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RESUMEN

Los pesticidas organofosforados como clorpirifos (Dorsan y Tifon) y profenofos (Selecrén)
son usados con frecuencia en actividades agricolas de la region Arequipa, Su uso se ve en
aumento debido a la presencia de multiples plagas que amenazan a la produccion de
alimentos de origen vegetal. Producto de esta actividad los suelos se ven contaminados ya
que estos pesticidas presentan una alta residualidad. El presente proyecto tuvo como
finalidad evaluar la actividad de Eisenia foetida en la degradacion de clorpirifos y

profenofos a escala de laboratorio en suelos artificiales.

Para la cuantificacion de clorpirifos y profenofos se validé un método por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC-DAD) usando estandares primarios con pureza mayor
al 99.5 % Sigma Aldrich. El método resulté ser lineal con coeficientes de correlacién r? de
0.9994 y 0.9996 para profenofos y clorpirifos respectivamente, por otro lado el método
fue preciso obteniéndose valores de desviacion estandar relativa (DSR) menores a 2.7 %
para ambos pesticidas. Asi mismo resulto exacto con porcentajes de recuperacion de 90.5 y
98.9 % para clorpirifos y profenofos respectivamente.

Los ensayos fueron realizados en suelos artificiales con humedad ajustada al 40 %, en

ausencia de luz, temperatura ambiente y un pH del suelo aproximado a 7 durante 28 dias.
Por otro lado los suelos de estudio se contaminaron con aproximadamente 40 y 50 mg/Kg
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de clorpirifos y profenofos respectivamente. Se evalué un disefio factorial 2% siendo los
factores Lombrices (20 individuos) y bacterias nativas del suelo.

En el blanco (ausencia de bacterias nativas y lombrices) los niveles de clorpirifos y
profenofos disminuyeron en un 33.68 y 52.63 % de clorpirifos y profenofos
respectivamente, lo que indica que profenofos se degrada con mayor rapidez que
clorpirifos, ya que la OMS establece que cuando el pH es superior a 6 los pesticidas
organofosforados tienden a hidrolizarse con mayor facilidad. La actividad de las bacterias
nativas presentes en el suelo mostraron porcentajes de degradacion de 37.16 y 63.52 %
para clorpirifos y profenofos respectivamente, demostrando que la actividad bacteriana

acomparia en el proceso de degradacion de ambos pesticidas.

Eisenia foetida acelero el proceso de degradacion logrando al final del estudio porcentajes
de degradacion de 60.76 % para clorpirifos y 72.58 % para profenofos, lo que indica que
este anélido presenta un desempefio positivo en el proceso de degradacion de ambos
pesticidas organofosforados. Finalmente se encontré que Eisenia foetida en presencia de
los microorganismos en general del suelo potencian la actividad de degradacion de ambos
pesticidas ya que los niveles de clorpirifos y profenofos disminuyeron en un 74.85 y
75.64% respectivamente.

Palabras Clave: Clorpirifos, Profenofos, HPLC-DAD, Eisenia foetida, Bacterias nativas,
Validacion, Porcentaje de degradacion.
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SUMMARY

organophosphate pesticides such as chlorpyrifos (Dorsan and Typhon) and profenofos
(Selecron) are often used in agricultural activities in the region of Arequipa, its use is
increasing due to the presence of multiple pests that threaten food production from plants.
Proceeds from this activity are contaminated as they have a high residual pesticides soils.
This project is to evaluate the Eisenia foetida activity in the degradation of chlorpyrifos

and profenofos laboratory scale in artificial soil.

For quantification of chlorpyrifos and profenofos a method by high performance liquid
chromatography (HPLC-DAD) using primary standards with higher purity of 99.5% Sigma
Aldrich was validated. The method was linear (r>> 0.995) for the linear correlation
coefficients r* of 0.9994 and 0.9996 for profenofos and chlorpyrifos, respectively, the
coefficients change precise percentage lower than 2.7% for both pesticides, obtaining

accurate recovery rates and 98.9 to 90.5 %chlorpyrifos and profenofos respectively.

The tests were performed in artificial soil moisture was adjusted to 40%, in the absence of
light, temperature and pH of soil 7051 for 28 days. On the other hand soils they were
contaminated with about 40 to 50 mg / kg of chlorpyrifos and study profenofos
respectively. 22 factorial design are factors earthworms (20 individuals) and native soil
bacteria was evaluated. Blank (no native bacteria and worms) and chlorpyrifos profenofos
levels decreased by 33.68 and 52.63% respectively, indicating that degrades faster than
profenofos chlorpyrifos as WHO establishes that when the pH is more than 7
organophosphate pesticides tend to hydrolyze faster. The activity of native bacteria in soil

showed egradation percentages of 63.52 and d 37,16 % for chlorpyrifos and profenofos
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respectively, showing that bacterial activity plays an important role in the degradation of

both pesticides.

Eisenia foetida accelerates the degradation process of making the final percentages of
degradation study 60.76% to 72.58% of chlorpyrifos and profenofos, indicating that this
annelid presents a positive performance in the degradation of both organophosphate
pesticides. Finally, Eisenia foetida found that in combination with soil microorganisms
generally improve the activity of both pesticides degradation as chlorpyrifos levels and

decreased profenofos 74.85 75.64%, respectively.

Keywords : Chlorpyrifos , Profenofos , HPLC -DAD , Eisenia foetida , native bacteria ,

Validation, Percentage of degradation.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los pesticidas desempefian un papel importante en el control de numerosas plagas,
gusanos cortadores, hongos, malezas y otros organismos afectan directamente a
productos agropecuarios y forestales. Las actividades agricolas son las que usan
diversos agroquimicos entre ellos los plaguicidas, por lo que se considera que este
sector productivo es el de mayor exposicion a estos contaminantes. Las formas de
exposicion a los plaguicidas para los humanos y los animales comprenden la ingesta o
consumo de alimentos contaminados, la absorcién dérmica y la inhalacién de vapores

emitidos cuando los plaguicidas son rociados en el terreno de cultivo %.

En la actualidad se presenta una gran atencion sobre los contaminantes ambientales con
relacion a la seguridad alimentaria ya que los residuos de plaguicidas son considerados
como sustancias potencialmente toxicas en los alimentos y constituyen un motivo de
preocupacion para los consumidores 28,

Los residuos de plaguicidas en los alimentos es producto del uso indiscriminado de
éstos en la agricultura; la eliminacién de los plaguicidas depende de diversos factores
como el crecimiento propio del vegetal, la accion de agentes atmosféricos como el
viento y la lluvia, el grado de solubilidad y volatilidad del plaguicida, el tipo de

degradacion quimica que sufra y la naturaleza del propio plaguicida ® %%
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el desempefio de Eisenia foetida (lombriz roja californiana) en la degradacion
de los pesticidas organofosforados clorpirifos y profenofos en suelos artificiales

Objetivos Especificos

1) Preparar suelos artificiales contaminados para los estudios de degradacion.

2) Aclimatar individuos de la especie Eisenia foetida a suelos artificiales.

3) Validar un método de determinacion cuantitativa de los pesticidas
clorpirifos y profenofos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

4) Desarrollar un disefio factorial 22 para evaluar el desempefio de Eisenia

foetida en la degradacion de clorpirifos y profenofos
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HIPOTESIS

Debido a que existe referencia bibliografica sobre la actividad de Eisenia foetida en la
degradacion de compuestos orgénicos, es probable que la actividad de este anélido

influya en la degradacion de los pesticidas organofosforados clorpirifos y profenofos.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Los compuestos organofosforados son un grupo de insecticidas que fueron usados por
primera vez en 1938 por un grupo de quimicos alemanes. Los organofosforados fueron
introducidos como venenos nerviosos durante la segunda Guerra Mundial, y mas tarde
se desarrollaron a sustancias menos toxicas. Los compuestos organofosforados se

utilizan para el control de plagas en cultivos en la agricultura y en la ganaderia.

Los pesticidas organofosforado se descomponen por procesos de hidrdlisis rapidamente

liberando fosfatos organicos.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que cada afio se

producen 220 000 muertes a causa de intoxicacion por organofosforados.

Los organofosforados son plaguicidas junto a los carbamatos son inhibidores de la
enzima colinesterasa. Son ésteres del acido fosférico que se caracterizan por ser
facilmente hidrolizables ya sea en medio himedo o pH alcalino. Se absorben por todas
las vias pero principalmente los problemas de intoxicacion son por las via oral y

dérmica. Su principal accion es sobre la acetilcolinesterasa y la colinesterasa
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plasmatica. Producen una union irreversible por fosforilacion enzimética, dando como
6, 28

resultado la inhibicion de acetilcolinesterasa
Se sabe que existen dos tipos de receptores para este neurotransmisor: el receptor
muscarinico, y el receptor nicotinico. Inmediatamente, tras ser liberada del receptor, la
acetilcolina es hidrolizada por la colinesterasa. Los organofosforados reaccionan con la
zona esterasica de la colinesterasa formando una union irreversible. La acetilcolina se
acumula entonces en la hendidura sinaptica, desencadenando multiples de signos y
sintomas > %,

Cuando la dosis toxica es suficientemente alta, la pérdida de la funcion enzimatica
permite la acumulacién de acetilcolina en las uniones colinérgicas neuroefectoras
conocida como efectos muscarinicos, en las uniones mioneurales del esqueleto asi
como los ganglios autonomos conocidos como efectos nicotinicos y en el sistema

nervioso central. Ver Figura 2.

Synaptic Cleft

|

Muscle

Acetylcholinesterase

ACh receptor

Figura 1. Esquema de sinapsis colinérgica

Cuando se acumulan altos niveles de acetilcolina en las uniones colinérgicas nerviosas

con el musculo liso y las células glandulares puede causar contraccion del musculo y
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secrecion, respectivamente. En las uniones musculo esqueléticas, puede causar
espasmos musculares. Altas concentraciones de acetilcolina en el SNC causan
alteraciones sensoriales y del comportamiento, incoordinacion, depresion de la funcion

motora y depresion respiratoria © %.

\ Impulso nervioso

——
V2 ~

: 1}\}; Neurona 2
L5y o
SInzpsis quimica

® [Neuronai

Cershro

Hendidura si%
Vosiculas sinicas @ wy % Neurctransmisor
{zcetilcohna)

!R sceptor

Acttilcolinesterasa
{AChE)

NG iR Neurcna 2

Cireccidn el impuiso nenvingo

Figura 2. Mecanismo de accion toxica de los organofosforados sobre la

sinapsis colinérgica.

En la intoxicacion por organofosforados se produce el siguiente cuadro clinico (Figura
3). El antidoto usado en casos de intoxicacion es la atropina cuya accidon se
fundamenta en la competicién por los receptores frente a la acetilcolina. La
administracion es por via endovenosa con dosis iniciales de 1 a 5 mg, en solucion

salina %28,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

EFECTOS MUSCARINICOS EFECTOS NICOTINICOS EFECTOS SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

Miosis Taquicardia (inicial) Cefalea

Sudoracion Hipertension (inicial) Agitacion

Vision borrosa Vasoconstriccion periférica Psicosis

Lagnmeo Hiperexcitabilidad miocardica Confusion mental

Secreciones bronguiales Midriasis Comvulsicnes

Broncoconstriccion Astenia Coma

Viomito Fasciculaciones Depresion respiratoria

Colico abdominal Debilidad muscular

Diarrea Aumento catecolaminas

Sialorrea Hiperglicemia

Bradicardia Hiperkalemia

Figura 3. Manifestaciones clinicas por intoxicacion aguda con
organofosforados.

Clorpirifos

El clorpirifos es de color blanco de apariencia cristalina y de aroma fuerte. Es un
insecticida organofosforado de amplio espectro, que surge como alternativa al uso de
metamidofos que es un insecticida actualmente prohibido debido a su alta toxicidad
por lo cual el uso de pesticidas como el clorpirifos se viene incrementando. Sin
embargo los metabolitos de este organofosforado presentan una amplia persistencia en
el suelo. No es muy soluble en agua, de manera que generalmente se mezcla con
liquidos aceitosos antes de aplicarse a cosechas 0 a animales. En agricultura, se usa

para controlar garrapatas en ganado y en forma de rocio para el control de plagas de

cosechas ®.
Cl
Cl
N =
/—D\\P y S
Df ™ -
Cl

Figura 4. Clorpirifos.
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Profenofos

Profenofos es un pesticida de amplio espectro. Es eficaz contra amplia gama de
insectos masticadores, y chupadores, asi como &caros en diversos cultivos. Es un
insecticida organofosforado que cuando es liberado en el aire, sus vapores reaccionan
con radicales hidroxilo. La vida media de esta reaccion es de 8.6 horas. Por su parte,
su fraccion adsorbida a las particulas es removida del aire cuando éstas se precipitan
con la lluvia y el polvo. Este compuesto es estable a la fotolisis directa en el ambiente.

Br
i
P
o~ \;o/\cH3

Cl

H;C

Figura 5. Profenofos.

Determinacion de pesticidas organofosforados.

La elevada toxicidad de pesticidas que se encuentran en el medio ambiente ya sea
suelo, agua o alimentos, justifica el uso de métodos analiticos sensibles, reproducibles,

rapidos y econémicos para la determinacion de estos productos **°,

Los métodos cromatograficos como Cromatografia de Gases-MS (GC-MS) vy
Cromatografia Liquida (LC) son ampliamente usados para la determinacion de estos
agroquimicos. Los compuestos que se volatilizan con facilidad son analizados por
Cromatografia de Gases. La Cromatografia Liquida presenta ventajas sobre la Gaseosa

al momento de analizar muestras polares o de baja volatilidad.

Por otro lado los estandares de referencia son esenciales para la identificacion y

cuantificacién en cromatografia ** *°.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
CONCEPTO

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es una técnica de separacion,
usada principalmente para la separacién de componentes de una muestra y su posterior
cuantificacion que se fundamenta en la interaccion con una fase estacionaria sélida y

una fase mévil liquida *'.

La fase estacionaria: en la mayoria de los casos esta constituida por un sélido poroso,

con un tamafio de particula muy pequefio, cuya superficie es inerte.

La fase movil: pasa a través de la columna a un flujo determinado transportando la

muestra. Los solventes usados son de alto grado de pureza o mezcla de ellos %'
PRINCIPIOS DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA.

La cromatografia liquida presenta un proceso de separacion que tiene lugar en la
columna, que es considerado como el corazén del sistema cromatografico, ya que
alrededor de él se monta un equipo de mayor o menos complejidad *’.

Como resultado del analisis cromatogréafico se obtienen dos productos:

El cromatograma, que relaciona la concentracion de soluto en funcién del tiempo de

elucion.

Un eluato, que contiene la fase mavil, e idealmente, los componentes de la muestra

separados en funcién de los tiempos de retencion .

Cuando la muestra y la fase mévil son forzadas a atravesar la fase estacionaria, entran
en juego distintos tipos de interaccion entre cada uno de los componentes.
Interacciones hidrofobicas, puentes de hidrégeno, interacciones dipolares vy
electroestaticas. Asi el componente mas afin a la fase estacionaria se retiene por méas

tiempo y el més afin a la fase mévil se retiene menos o eluye antes *.
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RESERVORIO DE LA FASE MOVIL

Se ubica en general algunos centimetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza

de la gravedad dirija el solvente hacia ésta, manteniendo llenas las conexiones.

Al extremo del tubo de salida de solvente se conecta un filtro de acero (buzo) con 2 o
10 um de porosidad que impide el ingreso de particulas a la bomba impidiendo asi la

obstruccion de los canales del sistema ** "

BOMBA

Las bombas de HPLC impulsan la fase mévil proveniente del reservorio de solvente
hacia el inyector, y desde alli hacia la columna. Su caudal de trabajo puede ser muy
variable, segun la escala de trabajo escogida. Existen bombas capaces de entregar
caudales muy pequefios, del orden de los micro- filtros/minutos para la cromatografia
analitica convencional hasta valores mucho mayores para las separaciones

semipreparativas y preparativas.

Bésicamente existen dos tipo de bombas: las de piston (bombas reciprocantes) y las de

desplazamiento continuo (bombas jeringa) ** "

Caracteristicas de las bombas

e Caudal. Los equipos convencionales operan con caudales entre 0.1 y 10.0 mL/min
y trabajan con presiones de hasta 6000 psi.

e Exactitud en el caudal. La exactitud en la medicion del caudal se refiere a la
divergencia entre el caudal de trabajo establecido y el caudal real entregado. La
importancia en la exactitud del caudal reside en la importancia que pueda darse a
la exactitud en la determinacién de los tiempos de retencién de las sustancias a
cuantificar.

e Ruido. El ruido (short-term) se refiere a las variaciones denominadas pulsaciones
que presentan las bombas reciprocas, y que conducen a variaciones en el caudal de
solventes entregado en intervalos cortos de tiempo. Se origina en la detencion (en
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intervalos de tiempo muy breves) del caudal del liquido durante los movimientos
habituales de la bomba (apertura-cierre de véalvulas o movimiento de los
pistones).A pesar de que cierto nivel de ruido es habitual, deficiencias en el
sistema de bombeo como valvulas tapadas, burbujas de aire ocluidas en los
cabezales o sellos en mal estado intensifican notoriamente su valor. Este parametro
es de importancia crucial para asegurar resultados cuantitativamente validos
debido a que las areas de los picos de HPLC varian cuando varia el caudal de
solvente.

e Deriva. La deriva es un cambio continuo (positivo 0 negativo) en la entrega de
solvente que se produce en intervalos de tiempo muy largos (tipicamente durante
horas). La deriva en el caudal conduce a diferencias en las areas de los picos
durante operaciones automaticas en periodos largos (por ejemplo toda la noche).

e Sistema de corte. Es conveniente que la bomba posea sistemas de corte de caudal
cuando se superen valores limites de presion tanto superior como inferior. Este
sistema de corte evita, en el primer caso, que excesos en la presion del sistema
cromatografico pueda dafiar los componentes mas sensibles como columnas y
celda de los detectores. En el segundo caso permite detectar las posibles pérdidas
de solvente o la incorporacién de burbujas de aire al agotarse la fase movil. Estos
sistemas pueden tener una importancia vital si se utilizan equipos automaticos sin

la ayuda de operador ***"

INYECTORES

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin
interrumpir el caudal de solvente a través del sistema. El inyector debe reunir una
serie de caracteristicas importantes, entre ellas:

e Debe ser facil de operar.

e Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

e Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema.

¢ No debe provocar diluciones importantes de la solucion inyectada.
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Actualmente la totalidad de los inyectores de HPLC son valvulas que orientan el
caudal hacia la columna, pasando 0 no segun su posicion, a través de un loop en el

cual se introduce la solucién a inyectar % %"

DETECTORES

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo
y espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna

cromatografica ¥ 3"

EL HORNO

e Debe ser estables +/- 0.2%.

e Debe contar con mecanismos de seguridad.

e Las columnas deben ingresar facilmente a su compartimiento.

o Preferentemente debe conectarse el inyector dentro del horno %"

SISTEMAS DE TOMA'Y PROCESAMIENTO DE DATOS

El resultado del ensayo cromatografico es la obtencion de fracciones separadas de un
grafico o cromatograma de cuya interpretacion pueden extraerse conclusiones
cualitativas y cuantitativas. Este registro y la eventual manipulacion se obtienen a
partir de la sefial proveniente del detector por medio de un sistema de toma y

procesamiento de datos, entre los que podemos citar:

e Registrador grafico, que convierte la sefial en un gréafico del tipo X-Y.

e Integrador, que permiten no sélo obtener un registro grafico (cromatograma) sino
también su tratamiento para el cdlculo de concentraciones.

e Computadora. Basicamente el integrador es una computadora de uso muy
especifico. En este punto nos referimos a una computadora de tipo personal que
permita con el software apropiado tanto el registro grafico del cromatograma como
los calculos apropiados, la manipulacion de datos, el almacenamiento de ensayos,
generacion de reportes, e incluso el manejo global de varios cromatdgrafos. Como
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computadoras que necesitan sefiales digitalizadas, se necesita una interface

analégica digital que convierta la sefial analégica entregada por el detector ** 3"

BIORREMEDIACION

La biorremediacién es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los
microorganismos para transformar contaminantes organicos en compuestos mas
simples poco o nada contaminantes, por lo cual se puede utilizar en la remocién de

contaminantes en suelos y lechos acuaticos ' *'.

Los microorganismos transforman y metabolizan aerdbicamente los compuestos
organicos como los organofosforados hasta dioxido de carbono y agua. Es conocido
que los microorganismos indigenas tienen la capacidad de adaptarse y eventualmente
degradar cualquier compuesto organico natural sin asistencia del hombre; sin
embargo, esta adaptacion requiere la presencia de condiciones ambientales apropiadas
tales como el pH, temperatura, el aceptor final de electrones, concentraciones de
contaminante no toxicas para los microorganismos Yy adecuadas condiciones de
humedad y conductividad del medio, entre las mas importantes. La ausencia de alguna
o0 varias de las anteriores condiciones puede limitar parcial o totalmente la actividad
biolégica y es cuando la mano del hombre juega un papel fundamental en la
optimizacion del proceso, ya sea mejorando estas condiciones para aumentar la
poblacion de microorganismos (bioaumentacion), este seria la accion principal de
Eisenia foetida y manipulando genéticamente los microorganismos para la

degradacion especifica de algunos compuestos quimicos *'.

FUNDAMENTACION BIOQUIMICA DE LA BIODEGRADACION
El fundamento bioquimico de la biorremediacion se basa, principalmente, en la serie
de reacciones de oOxido-reduccién (cuyo fin es la obtencion de energia) que se

producen en la cadena respiratoria, o transportadora de electrones de las células. La
cadena la inicia un sustrato organico que es externo a la célula y que acta como dador
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de electrones, de modo que la actividad metabolica de la célula acaba degradando y

consumiendo dicha sustancia ' 172246,

Los aceptores mas usados por los microorganismos son el oxigeno, los nitratos, el
hierro (111), los sulfatos y el didxido de carbono. Cuando el oxigeno es utilizado como
aceptor de electrones la respiracién microbiana se produce en condiciones aerobias, y
los procesos de biodegradacion serdn de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los
sulfatos o el dioxido de carbono se produce en condiciones reductoras o anaerobias, y

los procesos de biodegradacion seran de tipo anaerobio 1" %% %,

LOMBRIZ DE TIERRA

Los gusanos de tierra pertenecen al orden de los oligoquetos ya que presentan
diminutas filas de cerdas en su cuerpo tanto en la parte ventral como lateral y que
sirven como elementos de agarre durante el desplazamiento. Para cavar, la lombriz
contrae los musculos longitudinales, luego se adelgaza y desliza. Las lombrices logran
remover piedras de mas de cincuenta veces su peso, 0 penetrar sin dificultad en

terrenos compactados donde dificilmente podria tenerse acceso *2*°.

La boca es sélo un orificio con una cavidad. El cuerpo de la lombriz esta ocupado en
gran proporcion por el canal digestivo. A medida que cava, incorpora tierra y materia
orgénica y los alimentos presentes primero son humedecidos y pre-digeridos asi
posteriormente son aspirados por la faringe haciendo contraccion de sus franjas

musculares, simulando el efecto de una bomba succionadora > %,

En el eséfago estan presentes las glandulas calciferas que se encargan de neutralizar la
acidez de la materia vegetal. El papo empuja el alimento a la molleja, donde es molido
con poderosas contracciones. Finalmente en el intestino se completa el resto de la

digestion y la mayor parte de la absorcién 3% .

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE piAey  UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

cola

intestino
esofago

érganos
reproductores
masculinos

corazones =

ganglios
cerebralﬁ
faringe

boca

clitelo

vaso sanguineo
segmentario

vaso sanguineo
ventral

vaso sanguineo &
dorsal

nervios segmentarios
ganglio segmentario

Figura 7. Anatomia interna de la Lombriz
LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA (Eisenia foetida)

La lombriz Eisenia foetida es un anélido, de color rojo oscuro que puede medir en
promedio de 6 a 8 cm de longitud, de 3 a 4 mm de didmetro y un peso aproximado de
1.4 g en edad adulta. Poseen una longevidad de hasta 16 afios ), se adapta a un amplio
rango de temperaturas, pero su temperatura optima es de 22°C y su méxima actividad
sexual se logra cuando la temperatura del medio donde habita oscila alrededor de los
20°C. Las lombrices recién nacidas son de color blanco, se vuelven rosadas a los 5 6 6
dias y se convierten definitivamente a rojo oscuro de los 15 a 20 dias, al nacer miden 1

mm 24, 32, 45.

La lombriz roja es hermafrodita su cruce es reciproco, se aparea cada 7 dias, se hace
adulta a los 3 meses, tiempo en la que se encuentra con capacidad de reproduccion,
visualizandose un anillo de mayor espesor o diametro que el resto del cuerpo llamado
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clitelium @. Durante la cépula cada lombriz recibe el esperma de la otra y lo retiene en

su espermateca hasta el momento de la reproduccion 2* 3%,
Clasificacion taxonomica.
Reino: Animal
Tipo: Anélido
Clase: Oligoqueto
Orden: Opistoporo
Familia: Lombricidae
Género: Eisenia
Especie: E. foetida

Caracteristicas internas.

Cuticula. Es una capa delgada de color marrén brillante, quitinosa, fina y
transparente.

Epidermis. Se encuentra debajo de la cuticula, es un epitelio con células glandulares
que producen una secrecion mucosa que es responsable de la formacion de la cuticula

y del mantenimiento de la humedad y flexibilidad.

Capas musculares. Posee dos capas; una circular externa y otra longitudinal interna.
Peritoneo. Limita exteriormente con el celoma de la lombriz.

Celoma. Es una cavidad que contiene liquido celomico.

3 v AN
Vaso sanguines : ~~_Sistema nervioso

Figura 8. Caracteristicas internas de Eisenia foetida.
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Aparato circulatorio. Formado por vasos sanguineos, uno dorsal y otro ventral. Por
otro lado también posee capilares que llevan la sangre a todo el cuerpo. La sangre

circula por un sistema cerrado constituido por cinco pares de corazones.

Aparato respiratorio. El intercambio de oxigeno se produce a través de la pared del

cuerpo.

Aparato excretor. Formado por nefridios, dos para cada anillo. Las células internas

son ciliadas y sus movimientos permiten retirar los desechos del celoma.

Sistema nervioso. Es ganglionar. Posee un par de ganglios supraesofagicos, de los
que parte una cadena ganglionar.

La lombriz californiana se alimenta de animales, vegetales y minerales. Antes de
comer tejidos vegetales los humedece con un liquido parecido a la secrecion del

pancreas humano, lo cual constituye una predigestion * 24 32 4

Ciclo de vida.

Son hermafroditas, no se autofecundan, por tanto es necesaria la cépula, la cual ocurre
cada 7 0 10 dias. Luego cada individuo coloca una capsula (huevo en forma de pera de
color amarillento) de unos 2 mm. De la cual emergen de 2 a 21 lombrices después de
un periodo de incubacién de 14 a 21 dias, dependiendo de la alimentacion y de los
cuidados ver Figura 9 ®®. Experimentos realizados con diferentes sustratos con
estiércol de bovino, cabra y gallinazo no mostraron diferencias significativas entre los

tratamientos en relacion a la poblacion de lombrices y niimero de capsulas 2.

Existe referencia detallada sobre el efecto de los organismos en los suelos, establecen
que ciertas poblaciones de lombrices pueden llegar a ingerir mas de 1000 toneladas de
tierra por hectarea al afio. Existe evidencia que afirma que las lombrices establecen

una sinergia positiva con las micorrizas para la produccién de plantas 2 3.
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Figura 9. Ciclo de vida de Eisenia foetida
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

MUESTRA'Y AMBIENTE UTILIZADO

Para el desarrollo del presente proyecto se obtuvieron individuos de la especie Eisenia
foetida de los viveros de la ciudad de Arequipa, por otro lado los ensayos fueron
realizados en el laboratorio de investigacion del proyecto MERCURIO de la

Universidad Catdlica de santa Maria.
MATERIALES Y REACTIVOS

e Estandar de pesticidas Clorpirifos y Profenofos Sigma Aldrich.

e Acetonitrilo grado HPLC.

e Metanol grado HPLC.

e Lombrices (Eisenia foetida).

e Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion Agilent (HPLC-DAD)
e Balanza analitica.

e Micropipetas.

e Equipo EASYPURE II.

e Sulfato de sodio anhidro.

e Eter etilico.
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METODOS
PRIMERA FASE DE ESTUDIO

Determinacion de clorpirifos y profenofos por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion

Para la identificacion de los tiempos de retencion de clorpirifos y profenofos se usaron
estandares primarios Sigma Aldrich con una pureza mayor a 99.5 % usando un HPLC-
DAD Agilent, columna Rp - 18 de 10 cm, una fase mdvil de acetonitrilo: agua (60:40),

un flujo de 2 mL/min a 205 nm y a una temperatura de 20 °C 3%’

Se validara un método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para la
determinacion de clorpirifos y profenofos usando estandares de referencias. Siendo los

parametros a evaluar seran:
Extraccion de clorpirifos y profenofos de suelos contaminados

Para la extraccion de clorpirifos y profenofos de suelos se preparé un sistema de
extraccion (Figura 10) usando una jeringa de 20 mL en la cual se acondiciono con 2
capas de papel filtro y 2 g de sulfato de sodio anhidro, luego se adicionaron 5 g de
muestra homogenizada la cual se pone en contacto con 5 mL de acetonitrilo grado
HPLC, una vez asegurado el sistema de extraccion se llevd a un sonicador por 15
minutos, se filtré al vacio (Figura 11), se volvio a extraer con otros 5 mL y se lavo la
jeringa con 2 mL de acetonitrilo adicionales. Esta solucion se filtré usando un Anotop

de 45 pm y se procedi6 a leer por HPLC. **°.

Figura 10. Sistema de extraccion (1) papel filtro; (2) sulfato de sodio anhidro; (3)
muestra; (4) acetonitrilo grado HPLC; (5) Ultrasonido.
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Figura 11. Sistema de filtracion al vacio

Validacion del método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(HPLC) para la determinacion de clorpirifos y profenofos.
Linealidad

La linealidad de un método analitico es su capacidad para demostrar que los resultados
de la prueba son directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un

rango establecido *’.

Preparacién de la curva de calibracion

En 6 fiolas de 5 mL clase A se prepararon soluciones de clorpirifos y profenofos a
concentraciones de (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0) mg/L en acetonitrilo grado HPLC a

partir de una solucién de 1000 mg/L preparada a partir de estandares primarios *'.
Anélisis Estadistico

El parametro de linealidad sirve para determinar la proporcionalidad entre la
concentracion del pesticida y su respuesta. También se puede efectuar el dosaje por

interpolacion en una curva estandar usando la ecuacion de larectay —a + bx .
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Zx Y, — ZX'ZY'
s (zx)

a:ZYi—bZXi

Siendo ay b los estimadores de la ordenada al origen y pendiente respectivamente, n el
nimero de mediciones, X; la concentracion e Y;, el valor medido en el ensayo i,
Independientemente de la apariencia de la recta, resulta conveniente evaluar los

estimadores de la regresin en un intervalo de confianza dado (p = 0,05) *'
X a
2
X. Y.
o T B
n n

Donde:

El valor r igual a la unidad indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta
perfectamente lineal de pendiente negativay r =0 la no correlacién entre X e Y. segln
la USP el coeficiente de correlacion lineal r* debe ser mayor o igual a 0.995.

PRECISION

La precision de un método analitico, es el grado de concordancia de los resultados de la
prueba, cuando el método se aplica repetidamente a multiples tomas de una muestra
homogénea. La Precision puede ser medida, ya sea por el grado de reproducibilidad o de

repetitividad del método analitico, bajo condiciones operativas normales >’
Es la dispersion de la medida alrededor de un valor medio.
Es una medida de la REPRODUCIBILIDAD del método.

Este ensayo se analiza con el mismo lote utilizado para la repetibilidad.
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Analisis estadistico

La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor
medido o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una muestra

homogénea .

La precision se expresa matematicamente como la desviacion estdndar,o, este por s 0 mas

comunmente como la desviacion estandar relativa (DSR) o coeficiente de variacion (CV).

Donde n es el nimero de medidas, es el valor medido en el ensayo i y el estimado de la

medida de la poblaciéon u calculado como:

Por su parte, la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion se calcula como:

DSR=— a8

X

Ambos estimadores, desviacion estdndar y desviacion relativa permiten evaluar la
incertidumbre en la estimacion de la medida (error aleatorio, correspondiente a la
dispersion de datos alrededor de la medida). La precision de un método debera estudiarse

sobre:
EXACTITUD

La exactitud de un método, también conocida como error sistematico, corresponde a la
diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero. La exactitud de un
método analitico debe establecerse a lo largo de todo un rango ¥
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Andlisis Estadistico

La exactitud o bien podriamos llamarla “Inexactitud”. Debe ser tan pequeia como sea
posible para que el valor medido se aproxime al de referencia, Dicho de otro modo, la

recuperacion del analito debe acercarse al 100%.

En el andlisis de trazas (micro componentes), no siempre se alcanzan recuperaciones tan
elevadas y se consideran habituales valores de recuperacion entre el 60 y 80 %. Para
determinarlo puede utilizarse un ensayo t de Student, efectuando varias determinaciones
de la muestra de concentracion conocida y calculando el t experimental, que se compara
con el t de tablas para n-1 grados de libertad en el nivel de confianza escogido,

generalmente p = 0,05 *'.

En ese caso el valor t se calcula como:

_[100-R}/n
obt ™ RSD

Siendo R la recuperacion porcentual

Si tont < tiapia, NO existe diferencia significativa con el 100% de recuperacion y la exactitud

es apropiada.
SENSIBILIDAD

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de analito que
puede producir un resultado significativo *’.

Los parametros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites de
deteccion y de cuantificacion.

Limite de deteccion
El limite de deteccidn es una caracteristica de las pruebas de limite.

Es la cantidad mas baja de analito que puede detectarse, pero no necesariamente
cuantificarse, bajo las condiciones experimentales establecidas. De esta manera, las
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pruebas de limite solamente fundamenta qua la cantidad del analito est4 por encima o por
debajo de un nivel de seguridad *’.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra, por
ejemplo impurezas en materias primas y productos de degradacion en productos
farmacéuticos terminados. Es la cantidad menor del analito que puede determinarse con
precision y exactitud aceptable en una muestra, bajo las condiciones experimentales

establecidas ¥'.
Andlisis Estadistico

Los limites de deteccidon y cuantificacion pueden estimarse a partir de la curva de
regresion, siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de analito, por

extrapolacion a concentracion cero.

Se determina la pendiente de la curva de calibracion (concentracion vs respuesta) en el

rango apropiado: b

Se obtiene otra curva de calibracion, leyendo cada punto por triplicado, pero en este caso
para concentraciones menores de analito, determinandose la ecuacion de esta nueva recta
de calibracién y se extrapola la respuesta a concentracion cero, obteniéndose un estimado
de la respuesta del blanco: Yy,

Se determina la desviacion estandar correspondiente a cada concentracion del punto 2, se
calcula la recta correspondiente a concentracion vs s y se extrapola como en el caso
anterior la desviacion estandar a concentracion cero, obteniéndose el estimado Sy,

correspondiente a la desviacién estandar del blanco *’.

Se calcula el limite de deteccion (3 desviaciones estandar del blanco) y el limite de
cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco) para n medidas individuales como
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Limite de Deteccion:

Lp_ Yo +3(Sbl) 1

Limite de Cuantificacion:

SEGUNDA FASE DE ESTUDIO

Evaluacion del desempefio de Eisenia foetida (lombriz roja californiana) en la

degradacion de clorpirifos y profenofos en suelos.
Obtencion e identificacion

Para la evaluacion del papel que desempefia Eisenia foetida en la degradacion de
pesticidas organofosforados se procedid con la obtencion de lombrices de viveros de la
ciudad de Arequipa, por otro lado fueron identificadas en el area de Zoologia de la

escuela de biologia de la Universidad Nacional de San Agustin.
Preservacion de los organismos

Eisenia foetida es un anélido que es utilizado para la evaluacion eco toxicolégica de
sustancias en el suelo por la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico
(OCDE) y la Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO). Las Lombrices
fueron cultivadas en el Laboratorio de Investigacion “Proyecto Mercurio” de la
Universidad Cat6lica de Santa Maria en suelos artificiales enriquecidos con materia

orgénica y humedad ajustada a aproximadamente 40 % con la adicion de agua destilada
35

Preparacion de suelos de estudio

Los ensayos de degradacion fueron desarrollados usando la metodologia de estudios de
toxicidad presentes en el test en suelos establecido por Organizacion para la
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Cooperacién Econoémica y Desarrollo (OECD). Los suelos fueron contaminados con
clorpirifos y profenofos a una concentracion entre 40 y 50 mg/L respectivamente,
disolviendo cada organofosforado en 5 mL de éter de petrdleo para luego dispersarlo
homogéneamente en 150 g de arena, una vez evaporado el éter se procede a mezclar

vigorosamente con 100 g tierra pémex ajustando la humedad al 40 % *°..

Se evaluaron 2 grupos de estudio siendo el grupo 1 las muestras contaminadas con
clorpirifos y grupo 2 con profenofos, por otro lado se usé un disefio factorial 22 para
evaluar 4 subgrupos nombrandolos como A, B, C, D siendo A (suelo + 20 lombrices); B
(suelo autoclavado + 20 lombrices); C (suelo); y D (suelo autoclavado). Se tomaron
muestras cada 7 dias por un mes Yy se determinaron las concentraciones de los

organofosforados por HPLC *. El disefio factorial se puede observar a continuacién

Variables Flora Bacteriana Lombrices
A si si
B no si
SUBGRUPOS .
C si no
D no no

En la Figura 12 se muestra el diagrama de experimentacion general que se aplicé en
el desarrollo del presente proyecto

Autoclavado Autoclavado
A B C o]
Suelo 200g Suelo 200 g Suelo 200 g Suelo200g
Pesticida Pesticida Pesticida Pesticida
L # L, L i ; I

Figura 12. Diagrama de experimentacion
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Eleccién de la longitud de onda

Para el desarrollo del presente proyecto fue necesario establecer una longitud de onda
que involucre a ambos pesticidas, por lo cual se evaluaron soluciones de 3 mg/L de
profenofos y clorpirifos en acetonitrilo grado HPLC preparadas a partir de estandares
primarios con purezas mayores a 99.5 % obtenidos de Sigma Aldrich. Un volumen de
20 pL de estas soluciones fueron analizados por HPLC-DAD a longitudes de onda
entre 190 y 300 nm usando una columna Rp 18, una fase movil de 60 % de acetonitrilo
grado HPLC y 40 % de agua ultra pura a un flujo de 2 mL/min *’.

En la Figura 13 se observa el espectro de absorcion correspondiente a profenofos en el
cual se muestra un pico de absorcion maximo a 205 nm, por otro lado en la Figura 14
se observa el espectro de absorcién de clorpirifos que presenta 3 picos de absorcion a
205, 230 y 290 nm siendo el primero el que representa el pico mas alto. Por lo cual se
opto por trabajar a una longitud de onda de 205 nm ya que ambos pesticidas presentan

mayor sensibilidad a esta longitud onda.
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Figura 13. Espectro de absorcion de profenofos (3.0 mg/L) por HPLC-DAD a
longitudes de onda de 190 a 300 nm.
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Figura 14. Espectro de absorcién de clorpirifos (3.0 mg/L) por HPLC-DAD a
longitudes de onda de 190 a 300 nm.
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2. ldentificacién de los tiempos de retencion de profenofos y clorpirifos por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Una vez escogida la longitud de onda de trabajo (205 nm) se procedid a reconocer los
tiempos de retencion de los estandares de profenofos y clorpirifos de concentracion de
3 mg/L siendo el volumen de inyeccién 20 pL, usando una columna Rp 18,
temperatura de 20 °C, una fase movil de 60 % de acetonitrilo y 40 % de agua ultra pura
a un flujo de 2 mL/min. En la Figura 15 se observa el cromatograma correspondiente a
profenofos y clorpirifos siendo los tiempos de retencion de 2.9 y 4.6 min

respectivamente dando como resultado picos gaussianos *’.
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Figura 15. Cromatograma a 205 nm correspondiente a profenofos y clorpirifos con
tiempos de retencion de 2.9 y 4.6 minutos respectivamente.

3. Extraccion de profenofos y clorpirifos de suelos artificiales.

Los suelos fueron contaminados con profenofos y clorpirifos disolviendo una cantidad
determinada de cada organofosforado en 5 mL de éter de petréleo que fue dispersado
en 120 g de arena fina lavada. Una vez evaporado el éter se mezcl6 homogéneamente
con 80 g de tierra pomex logrando preparar los suelos artificiales con una humedad
ajustada al 40 % enriquecida con cascaras de platano *'.

Se lograron extraer ambos pesticidas organofosforados de los suelos artificiales

tomando una muestra de 5 g usando como solvente acetonitrilo en presencia de 2 g de
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sulfato de sodio anhidro sometiendo el sistema a ultrasonido por 15 minutos (Figura
16), una vez terminado el procedimiento se extrajeron las soluciones al vacio (Figura

17). El procedimiento anterior se realizé por duplicado .

Una vez extraidos los pesticidas fueron filtrados usando filtros Anotop de 45 um de
didmetro de poro, luego 20 pL de esta solucion fueron analizados por HPLC (Figura

19) a las condiciones cromatograficas ya establecidas “*°.

Al final del proceso detallado anteriormente se consiguié identificar picos simétricos

a los mismos tiempos de retencion que los estdndares primarios (Figura 18).

Figura 16. Sistema de extraccion (1) papel filtro; (2) sulfato de sodio anhidro; (3) muestra;
(4) acetonitrilo grado HPLC; (5) Ultrasonido.

Figura 17. Sistema de filtracion al vacio
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Figura 18. Cromatograma a 205 nm correspondiente a profenofos y clorpirifos en la
muestra de suelo artificial con tiempos de retencion de 2.9 y 4.6 minutos
respectivamente.
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Figura 19. Proceso de extraccion y determinacion por HPLC
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4. Validacion del método para la determinacion de profenofos y clorpirifos por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en suelos artificiales.

Linealidad

Para evaluar el parametro de linealidad se prepararon soluciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5y 3.0 mg/L de profenofos y clorpirifos a partir de estdndares primarios Sigma a las
condiciones cromatogréaficas ya establecidas. En las Tablas 1 y 2 se muestran las areas
promedio correspondientes a profenofos y clorpirifos respectivamente. Por otro lado el
método presento una correlacion lineal entre la concentracion versus respuesta, ya que
en la Figura 20 se observa un coeficiente de correlacion r* de 0.9994 para profenofos y
0.9996 para clorpirifos. Estos valores son mayores a 0.995 siendo este el valor

minimo para considerar a un método como lineal segtin la USP * 3" %',

Las ecuaciones lineales fueron las siguientes: y = bx + a

Para profenofos

y = 35281x + 512.05....... ecuacion 1

Para clorpirifos

y = 20721x — 1781.1...... ecuacion 2

Tabla 1. Areas correspondientes al analisis de profenofos por HPLC

Concentracion Area | Areall Arealll Promedio S CV %
(mg/L)
0.5 18828.5 17157.5 17993.0 17993.0 835.5 4.6
1.0 36951.0 35045.0 35998.0 35998.0 953.0 2.6
15 55481.5 52712.0 54096.8 54096.8 1384.8 2.6
2.0 70454.0 68756.0 69605.0 69605.0 849.0 1.2
2.5 89474.0 89794.5 89634.3 89634.3 160.3 0.2
3.0 106804.0 105579.5 106191.8 106191.8 612.3 0.6
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Tabla 2. Areas correspondientes al analisis de clorpirifos por HPLC

Concentracion Area | Areall Arealll Promedio s CV %
(mg/L)
0.5 9461.5 9178.0 8702.0 9113.8 383.8 4.2
1.0 18755.0 18631.5 17952.0 18446.2 432.4 2.3
15 29537.5 28703.5 29246.0 29162.3 423.2 15
2.0 39562.5 38806.0 39858.0 39408.8 542.6 1.4
25 50485.5 50295.0 49968.5 50249.7 261.5 0.5
3.0 60060.5 59767.0 61695.0 60507.5 1038.8 1.7
120000 -
100000 -
y = 35281x + 512.05
80000 - r2=0.9994
=)
<
=~ 60000 -
o A Profenofos
< 40000 - M Clorpirifos
] y = 20721x - 1781.1
20000 2 = 0.9996
0 T T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3 35

Concentracion (mg/L)

Figura 20. Gréfico de calibracion de profenofos (r’=0.9994) y clorpirifos
(r?=0.9996).

Limites de deteccion y cuantificacion

Con los datos obtenidos en el desarrollo del parametro de linealidad se calcul6 el limite

de cuantificacién (LC) y limite de deteccion (LD) usando las siguientes formulas *’.

o YbL+10Shl 1

b N
_ Ybl+3shl 1
= — =

Los valores de Ybl son los interceptos de las ecuaciones 1 y 2, siendo los valores de
512.05 y 1781.1 para clorpirifos y profenofos respectivamente, por otro lado los valores
de Sbl fueron obtenidos de las ecuaciones de la recta graficando la concentracién versus
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desviacion estandar de los datos de las Tablas 1 y 2 correspondientes a profenofos y

clorpirifos respectivamente. Los resultados se muestran a continuacion.

a. Concentracion de profenofos vs desviacion estandar de la Tabla 1.
y=-230.3x+1202.2...... ecuacion 3

Donde el valor del intercepto es 1202.2 que es igual a Sbl.

b. Concentracién de clorpirifos vs desviacidn estandar de la Tabla 2.
y =164.67x + 225.55...... ecuaciom 4

Donde el valor del intercepto es 225.55 que es igual a Sbl.

El valor de b es la pendiente de las ecuaciones 1 y 2 para (n=6) datos.

Los limites de cuantificacion (LC) y deteccion (LD) para profenofos fueron de 0.1450 y
0.0477 mg/L respectivamente. Por otro lado los limites de cuantificacion (LC) y
deteccion (LD) para clorpirifos y profenofos fueron de 0.0795 y 0.0484 mg/L

respectivamente.

Precision

Se evalué el parametro de precision hallando el coeficiente de variacion porcentual (CV
%) o desviacion estandar relativa (DSR) para lo cual se prepararon muestras de
aproximadamente 1.5 mg/L de profenofos y 2.5 mg/L de clorpirifos. Dichas muestras

fueron analizadas por HPLC y las areas obtenidas se muestran en la Tabla 3 *'.

Segln la USP para que un método sea considerado preciso es necesario que el
coeficiente de variacion porcentual este por debajo de 2.7 %, en el presente proyecto se
obtuvieron coeficientes de variacion porcentual de 2.45 y 2.25 % para clorpirifos y
profenofos respectivamente siendo este superior a los estipulado por dicha norma por lo
cual se considera que el método es preciso *.
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Tabla 3. Areas correspondientes a clorpirifos y profenofos.

NI Area

Hmero Profenofos Clorpirifos
1 55533 49574
2 53080 50287
3 55482 53061
4 52712 50486
5 54097 50295
6 53404 49969
Promedio 54051.3 50611.8
Desviacion Estandar 1216.4 1241.9
CV % 2.25 2.45

Exactitud

Se determind la exactitud por el método del porcentaje de recuperacion enriqueciendo a

las muestras con una cantidad conocida de estandar (2.5 mg/L de cada organofosforado)
39, 49

Se obtuvieron porcentajes de recuperacion 90.48 % y 98.98 % para clorpirifos y
profenofos respectivamente, interpretando el resultado como un meétodo exacto al
obtenerse resultados dentro del rango que establecido por la USP (porcentaje de
recuperacion entre 90 y 110 %) *'.

Tabla 4. Porcentaje de recuperacion para clorpirifos y profenofos.

. Muestra +
Muestra (A) Estandar (B) Estandar (C )
Area (mg/L) Area (mg/L) Area (mg/L) (C-A)/B %
37399 1.89 50486 2.52 81331 4.01 0.84
Clorpirifos 34105 1.73 50295 251 81331 4.01 091  90.48
31284 1.60 49969 2.50 81331 4.01 0.97
72673 2.05 89474 252 157066 4.44 0.95
Profenofos 67145 1.89 89795 253 157066 4.44 1.01  98.98
67255 1.89 89634 2.53 157066 4.44 1.01

Recuperacion
Nombre P

Watanabe®” en su investigacion propuso reducir el consumo de disolventes organicos
peligrosos durante los procedimientos de extraccion residuos de plaguicidas agricolas, a
partir de muestras antes de la determinacion por HPLC DAD, dicho método consistia en
usar la cantidad méas pequefia posible de muestra que fue de 5.0 g utilizando 10 mL
acetonitrilo: agua (1:1, v/v). Los efectos de la matriz de las muestras analizadas en el

método fueron en general despreciablemente pequefios. Las recuperaciones medias

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

At :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

estaban en el rango desde 70 hasta 120 % para todos los plaguicidas con el coeficiente
de los valores de variacion inferiores al 20 % *.

En el presente proyecto se adaptd el método y se tomé como cantidad de muestra 5.0 g
de suelo en acetonitrilo grado HPLC asistida por un bafio de ultrasonido por 15 minutos
logrando extraer e identificar los picos de los pesticidas *. El efecto matriz también fue
despreciable, ademas se lograron porcentajes de recuperacion entre 90.48 y 98.98 %
para clorpirifos y profenofos respectivamente, coeficientes de variacion menores al 3%
a diferencia de la investigacion de Watanabe que logro valores de % CV entre 1y 20 %
esto puede que se deba a la cantidad de estdndares usados (28 pesticidas) en su
investigacion y la concentracion de los mismos, ya que usa concentraciones menores a 1
mg/Kg. A continuacion en la Tabla 5 se muestran los resultados en resumen de los

parametros desarrollados en el proceso de validacién del método.

Tabla 5. Parametros de validacién del método.
re DSR % LD (mg/Kg)  LC (mg/Kg) % de Recuperacion.
Clorpirifos  0.9996 2.25 0.0484 0.0795 90.48
Profenofos  0.9994 2.45 0.0477 0.1450 98.98

5. Evaluacion del desempefio de Eisenia foetida en la degradacion de profenofos y

clorpirifos en suelos artificiales

Para evaluar el desempefio de Eisenia foetida (Figura 9) se aclimataron a las lombrices
por 7 dias en el suelo artificial en ausencia de luz, ademas el sustrato organico (cascaras
de platano) disperso homogéneamente en el suelo, demostré ser suficiente para

garantizar la dispersién de las lombrices por el medio (Figura 10) *.

Para el desarrollo del presente proyecto es necesario conocer informacion sobre la
toxicidad aguda (LCsp) de ambos pesticidas por lo cual se tom6 como referencia la
investigacion realizada por Chen et. al. (2014) donde se evalué la LCsy y los
parametros correspondientes para la toxicidad aguda en Eisenia foetida con la prueba de
suelo artificial (7 y 14 dias) método especificado por la OECD. Chen encontré que
clorpirifos presentaba valores de LCso de 421,3 y 384,9 mg/Kg a los 7 y 14 dias

respectivamente .
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Chakra® estudio la toxicidad aguda, alteraciones morfolégicas y efectos histoldgicos de
profenofos en Eisenia foetida, encontrando valores LCsg a las 24 y 48 horas de 290.2 y
225.9 mg/L respectivamente para profenofos. Estos estudios favorecieron en gran
medida al presente proyecto para determinar las concentraciones de estudio teniendo en
cuenta que Chen y Chakra reportan que clorpirifos presenta una mayor toxicidad aguda

con respecto a profenofos °.

En la presente se desarrolld un disefio factorial 2° siendo los factores a evaluar, las
lombrices (20 individuos, Figura 21) y las bacterias nativas del suelo, por lo cual se
siguieron los lineamientos establecidos por la Organizacion para la Cooperacién
Econémica y Desarrollo (OECD) contaminando ocho suelos de 250 ¢, con
aproximadamente 40 y 50 mg/Kg de clorpirifos y profenofos respectivamente. Se
dividieron en dos grupos de estudio siendo el grupo 1 las muestras contaminadas con

clorpirifos y grupo 2 con profenofos *.

Tabla 6. Disefio factorial 2% factores: Bacterias Nativas y lombrices (Eisenia foetida) y
subgrupos de estudio A, B, C, D.

Variables Bacterias Nativas Lombrices
A Si Si
B no Si
Subgrupos c Si no
D (Blanco) no no

Como se observa en la Tabla 6 en cada grupo se evaluaron 4 subgrupos nombrandolos
como A, B, C y D siendo los aspectos a evaluar en cada uno de ellos los siguientes; en
“A” la actividad de Eisenia foetida junto a bacterias nativas del suelo; en “B” el
desempefio de Eisenia foetida; en “C” la actividad bacteriana; y en D no interfieren

factores por lo que represento el blanco (ver Figura 22).
Se tomaron muestras cada 7 dias durante 28 dias y se determinaron las concentraciones

de los organofosforados por HPLC bajo las condiciones de extraccion y determinacion

ya establecidas.
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Figura 22. Contenedores de suelo artificial con pesticidas protegidos de la luz.

En las Figuras 23 y 24 se puede observar que al final del tratamiento en los subgrupos
A, donde interaccionaron tanto lombrices como bacterias se lograron disminuir los
niveles de clorpirifos y profenofos en un 74.85 'y 75.64 % respectivamente. Por otro
lado en los subgrupos B, que contenian presencia Unicamente lombrices con suelo
autoclavado, se determinaron porcentajes de degradacion de 60.76 % para clorpirifos y
72.58 % para profenofos. En los subgrupos C que contenian solo bacterias nativas se
determinaron porcentajes de degradacion de 32.18 y 63.52 % para clorpirifos y
profenofos respectivamente. Ademas en los subgrupos D (Blanco) que solo contenian
suelo autoclavado contaminado con ambos pesticidas organofosforados se determinaron
porcentajes de degradacion de 33.68 % para clorpirifos y 52.63 % para profenofos
(Tabla 7y 8).
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Tabla 7. Degradacion porcentual de clorpirifos hasta el dia 28
Degradacion

Tiempo A B C D
Dias % % % %
0 0 0 0 0
7 47.41 36.32 16.53 9.74
14 52.84 38.94 25.21 20.43
21 53.01 50.61 33.20 27.01
28 74.85 60.76 37.18 33.68

A continuacion se muestra el grafico de la degradacion porcentual de clorpirifos

correspondiente a los datos expuestos en la Tabla 7
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Figura 23. Degradacion de clorpirifos en los subgrupos A, B, C y D hasta el dia 28

Tabla 8. Degradacion porcentual de profenofos hasta el dia 28

Tiempo GRUPO

A B C D

Dias % % % %
0 0 0 0 0

7 42.41 20.33 20.19 14.15

14 50.70 33.23 37.04 30.68
21 64.73 62.50 52.09 38.40
28 75.64 72.58 63.52 52.63

A continuacion se muestra el grafico de la degradacién porcentual de profenofos
correspondiente a los datos expuestos en la Tabla 8
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Figura 24. Degradacion de clorpirifos en los subgrupos A, B, C y D hasta el dia 28

Se observd que en todos los subgrupos de tratamiento se produce una mayor
degradacidn de profenofos con respecto a clorpirifos.

Degradacion de pesticidas en suelos auto clavados sin lombrices (BLANCO)

La organizacion mundial de la salud (WHO) reporta que a 25 °C en medios tamponados
alos pH 5y 7 el periodo de degradacion de clorpirifos es de aproximadamente 72 dias y
a pH 9 el tiempo de vida media disminuye drasticamente hasta 16 dias, esto debido al
proceso de hidrélisis que afecta directamente a los pesticidas organofosforados
produciendo la ruptura de la molécula liberandose tiosulfatos. De igual manera se
reporta que profenofos tiende a disminuir de manera méas dréstica en cuanto al aumento

de pH en comparacion al clorpirifos.

Tay** evalué la hidrélisis de clorpirifos en medios acuosos tamponados en diferentes
condiciones de temperatura y pH, encontrando que la vida media de clorpirifos es
relativamente estable en medio &cido. Sin embargo la velocidad de degradacion
aumentd a medida que el pH se eleva, asi como la temperatura también mostré un
significativo efecto sobre la tasa de hidrdlisis. Tay demostro que a partir de un pH de 7

el proceso de hidrélisis es més agresivo y sigue una cinética de primer orden **.
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Por ello si analizamos las Figuras 25 y 26 se observa que en ambos Blancos de cada
grupo de investigacion los niveles de clorpirifos y profenofos disminuyen su
concentracion hasta lograr un porcentaje de degradacion 33.68 y 52.63 %
respectivamente esto podria deberse a procesos de hidrolisis ya que el pH del suelo se

reportd como 7.051 durante el tratamiento.

Cube Plot (data means) for Percent degradation
G7IE] [72.55]
si
Bacterias ngtivas
33.68 [60.76
no
no Si
Eisenia fétida

Figura 25. Gréfico de cubo para el porcentaje de degradacion para clorpirifos

Cube Plot (data means) for Percent degradation
[63.52] [75.54]
i
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Figura 26. Gréfico de cubo para el porcentaje de degradacion para profenofos.
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Degradacion asistida por bacterias nativas

En los subgrupos C de ambos pesticidas organofosforados donde estaban presentes las

bacterias nativas del suelo, presentaron degradacion.

Swapnil*®

evalud la degradacion de un consorcio bacteriano Exiguobacterium sp BCH4
y Rhodococcus sp. BCH2 para la degradacién de acefato logrando degradar 75.85 %

en 6 dias siendo la concentracion inicial 50 mg/L *.

En el presente proyecto se obtuvo una degradacion de clorpirifos y profenofos de 37.18
y 63.52 % respectivamente (Fig. 25 y 26), esto podria deberse directamente a la
actividad bacteriana del suelo, demostrando asi una buena actividad ya que el suelo
estuvo exento de nutrientes que favorezcan el crecimiento bacteriano, a diferencia de
Swapnil que si empleo dichas condiciones en su investigacion, sin embargo no se puede
concluir esto debido a que se ha demostrado que los procesos de hidrolisis juegan un
papel importante por lo cual el porcentaje hallado no necesariamente puede deberse a la
actividad de bacterias sino a otros tipos de microorganismos o el tiempo de vida media

de los pesticidas **.

Desempefio de Eisenia foetida en la degradacion de profenofos y clorpirifos

En las Figuras 25 y 26 se observa que Eisenia foetida disminuyo en 60.76 % y 72.58 %
los niveles clorpirifos y profenofos respectivamente, esta actividad podria deberse a
que estos anélidos procesan la tierra para la obtenciéon de humus involucrando la
alcalinizacién de la tierra en su tracto digestivo, logrando incrementar los procesos de
hidrolisis *°.

Corso™ en su investigacion sobre Estudio cinético de la degradacién fotocatalitica
oxidativa de rodamina B con ZnO y luz solar hace uso de las derivadas de su cinética de
degradacidn para expresar la degradacion de Rodamina B en unidades de velocidad.
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Degradacion de clorpirifos

En la Figura 27 se puede observar que el subgrupo B que solo contenia lombrices en
ausencia de microorganismos propios del suelo, clorpirifos presentd una degradacion
desde 43.41 mg/L hasta 17.03 mg/L a los 28 dias del tratamiento.
El modelo matemaético que describe la Figura 15 fue un modelo polinomial de cuarto
orden en cual se muestra a continuacion.

y = [Cp](t) = ag — a t + a,t? — ast3 + a,t*
Donde:
[Cp]: Concentracion en mg/L de Clorpirifos.
t: tiempo (dias) .
[Cp](t): Concentracion de clorpirifos en funcién del tiempo.

a,: Intercepto con el eje “y”.

aq,a,,asy a,: Pendientes.

p](t) = 43.205 — 5. t+0. t2 — 0. t3 +0. t
Cp](t) = 43.205 — 5.0056t + 0.5548t% — 0.0259t3 + 0.0004¢*

A continuacion se observa el grafico que corresponde a la ecuacion anterior

45 —
40 1
35 1
30 — \
20 —- \\
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Figura 27. Degradacion de la concentracion de clorpirifos en funcion del tiempo.
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Pero es necesario aclarar que el modelo matematico es solo valido hasta el dia 28. Por
otro lado para evaluar la velocidad de degradacion “v(t)” de clorpirifos en presencia de
Eisenia foetida se expresd dicho modelo en su primera derivada y los resultados se
muestran a continuacion:

_d([Cp](®)) _ d(43.205 — 5.0056¢ + 0.5548t2 — 0.0259t + 0.0004¢*)

v(t
© dt dt
La ecuacion que se muestra a continuacion representa a la velocidad

(concentracion/dias) con la que clorpirifos se degrada en funcién del tiempo.

?(t) = —5.0056 + 1.1096t — 0.0777t% + 0.0016t3
El gréfico correspondiente a esta ecuacion se muestra a continuacion en la Figura 28.
Esta ecuacion polindmica de tercer orden representa a la velocidad de degradacion de
clorpirifos que no es constante, esto podria deberse al comportamiento de las lombrices
durante el periodo de estudio, ya que al inicio del tratamiento los 20 individuos se
dispersaron por todo el envase presentando una buena movilidad, esto debido a que las
lombrices estaban aclimatadas previamente al medio no contaminado, sin embargo, a
partir de la segunda semana empezaban a agruparse y se ubicaban cerca de la superficie.
Este comportamiento se mantuvo hasta aproximadamente la tercera semana pudiendo
ser el tiempo de aclimatacion del anélido al medio contaminado con clorpirifos ya que,
a partir de este dia su movimiento empezé a incrementarse de nuevo. El
comportamiento expuesto anteriormente pudo influir directamente con la velocidad de

degradacion de clorpirifos (Figura 28).

vIt]

Tiempo[dias]

-1.0

Figura 16. Velocidad de degradacion de clorpirifos por Eisenia foetida
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Como se puede observar en la Figura 16 la velocidad de degradacién no es constante si
no cambiante en funcién de los dias del tratamiento, para evaluar esto fue necesario usar
la aceleracion "a(t)", los resultados se muestran a continuacion.

d(¥(t)) _ d(—5.0056 + 1.1096t — 0.0777t? + 0.0016¢°)
dc dt
La ecuacion que se muestra a continuacion representa a la aceleracion (velocidad/dias)

a() =

que evallUa el cambio de la velocidad de degradacion de clorpirifos en funcion del

tiempo.

d(t) = 1.1096 — 0.1554t + 0.0048t>
Esta ecuacion cuadratica se esquematiza en la Figura 17 donde se observa que la
velocidad del proceso de degradacion de clorpirifos disminuye drasticamente hasta
aproximadamente el dia 29, sin embargo a partir de este dia la velocidad de degradacién
se incrementa, pudiendo deberse a que una vez aclimatadas las lombrices incrementan
su movilidad y por lo tanto su actividad, lo cual fue proporcional a la velocidad de

degradacidn de dicho pesticida.

a(t)
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Figura 29. Aceleracion de degradacion de clorpirifos por Eisenia foetida
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Degradacion de profenofos

En la Figura 30 se observa que el subgrupo B que contenia lombrices en medio
previamente autoclavado presento una disminucion desde una concentracion de 47.62
mg/L hasta 13.06 mg/L de profenofos.
El modelo matemaético que describe el proceso se puede observar en la Figura 30 siendo
una ecuacion polinomial de cuarto orden la cual se muestra a continuacion.

y = [PfI(t) = ag — at + a,t? — ast® + a,t?
Donde:
[Pf]: Concentracion en mg/L de Profenofos.
t: tiempo (dias) .
[Pf](t): Concentracion de profenofos en funcion del tiempo.

a,: Intercepto con el eje “y”.

a,,a,, as y a,: Pendientes.

[Pf](t) = 47.616 — 3.1836t + 0.4159t2 — 0.0261t3 + 0.0005¢*

A continuacion se observa el grafico que corresponde a la ecuacion anterior

50-
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Figura 30. Degradacion de la concentracion de profenofos en funcion del tiempo.
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Pero es necesario aclarar que el modelo matematico es solo valido hasta el dia 25. Por
otro lado para evaluar la velocidad de degradacion “v(t)” de profenofos en presencia de
Eisenia foetida se expresd dicho modelo en su primera derivada y los resultados se

muestran a continuacion:

56 d([Cpl(D)) d(47.616 — 3.1836¢ + 0.4159t2 — 0.0261t3 + 0.0005¢t%)
v = =
dt dt

La ecuacion que se muestra a continuacion representa a la velocidad

(concentracion/dias) con la que profenofos se degrada en funcion del tiempo.

v(t) = —3.1836 + 0.8318t — 0.0783t2 + 0.002¢3
En gréfico correspondiente a la ecuacion v(t) se muestra en la Figura 19. Esta ecuacion
polindémica de tercer orden representa a la velocidad de degradacién de profenofos, se
puede observar una velocidad no constante, esto podria deberse al comportamiento de
las lombrices durante el periodo de estudio, ya que al inicio del tratamiento los 20
individuos se dispersaron por todo el envase presentando una buena movilidad, esto
debido a que las lombrices estaban aclimatadas previamente al medio no contaminado,
sin embargo, a partir de la segunda semana empezaban a agruparse y se ubicaban cerca
de la superficie. Este comportamiento se mantuvo hasta aproximadamente la tercera
semana pudiendo ser el tiempo de aclimatacion del anélido al medio contaminado con
profenofos ya que, a partir de este dia su movimiento empezo a incrementarse de nuevo.
El comportamiento expuesto anteriormente pudo influir directamente con la velocidad

de degradacion de profenofos (Figura 31).
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Figura 31. Velocidad de degradacion de profenofos por Eisenia foetida

Como se puede observar en la Figura 31 la velocidad de degradacion no es constante si
no cambiante en funcion de los dias del tratamiento, para evaluar esto fue necesario usar
la aceleracion "d(t)", los resultados se muestran a continuacion.

. d@®)  d(~3.1836 + 0.8318t — 0.0783¢2 + 0.002t3)
R — 11 dt

La ecuacion que se muestra a continuacién representa a la aceleracion (velocidad/dias)

que evalta el cambio de la velocidad de degradacion de profenofos en funcién del

tiempo.

d(t) = 0.8318 — 0.1566t + 0.006t>
Esta ecuacidn cuadrética se esquematiza en la Figura 32 donde se observa que la
velocidad del proceso de degradacion de clorpirifos disminuye drasticamente hasta
aproximadamente el dia 16, sin embargo a partir de este dia la velocidad de degradacion
se incrementa, pudiendo deberse a que una vez aclimatadas las lombrices incrementan
su movilidad y por lo tanto su actividad, lo cual fue proporcional a la velocidad de

degradacion de profenofos.
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Figura 32. Aceleracién de degradacion de profenofos por Eisenia foetida

Qixing™® evalué la tasa de degradacion natural de metamidofos en comparacién con la
actividad de Eisenia fétida asi como la presencia de cobre. Qixing determino que la vida
media de metamidofos en Phaiozem fue reducido a 5,08 dias cuando estaban presentes
las lombrices, siendo el efecto de desintoxicacion asistida por las lombrices E. fétida.
En el presente proyecto se logrd evidenciar que Eisenia foetida podria incrementar el
proceso de degradacion de los pesticidas organofosforados clorpirifos y profenofos *°.

Givaudan®® cuya hip6tesis era la aclimatacion de las lombrices de tierra a los productos
quimicos organicos (plaguicidas). Por lo cual, la capacidad de adaptacion fue evaluada
en dos poblaciones de lombrices de tierra (Aporectodea caliginosa) que presentaban un
tiempo de exposicion de 20 afios a los contaminantes organicos del suelo como
epoxiconazol un fungicida usado en todo el mundo. Se observé que la tasa de
respiracion se incremento en ambos gusanos expuestos a fungicidas en comparacion con
los controles, esto puede explicar el por quée las lombrices se ubican cerca de la
superficie, por otro lado los recursos de glucdgeno se redujeron en la misma proporcién
en las dos poblaciones, pero con mayor rapidez para expuesta por 7 dias que para la
poblacién expuesta previamente 28 dias *°. La proteina soluble y la mayoria de los
contenidos de aminoacidos aumentaron solo en la poblacion expuesta previamente, lo

que sugiere un mecanismo de detoxificacion *.
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En el presente proyecto las lombrices fueron obtenidas de viveros de la ciudad de
Arequipa en los cuales no se reportd uso de insecticidas, por lo cual las lombrices se
aclimataron en el desarrollo del proyecto. Como lo indica Givaudan el periodo para que
las lombrices se aclimaten a un medio contaminado con pesticidas es de 7 a 28 dias,
esto justificaria los resultados obtenidos ya que en las Figuras 28 y 31 se observa que el
periodo de aclimatacién es aproximadamente de 12 dias, en este tiempo aumenta la
respiracion de los anélidos y los depositos de glucogeno empiezan a disminuirse por lo

cual la lombrices disminuyen su movilidad *.

Desempefio de Eisenia foetida en presencia de bacterias nativas del suelo

En las Figuras 25 y 26 se observan que la degradacion en los subgrupos A donde
estaban presentes tanto lombrices como microorganismos del suelo, fueron de 75.64 y
74.85 % de profenofos y clorpirifos respectivamente. Por otro lado cabe destacar que si
se evalla el efecto promedio de la degradacion en presencia de Eisenia foetida y
bacterias nativas por separado, este se ve afectado mas por Eisenia foetida tanto para

clorpirifos para como para profenofos (Figuras 33 y 34).

Main Effects Plot for Percentage of degradation
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Figura 33. Efecto promedio del porcentaje de degradacion de Eisenia foetida vs
bacterias nativas en la degradacion de clorpirifos.
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Figura 34. Efecto promedio del porcentaje de degradacién de Eisenia foetida vs
bacterias nativas en la degradacion de profenofos.
En las Figuras 35 y 36 se muestra la interaccion de Eisenia foetida y bacterias nativas
del suelo en la degradacion de clorpirifos y profenofos pudiéndose interpretar que los
ambos factores juegan un papel de sinergismo en la degradacién de ambos pesticidas ya
que estudios revelan que la actividad de Eisenia foetida favorece en el crecimiento
bacteriano. Por lo cual la degradacion es superior en comparacion cuando se evalla

estos dos factores por separado.
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Figura 33. Diagrama de interaccion de Eisenia foetida y bacterias nativas en el

porcentaje de degradacion de clorpirifos.
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Figura 34. Diagrama de interaccion de Eisenia foetida y bacterias nativas en el

porcentaje de degradacion de profenofos.

En medida que, en el suelo no solo existen bacterias si no otro tipo de microorganismos
Yan* evalué la influencia de la inoculacién con el hongos micorricicos arbusculares
(HMA), Glomus caledoniun L. y / o lombrices de tierra (Eisenia foetida) en procesos de
fitorremediacion de un suelo contaminado con PCB por un cultivo de raigras durante
180 dias. La plantacion de raigras, raigras inoculados con las lombrices de tierra, raigras
inoculado con HMA, y raigras co-inoculadas con HMA vy lombrices de tierra
disminuyeron significativamente contenidos iniciales de PCB del suelo por 58.4, 62.6,
74.3 'y 79.5 %, respectivamente. Claramente se observa que Eisenia foetida presenta
actividad en la degradacion de este contaminante organico, sin embargo en combinacion

con hongos incremente en gran medida la velocidad de degradacion de PCB *°.

En el presente proyecto se observo que también existe un incremento de la degradacion
de clorpirifos y profenofos en suelos en los cuales estaban presentes tanto lombrices

como microorganismos (Tablas 7 y 8).

Finalmente se desarrollé diagramas de Pareto de efectos de los factores Eisenia foetida
(A) y bacterias nativas (B) frente a su responsabilidad en los efectos de degradacion
(Figuras 37 y 38). En ambos casos los factores individuales como en conjunto AB no

interfieren de manera negativa en el proceso ya que los valores F a un nivel de
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confianza del 95 % fueron de 167.6 para clorpirifos y 132.9 para profenofos, y dichos

valores no interaccionan con ningun factor.

Pareto Chart of the Effects
(response is Porcentaje de degradacion, Alpha = 0.05)

167.6
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Figura 37. Diagrama de Pareto para la degradacion de clorpirifos

Pareto Chart of the Effects
(response is Percent degradation, Alpha = 0.05)
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Figura 38. Diagrama de Pareto para la degradacion de profenofos
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CONCLUSIONES

1) Se aclimato a Eisenia foetida a medios de suelo artificial cuya composicién fue de
120 g de arena fina lavada, 80 g de tierra pdmex, enriquecida con cascaras de
platano con una humedad ajustada al 40 % en ausencia de luz

2) El método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC-DAD) para la
determinacién de ambos pesticidas resultd ser lineal (r>>0.995) obteniéndose
coeficientes de correlacién lineal r? de 0.9994 y 0.9996 para profenofos y
clorpirifos respectivamente, preciso con coeficientes de variacion porcentual
menores a 2.7 % para ambos pesticidas, exacto obteniendo porcentajes de
recuperacion de 90.5 y 98.9 % para clorpirifos y profenofos respectivamente.

3) Se evalué un disefio factorial 2% siendo los factores Lombrices (20 individuos) y
bacterias nativas del suelo a temperatura ambiente, en ausencia de luz y un pH del
suelo 7.051, durante 28 dias en suelos contaminados en laboratorio a
concentraciones de 40 y 50 mg/Kg de clorpirifos y profenofos respectivamente.

4) Ambos pesticidas organofosforados sufren procesos de hidrolisis debido a la
influencia del pH (7.051) degradandose a los 28 dias hasta 33.68 y 52.63 % para
clorpirifos y profenofos respectivamente. Profenofos es mas susceptible que
clorpirifos a la hidrolisis.

5) La actividad bacteriana y otros microorganismos del suelo mostraron porcentajes
de degradacion de 37.16 y 63.52 % para clorpirifos y profenofos respectivamente,
demostrando que la actividad bacteriana juega un papel importante en el proceso de
degradacion de ambos pesticidas.

6) Eisenia foetida acelera el proceso de degradacion logrando porcentajes de
degradacion de 60.76 % para clorpirifos y 72.58 % para profenofos, lo que indica
que este anélido presenta un desempefio positivo en el proceso de degradacion de
ambos pesticidas organofosforados.

7) Eisenia foetida en combinacion con los microorganismos en general del suelo
desempefian un papel de sinergismo frente a la degradacion de ambos pesticidas ya
que los niveles de clorpirifos y profenofos disminuyeron en un 74.85 y 75.64 %
respectivamente al final del tratamiento.
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Tablas de Resultados

Clorpirifos Profenofos
Lombriz + Bacterias Lombriz + Bacterias
tiempo Concentracion Degradacién | tiempo |Concentracion|Degradacion
(dias) (mg/L) (%) (dias) (mg/L) (%)
0 43.41 0.00 0 47.62 0.00
7 22.83 47.41 7 27.42 42.41
14 20.47 52.84 14 23.47 50.70
21 20.40 53.00 21 16.79 64.73
28 10.92 74.85 28 11.60 75.64
Lombriz Lombriz
tiempo Concentracion Degradacion | tiempo |Concentracion | Degradacion
(dias) (mg/L) (%) (dias) (mg/L) (%)
0 43.41 0.00 0 47.62 0.00
7 27.64 36.32 7 37.94 20.33
14 26.50 38.94 14 31.79 33.23
21 21.44 50.61 21 17.86 62.50
28 17.03 60.76 28 13.06 72.58
Bacterias Bacterias
tiempo Concentracion Degradaciéon | tiempo |Concentracion|Degradacion
(dias) (mg/L) (%) (dias) (mg/L) (%)
0 38.98717 0.00 0 48.27 0.00
7 31.6285329 16.53 7 38.52 20.19
14 29.1568892 25.21 14 33.25 37.00
21 27.0194775 33.20 21 30.51 52.00
28 24.4930364 37.18 28 17.61 63.52
Blanco Blanco
tiempo Concentracién Degradacién tiempo | Concentracién | Degradacion
(dias) (mg/L) (%) (dias) (mg/L) (%)
0 38.98717 0.00 0 48.27 0.00
7 35.189801 9.74 7 41.44 14.15
14 34.3772313 20.43 14 33.46 30.68
21 28.4568148 27.01 21 33.19 38.40
28 25.8555225 33.68 28 22.87 52.63
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Tratamiento de datos por Wolfram Mathematica 10 (clorpirifos)

al = 0.0004
aZ « 0.0259
a3 = 0.5546
a4 =« 50056
al =« 43 205

-

flx ] remalex*-aZsx’sad3+x” -adwvxsas
£x]

43.205" - 5.0056" =+ D.5548" x® - 0.0259" x* + 0.0004" x*

Ia

= = = - I .
0 - S.005€x+0_55428 & D .0255 x” + 4

[ER]

Plot|[-5.0056+1.1096x - 0.0777 =" + 0.0016x", (=, 0, 27} |
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Tratamiento de datos por Wolfram Mathematica 10 (profenofos)

£[x_] :=« 0.0005«x* - 0. 0261 +x” + D. 4159+ x° - 31836+ x » 47.616

47.61€ - 3. 1836 + 0. 4155 " - 0. 026L 2™ + 00005 &°

I
T

2.1036+ 0. 8318 x-0. 07838 x~ + 0. 002 =

Plot|[-3.1836+0.8318x- 0.0783 x" + 0.002 x", {x, D, 25} |

Show[%18, AxesLabel + [BoldPoem[Diss], HoldForm[£ [x]]),
PlotLabel + HoldForm[Velocidad] , LabelStyle + [GrayLewel[D], Bold) ]
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0. 8318 -D.156€ =+ 0. D0E =

Plot[D.8318 - D.1566x+ 0.006x", (x, 0, 28] |

Show[%20, AxesLabel + [BoldPorm[Dias], HoldFeem[£ [x]]),
PlotLabel + HoldPorm[Aceleracién] , LabelStyle + (Graylewvel[0], Bold) ]
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Show|[ %23, ImageSime -» Lawge]
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Certificate of Analysis

-ALDRICH"
Dursban,
Product Name analylical standard
Product Number 442573
Product Brand SUPELCO
CAS Number 2921-88-2
Molecular Formula CgH14CI3NO;PS
Molecular Weight 35059
TEST LOT LB98768V RESULTS
PDF Format Flease glick here to obtain the Certificate of Analysis in PDF format.
Duane Funk

Quality Manager
Bellefonte, Pennsylvania USA
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Certificate of Analysis

~ALDRICH"
Product Name F'rc:fenofos,@ _
PESTANAL®, analytical standard
Product Number 45632
Product Brand SIAL
CAS Number 41198-08-7
Molecular Formula C14H45BrCIO;PS
Molecular Weight 37363
TEST LOT SZBC352XV RESULTS
PDF Format Please glick here to obtain the Certificate of Analysis in a PDF format.
ke V0§ bf
Katja Vonler

Quality Management
Seelze, Gerrmany
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