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Capitulo I: Introduccion




1.1 Introduccidn

La biorremediacion emplea el uso de organismos vivos, muchas veces microorganismos,
plantas 0 ambos, 0 productos producidos a partir de los mismos para degradar,
desintoxicar o encapsular sustancias quimicas, toxicas, presentes en aguas y suelos
naturales (Crawford & Rosegnber, 2013). Esta técnica puede adaptarse para su uso en el
tratamiento del suelo, los sedimentos, los lodos, el agua o incluso el aire ya sea in situ u

ex situ.

El 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es un tipo de herbicida fenoxiacido. El 2,4-D y
sus sales, asi como ésteres, son eficientes, y altamente selectivos y reguladores del
crecimiento de las plantas. Su uso se registrd inicialmente en 1947 y, sigue siendo uno de
los mas utilizados en el mundo. Sin embargo, después de su aplicacion en los suelos de
cultivo puede entrar en cuerpos de agua. El uso se realiza de forma indiscriminada es
decir, no es controlado resultando en la presencia de sus residuos en el ambiente (Bian,
Chen & Ji, 2013).

La OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) lo ha clasificado como un herbicida
hormonal con toxicidad de nivel Il. Se considera que es un agente cancerigeno que afecta
el higado y el corazén. De igual forma al sistema nervioso central, provocando
convulsiones (Han, Zao & Li, 2015)

La via de degradacion de este compuesto es una de las mejor entendidas, y proporciona
un buen modelo para tales investigaciones. Este herbicida se ha liberado en el ambiente
durante mas de 40 afos. Muchas bacterias de diferentes géneros son capaces de

degradarlo completamente (Maltseva et al., 1996).

En el pais de Belice es comunmente utilizado en la agricultura de manera anual, en
especial para el cultivo de la cafia de azlcar. Sin embargo, existe una gran gama de
plaguicidas que por tiempos prolongados han estado alterando la calidad del suelo. Por lo
tanto, dichos suelos son candidatos para recibir un tratamiento en caso de encontrarse los
compuestos quimicos; por lo que los microorganismos nativos pueden presentar diversos
mecanismos de resistencia, asi como el potencial para degradalos, y un uso potencial

dentro de la biorremediacion.




Recientemente resulta mas econdémico y viable utilizar técnicas bioldgicas para la
remediacion de suelos agricolas a diferencia las técnicas fisicoquimicas. Los
microorganismos autdctonos, en muchos casos, tienen la capacidad de utilizar como

fuente de carbono los contaminantes presentes en su medio, por lo que pueden ser

empleados para la degradacion de metales pesados, plaguicidas, entre otros

contaminantes (Benavides et al. 2008).




1.2 Antecedentes

La biorremediacion es una técnica que puede ser utilizada para la remocion de
contaminantes como los plaguicidas e hidrocarburos. Se puede definir como la
degradacion de compuestos organicos mediante el metabolismo de diversos
microorganismos. Los mecanismos de accién son estudiados para determinar su
efectividad y la potencial ruta de degradacion de contaminantes persistentes como el del
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), dentro de los resultados que esta técnica busca

encontrar.

En el pais de Belice no se han realizado estudios en cuanto a la caracterizacion de los
suelos en los dltimos cinco afios ni se ha buscado proveer un tratamiento para los que se
encuentran contaminados con plaguicidas. Sin embargo, se ha observado un deterioro en
las cantidades de produccidn por lote, asi como una notable variacion en el color y textura

de los suelos.

En cuanto al uso de plaguicidas, ya sean fungicidas, insecticidas, herbicidas, existe una
gran gama y dentro de los cuales destacan la Ametrina, Glifosfato, Flash, Diuron,
Paraquat, y 2,4-D, entre otros. Cabe recalcar, que este ultimo se encuentra registrado
como un herbicida de uso en la produccion de cafia de azucar por el departamento de
control de plaguicidas por sus siglas en inglés (Pesticides Control Board) de Belice. Por
lo tanto, el presente estudio pretende evaluar la presencia de microorganismos autoctonos

de los suelos agricolas zona cafiera con la capacidad de degradar el 2,4-D.

El empleo de microorganismos autdctonos resulta viable para la degradacion de
plaguicidas, petroleo, y bioacumulacién de metales pesados. Existe una gran gama de
micro biota en los suelos que resultan de interés. Para la degradacién del compuesto de
interés se han realizado valiosos estudios para la obtencion de cepas microbianas con la
capacidad degradadora, dentro de los cuales destacan Serratia marcescens, Penecillium
sp., Cupriavidus campinensis, Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp., Sphingomonas
paucimobilis, entre otras (Stets et al., 2017; Han et al., 2015; Cycon et al, 2011; Li et al.,
2015).

Serratia marcescen y, Penecillium sp., presentaron un gran potencial de degradacion del
2,4-D. Dichas cepas fueron aisladas de suelos contaminados de Brasil en el afio 2007,

cabe mencionar que el suelo habia sido expuesto al contaminante cuatro meses antes de




ser utilizado. Estas fueron identificadas por pruebas bioquimicas, tincion de Gram y se
cultivaron en agar selectivo de MacConkey. Se observé mayor degradacion entre las
horas 10 y 20 después de ser expuestas a una concentracion de 806 g/L. El porcentaje de
degradacion se determin6 empleando la técnica HPLC (cromatografia de alta resolucion)
(Stets et al. 2017).

Por otra parte la bacteria, Cupriavidus campinensis, aislada de suelos contaminados con
2,4-D en Beijing, China. Han, Zhao, y Li (2015), identificaron la cepa basandose en la
secuencia de 16S rRNA, sus caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, y bioquimicas. En
este estudio los microorganismos se inocularon en suelos (20 gramos) que contenian una
concentracion de 350 ppm de contaminante en condiciones controladas. Han et al, (2015)
reportaron una remocion del 99.57% del compuesto después de 6 horas, esto fue
determind mediante HPLC. La cepa se denomin6 BJ71 y es un candidato potencial para

la biorremediacion de 2,4-D.

En suelos procedentes del norte de Silesta, Polonia Cycon, Zmijowska, Piotrowska-Seget

(2011) lograron aislar tres cepas bacterianas de una muestra que presentaban un historial
de contaminacion por 2,4-D. Se identificaron las bacterias como Burkholderia cepacia,
Pseudomonas sp., y Sphingomonas paucimobilis y presentaron la capacidad de utilizar el
contaminante como fuente Unica de carbono en un medio mineral basal. Estas degradaron
el 69%, 73%, y 54% respectivamente, de una concentracion total de contaminante de 50
mg/L en un periodo de 10 dias. A los primeros 4 dias se observd mayor crecimiento y
degradacion de 2,4-D. Los porcentajes se cuantificaron empleando la técnica de HPLC.

El uso de cepas bacterianas aisladas de suelos con un historial de exposicidn presenta un
gran potencial para ser empleados en la biorremediacién de los suelos contaminados. En
muchos casos se ha realizado la identificacion de los genes presentes en los

microorganismos para que puedan tener la capacidad degradadora del 2,4-D.

En la cepa bacteriana de la especie Novosphingobium Dai, Li, Zhao, y Xie (2015)
lograron identificar el gen que permite la asimilacion del 2, 4-D. Misma que fue aislada
de suelos procedentes de la provincia Jiangsu en China, empleando un medio peptonado
de extracto de carne. Posteriormente, se realiz0 la codificacion del gene que se resulto ser
TfdAa, de igual forma, presentd una degradacion del 50 a 95% del herbicida. Se
determind a través de la bioaumentacion en suelos contaminados que contenian una

concentracion inicial de 200 mg/Kg del 2,4-D.




Por otra parte, Robles-Gonzalez et al. (2006), emplearon microorganismos previamente

aislados en biorreactores de lodo en escala laboratorio para tratar suelos arcillosos con
contenido elevado de materia orgénica. Los suelos contenian una concentracion de 300
mg 2,4-D/Kg y un contenido de 48% de arcilla y 4% de materia organica. Para el
tratamiento se emplearon reactores aerobios y en biorreactores de lodos reductores de
azufre por un lapso de 14 dias resultando con eficiencia de 93% y 25% respectivamente.
Por lo que concluyeron que un tratamiento de suelos contaminados con 2,4-D en

biorreactores resulta como una alternativa para el tratamiento bioldgico de los mismos.




1.3 Planteamiento del problema
1.3.1 Justificacion

El pais de Belice es considerado como un pais en vias de desarrollo y sus principales
ingresos son obtenidos mediante el turismo y la agricultura. Dentro del sector agricola se
incluyen los siguientes subsectores: produccion de cafia de azUcar; frutas como naranjas,
toronjas, platanos, y pifias; productos avicolas y ganaderia; y por ultimo la industria de

madera.

La agriculturaemplea un 13% de la fuerza laboral en el pais, teniendo como exportaciones
en el primer y segundo lugar el platano y azlcar con 13.6% y 12.2%, respectivamente
(OEC, s.f.). La produccion de cafia de azUcar tiene mayor auge en la zona norte, distrito
de Corozal y Orange Walk, siendo este la principal fuente de ingresos para sostener a la
poblacion de dicha zona. Por tal motivo, se observa una explotacion de los suelos puesto

que muchos productores buscan obtener una mayor productividad en parcelas pequefias.

En el proceso de la produccion de este vegetal los cafieros aplican de manera anual
plaguicidas ya sean fungicidas, herbicidas, insecticidas, asi como fertilizantes sintéticos.
Los tipos de fertilizantes comunmente aplicados son de tipo 15-20-15 (cantidad de
Nitrogeno, Fosforo, Potasio, respectivamente). Por otra parte, los plaguicidas
comunmente utilizados son el 2,4-D, Ametrina, Glifosfato, Diuron, Paraquat, Flash, entre

otros.

La aplicacion de los compuestos quimicos se realiza con base a las recomendaciones que
se dieron a inicios de la produccién de dicho vegetal por parte de la Belize Sugar Cane
Farmers Association (BSFA). Asimismo, algunos productores se basan en las
recomendaciones de las etiquetas en los envases de los plaguicidas. Conforme paso el
tiempo no se realizaron estudios para determinar su eficiencia, y se desconoce las

afectaciones de estas en los suelos.

La presente investigacion tiene como propoésito aislar bacterias de suelos agricolas

expuestos a plaguicidas al plaguicida 2,4-D, para estudiar su potencial para degradacién

del mismo y las posibles estrategias de biorremediacion en los sitios afectados por el

plaguicida. Esto para aportar una contribucion a la base de datos del pais y servir para

investigaciones a futuro.




1.3.2 Objetivo General

Evaluar el potencial de degradacion del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) por

bacterias nativas de suelos agricolas de la comunidad de San Victor en Corozal, Belice.

1.3.3 Objetivos Especificos

Identificar la zona expuesta al herbicida y obtener una muestra de la misma.
Caracterizar fisico-quimicamente la muestra de suelo obtenida.

Aislar bacterias del suelo y estudiar su capacidad degradadora del plaguicida.

Evaluar la capacidad degradadora de las bacterias mediante HPLC.




Capitulo Il: Marco Teorico




2.1 Agricultura en Belice

Belice es un pais independiente ubicado en el extremo sureste de la peninsula de Yucatan
(Norte de Centroamérica), limita al norte con México, al sur y oeste con Guatemala y al
este con el mar Caribe. Tiene una superficie total de 22.700 km? (8.764 millas?) y una
poblacion de 333,200 habitantes Belice se encuentra entre 15 ° 52'9 "y 18 ° 29 '55" de
latitud norte y 87 ° 28 "y 89 ° 13' 67" de longitud oeste (Statistical Institute of Belize,
2010).

La agricultura en Belice se caracteriza por tres subsectores principales: a) un sector de
exportacién tradicional organizado para el azlcar, el banano, los citricos y los productos
marinos; b) un sector agricola tradicional, de pequefia escala, que produce alimentos
principalmente para el consumo local, y c¢) un sector comercial bien integrado a gran
escala (es decir, menonitas) (FAO, Country Programming Framework for Belize: 2011-
2015, 2011).

La cafa de azucar se cultiva en los distritos del norte de Orange Walk y Corozal en mas
de 5,300 agricultores de cafia en aproximadamente 23,100 a 26,300 hectareas de tierra
(I1CA, 1996). Por lo que es la principal fuente ingresos econdmicos en las familias de los

distritos anteriormente mencionados.

2.2 Industria de cafa de azucar en Belice

La industria azucarera se inicio poco después de que los refugiados mestizos llegaron a
Belice durante la Guerra de Castas a principios de 1847. Uno de los primeros inmigrantes
mestizos para plantar la cafia fue don Justo Rejon, quién alquil6 13 acres de tierra del Sr.
James Welsh para establecer Santo Tomas Estate. Estos inmigrantes producieron azlcar
para consumo local, pero en 1857 realizaron sus primeros envios a Inglaterra. La llegada
de los confederados americanos en 1865 también vio la adicion de més cafas de cafia en
el sur en granjas como Spice Hill, Dixie, Big Hill, Forest Home, Little Rock, Sunny Hill

y Missouri Farm.

En la década de 1880, el gobierno colonial elimind un impuesto de importacion de 3
centavos por libra sobre la azucar en los paises europeos y la produccion disminuyo de

2,800 toneladas de azlcar a 100 toneladas en 1893. A partir de entonces, la industria




crecio lentamente y la Fabrica Libertad fue comprada en Guantanamo, Cuba y
reconstruida en Corozal en 1935. La industria creci6 lentamente hasta la década de 1950
cuando Belice tenia garantizada una cuota anual de azucar por parte de los britanicos.

En la actualidad, mas de 60,000 acres de cafia de azUcar estdn en produccién en los
distritos de Orange Walk y Corozal. El procesamiento de la azucar se lleva a cabo en la
fabrica de Tower Hill en las afueras del sur de Orange Walk Town. En 2009, se
cosecharon 917,728 toneladas de cafia en el pais. El precio por tonelada de cafia en 2011
fue de $ 72,17, lo que significd que se pagaron mas de $ 61 millones de doélares a los
agricultores. El precio pagado a Belice por tonelada de aztcar en 2011 fue de € 335,14 o
aproximadamente $ 907. La industria azucarera produce azucar blanco, azicar morena,
melaza y electricidad de la cafia de azUcar. La electricidad es producida por la quema de
bagazo de cafia de azUcar que se utiliza para convertir el agua en vapor. El vapor se usa

para convertir turbinas que producen electricidad (Smith, 2012).

2.3 Plaguicidas

Plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a controlar
cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten enfermedades humanas y de
animales, las especies no deseadas que causen prejuicio o que interfieran con la
produccion agropecuaria y forestal, se incluyen en esta definicion las sustancias
defoliantes y las desecantes (CICLOPLAFEST, 1996).

Los plaguicidas tienen las siguientes finalidades (Bartual y Berenguer, 1980)

Combatir los agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales o prevenir
su accion,

Favorecer o regular la produccion vegetal, con excepcion de los nutrientes y los
destinados a la enmienda de suelos.

Conservar los productos vegetales, incluida la proteccion de las maderas,
Destruir parte de los vegetales o prevenir un crecimiento indeseable de los
mismos,

Hacer inofensivos, destruir o prevenir la accion de otros organismos nocivos o

indeseables distintos de los que atacan a los vegetales.




Todas estas sustancias son compuestos quimicos toxicos y por su aplicacion en tierras de
cultivo, evidentemente son compuestos gque se encuentran como contaminantes de
grandes extensiones de suelos en todo el pais. En México ain contintan en el mercado
agroquimicos organoclorados como el acido 2,4 dicloro-fenoxiacético, el pentaclorofenol
(PCP) y dicofol, ademas de plaguicidas a base de carbamatos y los organofosforados

como el malatién (Volke y Velasco, 2002).

2.3.1 Clasificacion de plaguicidas

Los plaguicidas se pueden clasificar de varias maneras. A continuacién se presentan las
mas comunes (CICLOPLAFEST, 1996):

2.3.1.1 Concentracion

Plaguicida técnico: la maxima concentracion del ingrediente activo obtenida
como resultado final de su fabricacion, de la cual se parte para preparar un
plaguicida formulado.

Plaguicida formulado: mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos, con un o mas
ingredientes conocidos como inertes, cuyo objeto es dar estabilidad al ingrediente
activo o hacerlo util y eficaz; constituye la forma usual de aplicacion de los

plaguicidas.

2.3.1.2 Destino de aplicacién

Uso fitosanitario o productos fitosanitarios: los destinados a su utilizacién en el
ambito de la sanidad vegetal o el control de vegetales.

Uso ganadero: los destinados a su utilizacién en el entorno de los animales o en
actividades relacionadas con su explotacion.

Uso en la industria alimentaria: los destinados a tratamientos de productos o
dispositivos relacionados con la industria alimentaria.

Uso ambiental: los destinados al saneamiento de locales u otros establecimientos

publicos o privados.




Uso en higiene personal: aquellos preparados utiles para la aplicacion directa
sobre el hombre.
Uso doméstico: cualquier preparado destinado para aplicacion por personas no

especialmente cualificadas en viviendas o locales habitados.

2.3.1.3 El grado de toxicidad

El grado de toxicidad de los plaguicidas se lista a continuacién (Bertual y Berenguer,
1980):

Baja peligrosidad: los que por inhalacidn, ingestion, y/o penetracion cutanea no

entrafian riesgos apreciables.

Nocivos: los que por inhalacion, ingestion y/o penetracion cutanea puedan
entrafiar riesgos de gravedad limitada.

Téxicos: los que por inhalacion, ingestion y/o penetracion cutanea puedan
entrafar riesgos graves, agudos o cronicos, e incluso la muerte.

Muy téxicos: los que por inhalacion, ingestion y/o penetracion cutanea puedan

entrafiar riesgos extremadamente graves, agudos o cronicos, e incluso la muerte.

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) propuso una clasificacién de los plaguicidas
en base a su toxicidad en ratas u otros animales de laboratorio via administracion oral y
dermal estimando la dosis letal media (DL50, produce la muerte del 50% de la poblacién

expuesta). En la siguiente tabla se desglosa la clasificacion propuesta por la OMS.

Tabla 2.1. Clasificacién de los plaguicidas de acuerdo a su toxicidad, expresado en DL50 (mg/kg)
(Garcia et al. 2012).

CLASE TOXICIDAD EJEMPLOS
CLASE IA | Extremadamente peligroso Paration, Dieldrin
CLASE IB | Altamente peligroso Eldrin, Dichlorvos
CLASE Il | Moderadamente peligroso  DDT, Chloradane
CLASE |11 | Ligeramente peligroso Malathion




2.3.1.4 Organismos que controlan

En este tipo de clasificacion, los plaguicidas se nombran después del nombre de la plaga

correspondiente en el objetivo véase la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Clasificacidn de los plaguicidas en base a los organismos que controlan
(CICLOPLAFEST, 1996).

TIPO DE PLAGUICIDAS

ORGANISMOS QUE CONTROLAN

INSECTICIDA
ACARICIDA
FUNGICIDA
HERBICIDA
RODENTICIDA
MOLUSQUICIDA
BACTERICIDA

Insectos

Acaros

Hongos y levaduras
Hierba y maleza
Roedores

Moluscos

Bacterias

2.3.1.5 Clasificacion de los plaguicidas por su modo de accion

La clasificacién de los plaguicidas por su modo de accion es la siguiente

(CICLOPLAFEST, 1996):

» De contacto: actua principalmente al ser absorbido por los tejidos externos de la

plaga.

De ingestion: debe ser ingerido por la plaga para su accion efectiva.

Sistémico: al aplicarse en plantas o animales, se absorbe y traslada por su sistema

vascular a puntos remotos del lugar en que se aplica y en los cuales actla.

Fumigante: se difunde en estado gaseoso o de vapor y penetra por las vias de

absorcion.

Repelente: impide que las plagas ataquen.

Defoliante: causa la caida del follaje de las plantas.

2.3.1.6 Composicion quimica
Los plaguicidas segun su composicion quimica puede ser (CICLOPLAFEST, 1996):




Compuestos inorganicos: Estos son compuestos que carecen de carbono. En este catadlogo

solo se consideran los derivados de cobre, azufre, zinc y aluminio.

Compuestos organicos: son aquellos que contienen a&tomos de carbono en su estructura
guimica, la mayoria son de origen sintético, fabricados a partir de compuestos quimicos
basicos; algunos son extraidos de plantas, por lo que se conocen como botanicos. Los
compuestos organicos sintéticos utilizados como plaguicidas pertenecen a distintos
grupos o familias quimicas. Cada una de estos grupos tiene algunas caracteristicas
comunes y en cualquiera de ellos puede haber insecticidas, acaricidas, herbicidas,

fungicidas u otros tipos de plaguicidas.

Plaguicidas bioldgicos: se llama a los virus, micoorganismos 0 sus metabolitos,

formulados como insumos, que pueden controlar a una plaga en particular.

24 2,4-D

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), un compuesto organoclorado, se usa como un
herbicida sistémico selectivo para el control de malezas de hoja ancha anual y perenne.
Sus sales se absorben facilmente por las raices de las plantas y se trasladan a los tejidos
meristematicos de las raices y los brotes (Tomlin, 1994). Donde se acumula y actia como
una hormona vegetal, causando un crecimiento incontrolado en los tejidos
meristematicos. Dentro de estos tejidos, inhibe la sintesis de ADN vy proteinas, por lo
tanto previene el crecimiento y desarrollo normal de las plantas. Es uno de los herbicidas
mas utilizados a nivel mundial (Copping, 2002; Watkins, 2002).

2.4.1 Propiedades fisicoquimicas

A continuacion se ilustran las propiedades fisicoquimicas del 2,4-D maés sobresalientes y

que influyen en su potencial de contaminacion:

* Formula quimica: CeHsCl203,

* Enlaimagen 2.1 se ilustra la estructura quimica del 2.4-D:




Imagen 2.1. Estructura quimica del 2,4-D. Recuperado de:

https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/2 4-ichlorophenoxyacetic acid#section=Top.

Peso molecular: 221.033 g/mol,

Color: polvo cristalino blanco tendiendo a amarillo,

Olor: inodoro,

Punto de ebullicion: no tiene punto de ebullicion a presién normal, se descompone
al ser calentado,

Punto de fusion: 280 °F,

Solubilidad: soluble en agua,

Densidad: 1.563 g/ml a 68°F.

2.4.2 Modo de accién

Este herbicida es un "imitador de auxina™ o auxina sintética. Este tipo, mata a la hierba

objetivo al imitar a la auxina de la hormona de crecimiento vegetal (&4cido indol-acético),

y cuando se administra en dosis efectivas, causa un crecimiento vegetal descontrolado y

desorganizado que conduce a la muerte de la planta. EI modo exacto de accion de 2,4-D
no se entiende completamente, y es posible que cause una variedad de efectos que son
fatales cuando se combinan. Se cree que acidifica las paredes celulares lo que permite que

las células se alarguen de manera incontrolada. Las bajas concentraciones de 2,4-D



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2_4-ichlorophenoxyacetic_acid#section=Top

también pueden estimular el RNA, el ADN vy la sintesis de proteinas, lo que lleva a una
division y crecimiento celular descontrolado y, en ultima instancia, a la destruccion del
tejido vascular. Por otro lado, altas concentraciones de 2,4-D pueden inhibir la division y
el crecimiento celular. La muerte de la planta generalmente ocurre dentro de tres a cinco

semanas después de la aplicacion. (Tu et. al 2001).

2.4.3 Usos del 2,4-D

En América Latina y el Caribe, el 2,4-D es uno de los herbicidas de mayor uso, junto con
el glifosato, paraquat y, atrazina. Se usa para controlar malezas de hoja ancha, en una gran
variedad de cultivos. En México, por ejemplo, se recomienda para el control de malezas
en arroz, cafia de azUcar, maiz, sorgo, trigo, cebada, avena, limon, naranja, mandarina,
tangerino, lima, centeno, potreros, pastizales, sitios acuéticos, e incluso en el césped en

la ciudad, aunque los principales usos varian segun el pais (RAP-AL, 2007).

En Argentina es el plaguicida mas usado después del glifosato y la atrazina se usa
principalmente para controlar malezas de hoja ancha; no esté prohibido ni restringido para
cultivo alguno. En Paraguay se usa principalmente en pasturas para controlar las malezas
de hojas anchas y algunas semilefiosas y tambien en trigo. La mayor parte de los paises
importan el 2,4-D ya sea como ingrediente activo o como producto formulado. Es comun
también que un pais importe el ingrediente activo, lo formule y lo exporte de nuevo a otro
pais (RAP-AL, 2007).

Destaca México como productor de 2,4-D en América Latina, pero la region lo ha
importado de una gran variedad de paises no solo de México sino también de Estados
Unidos (donde Dow Agrosciences lo produce), China, Alemania, Austria, Colombia,
Inglaterra, India, Argentina y Polonia(RAP-AL, 2007).

2.4.4 Persistencia

Las sales y ésteres de amina de este plaguicida no son persistentes en la mayoria de las

condiciones ambientales. Tipicamente, se espera que las formas éster y amina del 2,4-D




se degraden rapidamente a la forma acida. Se han estimado los valores de semivida del

suelo a los 10 dias para las formas de &cido, sal de dietilamina y éster (Jervais et, al 2008).

2.4.4.1 Aire

La principal fuente de 2,4-D en el aire deriva de las aplicaciones de pulverizacion del
herbicida (Howard, 1991). Si no se utilizan las técnicas de aplicacion adecuadas, los
ésteres de alta volatilidad pueden ser propensos a la pulverizacion y causar efectos toxicos
en los cultivos cercanos (Ghassemi et al., 1981). Con la excepcién de las formulaciones
de ésteres altamente volatiles, la pequefia cantidad de 2,4-D que entra al aire esta sujeta a
fotooxidacion por reaccion con radicales hidroxilo con una vida media estimada de 1 dia
(Howard, 1991) o se disuelve en gotas de agua y es transportado de regreso a la superficie
de la tierra a través de deposicion humeda (Ghassemi et al., 1981). Las formulaciones de
éster y amina poco volatiles se utilizan en los bosques, por lo que la deriva de esas

aplicaciones es relativamente insignificante.

2.4.4.2 Agua

La persistencia del 2,4-D en el agua es controlada principalmente mediante procesos
bioldgicos y estan mediados por las condiciones ambientales del entorno. Pueden entrar
en estanques y arroyos por aplicacion directa o por deriva accidental, escurrimiento de
suelos o por lixiviacion a través de la columna de suelo (Norris, 1981). En el ambiente
acuoso se encuentra mas comunmente como el anion libre (Halter, 1980). Las
formulaciones de sal de amina se disocian a las formulaciones de aniones y ésteres que
se hidrolizan al anién, generalmente en un dia (Ghassemi et al., 1981). La descomposicién
del anion parece ser el resultado de microbios o fotodegradacion, y la fotolisis desempefia

un papel menor si la degradacion microbiana es rapida.

La tasa de biodegradacion dependera del nivel de nutrientes presentes, la temperatura, la
disponibilidad de oxigeno y si el agua ha sido previamente contaminada con 2,4-D u otros
acidos fenoxiacéticos (Howard, 1991). Tanto la degradacion aerdbica como anaerdbica

son posibles en el agua, aunque la degradacion anaerobica es relativamente lenta con una

vida media de 312 dias. La degradacion acuatica anaerébica es una via menor, los

principales metabolitos son 2,4-diclorofenol (DCP) y didxido de carbono, con 4-




clorofenol y 2,4-dicloroanisol (2,4-DCA) como metabolitos menores (Concha y Kathryn,
1994).

No se espera que la fotodescomposicion de 2,4-D en aguas superficiales naturales sea
significativa debido a la radiacién ultravioleta mas débil de la luz solar natural y la
presencia de materia suspendida y organica que reduce los efectos de la radiacién solar
(Ghassemi et al., 1981).

2.4.4.3 Suelo

La vida media de este herbicida es relativamente corta y tiende a permanecer inmovil en
el suelo. Su vida media en los suelos varia entre una y seis semanas. En el suelo se produce
tanto la hidrolisis como la degradacion microbiana de los herbicidas fenoxi (Alstofil,
1984). Se degrada rapidamente en el suelo, especialmente por la accién de los
microorganismos del suelo. Los metabolitos principales que se forman en el suelo son el
2,4-diclorofeno (DCP) y el 4-clorofeno, y finalmente, formas inocuas. La materia
organica, el pH del suelo y el aluminio intercambiable son los determinantes principales
del porcentaje adsorbido. Es probable que el 2,4-D se una mas fuertemente a suelos con
un alto contenido de materia organica que a aquellos con un contenido bajo (Anon, 1995).

En suelos con elevada acidez o en suelos de regiones frias o aridas, la degradacion del

2,4-D es aparentemente lenta. La mineralizacion del mismo en suelos arcillosos fue mas

alta que en suelo de textura franca arcillosa, bajo condiciones anaerdbicas (Zayed, 2002).

2.4.5 Ruta metabdlica

La ruta metabolica de dicho compuesto no se conoce con precision sin embargo muchos
autores han propuesto las vias de degradacion. En la Imagen 2.2 se ilustra los principales

procesos mediante los cuales el 2,4-D puede ser degradado.




Imagen 2.2. Principales rutas de degradacion ambiental de 2,4-D.

Fuente: Walters, 1999.

2.5 Contaminacion de suelos por plaguicidas

La contaminacion del suelo se debe tanto a tratamientos especificos (por ejemplo:
insecticidas aplicados al suelo), como a contaminaciones provenientes de tratamientos al
caer al suelo el excedente de los plaguicidas, o ser arrastradas por las lluvias las particulas

depositadas en las plantas.

La mayoria de los herbicidas, los derivados fosforados y los carbamatos, sufren
degradaciones microbianas y sus residuos desaparecen en tiempo relativamente corto. En
la acumulacion de residuos de plaguicidas influye el tipo de suelo; los arcillosos y

organicos retienen mas residuos que los arenosos. Los mayores riesgos se presentan con




la aplicacion de algunos plaguicidas organoclorados, que son de eliminacion mas dificil,

persistiendo en el suelo més tiempo.

La evaluacion del grado de contaminacion del suelo por plaguicidas es de gran
importancia por la transferencia de ellos a los alimentos. Algunos pueden permanecer
durante periodos de 5 a 30 afios, como es el caso del DDT. En el caso de la ganaderia, los
residuos de plaguicidas pasan del suelo al forraje y finalmente a los animales,
concentrandose en la grasa, y por consiguiente, incrementan la concentracion de residuos

persistentes en la carne y la leche (Puerto-Rodriguez et. al., 2014)

2.6 Tratamiento de suelos contaminados con plaguicidas

En laactualidad se dispone de un amplio abanico de tecnologias de recuperacion de suelos
contaminados, algunas de aplicacion habitual y otras todavia en fase experimental,
disefiadas para aislar o destruir las sustancias contaminantes alterando su estructura
guimica mediante procesos generalmente quimicos, térmicos o biolégicos. Su aplicacién
depende de las caracteristicas del suelo y del contaminante, de la eficacia esperada con
cada tratamiento, de su viabilidad economica y del tiempo estimado para su desarrollo
(Reddy et al., 1999).

Segun la forma en la que se apliquen las técnicas de recuperacion de suelos se habla de
tratamientos in situ, que acttian sobre los contaminantes en el lugar en el que se localizan,
y tratamientos ex situ, que requieren la excavacion previa del suelo para su posterior
tratamiento, ya sea en el mismo lugar (tratamiento on-site) o en instalaciones externas
que requieren el transporte del suelo contaminado (tratamiento off-site). Los tratamientos
in situ requieren menos manejo, pero por lo general son mas lentos y mas dificiles de
llevar a la practica dada la dificultad de poner en contacto intimo a los agentes de
descontaminacion con toda la masa de suelo contaminada. Los tratamientos ex situ suelen
ser mas costosos, pero también mas rapidos, consiguiendo normalmente una recuperacion

mas completa de la zona afectada (Bernard et. al 2007).




2.6.1 Fisicoquimicos

Las técnicas fisicoquimicas se basan en fenémenos fisicos y / 0 quimicos. En esta seccion,
las técnicas mas importantes basadas en la aplicacion de métodos fisicoquimicos para la

descontaminacion del suelo seran revisadas.

2.6.1.1 Extraccion por vapores del suelo

Dentro de las técnicas fisico-quimicas, una de las més utilizadas es la extraccion de vapor
del suelo (SVE), que es una tecnologia no bioldgica para el tratamiento de compuestos
organicos volatiles compuestos (COV), compuestos organicos semivolatiles (SVOC),
bifenilos policlorados (PCB) y dioxinas existentes en la zona no saturada del suelo (es
decir, zona de infiltracion), donde se aplica una fuente de vacio a la matriz del suelo
creando una presion gradiente que origina el movimiento del aire presente en los pozos
de extraccion (Wilson & Clarke, 1994).

Bio-venting es una tecnologia similar a SVE. Mientras que en SVE el principal
mecanismo de eliminacién es la volatilizacion, en bioventilacién se promueve la
biodegradacion, presentando tasas mas bajas de volatilizacion en los pozos. De la
aplicacion de este proceso generalmente resulta una fase gaseosa que necesita tratamiento
adicional antes de ser lanzada a la atmésfera (mediante el uso, por ejemplo, adsorcién en

carbén activado).

2.6.1.2 Airsparging

Esta tecnologia, que también se conoce como "extraccién de aire in situ" o "volatilizacion
in situ”, involucra la inyeccion de aire libre de contaminantes en la subsuperficie de la
zona saturada, permitiendo una transferencia de fase de los hidrocarburos desde un estado
disuelto a una fase de vapor. El aire se ventila a traves de la zona no saturada (Norris,
1994).




2.6.1.3 Decloracion o dehalogenacion

Es una técnica quimica que se basa en la pérdida de atomos halégenos (atomos de cloro,
fldor, bromo y yodo) de las moléculas organicas halogenadas, convirtiendo compuestos
toxicos en sustancias menos toxicas, que con frecuencia son solubles en agua, facilitando
asi su separacion del suelo (Castelo-Grande & Barbosa, 2003). Esta técnica aplica la
reaccion de sustitucion nucleofilica de &tomos de cloro (u otros haldgenos) para otros
menos peligrosos, utilizando como agentes de deshalogenacion, hidroxidos de sodio y

potasio y polietilenglicol, entre otros.

Basicamente, esta tecnologia se presenta en dos variantes: descomposicion catalizada por
bases (BCD) y glicolato / polietilenglicol alcalino (APEG). El primero de estos usos como
reactivo el hidrogenocarbonato de sodio y se ha aplicado en el tratamiento de suelos y
sedimentos contaminados con compuestos organicos clorados, principalmente PCB,
dioxinas y furanos. En el proceso alternativo, la reaccion quimica utilizada es un glicol
alcalino de polietileno que genera agua residual que necesita tratamiento adicional
(Castelo-Grande & Barbosa, 2010).

2.6.1.4 Lavado de suelos

La descontaminacion del suelo también es posible mediante el lavado in situ del suelo
("lavado del suelo™), que consiste en la extraccién de contaminantes del suelo por

disolucién, suspension en soluciones acuosas, 0 mediante la reaccién quimica con el

liquido que pasa a través de las capas de suelo contaminadas (Castelo-Grane & Barbosa,
2003). El lavado del suelo también puede llevarse a cabo ex situ, yendo en este caso a
través de las siguientes etapas: excavacién, fragmentacion, separacion en diferentes
tamanos de grano, lavado de las diferentes fracciones y disposicion. Esta técnica permite
la eliminacion de compuestos organicos e inorganicos, metales y sustancias radiactivas.

Su eficacia puede aumentarse mediante el uso de aditivos apropiados.

El lodo resultante de este proceso puede reutilizarse si se mezcla con tierra o, dependiendo
del contaminante, puede someterse a un tratamiento especifico, como, por ejemplo:
extraccion con solvente, solidificacion o vitrificacion. Esta técnica a menudo se considera
como un pretratamiento para la reduccion de la cantidad de material (suelo contaminado)

que se tratara con otra tecnologia de descontaminacion.




2.6.1.5 Extraccion de solventes

El lavado del suelo generalmente utiliza agua o agua con aditivos que mejoran el lavado,
este la tecnologia usa una sustancia quimica organica como solvente. Las unidades de
escala comercial ya estan en operacion, y varian en funcién del tipo de suelo, tipo de
equipo utilizado y modo de operacion.

Suelen consistir en una etapa preliminar de preparacion del suelo (después de su
eliminacion y transporte) seguida de su insercidn en una unidad extractiva junto con una
corriente de solvente; dos flujos salen del extractor: uno que contiene el suelo tratado que
generalmente requiere tratamiento adicional, y otro que se envia a un separador para la
recuperacion del disolvente y la concentracion de los contaminantes eliminados. Estos
son luego eliminados por un tratamiento quimico o bioldgico. La técnica de extraccion
con solvente no logra la eliminacion de los contaminantes, sino solo su separacion del
suelo, por lo que se considera una técnica de pretratamiento similar al lavado del suelo
(Castelo-Grane & Barbosa, 2003).

El éxito de esta técnica depende de la eleccion del disolvente, que debe elegirse teniendo

en cuenta el tipo de contaminante a extraer. Como se sefiald anteriormente, esta técnica

se usa habitualmente en asociacion con otras tecnologias de remediacion.

2.6.1.6 Solidificacion/ estabilizacion

La remediacion del suelo también es posible a través de la técnica de solidificacion /
estabilizacion que consiste en mezclar un material reactivo (por ejemplo, cemento u
hormigon) con solidos, semisélidos y lodo para la inmovilizacion de los contaminantes.
La solidificacion produce bloques con una gran estabilidad fisica mediante la adicion de
agentes estabilizantes (por ejemplo, cenizas lixiviadas y residuos de los hornos) con el fin
de limitar la movilidad y la solubilidad de los constituyentes de los residuos. Existen
algunas variantes de esta técnica, principalmente: solidificacion basada en cemento
(adicion directa del cemento al suelo); solidificacion basada en silicato (donde el material,
como cenizas lixiviadas, se agrega al cemento y a los agentes estabilizantes para luego

mezclarse con el suelo); y microencapsulacion (Castelo-Grane & Barbosa, 2003).




2.6.2 Bioldgicos

Las técnicas bioldgicas se basan en el principio de biorremediacion, donde los
microorganismos se utilizan para eliminar los contaminantes del suelo y para el

tratamiento de lodos y aguas subterraneas.

2.6.2.1 Landfarming

Es una forma de biorremediacion, un proceso sobre el terreno que involucra colocar suelo
contaminado sobre una superficie preparada y regularmente girado para airear el mismo.
Enmiendas del suelo (para ejemplo, fertilizantes) a veces se agregan. EI movimiento de
oxigeno a través de la pila de suelo promueve la degradacion aerdébica de productos
qguimicos organicos. Landfarming es una forma pasiva de biorremediacion y

generalmente requiere un marco de tiempo extendido.

Este tratamiento probablemente liberara las emisiones directamente a la atmdsfera, no
deberia usarse donde puede tener un efecto adverso en los receptores sensibles, y
particularmente en las areas residenciales. Como opcion de remediacion, el landfarming
es ineficaz en el tratamiento de sustancias tales como metales y PAH complejos, pero

puede ser Gtil para algunos productos quimicos organicos volatiles (EPA, 2005).

2.6.2.2 Atenuacion natural

La atenuacion natural es un componente de todas las soluciones correctivas para la
contaminacion subsuperficial. Se refiere a los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos
naturales que reducen la concentracion de contaminantes en el subsuelo (Sellers 1999).
Los ejemplos son adveccidn, dispersion y dilucion de contaminantes por infiltracion;
transferencia de contaminantes en el agua subterranea al aire en los poros del suelo por
volatilizacién; biorremediacién de contaminantes organicos; o reduccién de la movilidad
de contaminantes por sorcion en las superficies de particulas del suelo (Wiedemeier et
al., 1999).

La atenuacion natural in situ puede ser una tecnologia de remediacién apropiada cuando

los contaminantes se degradan o se dispersan facilmente y no representan un riesgo




significativo para la salud publica y/o el medio ambiente durante el proceso, en particular

cuando la fuente de contaminacién ha sido eliminada o contenida.

En general, no es una tecnologia apropiada cuando el sitio contiene una cantidad
significativa de liquidos en fase no acuosa (NAPL); las concentraciones de contaminantes
son tan altas que representan un riesgo inaceptable para la salud publica y / o un
ecosistema, o se vuelven tdxicas para los microorganismos; y la tasa de atenuacion es

inaceptablemente lenta (Yeung, 2009).

2.6.2.3 Composteo

El compostaje es un proceso biolégico controlado mediante el cual los contaminantes
organicos biodegradables se convierten en subproductos inocuos y estabilizados debido
a la actividad de microorganismos (en condiciones aerobicas o anaerdbicas). En general,
las condiciones termofilas se mantienen (54-65 °C) para que el compostaje de los suelos
contaminados con contaminantes organicos peligrosos puede llevarse a cabo
adecuadamente. El suelo contaminado es excavado y mezclado con dispersantes
organicos y agentes correctores, tales como vegetales y desechos de animales, aserrin y
residuos, a fin de aumentar la porosidad del material que se va a tratado La méxima

eficiencia de degradacion se alcanza manteniendo constante la humedad, pH,

concentracion de oxigeno, temperatura y relacion carbono/nitrégeno (Castelo-Grane et
al. 2010).

2.6.2.4 Fitorremediacion

Esta técnica es in situ y limpia basada en el uso de algunas especies de plantas con la
capacidad de degradar contaminantes organicos especificos. Su costo es un 20-50%
inferior al costo de procesos alternativos quimicos, fisicos y térmicos in situ. Las
principales desventajas de esta técnica son sus caracteristicas estacionales y la posibilidad
de provocar una bioacumulacion de los contaminantes en los animales. Las principales
categorias de esta técnica de remediacion son: biodegradacion en la rizosfera (una de las
regiones inmediatamente adyacentes a las raices de las plantas, donde se pueden encontrar
los nutrientes y microorganismos); fitoacumulacién (un proceso utilizado en la
eliminacién de metales pesados del suelo, lo que lleva a su acumulacién en la planta, que

luego se seca o se incinera); fitodegradacion (que consiste en la metabolizacion de los




contaminantes por las plantas); y la fitoestabilizacion (donde ocurre la inmovilizacion de

contaminantes usando compuestos producidos por las plantas).

2.6.3 Tecnologias de biorremediacion
2.6.3.1 Bioestimulacion

Consiste en la inyeccion de una mezcla de agua no contaminada y los elementos
necesarios para el desarrollo microbiano, es decir, nutrientes y aceptores o donadores de
electrones. Los nutrientes son generalmente: carbono, nitrogeno y fosforo en forma de
CO3, amonio o urea y fosfatos, y el aceptor de electrones suele ser el oxigeno disuelto
(Suthersan, 1997).

La técnica se ha usado con éxito para remediar suelos contaminados con gasolinas,
compuestos organicos volatiles (COV), compuestos organicos solubles (COS) y
plaguicidas. Estudios a escala piloto, han mostrado han mostrado la biodegradacién de

suelos contaminados con desechos de municiones (Volke y Velasco, 2002).

Esta tecnologia no es recomendable para suelos arcillosos, altamente estratificados o
demasiado heterogéneos, ya que pueden provocar limitaciones en la transferencia de
oxigeno. Otros factores que pueden limitar su aplicacion son, que el tipo del suelo no
favorezca el crecimiento microbiano; el incremento en la movilidad de los contaminantes;
0 que haya obstruccion en los pozos de inyeccion provocada por el crecimiento bacteriano
(Volke y Velasco, 200).

2.6.3.2 Bioaumentacion

Implica la adicion de un inéculo microbiano con capacidad de degradar contaminantes.
El uso de organismos nativos que se han cultivad y propagado en laboratorio se

recomiendan para ser aplicados nuevamente al suelo contaminados (Stroud et al., 2007).

Los microorganismos reportados en la degradacion del 2,4-D son Acinetobacter sp,

Stenothrophomonas maltophilia y Flavobacterium sp (Chaudhry y Huang 1998;
Motosugi y Soda 1986; Smejkl et al., 2003).




Antes de llevar a cabo la bioaumentacién en un sitio, deben realizarse cultivos de

enriquecimiento, aislar microorganismos capaces de cometabolizar o utilizar el

contaminante como fuente de carbono, y cultivarlos hasta obtener grandes cantidades de
biomasa (Volke y Velasco, 2002).




Capitulo I11: Materiales y
Metodos




3.1 Plan de trabajo

La presente investigacion se desarrollo en los laboratorios de Ingenieria Ambiental de la
Facultad de Ingenieria Quimica y en el laboratorio de Cromatografia del Instituto de
Ciencias en la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. En la siguiente figura se

ilustra el plan de trabajo que se realizo.

1. Obtencién de la muestra de suelo contaminado con herbicida de la zona
cafiera de Corozal, Belice.

2. Enriquecimiento:

3 matraces c/u con: 10 g de suelo + 100 mL de 3. Caracterizacion fisicoquimica del suelo.
MSM con 50 ppm de Cr. (T° de incubacion 35 + De acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-200.
1°C, Agitacion 120 rpm, Tiempo 3 dias).

4. Preparacion de diluciones y siembra en placa.
Para cada replica, 15 tubos con 9mL de solucién
petonada. Dilucién en serie (5 diluciones) para la
muestra. Siembra de 0.1mL de cada dilucién en
cajas Petri con agar nutritivo con concentracion de
50 ppm de Cr. (T° de incubacién 33 £ 1 °C).

5. Aislamiento bacteriano:

Identificar las diferentes cepas bacterianas y
aislarlas mediante estrias escoces. En cajas Petri
con agar nutritivo con concentracién de 50 ppm de
Cr. (T° de incubacion 33 + 1 °C, Tiempo 1 dia).

7. Caracterizacion morfoldgica y
fisica:

Caracterizacion mediante  pruebas
bioquimicas y tinciones de Gram.

6. Viabidad de crecimiento:

Siembra de cepas aisladas en cajas Petri con
agar nutritivo con concentraciones de 50,
100, 200, 300 ppm de 2,4-D. ((T° de
incubacion 30 + 1 °C, Tiempo 1 dia).

8. Preparacion de inoculo:

200 mL de MSM con 200 ppm de 2,4-D +
0.0001mL de cepa bacteriana en matraces
de 100 mL, incubacién 72 horas a 30 + 1
°C. Centrifugacién a 8,000 g por 15
minutos, resuspender, diluir pellet en buffer
de fosfatos. Ajustar OD a 0.5 midiendo a
600nm.

9. Estudio cinético para determinar la
remocion del herbicida.

1 mL de inoculo + 200 MSM 200 ppm de
2,4-D. T° de incubacion 35 * °C; extraer
alicuotas cada 24 hrs por 7 dias y se midié
en HPLC.

10. Resultados

Figura 3.1. Plan de trabajo realizado.

Fuente: Elaboracion propia.




3.2 Muestreo
3.2.1 Zona de estudio

Se obtuvo una muestra compuesta de una parcela de 22 acres que se encuentra ubicado

en el poblado de San Victor en Corozal, Belice, véase Imagen 3.1.
Las coordenadas de la parcela son las siguientes:
18°15'56.40"N

88°34'10.89"0.

Imagen 3.1. Ubicacion de zona de muestreo en la comunidad de San Victor.

Fuente: Google Earth.

3.2.2 Obtencidn de la muestra

Se empled el método Zig-Zag para la coleccion de la muestra. En cinco puntos de la

parcela se extrajo aproximadamente un kilogramo de suelo a partir de los primeros 20 cm

del mismo. Estas fueron colocadas en una bolsa para obtener una muestra compuesta, del
cual se extrajo 1 kilogramo (NOM-021-SEMARNAT-2000).




3.3 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Se determinardn los parametros fisicoquimicos correspondientes para clasificar la
fertilidad del suelo empleando las técnicas establecidas en la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-SEMARNAT-2000, Que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad

y clasificacion de suelos. Estudios, muestreo y analisis.

3.4 Aislamiento

El aislamiento de las cepas bacterianas se realiz6 en primera instancia para la degradacion
de metales pesados, siendo estos el Cromo (Cr) y Plomo (Pb). Posteriormente se realizo

una resistencia al 2, 4-D.

3.4.1 Preparacion de agar y medio de cultivo

Todo el material empleado durante el desarrollo metodoldgico se esteriliz6 antes de ser

utilizado.

Se preparo un litro de medio mineral mineral (MSM), y se esterilizé a presion por 15

minutos. La composicion del medio se encuentra en el Anexo 1.

3.4.2 Enriquecimiento

Para el aislamiento de los microorganismos del suelo se agregd la muestray MSM en una
relacién 1:10 en un matraz de 300 mL. Es decir, 10 gramos de suelo y 100 mL del medio
que contenia una concentracion de 50 ppm de Cr, por triplicado. Los matraces se
etiquetaron 11, 12, 13; la incubacion se realizé a bafio maria con una temperatura de 30 +

1°C, con agitacion, durante 72 horas.




Imagen 3.2. Enriquecimiento del suelo.

3.4.3 Preparacion de diluciones y siembra en placa

Se prepararon cinco tubos con nueve mL de solucion peptonada al 10%, con el fin de
tener diluciones con las concentraciones de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 y 1:100000

partiendo de la solucion stock.

De cada concentracion se agregd 0.1 mL de las diluciones a placas con agar nutritivo que
contenian una concentracion de 50 ppm de Cr, previamente esterilizados, para aislar las
cepas resistentes al Cr. El periodo de incubacion fue de 24 horas a una temperatura de
30+1 °C.

Lo anterior, se realizd para las muestras de los matraces 12, 13 puesto que no se mantuvo

las condiciones en el matraz tres y la muestra se seco.

3.4.4 Identificacién y caracterizacion
3.4.4.1 Caracterizacion morfoldgica

Se identificaron las cepas presentes en las placas al observar la morfologia de las colonias.

Las caracteristicas fisicas que las diferenciaron fueron: color, borde, diametro, elevacion,




textura y forma. Estas fueron aisladas mediante estrias escocesas en cajas Petri con 50

ppm de Cr.

3.4.4.2 Caracterizacién mediante tincion de Gram

Se realiz6 la tincion de Gram a las cepas aisladas. La cepa se fijo a una gota de agua y a
esta se le agrego Cristal Violeta por un minuto. Posteriormente se lavo con agua destilada,
despues se le agreg6 Lugol Gram por un minuto. Se realiz6 una decoloracién con alcohol
de acetona por 30 segundos y se le agreg6 Safranina (contracolor) durante un minuto.
Finalmente se lavo con agua y dejo secar para examinar en el microscopio (Jancome et.
al., 2014).

3.5 Viabilidad de crecimiento en 2,4-D

En cajas Petri con concentraciones de 50, 100, 200, 300 ppm de 2,4-D se realizo la
siembra de las cepas aisladas. 0.001 mL de la cepa se coloco en el agar mediante estrias
cerradas para determinar la viabilidad de crecimiento de las mismas. A partir de lo
anterior se determind el rango éptimo de crecimiento a las 24 horas de incubacion para
evaluar la capacidad de degradacion. Se utilizd un herbicida comercial durante la

elaboracion del presente (Imagen 3.3)

Imagen 3.3. Herbicida con ingrediente activo 2,4-D.




Con lo anterior se establecid la concentracién maxima de resistencia. Posteriormente en
medio Luria Bertani (LB) se determind cuales son las cepas que presentan mayor
crecimiento a las 24 horas.

3.6 Preparacion de inéculos

La cepa BO1 y B03 se propagaron en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 200 mL de
caldo LB (composicién en Anexo 1) suplementado con una concentracion de 200 ppm de
2,4-D a 80 rpm, una temperatura de 30+1°C por 48 horas.

Posteriormente se realizo una separacion por centrifugacion a 8000 g por 15 minutos en

un tubo Corning de 50 mL, se retir6 el sobrenadante.

Al finalizar la recuperacion de toda la biomasa fue resuspendida en solucién buffer de
fosfatos y el ajuste del inoculo a 0.5 midiendo la densidad optica (OD) 600 nm en un
espectrofotometro de UV-VIS (SMART Spectrophotometer, 2000) para obtener una

concentracion final de 2.5 x 108 células/mL.

Imagen 3.4. Magnificacion de las cepas en caldo LB y 200 ppm de 2,4-D.

3.7 Cinética de degradacion:
3.7.1 Disefo experimental:

En matraces Erlenmeyer se agregd 1ml d in6culo y 200 mL de medio mineral basal

suplementado (composicion en Anexo 3) con 200 ppm de 2,4-D, por triplicado para




ambas cepas. Se sometieron a incubacion por 144 horas a una temperatura de 30 + 1°C.

Se retiraron alicuotas de cinco mL cada 24 horas.

3.7.2 Preparacion de la muestra

Los alicuotas se centrifugaron a 4500 g por 20 minutos y se sobrenadante se colecto en
viales de 20 mL. Posteriormente se realizo una extraccion de fase sélida (SPE) empleando
cartuchos Strata X de la marca Phenomenex ® con capacidad de un mililitro condicionado
con 1 ml de agua, 1 mL de metanol, se agreg6 la muestra, un lavado con 1 mL de 5%
metanol y se eluy6 con 2% &cido formico en metanol en viales Agilent de 1 mL.

3.8 Anadlisis analitico

La concentracion del 2,4-D y del analito 2,4-DCP se determind empleando un
cromatografo de alta resolucion (HPLC) Agilent modelo 1260 Infinity, Agilent
Technologies (Imagen 3.4) equipado con una columna Eclipse Plus C18 (3.5 um x 4.6
mm x 100 mm), con una mezcla de acetonitrilo ACN vy agua (60:40%) a un flujo de
1mL/min como fase movil. El tiempo de retencion fue de 1.902 minutos a una longitud
de onda de 285 nm. Para efectuar el analisis se realiz6 una curva de calibracion (ver
Anexo 2) en el intervalo de concentracion adecuado para las muestras y se inyectaron por

duplicados.

Imagen 3.5. Cromatografo Agilent modelo 1260 Infinity, Agilent Technologies.




Capitulo 1V: Resultados y
Discusiones




4.1 Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de suelo

La Tabla 4.1 exhibe las principales caracteristicas fisicoquimicas de la muestra de suelo
analizada. La textura del suelo resulto ser franco limoso con un porcentaje de arena, limo
y arcilla de 30, 8.52, 63.28 respectivamente. Un pH de 7.32, casi neutro, la densidad de
1.33 g/ml y una capacidad de intercambio cationico (CIC) de 66.64 meq/100g. Contiene

19.79% de materia orgénica, y un 11.48% de carbono orgéanico.

Tabla 4.1. Pardmetros fisicoquimicos medidos.

PARAMETRO VALOR UNIDADES
PH EN AGUA 7.32

DENSIDAD APARENTE 1.3374 g/ml
HUMEDAD 10.52643 %
MATERIA ORGANICA 19.7989 %
CARBONO ORGANICO 11.4843 %
TEXTURA Franco Limoso

ACIDEZ EXTRAIBLE 21.46 meq/100 g
CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO | 66.64 meq/100 g

Por otra parte, los nutrientes esenciales para el cultivo de cafia de azucar son los
siguientes: nitrogeno se cuenta con 18.82mg/Kg, fosforo soluble de 5.9609 mg/Kg y
potasio de 0.99995 mg/Kg. De acuerdo con la norma (NOM-021-SEMARNAT-2000) la
cantidad de nitrégeno y fosforo son bajas y el potasio esta presente en una concentracién

media.

De igual manera se determinaron los micronutrientes presentes en el suelo, de acuerdo a
la metodologia establecida en la normatividad mexicana utilizando un espectrofotémetro
de Absorcion Atdémica. Siendo estos los siguientes: zinc, manganeso, sodio, magnesio,
hierro. Al igual que los metales cromo, plomo y niquel. Los resultados se ilustran en la
Tabla 3.2. Conforme a la norma, las concentraciones de zinc, manganeso, hierro, son

adecuadas, por lo que el suelo no presenta una deficiencia. Respecto a los metales plomo




y niquel resultaron estar presentes en concentraciones bajas, y no se detecté Cr en la

muestra de suelo.

Tabla 4.2. Cantidades de nutrientes y micronutrientes en la muestra de suelo.

NUTRIENTES MG/KG LBS/ACRE
ZINC 3.7909 7.5818
NIQUEL 0.0474 0.0948
PLOMO 1.3643 2.7286
CROMO No detectable
MANGANESO 0.606 1.212
SODIO 64.7267 129.4534
MAGNESIO 3.089 6.178
HIERRO 10.425 20.85
POTASIO 1.9999 3.998
FOSFORO SOLUBLE 5.9609 11.9218
NITROGENO INORGANICO | 0.001882 (%)

18.82 37.64

El pH resulta ser un factor importante que influye en la presencia de microfauna que
permita la mineralizacion del 2,4-D (Boivin et al., 2005). En este caso, se tiene un suelo
neutro (pH en agua: 7.32). Por ejemplo, Han et al., (2015) reportd que en suelos arcillosos
con pH neutro el herbicida es mineralizado después de 42 dias de incubacién. Por otra
parte, Prado et al., (2016), vincularon el pH con la formacion de enlaces ionicos del
herbicida con las particulas del suelo. Tomando en consideracion lo anterior, a la presente
investigacion se puede decir que, la muestra de suelo es apta para procesos de degradacion
del herbicida.

En cuanto a la materia organica (MO) (Entry et al., 1995; Voos and Groffman, 1997) han
reportado una correlacion entre la cantidad de MO y la taza de degradacion del 2,4-D. De

igual manera, Prado et al., (2001), han demostrado que la MO es un factor importante en

la sorcion del herbicida en el suelo. El suelo estudiado cuenta con un porcentaje de 19.79

de MO, por lo tanto, pueden ocurrir procesos de mineralizacion del 2,4-D.




La presencia de carbono, nitrogeno, potasio y fosforo esta vinculada con la sorcion del
2,4-D sin embargo hay una variacion de la misma a diferentes pH, contenido de arcilla
y/o materia organica. (Duah y Kuwatsuka, 2012). Especificamente, Picton y Farenhorst
(2004) evaluaron los factores fisicoquimicos que influyen en la sorcion y mineralizacion
del herbicida en suelos. Un incremento en el porcentaje de carbono organico (CO) en el
suelo con llevé a una mayor sorcion de 2,4-D por unidad de CO. Asi como las tasas de

mineralizacion fueron mayores en suelos que absorbieron mas 2,4-D por unidad de

carbono organico, y que tenian mayor contenido de nitrogeno del suelo.

Tomando en cuenta lo anterior, el suelo estudiado cuenta con un porcentaje elevado de
materia y carbono orgénico (19.79 y 11.48, respectivamente), y cantidad de nitrégeno
(18.82). Las tasas sorcion y mineralizacion del 2,4-D resultaria ser elevado y
posiblemente asistido por la microbiota ya adaptada a subsistir en dichas condiciones y/o

capaz de utilizarlo como fuente de carbono.




4.2 Aislamiento Bacteriano

Para el aislamiento de las bacterias del suelo contaminado, se seleccionaron cinco

colonias de manera aleatoria, crecidas sobre agar nutritivo suplementado con Cré*. Estas

se sembraron en agar con 2,4-D para determinar si sobreviven en medios con el
contaminante de interés. Las colonias presentaron diferentes morfologias, las cuales se

mencionan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas resistentes al 2,4-D.

FORMA  ELEVACION SUPERFICIE ASPECTO BORDES IMAGEN

Blanco Irregular Plana Lisa Seco Ondulados

Blanco Irregular Ondulados

Irregular Ondulados

Amarillo Irregular Ondulados

Blanco Puntiforme Convexa Humedo Puntiforme




4.2.1 Viabilidad de Crecimiento

Se realiz6 una viabilidad de crecimiento en agar nutritivo suplementado con diferentes
concentraciones del 2,4-D dejando incubar por 24 horas. En la siguiente tabla se ilustran

los resultados obtenidos.

Las cepas B01, B03, B04 presentaron crecimiento en la concentracion mas alta (300 ppm)

sin embargo, solo las primeras dos se desarrollaron sobre toda la seccién de la placa. Por
ello se tom6 como la concentracion maxima 200 ppm para desarrollar la cinética de
degradacion del 2,4-D.

Tabla 4.4. Resultados de la viabilidad de crecimiento en agar con 2,4-D en 24 horas.

CEPA CRECIMIENTO

Concentracion de 2,4-D (ppm)
100 200 300

Imagen 4.1. Crecimiento bacteriano en placas con agar nutritivo suplementado con 2,4-D

después de 24 horas.




4.2.2 Tincion de Gram

En la tabla 3.5 se ilustra los resultados obtenido de la Tincion de Gram que se le realizo
a las cinco cepas aisladas. La cepa B04 resulto ser Gram positiva, y las demas son Gram

negativas.
Tabla 4.5. Tincion de Gram de las cepas aisladas.

GRAM MORFOLOGIA  IMAGEN

Gram Negativo Cocos

Gram Negativo

Gram Negativo Estreptococos

Gram Positivo Bacilos

Gram Negativo Micrococos




4.3 Cinética de crecimiento:

En el estudio cinético realizado para determinar la remocion del 2,4-D de las dos cepas
(BO1 y B03) bacterianas se analizaron las muestras al tiempo 24, 48, 72, 96, y 144 horas,

mediante cromatografia de alta resolucion (HPLC) obteniendo los siguientes resultados.

4.3.1 Cepa BO1

La densidad dptica (OD) de los in6culos se ajustaron a una absorbancia de 0.5,
equivalente a 2.5 x 108 células/mL. Para evaluar el potencial de degradacion se agrego
un mL del indculo, teniendo una concentracion inicial 1.25 x 10* células/mL. El
crecimiento bacteriano resulto ser lento durante las primeras 72 horas, sin embargo, entre
la hora 72 a 96 se observd el crecimiento maximo. En la siguiente figura se ilustra el
padron del crecimiento bacteriano durante el disefio experimental, el cual fue medido

mediante la absorbancia a 600nm.

Crecimiento Bacteriano-B0O1

Absorbancia a 600 nm

60 80 100

Tiempo (horas)

Figura 4.1. Crecimiento de la cepa BOL1 en la cinética de degradacion.




La concentracion inicial empleada fue de 660 ppm y la degradacion del 2,4-D se
determind por la disminucion de la concentracidn (en ppm) del inicio de la cinética. A las
24 horas se presentd una disminucion de 660 a 509.8 ppm, arrojando un 22.75% de
remocion. De las 48 a las 72 horas el porcentaje de remocion fue el més bajo, presentando
una disminucion de 0.1969%. A las 144 horas se detectd la méxima remocion, con una
disminucion del valor inicial (660 ppm) a 446.7 ppm, lo que corresponde a un total
32.31% (Figura 4.1). Esta cepa presentd el porcentaje mas alto de degradacion.

Porcentaje de Remocion-Cepa BO1

)= % de Remocion

PORCENTAJE (%)
PR, NN W W
o U1 O U1 o U o U

80 100
TIEMPO (horas)

Figura 4.2. Porcentaje de remocion del 2,4-D por la cepa BO1 al finalizar las 144 horas.

La cepa B0O1 degrado un total de 32.31% del 2,4-D después de las 144 horas. En las
primeras 24 horas se presento la mayor degradacion (22.75%) de la concentracion total.
De igual forma, a las 24 horas se observo crecimiento maximo de la bacteria. En la
siguiente tabla se ilustran las concentraciones de herbicida y la absorbancia en los tiempos
especificos. Los cromatogramas se encuentran en los Anexos 2. En la siguiente tabla se

ilustran los porcentajes de remocion diarios que fueron observados.




Tabla 4.6. Concentracién y densidad dptica de los alicuotas en los intervalos de tiempo.

BO1
Tiempo Concentracion Porcentaje de
(ppm) remocion
0 660 0
24 509.8 22.75757576
48 496.4 2.03030303
72 495.1 0.196969697

96 476.9 2.757575758
446.7 4.575757576

La Figura 4.3 ilustra la cinética de degradacién obtenida para la cepa BO1, en donde se
observa un crecimiento exponencial de la bacteria en las primeras 24 horas, estatico entre

la hora 24 a 72, exponencial de 72 a 96 y muerte celular de la hora 96 a 144.

En cuanto a la concentracion del 2,4-D se observa una disminucion rapida en las primeras

24 horas. A partir de la misma a la hora 144 es lenta y baja.

Cinética de Degradacion de Cepa BO1

oD Concentracién

Absorbancia a 600 nm
Concentracién de 2,4-D (ppm)

80 100
TIEMPO (horas)

Figura 4.3. Cinética de degradacion bacteriana del 2,4-D por la cepa BO1.




4.3.3 Cepa B03

La concentracion inicial de bacteria fue de 1.25 x 10* células/mL. Para la cepa BO3 se
observé un crecimiento exponencial durante las primeras 72 horas. Entre las horas 72 a
96 fue estético y finalmente la fase de declinacion inicio a partir de la hora 96. En la figura
4.4 se ilustra una grafica para el crecimiento, mismo que fue determinado midiendo la

absorbancia a 600 nm.
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Figura 4.4. Crecimiento de la cepa BO3 en la cinética de degradacion.

De igual manera, la concentracion inicial empleada fue de 660 ppm y la degradacion del
herbicida se determino por la disminucion de la concentracion (en ppm) al inicio de la
cinética. A las 24 horas se presento una disminucion de 660 a 535.1 ppm, arrojando un
18.92 % de remocidn. De las 48 a las 96 horas la remocion fue baja, presentando una
disminucion de 7.19%. A las 144 horas se detectdé la mé&xima remocién, con una
disminucion de 660 a 462.8 ppm, lo que corresponde a un 29.87% (Figura 4.5). Esta cepa

presento el porcentaje mas bajo de degradacion.
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Figura 4.5. Porcentaje de remocion del 2,4-D despues de las 144 horas por la cepa B03.

La cepa BO3 degrado un total de 29.87 % del 2,4-D despues de las 144 horas. En las
primeras 24 horas se presento la mayor degradacion (18.92%) de la concentracion total.
De igual forma, se observa el crecimiento maximo de la bacteria. En la tabla 4.7 se ilustran
las concentraciones de herbicida y la absorbancia en los tiempos especificos asi como el
porcentaje de remocion diaria que fue observado.

Tabla 4.7. Concentracion y densidad dptica de los alicuotas en los intervalos de tiempo.

0.0025
0.01764
0.041
0.0824
0.0854
0.0627




La Figura 4.6 ilustra la cinética de degradacion, es decir la relacion entre crecimiento
bacteriano y remocién del herbicida, obtenida para la cepa B03. Se observa un
crecimiento exponencial de la bacteria en las primeras 72 horas, estatico entre la hora 72

a 96 y decaimiento de la hora 96 a 144.

En cuanto a la concentracion del 2,4-D se observa una disminucion rapida en las primeras

72 horas. A partir de la misma a la hora 144 es lenta y baja.
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Figura 4.6. Cinética de degradacion bacteriana del 2,4-D por la cepa BO3.

Se infiere que la disminucidn de la concentracion de 2,4-D se debe al proceso metabolico;
es decir, las cepas bacterianas utilizan el compuesto como fuente de carbono, y no se debe
a las condiciones de temperatura presentadas durante la incubacion de dichos
microorganimos. Sin embargo, la cepa BO1 presenta el mayor crecimiento en las primeras

24 horas de la cinética y la cepa B03 hasta la hora 72.

Algunos autores indican que hay mayor degradacion del herbicida en las primeras 24 a
48 horas de la cinética de degradacion (Cycon et al., 2001; Zabaloy y Gomez., 2017,
Khalil, 2003). Aplicando este concepto al presente estudio se puede decir que, las cepas
BO1 y B03 son eficientes para remover el 2,4-D durante los primeros dos dias al ser

expuestos a ello en el medio.




En un estudio se evalud la degradacion de este herbicida por parte de los microorganimos
nativos de suelos expuestos y se encontrd que son capaces de remover concentraciones
entre 69%, 73% Yy 54% en 10 dias de incubacién (Cycon et al., 2001), que comparados
con los resultados obtenidos en este estudio, demuestran que las bacterias autdctonas de
suelos expuestos presentan un potencial de degradacion. También cabe resaltar que el
porcentaje de degradacion de 32.31% y 29.87% por parte de las cepas bacterianas es
apenas en un periodo de 6 dias y que no se pudo estimar en un rango mayor de tiempo

por falta de tiempo y el nimero de muestras que se podian analizar era limitado.

Se han estudiado las especies nativas como Serratia marcescens, Penecillium sp.,
Cupriavidus campinensis, Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp., Sphingomonas
paucimobilis, mismas que han sido aisladas de suelos que se encuentran en estados de
contaminacion por el 2,4-D. Dichas bacterias han sido reportadas como biodegradadores
del herbicida, presentando porcentajes de remocion entre el 80 al 95% (Chaudhty y
Huang, 1988; Don y Pemberton, 1981; Silva et al., 2007). Revelando la gran importancia
de estudios como este y otros que permitan proponer técnicas de biorremediacion para

suelos expuestos al herbicida.

Cabe sefialar que las investigaciones que se citan anteriormente se realizaron con el

herbicida en su forma pura, es decir, reactivos grado analitico y en la presente se empled
un herbicida comercial. Esto causa variacion en los resultados puesto que se efectuaron
varias pruebas con diferentes concentraciones y al realizar las determinaciones en HPLC
se llegd a la conclusion que el herbicida no contiene el porcentaje de ingrediente activo

que reporta en la etiqueta.

La importancia de realizar estudios como este, con plaguicidas comerciales, radica en que
si se realizan estudios posteriores en campo habra muchos factores que no podran ser
controlados, como lo seria la pureza del 2,4-D. Se desconoce los compuestos presentes
en plaguicidas comerciales, y en muchos suelos ocurren procesos ya sean sinérgicos o

antagoénicos de los mismos.




Capitulo V: Conclusiones y
Recomendaciones




5.1 Conclusiones

Los suelos de la zona cafiera del poblado de San Victor en Corozal, Belice, estan
expuestos al herbicida, 2,4-D, desde hace mas de 12 afios, ya que los agricultores han
aplicado el herbicida para controlar las malezas que interfieren en el desarrollo del
cultivo. Para la realizacién de este trabajo se seleccion6 una seccién de una parcela que

ha estado expuesta al herbicida 2,4-D.

El presente estudio se realiz6 a nivel laboratorio y se logré la caracterizacion
fisicoquimica de la muestra de suelo empleando como referencia las técnicas descritas en
la seccion de fertilidad de la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000,

Que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos.

La muestra resulto ser neutra (pH 7.32), rica en materia y carbono organico, con niveles
altos, medios y bajos de nitrogeno, fésforo, potasio, respectivamente, estas caracteristicas
deben ser tomadas en cuenta druante los procesos de sorcion, mineralizacion y/o

degradacion del 2,4-D una vez que este es aplicado, y durante su latencia en el suelo.

Por otra parte, se aislaron, a través de técnicas microbioldgicas, cinco cepas a partir de un
suelo que presentaba un historial de exposicién al herbicida proveniente de la zona cafiera
de Belice. Las cuales demostraron ser capaces de degradar el 2,4-D en un medio minimo

mineral.

De las cepas aisladas, solo se emplearon dos (BO1 y B03) para evaluar la capacidad
degradadora del herbicida en un medio, suplementado con 660 ppm de la misma. Las
bacterias BO1 y BO3 degradaron un total de 32.31 y 29.87% respectivamente, de la
concentracion inicial en un tiempo de 144 horas. Cepa B01 present6 mayor degradacion

en las primeras 24 horas y B03 en las primeras 72 horas de exposicion.

Los porcentajes de degradacion son bajos en comparacion con otros estudios, sin
embargo, indican que los microorganismos son capaces de utilizar el 2,4-D como Unica
fuente de carbono y participan en la biodegradacion del mismo cuando es aplicado en los
suelos agricolas. Por otra parte, es importante considerar que las bacterias presentes en
estos suelos, normalmente desarrolla mecanismos de adaptacion después de la aplicacion

de plaguicidas durante tiempos prolongados.




Si bien, el aislamiento de cepas autoctonas de zonas expuestas a xenobidticos resulta ser
idona para poder emplearlas en procesos de remediacién de los mismos es importante
considerar las diferencias que pueden existir cuando se desarrollan estudios a nivel
laboratoio e in situ. En este caso, las cepas aisladas de suelos tratados regularmente con
2,4-D tienen un considerable potencial de biorremediacion ya sea mediante una
bioestimulacién y/o bioaumentacion del medio, ya que los organismos se han adaptado a

la presencia de pesticidas.

Al respecto, es importante mencionar que se requiere realizar mas investigacion

relacionada con los aspectos bioquimicos y genéticos de la degradacién de 2,4-D por las
cepas bacterianas aisladas, la relacion con los diversos factores ambientales que afectan
su supervivencia, y el potencial de degradacion, asi como conocer las rutas metabolicas

del herbicida en presencia de diversos organimos.




5.2 Recomendaciones e investigacion a futuro

Las recomendaciones y lineas de trabajo que a continuacion se proponen para investigar
mas a fondo los procesos de biodegradacion a los que el herbicida es sometido cuando

ingresa al ambiente, asi como al manejo de suelos, son los siguientes:

Caracterizar el herbicida comercial que se empled para determinar a qué
concentracion se encuentra en ingrediente activo y que otros compuestos se
encuentran en la misma.

Determinar la concentracién de 2,4-D presente en muestras de suelos que han sido
cultivados para determinar el nivel de persistencia que este presenta en la zona
cafiera.

Investigar el comportamiento del 2,4-D en el ambiente, es decir, realizar pruebas
de disipacion en muestras de suelo procedentes de la zona cafiera en condiciones
ambientales sin presencia de microorganismos (suelos estériles) de manera que se
encuentren vinculos entre los parametros fisicoquimicos y los procesos de sorcion
del herbicida.

Realizar pruebas con un herbicida de grado analitico para determinar la eficiencia
de las cepas bacterianas bajo condiciones controladas de concentracion y asegurar
el empleo del 2,4-D como fuente Unica de carbono.

Realizar variaciones en el pH, temperatura, concentracion de 2,4-D con el fin de
determinar las condiciones 6ptimas de funcionamiento de las bacterias

Caracterizar mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) las cepas.
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Anexos



Anexo 1: Materiales y métodos

Tabla 7.1. Composicién del Medio Minimo Mineral (Medoza et al., 2011)

COMPONENTE FORMULA CANTIDAD
FOSFATO DIPOTASICO KoHPO4 39
FOSFATO DE POTASIO KH2PO,4 05g

MONOBASICO
SULFATO DE AMONIO (NH4)2SO4 1.25¢
CLORURO DE SODIO NaCl 10 mg
SULFATO DE MAGNESIO MgSOq4 100 mg
HEPTAHIDRATADO
SULFATO DE HIERRO FeSO4 1 mg
ACIDO EDTA 200 mg
ETILENDIAMINOTETRAACETICO
AGUA DESTILADA H204 1 Litro

Tabla 7.2. Composicidon de caldo Luria Bertani.

COMPONENTE FORMULA CANTIDAD
CLORURO DE SODIO NaCl 50
PEPTONA DE CASEINA 109
EXTRACTO DE LEVADURA 50
AGUA DESTILADA 1 Litro




Anexo 2: Resultados

Curva de calibracién

Figura 7.1. Curva de calibracion para el 2,4-D.




Cromatograma del estandar

Figura 7.2. Cromatograma del estandar del 2,4-D.




Cromatograma de Blanco

Figura 7.3. Cromatograma de los blancos durante la cinética de degradacion.




Cromatograma de muestras de la cepa BO1

Figura 7.4. Cromatograma de las muestras obtenidas durante la cinética de degradacion de la
cepa BO1.




Cromatograma de muestras de la cepa B0O3

Figura 7.5. Cromatograma de las muestras obtenidas durante la cinética de degradacion de la
cepa B0O3.
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