, potasio, nitrégeno. La adicién de limo mostré
aumento de la degradacién de phorus en todos los tratamientos (en
comparacién con el control).
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Rajagopal et al. (1983), encontraron que la adicién de amonio a un medio
mineral retard6 la degradacién del pesticida Carbaril por culturas microbianas
enriquecidas con micro-flora del suelo. Rajaram et. al (1978), encontraron que
la aplicacién de nitrato de potasio o sulfato de amonio a un suelo inundado e
inoculado con culturas enriquecidas capaces de hidrolizar Paratién, inhibieron
la hidrdlisis del insecticida. Agnihotri (1978) comentd que la degradacién de
Disulfon y Forato en suelo fue ligeramente menor que con la adiciéon de
fertilizante. Sin embargo, en condiciones in situ la degradacién fue mucho
mayor con la adicién de fertilizantes, pero esto fue atribuido al efecto que el
fertilizante tuvo sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas que potencié la
degradacién. Por ultimo, Siddaramappa & Seiber (1979), evidenciaron que la
aplicacion de sulfato de amonio y urea tuvo muy poca influencia en la
degradaciéon de Carbofuran en un suelo de arroz en Filipinas.

Castafieda (2005), evalud la adicién de Nitrégeno a diferentes dosis (6, 24 y 32
ppm) en la degradacién de Clorpirifos en un suelo agricola, y encontré que a
dosis de nitrégeno de 6 ppm no se observé efecto alguno en la degradacién de
este compuesto, pero a una concentracién de 24 ppm o superior, se evidencid
un aumento notorio en la velocidad de degradacion del Clorpirifos.

Perrin et al. (2001), evaluaron el efecto del uso de lodo generado a partir de un
proceso de tratamiento de aguas residuales como enmienda organica y de un
fertilizante inorganico a base de nitrégeno y fosfato en la degradacién del
herbicida Isoproturon, obteniendo mejores porcentajes de degradacién con el
tratamiento a base de nitrégeno y fésforo que con el tratamiento basado en el
lodo.

3.5.5 Efecto de la humedad del suelo en la biorremediacion

El agua es importante para el desarrollo y crecimiento de los microorganismos,
el agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve como medio de
transporte de compuestos organicos, nutrientes y oxigeno a la célula. Es
conveniente mantener una humedad del orden del 70 % de la capacidad de
campo’, Un exceso de humedad produce inhibicién del proceso al reducir la
concentraciéon de oxigeno, o incluso generarse condiciones anaerodbicas. Por su
parte, un déficit de humedad impide el desarrollo de los microorganismos
(Vidali, 2001; Ercoli, et al., 2001; Maroto & Rogel, 2000).

! Masa de agua que admite el suelo hasta la saturacién, depende de cada tipo de suelo.
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Schroll et al. (2006), cuantificaron el efecto de la humedad del suelo en la
mineralizaciéon de pesticidas y encontraron que: 1) en suelos con un potencial
de agua < -20 MPa, ocurrié una minima mineralizacién del pesticida; 2) existe
una correlacién linear entre el incremento de la humedad del suelo, y el
incremento relativo de la mineralizacion del pesticida; 3) La optima
mineralizacién del pesticida se obtuvo en un suelo con un potencial de agua de
-0.015 MPa, y 4) cuando la humedad del suelo se aproximé a la capacidad de
campo, la mineralizacién del pesticida fue considerablemente reducida.

Debido a que, tanto los pesticidas como los suelos elegidos variaron en un
amplio rango, los autores proponen que la relacién observada en este estudio
puede también ser valida para la degradacién aerdbica de otros compuestos
organicos en suelos nativos y artificiales.

3.6 BIORREMEDIACION CON COMPOST

La tecnologia de Biorremediacién con Compostaje se fundamenta en la
estimulacién de la actividad biodegradadora de las poblaciones microbianas
presentes en un suelo contaminado, mediante la adicién de compost, segun las
caracteristicas y requerimientos de cada suelo contaminado a tratar y
enriquecido con poblaciones microbianas degradadoras de los contaminantes
presentes en dicho suelo (Singer & Crohn, 2002; EPA, 1998; INKOA SISTEMAS
S.L., S.F.).

Los suelos contaminados suelen tener una actividad microbiana baja,
basicamente debido a condiciones ambientales desfavorables, tales como una
baja concentraciéon de materia organica, oxigeno, nitrégeno y/o fésforo, etc
(Mora, 2006). Asi, la adiciéon de compost, durante el proceso de tratamiento in-
situ de los suelos contaminados, con poblaciones microbianas biodegradadoras
y con un alto porcentaje de materia organica biodegradable, provocara un
aumento de la capacidad biorremediadora intrinseca de cada suelo
contaminado, acelerando asi el proceso de recuperacién del emplazamiento
(EPA, 1998; INKOA SISTEMAS S.L., S.F.).

Otras tecnologias de remediacidén estan basadas en la inoculaciéon de
microorganismos exogenos, siendo extremadamente dificultosa la
adaptabilidad de estos microorganismos a un medio tan hostil como es un suelo
contaminado. Ademas, estos microorganismos exdégenos deben competir por
los escasos recursos con los microorganismos autdctonos, perfectamente
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adaptados a las condiciones ambientales de un suelo contaminado (INKOA
SISTEMAS S.L., S.F.; Sanchez & Rodriguez, 2004).

Ademas de reducir los niveles de contaminacidn, el compost adelanta la tarea
de mejoramiento de las condiciones del suelo para el crecimiento y
fortalecimiento vegetal. En este rol, el compost provee acondicionamiento del
suelo, y también provee nutrientes a una amplia variedad de vegetacién (EPA,
1998; BIOAGRO, S.F.).

Segun EPA (1998), en un estudio, en el cual se remedié un suelo que contenia
3000 partes por milléon (ppm) de herbicida dicamba a niveles no detectables en
50 dias mezclando chips de madera y compost maduro en el suelo en una
relacion compost:suelo contaminado (10:90). De acuerdo con los autores, el
dicamba se degrada eventualmente en el suelo, pero el proceso lleva afios en
vez de dias.

Otras ventajas del uso de compost, en comparacién con otros procesos de
biorremediacién son (Singer & Crohn, 2002):

e Comnsigue niveles finales de descontaminacién mdas altos, debido a la
presencia de un inéculo bioaumentado de microorganismos degradadores
en el compost, acelerando, asi, el proceso de remediacién.

e El tratamiento tiene una duraciéon menor, comparado con otros procesos de
remediacidn.

e Es una tecnologia versatil, puesto que se desarrolla “a medida”, segun los
requerimientos especificos de cada contaminante.

¢ Necesita menores requerimientos de manipulaciéon y mantenimiento, lo que
reduce los costos de tratamiento.

3.7 ORIGEN DEL SUELO DE MORAVIA

Moravia es un barrio ubicado en la Comuna 4, al nororiente de la ciudad entre
las estaciones del Metro: Universidad y Caribe. Es una de las zonas con
procesos de ocupacidén espontanea mas arraigados desde los afios 60,
influenciados principalmente por la presencia de la Estacién del Ferrocarril: El
Bosque, y la extraccion de materiales del rio Medellin. Cuenta con una
superficie de 43.7 hectareas y esta conformado por los sectores de El Bosque,
Moravia, El Morro, El Oasis Tropical y La Herradura (G4moravia, 2007; Alcaldia
de Medellin, 2006).
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En 1976 el alcalde de la época, debid resolver el problema del depédsito de
basuras de la ciudad y dado que en este lote habia un gran hueco dejado por la
extraccidén de material de playa que alli tenia lugar de tiempo atras, decidid
disponerlas alli con caracter provisional (El Mundo, 2006). Moravia entonces, se
convirtié en el depédsito de basuras de Medellin y de sus municipios vecinos. Y
fue muy reconocido en la ciudad por tres cosas: desechos, recicladores y por
ser cuna de uno de los botaderos de cadaveres mas tradicionales de Medellin
(Medina, 2006).

Este uso del suelo motivé a la invasién del predio aledaifio por parte de familias
sin hogar de muy bajos ingresos, quienes vieron alli la oportunidad para
resolver su problema de vivienda. Hoy en dia Moravia es un barrio de invasién
habitado por gran cantidad de gente que tiene sus casas construidas sobre una
montafa de cenizas, desechos industriales, y acumulacién de metano (Medina,
2006).

En la fase inicial de operaciéon de este vertedero, se depositaban unas cien
toneladas diarias de basura, cantidad que con el tiempo fue aumentando
(AMVA, 2006); dando como resultado para 1983 la produccién de una montaiia
de basuras con un area de 10 hectareas. Hoy en dia, ain se presenta
generacion de lixiviados como producto de las aguas que se infiltran en el
terreno, arrastrando los componentes quimicos y téxicos que se producen con
la descomposicién de la materia organica, que aunque es normal que se
presenten, en el caso de El Morro son altamente contaminantes porque alli
también se depositaban residuos peligrosos, que poseen metales pesados
como el plomo (Agencia de Noticias UN, 2008; E1 Mundo, 2006; AMVA, 2000).

Esta area ha sido catalogada como: “de riesgo no recuperable” y por tal motivo
se ha establecido su desalojo a través de un plan de reubicacién de los
asentamientos humanos en los sectores con mayor potencial para la generacién
de efectos adversos a la salud (Oasis y E1 Morro), estas zonas quedaron a cargo
del Area Metropolitana del Valle de Aburra, como autoridad ambiental
competente, para su manejo y cuidado de forma tal que se evite una nueva
ocupacién (AMVA, 2007).

3.8 EFECTO CRUZADO O DEGRADACION CRUZADA

La habilidad de algunos microorganismos del suelo para metabolizar
estructuras quimicas relativamente similares, de compuestos introducidos al
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suelo ha sido reconocida y referenciada como adaptacién cruzada o
degradacién cruzada (Kearney & Kellogg, 1985).

Hoy en dia hay varias evidencias que la adaptacién cruzada no es solo un
fenémeno presentado en condiciones idealizadas de laboratorio, o algo
exclusivo para los herbicidas mas biodegradables en ciertas condiciones de
suelo, sino que puede ser un problema agronémico con unas dimensiones poco
conocidas (Kearney & Kellogg, 1985).

En ciertas regiones geograficas se ha evidenciado que diferentes pesticidas
aplicados a un mismo suelo, han fallando en su funcién de controlar las plagas
objetivo. Los suelos en los que ocurre este fenédmeno, han sido llamados suelos
problema, y entre los parametros responsables de esta caracteristica se
encuentran principalmente involucradas las poblaciones microbianas
extremadamente eficientes para degradar estos pesticidas.

Las variables que hacen que se produzcan estos problemas en el suelo
incluyen:

e El uso repetido del mismo pesticida peridédicamente sobre el mismo suelo.
e Las similitudes quimicas de los pesticidas usados sobre el mismo cultivo.

Se ha sugerido que la similitud entre estructuras quimicas de diferentes
pesticidas, puede inducir a la produccién de enzimas capaces de degradar
estos compuestos quimicos, adicionados simultaneamente o subsecuentemente
al mismo suelo (Kearney & Kellogg, 1985).

Por su parte en un estudio realizado por Karpouzas et al. (2005), se lograron
aislar dos bacterias capaces de degradar el nematicida Cadusafos de un suelo
tratado con este producto para el control de plagas durante varios afios.
Ademas de lograr obtener una alta eficiencia de degradacién del nematicida
con estas bacterias, también se encontré que éstas podian degradar Etoprofos,
otro nematicida con una estructura quimica similar a la del Cadusafos.

Los enlaces de pesticidas, que parecen ser susceptibles a la degradacion
cruzada en los “suelos problema” incluyen: Carbamato (—N—CO—O), Urea
(N—CO—N), amida (N—CO—C), ester (COO—C), tiocarbamato (N—CO—S), y
ditiocarbamato (N—CS—S). Singh et al. (2005), agrega como pesticidas
susceptibles las dicarboxiamidas y los isotiocianatos.
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Una vez establecida la degradacién acelerada, los microorganismos
involucrados en este proceso pueden mantener esta capacidad por mas de un
afio (Singh et al., 2005; Karpouzas et al., 2005).

La degradacién cruzada ha llevado a investigar sobre practicas agronémicas, o
inhibidores necesarios, para proteger el potencialmente gran namero de
pesticidas de futuras perdidas de efectividad.

3.9 METODOS PARA LA EXTRACCION DE PESTICIDAS

La extraccién de los pesticidas hace parte del método de evaluacién analitica
de los mismos y es un procedimiento complicado cuando se trabaja con
matrices complejas como el suelo (Babic et al., 1998). La finalidad de toda
técnica de extraccidén es permitir la transferencia cuantitativa de los pesticidas
que se encuentran en una muestra de suelo a una fase liquida (Tor et al., 2006);
utilizandose comunmente como fase liquida los solventes organicos; lo cual va
seguido, por lo general, de procedimientos para la limpieza y remocién de
interferencias (p. e. filtraciébn o decantacién) segun el método de andlisis
empleado (Nollet y Signh, 2009).

Segun Tor et al. (2006), los métodos de extraccion con solventes organicos mas
utilizados son: extraccién con agitacién (Kleibéhmer, 2001), Soxhlet, Sonicacién
(Kleibéhmer, 2001), extraccién asistida por microondas (MAE, por sus siglas en
inglés) (Kramer y Ryan, 2000; Onuska y Terry, 1993), extracciéon con fluidos
supercriticos (SFE por sus siglas en inglés) (Gongalves et al., 2006; Reverchon y
De Marco, 2006) y extraccién con liquidos presurizados (PLE, por sus siglas en
inglés) (Antunes et al., 2008; Hussen et al., 2006). Siendo las tres primeras, las
técnicas mas usadas (Babic et al., 1998) por su simplicidad, eficacia, amplio uso
y aprobacién por organizaciones como la U.S. EPA (United States Environmental
Protection Agency) (Saleh y Sanagi, 2009; Sanghi y Kannamkumarath, 2004).

3.9.1 Extraccion con agitacion

En esta técnica de extraccidn, las muestras sélidas (ej.: suelo, sedimentos, etc.)
son dispuestas en un frasco junto con el solvente que atrapara el analito, el
sistema completo es agitado usando un agitador mecanico por un periodo
definido de tiempo, usualmente alrededor de una hora. Se pueden realizar
repetidas extracciones para remover cuantitativamente el analito desde la
muestra, y luego se combinan los extractos antes del analisis. Como la muestra
esta en contacto con el sélido, la muestra puede requerir de procesos como la
filtracién para deshacerse del material particulado (Kleibéhmer, 2001).
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3.9.2 Extraccion por sistema Soxhlet

La extraccién con Soxhlet se fundamenta en la ebullicién del solvente extractor,
que se condensa a reflujo y cae sobre un recipiente que contiene la muestra en
su interior, quedando en contacto con ésta hasta que se alcanza el tiempo de
retenciéon (Tr) del recipiente y vuelve a caer el solvente (con el material
retenido) al baldn, este proceso se repite la cantidad de veces necesaria para
que la muestra quede agotada del analito, el cual se va concentrando en el
baldn del solvente (Nollet y Signh, 2009).

De acuerdo con Nufiez (2008), en esta técnica los principales factores a tener en
cuenta son: 1) La cantidad de solvente a utilizar, la cual debe ser la necesaria
para que no quede seco el balén inferior porque de esa manera, se seca la
muestra y se quema 6 se puede producir una explosién de los vapores cuando
caiga el liquido rebosado sobre el vidrio recalentado. 2) La seleccion del
solvente, hay una temperatura maxima y minima de ebulliciéon en la que el
equipo funciona adecuadamente. En el extremo inferior se encuentran los 40° C
(muy cercano a la temperatura ambiente particularmente en los climas calidos).
Con respecto al extremo superior debe ternerse en cuenta que a medida que
aumenta el punto de ebullicién del solvente disminuye significativamente el
caudal que se evapora y por ende la velocidad de extracciéon. 3) Tipo de
solvente, los de caracter no polar suelen tener alguna dificultad en drenar
puesto que no mojan el vidrio. Ello es frecuente con los derivados clorados
como el diclorometano y el cloroformo y los hidrocarburos superiores al
hexano.

Segun Nollet y Signh (2009) la extraccién con sistema Soxhlet es una técnica
simple y econdémica, en la que a menudo se obtienen buenas recuperaciones.
Pero sin embargo se presenta la degradacion térmica del analito y
adicionalmente el tiempo de la técnica y la cantidad de solvente organico
empleada para la recuperacién son altos.

3.9.3 Extraccion con Ultrasonido

Las extracciones con ultrasonido se realizan con el sometimiento de la muestra
y el solvente en un bafio de ultrasonido, o por medio de la inserciéon de una
sonda sénica dentro del sistema solvente-muestra (Kleibéhmer, 2001).

La energia ultrasénica impartida a las soluciones causa cavitacién acustica, la
cual consiste en la formacién de burbujas y su subsecuente implosién. El
colapso de las burbujas creado por la sonicaciéon de soluciones, genera
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temperaturas locales extremadamente altas y gradientes de presién, lo que
potencia el contacto entre el solvente y el analito contenido en la matriz sélida.
Posteriormente el analito solubilizado puede ser medido por técnicas
instrumentales (Ashley et al., 2001).

Babic et al., (1998) afirman que la extraccién por ultrasonido provee un mayor
contacto entre la matriz sélida y el solvente organico que el logrado por el
método de extraccidén con agitaciéon, lo que usualmente resulta en una mayor
recuperacién del analito.

3.9.4 Extraccion de malation

Segun la ASTDR (2003), la extraccién del malatién presente en muestras de
suelos y sedimentos se ha realizado principalmente por medio del sistema
Soxhlet, ya que es la técnica de extraccién estandar usada en la mayoria de los
métodos de la EPA. A continuacién se presentan algunos estudios realizados a
matrices soélidas contaminadas con Malation.

Saenz et al (1995), cuantificaron la cantidad residual de los pesticidas malation,
diclofuanid y fenitrotion en manzana, por medio del uso del sistema de
extraccién Soxhlet, utilizando 100 mL de Acetato de Etilo como solvente, con un
tiempo de extracciéon de 90 minutos; con lo cual se obtuvo porcentajes de
recuperacién cercanos al 100% para los tres pesticidas.

Bavcon et al. (2003) Utilizé un método de extraccién consistente en alicuotas de
10 g de suelo al cual se le adicioné tres porciones de acetato de etilo (15 mL la
primera porcién y dos porciones de 10 mL cada una). La fase organica fue
colectada, evaporada y el residuo resuspendido en 1 mL de acetato de etilo
para su posterior analisis.

Mosquera (2007) obtuvo porcentajes de recuperacién promedios de 89.4%
para un suelo agricola contaminado con Malatién utilizando como técnica de
extraccidn agitacidén mecanica rotativa durante 4 horas, y acetato de etilo como
solvente extractor.

Hernandez et al. (2009) realiz6 la extraccion de malation de un suelo
mediterraneo por medio de la implementacién del método MAE. Para lo cual
utilizé 5 g de suelo a los que adicioné 25 mL de acetato de etilo en un tubo PTFE
cerrado, luego el sistema fue sometido a agitacién en vortex. La mezcla fue
extraida en un horno microondas (Mars Xpress) con un calentamiento de 10 a
132 C, y luego se mantuvo por 5 minutos. Posteriormente, la muestra fue
centrifugada a 3000 rpm y 15 C por 15 minutos y la fase organica fue

51



EVALUACION DE MEZCLAS COMPOST INMADURO/SUELO DE MORAVIA Y FUENTES DE NUTRIENTES PARA LA
DEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION

SERGIO AUGUSTO UPEGUI SOSA

concentrada hasta sequedad en un rota-evaporador (Laborota 4000, Heidolph)
a 40 C. El residuo seco fue resuspendido en 1 mL de acetato de etilo y
posteriormente fue analizado. Con el proceso descrito se obtuvo una
recuperacion de 94%.

3.9.5 Extraccion de clorpirifos

La extraccién por Soxhlet es comunmente empleado para evaluar residuos de
Clorpirifos en suelos y sedimentos (Fenske et al. 1990; Lewis et al. 1994 citados
por ATSDR, 1997). La extraccién con fluidos super-criticos (SFE) ha mostrado
buenos resultados para la recuperaciéon de Clorpirifos de matrices soélidas
(ATSDR, 1997).

Chu (2008) realizé la cuantificaciéon de Clorpirifos en una muestra de suelo de
25 g depositandola en un erlenmeyer de 250 mL, posteriormente se adiciono
100 mL de acetona:éter de petroleo (1:1, V:V) y se agité a 150 rpm por 2 horas
en un agitador mecanico. La mezcla fue decantada, y filtrada a través de un
embudo buchner, el retenido fue lavado tres veces con 20 mL de la mezcla
acetona:éter de petréleo (1:1, V:V). El filtrado fue recolectado en un embudo de
separacion de 250 mL, conteniendo 50 mL de sulfato de sodio al 3%, y extraido
tres veces con 50, 40 y 40 mL de Eter de petréleo. La fase organica fue recogida
en un matraz de fondo plano y fue concentrado en un rotaevaporador hasta
quedar casi seca. Luego fue resuspendida en éter de petréleo hasta un volumen
final de 10 mL, y posteriormente analizado.

Lopera et al. (2005) extrajo el clorpirifos de muestras de suelo agregando 35 mL
de una mezcla hexano:acetona en una relaciéon 1:1, y aplicando agitacién
mecanica a temperatura ambiente durante 12 horas a 240 rpm. Luego por
decantacién en probeta se separd la fase organica, se mididé su volumen y se
tomaron 250 ;L de fase organica para su analisis. Con este procedimiento se
lograron extracciones del 73.42% en los controles y 82.38% en los ensayos de
degradacion.

Castafieda (2005) evalué diferentes soluciones extractoras para la recuperacién
del clorpirifos de un suelo agricola tales como: acetronitrilo, acetronilito:agua,
acetona, acetonitrilo:acetona, metanol, metanol:acetato de etilo, acetato de
etilo:acetona y acetato de etilo. Con todos los solventes se aplicéd agitacién
rotativa usando diferentes volumenes de solvente (10, 20, 30, 40 mL), tiempo de
agitacién (1, 2, 3, 4, 6 y 8 h), velocidad de agitacién (200, 250, 300 y 360 rpm) y
numero de extracciones (1, 2 o 3). Obteniendose los mejores porcentajes de
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recuperacién (100) utilizando 30 mL de acetato de etilo como solucién
extractora y aplicando agitacion rotativa a una velocidad de 360 rpm por 4 h,
luego se rotaevaporo el solvente a 30 C hasta un volumen final de 100 uL y se
resuspendio en 7 mL de Acetonitrilo:Agua acidulada para su cuantificacién.

Karnchanasest et al. (2007) utiliz6 una mezcla de hexane:acetone en una
proporcién 8:2. 2 g de muestra fueron mezclados con 40 mL de solvente y 5 mL
de Triton x -100 al 15%. Las mezclas fueron agitadas a 250 rpm por 4 horas.
Después de la agitacién los frascos fueron congelados a -4 C para solidificar la
pequefia capa de agua y luego el solvente fue transferido a un vial donde se
adicioné de 2-3 g de Na,SO, para deshidratar por completo la muestra. El
clorpirifos disuelto en la fraccién de solvente fue concentrado usando una
corriente de nitrégeno al 99.5% y posteriormente cuantificado.

3.9.6 Extraccion de metil paration

Segun la ASTDR (2001) la extraccién y limpieza de muestras contaminadas con
metil paration depende ampliamente de la matriz y el método de deteccidn.

De acuerdo con World Health Organization (1993) el metil paratién es extraido
del suelo con acetona, acetona:n-hexano o hexano/isopropanol. Luego se
realiza su particion en diclorometano en un segundo paso, posteriormente
puede o no realizarse limpieza de la muestra, utilizando para tal fin silica gel.
Lograndose asi recuperaciones de metil paratién entre 70-85%.

Wang et al. (2008) evalué un Nuevo método para la extraccién de pesticidas
utilizando acetona. La extraccién y la particién fueron combinadas en un solo
paso saturando el solvente extractor con NaCl y simultdneamente retirando el
agua con diclorometano. La fase organica, es posteriormente secada con
Na,SO, y evaporada para su posterior analisis.

3.9.7 Extraccion multiresiduos

El gran incremento en el numero de pesticidas que presentes en el ambiente
requiere del desarrollo de métodos analiticos que permitan la determinacién
simultanea de diferentes pesticidas con un minimo numero de etapas para la
extraccidén y limpieza de las muestras (Babic et al., 1998). Por tal razén, varios
autores han desarrollado en los ultimos afios métodos flexibles para la
determinacién analitica de estos compuestos en diferentes muestras de suelo, a
continuacién se presentan algunos de estos métodos.

Blasco et al. (2005), determine niveles traza de pesticidas (benzimidazoles y
azoles, organofosforados, carbamatos, neonicotinoides y acaricidas) en frutas.
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La extraccién de las muestras se realizé por medio de la técnica PLE, a una
temperatura de 75 °C y una presién de 1500 psi, usando acetato de etilo como
solvente extractor y alumina acida como agente secante. Obteniendo un rango
de recuperaciéon de los pesticidas entre 58% a 97% y de desviacién estandar
relativa de 5% a 19%.

Gongalves et al. (2005) desarrollaron una metodologia para el anadlisis de 44
analitos (pesticidas y algunos metabolitos de degradacién) en muestras de
suelos, la extraccién se bas6é en agitacién por ultrasonido (USE) en tres
periodos de 15 minutos cada uno (en total 45 minutos). Para esto, se tomé una
muestra de suelo de 5 g, y se adicioné 5 mL de solvente organico en cada
periodo de agitacién (15 mL en total).Se evaluaron los solventes: n-hexano,
acetato de etilo, acetonitrilo y diclorometano con el fin de optimizar el proceso
de extraccion, obteniéndose los mejores resultados con el acetato de etilo. Los
pesticidas evaluados pertenecian a diferentes grupos (insecticidas
organoclorados, organofosforados, y piretroides; herbicidas trianzina y
acetanilida y otros pesticidas miscelaneos). Los porcentajes de recuperacion
fueron buenos (69-118%, 88% en promedio) para la gran mayoria de los
analitos. La evaluacién de los pesticidas fue realizada a tres profundidades y en
diferentes tipos de suelos con el fin de estudiar la influencia de las
caracteristicas del suelo y su comportamiento través del tiempo.

3.10 METODOS DE ANALISIS DE PESTICIDAS

Los métodos de andlisis de pesticidas deben suministrar resultados que sean
efectivos en costos, en tiempo, confiables y verificables. Segun con la
subdivisiébn O de la EPA, “Pesticide Assessment Guidelines”, los métodos
aprobados para el analisis de pesticidas deben: 1) tardar como maximo 24
horas, 2) Utilizar equipos y reactivos de facil disponibilidad. 3) Identificar
residuos en presencia de otros residuos, y 4) detectar los residuos a los niveles
de tolerancia establecidos o por debajo de éstos. Ademas deben ser
inalterables por variaciones ambientales como humedad, temperatura, y
pureza del solvente (U.S. Congress, 1988).

Segun Nollet y signh (2009) para la medicién de pesticidas organofosforados
pueden utilizarse diferentes técnicas de andlisis, dentro de las cuales se
encuentran: Bioensayos, Ensayos con enzimas, Inmunoensayos, radio ensayos,
Cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés), Cromatografia de
Columna, y Electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés). Sin embargo la
metodologia mas utilizada es la cromatografia de gases (CG), debido a su
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disponibilidad y reproducibilidad, su amplio rango de detectores sensibles y
lineales y la compatibilidad con los espectrofotémetros de masas (Ludwig,
1994). Sin embargo, para varios compuestos que no pueden ser analizados por
esta técnica como compuestos muy polares que no son facilmente vaporizables,
con puntos de ebullicibn por encima de los 200°C y que son labiles
térmicamente; la cromatografia liquida (CL) con detectores como: ultravioleta
(UV), de fotodiodos (PAD), de fluorescencia (FD) y Espectrometria de masas
(MS) ha sido una opcién muy utilizada (Ramirez, 2009).

3.10.1 Cromatografia

La cromatografia es un término colectivo para separacién de mezclas basado en
la particiéon de las sustancias entre dos fases heterogeneas inmiscibles, una de
las cuales es estacionaria o fija, con una gran area superficial; y la otra una fase
movil, la cual fluye sobre la fase estacionaria (Ramirez, 2009; Nollet, 2009).

3.10.1.1 Cromatografia de gases

En la cromatografia gaseosa la fase estacionaria puede ser tanto sélida (como
en cromatografia de adsorciéon) como liquida (como en cromatografia de
particién). La fase movil puede ser un gas, liquido, vapor o solido volatil
(Gutiérrez y Droguett, 2002). Hay dos principios de separacién basados en la
naturaleza de la fase estacionaria: 1) Cromatografia Gas-sélido (GSC, por sus
siglas en inglés), en la cual la fase movil es un gas y la estacionaria es un sélido
activo como la alumina, silica gel, entre otros. 2) Cromatografia Gas-liquido
(GLC, por sus siglas en inglés) en la cual la fase mévil es un gas y la fase
estacionaria es un liquido distribuido en un soporte solido inerte. La GLC es
usada para la separacion de una variedad de compuestos, generalmente
organicos, mientras que GSC es usada para la separaciéon de gases (Brewer,
1973).

El principio de operacién se basa en la introduccién de pequefias cantidades
de una muestra (gaseosa o liquida) conteniendo nanogramos de compuestos
(gaseosos o vaporizables) de interés analitico, los cuales son transportados por
un gas inerte entre una columna (que contiene la fase estacionaria) bajo
condiciones controladas de temperatura. Los componentes son separados entre
distintas bandas (o zonas) de moléculas, debido a diferencias en la absorcién,
solubilidad y enlace quimico de sus moléculas (Gutiérrez y Droguett, 2009;
Ramirez, 2009). Estas fracciones se mueven a través de la columna a diferentes
velocidades y emergen como compuestos separados. El gas portador emerge
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de la columna y pasa a través de un detector, el cual produce una sefial
proporcional a la cantidad de cada compuesto arrastrado. La respuesta del
detector es amplificada y mostrada en un reproductor como un pico. El
cromatograma obtenido es una grafica del tiempo vs la intensidad de una serie
de picos, que representan los compuestos eluidos en la corriente portadora
(Brewer, 1973).

La cantidad de tiempo requerida para que cada pico aparezca en el grafico es
el tiempo de retencién (Tr), y es caracteristico de cada una de las sustancias
presentes para las condiciones cromatograficas establecidas. El tiempo de
retencién, por lo tanto, identifica la sustancia, y el area del pico es una medida
cuantitativa, la cual es proporcional a la cantidad de cada compuesto presente.
Una apropiada seleccién del puerto de inyeccién, columna y temperatura del
detector determina la efectividad de las separaciones cromatograficas de los
compuestos en cada tipo de muestra (Brewer, 1973).

La cromatografia gaseosa se ha convertido en la técnica analitica mas popular
debido a su simplicidad de operacion, alto poder de separacion y velocidad. La
gran variedad de columnas empacadas, detectores y controles de temperatura
permite su gran diversidad de aplicaciones, las cuales incluyen: analisis
medioambientales, quimicos, procesos petroquimicos y alimentarios, asi como
aplicaciones en la industria farmacéutica (Nollet, 2009; Gutiérrez y Droguett,
2002; Ludwig, 1994).

3.10.1.1.1 Detectores acoplables a cromatografia de gases

Los detectores deben medir continuamente, rapidamente y con gran
sensitividad los componentes, los cuales aparecen en el gas portador mientras
este emerge de la columna, por medio de cambios en una propiedad fisica o
quimica de la corriente de gas efluente. La correspondiente respuesta eléctrica
es amplificada y alimenta el reproductor (Brewer, 1973).

Un buen detector es altamente sensible (sensibilidad), tiene una respuesta
lineal (linearidad) sobre un amplio rango de concentracién y es relativamente
insensible a variaciones de flujo y temperatura (rango dinamico lineal) (Olguin
y Rodriguez, 2004).

Los detectores mas utilizados para la deteccioén de pesticidas organofosforados
son: el detector fotométrico de llama (FPD), el detector de captura de
electrones (ECD) y el detector de Nitrogeno/Fésforo (NPD) (Ramirez, 2009;
Olguin y Rodriguez, 2004).
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¢ Detector fotométrico de llama (FPD)

De acuerdo con y Olguin y Rodriguez (2004), el detector fotométrico de llama
consiste en una llama reductora que produce especies quimioluminiscentes, las
cuales emiten una luz caracteristica que es 6ptimamente filtrada por la longitud
de onda deseada que determina los componentes detectados en el foto-
detector.

o Detector Nitrogeno/Fésforo (NPD)

El corazoén del detector NPD es una perla de ceramica recubierta por una sal de
un material facilmente ionizable, generalmente rubidio. El calor crea una
plasma superficial sobre la perla. Los compuestos de nitrégeno y o fosforo se
lonizan y originan una corriente entre los polos cargados del dispositivo.
Ambos detectores poseen una gran selectividad para las moléculas que
contienen fésforo y/o nitrégeno. Los analitos mas usuales que se estudian con
estos detectores son los plaguicidas fosforados, aunque algunos disolventes de
uso industrial muy frecuentes también se estudian con este sistema (Cardona y
Giraldo, 2008).

¢ Detector de Captura de Electrones (ECD)

Este detector utiliza una camara de iones conteniendo un gas (generalmente Ar
o N;) y electrones libres (particulas B) generados por una fuente radioactiva
(63Ni), con un potencial aplicado lo suficientemente grande para colectar por
completo los electrones libres. Las moléculas de la muestra (las cuales tienen
una afinidad por los electrones libres) capturan los electrones libres y se
convierten en iones negativos, por lo que la corriente de electrones decrece,
siendo esta la base de la respuesta transmitida al sistema de datos del equipo
(Olguin y Rodriguez, 2004; Brewer, 1973).

Es altamente sensible a compuestos halogenados, nitrogenados y fosforados;
por lo tanto es muy util en la deteccién de pesticidas. Da un poco de respuesta
a hidrocarburos y otros carbonilos conjugados (Olguin y Rodriguez, 2004).

Esta técnica ha sido utilizada para cuantificar residuos de pesticidas
organofosforados como el Malatiéon (ASTDR, 2003), Metil paration (ASTDR,
2001) y Clorpirifos (ASTDR, 1997) o para determinar varios pesticidas
organoclorados (Abhilash y Singh, 2008; Sun et al., 2007; Zhang et al., 2005) y
organofosforados (Mohd, 2010; Murcia, 2008; Gongalves et al., 2005).
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del compost inmaduro, suelo de un antiguo basurero y
fuentes de nutrientes sobre la capacidad de degradacién cruzada de tres
plaguicidas organofosforados Clorpirifos, Metil Paration y Malation.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisica y quimicamente las matrices recolectadas.

o Establecer el método para la extraccidén y la cuantificacién de los
pesticidas.

e Evaluar el efecto de las mezclas Compost:Suelo sobre la cinética de
degradacioén de los plaguicidas.

e Evaluar el efecto del enriquecimiento con fésforo sobre la cinética de
degradacioén de los plaguicidas.

e Evaluar el efecto de la adicién de fertilizante sobre la cinética de
degradacioén de los plaguicidas.

e Evaluar el efecto cruzado en los diferentes ensayos realizados.
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5 METODOLOGIA

5.1 SELECCION DE LAS MATRICES UTILIZADAS EN LOS ENSAYOS

En este ensayo se evaluo la capacidad de la microflora presente en un suelo y
en compost inmaduro para degradar los plaguicidas Clorpirifos, Metil Paratién
y Malatién.

5.1.1 Suelo de Moravia

Se selecciond un suelo proveniente de un antiguo botadero de residuos sélidos
a cielo abierto (Moravia), el cual, debido a su alto grado de contaminacién, es
factible que presente potencialidades de degradacion de compuestos
quimicos, ya que en €l se depositaron gran variedad de residuos, incluyendo
desperdicios de industrias farmacéuticas presentes para el momento de su
funcionamiento.

5.1.1.1 Sitio de Muestreo

Moravia es un barrio de invasion perteneciente al area metropolitana del Valle
de Aburra, este barrio se encuentra ubicado en la comuna 4 (Comuna
nororiental) de Medellin, limita al norte con la Quebrada el Tetero y el barrio
Palermo, al sur con la Quebrada el Molino, la calle 77 y el Parque Norte, al
oriente con la carrera 52 (Carabobo) empalmando con la carrera 53
(Cundinamarca) y los barrios Miranda y Bermejal; y al occidente limita con la
carrera 62 (sistema vial del rio Medellin) y la terminal de transportes del Norte.
Moravia se encuentra conformado por ocho sectores: Fidel Castro, El Bosque,
Moravia, La Playa, Milan, El Morro 6 Montana de basura, Los Llanos y El Oasis.

El sitio de muestreo fue en el sector el Morro, este lugar fue donde se
depositaron directamente los residuos sélidos durante la época en la que
operaba el botadero a cielo abierto (1970-1984).

5.1.1.2 Recoleccion de la muestra

La recoleccion se realizd sobre un terreno abierto que no ha sido construido. Se
tomaron muestras de 5 puntos, escogidos de manera aleatoria dentro del
terreno.

Las muestras fueron tomadas del primer horizonte del suelo (primeros 10 cm de
profundidad) (Figura 1B), utilizando instrumentaciéon estéril. Se recolectd
alrededor de 5 Kg de muestra. El material colectado fue depositado en bolsas
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estériles y posteriormente fue guardado en una nevera portatil para su
transporte hasta el laboratorio. Una vez en el laboratorio, el suelo fue secado
disponiéndolo sobre la superficie de un plastico (sin exposiciéon directa al sol)
limpio y seco por 72 horas, y posteriormente fue tamizado usando una malla
#30 (2 mm de diametro) antes de ser utilizado para la caracterizacién y los
ensayos de degradacion.

5.1.2 Compost

5.1.2.1 Descripcion

Se utilizé un compost inmaduro para los ensayos de degradacién con el fin de
aprovechar la diversidad microbiana y liberaciéon de enzimas extracelulares
producidas durante la etapa inicial del proceso de compostaje segun lo
descrito por varios autores (Moreno, 2008; Carriello et al., 2007; Zhang et al.,
2006).

5.1.2.2 Preparacion

El compost inmaduro fue preparado a partir de la molienda de residuos sélidos
organicos, principalmente residuos de frutas (Papaya, Mango y Banano), los
cuales fueron mezclados con aserrin de textura fina en una relacién 50:50 (v/v)
[El aserrin ha sido evaluado en procesos de compostaje con buenos resultados
como agente aglutinante por los autores Banegas et al., (2007)] con el fin de
obtener una mezcla homogenea de facil manejo, que permitiera su tamizado.

El compost fue mantenido en un recipiente plastico a temperatura ambiente por
5 dias para su activacién (Figura 11B). Luego de este tiempo, se dispuso sobre
la superficie de un plastico (sin exposicién directa al sol) limpio y seco por 72
horas, y fue volteado diariamente para homogenizar su contenido de humedad
hasta que fuera posible su tamizado a través de una malla #30 (2 mm de
diametro). El material tamizado se utilizé para la caracterizacion y el montaje de
los ensayos de degradacién.

5.1.3 Mezclas Compost:Suelo

Ademas del uso de compost inmaduro y el suelo de Moravia como matrices
microbianas para estudios de biorremediacién, también se realizaron tres
mezclas con estas matrices en las proporciones Compost:suelo: 25:75, 50:50 y
15:25, con el fin de obtener diferentes gradientes de actividad microbiana y
disponibilidad de nutrientes, y de esta manera comparar sus efectos en la
degradacién de los pesticidas.
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Figura 11. Matrices utilizadas para los ensayos A) Suelo de Moravia y
B) Compost inmaduro

5.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS MATRICES

e Determinacion de pH.

Se realiz6 el método directo de lectura por potencidémetro (Motta, 1990). Para lo
cual, se midié el pH en suspensiones suelo:agua y compost:agua en una
relacién volumeétrica 1:1, se agité durante 5 minutos y se introdujo el electrodo
del potenciémetro (previamente calibrado con las soluciones buffer de pH 4,0 y
pH 7,0), por ultimo se tomé la lectura del pH directamente sobre la suspensién.

e Determinacion de la Densidad Aparente

Se depositd dentro de una probeta de 100 mL de capacidad, 50 g de matriz seca
y tamizada; posteriormente se midié el volumen alcanzado por la matriz en la
probeta, y se determiné la densidad aparente por medio de la formula.

Meétodo de calculo.

<|s

Donde:

W = masa del material expresado en base humeda, depositado en la
probeta, expresado en gramos.

V = volumen ocupado por el material en la probeta, expresado en cm?.
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e Determinaciéon de la Capacidad de Intercambio Cationico (CIC)

Se pesaron 5 gramos de muestra y se pusieron sobre un montaje Buchner con
filtracién al vacio, se adicionaron lentamente 75 mL de acetato de amonio 1N pH
1,0 de tal manera que todo el suelo se saturara completamente con la solucidn;
luego se lavé la muestra con 3 porciones de 25 mL de etanol al 95%. Se deseché
el filtrado recogido y se lavo el Erlenmeyer. Se ensamblé de nuevo el montaje y
se lavé el suelo con 3 porciones de 25 mL de NaCl al 10%. Se desconecté el
Erlenmeyer y se adicion¢ al filtrado 10 mL de formaldehido (37 %), unas gotas
de Fenolftaleina y se titulé con NaOH 0,1N. Adicionalmente se hizo un blanco
con todos los reactivos.

Meétodo de Calculo

(ml.NaOHmuestra) — (ml.NaOHblanco) * N *100

C.1.C.(me/100g) = g.muestra

e Determinacion de la Maxima Capacidad de Retencion de Humedad.

Se pesé una capsula de porcelana perforada en su parte inferior mas un papel
de filtro himedo. Posteriormente, se adicioné una cantidad conocida de matriz
seca, de manera que no se superara una altura mayor a 1.5 cm a partir de la
base de la capsula, y se determiné la masa del conjunto. Este fue transferido a
una camara humeda de manera que la base de la capsula estuviera en contacto
con la lamina de agua contenida en la caAmara. Se dejé en contacto durante toda
la noche, al dia siguiente se retird el agua de la caAmara y se dejé durante otras
dos horas el conjunto (capsula + papel filtro + suelo) para permitir que el agua
en exceso drenara. Pasadas las dos horas se determiné el peso de la capsula
con el suelo saturado.

La maxima capacidad de retencion de agua (MCRH) se calcul6é por medio de la
ecuacion:

MCRH = [(Mcp+Msat) — (Mcp+Mss)] * 100
[(Mcp+Msat) — Mcp]

Donde:

Mcp = Masa Capsula + Papel filtro.
Msat = Masa Capsula + papel filtro + suelo saturado.

Mss = Masa Capsula + papel filtro + suelo seco.
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e Porcentaje de Materia Organica (% M. O.) y Carbono Organico (% C.O.)
Para la determinacién del porcentaje de materia organica y carbono organico
presente en las muestras se utilizé el método de Walkley-Black.

Se pesaron entre 0,2 g y 0,5 g de muestra, y se depositaron en un Erlenmeyer
de 250 ml, se adicionaron 10 mL de de Dicromato de potasio (K,Cr,0O;) 1.0N, y
10 mL de &cido sulfirico concentrado, dejando la mezcla en reposo por 20
minutos.

Pasado dicho tiempo, se agregd 180 mL de agua destilada, se tomé una alicuota
de 10 mL de la solucién resultante y se centrifugd por 5 minutos. Del
sobrenadante obtenido, se tomd una alicuota de 2.5 ml, a la cual se le midié el
porcentaje de tramitancia a una longitud de onda de 600 nm.

Nota: paralelamente con la muestra se hizo un blanco con todos los reactivos
para la calibracién del espectrofotémetro.

Calculo % M.O.

% M.O.=34.35-17.18 *Log %T
Peso Muestra

Calculo % C.O.

%C.0. =15.34 - 7.69*Log %T
Peso Muestra

Donde:
%T = Porcentaje de tramitancia.

e Acidez y Aluminio Intercambiable

Se tomaron 5 gramos de muestra, a los cuales se adicionaron 50 mL de solucién
1,0 N de Cloruro de Potasio (KCIl), y se agitd la mezcla durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se realizd una filtracidén de la mezcla, y el filtrado se vertid
a un Erlenmeyer de 125 mlL, se adiciondé fenolftaleina y se tituldé con una
solucion 0.01 N de Hidréxido de Sodio hasta evidenciar cambio leve de color.
Luego se adicion6é 10 mL de solucién de Floruro de Sodio (NaF) al 2%, y se
titulé con Acido Clorhidrico (HCI) 0.01 N hasta desaparicién del color.

Céalculo del % de Ac. Intercambiable

% Ac. Int. = 20*Vbase*Nbase
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Donde:
Vbase = Volumen gastado de NaOH
Nbase = Normalidad del NaOH
Calculo del % Al. Intercambiable
% Al. Int. = 20*Vacido*Nacido
Donde:
Vacido = Vélumen gastado de HCI
Nacido = Normalidad HCI1
¢ Determinacion de Fosforo Total

La determinacioén del fosforo total disponible en las matrices se realizé por
medio del método Bray II (Motta, 1990), para lo cual, se tomé 1 g de muestray
se adiciond a un tubo tipo falcén de 10 mL de capacidad. Se adicionaron 7 mL
de solucidn extractora Bray II y la mezcla se agitd vigorosamente por 1 minuto.
Posteriormente, la mezcla fue sometida a centrifugacién a 6000 rpm durante 5
minutos. Se tomaron 0,5 mL del sobrenadante y 2 mL de Reactivo C, se
adicionaron a un tubo para espectrofotémetro y se determind la absorbancia de
la solucién a una longitud de onda de 882 nm. A partir del valor de absorbancia
obtenido se determind la concentraciéon de fésforo contenida en los 2.5 mL de
muestra, por medio de una curva de calibracién previamente realizada a partir
de una solucién patrén de fésforo con una concentraciéon de 50 mg/L.

Nota: paralelamente con la muestra se hizo un blanco con todos los reactivos
para la calibracién del espectrofotémetro.

Calculo de la cantidad de fosforo disponible en la muestra (mg/Kg):

Fosforo disponible (mg/Kg) =_C x 14
Pm
Donde:
C = Concentracién de fosforo hallado en la curva de calibracién (ug/2.5 mL)
14 = Factor de dilucién
Pm = Peso de la muestra (g)
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5.3 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA LA CUANTIFICACION DEL
CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION.

El proceso de cuantificacion de los pesticidas se real;izé en las instalaciones del
laboratorio del grupo GDCON ubicado en la sede de Investigaciones de la
Universidad de Antioquia.

Caracteristicas del Equipo: Las muestras fueron cuantificadas en un
cromatégrafo de gases marca AGILENT TECHNOLOGIES modelo 6850 (Figura
12), acoplado con inyector automatico marca AGILENT TECHNOLOGIES
modelo 7683B. El equipo procesa los datos con el software ChemStation versiéon
B.03.02-SR2.

Columna: Se utilizé una columna AGILENT 19091Z-413E HP-1 METHYL
SILOXANO (30m x 320um x 0.25uym nominal).

Detector: detector de microcaptura de electrones (U-ECD) con temperatura
maxima de 300 °C, usando Nitrégeno como gas auxiliar.

Corrido de las muestras: Para el corrido de las muestras se inyecté 2 pL de
muestra en modo splitless, con un flujo de 2 mL/min, usando Helio como gas de
arrastre.

Figura 12. Cromatografo de Gases empleado para el andlisis de las muestras
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Programacion del hormo: Los tres pesticidas fueron separados con la
programacién de la rampa de calentamiento del horno (con una duracién total
de 14.50 minutos por corrido), configurada como se explica a continuacion:
temperatura inicial de 100°C, incrementada en 40°C/min hasta 180°C
(mantenida por 2 minutos), luego se incrementé en 10°C/min hasta 230°C
(mantenida por 3 minutos) y por ultimo se incrementé en 40°C/min hasta 290°C
(mantenida durante 1 minuto).

Curva de Calibracion: Se realizaron curvas de calibracién del Clorpirifos,
Malatién y Metil paration para cuantificar la concentracién de estos compuestos
en las matrices. La curva fue realizada bajo las condiciones cromatograficas
descritas. Para la realizacién de la curva, se emplearon cinco soluciones
estandar de Clorpirifos, Malatién y Metil Paratién, preparadas en una mezcla
Hexano:Acetato de etilo (70:30). Las concentraciones utilizadas para cada
pesticida fueron 10, 50, 100, 250 y 500 ppb.

Selectividad del Método: Usando las condiciones cromatograficas descritas,
se comparo la respuesta del equipo ante la lectura de: 1) muestra de acetato de
etilo grado cromatografico, 2) extractos de los blancos de suelo de Moravia y
compost inmaduro, y 3) solucién patrén de los pesticidas empleados:
Clorpirifos, Malatién y Metil Paratiéon (Estandares marca ChemService con 99%
de pureza) a concentraciones conocidas.

Limite de Deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC): La determinacién
del LD y LC, se realizé teniendo en cuenta la relaciéon seifial/ruido, usando
Acetato de Etilo para la determinacién del ruido de fondo o sefial residual. El
LD correspondié a la concentraciéon del analito que proporcioné una sefial 3
veces superior al ruido del blanco, y el LC correspondié a la concentraciéon que
proporcioné una sefial 10 veces superior a la ruido del blanco. De esta manera
se calculé el LD a partir de la relacién reportada por Skoog et al. (1992):

Limite de deteccién = Yz + 3 S;
Donde:
Yg = Seiial del blanco.
Sg = Desviacién estandar del blanco
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5.4 METODO EXTRACTIVO PARA LA RECUPERACION DE CLORPIRIFOS,
MALATION Y METIL PARATION DESDE LAS MATRICES.

Para el establecimiento del método de extraccién de los pesticidas se utilizaron
las metodologias propuestas por Mosquera (2007), Castafieda (2005) y
Gongalves et al. (2005) modificadas.

5.4.1 Preparacion de la Solucion para la contaminacion de las matrices

Se preparé una solucién acuosa de concentraciones de 680, 154 y 96 mg L' de
Clorpirifos, Metil paration y Malatién, respectivamente; usando formulaciones
comerciales para obtener la solucién. La concentraciéon de los tres pesticidas
fue verificada por el método cromatografico descrito en el numeral 5.3, antes
de llevarse a cabo los ensayos de contaminacion.

5.4.2 Preparacion de las matrices y condiciones de incubacion

Para la determinacién de los porcentajes de recuperacion se utilizaron matrices
esterilizadas con vapor humedo a 121°C y 15 libras de presién por 20 minutos,
con el fin de destruir los microorganismos presentes en las matrices y asi evitar
procesos microbianos de degradacién.

Con el fin de determinar la capacidad de retencidén de los pesticidas a las
matrices durante el periodo de evaluacién del ensayo de biodegradacién, se
contaminaron 10 g de matriz estéril a concentraciones finales de 136, 30 y 20
mg de Clorpirifos, Metil paration y Malation, respectivamente; por Kg de
matriz. Para lo cual se us6 2 mL de la solucién mezcla de pesticidas descrita en
el numeral 5.4.1. Los ensayos fueron conservados a 25°C, en condiciones de
oscuridad, y en camara humeda. El proceso de evaluacién tuvo una duracién
total de 30 dias, realizdndose extracciones en los dias: 0, 7, 15 y 30.

5.4.3 Procesos extractivos

Una vez trascurrido el tiempo de incubacién, los plaguicidas fueron extraidos
de las matrices; para lo cual, los cultivos se inundaron con acetato de etilo
grado cromatografico hasta sobrepasar la superficie de cada matriz (para el
caso del compost y la mezcla 75:25 Compost:suelo, se utilizé 30 mL de Acetato
de Etilo, para el resto de las matrices se utilizé6 20 mL). Posteriormente, los
ensayos se sometieron a agitacion horizontal (300 rpm) por 48 horas y luego a
ultrasonido (57 Hz de frecuencia) por 60 minutos (Figura 13). Finalmente, las
muestras fueron almacenadas a -4 °C hasta el momento de su cuantificacién
[Karnchanasest et al. (2007) reportan que el congelamiento de la muestra a esta
temperatura ayuda a la deshidratacién de la muestra].
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5.4.4 Cuantificacion del porcentaje de extraccion

La cuantificacién de las muestras fue realizada por CG-ECD, bajo la
metodologia de cuantificaciéon especificada en el numeral 5.3. El porcentaje de
extraccién se determind en cada matriz por medio de la relacién:

Cantidad extraida de pesticida  x 100
Cantidad adicionada de pesticida

Fue necesaria la dilucién de las muestras previa cuantificacién, para ajustar los
valores al rango de la curva de calibracién preparada.

Los ensayos de extraccién para cada matriz (compost, suelo y cada una de las
mezclas) fueron realizados por duplicado, para un total de 40 muestras.

Figura 13. Proceso extractivo para la recuperacion de los pesticidas

5.5 ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE CLORPIRIFOS, MALATION Y
METIL PARATION

Con el fin de determinar la capacidad de degradacién de los microorganismos
presentes en las matrices: suelo Moravia y compost inmaduro, se evaluaron dos
tipos de tratamiento:

5.5.1 Evaluacion del efecto de mezclas Compost inmaduro/Suelo Moravia

Para evaluar el efecto de las mezclas se tomaron 10 g mezcla Compost/Suelo
(100/0, 75/25, 50/50 o 25/15, 0/100) y se depositados en recipientes de 50 mL
de capacidad. Los recipientes fueron contaminados con 2 mL de solucién de
contaminacién (ver numeral 5.4.1) para alcanzar concentraciones de 30, 20 y
136 mg/Kg para el Metil Paratién, Malatién y Clorpirifos, respectivamente.
[Concentraciones dentro del rango de actividad microbiana recomendado por
(Chaudhry et al., 1988)]. La humedad final de las matrices se mantuvo por
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debajo de 85% de la capacidad de campo (MCRH) con el fin de evitar la
generacion de condiciones anaerodbicas [segun lo afirmado por Donézar
(1995)].

Los cultivos fueron cubiertos con tapones hechos de algodén y gasa para
permitir el intercambio gaseoso, y fueron mantenidos bajo condiciones de
oscuridad en camaras humedas, a una temperatura promedio de 25 *+ 3°C. La
cantidad remanente de cada pesticida se determin6é alos O, 1, 3, 5, 7, 15 y 30
dias de cultivo. Para la cuantificacién se usaron los método extractivos y
cromatograficos descritos en los numerales 5.3 y 5.4.3, respectivamente.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado, para un total de 70 muestras
(5 mezclas y 7 tiempos de cuantificacién).

5.5.2 Evaluacion de la adicion de nutrientes en la biodegradacion

Con el fin de analizar la influencia de los nutrientes en la degradacién biolégica
de los pesticidas, usando los microorganismos presentes en la mezcla compost/
suelo (25/15), se evaluaron dos tipos de tratamientos:

1) Solucion de orto-fosfatos: con el fin de obtener una relacién
Carbono:Fésforo 100:1 [recomendada por Bouchez et al. (1995) para procesos
de biorremediacién], y teniendo en cuenta los resultados del contenido de
fosforo y carbono organico obtenidos en la caracterizacién fisicoquimica de la
matriz 25:75 Compost/Suelo, se agregd una solucién de Fosfato di-hidrogenado
de potasio (KH,PO,) con una concentracion de 2000 mg/L sobre 10 g de matriz
usada para los ensayos, alcanzando una concentracién de fosforo de 400 mg/Kg
de matriz.

2) Fertilizante comercial: Se agregd¢ fertilizante comercial PLANTOSAN sobre
10 g de la matriz 25/75 Compost/Suelo, en una dosis de 100 g/m? segtn las
especificaciones dadas en el producto.

En ambos ensayos, se agregd la cantidad necesaria de cada compuesto a
alicuotas separadas de la solucién de pesticidas descrita en el numeral 5.4.1, de
manera que se alcanzaran las concentraciones de aplicacién mencionadas.

Los cultivos fueron cubiertos con tapones hechos de algodén y gasa,
mantenidos bajo condiciones de oscuridad en camaras humedas, a una
temperatura promedio de 25 + 3°C.

La cantidad remanente de cada pesticida se evalué alos 0, 1, 3, 5, 7, 15 y 30
dias en ambos ensayos, por el método cromatografico establecido.
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Ambos tratamientos (con fésforo y con fertilizante) fueron realizados por
duplicado, para un total de 14 muestras por tratamiento.

5.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MICROBIANA EN LOS ENSAYOS
POR RESPIROMETRIA.

Para evaluar la actividad biolégica al interior de los ensayos de
biodegradacién, se realizé la medicién de la mineralizacién en fase sélida
usando la prueba de respirometria descrita por Leconte et al. (2009),
modificada. Para lo cual, se depositaron 20 gramos de cada matriz al interior de
recipientes ambar de 750 mL de capacidad, con tapa rosca de cierre hermético;
y se contaminaron con 4 mL de la solucién de contaminacién descrita en el
numeral 5.4.1, de manera que se alcanzé la misma concentracién de clorpirifos,
metil paratidén y malatidén de los ensayos de degradacién (136, 30 y 20 mg/Kg).
A este montaje se introdujo un tubo de ensayo que contenia 10 mL de Hidréxido
de Sodio (NaOH) 0.8 N, el cual fue cambiado diariamente.

Como blanco, se utilizaron ensayos consistentes en 20 g de cada matriz, sin
adicién de la solucién contaminante. De la misma manera, se introdujo un tubo
de ensayo con la solucién de NaOH 0.8 N en cada recipiente, el cual fue
cambiado diariamente.

El estudio de la mineralizacién tuvo una duraciéon de 30 dias y se realizé en
paralelo con los ensayos de degradacién microbiana. Todos los cultivos fueron
mantenidos a condiciones de oscuridad y temperatura ambiente (25°C + 3°C).

La concentracion de NaOH remanente fue determinada por titulaciéon, tomando
2 alicuotas de 3 mL (por muestra) y acondicionandose con: 1 gota del indicador
fenolftaleina y una pizca de BaCl,. Como agente titulante se utilizé una solucién
de acido clorhidrico (HCI) 0.4 N.

El CO, producido por mineralizacién fue calculado usando la férmula:
mg CO; = (Vb-Vm)*Ny,*22.005)/P
Donde:

Vb = Volumen de HCI gastado en el control (alicuota de NaOH 0.8 N).
Vm = Volumen de HCI gastado en la muestra.

Ngc1 = Normalidad del HCI utilizado.

P = peso de matriz seca usada en el ensayo.

Cada ensayo se realizé por duplicado, para un total de 28 muestras.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos de las cinéticas de degradacién durante el periodo de
estudio, fueron evaluados mediante analisis de regresién simple, por medio del
paquete estadistico STATGRAPHICS Plus Versiéon 5.1. Reportandose en este
trabajo el grado de significancia estadistica (p-valor) y el coeficiente de
correlaciéon (R-cuadrado) de los modelos ajustados a leyes de velocidad de
primer orden.

Los resultados obtenidos de la actividad microbiana durante el periodo de
estudio, fueron evaluados mediante analisis de regresién simple, reportandose
en los modelos de calibracién que presentaron el mejor ajuste estadistico,
segun el grado de significancia estadistica entre las variables (p-valor) y el
coeficiente de correlacién (R-cuadrado).
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6 RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS MATRICES

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica realizada a las matrices se
muestran en la (Tabla 6), tanto en las muestras de compost inmaduro como del
suelo de Moravia se observan valores de pH neutros a ligeramente basicos,
éstos como afirma Donézar (1995) son valores aptos para el crecimiento de
microorganismos principalmente bacterias.

Tabla 6. Caracterizacion de las Matrices

PARAMETRO Suelo Moravia | Compost inmaduro
pH 7,50 8,31
Humedad (%) 39,48 47,36
MCRH (%) 71,70 82,64
Humedad/MCRH (%) 50.81 57,31
Densidad Aparente (g/cm?®) 0,93 0,20
Materia Organica (%) 8,22 17,60
Carbono Organico (%) 3,54 1,19
Capacidad de Intercambio Cationico 24,86 53,32
(meq/100 g Muestra)
Acidez Intercambiable (%) 28,6 -
Aluminio intercambiable (%) 18,6 -
Fésforo Total (mg/Kg) 16,54 60,45

El aluminio intercambiable presenté un porcentaje de 18,6% en el suelo
mientras que el valor de la acidez intercambiable fue del 28,6%; indicando baja
presencia de aluminio en el suelo, lo cual es corroborado por los pH'’s
ligeramente basicos encontrados, ya que el pH presenta una relacién inversa
con la acidez y el aluminio intercambiable presentes en un suelo (Miiller et al.,
1998). Por lo anterior, no se espera se presenten cambios abruptos en el pH a lo
largo del proceso de degradacién.

Las matrices presentaron valores de su Maxima Capacidad de Retencién de
Humedad (MCRH) de 77.7% vy 82.64% para el suelo y compost,
respectivamente. Por lo anterior, el compost inmaduro es la matriz con mayor
capacidad para absorber agua, de todas las matrices evaluadas en el estudio,
siendo el suelo la de menor capacidad.
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La humedad del suelo y el compost fue de 39.48% y 47.36%, lo que
corresponde a un 50.81% y 57.31% de la capacidad de campo de las matrices,
respectivamente. Segun afirma Donézar (1995), el hecho que las matrices se
encuentren por debajo del 85% del nivel de saturaciéon de agua es de vital
importancia para permitir la entrada de aire en la matriz, produciéndose el
intercambio de gases entre las matrices y la atmosfera. En otras palabras, se
facilita la liberacion de CO, producido por la actividad metabdlica de los
microorganismos y se enriquece la matriz con oxigeno atmosférico.

El suelo present6 una densidad aparente de 0.93 g/cm® en comparacién con el
compost con una densidad aparente de 0.20 g/cm?® indicando un menor
porcentaje de porosidad en el suelo en relacién con un alto porcentaje de
poros en el compost. Lo anterior es evidenciado en la mayor capacidad
presentada por el compost para retener agua por unidad de masa seca.

Con respecto a los porcentajes de materia organica y carbono organico, hay
una mayor presencia de material organico y carbono disponible para los
microorganismos en el compost inmaduro (17.6%) que en el suelo de moravia
(8.22%), esto como indican Hang (2003), Donézar (1995) y Bollag (1992),
permite mayor disponibilidad de carbono y nutrientes para el desarrollo
microbiano en la primera matriz con respecto de la segunda, esperandose por
lo tanto mayores valores de mineralizacién en el compost inmaduro.

El contenido de fosforo total disponible encontrado mostré un mayor valor en el
suelo (76.54 mg P/Kg) que en el compost (60.45 mg P/Kg), con una diferencia
de 16 ppm P por kilogramo entre las matrices. Este parametro es de gran
importancia si se considera que el fosforo es frecuentemente un factor limitante
para el desarrollo microbiolégico, ya que hace parte de las principales
moléculas bioldgicas como son los fosfolipidos y los nucledétidos, asi como de
estructuras celulares vitales como son las membranas biolégicas el ATP y los
acidos nucléicos (Ramirez et al., 2005). Teniendo en cuenta el pH hallado para
el suelo de Moravia y el compost, el suelo presenta un pH mas apropiado para
la disponibilidad de fosfatos al tener un valor de pH neutro (Tabla), y segun lo
expuesto por Camberato (2001) el valor de pH éptimo para la disponibilidad
del fosforo en el suelo es de 6.5, a mayor pH menos disponibilidad presenta
este elemento.

La Capacidad de Intercambio cationico (CIC) encontrada en el suelo de
Moravia presenté un valor de 24,86meq/100g, el cual se encuentra en el rango
reportados por Alcala del olmo (1995) como éptimo y frecuente en suelos. Para
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el caso de la CIC encontrada en el compost, el cual es mucho mas alto (53,32
meq/100 g), se considera que dicho valor esta relacionado directamente con la
cantidad de materia organica presente en esta matriz (Alcala del Olmo, 1995).
Estos valores de CIC sugieren una mayor capacidad de retencién de
compuestos cationicos en el compost inmaduro, pudiéndose relacionar también
con el mayor pH que presenta el mismo con relacién al pH del suelo.

6.2 CUANTIFICACION DE CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION
6.2.1 Curva de Calibracion

En la Tabla 7 se presentan los coeficientes de correlacién obtenidos para los
modelos de calibracion de los pesticidas, ademas de las ecuaciones que
definen dichos modelos y relacionan la respuesta del equipo (Area del pico
cromatografico, Hz*s) y la concentraciéon (ug/L) inyectada a partir de las
soluciones preparadas con el respectivo estandar de cada compuesto.

Tabla 1. Curva de Calibracion del Clorpirifos, Malation y Metil Paration

COMPUESTO R? ECUACION
Clorpirifos 0.999694 A- =3829.46 + 120.586 * C
Metil Paratién | 0.999605 | Ayp = 1643.83 + 78.3523 * Cyp

Malatién 0.998981 | A, =275.454 + 47.3384 * Cy,

Las concentraciones evaluadas de los pesticidas (ug/L) presentaron una
relacién estadisticamente significativa con respecto a la respuesta del equipo
(Hz*s), con un nivel de confianza superior al 99% (P<0.0001); y coeficientes de
correlaciéon que explican mas del 99% de los datos (Figura 14). Esto brinda
confianza en los datos hallados para la estimacién de la variacién de los
pesticidas con el tiempo.
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Figura 14. Curva de calibracién para el Clorpirifos, Malatién y Metil Paration.
Simbolos: (A) Metil Paratiéon, (M) Malatién, (¢) Clorpirifos

De los tres pesticidas evaluados, el Clorpirifos fue el compuesto que presentd
una mayor respuesta ante una concentracién dada. Lo que indica que el equipo
presenta mayor sensibilidad en la deteccién del Clorpirifos, seguido por el
Metil Paratién y por ultimo el Malation.

6.2.2 Selectividad del Método

En la Figura 15 se presenta un cromatograma correspondiente al analisis de
una muestra de acetato de etilo grado cromatografico sin adicién de pesticidas.

| ECDA A, (FAANALISIS CROMATOGRAFICOSIESWE3000006 D)
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Figura 15. Andalisis cromatografico de acetato de etilo grado cromatografico
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En las Figura 16 se muestra un cromatograma correspondiente al analisis de
una muestra de suelo, sin adicién de pesticidas, luego de realizarse el
procedimiento de extraccidén descrito, usando Acetato de Etilo como solvente
extractor.
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Figura 16. Andlisis cromatografico de una muestra de suelo sin adicién de
pesticidas

En la Figura 17 se muestra un cromatograma correspondiente al analisis de una
muestra de compost inmaduro, sin adicién de pesticidas, luego de realizarse el
procedimiento de extraccién con Acetato de Etilo.
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Figura 17. Andalisis cromatografico de una muestra de compost inmaduro sin
adicion de pesticidas

Los pesticidas fueron bien separados por este método, y presentaron a los
tiempos de retenciéon de 6.41, 7.14 y 7.40 minutos para el Metil paratién,
Malatién y el Clorpirifos respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Analisis cromatografico de la mezcla de estandares de Malation, Metil
paration y Clorpirifos en una concentracion de 250 ppb.

6.2.3 Limites de Deteccion y Cuantificacion

Los limites de cuantificacién para el Clorpirifos, Metil Paratiéon y Malatién
fueron de 9.9, 12.2 y 17.6 ppb, respectivamente.

Por su parte, los limites de detecciéon para el Clorpirifos, Metil Paratién y
Malatién fueron de 3, 3.7 y 5.2 ppb, respectivamente.

11



EVALUACION DE MEZCLAS COMPOST INMADURO/SUELO DE MORAVIA Y FUENTES DE NUTRIENTES PARA LA
DEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION

SERGIO AUGUSTO UPEGUI SOSA

6.3 EXTRACCION DE CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION
DESDE LLAS MATRICES

6.3.1 Extraccion desde la Matriz 100:0 (Compost:Suelo)

En la Tabla 8, se presentan las ecuaciones que representan el comportamiento
de los datos de la recuperacion de cada pesticida, representados como C-100-
MP, C-100-M y C-100-C, que corresponden a la recuperacién en la matriz
esterilizada 100:0 (6 control 100:0) para el Metil Paratién, Malatiéon y Clorpirifos
respectivamente.

Tabla 8. Recuperacién de Clorpirifos, Malation y Metil Paration de la matriz
100:0 (C:S)
COMPUESTO | %R? | p-valor ECUACION
C-100-MP 54.254 | 0.0371 %R =105.378 - 0.512124 * t

C-100-M 47.735 | 0.0578 %R =105.878 —0.377153 * t
C-100-C 30.530 | 0.0900 %R =101.178 - 0.097006 * t

Los tres pesticidas muestran una alta recuperacién inicial (100%) en la matriz
compuesta unicamente por compost inmaduro (Figura 19). Esta recuperacién
presenta una variacién muy baja a lo largo del tiempo de estudio (P<0.05 para
Metil paration y P>0.05 para Clorpirifos y Malatiéon), llegando a valores de
recuperacion superiores al 85% para los tres pesticidas al final del tiempo de
evaluacién (dia 30). Los pesticidas presentaron cinéticas de adsorcién al suelo
de 0.097, 0.37 y 0.51%/dia, para el Clorpirifos, Malation y Metil Paratién
respectivamente.
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Figura 19. Recuperacion del Clorpirifos, Malatiéon y Metil Paration en la matriz
100:0 (C:S). Simbolos: (A) Metil Paratién, (M) Malatién, (¢) Clorpirifos

6.3.2 Extraccion desde la Matriz 75:25 (Compost:Suelo)

En la Tabla 9, se presentan las ecuaciones que representan el comportamiento
de los datos obtenidos para la recuperacién de cada pesticida, éstos estan
simbolizados por C-715-MP, C-75-M y C-75-C, que corresponden a la
recuperacién en el control 75:25 (Compost:Suelo) para el Metil Paration,
Malatién y Clorpirifos respectivamente.

Tabla 9. Recuperacion de Clorpirifos, Malation y Metil Paration de la matriz
15:25 (C:S)

COMPUESTO | %R? | p-valor MODELO
C-75-MP 47.675 | 0.0580 %R = 106.854 — 0.579457 * t
C-75-M 35.540 | 0.0697 %R = 105.655 — 0.381346 * t
C-715-C 32.646 | 0.0809 %R =101.365-0.138755 * t
La recuperacién en la matriz 75:25 presentd unos valores similares a los
encontrados con la matriz 100:0 (Figura 20), se presenta poca variacién en la
cantidad recuperada de cada pesticida con el tiempo (P>0.05), con velocidades
de adsorcién a la matriz de 0.60%/dia, 0.38%/dia y 0.14%/dia para el Metil
Paratién, Malatién y Clorpirifos respectivamente y porcentajes de recuperacién
para el dia final de evaluacién por encima de 80%.

19



EVALUACION DE MEZCLAS COMPOST INMADURO/SUELO DE MORAVIA Y FUENTES DE NUTRIENTES PARA LA
DEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION

SERGIO AUGUSTO UPEGUI SOSA

110 -
< 100
\o - -
'S
© 90 -
)]
Q.
§ 80 -
[~
X 7 |
60 T T T 1
0 10 .20 i 30 40
Tiempo (dias)

Figura 20. Recuperacion del Clorpirifos, Malation y Metil Paration en la matriz
15:25 (C:S). Simbolos: (A) Metil Paratién, (M) Malation, (¢) Clorpirifos

6.3.3 Extraccion desde la Matriz 50:50 (Compost:Suelo)

En la Tabla 10 se presentan las ecuaciones que representan el comportamiento
de los datos obtenidos para la recuperacién en el control 50:50, de Metil
Paratién (C-50-MP), Malation (C-50-M) y Clorpirifos (C-50-C) en funcién del
tiempo de muestreo.

Tabla 10. Recuperaciéon de Clorpirifos, Malation y Metil Paration de la matriz

50:50 (C:S)
COMPUESTO | %R? | p-valor MODELO
C-50-MP 40.881 | 0.0521 | %R =104.944 —0.481602 * t
C-50-M 59.130 | 0.0257 | %R =103.408 — 0.662949 * t
C-50-C 37.295 | 0.0635 | %R =105.676—0.241276 * t

La matriz compuesta por un 50% compost y 50% suelo presentd porcentajes de
recuperacion de 100% para los tres pesticidas en el dia inicial de muestreo
(Figura 21). Y presentaron ratas de adsorcion al suelo de 0.66%/dia, 0.48%/dia
y 0.24%/dia para el Malatién (P<0.05), Metil Paratién (P>0.05) y Clorpirifos
(P>0.05) respectivamente. Obteniéndose recuperaciones finales (dia 30) de
83%, 90% y 96% respectivamente.
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Figura 21. Recuperacion del Clorpirifos, IMalation y Metil Paration en la matriz
50:50 (C:S). Simbolos: (A) Metil Paratién, (M) Malatién, (¢) Clorpirifos

6.3.4 Extraccion desde la Matriz 25:75 (C:S)

La Tabla 11 presenta las ecuaciones que describen el comportamiento de los
datos obtenidos para la recuperaciéon de los pesticidas con el tiempo,
simbolizados por C-25-MP, C-25-M y C-25-C, que corresponden a los controles
de la matriz 25:75 (Compost:Suelo) para el Metil Paratién, Malatién y Clorpirifos
respectivamente.

Tabla 11. Recuperacién de Clorpirifos, Malation y Metil Paration de la matriz
25:75 (C:S)
COMPUESTO | %R? | p-valor MODELO
C-25-MP 42.089 | 0.0818 %R =99.0034 - 1.12587 * t

C-25-M 40.175 | 0.0915 %R =103.51 - 0.605844 * t
C-25-C 42.457 | 0.0800 %R = 102.234 — 0.229495 * t

En la matriz 25:75 (Compost:Suelo) se recuperd hasta el 100% de Malatién,
Metil paratiéon y Clorpirifos para el dia cero del ensayo, pero hubo una mayor
variacién en la adsorcién de los pesticidas a lo largo del tiempo (Figura 22), en
comparacién con lo encontrado en matices con mayor contenido de compost
inmaduro. Dicha variacién fue representada por ratas de adsorcién a la matriz
de 1.12%/dia para el Metil Paratién (P>0.05), 0.60%/dia para el Malation
(P>0.05) y 0.23%/dia para el Clorpirifos (P>0.05).
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Figura 22. Recuperacion del Clorpirifos, Malation y Metil Paration en la matriz
25:75 (C:S). Simbolos: (A) Metil Paration, (M) Malatién, () Clorpirifos

6.3.5 Extraccion desde la Matriz 0:100 (Compost:Suelo)

En la Tabla 12 se muestran las ecuaciones que representan el comportamiento
de los datos obtenidos para la recuperacién de cada pesticida en el suelo a
través del tiempo de evaluacién, representados como C-0-MP, C-0-M y C-0-C,
que corresponden a los controles en la matriz 0:100 (Compost:Suelo) para el
Metil Paratién, Malatién y Clorpirifos respectivamente.

Tabla 12. Recuperacion de Clorpirifos, Malation y Metil Paration de la matriz

0:100 (C:S)
COMPUESTO | %R p-valor MODELO
C-0-MP 52.799 | 0.0412 %R = 89,7918 - 0,707334 * t
C-0-M 57.107 | 0.0318 %R =101,727 - 0,87667 * t
C-0-C 58.516 | 0.0270 %R = 104.469 — 0.523642 * t

La recuperacion de los pesticidas en el suelo presenta unos valores menores a
los logrados en las demas matrices, siendo el Metil Paratién el compuesto que
menos se logra extraer (P<0.05); alcanzando valores iniciales de recuperacién
del 90%, la adsorcién se dio a una mayor tasa durante los primeros 7 dias, y
luego disminuy6 hasta alcanzarse recuperaciones de 70% para el dia 30 (Figura
23).
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Figura 23. Recuperacion del Clorpirifos, IMalation y Metil Paration en la matriz
0:100 (C:S). Simbolos: (A) Metil Paration, (M) Malatién, () Clorpirifos

El Malatiéon tuvo un comportamiento similar al Metil Paratién, pero pudo
extraerse en mayores cantidades. Se lograron porcentajes de recuperacién
iniciales de 100% para este compuesto, y presenté una variacién lineal
decreciente (P<0.05) consiguiéndose extraer del suelo hasta un 77% del
compuesto para el ultimo dia de muestreo.

El compuesto que presentd una mayor recuperacién desde el suelo y una
menor variacion en la cantidad recuperada fue el Clorpirifos (P<0.05), para el
cual, los valores iniciales fueron del 100% y su proceso de adsorcién al suelo
mostré una relacién lineal descendiente, a una rata de 0.52%/dia, que permitié
porcentajes de recuperacién de aproximadamente el 90% luego de 30 dias.

6.3.6 Analisis general del procedimiento de extraccion de los pesticidas

La determinacién de los porcentajes de recuperacion sin actividad biolégica en
las matrices incluidas en este estudio, fue necesaria para establecer la
efectividad del proceso extractivo y asi lograr la cuantificacién del remanente
de cada pesticida que permanece adsorbido cuando no hay actividad biolégica
por parte de los microorganismos.

La técnica de extraccién utilizada, que consistié en el uso de Acetato de Etilo
como solvente extractor y agitacion horizontal alternada con agitacién por
ultrasonido, presenté porcentajes iniciales de recuperacion superiores al 90%,
valores adecuados para estudios de degradacion en suelos, que ayudan a
garantizar que no se presenten sobreestimaciones de las cinéticas de
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degradaciéon de los insecticidas por procesos biolégicos. De acuerdo con
Baskaran et al., (1999), recuperaciones pobres pueden interferir con la
determinacién de la degradacién de estas cinéticas de degradacién y por lo
tanto distorsionar los resultados reales de degradacién microbiana.

El uso de acetato de etilo y los tipos de agitacién utilizados en este estudio han
sido aplicados anteriormente por varios autores en la extracciéon de Clorpirifos
(Castatieda, 2005), Malatién (Mosquera, 2007) o un gran numero de pesticidas
(Gongalves & Alpendurada, 2005) incluidos el Malatién, Clorpirifos y Metil
Paratién; los cuales han obtenido resultados comparables con los hallados en el
presente estudio, dando soporte los resultados hallados en el presente estudio.

Se encontré que, en general, el Metil Paratién es el compuesto que presenta
mayor adsorcién a las matrices a través del tiempo, seguido por el Malatidn;
siendo el Clorpirifos el pesticida que menor capacidad de adsorcién a las
matrices presentd. Estos resultados no se ajustan reportado en la literatura en
cuanto a la retencién del Clorpirifos, el Metil Paratién y el Malatién en el suelo;
Ya que teniendo en cuenta los coeficientes de adsorcion (Koc), el Clorpirifos es
el compuesto con mayor Koc (6070), en comparacién con el Metil Paratién
(5100) y en el Malatién (1800). Por lo tanto, los resultados de este estudio
probablemente representan mas la interaccion solvente-pesticida que la
movilidad y solubilidad real de estos pesticidas en el ambiente.

Los ensayos realizados con las matrices mostraron que el suelo de Moravia
tiene mayor capacidad de retencién de los pesticidas que el compost
inmaduro, estos resultados no concuerdan con lo reportado ya que como
indican diversos autores, el grado de adsorcién de un contaminante a una
matriz esta relacionado directamente con el contenido de materia organica
presente (Mosquera, 2007; Dorronsoro & Garcia, 2004; Universidad de
Extremadura, 2004; FAO, 2000). Sin embargo, este hecho puede ser atribuible
al poco tiempo de maduracion del compost, ya que la materia organica de éste
se encuentra en un estado de poca oxidacién, correspondiendo en su mayoria
probablemente a moléculas lignino-celuliticas, por lo que su aporte en acidos
humicos y fulvicos puede ser bajo. Estos acidos han sido reportados por varios
autores como los compuestos que presentan mayor influencia en la afinidad de
la materia organica de los suelos (cuyo aporte en este caso se incrementa con
la adicién de compost) y los pesticidas (Gongalves & Alpendurada, 2005;
Pignatello, 1998; Navarrete, 1995; Karickhoff, 1979). Por lo tanto, el suelo a
pesar de tener menor porcentaje de materia organica, presenta un mayor
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estado de transformacién de estos compuestos organicos, como consecuencia
de los procesos naturales que llevan a su formacién; esperandose que la
materia organica oxidada presente en el suelo de Moravia, en combinacién con
la presencia de arcillas (ausentes en el compost), ejerzan mayor efecto
adsorbente de los pesticidas.

6.4 BIODEGRADACION DE CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION
6.4.1 Efecto de la Adicion de Nutrientes

6.4.1.1 Efecto de la adicion de nutrientes en la actividad microbiana

En la Tabla 13 se presentan las ecuaciones que describen la mineralizacién de
cada tratamiento en funcién del tiempo. Los ensayos pertenecen a los controles
o tratamientos sin contaminar con la solucién de pesticidas, por lo que los
valores obtenidos sugieren la actividad microbiana de las matrices sin
alteracién por la presencia de estos compuestos.

Tabla 13. Mineralizacién en los tratamientos control (no contaminados)
enriquecidos con nutrientes

ENSAYO MODELO P-VALOR %R?
C-25 Mineralizacién = 1.94627 * t 0.0000 99.4%
C-P Mineralizacién = 2.0063 * t 0.0000 99.6%

C-F Mineralizacion = 2.11962 * t 0.0000 99.6%
Nomenclatura: C-25 = matriz 25:75 (C:S) sin adicién de nutrientes, C-P = matriz 25:75 (C:S)
con adicidén de fésforo, C-F = matriz 25:75 con adicién de fertilizante.

Los modelos ajustados representaron la variacién en la mineralizacién como
una funcién lineal dependiente del tiempo, lo que indica que durante el tiempo
de evaluacion no se evidencié agotamiento de nutrientes en ningun tratamiento
(Figura 24).
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Figura 24. Mineralizacion en la matriz 25:75 sin adicién de nutrientes (A), con
adicion de fésforo (¢#) y con adicion de Fertilizante (m)

La mineralizacién en las matrices alcanzé valores para el dia 30 de 60.4, 62.2 y
65.7 mg CO,/g matriz para los tratamientos sin enriquecimiento, con adiciéon de
fésforo y con adicién de fertilizante, respectivamente. Presentando ratas de
mineralizacién de 1.95, 2.01 y 2.12 mg COZ2/g-dia en el mismo orden. Dichos
valores, aunque muestran mayor produccién de CO, en los tratamientos
enriquecidos con nutrientes que en la matriz sin la adicién de éstos, no
presentan una diferencia significativa en la mineralizacién generada por las
poblaciones microbianas de cada tratamiento.

Estos resultados confirman lo encontrado por Kong et al. (2008), quienes
evaluaron el efecto de los fertilizantes sobre la biomasa y la diversidad
microbiana de un suelo negro (Udoll, de acuerdo con la clasificacién USDA). En
sus ensayos utilizaron 7 tratamientos con fertilizantes quimicos, y una muestra
sin tratamiento como control; y encontraron que la aplicacién a largo plazo de
fertilizantes quimicos no generé cambios significativos en las caracteristicas
microbianas del suelo evaluado.
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6.4.1.2 Efecto de la adicion de nutrientes en la degradacion de Clorpirifos,
Malation y Metil Paration

e Clorpirifos
La Tabla 14 muestra las ecuaciones que representan la variacién del Clorpirifos

en la matriz 25:75 (C:S) sin adicién de nutrientes (25-C), con adicién de Fésforo
(P-C) y con adicién de fertilizante (F-C).

Tabla 14. Efecto de la adicion de nutrientes en la degradaciéon del Clorpirifos

COMPUESTO MODELO P-VALOR | %R?
25-C %R = g(*61202-0.0146097 1) 0.0117 42.358
P-C %R = (#6512~ 0.00785126 1) 0.0212 42.685
F-C %R = g*09900-0.014688170 1| 0.0002 | 70.317

El Clorpirifos presenté valores finales de recuperaciéon de 80.5% en el
tratamiento con foésforo, 70.5% en el tratamiento con fertilizante y 63.9% en el
tratamiento sin adicién de nutrientes (Figura 25). Lo cual indica que el
Clorpirifos presenta un tiempo de vida media mayor a un mes, para todos los
tratamientos evaluados. Las velocidades de degradacién alcanzadas fueron de
0.01461 dia™ para el tratamiento sin adicién de nutrientes, 0.007851 dia™ para el
tratamiento con fésforo y 0.01469 dia para el tratamiento con fertilizante.
Indicando una velocidad dos veces superior en la degradacién con el
tratamiento con fertilizante, en comparacién con la adicién de fésforo. Por otra
parte, no se evidenciaron diferencias significativas en las velocidades entre el
tratamiento con fertilizante y el tratamiento sin adicién de nutrientes.
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Figura 25. Degradacion de Clorpirifos en la matriz 25:75 sin adicion de
nutrientes (A), con adicién de féosforo (¢) y con adicion de fertilizante (m)

¢ Metil Paration

En la Tabla 15 se presentan las ecuaciones que describen la relacién entre el
porcentaje remanente de Metil Paratién y el tiempo, de acuerdo con los
tratamientos aplicados a la matriz 25:75 (C:S): sin adicién de nutrientes (25-MP),
con adicién de fésforo (P-MP) y con adicién de fertilizante (F-MP).

Tabla 15. Efecto de la adicién de nutrientes en la degradacién del Metil Paration

COMPUESTO MODELO P-VALOR %R?
MP-F %R = (424631 -0,13057%) 0.0015 96.090
MP-P %R = g#21057 00011803 | 0.0002 | 98.238
25-MP %R = (421826 -0,108739%) 0.0125 87.415

La adicién de fertilizante fue el tratamiento que presenté mayor velocidad de
degradacién del Metil Paratién (0.131 dia'), alcanzando porcentajes de
degradacion del 83% luego de 30 dias de cultivo. Para el tratamiento sin
adicién de nutrientes, la velocidad de degradaciéon presentdé un valor de
0.109 dia™ y un porcentaje final remanente de 11%. Por su parte, el tratamiento
con fosforo fue el que presenté la menor velocidad de degradacion (0.0612
dia™) (Figura 26).
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Los modelos sdélo representaron los datos hasta el dia 7, ya que durante este
tiempo se presentd la mayor cinética de degradacion del metil paratiéon para
este tratamiento.
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Figura 26. Degradacion de Metil Paration en la matriz 25:75 sin adicién de
nutrientes (A), con adicién de fosforo (¢) y con adicion de fertilizante (m)

¢ Malation

Las ecuaciones de la degradacion del Malation con cada tratamiento se
presentan en la Tabla 16. Los tratamientos estan representados como 25-M, P-M
y F-M, que corresponden al tratamiento sin adicién de nutrientes, al tratamiento
con fésforo y al tratamiento con adicién de fertilizante, respectivamente.

Tabla 16. Efecto de la adicién de nutrientes en la degradacién del Malatién.

COMPUESTO MODELO P-VALOR | %R?
M-F %R = g(#18939-0,403546%) 0.0637 96.514
M-P %R = e(*23861 - 0,353217%) 0.0290 99.984
25-M %R = e(414981 - 0,357656*) 0.0572 89.928

El Malatién fue degradado hasta porcentajes remanentes inferiores al 15% en
un tiempo inferior al dia 5 para los tres tratamientos evaluados. Con ratas de
degradacién de 0.358, 0.352 y 0.404 dia™ para el tratamiento sin adicién de
nutrientes, con adiciébn de fésforo y con adicién de fertilizante,
respectivamente. La degradacién del Malation no presenté diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, y el modelo sélo representd los
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primeros 3 dias ya que en este tiempo se presentdé la mayor cinética de
degradacién de este compuesto (Figura 27).
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Figura 27. Degradacion de Malation en la matriz 25:75 sin adicion de
nutrientes (A), con adicién de fosforo (¢) y con adicion de fertilizante (m)

6.4.1.3 Efecto de la adicion de nutrientes en la degradacion cruzada

¢ Tolerancia de la micro-flora a los pesticidas

La tolerancia de los microorganismos a los pesticidas en los diferentes
tratamientos aplicados, es mostrada en la Figura 28. La adiciéon de Clorpirifos,
Malatién y Metil Paratién a los ensayos evaluados no presentd efecto téoxico
para los microorganismos factible de ser detectado por métodos respiro-
meétricos. Los valores de mineralizacién hallados para los ensayos con y sin
pesticidas, presentaron valores de mineralizacién entre 60 y 65 mgCO,/g
matriz en todos los tratamientos evaluados.
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Figura 28. Efecto de la contaminacion con Clorpirifos, Malation y Metil Paration sobre
la micro-flora en la matriz 25:75 a) sin adicién de nutrientes, b) enriquecida con fésforo
vy c) enriquecida con fertilizante.

Simbolos: Ensayo contaminado (¢), Control (m)
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e Degradacion cruzada

Los tres tratamientos evaluados mostraron capacidad para degradar Malatién,
Metil Paration y Clorpirifos simultaneamente a velocidades de degradacion de
cada compuesto comparablemente similares. El Malatiéon fue el compuesto
degradado mas rapidamente en todos los tratamientos, seguido por el Metil
Paratién y en ultimo lugar el Clorpirifos, el cual no alcanzé a ser degradado
hasta su vida media (50%) en el periodo de tiempo evaluado (Figura 29).
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Figura 29. Degradacién del Clorpirifos, Malatiéon y Metil Paratiéon en la matriz
25:175 para los tratamientos evaluados. Simbolos: (A) Malatién sin adicién de
nutrientes, (o) Malation con adicion de fésforo, (m) Malatién con adiciéon de
Fertilizante, (- o-) Metil Paration sin adicién de nutrientes, (-o-) Metil Paration
con adicion de fosforo, (-m-) Metil Paration con adicién de Fertilizante, (A)
Clorpirifos sin adicion de nutrientes, (O) Clorpirifos con adicién de fésforo y (L)
Clorpirifos con adicion de fertilizante.
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La relacién 100:1 (C:P) es una relacién tedrica a partir de la formula quimica
asignada a la biomasa, la cual ha sido ampliamente utilizada en procesos de
biorremediacién tanto en aguas como en suelos (Castafieda, 2005; Hyman &
Dupont, 2001), y ha mostrado resultados positivos en la degradacién de
compuestos organicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos -PAH-
(Leys et al., 2005) e hidrocarburos totales del petréleo -TPH- (Roldan-Martin,
2007). Sin embargo, en el presente estudio la relaciéon 100:1 (C:P) no mostré
incremento de la degradacion de ninguno de los tres pesticidas
organofosforados evaluados, ni mejoramiento en el desarrollo y crecimiento de
las poblaciones microbianas de la matriz evaluada.

De los tratamientos evaluados, el tratamiento con fésforo presenté menores
ratas de degradacién para el caso del Clorpirifos y el Metil Paratién, lo cual
puede ser consecuencia de la presencia elevada de nutrientes, que como
indican Wilson y Jones, (1993) puede inhibir el proceso de degradacién de
contaminantes.

Aunque se ha reportado que la adiciéon de pesticidas en bajas concentraciones
puede estimular la actividad y presencia de las fosfatasas (McLaren & Bollag,
1993), y especialmente se ha relacionado la degradacién de pesticidas
organofosforados con las Fosfatasas acidas y las fosfotriesterasas (Sikora,
Kaufman, & Horng, 1990), las cuales cumplen papeles importantes en la
eliminacién de los grupos fosfatos de varias moléculas organicas que poseen
este elemento; (Galviz et al., 2007; Castafieda, 2005). Con respecto a la
presencia de fésforo, McLaren y Bollag (1993) y Skijins (1976), afirman que la
actividad fosfatasa no esta relacionada con el numero de microorganismos o la
actividad respiratoria del suelo, pero si lo esta con la presencia de fosforo en el
suelo. Tabatabai (1994) y Spier & Ross (1978), por su parte han afirmado que la
presencia de altos niveles de fésforo en el suelo o la liberacién de éste como
producto de degradacién de compuestos fosforados, pueden suprimir la
actividad fosfatasa de las comunidades microbianas. Spears y McHill (1979)
encontraron en sus estudios, llevados a cabo en diferentes suelos con o sin
presencia de fosfatasa a los que se les agregé diferentes soluciones de fésforo,
que la presencia de fosforo no inhibe la accién de la fosfatasa que se encuentra
presente en el suelo, pero si inhibe la produccién de mas fosfatasa por los
microorganismos. Lo anterior, puede dar explicacién a los resultados
encontrados en el presente estudio, donde el tratamiento con fosforo mostré
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una degradacién mas lenta de los pesticidas evaluados, comparandolo con los
otros tratamientos que poseian menor o ningun contenido adicional de fosforo.

El efecto de la adicién de nutrientes en la degradacién de pesticidas ha sido
poco reportado y menor aun ha sido la busqueda de una relacion C:N:P
adecuada para la degradacién de estos compuestos. Sin embargo varios
estudios han demostrado que la adicién de fertilizantes de diferentes clases
afectan la persistencia de los pesticidas en el suelo (Xie et al., 2008; Caracciolo,
et al., 2005; Topp et al., 1996).

Entre los estudios revisados, algunos de ellos (Anwar, 2009; Akhtar et al., 2004;
Rajagopal et al. 1983; Siddaramappa & Seiber, 1979; Rajaram et al., 1978;
Agnihotri, 1978) reportan que la adicién de nutrientes inorganicos no presentan
un efecto visible en la degradacion de los pesticidas que evaluaron,
comparandolos con ensayos sin adicién de nutrientes. Otros casos (Xie et al.,
2007; Senapati y Padhihari, 2002) comparan la adicién de nutrientes
inorganicos con enmiendas organicas, reportandose mayor velocidad de
degradaciéon de pesticidas utilizando estas ultimas, por encima del uso de
fertilizantes o sales inorganicas. Castafieda (2005) y Perrin et al. (2001)
reportaron efectos positivos en la adicidén de compuestos a base de nitrégeno y
nitrégeno-fésforo; encontrando que la adiciéon de estos compuestos aceleran la
degradacion de los pesticidas clorpirifos y isoproturon, respectivamente.

Los tratamientos con nutrientes han sido exitosos en programas de
biorremediacién de hidrocarburos, en suelos con deficiencias nutricionales de
nitrégeno y fosforo para la generacion de biomasa a partir de las altas
concentraciones de carbono suministradas por los hidrocarburos. En estudios
con pesticidas los resultados han sido muy variables, y al parecer dependen de
propiedades quimicas y bioldgicas especificas del suelo utilizado. No se
encuentra un factor comun entre el tipo de nutrientes utilizados y el grupo de
pesticidas evaluado. Por lo tanto, de acuerdo con los resultados del presente
estudio, en los cuales la adicién de nutrientes inorganicos no presenté un efecto
significativo en la degradacion de los pesticidas clorpirifos, malatién y metil
paratién; y segun lo expresado por Roger & Bhiyan (1995), todavia no se cuenta
con suficiente informacién para establecer el efecto que tendra la adicién de
fertilizantes inorganicos en la degradacién de los pesticidas.
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6.4.2 Efecto de la Composicion de las Matrices

6.4.2.1 Efecto de la matriz en la actividad microbiana

En la Tabla 17 se presentan las ecuaciones que describen la mineralizacién
generada por la micro-flora de cada matriz a lo largo del periodo de
evaluacién, sin la presencia de pesticidas. Los ensayos se encuentran
representados por los términos: C-100, C-75, C-50, C-25 y C-0, que
corresponden a los controles (matrices sin contaminar) 100:0, 75:25, 50:50,
25:75 y 0:100 Compost:Suelo, respectivamente.

Tabla 17. Ecuaciones de mineralizacion en las matrices evaluadas

ENSAYO MODELO P-VALOR %R?2
C-100 Mineralizacién = 2.65356 * t 0.0000 99.4%
C-15 Mineralizacién = 2.66481 * t 0.0000 99.4%
C-50 Mineralizacién = 2.59873 * t 0.0000 99.3%
C-25 Mineralizacion = 1.94627 * t 0.0000 99.4%
C-0 Mineralizacién = 0.71389 * t 0.0000 99.6%

La mineralizacion presentd una relacién lineal con el tiempo de evaluacién para
todas las mezclas compost:suelo evaluadas. La adicién de compost al suelo en
proporciones superiores a 50:50, generaron una actividad microbiolégica
similar, las cuales alcanzaron valores de mineralizacién alrededor de los 85
mgCO,/gramo de matriz (Figura 30).
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Figura 30. Mineralizacidn en las matrices evaluadas.
Simbolos: Matriz (C:S) (#)100:0, (=) 75:25, (4) 50:50, (X) 25:75, (®) 0:100

Por su parte, la matriz 25:75 alcanzé un valor maximo de mineralizacién de 60
mg CO,/gramo de matriz, y el suelo de Moravia (0:100) presenté valores de
mineralizacién de tan sélo 22 mgCO,/gramo de matriz.

Las cinéticas de mineralizacion para las matrices 100:0, 75:25 y 50:50, fueron de
2.65, 2.66 y 2.59 mgCO,/dia, respectivamente. Para la matriz 25:75 la
produccién de CO; se realizé con una cinética de 1.95 mgCO,/g Matriz y para
el suelo de Moravia (0:100) la produccién de CO; fue de 0.71 mg/dia.

De acuerdo con Mora (2006), la determinacién de la actividad microbiana
utilizando técnicas respiro-métricas, es una estimacion de la dinamica de la
biota, y por lo tanto, de los procesos metabdlicos que se desarrollan en los
suelos. Los cuales varian en funcién de los factores biofisicos y climaticos del
suelo y del uso de la tierra, por lo cual su medicién es un indicador de la
biomasa microbiana presente en un medio.

La diferencia en la mineralizacidon presentada entre las matrices, puede ser
explicada por la disponibilidad de nutrientes, de acuerdo con el DEQ (1998), el
numero de microorganismos es directamente proporcional a la cantidad de
carbono que puede ser metabolizado, ya que éste es el elemento que tiene
mayor presencia en la biomasa celular. Segun Carrillo (2003), el 50% de la
biomasa celular esta formada por carbono.

Adicionalmente, es importante considerar que el tipo de moléculas que
conforman la materia organica, y que se encuentran disponibles para los
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microorganismos, también es un factor determinante en el incremento de las
poblaciones microbianas, ya que algunos estudios han mostrado que la
abundancia de moléculas simples conlleva al incremento de poblaciones con
menor exigencia de ataque enzimatico para la liberacién de nutrientes,
mientras que la presencia de moléculas con estructuras quimicas de mayor
complejidad, favorece el desarrollo de comunidades microbianas
especializadas, con generacién de enzimas capaces de romper enlaces
especificos —de dificil separaciéon—, generandose ambientes propicios para la
busqueda de microorganismos utiles para su implementacién en programas de
biorremediacién (Singer & Crohn, 2002; Department of Environmental Quality -
DEQ-, 1998).

Segun la Agencia para la Proteccién Ambiental -EPA- (1998), el compost es una
matriz que posee poblaciones microbianas mucho mas altas que las que
pueden presentar suelos, por fértiles que estos sean; y supera aun mas a las
poblaciones microbianas presentes en suelos con alto grado de contaminacién
o agotamiento de nutrientes como el que se espera encontrar en un suelo como
el del Moravia.

Con respecto a los pesticidas organofosforados y su potencial como nutrientes
para los microorganismos, el Diazinon, Clorpirifos, Etion, Paratiéon, Fonofos,
Malatién y Gusation han demostrado ser susceptibles a hidrdlisis enzimatica
como resultado de la actividad microbiana, y son utilizados en gran medida
como fuentes de carbono para el crecimiento de cultivos puros o consorcios
microbianos (Digrak & Kazanici, 2001; Castafieda, 2005). Algunos estudios
incluso han identificando algunos microorganismos con capacidades
particulares para degradar estos compuestos, resaltandose los pertenecientes a
los géneros Flavobacterum sp, Pseudomonas sp. y Artrobacterias sp, por
presentar varias especies de microorganimos con grandes habilidades
metabdlicas para utilizar una gran variedad de compuestos organicos, incluidos
un amplio rango de pesticidas, como fuente de carbono y energia para el
incremento de biomasa microbiana (Digrak et al., 1995; Ghisalba et al., 1987).
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6.4.2.2 Efecto de la matriz en la degradacion de Clorpirifos, Malation y Metil
Paration

e Clorpirifos
En la Tabla 18 se presentan las ecuaciones que describen la degradacién del
Clorpirifos en cada matriz evaluada, identificada por la proporcion

compost:suelo que contiene: 100:0, 75:25, 50:50, 25:75 y 0:100, segun sea el
caso.

Tabla 18. Ecuaciones de degradacion del Clorpirifos en las matrices evaluadas

MATRIZ (C:S) MODELO P-VALOR | %R?
100:0 %R = g(4:660-0,003650%) 0.0101 96.504
75:25 %R = e(4:644-0,002348%) 0.4743 45.741
50:50 %R = g(4:649-0.00851%1) 0.0032 52.860
25:75 %R = g(*012-0.01460%) 0.0117 42.358
0:100 %R = e(4:564-0,0245%) 0.0004 66.869

El Clorpirifos presenté una degradacién poco significativa en la matriz 100:0
(Figura 31), con un comportamiento muy similar al encontrado en los estudios
de adsorcién del Clorpirifos a la matriz 100:0 (compost) estéril (Figura 19).

De igual manera, no se observé degradacion de Clorpirifos en la matriz 75:25,
mostrando un comportamiento similar a la adsorciéon de este compuesto a la
matriz 75:25 estéril (Figura 20).

Para las matrices con menores proporciones de compost, los resultados fueron
igualmente bajos, aunque en general presentaron mayores velocidades de
degradaciéon. En la matriz 50:50 se aprecié degradaciéon del Clorpirifos,
disminuyendo su concentracion hasta el 83% de la concentracién inicial luego
de 30 dias de ensayo, con una velocidad de degradacién de 0.0085 dia™.

En la mezcla 25:75, la concentracién de Clorpirifos disminuyé a través del
tiempo, alcanzando un valor remanente de 69.5% para el dia 30 de, con una
velocidad de degradacién de 0.0146 dia™.

Los mayores porcentajes de degradacién para el Clorpirifos fueron los
obtenidos con la matriz 0:100, Suelo de Moravia, para la que se alcanzé una
degradaciéon al dia 30, del 47% de la concentracién inicial; en este caso la
velocidad de degradacién del Clorpirifos fue de 0.0245 dia™.
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Figura 31. Degradacion de Clorpirifos en la matriz 100:0 (®), 75:25 (A), 50:50 (#),
25:75 (m) y 0:100 (X)

¢ Metil Paration

En la Tabla 19 se presentan las ecuaciones de degradacion del Metil Paratién
en las diferentes matrices estudiadas a lo largo del tiempo de evaluacién. Los
ensayos se encuentran identificados por la proporcién Compost:Suelo que cada
matriz posee.

Tabla 19. Ecuaciones de degradacion del Metil Paration en las matrices

evaluadas
ENSAYO MODELO P-VALOR %R?2
100:0 %R = (#:36-0.072% 0.0000 78.018
15:25 %R = g(4:36-0.072%1 0.0000 78.018
50:50 %R = g(4:42-0.180%1 0.0002 84.264
25:75 %R = e(4:44-0.194710 0.0054 87.415
0:100 %R = e(4:349-0.162%1 0.0011 75.494

Las matrices compuestas principalmente por compost inmaduro (100:0 y 75,25)
presentaron la velocidad mas baja de degradacién (0.072 dia™), y alcanzaron
porcentajes de remocion del 81% para el dia 30 de evaluacién. Las matrices
50:50, 25:75 y 0:100 presentaron mayores velocidades de degradacidn,
aumentando las cinéticas conforme aumenté la proporciéon de suelo de Moravia
en la matriz, siendo las matrices 25:75 y 0:100 las que reportaron los mayores
porcentajes de remocién (94%) en el menor tiempo de evaluacién (15 dias)
(Figura 32).
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Sélo se utilizé el modelo para explicar la degradacion del Metil Paratién en las
matrices 50:50, 25:75 y 0:100 durante los primeros 15 dias, ya que después de
este momento, la degradacién disminuyé abruptamente su velocidad. Por lo
tanto, para el dia 30 se representd en el grafico el promedio de los valores
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Figura 32. Degradacion de Metil Paration en la matriz 100:0 (®), 75:25 (4A), 50:50
(®), 25:715 () y 0:100 (X)

e Malation

La Tabla 20 presenta las ecuaciones que describen la degradacién del Malatién
en las matrices a lo largo del tiempo de evaluacién, estas ecuaciones involucran
el porcentaje remanente de Malatién y el tiempo de muestreo, para cada
matriz.

Tabla 20. Ecuaciones de degradacion del Malation en las matrices evaluadas

MATRIZ (C:S) MODELO P-VALOR %R2
100:0 %R = g(+709-0,4454%) 0.0000 97.109
75:25 %R = e(4:646-0.5284%) 0.0000 95.727
50:50 %R = g#702-0,5756™) 0.0000 93.315
25:75 %R = (4419060770 0.0003 89.928
0:100 %R = (4:617-0,6620%) 0.0019 92.931
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El Malatiéon fue degradado en las matrices a diferentes velocidades, hasta
alcanzar degradaciones superiores al 90% de la concentracién inicial en todas
las matrices, en un periodo de 3 a 7 dias (Figura 33).
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Figura 33. Degradacion de Malation en la matriz 100:0 (®), 75:25 (4A), 50:50 (X),
25:75 (m) y 0:100 (*)

La velocidad en la degradacién disminuyé de acuerdo con la proporcién de
compost inmaduro presente en la matriz, de esta manera, la micro-flora de las
matrices 100:0, 75:25 y 50:50 tardaron entre 5 y 7 dias para degradar el
Malatién a porcentajes mayores de 90%, mientras que en el caso de la micro-
flora de las matrices 25:75 y 0:100, éstas tardaron menos de 5 dias para
remover la misma cantidad de pesticida.

Los tiempos de vida media en el suelo del Malatién, Metil Paration y Clorpirifos
reportados obedecen a valores de: 3 dias a 7 dias (Newhart, 2006; West Nile
Virus Control, 2005), 10 dias a 2 semanas (EXTONET, 1995) y 60 a 120 dias
(Beyond Pesticides, 2000; Kamrin, 1997), respectivamente. Por lo tanto,
comparando estos valores con los resultados logrados en las matrices
evaluadas en el presente estudio, se puede deducir que éstas presentaron
velocidades de degradaciéon mayores para el Malatiéon y el Metil Paratién, ya
que la vida media de estos pesticidas fueron inferiores a 3 dias para el Malatién
y a 1 dias para el Metil Paratiéon en todas las matrices. Para el caso del
Clorpirifos, el tiempo de vida media para el suelo de Moravia (30 dias) se
encontré por debajo del rango reportado en la literatura, y para el compost no
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pudo determinarse este valor, ya que los microorganismos de esta matriz no
mostraron capacidad para degradarlo.

Al comparar la actividad microbioldgica de las matrices con los resultados de
degradaciéon obtenidos para los tres pesticidas evaluados, se puede observar
que la capacidad de las matrices para degradar los pesticidas no se asocié
directamente con la capacidad de mineralizacién. Esto fue evidenciado en las
matrices cuyo principal componte fue el compost inmaduro, en las que, a pesar
de mostrar mayor actividad microbiolégica, no se presenté mejor capacidad
para degradar el Clorpirifos, Malatién o Metil Paratién; por el contrario, estos
pesticidas fueron degradados a menor velocidad que en las matrices con
mayores contenidos de suelo de Moravia.

Estos resultados no estan de acuerdo con lo reportado por muchos autores con
respecto al potencial biorremediador del compost (Barker & Bryson, 2002;
Chaney, et al., 2001; Keener, et al., 2001; Stratton & Rechcigl, 1998; Barker,
1997; Fogarty & Tuovinen, 1991), los cuales han comentado que el compost es
una matriz con gran capacidad enzimatica para degradar una amplia variedad
de compuestos organicos como hidrocarburos, metales pesados, compuestos
organicos volatiles, residuos explosivos, y plaguicidas como: Metil Clorpirifos,
Malatién, Lindano y Endosulfan (Garrido et al., 2005), Metil Paratién (World
Health Organization -WHO-, 1993) 2,4-D y Disulfén (Fogarty & Tuovinen, 1991).

De acuerdo con los reportes sobre las fases que involucra el proceso de
compostaje y su potencialidad para degradar plaguicidas, los primeros 30 dias
de compostacién son el tiempo en el cual se realiza la mayor parte de la
degradacién de los pesticidas (Barker & Bryson, 2002), por lo que era de
esperarse que los plaguicidas fueran degradados durante el tiempo de
evaluacién llevado a cabo en este estudio (30 dias), sin embargo, aunque el
Malation y el Metil paration si presentaron gran disminucién de su
concentracién en las matrices ricas en compost, el clorpirifos presento altos
porcentajes remanentes durante todo el periodo de estudio.

Singer y Crohn (2002) argumentan que una de las razones que hacen al
compost una matriz potencial para tratamientos biotecnoldégicos es la baja
especificidad de algunas de las enzimas extracelulares generadas en su fase
activa, que pueden reaccionar con muchos compuestos quimicos diferentes;
por lo tanto, si la enzima excretada por un microorganismo encuentra a un
pesticida antes de reaccionar con su sustrato objetivo (celulosa, hemicelulosa,
ligninina, etc.) ésta puede reaccionar con él, convirtiéndolo en un compuesto
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menos téxico o peligroso. De acuerdo con Fritsche y Hofrichter (2001) este
cometabolismo juega un rol significante en la degradacién de pesticidas en
compost.

Otro factor importante a considerar para explicar los resultados observados, es
el tipo de microorganismos presentes en las matrices con altos contenidos de
compost inmaduro. De acuerdo con Moreno et al. (2008), Stoffella (2005) y
Singer y Crohn (2002) en los compost con pocos dias de activacién —como el
utilizado en este estudio- hay una gran diversidad y riqueza microbiana, pero
estas poblaciones comienzan por transformar los compuestos que presentan
moléculas mas simples, como los carbohidratos y lipidos de cadenas cortas,
dejando las moléculas con mayor complejidad a microorganismos dque
aparecen en etapas mas avanzadas del proceso de maduracién, como los
actinomicetos, quienes aparecen principalmente en la etapa terméfila, y junto
con los hongos lignoliticos, han sido reconocidos por su potencial enzimatico
para la degradacién de xenobidticos (Semple, Reid, & Fermor, 2001). Fritsche y
Hofrichter (2001) también resaltan la importancia de estos sistemas enzimaticos
en la degradacién cometabdlica de contaminantes persistentes, y afirman que
son en forma particular del dominio de los hongos basidiomicetos, por lo cual,
estos hongos estan ganando especial importancia y un estudio mas profundo
sobre sus capacidades.

Por otra parte, Vidali (2001) y DEQ (1998), exponen que el numero de
microorganismos presentes en un suelo —o matriz-, no es un indicador de la
capacidad de degradacién de un contaminante, ya que sélo una fraccién del
total de la comunidad microbiana puede metabolizar un determinado
compuesto, y una gran mayoria de organismos utiliza otras fuentes de carbono
que estén presentes.

Las condiciones de disponibilidad y tipo de nutrientes presentes en cada matriz
son otro factor de importancia resaltado por varios autores en la degradacién
microbiana, sobre todo cuando ésta se realiza por mecanismos cometabolicos.

A pesar de las altas concentraciones de materia organica disponibles en las
matrices ricas en compost -100:0, 75:25 y 50:50-, que se esperaria
proporcionaran nutrientes y enzimas adecuadas para favorecer la
transformacién de los pesticidas por cometabolismo, este mecanismo no mostré
ser una forma adecuada de transformacién de los pesticidas. Mientras que en
las matrices con mayor contenido de suelo de Moravia, debido a que las
fuentes de carbono corresponden a materia organica muy estabilizada, los

103




EVALUACION DE MEZCLAS COMPOST INMADURO/SUELO DE MORAVIA Y FUENTES DE NUTRIENTES PARA LA
DEGRADACION DE LOS PESTICIDAS CLORPIRIFOS, MALATION Y METIL PARATION

SERGIO AUGUSTO UPEGUI SOSA

pesticidas se convierten en un abastecimiento directo de nutrientes y por lo
tanto, con grandes posibilidades de degradacién catabdlica, utilizandolos como
fuente de carbono, nutrientes y energia. Fogarty y Tuovinen (1991), afirman
que la degradacién activa de una molécula de pesticida es un evento
intracellular, y por lo tanto el ingreso a la célula es un prerrequisito necesario
para su destruccién. Por su parte, Karpouzas y Singh (2006), afirman que gran
variedad de los microorganismos del suelo poseen la capacidad de utilizar los
pesticidas organofosforados como fuente directa de carbono y fésforo. Anwar
(2009), Castafieda (2005) y Singh et al. (2004), lograron aislar microorganismos
de diferentes suelos, entre ellos: bacterias heterdtrofas, actinomicetos y
hongos, con capacidad para utilizar el Clorpirifos y el TCP como fuentes
directas de carbono y fésforo. Xie et al. (2009), Zeinat et al. (2008), Mosquera
(2007) e Imran et al. (2004) por su parte, aislaron microorganismos en medios
con salinos con la adicién de Malatibn como unicamente de carbono y
encontraron que éstos fueron capaces de degradar Malatiébn para el
crecimiento de su biomasa, mientras que Ortiz et al. (2001), Cui et al. (2001) y
Keprasertsup et al. (2001) logrando aislar microorganismos que fueron capaces
de utilizar Metil Paration como unica fuente de carbono, para el mismo fin.

Leys et al., (2005), Bastiaens et al., (2000), comentan que la degradacién de los
contaminantes depende principalmente del crecimiento de los
microorganismos adecuados, que poseen las habilidades necesarias para
degradar estos contaminantes, mientras que Degens et. al. (2000), afirman que
los suelos contaminados con uno o varios compuestos téxicos, son un habitat
que alberga una amplia variedad de microorganismos con estas caracteristicas
especificas de degradacién, como sucederia en este caso con el suelo de
Moravia.

Estas capacidades metabdlicas han sido un tema de gran estudio, sobre todo en
lo que respecta a pesticidas Organofosforados y Carbamatos, y se han
explicado bajo la definiciéon de degradaciéon acelerada; la cual segun Ermakova
et al. (2008), Shapir et al. (2007), Cabrera et al. (2005), Karpouzas et al. (2004),
McLaren y Bollag (1993) y Racke y Coats (1990), es consecuencia de la
adaptacién y mejoramiento del catabolismo microbiano en diferentes tipos de
microorganismos que han sido expuestos a repetidas aplicaciones de un mismo
pesticida o de compuestos muy relacionados estructuralmente, lo que produce
el aumento en las velocidades de degradacién de estos compuestos; éste es un
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mecanismo evidenciado en varios suelos, y ha sido descrito por autores como:
Arbeli y Fuentes (2007), Karpouzas y Singh (2006) y Racke y Coats (1990).

Lo anterior es un aspecto importante a tener en cuenta para explicar la mayor
eficacia del suelo de Moravia para degradar los tres pesticidas objeto de
estudio en el presente trabajo, ya que este suelo, debido a su origen, ha estado
en presencia de gran variedad de compuestos quimicos por largos periodos de
tiempo, presentandose susceptibilidad en los microorganismos que lo habitan a
desarrollar mejoras en sus rutas degradadoras; mientras que en el caso del
compost, ésta fue una matriz joven generada a partir de un sustrato libre de
compuestos quimicos contaminantes —residuos de alimentos-, por lo que los
microorganismos de esta matriz aun estaban en proceso de adaptacién y
creacién de mecanismos catabodlicos moleculares para la obtencién de
nutrientes.

Una propiedad muy importante para el desarrollo de capacidades aceleradas
de degradacioén es la biodegradabilidad de los compuestos, segun Shapir et al.
(2007) y Papini y De Andréa (2001), el hecho de que un pesticida como los
Carbamatos sea biodegradable induce a la seleccién de las poblaciones
microbianas habilitadas para utilizarlo como fuente de nutrientes y energia.
Segun Fritsche y Hofrichter (2001), Digrak y Kazanici (2001), DEQ (1998),
(Matsumura, 1988) y son estas poblaciones adaptadas las que promueven la
rapida degradacion de los contaminantes. Debido a que los pesticidas
organofosforados evaluados en este estudio, han sido catalogados como
productos poco persistentes y susceptibles a degradacién microbiana
(Dorronsoro & Garcia, 2004; Bavcon et al., 2003; Digrak & Kazanici, 2001; WHO,
1993), pueden haber inducido a la selecciéon de poblaciones microbianas del
suelo de Moravia con capacidades catabdlicas adquiridas 6 mejoradas —debido
procesos catabdlicos utilizados anteriormente para la destruccién de
contaminantes— siendo capaces de utilizarlos como fuentes de nutrientes.

Es de resaltarse las similitudes en las velocidades de degradacién del Malatién
y Metil Paratidén alcanzadas por las matrices 25:75 y 0:100 (Figuras 32 y 33),
sugiriendo el desarrollo de degradacién acelerada en la matriz 25:75 a partir
de la mezcla con el suelo de Moravia, esto es soportado por Marvin et al.
(2006), quienes evaluaron la degradacién acelerada de Iprodién en suelo, y
reportaron que los suelos que no presentaban degradacién acelerada pudieron
adquirir esta habilidad luego de realizarse mezclas en una relacién 1:3 (v:v) de
éstos suelos con suelos que si presentaban el fenémeno; y comentan que la
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actividad de la mircroflora responsable de esta adaptaciéon, depende de las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo. Por su parte Singh et al. (2003),
indicaron que el pH es una propiedad del suelo relacionada con esta habilidad
catabdlica, debido a que en sus estudios encontraron que la capacidad de
degradacion acelerada para el pesticida Fenamifos fue transferida desde un
suelo de Australia a varios suelos del Reino Unido, pero solo aquellos con un pH
alto (>6.7) fueron capaces de adquirir esta capacidad por extendidos periodos
de tiempo; mientras que suelos con pH’s inferiores a 6.7 no retuvieron esta
capacidad aun cuando fueron contaminados con tratamientos repetidos de
Fenamifos. Debe tenerse en cuenta que para el presente estudio tanto el suelo
de Moravia como el compost presentaron valores de pH superiores a 7.0, por lo
que podria pensarse que el suelo de Moravia puede haber desarrollado
degradaciéon acelerada desde antes de ser recolectado y haberla mantenido
hasta el momento de la realizacién de los ensayos en laboratorio.

Ajaz et al. (2009), Zeinat et al. (2008), Shapir et al. (2007), Schimidt y Baron
(2003) y Fogarty y Touvinen (1991), han indagado en sus estudios sobre los
procesos evolutivos de los microorganismos para acceder a nuevas rutas de
degradaciéon de xenobidticos, acelerando su desaparicién de los suelos; y
mencionan que esto se encuentra directamente relacionado con los plasmidos y
su funciéon en la transferencia de genes con la informacidén necesaria para
generar las enzimas degradadoras de los contaminantes por los
microorganismos, Ghosal et al. (1985) resaltaron las bacterias gram negativas
como un grupo de microorganismos con grandes capacidades en este sentido,
y Glazer y Nikaidé (2007), Van der Meer y Sentchilo (2003) y Top y Springael
(2003), afirman que incluso se puede presentar transferencia entre
microorganismos de diferentes especies. Algunos microorganismos aislados
en diversos estudios con capacidad para degradar algunos pesticidas de un
mismo grupo, involucran los géneros: Flavobacterium sp. (Singh B.K., 2006),
Pseudomonas sp. y Arthrobacter sp. (Shapir et al., 2005; Cho & Tiedje, 2000),
Sphingomonas (Karpouzas et al., 2005) y Bacillus (Zeinat et al., 2008), e incluso
se han aislado microorganismos capaces de degradar pesticidas de diferentes
grupos quimicos, como organofosforados y carbamatos (Digrak & Kazanici,
2001; Fukuto, 1990) destacandolos como microorganimos con grandes
potencialidades para tratamientos biotecnolégicos en suelos y aguas
residuales.
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(Fogarty & Tuovinen, 1991) argumentan que muchas veces la incapacidad para
degradar pesticidas puede deberse a pérdidas fisicas de plasmidos, debido a
la falta de presién selectiva cuando los organismos estan en presencia de
sustratos alternativos. Este argumento puede explicar en cierta medida los
resultados hallados para las matrices con altos contenidos de compost —100:0,
15:25 y 50:50-, y podria suceder que esta situacién no permitiera el desarrollo
de degradacidén acelerada en estas matrices, sobre todo para la degradacién
de Clorpirifos, que no mostré indicios de degradacién microbiana en las
matrices 100:0 y 75:25.

Por lo tanto, de acuerdo con (Fogarty & Tuovinen, 1991) y segun lo encontrado
en este estudio, es necesario establecer qué fuentes de carbono presentes en
una fase activa del proceso de compostaje ejercen control regulatorio sobre las
enzimas relevantes para la degradacion de residuos de pesticidas.

6.4.2.3 Efecto cruzado de degradacion
e Matriz 100:0 (Compost:Suelo)

Los estudios de tolerancia determinados mediante pruebas de mineralizacién
en las matrices mostraron, que en el caso de la matriz 100:0 los modelos se
ajustaron a una representacién lineal de la mineralizaciéon con el tiempo, con
producciones diarias de 3.35 y 2.65 mgCO,/dia-g matriz, 7y valores
acumulativos de 104 mg/g y 82 mg/g para el ensayo contaminado y sin
contaminar, respectivamente (P<0.005) (Figura 34).
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Figura 34. Mineralizacién en la matriz 100:0 sin adicién de pesticidas (H) y con
adicion de pesticidas (¢)
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En la comparacién de la degradacion de los pesticidas en la matriz 100:0, se
observé una gran diferencia en las velocidades de degradacién del Malatién,
Metil Paratién y Clorpirifos. Siendo el Malatién el pesticida con mayor
velocidad de degradacién a porcentajes superiores al 90% para el dia 5. En el
caso del Metil Paratién, presenté una mayor velocidad de degradacién durante
los primeros 15 dias de cultivo, alcanzando valores de degradacion del 70% y
lograndose luego de 30 dias de cultivo valores de degradacién de 90%,
similares a los obtenidos con Malatién. Para el Clorpirifos sin embargo, los
resultados mostraron que en el compost inmaduro, este compuesto no es
degradado y los valores obtenidos luego de 30 dias de cultivo no sobrepasaron
el 5% de remanente (Figura 35).
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Figura 35. Comparacion de la degradacion del Clorpirifos (4A), Metil Paration (¢)
y Malatién (H) en la matriz 100:0

e Matriz 75:25 (Compost:Suelo)

La tolerancia de los microorganismos a los pesticidas en la matriz 75:25 (C:S)
presentd una relacion lineal con el tiempo (P<0.005), y no mostré diferencia
significativa entre el ensayo contaminado y el ensayo sin contaminar, con
valores de mineralizaciéon de 82.6 y 81.1 mgCO,/dia y velocidades de 2.61 y
2.66 mg CO2/dia-g para el dia final de muestreo (dia 30), respectivamente
(Figura 36).

Comparando la degradacién del Clorpirifos, el Malatién y el Metil Paratiéon en
la matriz 75:25, se observé que esta matriz fue capaz de degradar Malatién y
Metil Paratiéon a porcentajes remanentes inferiores al 10 % en 6 y 30 dias,
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respectivamente. Por su parte, el Clorpirifos no mostré degradacién
microbiana en esta matriz, obteniéndose durante todo el tiempo de evaluacién
porcentajes remanentes de Clorpirifos superiores al 85% de la concentraciéon
inicial (Figura 37).
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Figura 36. Mineralizacién en la matriz 75:25 sin adicién de pesticidas (N) y con
adicion de pesticidas (¢)
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Figura 37. Comparacion de la degradacion del Clorpirifos (4A), Metil Paration (¢)
y Malatién (W) en la matriz 75:25
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e Matriz 50:50 (Compost:Suelo)

Los pesticidas no presentaron inhibicidn o efectos téxicos sobre los
microorganismos en la matriz 50:50. La mineralizacién en funcién del tiempo se
ajustd a un modelo lineal en ambos ensayos (P<0.005), cuya pendiente o
velocidad de mineralizacién fue de 2.67 y 2.60 mg CO,/g matriz — dia y la
produccién de CO; fue de 82.9 mg CO,/gramo-matriz de 80.56 mg CO2/gramo-
matriz en el ensayo sin contaminar y el ensayo contaminado, para el ultimo dia
de muestreo (Figura 38).
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Figura 38. Mineralizacién en la matriz 50:50 sin adicién de pesticidas (H) y con
adicion de pesticidas (¢)

En esta matriz el Malatién fue degradado en mas del 90% en los primeros 5 dias
de cultivo, el Metil Paratiébn presenté su mayor degradacién durante los
primeros 15 dias hasta un valor remanente del 85%, degradandose un 10%
adicional durante los siguientes 15 dias. El Clorpirifos presenté menor
degradacién, sin embargo se presentdé disminucién de su concentracion,
aunque a muy baja velocidad, alcanzando un 83% remanente para el dia 30
(Figura 39).
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Figura 39. Comparacion de la degradaciéon del Clorpirifos (4), Metil Paration (¢)
y Malation (H) en la matriz 50:50

e Matriz 25:75 (Compost:Suelo)

La mineralizacién en la matriz 25:75 presentd baja diferencia entre el ensayo
contaminado y el ensayo sin contaminar, lograndose valores de 65.5 y 60.3 mg
CO,/g matriz, e incrementos de 2.11 y 1.95 mgCO,/g-dia, respectivamente
(Figura 40). Ambos modelos se ajustaron a una relacién lineal (P<0.005) entre la
produccién de CO; y tiempo de cultivo.
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Figura 40. Mineralizacién en la matriz 25:75 sin adicién de pesticidas (H) y con
adicion de pesticidas ().
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Comparando la degradacién de los pesticidas en esta matriz, se observé una
mayor velocidad de degradacién del Malatién, hasta un remanente superior al
90%, en un tiempo inferior a 5 dias, mientras que el Metil Paratiéon tomo 15 dias
para ser degradado hasta el 6% de su concentracidn inicial, y 30 dias para
llegar a un valor de 4.5%. El Clorpirifos fue degradado a menor velocidad que
estos dos ultimos, pero a mayor velocidad que otras matrices con mayor
contenido de compost, obteniéndose valores remanentes de 69.5% para el dia
30 de evaluacién (Figura 41).
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Figura 41. Comparacion de la degradaciéon del Clorpirifos (4), Metil Paration (¢)
y Malatién (W) en la matriz 25:715

e Matriz 0:100 (Compost:Suelo)

La mineralizacién en ambos ensayos presenté una relacién lineal (P<0.005) con
el tiempo, y no mostré efecto téxico alguno sobre la micro-flora del suelo de
Moravia, ya que se encontr6 igual produccién de CO2 (22 mg CO,/g matriz) y
velocidad de mineralizacién (0.71mg/g matriz), en el ensayo contaminado y sin
contaminar (Figura 42).
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Figura 42. Mineralizacién en la matriz 0:100 sin adicion de pesticidas (N) y con
adicion de pesticidas ().

Al comparar la degradaciéon de Clorpirifos, Malatién y Metil Paration en el suelo
de Moravia se encontré que la degradacién del Malatién ocurrié en un tiempo
inferior a 5 dias para alcanzar valores remanentes inferiores al 10%. Por su
parte, el Metil Paratién fue degradado durante los primeros 15 dias hasta un
porcentaje remanente de 8.7%, presentando una degradaciéon muy reducida
durante los 15 dias siguientes, hasta el 4.5% de la concentracién inicial. El
Clorpirifos se degradé a menor velocidad que el Malatiéon y el Metil Paratiéon en
esta matriz, pero sin embargo, fue aqui donde logré su mayor velocidad de
degradacioén, alcanzando valores de degradacién superiores al 50% para el
ultimo dia de evaluacién (Figura 43).
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Figura 43. Comparacion de la degradacion del Clorpirifos (4A), Metil Paration (¢)
y Malation (®) en la matriz 0:100

En todas las matrices evaluadas, el orden de degradacién de los pesticidas fue:
Malatién, con un porcentaje de degradacién superior al 90% en un tiempo de 4
a 7 dias, seguido por el Metil Paratién, con porcentajes de degradacién
superiores al 90% en un tiempo de 15 a 30 dias, y por ultimo el Clorpirifos, que
alcanzé una maxima degradacién del 63% en un periodo de 30 dias. Las
matrices con mayor contenido de suelo (25:75 y 0:100) fueron las que
presentaron las mayores velocidades de degradacién para los tres pesticidas
evaluados.

Algunos autores han evaluado el efecto cruzado entre pesticidas, asi por
ejemplo, Morel et al. (1996) y Horng y Kaufman (1987), determinaron el efecto
cruzado entre Carbamatos; Mitchell y Cain (1996), lo evaluaron entre
Dicarboximidas y Warton et al. (2003), lo determinaron entre Isotiocianatos.

En este caso especifico de organofosforados, Singh et al. (2005), evaluaron la
degradaciéon cruzada entre los pesticidas organofosforados Clorpirifos,
Fenamifos, Diazinon, Fonofos, Etoprofos, Cadusafos, Coumafos, Isasofos y
Paratiéon. En su estudio, usaron dos suelos que presentaban degradacién
acelerada para el Fenamifos, y un suelo que presentaba degradacién cruzada
para el Clorpirifos. Los resultados mostraron que no se presenté degradacion
cruzada en suelos con capacidad para degradar Fenamifos, sin embargo, los
suelos con capacidad para degradar Clorpirifos presentaron degradacién
cruzada con los demas pesticidas organofosforados evaluados. En sus analisis,
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los autores atribuyen este efecto a la similitud de las estructuras quimicas entre
los pesticidas evaluados. Estos reportes concuerdan con lo encontrado en este
estudio, en el cual, el Clorpirifos mostré ser el pesticida mas recalcitrante ante
procesos de degradaciéon cruzada entre organofosforados evaluados,
debiéndose esto al efecto inhibidor que su principal producto de degradacion,
el TCP, presenta sobre la microflora, lo que segun Castaiieda (2005) y Racke et
al. (1990), lo han hecho un pesticida dificil descomposicién por actividad
microbiana en suelos.

Aunque el estudio realizado por Singh et al. (2005), utilizé suelos que habian
sido contaminados consecutivamente con Clorpirifos y Fenamifos por varios
afios; Singh et al. (2003), afirman que la degradacién acelerada también puede
presentarse sin un acondicionamiento previo de la microflora a los pesticidas.
Segun indican el DEQ (1998) y Tarradellas et al. (1997), este efecto de
degradacién cruzada incluso puede ser inducido por la similitud de un
compuesto sintético (como los pesticidas) con otro que los microorganismos
degradan naturalmente o que han degradado antes.

Roger y Bhuiyan (1995), comenta que cuando dos o mas pesticidas son
aplicados simultaneamente, uno puede inhibir los microorganismos
responsables de la degradacién de los otros, o modificar las condiciones fisico-
quimicas en una forma tal que reduce su degradacién. Esto fue observado con
Clostridium rectum, microorganismo con capacidad para degradar Lindano
(y-BHC) aislado de un cultivo de arroz, cuyo crecimiento y capacidad para
degradar Lindano fueron inhibidos por la presencia de Pentaclorofenol (Ohisa
& Yamaguchi, 1978). Similarmente, Benomil aplicado en combinaciéon con
Paratién incrementd la persistencia del Paratién en el suelo por inhibicién de la
hidrélisis y la reduccién del grupo nitro, reacciones ocasionadas por la
actividad microbiana del suelo. Destacando que el Paratién generalmente
presenta corta vida en el suelo (Sudhakar-Barik & Sethunathan, 1979).

Au (1980), encontré en un ecosistema modelado, que la combinacién de Metil
Paration con Atrazina sustancialmente disminuyé la degradacién de ambos
compuestos en las raices de arroz, e incrementd su persistencia en agua y
suelo.

Por su parte, Singh, Walker & Wright (2002), evaluaron el efecto de la adicién
conjunta de los pesticidas Clorpirifos, Fenamifos y Clorotalonil sobre su
degradacion, reportando que la aplicacién conjunta de Fenamifos y Clorotalonil
suprimié ambas velocidades de degradacién. Cuando se aplicé Clorotalonil,
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Clorpirifos y Fenamifos, la presencia de Clorotalonil redujo la velocidad de
degradacion de Clorpirifos y Fenamifos. Y la vida media de Clorotalonil se
extendié en presencia del Clorpirifos. Ademas de esto, los parametros
microbianos evaluados en suelo (actividad enzimatica y biomasa microbiana
total) fueron estables en los cultivos libres de pesticidas durante 90 dias, pero
resultaron adversamente afectados por la presencia de Clorotalonil en el suelo.
El efecto de Fenamifos y Clorpirifos sobre las caracteristicas microbianas del
suelo fue insignificante.

Con respecto a la tolerancia de los microorganismos a los pesticidas
organofosforados, en el presente estudio no se evidencié efecto inhibitorio
sobre la micro-flora de las matrices durante el tiempo de evaluaciéon, ya que en
ningun tratamiento se presentaron valores de mineralizacién superiores en los
ensayos sin contaminar con los pesticidas al compararlos con los ensayos
contaminados. Esto es corroborado por Fang et al. (2009), Mosquera (2007),
Digrak y Kazanici (2001), Digrak y Ozcelik (1998) y Kearney y Kellogg (1985),
quienes han estudiado el efecto de gran variedad de pesticidas de diferentes
categorias quimicas, entre ellos organofosforados, sobre la micro-flora del
suelo; y afirman que los tratamientos con pesticidas, generalmente no
presentan efectos inhibitorios sobre la micro-flora total de los suelos, excepto
en aquellos grupos de microorganismos para los cuales ha sido aplicado el
pesticida, como es el caso de la inhibicién de hongos por aplicaciéon de
fungicidas.
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7 CONCLUSIONES

El método de extraccién empleado, utilizando acetato de etilo como solvente y
aplicando agitacién mecanica y con ultrasonido, permitidé porcentajes de
recuperacion iniciales superiores a 85% para los pesticidas evaluados.

Los pesticidas evaluados presentaron mayor retencién en el suelo que en el
compost. Y a su vez, la retencién dentro de cada matriz fue menor para el
Clorpirifos, que para el Malation y el Metil Paratiéon, siendo este ultimo el
pesticida que mas se adsorbid a las matrices.

La adicién de fésforo en una relacién 100:1 (C:P) y fertilizante comercial con
relacién 20-10-15 (N, P, K) sobre la matriz 25:75 (C:S), no mostraron aumentos
significativos en la velocidad de degradacién de los pesticidas con respecto a
la misma matriz sin adicién de nutrientes.

Las matrices que presentaron mayores velocidades de degradaciéon de
Malatién, Metil Paration y Clorpirifos fueron aquellas con mayor contenido de
suelo de Moravia, 25:75 y 0:100 (C:S). El Malatiéon fue degradado en un tiempo
comprendido entre 4 y 7 dias de incubacién en los ensayos, el Metil Paration
presentd una degradacion superior al 90% entre los 15 y 30 dias de evaluacidn,
y el Clorpirifos no alcanzé a ser degradado en mas del 63% de su
concentracion inicial, en ningun tratamiento.

El Suelo de Moravia (0:100) y las matrices 25:75 y 50:50 (C:S) presentaron
capacidad para degradar Malation, Metil Paratién y Clorpirifos. El Compost y
la matriz 75:25 (C:S) presentaron capacidad para degradar solo Malation y
Metil Paration. El Clorpirifos no presenté degradaciéon significativa al
compararlo con los controles estériles.

El Compost fue la matriz mas activa microbiolégicamente, con producciones de
CO, alrededor de 4 veces la produccién en el suelo. Con ninguno de los
tratamientos evaluados se presentd evidencia de inhibicién de la actividad
microbiana por la adicién de los pesticidas.

La actividad microbiana no presenté relacién directa con la capacidad de
degradaciéon del Clorpirifos, Malation o Metil Paratién en las matrices
evaluadas.
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8 RECOMENDACIONES

En vista que el compost inmaduro con 5 dias de cultivo no mostré capacidad de
potenciar la degradacién de los pesticidas organofosforados, seria adecuado
evaluar diferentes tiempos de maduracién de compost para hallar poblaciones
microbianas en sucesiones mas avanzadas, que puedan tener mayor capacidad
para degradar estos compuestos.

Identificar productos y rutas de degradacién de los pesticidas, usando el suelo
de Moravia, para identificar los mecanismos de degradaciéon empleados por los
microorganismos de esta matriz.

Igualmente, es necesaria la identificacién de los microorganismos o
poblaciones microbianas encargadas de degradar estos pesticidas, con el fin
de evaluar alternativas de bioaumentacion o su uso en otras técnicas para el
tratamiento in situ de pesticidas, como el tratamiento y acondicionamiento de
compost o enmiendas con estos microorganismos para la detoxificacién de
suelos agricolas que contienen alguno o varios de los pesticidas
organofosforados evaluados en el presente estudio.

Es pertinente evaluar el efecto de la concentracién de los pesticidas en la
degradacién cruzada, para determinar efectos inhibitorios de la biomasa, o
afectaciones en la persistencia de pesticidas en suelo, por adicién conjunta o
subsecuente de varios pesticidas.

Analizar las propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas del suelo, una vez
realizado el tratamiento de biorremediacién, con el fin de conocer el estado en
el cual queda el suelo, e implementar las técnicas agropecuarias pertinentes
para mejorar su productividad y crecimiento de las poblaciones microbianas
benéficas para los cultivos.

Variar las dosis de fésforo para corroborar efectos inhibitorios en la
degradacion de pesticidas organofosforados, o en caso contrario, si puede
potenciarse la degradacién de estos compuestos bajo alguna relacién C:P
preestablecida en una matriz.
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