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RESUMEN

Con el fin de evaluar el efecto del enriquecimiento con nutrientes (una sal de
fosforo o un fertilizante comercial con N, Py K) como alternativa para mejorar la
capacidad de degradacion de los microorganismos en una matriz sélida, contami-
nada con los pesticidas organofosforados: clorpirifos, malatién y metil paration,
se realizaron experimentos de cultivo bajo condiciones controladas de oscuridad,
temperatura y humedad por 30 dias. En todos los tratamientos hubo degradacion de
los pesticidas; sin embargo, en el tratamiento con fosforo los tiempos para degradar
el clorpirifos y el metil paratién fueron mayores. La presencia de los pesticidas no
generd efectos toxicos detectables sobre la microflora en ninguno de los tratamientos
evaluados. La actividad bioldgica de las matrices no presentd una relacion directa
con la capacidad de degradacion.

Palabras clave: biorremediacion, fosforo, fertilizante, clorpirifos, malation, metil
paration.
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INORGANIC NUTRIENTS EFFECT ADDITION OVER THE
CHLORPYRIFOS, MALATHION AND METHYL PARATHION
DEGRADATION

ABSTRACT

In order to evaluate the effect of inorganic nutrient addition (phosphorus or
commercial fertilizer) over the microbial degradation capacity present in a solid ma-
trix contaminated with chlorpyrifos, malathion and methyl parathion, microcosms
assays were held under controlled conditions of light, moisture and temperature
for 30 days. Results showed that even though three treatments microorganisms
were able to degrade the three organophosphorus pesticides, microorganisms of
phosphorus-enrichment treatment were less efficient to degrade Chlorpyrifos and
Methyl Parathion than microorganisms of Fertilizer-enrichment treatment. A direct
relation between mineralization and microbial pesticides degradation capacity was
not observed. The microbial activity was not affected by the presence of organo-
phosphorus pesticides.

Key words: biodegradation, phosphorus, fertilizer, chlorpyrifos, malathion,
methyl parathion.
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INTRODUCCION

La mayoria de los pesticidas tienen un efecto ad-
verso sobre la diversidad funcional de la microflora
del suelo y en ultima instancia sobre su fertilidad,
y por esto, la preocupacion sobre el uso adecuado
de estos compuestos [1].

La comunidad microbiana y sus funciones
pueden ser afectadas por varios factores como
son: tipo de la materia orgdnica, presencia de nu-
trientes, propiedades fisicoquimicas de los suelos,
vegetacidn, pricticas de manejo y presencia de
contaminantes [2].

La adicion de nutrientes, como compuestos
inorganicos, ha sido vista como una estrategia para
la estimulacién de microorganismos degradadores
naturales de contaminantes, lo cual incrementa
la eficiencia del proceso de biorremediacién [3]; el
tipo de nutrientes adicionados y la naturaleza de los
compuestos xenobidticos son de gran importancia
en la efectividad de los tratamientos [4].

La evaluacion del efecto del fosforo en la capa-
cidad microbiana para degradar los pesticidas es
importante. Este es un nutriente fundamental para
el desarrollo de los procesos biolégicos (formacion
de compuestos energéticos dentro de la célula,
como 4cidos nucleicos, ATP y fosfolipidos de la
membrana celular) [5].

1 MATERIALESY METODOS

Productos quimicos: Para el tratamiento de las
muestras se utilizo NaCl (Merck), K. HPO i (Merck),
K,Cr,O, (Merck), CH,COONH, (Merck), BaCl,
(Merck), NaF (Merck) y NaOH (Merck). Los culti-
vos fueron contaminados con los productos comer-
ciales de metil paration (Methion 48 EC, Agroser),
clorpirifos (Lorsban 4 EC, DowAgrosciences), y
malation (Malathion 57% EC, Proficol). Para la ex-
traccion de los pesticidas se utilizo acetato de etilo
grado cromatografico marca MALLENCKRODT.
La estandarizacion de la técnica de cuantificacion
de los pesticidas fue realizada con metil paration,

clorpirifos (O,0-Dietil-O[3,5,6-Tricloro-2-piridinol)

y malatién marca Chem Service, con una pureza
del 99,5% cada uno.

Preparacion de la matriz. Se utilizdo una ma-
triz preparada a partir de una mezcla, en propor-
cion 25:75, de compost inmaduro (50:50 residuos
orgdnicos: aserrin, con 5 dias de activacion) y suelo
de un antiguo botadero de residuos a cielo abierto
ubicado a los 6°16’38.85N y 75°34’06.87°, en la
ciudad de Medellin, Colombia (suelo Moravia),
recolectado del primer horizonte (primeros 10
cm) y almacenado a 5°C durante 8 horas hasta el
momento del ensayo para conservar su actividad
biologica.

En la matriz resultante se evaluo el pH [6], %
humedad [6], maxima capacidad de retencion de
humedad (MCRH)[7], densidad aparente (Dap)
[6], porcentaje de carbono organico (%6C.O.) [8],
porcentaje de materia organica (%oM.O.)[8], capa-
cidad de intercambio cationico (CIC) [6] y fosforo
total disponible [9] con el fin de conocer algunas
de las principales propiedades fisicoquimicas
que pudieran influir en la degradacion de los
pesticidas.

Ensayos de degradacion. Para hacer los culti-
vos se contaminaron 10 g de matriz con una solu-
cién mezcla de los pesticidas, y se enriquecié con
fésforo (KZHPO 4) para lograr una relacion 100:1
(C:P), o con fertilizante comercial (20-10-15 de N-
P-K) y se alcanzaron concentraciones en la matriz,
de 400 mg Kg' P o 100 mg Kg' de fertilizante, y
20, 30 y 130 mg Kg! de malation, metil paration
y clorpirifos, respectivamente. Como controles de
experimentacion se uso la matriz 25:75 sin adicion
de nutrientes, y con adicion de nutrientes sin pes-
ticidas. El seguimiento de los ensayos se llevo a
cabo durante 30 dias a condiciones de oscuridad
y temperatura ambiente (25 °C). Se evalu¢ la con-
centracion de los pesticidas alos 0, 1, 3,5, 7, 15y
30 dias de incubacion[10].

Para la extraccion de los pesticidas desde las
matrices se utilizaron 20 mL de acetato de etilo por
recipiente de cultivo; los recipientes permanecieron
cerrados herméticamente y sometidos a ultrasoni-
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do por 60 minutos y posteriormente a agitacion
horizontal por 48 horas.

El analisis de los pesticidas se llevod a cabo con
un cromatografo de gases Agilent Technologies
6850, acoplado a un detector de microcaptura
de electrones (u-ECD), con temperatura maxima
del horno de 300 °C. Se us6 una columna de
methylsiloxano(HP-1, 30m x 320pm x 0.25pm
nominal). Para el analisis se inyectaron 2 pL de
muestra en modo splitless, con un flujo de 2 mL
min’, y se usé helio como gas de arrastre. La pro-
gramacion del horno fue: temperatura inicial de
100°C, incrementada a40°C min! hasta 180°C
(mantenida por 2 minutos), luego se incrementd
a 10°C min"! hasta 230°C (mantenida por 3 mi-
nutos) y por ultimo se incrementd a 40°C min'
hasta 290°C (mantenida durante 1 minuto). Los
tiempos de retencion fueron: 7.40 minutos para el
clorpirifos, 7.14 minutos para el malatién y 6.41
minutos para el metil paration.

Estudio de la actividad microbiana. Para
determinar la actividad biolédgica de los microorga-
nismos en cada uno de los tratamientos, y evaluar el
efecto toxico de los pesticidas sobre éstos, se efectud
el seguimiento de la mineralizacion mediante prue-
bas respirométricas durante los 30 dias de ensayo,
las cuales fueron monitoreadas de acuerdo con el
método empleado por [11]Jmodificado, para lo cual
se captur6 el CO, producido en cada cultivo con
10 mL de una solucion 0.8 N de NaOH, renovada
cada 24 horas y titulada con 0.4 N de HCI (previa
adicion de BaCl).

Analisis estadistico de los resultados. Los
resultados de las cinéticas de degradacion fueron
evaluados mediante analisis de regresion simple. Se
reporto el grado de significancia estadistica (p-valor)
y el coeficiente de correlacion (r?) de los modelos
ajustados a leyes de velocidad de primer orden.

Los resultados obtenidos de la actividad mi-
crobiana durante el periodo de estudio fueron
evaluados mediante analisis de regresion simple,
y se reportaron los modelos de calibracion que
presentaron el mejor ajuste estadistico, segun el
grado de significancia estadistica entre las variables
(p-valor) y el coeficiente de correlacion (r?).

2 RESULTADOS

Caracterizacion de las matrices. En la matriz eva-
luada (25:75 compost inmaduro: suelo de Moravia)
se determino un valor de pH ligeramente bésico
(7.7). La humedad de la matriz fue de 34.1%, lo
que correspondié a un 43.2% de la méaxima ca-
pacidad de retencion de humedad. La capacidad
de intercambio cationico (CIC) de la matriz (31.9
meq,/100g) se encontrd dentro del rango tipico
presentado en suelos [12]. Los valores para todos
los pardmetros evaluados se presentan en la tabla 1.

Efecto de la adicion de nutrientes en la activi-
dad microbiana. La mineralizacion en las matrices
alcanzo, para el dia 30, valores de 60.4, 62.2 y
65.7 mgCO, g' matriz para los tratamientos: sin
enriquecimiento (P<0.005), con adicion de fosforo

(P<0.005) y con adicion de fertilizante (P<0.005),

Tabla 1. Caracterizaciéon Fisico-quimica de la matriz

Pardmetro (o)

o Dap . /o o o CIC Fésforo Total
pH Hum. (%) (gem?) MCRH* (%) M. O. (%) C. O. (%) (meq100g") (mg Kg')
7.70 31.87 72.54

0.04) 34.11 3.16) | 0.76 (0.04) | 78.86(2.78) | 10.57 (0.94) | 4.60(0.42) (1.03) (2.69)

SIGLAS: Hum. = humedad, Dap = densidad aparente, MCRH = méxima capacidad de retencion de humedad, M.O. = materia organica, C.O.
= carbono organico, CIC = capacidad de intercambio cationico.

Fuente: elaboracion propia
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respectivamente, y presentaron velocidades de
mineralizacion de 1.95, 2.01 y 2.12 mgCO, g * d*
en el mismo orden (figura 1).

70 4
60
50 A
40 A

30 1

—O— Control —4O-r -—AF |

Mineralizacion (mgCO;/g Matriz)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)
Figura 1. Mineralizacion en las matrices para los
diferentes tratamientos.
P = tratamiento con fésforo, F = tratamiento con fertilizante.

Fuente: elaboracion propia

Tolerancia de la microflora a los pesticidas
evaluados. {Error! No se encuentra el origen de la
referencia. Los valores de mineralizacion hallados
para los tratamientos con y sin pesticidas (entre
60 y 65 mgCO, g1 matriz) para todos los casos
presentaron cinéticas de mineralizacion superiores
en los ensayos contaminados en comparacion con
los ensayos sin contaminar (figura 2).

3 EFECTO DE LA ADICION DE NU-
TRIENTES EN LA DEGRADACION
DE LOS PESTICIDAS

Clorpirifos. Luego de 30 dias de cultivo, el clorpi-
rifos presento valores de degradacion de 19.5% en
el tratamiento con fosforo (P<0.05), 29.5% en el
tratamiento con fertilizante (P<0.005) y 35.1% en
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Figura 2. Efecto de la contaminacién con clorpirifos, malatiény metil paration sobre la micro-flora
de las matrices

Fuente: elaboracion propia
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el tratamiento sin adicion de nutrientes (P<0.05)

(figura 3).
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Figura 3. Degradacion de clorpirifos.

P =tratamiento con fésforo, F = tratamiento con fertilizante.

Fuente: elaboracion propia.

Las velocidades de degradacion alcanzadas
fueron de 0.014 d*, 0.0078 d'y 0.014 d"* para el tra-
tamiento sin adiciéon de nutrientes, con adicion de
fosforo y con fertilizante, respectivamente (tabla 2).

Metil paration. El tratamiento sin adicion de
nutrientes fue el que presentd mayor velocidad de
degradacion del metil paration (0.194 d), al alcan-
zar porcentajes de degradacion del 83% luego de
30 dias de cultivo (P<0.005). Para el tratamiento
con adicion de fertilizante la velocidad de degra-

dacion presento valores de 0.185 d! (P<0.005) y
un porcentaje de degradacion final de 89%. En el
tratamiento con fosforo, el metil paration presentd
un porcentaje de degradacion de 82.1% con una

velocidad de 0.118 d* (P<0.005) (figura 4).
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Figura 4. Degradacion de metil paration.
P = tratamiento con fésforo, F = tratamiento con fertilizante.

Fuente: elaboracion propia.

Malation. El malation fue degradado 85% en
los primeros 5 dias de cultivo para los tres trata-
mientos evaluados. Este compuesto presento veloci-
dades de degradacion de 0.814 d, 0.691 d'y 0.603
d! en los tratamientos: sin adicion de nutrientes
(P<0.005), con adicion de fosforo (P<0.005) y con
adicion de fertilizante (P<0.005), respectivamente

(figura 5).

Tabla 2. Modelos de degradacion para el clorpirifos, metil paration y malation en cada uno de los

tratamientos
Modelo* (¥)
Comp.
Control Fésforo Fertilizante

(o) = * ,-0.814*t
M "R 1(%5875‘; e %R =10197*e-0V<(0.74) %R = 94.26%0(0.83)

(o) = * ,-0.194*¢
MP %R ?g;% ¢ %R = 79.48%118¢(0.95) %R = 80.84%%1%¢(0.92)

0, = * ,-0.014*t
C %R 1?00;}52)6 %R = 104.6%e00018¢((0.43) %R = 108.8%0014¢(0.70)

SIGLAS: M = malation, MP = metil paration, C = clorpirifos, %R = % remanente, t = tiempo
* La degradacion de los pesticidas en todos los tratamientos fue ajustada a modelos que describen una ley de velocidad de primer orden

(=CO*e k™).

Fuente: elaboracion propia
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Figura 5. Degradacion de malatién.

P = tratamiento con fésforo, F = tratamiento con fertilizante.

Fuente: elaboracion propia

4 DISCUSION

El pH de la matriz (7.7) no perjudica el crecimiento
de microorganismos [13], y la humedad (34.7%)
garantiza condiciones aerdbicas del cultivo [12].
Con respecto a los porcentajes de materia orgdnica
(10.6%) y carbono organico (4.6%), segiin Fassben-
der y Bornemisza[14], éstos pueden considerarse
altos. Por lo anterior, y teniendo en cuenta las afir-
maciones de Hang [15] y Donézar [13], esta matriz
presenta condiciones adecuadas para el desarrollo
microbiano.

La mayor velocidad de la degradaciéon de los
plaguicidas malatién y metil paration indica que los
consorcios microbianos presentes en las matrices
usadas tienen el sistema enzimatico que degrada es-
tos compuestos. Sin embargo, el clorpirifos también
puede ser degradado en suelos [16]. La degradacion
del malatién y metil paration fue mucho mas répi-
da al comienzo, como ocurre normalmente en los
procesos biologicos [17, 18], ya que en este momento
se presentan mayores concentraciones de sustrato.

La ausencia de efectos por el enriquecimiento
con nutrientes inorganicos sobre la actividad mi-
crobiana se ajusto a lo reportado por Kong et al.
[19] quienes afirman que la aplicacion a largo plazo
de fertilizantes quimicos sobre un suelo Udoll no
induce cambios significativos sobre la biomasa y la
diversidad microbiana.

La disminucion de la capacidad microbiana
para degradar clorpirifos y metil paration, como
consecuencia de la adicion de P (en relacion 100:1
C:P), puede justificarse con los reportes de Tabata-
bai [20] y de Wilson y Jones [21], quienes compro-
baron que una alta concentracion de fosforo puede
suprimir la actividad fosfatasa de las comunidades
microbianas. La enzima fosfatasa cumple una
funcién importante en la eliminacion de grupos
fosfato, presentes en las estructuras quimicas de
diversos compuestos [22].

La semejanza observada en la degradacion de
los plaguicidas con el tratamiento a base de ferti-
lizante y el control concuerda con los reportes de
Akhtar et al. [23], quienes afirman que la adicion de
fertilizantes sintéticos en un suelo agricola durante
dos meses no tiene efecto alguno sobre la persisten-
cia de los pesticidas organofosforados clorpirifos y
fenpropatrin. Igualmente, Siddaramappa et al. [24]
observaron que la aplicacion de sulfato de amonio
y urea sobre un suelo utilizado para el cultivo de
arroz tuvo poca influencia en la degradacion de
carbofuran.
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