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1. INTRODUCCION

La contaminacién por plaguicidas, de los cuales la mayoria son compuestos organicos, es
consecuencia del uso extensivo de éstos en la agricultura para el control de plagas, o en la
aplicacion para la higiene publica, asi como al mal manejo de los residuos de dichos
xenobidticos.

Esta contaminacidon puede aparecer en la atmdsfera, suelo, agua y bidsfera de diferentes
ambientes por causa de la movilidad y persistencia que presentan los plaguicidas, como
resultado de la dindmica e interrelaciones que presentan los ecosistemas.

Dentro de los plaguicidas existen dos grandes grupos quimicos, los plaguicidas
organofosforados y los plaguicidas organoclorados. En la actualidad los compuestos
organofosforados (OPs) son primordialmente utilizados como insecticidas en el dmbito
agricola asi como en otras prdcticas, han reemplazado a los plaguicidas organoclorados
(OCs) ya que comparados con éstos, presentan una menor bioacumulaciéon y son
degradados rapidamente en el ambiente.

La toxicidad de los compuestos OPs esta basada en inhibir la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), obteniendo como resultando la acumulacion de acetilcolina
(ACh), neurotransmisor que interfiere en las terminaciones nerviosas causando
alteraciones bioquimicas que actuan en respuestas musculares, respiratorias, cardiacas e
incluso la muerte del organismo.

La contaminaciéon por compuestos OPs en ambientes acudticos, aéreos y terrestres, ha
creado problemas ambientales asociados a la aguda toxicidad de estos plaguicidas, por lo
cual es requerido eliminar o minimizar los riesgos a los cuales estdn expuestas las
poblaciones de los ecosistemas a estos contaminantes.

Entre las posibles técnicas de tratamiento aplicables para la descontaminacién de un
determinado ambiente se encuentran los procesos de degradacidn bioldgica, uUtiles para
muchos tipos de contaminantes orgdnicos entre los que se encuentran los plaguicidas.

La degradacion bioldgica de contaminantes implica procesos naturales que no suponen un
impacto adicional sobre los ecosistemas y que se pueden realizar a un bajo costo. Los
procesos bioldgicos tienen la ventaja de requerir inversiones de capital moderadas, bajo
consumo de energia, ser ambientalmente seguros y no generar residuos.

Los tratamientos bioldgicos se basan en la capacidad de diversos microorganismos, ya
sean plantas, algas, bacterias u hongos para romper o degradar sustancias xenobidticas,
donde la clave de la degradacién son enzimas involucradas en el proceso, convirtiendo los
contaminantes en productos menos tdxicos o inocuos.
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2. RESUMEN

El trabajo realizado en el presente estudio, fue evaluar la capacidad de degradacién de
cuatro especies de hongos filamentosos, para ser aplicada en la biorremediacién de un
plaguicida organofosforado de uso comuin en México, el Metil Paratién.

Las especies fungicas a evaluar fueron seleccionadas previamente en relacion a su
potencial lignolitico; estuvieron cultivadas en un medio sélido (PDA) y posteriormente
inoculadas en un medio liquido, con una concentracion de carbono (dextrosa) de 10 g/L
para un O6ptimo crecimiento. Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de
biodegradacion con el plaguicida igualmente en un medio liquido pero con una
concentracion modificada de la fuente de carbono (40% menos de dextrosa), disefiando
diferentes series de sistemas de cultivos fungicos para determinar la remocion del
plaguicida en diferentes condiciones.

Los resultados obtenidos en estos ensayos permitieron seleccionar a Aspergillus niger
como la especie con mayor eficacia para remover el Metil Paratiéon del medio de cultivo
liquido.

Ya seleccionada la especie mas exitosa, se llevd a cabo el ensayo de biodegradacién con
Aspergillus niger, evaluando la cinética de remocién del plaguicida y otros pardmetros
para dilucidar los posibles mecanismos de transformacidn o asimilacién del plaguicida; las
series de tratamiento que se realizaron por separado fueron: crecimiento fungico con
plaguicida, crecimiento flngico sin plaguicida y control abidtico.

En el ensayo de biodegradacion con Aspergillus niger se evaluaron parametros clave que
manifiestan la actividad bioldgica del organismo: pH, azlcares reductores y biomasa. Por
otro lado, para determinar el nivel de Metil Paratién en el medio y los cambios
presentados por la actividad bioldgica, las muestras con los extractos organicos fueron
analizadas por Cromatografia de Gases acoplado al Espectrémetro de Masas. (GC-MS)

El resultado obtenido de dicho trabajo, muestra un potencial de biodegradacién del
plaguicida utilizando a la especie Aspergilus niger capaz de remover la cantidad del
contaminante del medio de hasta un 93% de la concentracion inicial a los 7 dias de
tratamiento. Lo anterior indica la existencia de un gran potencial de Aspergilus niger para
ser utilizado en procesos de biorremediacion de aguas contaminadas con el plaguicida
organofosforado Metil Paration.
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3. MARCO TEORICO

3.1 PLAGUICIDAS

Se denomina plaguicida a cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a
controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de enfermedades humanas y de animales,
asi como las especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la
produccién agropecuaria y forestal. En la tabla 3.1 se muestra la denominacion y etiqueta
de los principales plaguicidas de acuerdo al organismo que controlan.

Tabla 3.1. Denominacién de plaguicidas de acuerdo a su uso.

Organismo Control Etiqueta
Acaricidas AC
Larvicida L
Aficida AP
Molusquicidas M
Bacteriostatico (suelos) B
Nematicidas N
Herbicidas H
Fungicida F
Insecticida I

Fuente: Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification, 2009.

El mecanismo de accidn de los plaguicidas puede ser multiple, ya sea de contacto,
ingestidn, sistémico, fumigante, repelente o defoliante.

Otra clasificacidn de los plaguicidas de acuerdo a su composicidén quimica, se presenta en
la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Clasificacion de plaguicidas de acuerdo a su composicién quimica.

Tipo Quimico Abreviatura
Compuestos de Arsénico AS
Bipiridilicos (derivados) BP
Carbamatos C
Compuestos de cobre Ccu
Compuestos de Mercurio HG
Derivados de Nitrofenol NP
Organoclorados oC
Organofosforados opP
Piretroides PY
Triazinas (derivados) T
Tiocarbamatos TC

Fuente: Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification, 2009

3.1.1 Propiedades de los plaguicidas

Entre las propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas que influyen en su
comportamiento ambiental y pueden favorecer la exposicion a los ecosistemas y a los
seres humanos, se encuentran:

Solubilidad en agua.

Solubilidad acuosa mayor a 500 mg/l son muy moviles en los suelos y otros
elementos de los ecosistemas. Su mayor concentracion se encuentra en
ecosistemas acuaticos.

Solubilidad mayor a 25 mg/I (como ocurre en general con los organofosforados) no
son persistentes en los organismos.

Solubilidad menor (organoclorados) tienden a inmovilizarse en suelos vy
concentrarse en los organismos vivos.

9
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Coeficiente de particion octanol/ agua.

Proporciona informacion sobre la solubilizacion y distribucién de un plaguicida en
un organismo vivo. Coeficiente mayor a uno son liposolubles, se absorben
facilmente a través de las membranas bioldgicas y se acumulan en tejido graso.

Disociacion e ionizacion.

Las sustancias al solubilizarse pueden o no disociarse; las que no se disocian son
sustancias no idnicas sin carga y las que si lo hacen son idénicas y pueden tener
carga positiva (catidnicas) o negativa (anidnicas). Los plaguicidas aniénicos y los no
idnicos son moviles en los suelos en tanto que los catidnicos se adsorben
inmovilizdndose en ellos. (Lo que usted debe saber sobre los plaguicidas.
SEMARNAP, INE., 1996)

Degradabilidad

Por otra parte, la molécula de plaguicida no permanece intacta por tiempo
indefinido en el medio ambiente, ya que con el tiempo sufre una degradacién
influenciada por microorganismos, actividad quimica, pH, clima, y contenido de
materia organica del suelo, entre otros. Caracteristicas fisico quimicas de los
plaguicidas y su transporte en el ambiente. (Caracteristicas fisico-quimicas de los
plaguicidas y su transporte en el ambiente. INE., 2012)

Persistencia

La persistencia de un plaguicida se define como la capacidad que tiene para
retener sus caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales en el medio, por un
periodo limitado después de su emisidon. Aquellos que persisten mas tiempo en el
ambiente, tienen mayor probabilidad de interaccidn con los diversos elementos
gue conforman los ecosistemas.

Se clasifican de acuerdo con su periodo de persistencia en:

Ligeramente persistentes (menos de cuatro semanas)

Poco persistentes (de cuatro a 26 semanas)

Moderadamente persistentes (de 26 a 52 semanas)

Altamente persistentes (mas de un ano y menos de 20)

Permanentes (mas de 20 anos). (Lo que usted debe saber sobre los plaguicidas.
SEMARNAP, INE., 1996)
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3.1.2 Toxicidad de los plaguicidas

Aproximadamente 2,358,680,324 de kilogramos de plaguicidas fueron utilizados
mundialmente en 2006, (US-EPA, 2011) pero sdlo el 1% de esta cantidad llega a plagas de
interés exponiendo a multiples organismos a estos compuestos debido a su selectividad
limitada.

La exposicion de los plaguicidas puede ocurrir a través de multiples vias (por ejemplo en
alimentos, agua potable, residencial u ocupacional) o por diversas rutas (en la ingesta,
inhalacion o por contacto). El tipo, gravedad y los efectos a la salud causados por la
exposicién a dichos compuestos, es determinado por la categoria quimica del plaguicida,
la dosis, la duracién de la exposicidn y la ruta de exposicion; ya que presentan efectos
indeseables nocivos a organismos sensibles no objetivo, tales como la poblacién humanay
organismos de los ecosistemas en general. (Hernandez et al., 2012)

3.1.3 Clasificacion de plaguicidas de acuerdo a su toxicidad

Ante tales riesgos, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) por sus siglas en inglés, ha
clasificado a los plaguicidas en categorias, donde se distingue la peligrosidad de cada
plaguicida basandose en la toxicidad del compuesto. (The WHO Recommended
Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification, 2009)

LCso: concentracion letal media: es la concentracién derivada de una sustancia en
un ambiente, que se espera extermine al 50% de los organismos de una poblacién
bajo condiciones y un tiempo determinado. (IUPAC Compendium of Chemical
Terminology, 1997)

LDso: dosis letal media: es la cantidad minima del plaguicida en miligramos (mg),
microgramos (ug), o nanogramos (ng) por kilogramo de peso corporal que es letal
para el 50% de organismos muestreados. Las rutas de suministro pueden ser
dérmica u oral. Las unidades usadas son: ppm (mg/kg), ppb (ug/kg) y ppt (ng/kg).
(The WHO Recommended Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to
Classification, 2009)

En relacién a su categoria, los plaguicidas son etiquetados y evaluados de acuerdo al
suministro de la dosis para establecer parametros de concentraciones letales y dosis
letales, dependiente de la categoria del plaguicida como se observa en la tabla 3.3
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Tabla 3.3 Concentraciones letales y dosis letales dependientes de la categoria del plaguicida.

Categoria Etiqueta Oral Dérmica Inhalacién
LDs, (mg/kg)* LDs, (mg/kg)* LCso (mg/1)*

Altamente tdxico Peligro veneno <50 <200 <0.05
Altamente toxico Peligro <50 <200 <0.05
Moderadamente toxico  Alerta 50-500 200-2000 0.05-0.5
Escasamente toxico Precaucién 500-5 000 2000-5000 0.5-2
No agudamente téxico Ninguna >5 000 >5 000 >2

*Valores para toxicidad aguda en ratas.

Fuente: The WHO Recommended Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification,2009.

3.2 PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

La investigacion de los primeros compuestos organicos del fosforo se inicid con Lassaigne
en 1820, quién prepard los primeros ésteres fosfdricos; sin embargo las propiedades
insecticidas fueron descubiertas hasta 1937 por el Dr. Schrader; quien sintetizé hasta 1944
el primer plaguicida organofosforado, paration etilico, el cual se introdujo a la produccién
industrial. A partir del descubrimiento de las propiedades insecticidas de los ésteres
fosféricos, a su relativa baja persistencia en el medio ambiente y a la alta efectividad, son
ampliamente usados en todo el mundo.

Los plaguicidas organofosforados, por sus siglas en inglés, (OPs) son ésteres orgdnicos del
acido fosfdrico, (fig. 3.1a) dependiendo de la sustitucidon de sus radicales en la férmula
basica, pudiendo dar origen a nuevos grupos de compuestos. (fig. 3.1b)

ﬁ(éS)
/|\
R™ L X

Figura 3.1(a). Formula general de los compuestos organofosforados.
Adaptada de (Pundir y Chauhan, 2012)
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Figura 3.1 (b). Estructuras de plaguicidas organofosforados mas comunes.
Adaptada de (Pundir y Chauhan, 2012)

En la tabla 3.4, se observa la clasificacidon de algunos plaguicidas organofosforados, segun
(Cremlym 1990).

Tabla 3.4. La mayoria de los plaguicidas organofosforados pueden ser agrupados en:

Plaguicidas organofosforados

Fosfatos
Fosforotionato
Fosforoditioato
Fosforotiolato
Fosforoamidato
Fosforodiamidato
Pirofosfato
Fosfotionato

Fuente: (Lezama-Garcia et al.,) (Badii y Varela, 2008)

Los plaguicidas OPs, también llamados plaguicidas contemporaneos han sido considerados
como “no persistentes” por lo que han reemplazado mayoritariamente a los compuestos
organoclorados (OCs) por sus siglas en inglés, ya que comparados con los OCs, los
compuestos OPs, son de menor bioacumulacién debido a que son metabolizados vy
excretados del cuerpo en varios dias y rapidamente son degradados en el ambiente,
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cobraron un gran auge después de la prohibicion de varios plaguicidas OCs y han resultado
ser muy eficientes y econdmicos en el control de plagas. Su eficacia ha sido demostrada
frente a afidos, como el pulgdn lanigero del manzano (Eriosoma lanigerum), insectos
minadores, moscas de la fruta (Ceratitis capitata), dcaros, cochinillas, entre otros. En la
actualidad, los OPs, representan aproximadamente un tercio del consumo total de
plaguicidas en el mundo. (Barr y Larry, 2002) (Liu et al., 2006) (Pérez et al., 2009) (The
WHO Recommended Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to
Classification, 2009)

3.2.1 Mecanismo toxico

La toxicidad de los compuestos organofosforados, es atribuida a la capacidad de inhibir la
acetilcolinesterasa (AChE), la cual pertenece a la clase de enzimas que cataliza la hidrélisis
del agente neurotransmisor la acetilcolina (ACh). La inhibicién de la AChE, y esterasas
afines, ha sido demostrada que es el resultado de un reaccién quimica entre la enzima y el
organofosfato; la enzima fosforilada no es capaz de hidrolizar la ACh, dando como
resultado una acumulacién del neurotransmisor en una sinapsis nerviosa o en una unidn
muscular. (Fukuto et al., 1990)

Adicionalmente se ha encontrado que tales contaminantes llevan a daino cromosomal
asociado a cancer de vejiga, (Fang-yao et al, 2007), son potentes inhibidores del
metabolismo humano de testosterona y estradiol, se ha observado que la exposicién a
largo tiempo puede llevar a complicaciones respiratorias, enfermedades
neurodegenerativas, polineuropatias, toxicidad reproductiva y del desarrollo,
particularmente afectando al sistema enddcrino y sistema nervioso ya que ambos
objetivos son muy sensibles. (Herndndez et al., 2012)

3.3 METIL PARATION

Entre los plaguicidas organofosforados, cominmente utilizados, se encuentra el Metil
Paration (MP) por sus siglas en inglés, es un plaguicida de amplio espectro usado para el
control de insectos tales como afidos, oniscideos, conocidos como “cochinillas” y acaros
en variedades de cultivos, incluyendo algodén, maiz, arroz, manzanas, avena, duraznos,
alfalfa, girasoles frutos citricos etc., observando su uso en porcentajes en la tabla 3.5
(Jiang, 2007) (Pino, 2011)
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Tabla 3.5. Porcentaje de uso de Metil Paratién por tipo de cosecha

Proteccion de consumo Porcentaje
Algodon 83%

Soja 8%

Granos incluyendo maiz 5%

Avena 2%

Tabaco, cacahuate, vegetales y citricos 2%

Fuente: Programa Internacional en Seguridad Quimica.

3.3.1 Propiedades fisico-quimicas

Su férmula molecular: CgH1gNOsPS

Masa molecular relativa: 263.23

Nombres comunes: Paration metilico; aceptado por la Sociedad Americana
Entomoldgica, por sus siglas en inglés (ESA) y WHO.

Nombre quimico CAS: O,0-dimetil O-(4-nitro-fenil)fosforotioato

Nombre IUPAC: O,0-Dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato

Numero de registro CAS:298-00-0

Pureza: se encuentra disponible como solucidn, conteniendo las siguientes
impurezas identificadas de una muestra de grado técnico del plaguicida, O,O-
dimetil- S-metil ditiofosfato, nitroanisol, nitrofenol.

Estado fisico puro: sdlido cristalino blanco.

Punto de fusién: 35°Ca 38 °C

Punto de congelacién: aprox. 29°C (producto técnico)

Punto de ebullicién: 143°C

Presion de vapor:1.3 mPa at 20 °C

Coeficiente de particion octanol/agua: log Kow = 1.83-3.43 (WHO, 2009)
Solubilidad en agua: 55-60 mg/litro a 25 °C (puro), 37.7 mg/litro a 19 °C (puro), 57
mg/litro a 22 °C (grado analitico.)

Solubilidad no-acuosa: etanol, cloroformo, solventes alifaticos

Vida media en solucion acuosa: a 20 °C, pH 1-5, 175 dias

1 ppm Metil Paration = 10.76 mg/m3 at 25 °C, 1066 mbar

1 mg Metil Paration /m* = 0.0929 ppm
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(CH, 0, PO MO,

Figura 3.2. Férmula molecular de Metil Paration

El compuesto fue desarrollado en 1940s por el Quimico Alemdn, Gerhard Schrader; pero
fue introducido comercialmente al mercado hasta 1949.

Es sintetizado por la reaccién del O,0-dimetil fosforo-cloridotioato, con la sal sddica del 4-
nitrofenol.

CH,O

5 5
N N
P—-:nmo@mog* P—O@NOE+N8CI
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CH, O CH;0

CH, O

Figura 3.3. Sintesis del Metil Paratidn. (Programa Internacional en Seguridad Quimica.)

3.3.2 Destino en el ambiente

Desde que los plaguicidas son aplicados al ambiente, sus residuos pueden ser encontrados
tanto en productos de consumo como alimentos y agua para potable, o en ambientes
acuaticos incluyendo aguas superficiales y subterrdneas que albergan vida acudtica y
poblaciones que la consume exponiéndose a tales contaminantes y a sus compuestos
degradados. (Hernandez et al., 2012)

Cuando los plaguicidas son introducidos en el ambiente, una parte de estos quimicos se
gueda en el area donde es aplicado pero una mayor parte es transportada a otros
compartimentos ambientales. El fendmeno de absorcidon/desorcién de plaguicidas en
suelos es de gran importancia desde el punto de vista ambiental; ya que este fendmeno
afecta a otros procesos tales como transporte, degradacién, volatilizacién vy
bioacumulacion del compuesto. (Krishna y Philip, 2008)

La aplicacidn del Metil Paration como insecticida, resultard en una liberacién directa al
ambiente, como primer paso se encontrard en la atmdsfera en fase de vapor y en
particulas. La molécula se degradard en la atmdsfera por una reaccion fotoquimica
(fotdlisis directa) que producira radicales hidroxilo, la vida media de esta reaccidn en ha
sido estimada en 6.5 horas.
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En el caso de ambientes acuaticos se indica que la volatilizacién del paratidon metilico en la
superficie de aguas no es esperada (esto se sustenta en la Constante de Henry; pudiendo
sufrir hidrdlisis donde la vida media de la particula en el agua es de 6.5 a 13 dias a 40°C.
(Hazardous Substances Data Bank, 1990.)

Hasta ahora se sabe que el Metil Paratién puede sufrir hidrdlisis 6 degradacién oxidativa
por la presencia de luz ultravioleta (UV), radiacién o luz solar. (Programa Internacional en
Seguridad Quimica, 2012)

3.3.3 Peligro ambiental

Aunque es considerado un plaguicida relativamente no persistente en el ambiente, ya que
puede ser degradado por la accién de microorganismos, sus residuos pueden ser
encontrados en suelos o aguas debido a las extensivas aplicaciones en la agricultura y a
varios mecanismos que interfieren en el transporte del plaguicida incluyendo
volatilizacién, viento, erosién, infiltracion. (Mubeena- Akhtar et al., 2007) (Programa
Internacional en Seguridad Quimica, 2012)

El uso extensivo de dicho plaguicida en la practica agricola afecta seriamente a
invertebrados acuaticos, insectos (principalmente polinizadores) mamiferos silvestres,
aves y peces.

Los rangos de toxicidad para invertebrados acuaticos, van desde LCsg <1 ug a 40 pg/L. Sin
embargo, para la mayoria de peces de mar y de agua fresca, los rangos de LCsg, oscilan
entre 6 mg/L y 25 mg/L, para los anfibios, dichos valores estan situados similarmente.
(Programa Internacional en Seguridad Quimica, 2012)

Por su comportamiento en el ambiente, y con base en la dosis letal LDsg oral administrada
en ratas de 14 mg/kg, la Organizacion Mundial de la Salud clasifica al paration metilico
como “extremadamente peligroso” (Clase la). (The WHO Recommended Classification of
Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification, 2009)

3.3.4 Metabolitos comunes del Metil Paration

El metabolito mas comun del Metil Paratién y paratidon etilico es el 4-nitrofenol. Este
metabolito es cuantificado utilizando un disolvente de extraccién o extraccién en fase
soélida y el analisis de alto rendimiento se realiza utilizando cromatografia liquida-
ionizacion quimica a presidon atmosférica con espectrometria de masas tandem (HPLC-
APCI-MS-MS). Alternativamente el 4-nitrofenol puede ser cuantificado utilizando GC-MS.
(Barr y Larry, 2002) Otro compuesto que es formado en menor cantidad, es
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dialquiltiofosfato (DATP); aunque es el 4-nitrofenol el mayor producto de la degradacion.
(Chdavez-Lopez et al 2011)

3.4 LEGISLACION SOBRE PLAGUICIDAS

Actualmente existe un catdlogo con aproximadamente 800 plaguicidas formulados en
21,000 productos diferentes, dichos productos se encuentran registrados en la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US), por sus siglas en inglés (EPA).
Lamentablemente a pesar de los beneficios del uso de plaguicidas para el éptimo
suministro de alimentos, su impacto en el ambiente y en la salud publica es substancial, ya
gue con el amplio uso de estas sustancias, es virtualmente imposible evitar la exposicidn a
cualquier nivel. (Barr y Larry, 2002)

Se ha reportado que aproximadamente tres millones de personas han sufrido algun tipo
de envenenamiento por plaguicidas, y que existen 200,000 personas que mueren cada
afio, alrededor del mundo por envenenamiento de tales compuestos. (llyas-Tariq et al.,
2007)

Lamentablemente, tanto poblaciones humanas como otras especies llegan a exponerse a
dosis elevadas de plaguicidas; ante esta problematica se llevd a cabo la Convencidn de
Roterdam, para desarrollar la legislacion internacional sobre el uso adecuado de
plaguicidas y quimicos peligrosos, la cual promueve informacion de riesgos quimicos, su
uso comercial apropiado, y proteccion a la poblacién y al medio ambiente.

3.4.1 Legislacion sobre Metil Paration
El Metil Paratidn esta reglamentado por el convenio de Roterdam existiendo otras

organizaciones o convenios, que regulan, evallan, restringen cantidades de Metil
Paration, como se puede observar en la tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Organos reguladores y cantidades maximas permisibles de Metil Paratiéon en

distintos usos agricolas y medios.

Organo regulador

Limite permisible

Presencia

FAO/WHO(JMPR)

FDA* y la EPA 0.1a1lppm
DOF* México 0.00003 mg/L
DOF* México 0.00004 mg/L
Rusia 0.02 mg/L
Rusia 0.1 mg/kg

0.05 mg/kg a 0.2 mg/kg LMR* para alimentos

Residuos en cosechas

Abastecimiento de agua potable
Proteccién de agua dulce y vida acuatica.
Agua Superficial

Suelos

*LMR (limites maximos de residuos)

*FDA (Administracion Federal de Alimentos y Drogas de Estados Unidos)
*DOF (Diario Oficial de la Federacidon diciembre de 1989)

Fuente: (Programa Internacional en Seguridad Quimica) (ATSDR: Metil paratidon y Resumen de salud

publica) (Wallis et al., 2001)

También existen cantidades recomendadas para el uso agricola dependiendo de la

cosecha, como se muestra en la tabla 3.7.

Tabla 3.7. Cantidades recomendadas para su uso en diferentes cosechas.

Cantidades

Tipo de cosecha

0.5-1 kg/ha
1-2 kg/ha
1.5-6 kg/ha
2-5 kg/ha

0.12-1.0 kg/ha

Vegetales
Cereales
Arboles frutales
Citricos

Algoddn

Fuente: (Programa Internacional en Seguridad Quimica) (ATSDR: Metil paration y Resumen

de salud publica)
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3.4.2 Legislacion en México

En México, la Comisién Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas y
Sustancias Téxicas CICOPLAFEST es el organismo encargado de establecer las actividades
relacionadas con la regulacién y el control de riesgos quimicos simplificando Ia
reglamentacion y gestion. (Pérez et al., 2009)

Para ubicar en contexto la situacion en México respecto a las sustancias peligrosas; el
INEGI en coordinacidn con la SEMARNAT vy el Instituto Nacional de Ecologia (INE) notifican
en el “Informe de Estadisticas del Medio Ambiente 1997” que en el pais, el plaguicida de
mayor uso a nivel nacional es el Metil Paratidn con reportes de la Asociacion Mexicana de
la Industria Fitosanitaria A.C (AMIFAC), la Unién Mexicana de Fabricantes y Formuladores
de Agroquimicos, SC (UMFFASC) y los Comités Estatales de Plaguicidas, Fertilizantes y
Sustancias Tdéxicas (COESPLAFEST)

En el caso especifico del Metil Paration, dicha sustancia, se utiliza como ingrediente activo
presentando un porcentaje de uso del 37.47%, volumen (kg/L). (Indicadores de la
situacion del pais. INE, 2012)

En el ambito legislativo dicho plaguicida es de uso restringido y conforme el Diario Oficial
de la Federacion los limites permisibles son de 0.00003 mg/L para aguas potables y de
0.00004 mg/L para proteccién de vida acuatica. (INE. Direccidon general de normatividad.
2012)

En la tabla 3.8 se presentan los limites maximos de residuos establecidos para Metil
Paration y otros plaguicidas por diferentes instituciones:

Tabla 3.8. Limites de residuos establecidos por CICOPLAFESTy FAO/OMS

Plaguicida LR (mg/kg™) LR* (mg/kg™)
Diazindén 0.7 0.5
Dimetoato 2 -
Endosulfan 2 0.5
Fenvalerato 2 2
fosfamidén 0.5 -
Malation 8 5
Metamidofos 1 -
Metomilo 3 -
Metil Paratién 1 0.2
Endosulfan + Metil Paration 2+1 -
Carbarilo + Endosulfan 10+2 -
Azadiractina Exento -

Carbarilo 10 -
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Azinfos metilico 2 1
Permetrina 1 2
Lanmbda cyalotrina 0.4 -
Naled 1 -

LR Limite de residuos (CICOPLAFEST 2005)
LR* Limite de residuos (FAO/OMS 2006)
Fuente: (Pérez et-al., 2009)

3.4.3 Cantidades de Metil Paration documentadas

En el caso de México, en sitios donde es practicada la agricultura como es el caso de
Xochimilco, desde 1990 se han utilizado grandes cantidades de Metil Paration aplicadas a
los suelos agricolas (280 mg/kg), siendo que dicho plaguicida es de uso restringido.
(Chavez-Lopez et al 2011)

En Estados Unidos, datos de poblados agricolas del centro del pais reportaron que
concentraciones en agua llegaron hasta 0.46 pg/l. (Methyl Parathion in Drinking-water)
Igualmente en dicho pais, en una localidad en Mississippi, en 1988, se detectd en el agua
subterrdnea, niveles de 88 ppm de Metil Paratidon. (ATSDR. Resumen de salud publica,
2012)

3.5 BIORREMEDIACION DE PLAGUICIDAS

El término biorremediacién puede definirse como una tecnologia de biorrestauracion de
ambientes naturales previamente contaminados con compuestos xenobidticos, utilizando
la capacidad metabdlica de los microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y algas) y
algunas plantas, para acelerar los procesos de biodegradacion natural. Durante Ia
biodegradacion se produce una transformacidn parcial o total de los contaminantes. La
transformacién parcial es la obtencidn de un compuesto menos téxico que el inicial,
mientras que la mineralizacién o transformacidn total es la degradacién hasta diéxido de
carbono (procesos aerobios), agua y metano (condiciones anaerobias). (Napoles y Abalos,
2008)

3.5.1 Compuestos xenobidticos y su degradacion biolégica

La contaminacion es definida como la introduccion de elementos, componentes o energia
al ambiente a concentraciones que perjudican las funciones bioldgicas 6 que presentan un
riesgo a la poblacion humana u otros blancos que usen o estén vinculados al medio
ambiente. (Ferndndez-Luquefio et al., 2011).
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Un compuesto xenobidtico (del griego xenos: extrafio) es aquel que no se encuentra de
forma natural en el ambiente y cuando estd presente afecta la ecologia de éstos. La
contaminacién con xenobidticos rompe el equilibrio normal entre el medio fisico, quimico
y biolégico, compatible con la vida. (Napoles y Abalos, 2008)

Entre las posibles técnicas de tratamiento aplicables para la descontaminacién de un
determinado espacio natural, los procesos de degradacién bioldgica son importantes ya
gue son utiles para muchos tipos de residuos orgdnicos; son procesos naturales que no
suponen un impacto adicional sobre los ecosistemas y pueden realizarse a un bajo costo.

El tratamiento microbiolégico se basa en la capacidad de diversos microorganismos, ya
sean levaduras, hongos o bacterias para romper o degradar sustancias peligrosas
convirtiéndolas en productos menos toxicos o inocuos. Una vez que los contaminantes
son degradados, la poblacidn microbiana decrece, al consumirse lo que constituia su
fuente nutritiva.

Distintos microorganismos degradan diferentes tipos de compuestos y sobreviven en
diferentes condiciones; para la degradaciéon biolégica es recomendable utilizar
microorganismos enddgenos del ambiente que se pretende descontaminar. Para
estimular el crecimiento de estos microorganismos y forzar la degradaciéon de los
contaminantes, puede que sea necesario establecer condiciones especificas,
principalmente la temperatura, oxigenacién y contenido de nutrientes.

Cuando en el ecosistema no esté presente la actividad biolégica que se requiere para
degradar la contaminacidon existente, pueden incorporarse microorganismos de otra
procedencia cuya eficacia haya sido probada anteriormente, microorganismos exdgenos.
Cuando esto sucede, hay que asegurarse de que las condiciones de este nuevo
emplazamiento permitirdn el desarrollo de la microflora incorporada. (Martin et al., 2004)

3.5.2 Biodegradacion de plaguicidas por especies fungicas

El incremento del uso de plaguicidas y la contaminacién de suelos, aguas subterraneas y
superficiales por dichos contaminantes es actualmente un asunto de preocupacién
mundial, ya que dichos compuestos son perjudiciales a la vida silvestre y a la humanidad,
ya que la toxicidad de la molécula original y sus productos degradados, hacen a estas
sustancias quimicas un peligro potencial. (Krishnay Philip, 2008)

El control de plaguicidas como contaminantes es de gran importancia ya que son
compuestos toxicos y recalcitrantes, pero pueden ser biodegradados por microorganismos
naturales. (Fang-yao et-al., 2007). Existen varias técnicas de descontaminacién disponibles
para la remocion de estos contaminantes, donde los microorganismos juegan un papel
importante en la eliminacién de compuestos xenobidticos, y pueden potencialmente
degradar estos contaminantes a productos inocuos (principalmente H,O y CO,). El uso de
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microorganismos para la biorremediacion de plaguicidas contaminantes debe ser una
alternativa viable como un método fisico y quimico limpio, ya que una amplia variedad de
microorganismos son conocidos por utilizar a los plaguicidas como su Unica fuente
energética de carbono. Algunos microorganismos han sido aislados y son capaces de
degradar plaguicidas organofosforados incluyendo al Metil Paratién. (Jiang, 2007)

La descomposicién bioldgica de plaguicidas es un camino trascendente y efectivo para la
remocion de tales compuestos del ambiente. Los microorganismos tienen la habilidad de
interactuar quimica y fisicamente con sustancias llevandolas a cambios estructurales o a la
completa degradacién de la molécula.

Entre las comunidades microbianas, bacterias y hongos son los principales
transformadores y degradadores de plaguicidas. En el caso de los hongos, generalmente
biotransforman plaguicidas y otros xenobidticos introduciendo cambios estructurales
menores a la molécula, cambiandola a una estructura no téxica y liberando el plaguicida
biotransformado al medio para una posterior degradacién bacteriana. (Diez, 2010) (Pinto
etal., 2012) (Tejomyee y Pravin 2009)

Comparados con otros organismos como bacterias, los hongos presentan ventajas al ser
capaces de crecer en condiciones adversas tales como medios con bajo pH, bajas
cantidades de nitrégeno y bajas temperaturas. (More et al., 2010)

La degradacion con el uso de cepas fungicas, ocurre extracelularmente en dos pasos:
primero por la accion de su sistema enzimatico con el uso de hidrolasas responsables de la
degradacion de macromoléculas y subsecuentemente por la accion del sistema lignolitico
oxidativo. Este sistema es un complejo no especifico extracelular, limitado a condiciones
nutritivas del ambiente, capaz de degradar compuestos lignoliticos, colorantes y diversos
contaminantes ambientales que no son degradados por otros organismos.

Varias especies, han sido evaluadas por su habilidad para degradar plaguicidas; estudios
sobre la degradacién de plaguicidas con Aspergillus oryzae han demostrado que capaz de
degradar monocrotofos, un plaguicida organofosforado; estudios con Aspergillus niger
han comprobado que degrada piretoides, endosulfan, carbaril, fenitrotién y dimetoato,
Fusarium oxysporum es capaz de degradar pendimetalina y Aspergillus flavus ha sido
reportado para degradar metolaclor; todos estos reportes, enfatizan el enorme potencial
de uso de los hongos para la bioremedicidon. (Diez, 2010) (Pinto et al., 2012) (Tejomyee y
Pravin 2009)
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3.6 HONGOS FILAMENTOSOS

3.6.1 Generalidades de los hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariontes, aerobios, con reproduccién
sexual, asexual o por esporas, ausentes de clorofila, quimioautotrofos (lo que significa que
obtienen la energia que necesitan y el carbono por oxidacién de compuestos orgdnicos u
otros compuestos de carbono complejos, de igual forma, aprovechan fuentes de
nitrégeno inorganico como sales de amonio o nitratos) y cuentan con una pared celular
formada por quitina. La estructura fungica consta de un complejo llamado talo ¢ micelio,
gue a su vez estd constituido por estructuras filamentosas en forma ramificada o hifas,
con un didmetro usual de 2-18 um. (Owen, 2012)

El crecimiento de los hongos filamentosos puede ser dividido cualitativamente,
presentando tres fases en la curva de crecimiento: la primera es un crecimiento no
evidente, seguida de una fase de crecimiento rapido y finalmente una fase sin crecimiento
neto o de autolisis y disminuciéon de peso seco. No todas las especies presentan este
esquema, algunos presentan curvas de dos fases, en la que la primera fase se presenta un
crecimiento inicial seguido de una fase de sintesis de polisacaridos sin aumento de otros
componentes celulares, o puede depender de una movilizacién de nitrégeno de las hifas
mas viejas para un crecimiento neto, reutilizado después de agotar fuentes exdgenas de
nitréogeno disponible. (Kavanagh, 2005)

Segun Alexopolus et al., 1996, la temperatura influye en el crecimiento, la germinacion de
esporas, la reproduccién y en general en todas las actividades del organismo. Pudiéndose
clasificar como psicrofilicos, mesofilicos o termofilicos; los psicrofilicos tienen un minimo
de temperatura de crecimiento menor a los 0°C y una mdaxima menor a los 20°C; los
mesofilicos que agrupan a la mayoria de las especies, tienen una temperatura minima de
0°C, y una maxima menor a los 50°C; finalmente los termoéfilos presentan una minima
mayor a los 20°C y una maxima mayor a los 50°C. Generalizando para todas las especies, la
temperatura en la que la mayoria crecen éptimamente tiene un rango de entre 25°C a
30°C. (Arias y Pifieros, 2008)
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3.7 OBJETIVO

3.7.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de biodegradacion de Metil Paratidn, por cuatro especies fungicas en
cultivo liquido.

3.7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la factibilidad de degradacién del Metil Paration en medio liquido, utilizando
como indculo por separado a las especies, Cladosporium cladosporioides, Aspergilus niger,
Penicillium pinophilum, y Penicillium sp.

Evaluar el porcentaje maximo de degradacion en medio liquido de cada una de las
especies utilizadas y seleccionar la que presente mayor remocién del plaguicida.

Determinar la cinética de degradacion del Metil Paratidn, utilizando como indculo a la
especie seleccionada.

3.8 HIPOTESIS

Considerando los mecanismos de oxidacién que utilizan algunos de los grupos fungicos
para la asimilacién y degradacidn de materiales recalcitrantes como la lignina y la celulosa;
se propone que por lo menos una de las cuatro cepas podra degradar Metil Paratidén en
medio liquido.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 METODOS DE ANALISIS

4.1.1 Métodos de extraccion liquido-liquido

La extraccién del plaguicida de los medios de cultivo liquido se llevd a cabo mediante la
técnica de extraccidn liquido-liquido. Dicho procedimiento se realizé con el siguiente
orden: el contenido del tratamiento liquido se trasladdé a un embudo de separacion
adicionando 20ml de diclorometano/acetona 1:1 grado HPLC en el matraz donde se tenia
el tratamiento enjuagando paredes del matraz con el disolvente, posteriormente se vacid
el disolvente al embudo de separacién mezclando las dos fases y dejandolas reposar hasta
su completa separacién; consecutivamente se extrajo la fase organica o hidrofébica en un
matraz bola para su posterior evaporacidon, mientras que la fase acuosa o hidrofilica
permanecio en el embudo de separacion repitiendo el procedimiento una vez mas con el
propdsito de tener una extraccion mas eficiente.

4.1.2 Eficiencia de extraccidn liquido-sélido

Con el fin de adicionar el Metil Paratidn en los tratamientos, asi como para determinar la
eficiencia de extraccion sélido-liquido, a partir de un plaguicida de produccién comercial
de grado industrial al 3%, se extrajo el compuesto. Se considerd en el proceso de
extraccion, se establece un equilibrio entre las fases (en este caso sdlida y liquida) lo cual
estd en funcion de la polaridad del disolvente. Se probaron varios disolventes para
determinar cudl de estos realizaba una extraccion mas efectiva, considerando entre estos
disolventes el acetato de etilo y el acetonitrilo reportados respectivamente por Chavez-
Lépez et al., (2001) y Pino y Peiiuela, (2011).

Los disolventes a evaluar fueron los siguientes:
1.- Acetato de etilo
2.- Diclorometano
3.- Diclorometano-acetona (1:1)
4.- Acetonitrilo
5.- Hexano

. 6.- Agua desionizada

* Los disolventes utilizados fueron grado HPLC (99.99% de pureza).

Para la seleccion del disolvente con base en la eficiencia de extraccion, se establecio el
siguiente procedimiento de extraccioén:
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Se pesd un gramo de Metil Paration (grado industrial con 3% de plaguicida) para cada
ensayo de extraccion, colocando el plaguicida en un tubo de pldstico y adicionandole 10
ml del disolvente a evaluar, después se agité con la ayuda de vortex por 5 min y se
centrifugd a 6000rpm por 5 minutos; la mezcla se separd en una fase sdélida y en otra
liguida vaciando Unicamente la parte liquida en un matraz bola, evaporando y
concentrando como se describe en el punto 3.2.1 pero recuperando el concentrado con su
mismo disolvente para su posterior analisis por cromatografia de gases.

Los resultados de los ensayos realizados se presentan en el Anexo A, donde se observa
qgue el hexano fue el disolvente con el que se logré la maxima eficiencia de extraccion de
Metil Paration, ademas de presentar una mayor selectividad sobre el analito de interés, es
decir una mayor pureza del producto.

4.2 ANALISIS Y CUANTIFICACION DE PLAGUICIDA

4.2.1 Evaporacion y concentracion del plaguicida

Los extractos obtenidos en la fase organica contenida en el matraz bola, fueron
evaporados casi a sequedad en rota evaporador a 50°C, aplicando un vacio de 150 mmHg,
posteriormente se recuperd con 2ml de hexano grado HPLC.

4.2.2 Cromatografia de Gases

Las muestras con extractos organicos evaporadas y concentradas fueron analizadas en el
cromatégrafo de gases GC-MS Thermoscientific modelo Trace GC Ultra acoplado a un
espectrometro de masas DSQII, utilizando una columna MS-5, programando las siguientes
condiciones de temperatura en el horno: temperatura inicial 80 2C por 1min, 152C/min
hasta 165 2C, 102C/min hasta 270 2C manteniendo esta temperatura por 1min, se utilizd
como gas acarreador He, a un flujo 0.9 ml/min, inyector a una temperatura de 250°C en
modo Split 40 ml/min.

Para estimar el remanente de plaguicida en las muestras se obtuvo el area bajo la curva
del pico del Metil Paratién, la cual se correlaciond directamente con la maxima
concentracion del extracto en el tratamiento a tiempo cero.

4.2.3 Extracto patron de Metil Paration

Para adicionar el plaguicida a los tratamientos, se prepard una disolucién patron de Metil
Paration siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.1.2 el cual se recuperd a un
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volumen determinado que permitié adicionar en cada tratamiento cantidades minimas de
la disolucidn del plaguicida.

4.3 DESARROLLO Y ANALISIS MICROBIOLOGICOS

4.3.1 Crecimiento microbiano

El material utilizado en los ensayos de biodegradacion fue esterilizado en autoclave, en
tanto que los lugares donde se manejaron medios de cultivo y microorganismos fueron
desinfectados con Antibenzil concentrado solucidn, cloruro de benzalconio 1.0g, nitrito de
sodio 0.5g vehiculo C.B.P100ml. Solucién acuosa color rojo.

4.3.2 Inéculo

Para llevar a cabo los ensayos de biodegradacién con el objetivo de observar la posible
remocién de Metil Paratidn en medio liquido, se dispuso de cuatro especies fungicas de la
Divisién del Reino Fungi: Division Ascomicota, las cuales fueron utilizadas como inéculo
por separado, las cepas utilizadas se presentan en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Clasificacidn de las cepas fungicas utilizadas en los ensayos.

Especie Género Orden Divisidn
Cladosporium Cladosporium Capnodiales Ascomicota
cladosporioides

Penicillium Penicillium Eurotiales Ascomicota
pinophilum

Aspergillus niger Aspergillus Eurotiales Ascomicota
Penicillium sp. Penicillium Eurotiales Ascomicota

Fuente: (Herrera y Ulloa, 2005)
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4.3.3 Crecimiento microbiano en cultivo sélido (placa)

El medio de cultivo sdlido (placa) que se utilizé para hacer las resiembras y mantener el
inéculo viable fue papa-dextrosa-agar (PDA) preparado acorde con las instrucciones de
manufactura (Sigma). Vaciando 20 ml del medio en estado liquido a cada caja Petri,
dejando enfriar las cajas con el medio por 30 min. La especie a evaluar fue sembrada en
ambiente estéril; cada especie se dejé en crecimiento por tres dias en incubadora a una
temperatura constante de 28°C, para un subsecuente crecimiento en medio liquido.

4.3.4 Crecimiento microbiano en medio liquido

Posteriormente del crecimiento en placa, se hizo crecer biomasa en medio liquido con el
propésito de contar con el indculo viable en alta concentracién en el medio. El medio
liquido contenia para un volumen de 1Litro, glucosa 10 g, polipeptona 1g, (NH4),S04 1 g,
MgS0O, 0.235 g, KH,PO,4 0.875 g, K;HPO,4 0.125 g, CaCl; 2H,0 0.1 g, NaCl 0.1 g, MnSO4 H,0
0.02 g, FeSO4 7H,0 0.001 g, 1000m! de agua desionizada. (esterilizado en autoclave a
121°C-20 min). A 200 ml del medio esterilizado y a temperatura ambiente fueron
inoculados con 10 alicuotas cilindricas del cultivo sélido con la especie sembrada
anteriormente en estado latente (hechas con la ayuda de un sacabocados de 0.5cm
didmetro) con el fin de crecer biomasa en este medio. El medio liquido permanecié en
incubacién a una temperatura de 28°C con agitacién continua a rotacion a 100rpm.
Después de tres dias, la biomasa fue colectada con la ayuda de un embudo Buchner unido
a un matraz Kitasato, para eliminar el exceso del medio liquido y colectar los pellets de la
biomasa; de ésta finalmente se tomaron 5 ml para inocular los tratamientos.

4.4 DETERMINACION DE PARAMETROS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD FUNGICA

4.4.1Medio liquido

Para llevar-a cabo los ensayos de biodegradacién de Metil Paration en medio liquido se
utilizaron matraces de 250 ml con 50 ml de medio liquido Wunder modificado, (40 %
menos de glucosa), a los cuales se adicioné el Metil Paration dejando evaporar el Hexano
y adicionando 5 ml del inéculo preparado como se refiere en el punto 4.3.4.

El medio liqguido Wunder modificado contenia: glucosa 6 g, polipeptona 1g, (NH4),S04 1 g,
MgS0, 0.235 g, KH,PO,4 0.875 g, K;HPO,4 0.125 g, CaCl, 2H,0 0.1 g, NaCl 0.1 g, MnSO4 H,0
0.02 g, FeSO4 7H,0 0.001 g, para 1000ml de agua desionizada. (Esterilizado en autoclave a
121°C-20 min).

29



Biorremediacion de un plaguicida organofosforado con diferentes cepas fungicas.

4.4.2 Determinacion de pH

Para medir el pH en el medio de cultivo liquido se utilizé un potenciometro marca BOECO,
modelo BT-600

4.4.3 Azucares Reductores

Los ensayos realizados fueron adaptados del método original, (Miller 1959) se utilizé 1gr
de 3'-5'-dinitrosalicilico, DNS (acido dinitrosalicilico), 43.8grs de KNaC4H40¢:4H,0 (tartrato
de sodio y potasio) y 1.6grs de NaOH en constante agitacién y 100ml de agua desionizada;
conservando el siguiente orden: a 50ml de agua desionizada en rotacién, se le agregaron
1.6grs de NaOH; posteriormente se le adicionaron 43.8grs de tartrato de sodio y potasio
hasta su completa disolucidn; el recipiente se cubrié con papel aluminio para evitar la luz y
se le agrego 1gr del reactivo DNS; finalmente se completd el volumen con 50 ml y se dejé
en agitacidon toda la noche. Se realiz6 una curva de calibracién como estandar a
concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1Img/ml de dextrosa en agua desionizada.

La metodologia para leer las muestras fue la siguiente, a 250ul de muestra, se le
adicionaron 250ul del reactivo (DNS); se sumergié en bafio Maria a punto de ebullicion
por 5 minutos; pasado este tiempo rdpidamente se sumergié en hielo y se le adicionaron
2.5ml de agua desionizada. Las muestras se leyeron en el espectofotémetro (UV VIS Perkin
Elmer Lambda 25) a 540nm.

4.4.4 Biomasa

Para el calculo de la biomasa adicionada inicialmente, se peso el total de ml agregados con
el uso de la termobalanza determinando la relacion de los miligramos registrados en la
termobalanza y el porcentaje de humedad determinada para asi obtener el resultado del
peso seco total de la biomasa adicionada. Posteriormente, para la determinacién de
biomasa seca, cada dia de tratamiento se filtré ésta con la ayuda de un embudo Buchner
conteniendo en la base un papel filtro de aproximadamente 4.5 cm de diametro a peso
constante; el embudo fue unido a un matraz Kitasato para la filtracién de la biomasa con
la ayuda de una bomba de vacio. Posteriormente filtrada y recolectada la biomasa en el
papel filtro, se secdé en la estufa para laboratorio (BINDER modelo FD53UL) a una
temperatura de 120°C durante 60 minutos, finalmente el papel filtro junto con la biomasa
secos, se pesaron en la balanza para determinar el peso seco de la biomasa.

30



Biorremediacion de un plaguicida organofosforado con diferentes cepas fungicas.

5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 SELECCION DEL HONGO

Con el propdsito de determinar la factibilidad de biodegradacién del Metil Paration en
medio liquido por alguno de los cultivos fungicos sefialados en el punto 4.3.2 se llevé a
cabo el siguiente procedimiento:

Para cada uno de los cuatro indculos sefialados en el punto 4.3.2, se montaron de manera
individual series de sistemas de cultivo liquido en matraces Erlenmeyer de 250ml por
triplicado para cada uno de los tiempos establecidos, como se describe en el punto 4.4.1,
estos fueron adicionados con Metil Paratidn para tener una concentracién de 50mg/| en el
medio liquido. Asimismo, cada una de las series fue adicionada de manera individual con
el respectivo indculo de acuerdo con lo sefialado en el punto 4.4.1.

De acuerdo con lo sefalado por Jie Liu et al., (2006) y Jiandong lJiang et al., (2007), es
posible biodegradar Metil Paration en medio liquido a 50 mg/L, por organismos
bacterianos. Concentracién que es considerada por arriba de los parametros permisibles,
de acuerdo con lo establecido por el Diario Oficial de la Federacién del 2 de diciembre de
1989, ya que segun los criterios ecolédgicos en calidad de agua los niveles maximos de
dicho plaguicida deben ser de: 0.00003 mg/L para una fuente de abastecimiento de agua
potable y 0.00004 mg/L para proteccién de la vida acuatica. (Indicadores de la situacion
del pais. INE, 2012)

Paralelamente y de manera similar al procedimiento sefialado se monté una serie de
sistemas de cultivo liquido a la cual no se adiciond inéculo, pero adicionando el plaguicida
a igual concentracion el cual se utilizé como control abiético.

Todos los sistemas fueron incubados a 28°C y 100rpm, se llevd a cabo la toma de muestras
por triplicado, retirando tres sistemas (matraces) de cada serie a los tiempos 0, 5 y 8 dias.
Realizando en cada uno de ellos, el procedimiento de extraccion liquido-liquido como se
describe en el punto 4.1.1, y analizando los extractos por cromatografia de gases como se
describe en la seccién 4.2.

Los resultados obtenidos en este ensayo permitieron seleccionar Aspergillus niger como la
especie con mayor eficacia para remover el Metil Paratidon del medio de cultivo liquido.
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5.2 CINETICA DE BIODEGRADACION DE METIL PARATION

Una vez seleccionada la especie fungica capaz de remover el Metil Paratién del medio de
cultivo liquido, se llevé a cabo el ensayo de biodegradacién con el propdsito de evaluar la
cinética de remocidn del plaguicida y dar seguimiento a otros pardmetros para dilucidar
los posibles mecanismos de transformacion o asimilacion del plaguicida.

Las series de tratamientos que se establecieron para este ensayo de acuerdo con lo
sefialado en el punto 3.3 fueron los siguientes:

Serie de Control abidtico: sistema de matraces con un volumen de 50ml de Medio
Wunder, sin indéculo, con el cual se evalué la remocion abidtica

Serie de Control biético: sistema de matraces con un volumen de 50ml de Medio
Wunder con indculo, sin plaguicida, con el cual se evalud la cinética de crecimiento
del cultivo fungico

Serie para evaluar la Cinética de remocién: sistema de matraces con un volumen
de 50ml de Medio Wunder con una concentraciéon de 50ppm del plaguicida y con
inéculo.

Todos los sistemas fueron incubados a 28°Cy 100rpm, se llevé a cabo la toma de muestras
por triplicado, retirando tres sistemas (matraces) de cada serie a los tiempos 0, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 y 9 dias; realizando en cada uno de ellos el procedimiento de extraccién liquido-
liguido como se describe en el punto 4.1.1, posteriormente se evaluaron los siguientes
parametros: pH, azlcares reductores, biomasa de acuerdo con los procedimientos
sefialados en el punto 4.4 y posteriormente se analizaron los extractos por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas como se describe en la seccién 4.2.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS DE LA BIODEGRADACION DE METIL

PARATION POR LAS CUATRO ESPECIES FUNGICAS

De acuerdo con el disefio experimental sefialado en el punto 4.4, se llevé a cabo el ensayo
para seleccionar el cultivo fungico capaz de remover el mayor porcentaje del plaguicida
Metil Paratidon en medio liquido. Los resultados de la cinética de biodegradacion para las

diferentes especies evaluadas se muestran a continuacion.

6.1.1 Cromatograma de extraccion de Metil Paration

En la figura 6.1 se presenta el cromatograma de extraccion de una muestra de Metil

Paratidn, dicho compuesto presenta un tiempo de retencién de 12.12.
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Figura 6.1. Cromatograma de la extracciéon de un estdndar de Metil Paratiéon que muestra el pico

correspondiente al Tiempo de retencion 12. 12
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6.1.2 Resultados de la cinética de remocion de MP por la especie Cladosporium
cladosporioides

Como representacion de la degradacion del plaguicida en medio liquido, en la figura 6.2 se
presenta el porcentaje de remocion de Metil Paratiéon con respecto al tiempo. Para dicho
ensayo, se utilizé como inéculo a la especie Cladosporium cladosporioides, observando

que al término del tratamiento se obtuvo una remocién del 76.87 %.
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Figura 6.2. Porcentaje de remocién de MP usando como indculo a la especie Cladosporium
cladosporoides a los tiempos 0, 5 y 8 (dias), teniendo un porcentaje de remocion del 76.87% al

tiempo 8.

6.1.3 Resultados de la cinética de remocion de MP por la especie Penicillium

pinophilum

En la figura 6.3 se puede observar la degradacién del plaguicida Metil Paratidn utilizando
como inéculo a la especie Penicillium pinophilum, la cual presentd un porcentaje de

degradacion del 16% al término del tratamiento.
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Figura 6.3. Porcentaje de remocidon de MP usando como inéculo a la especie Penicillium
pinophilum a los tiempos 0, 5 y 8 (dias), mostrando un porcentaje de remocion del 16% a dia 8.
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6.1.4 Resultados de la cinética de remocion de MP por la especie Aspergillus niger

Se presenta en la figura 6.4, la degradacion del plaguicida Metil Paration en medio liquido,
utilizando como indculo la especie Aspergillus niger, para este ensayo el porcentaje de
degradacidn después de 8 dias de tratamiento fue del 97%.
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Figura 6.4. Porcentaje de remocidon de MP usando como indculo a la especie Aspergillus niger a los
tiempos 0, 5y 8 (dias), con un porcentaje de remocion del 97% al dia 8 de tratamiento.

6.1.5 Resultados de la cinética de remocion de MP por la especie Penicillium sp.

Finalmente en la figura 6.5 se observa la degradacién del plaguicida en medio liquido
utilizando como indéculo a la especie Penicillium sp., presentando 8% de remocion al
término del tratamiento.
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Figura 6.5. Porcentaje de remocion de MP usando como indculo a la especie Penicillium sp. a los
tiempos 0, 5y 8 (dias), teniendo un porcentaje de remocion del 8% al dia 8 de tratamiento.

De acuerdo a los resultados obtenidos con las diferentes especies, se selecciond
Aspergillus niger para continuar con los ensayos de cinética de degradacién, ya que ésta
presentd el mayor porcentaje de remocién del plaguicida, siendo del 97 % a los 8 dias de
tratamiento.
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6.1.6 Analisis y discusion de resultados de la cinética de remociéon de MP por
Cladosporium cladosporioides, Aspergilus niger, Penicillium pinophilum, vy
Penicillium sp.

En las figuras 6.2 a 6.5 se observan los resultados de los ensayos de degradacién de Metil
Paration en medio liquido con una concentracidn inicial de 50ppm usando como indculo
independiente a cada una de las cuatro especies Cladosporium cladosporioides,
Penicillium pinophilum, Aspergilus niger y Penicillium sp. Los resultados indicados en las
figuras mencionadas se resumen en la tabla 6.1 mostrando los porcentajes de remocién
correspondientes.

Tabla 6.1. Porcentaje de remocidn de Paratidon Metilico, por 4 especies fungicas.

Cladosporium Penicillium Aspergillus niger  Penicillium sp
cladosporioides  pinophilum
Tiempo (dias) % remocion % remocion % remocién % remocion
0 0% 0% 0% 0%
5 69 % 17 % 89% 14 %
8 77 % 16 % 97 % 8%

Los resultados presentados en la tabla 6.1 permiten observar que:

a)

b)

Penicillium pinophilum y Penicillium sp a los 8 dias de tratamiento presentan una
remocién promedio en cultivo liquido de Metil Paratidon de 16 y 8 % respectivamente,
gue en relacidn con los otros dos sistemas se podria considerarse como una baja
remocion del plaguicida.

Cladosporium cladosporioides logra remover después de 8 dias de tratamiento 77%
del plaguicida inicial en cultivo liquido.

c) Aspergillus niger logra remover después de 8 dias de tratamiento en cultivo liquido el

97 % del MP en una concentracidn inicial de 50 mg/l, sin embargo, la razén por cual se
escogid esta especie para llevar a cabo la cinética de degradacién, sobre
Cladosporium cladosporioides, fue que desde el quinto dia de tratamiento Aspergillus
niger presento una remocion del 89% la cual fue superior a la presentada por las otras
especies.
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6.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS DE LA BIODEGRADACION DE METIL
PARATION UTILIZANDO A LA ESPECIE Aspergillus niger

6.2.1 Resultados de la cinética de remanente y remocidn de Metil Paration

De acuerdo con el disefio experimental sefialado en el punto 4.4, se llevé a cabo el ensayo
de biodegradacion de Metil Paration con la especie Aspergillus niger, conforme se indico
en el capitulo anterior.

Cabe puntualizar que durante el ensayo, se observé un crecimiento fungico en forma de
pelets; por lo cual para llevar a cabo la extraccion del plaguicida, los pelets fueron
retirados del cultivo liquido realizando la extraccién como se describe en el punto 4.1.1 en
seguida el plaguicida en los pelets fue extraido de manera similar. Posteriormente se llevo
a cabo el analisis y la cuantificacion del plaguicida como se describe en la seccién 4.2.

En la figura 6.6 se presenta el porcentaje remanente de Metil Paratidn en las extracciones
realizadas en el cultivo liquido y en los pelets, asi como la suma del remanente de los dos
estados denominado como porcentaje remanente total. En la misma figura se presenta el
porcentaje remanente en el sistema experimental del control abidtico.
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Figura 6.6. Porcentaje remanente de MP, en la extraccion del: ¢Cultivo liquido ®Pelet
ARemanente total y XControl abiético durante el ensayo de biorremediacidn utilizando como
indculo a la especie Aspergillus niger.

A partir del porcentaje remanente de Metil Paratidén, en la figura 6.7 se presenta el
porcentaje de remociéon de Metil Paratién en el cultivo liquido, en los pelets y el
porcentaje remanente total, durante el ensayo de biorremediaciéon utilizando como
indculo a la especie Aspergillus niger, asi como para el ensayo de control abiético.
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Figura 6.7 Porcentaje de remocion de MP en la extraccion del: ®Cultivo liquido A Pelet ® Remanente
total y X Control abidtico durante el ensayo de biorremediacién utilizando como inéculo a la especie
Aspergillus niger.

6.2.2  Analisis y discusion de resultados del remanente y remocion de Metil
Paration

Analizando el estudio cinético de Metil Paration remanente y el estudio cinético de
remocién del plaguicida de los diferentes ensayos realizados, referidos respectivamente
en las figura 6.6 y 6.7 podemos observar que, debido a algun proceso fisicoquimico se
remueve un porcentaje promedio del 2.06% del Metil Paration, lo anterior con base en lo
que se observa en el ensayo sefialado como control abiético.

En la tabla 6.3 se indican los porcentajes correspondientes del plaguicida remanente en: el
cultivo liquido, en los pellets, la remocidn total; asi como el remanente del plaguicida en el
control abiético.

Tabla 6.3. Porcentaje remanente 6 remocién (segun el caso) de Metil Paratién conforme
los estados analizados incluyendo el control abiético y los dias transcurridos.

Tiempo Remanente Adsorcion en Remanente Remocion Remanente
(dias) Cultivo biomasa total (%) total (%) Control
liquido (%) abidtico (%)
(%)
0 97.85 2.15 100.00 0.00 100.00
1 70.00 2.13 72.12 27.88 99.87
2 31.07 7.47 38.54 61.46 98.98
3 21.77 3.15 24.92 75.08 97.34
4 10.42 2.99 13.42 86.58 96.81
5 10.78 1.14 11.92 88.08 96.55
6 8.10 0.98 9.08 90.92 98.80
7 6.59 0.24 6.83 93.17 97.12
9 6.95 0.17 7.12 92.88 98.00
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En las figuras 6.6 y 6.7 asi como en los datos de la tabla 6.3 se observa que a los 2 dias de
tratamiento la remocidn total del plaguicida fue del 61.46%, presentando una remocidn
del 33.58% entre los dias 1 y 2. Aunado a lo anterior, se observa que en los pelets la
adsorcion de plaguicida presenta un mdaximo de 7.47% a los 2 dias de tratamiento. En
cuanto a la remocidn total del plaguicida, se observa que al séptimo dia de tratamiento, se
obtuvo la maxima remocion del 93 %.

6.2.3 Otros compuestos detectados

Durante el analisis de los extractos en el cromatégrafo de gases acoplado al
espectrometro de masas, se lograron detectar ademdas del Metil Paratién, tres
compuestos que de acuerdo con lo reportado en la bibliografia podrian estar presentes
durante la biodegradaciéon del plaguicida, los cuales son: metoxi 4-nitrofenol (4-
Nitroanisol) Dimetil 4-nitrofenil éster (metil paraoxén) y 4-Nitrofenol (p-nitrofenol); con
tiempos de retencién de 8.81, 10.41 y 12.15 minutos respectivamente.

% Relativo al MP inicial
o O O [ )
Noor N>

Tiempo (dias)

Figura 6.8. Analitos monitoreados durante la biodegradacion de MP. ¢ Metoxi 4-nitrofenol
(4-Nitroanisol) ®4-Nitrofenol A Dimetil 4-nitrofenil éster (metil paraoxdn).

La cinética de transformacion de los compuestos sefialados anteriormente se ilustra en la
figura 6.8 y en la tabla 6.2 se muestran las estructuras correspondientes.
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Tabla 6.2. Analitos d

etectados; tiempo de retencién (RT), formula quimica y estructura quimica.

Compuesto Tiempo de Férmula quimica Estructura
retencion RT
4-Nitroanisol 8.81 C,H;NO3 N

O/N—': )—0\

p-nitrofenol 10.41 CsHsNO3 o

HO N//”

\0

Metil paraoxodn 12.15 CsH1oNOgP

Se observo en el ana

por la accién microbi

lisis de los cromatogramas la presencia de los siguientes compuestos:
metoxi 4-nitrofenol, metil paraoxén y p-nitrofenol, de los cuales metil paraoxén y p-
nitrofenol aparecen en las rutas metabdlicas propuestas para la degradacién del Paration,

ana sefaladas en la figura 6.12

O
\
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Figura 6.12 Ruta metabdlica aerobia de Paratién, con las enzimas involucradas y los productos

metabdlicos producidos. (Adaptada de: Universidad de Minnesota Biocatalisis/Biodegradacion.
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En la figura 6.12 se presentan las dos vias metabdlicas para la degradacion del Paration
reportadas en la pagina web de la Universidad de Minnesota (Munnecke y Hsieh, 1976); la
ruta de la izquierda propone una hidrdlisis inicial del Paration a p-nitrofenol y acido
dietiltiofosforico para la degradacion del plaguicida con Flavobacterium sp. y
Brevundimonas diminuta; la ruta de la derecha sucede para un cultivo mixto donde se
propone la oxidacidn del Paration transformandose a paraoxén y posteriormente a
nitrofenol; tal como lo han reportado (Barr y Larry, 2002) (Chavez-Lépez et al., 2011)
(Sandip et al.,, 2010) vy (Rasul et al., 1988) para la degradacion del Paration por
microorganismos bacterianos.

De los metabolitos detectados, es importante observar el cambio del metil paraoxdn en la
figura 6.8, se observa que al tercer dia de tratamiento la cantidad del compuesto se
incrementa y después del sexto dia comienza a disminuir. Esto concuerda con los niveles
de remocidn del plaguicida, ya que al tercer dia de tratamiento se observa el 61.46% de
remocion total. Por lo que se sugiere podria ser evidencia de que el proceso de remocién
del plaguicida se lleva a cabo por accién metabdlica Aspergillus niger sugiriendo como via
un proceso oxidativo.

En adicidn a estas rutas, aislados bacterianos son capaces de utilizar el nitrito liberado del
p-nitrofenol como fuente de nitrégeno, otras cepas bacterianas utilizan dimetil
fosforotioato y dimetil fosforoditioato y sus derivados como fuente de fésforo. (Karpouzas
y Singh, 2006)

6.2.4 Seguimiento de pH
Como un parametro de seguimiento de la actividad metabdlica durante el tratamiento se

llevé a cabo la medicidn de pH, en la figura 6.9 se ilustran los registros de los tratamientos:
crecimiento fungico con plaguicida, crecimiento fungico sin plaguicida y control abidtico.

14
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Figura 6.9. Medicidon de pH durante la cinética de biodegradacién de MP utilizando a la especie
Aspergillus niger, en los sistemas: *Crecimiento fungico con plaguicida =Crecimiento fungico sin
plaguicida aControl abiético.
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En la figura 6.9 se observa que en los tratamientos con plaguicida y sin plaguicida hay un
decremento inicial, debido posiblemente a la formacion de &acidos carboxilicos o a la
actividad enzimdtica, en tal caso el decremento es mayor para el ensayo con plaguicida,
debido posiblemente a la presencia de mayores compuestos oxidados. Los cambios
detectados en el pH como indicadores de la actividad fungica, nos indican la posible
formacién de 4cidos carboxilicos producidos por el hongo como resultado de su
metabolismo.

6.2.5 Azucares Reductores

Otro pardmetro para el seguimiento de la actividad bioldgica son los niveles de azucares
reductores. En la figura 6.10 se presentan los valores detectados durante la cinética de
biodegradacion determinados por espectrofotometria, lo cual permitié obtener la
concentracidon en gramos/litro presentes en los distintos tratamientos crecimiento fungico
con plaguicida y crecimiento fungico sin plaguicida.

g/ | (dextrosa)

0 —li—_l} i
(|) 2 4 6 8 10

-2

Tiempo (dias)
Figura 6.10. Deteccion de azucares reductores por colorimetria en la cinética de biodegradacion con la
especie Aspergillus niger, mostrando las series de tratamiento que se realizaron: ¢*Crecimiento fungico
con plaguicida =Crecimiento fungico sin plaguicida.

En cuanto a los azucares reductores mas que indicadores de la actividad bioldgica, se
observan como una expresién de la actividad enzimatica del organismo, ya que nos
proporciona informaciéon sobre las reacciones enzimaticas, que pueden actuar como
agentes reductores ya que su grupo aldehido presente puede ser oxidado para formar un
acido carboxilico, 6 en presencia de una base formar un ion carboxilato. (Deng vy
Tabatabai, 2004) En ambos sistemas el consumo total de dextrosa adicionada a los
tratamientos se observé al segundo dia.

42



Biorremediacion de un plaguicida organofosforado con diferentes cepas fingicas. | 43

6.2.6 Biomasa

En la figura 6.11 se presenta el peso seco en miligramos de la biomasa fungica producida
durante la cinética de biodegradacion, en los tratamientos: crecimiento fungico con
plaguicida y crecimiento flngico sin plaguicida.

0.18

0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)

Figura 6.11. Crecimiento de biomasa en la cinética de biodegradacién, mostrando las series de
tratamiento: *Crecimiento fungico con plaguicida ®=Crecimiento fungico sin plaguicida.

En cuanto a la biomasa se observa que sin el plaguicida el crecimiento de biomasa es
mayor que en presencia del plaguicida, el maximo crecimiento en el sistema sin
contaminante se presenta al segundo dia de tratamiento, mientras que en el segundo
caso se presenta al cuarto dia.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos de las cinéticas de degradacidn con las diferentes
especies fungicas a evaluar, se selecciond Aspergillus niger como la especie que presentd
un mayor porcentaje de remocién del plaguicida, en comparacién con las otras.

Aspergillus niger fue capaz de degradar hasta un 93.0 % el plaguicida organofosforado
Metil Paratidon en un medio liquido, concentraciones de hasta 50 ppm después de siete
dias de tratamiento, esta concentracidn es superior a los limites maximos permisibles en
agua potable y cuerpos de agua.

Considerando que es minima la remocion del plaguicida Metil Paratién observado en el
control abidtico atribuida a fendmenos fisico-quimicos; la remocidn total que se observa
en el ensayo liquido es atribuible a procesos biolégicos de la especie Aspergillus niger.

A partir de los cambios que se detectaron en la medicién de pH y azlcares reductores; asi
como a la formacién de los metabolitos metoxi 4-nitrofenol, metil paraoxén y p-nitrofenol
referidos en la bibliografia, es posible sefialar que la biodegradacion del plaguicida Metil
Paratidn se llevd a cabo por procesos oxidativos de Aspergillus niger.

7.2 RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que el Metil Paratién es uno de los plaguicidas organofosforado que
mas se utiliza en el México, es probable que existan varios sitios contaminados con este
plaguicida, por lo que resulta de mucho interés poder aplicar un método biolégico para la
degradacidn de este contaminante.

Aspergillus niger es factible de ser utilizado en el tratamiento de aguas contaminadas con
Metil Paration debido a los altos porcentajes de degradacién de dicho plaguicida
obtenidos en este proyecto de investigacion.
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Anexo A

Resultados de la extraccién para la concentracion del MP
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Figura a. Disolventes evaluados para la extraccion efectiva del Paratién metilico 1. Acetato de etilo
2. Diclorometano 3. Diclorometano:acetona 4. Acetonitrilo 5. Hexano 6. Agua desionizado 7. Agua

desionizada

Anexo B

La Cromatografia de Gases acoplada al Espectrémetro de Masas (GC/MS), es un método
particularmente valioso, para confirmar residuos de plaguicidas en muestras ambientales;
Mestres et al., (1977) (Programa Internacional en Seguridad Quimica. Criterio de salud
ambiental 145. Paratién metilico) y Wilkins, (1990).

Para la ilustracién de las moléculas se utilizé6 como software Simyx Draw 3.2

Analitos encontrados

Nombre quimico: 4-Nitroanisol

Sindnimos: 1-metoxi-4-nitrobenceno

Férmula quimica: C;H;NO;
Numero CAS: 100-17-4

O\\HN ]
/ \

Nombre quimico: 4-Nitrofenol
Sindnimos: p-nitrofenol
Férmula quimica: CgHsNO;
Numero CAS: 100-02-7

HO N;“‘.](O
l\\'\O

Nombre quimico: Dimetil 4-nitrofenil éster
Nombre alternativo: Metil Paraoxén, Acido
fosfdrico

Férmula quimica: CgH;oNOgP

Numero CAS: 950-35-6

< %

%O

~.
O/
\

(Columbia Analytical Services. 2012)
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