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INTRODUCCIÓN 

 

EL incremento de la población mundial y la mayor demanda de alimentos llevan al aumento y 

la sostenibilidad de la producción de los mismos a través de la agricultura intensiva, la atención 

de la salud pública y la utilización adecuada de los recursos naturales. La mejora de la agricultura 

con tecnología agrícola avanzada para satisfacer esta demanda, manteniendo el suelo en su 

calidad productiva, juega un papel dominante en buena parte de la productividad actual. La 

preocupación por la contaminación de plaguicidas en el medio ambiente en el actual contexto de 

uso de plaguicidas ha asumido una gran importancia. (1) 

 

Según el SENASA en los últimos años (2012)  la venta de plaguicidas agrícolas en el Perú ha 

sido estimada entre 160- 190 millones de dólares anuales: Insecticidas: $ 68 millones; 

Fungicidas: $ 60 millones; Herbicidas: $ 9 millones. En el 2014 Perú  ha importado un total de 

3 826,8  toneladas (TM) de insecticidas,  en Arequipa el subsector agrícola viene a ser una de las 

actividades económicas más importantes de este. 

 

La aplicación de los plaguicidas y los residuos generados, su mal manejo y disposición 

incontrolada, son las principales causas de contaminación ambiental, principalmente del recurso 

suelo, debido a su elevada adsorción sobre la materia orgánica, su baja volatilidad y estabilidad 

química, que les confiere un bajo grado de movilidad y una elevada persistencia. A pesar de estas 

características, la volatilización y la disolución en cuerpos de agua son importantes mecanismos 

de dispersión de la contaminación. (2)  La vida media de un organofosforado en el suelo puede 

ser de hasta un año, dependiendo del clima, la dosis y las otras condiciones ambientales (3) 

 

Los residuos de pesticidas pueden permanecer en el suelo por diferentes períodos de tiempo 

según las características del suelo, convirtiéndose en un riesgo de salud pública y ambiental. La 

mayoría de los pesticidas tienen un efecto adverso sobre la diversidad funcional de la microflora 

del suelo y en última instancia sobre la fertilidad del suelo y el crecimiento vegetal, lo cual pone 

en seria amenaza la sostenibilidad de los suelos agrícolas. (4) 

 



 
 

El destino de los plaguicidas en el medio ambiente   se ha convertido en una preocupación 

ambiental debido a que  estos plaguicidas llegan a organismos que no son el objetivo principal  

siendo dañados(5). Potencialmente debido a los efectos adversos de los pesticidas químicos en 

los microorganismos del suelo (6) puede afectar la fertilidad del suelo (7) . Un plaguicida ideal 

debe ser tóxico sólo para el organismo objetivo, los residuos biodegradables e indeseables no 

deben afectar las superficies no objetivo. 

 

En los últimos tiempos se ha dirigido la atención al estudio de los aspectos de calidad del suelo 

y están referidos a aquellos que permiten al suelo aceptar, almacenar y reciclar agua, nutrientes 

y energía. La calidad del suelo no depende sólo de las propiedades físicas, fisicoquímicas  y 

químicas del suelo, sino que está estrechamente relacionada con las propiedades microbiológicas 

del mismo (8) 

 

Existe la necesidad de satisfacer la demanda mundial de alimentos y ninguna otra alternativa 

puede competir con los pesticidas y productos agroquímicos para ser utilizada en una escala tan 

grande en la agricultura. La lenta degradación de los plaguicidas en el medio ambiente y el uso 

extensivo o inapropiado por los agricultores pueden conducir a la contaminación ambiental del 

agua, el suelo, el aire, varios tipos de cultivos e indirectamente a los seres humanos. (9, 10) 

 

Varios estudios realizados demuestran que el uso de cepas fúngicas degradan de manera 

satisfactoria  pesticidas como es el caso de Bruna que evaluó  el crecimiento y desarrollo de los 

hongos de origen marino Aspergillus sydowii, Aspergillus versicolor, Cladosporium oxysporum, 

Fusarium proliferatum y Trichoderma harzianum aislados de ascidia marina Didemnun ligulum, 

en presencia de pentaclorofenol (PCP).(11) También Tejomyee y colaboradores aislaron hongos 

capaces de metabolizar  endosulfán.(12) 

 

Se realizaron varios estudios para examinar la degradación de plaguicidas en el suelo, el suelo 

recibe diversos plaguicidas la población microbiana existente en este podría adaptarse a estos 

pesticidas o ser capaz de degradarlo a través de la liberación de enzimas  y puede servirle  como 

una fuente de nutrientes. (13, 14) 



 
 

Los enfoques generales para la biorremediación están orientados a la biodegradación natural por 

los organismos nativos (biorremediación intrínseca), para llevar la modificación del medio 

ambiente mediante la aplicación de nutrientes o aireación (bioestimulación) o mediante la 

adición de microorganismos (Bioaumentación).  

 

Con el presente trabajo buscamos evaluar la capacidad de biodegradación de  profenofos por 

parte de Trichoderma sp, como una alternativa de bajo costo y amigable con el ambiente que 

pueda solucionar o mitigar los impactos ambientales ocasionados por la contaminación con 

profenofos. Se aislaran cepas de Trichoderma sp, de suelo agrícola, estas se cultivaran en medios 

de cultivo contaminados con  profenofos  a   concentraciones conocidas y se medirá  el nivel de 

degradación. 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMEN 

 

 

El uso  de  pesticidas como Profenofos en el sector agrícola  de la región de Arequipa, en la 

producción de  los principales cultivos  se ve aumentada debido a la  múltiple presencia de plagas 

que amenazan la producción  de estos y el desconocimiento del  correcto uso de parte de los 

agricultores , lo que hace que los suelos  de la región se  vean contaminados por la residualidad 

y persistencia  que estos presentan. La finalidad de este trabajo de investigación fue evaluar la 

capacidad  de biodegradación de Trichoderma sp., sobre  profenofos. Para la cuantificación de  

profenofos  se usó un método validado de Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC-

DAD) usando estándar primario de profenofos con pureza mayor al 99.5 % Sigma Aldrich. 

 

Los ensayos de biodegradación  fueron realizados en  medio de cultivo  liquido (Papa, Dextrosa 

y Agua) donde se inoculó conidios del hongo a razón de 1E+6 y 1E+4 unidades por mililitro de 

medio; se dejó en incubación durante 3 días; y luego se contaminó con una concentración  inicial 

de profenofos a 10 y 30 mg /L, se dejó desarrollar el hongo en el medio por 21 días a 15 y 25 °C. 

Se obtuvo que el mejor porcentaje de biodegradación fue de 97.60%  para el tratamiento con 10 

mg/L  profenofos 1E+4 conidios y 25 °C, y el menor porcentaje de biodegradación, para el 

tratamiento con 30 mg/L  profenofos 1E+4 conidios y 15 °C con 57.99%. 

 

Trichoderma sp  aceleró el proceso de biodegradación, lo cual indica que esta cepa de hongo  

presenta un desempeño bastante favorable en el proceso de biodegradación  de  profenofos.  

 

Palabras Clave: Profenofos, HPLC-DAD, Trichoderma sp  conidios,  dextrosa y 

Biodegradación 

 



 
 

SUMMARY 

 

The use of pesticides in the agricultural sector of the Arequipa region in the production of the 

main crops has been increased due to the variety of the presence of pests that the production of 

these and the ignorance of the correct use of the part of the farmers, make the soils of the region 

are contaminated by the residuality and persistence that they present. The purpose of this research 

is to stimulate the biodegradation capacity of Trichoderma sp., in profenofos, for the 

quantification of profenofos used to validate method in High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC-DAD) at 99.5% Sigma Aldrich. 

 

The biodegradation assays were done in the middle of the liquid culture (potato, dextrose and 

water), inoculated conidia from a fungus in two concentration 1E + 6 and 1E + 4 units per 

milliliter of medium; was allowed to incubate for 3 days; and then contaminated with an initial 

concentration of 10 and 30 mg / L, the fungus develops in the medium for 21 days at 15 and 25 

° C. The best percentage of biodegradation was 97.60% for the treatment with 10 mg / L 

profenofos 1E + 4 conidia and 25 ° C, and the lowest percentage of biodegradation, for the 

treatment with 30 mg / L profenofos 1E + 4 conidia and 15 ° C with 57.99%. 

Trichoderma sp accelerated the biodegradation process, indicating that this fungus strain has a 

rather favorable performance in the biodegradation process of profenofos. 

 

Keywords: Profenofos, HPLC-DAD, Trichoderma sp conidia, dextrose and Biodegradation 
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HIPÓTESIS 

 

Debido a los antecedentes que existen sobre la actividad de Trichoderma sp, en la degradación 

de contaminantes ambientales; es probable que este hongo tenga la capacidad e influya 

específicamente en la degradación del pesticida profenofos.



 

 
 

OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 Evaluar  la capacidad  de biodegradación de Trichoderma sp,  sobre pesticidas  

organofosforados como profenofos. 

  

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Aislar  e identificar la cepa del hongo Trichoderma sp, morfológica y molecularmente. 

 Medir el desarrollo de biomasa fúngica de Trichoderma sp, (conidios, micelio) ante la 

presencia de  profenofos. 

      Evaluar  a la capacidad de biodegradación de Trichoderma sp,   sobre profenofos a 

diferentes concentraciones. 
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 CAPITULO I 

MARCO TEORICO 

1.1. LA CONTAMINACIÓN DE SUELO 

Siendo el suelo un recurso importante en el planeta tierra, este se degrada de diversas 

formas. Los metales pesados, pesticidas, la basura municipal, industria papel, plástico y 

materia orgánica. (15) El efecto de la contaminación puede dar como resultado la pérdida 

de la biodiversidad y el mal funcionamiento de la tierra como nutriente cíclico, etc. Los 

metales pesados también inhiben la actividad microbiana. (16) 

1.2. LA CONTAMINACIÓN DEL AGUA. 

El agua es sin duda el recurso más importante en el planeta tierra proporcionando el hábitat 

único a la variedad de organismos. Los niveles de contaminación en los ecosistemas de las 

aguas han dado lugar a la pérdida de contenido de agua fresca en planeta tierra. El uso 

excesivo de fertilizantes, herbicidas y pesticidas causan graves daños a la vida presente en 

las aguas, entre los pesticidas, el 98% de estos fueron clasificados como muy tóxicos para 

los peces y crustáceos.(17) 

1.3. PLAGUICIDAS. 

Los plaguicidas son sustancias o mezcla de sustancias que se usan de manera intensiva para 

controlar plagas agrícolas e insectos vectores de enfermedades en humanos y en los 

animales, así como, para el control de insectos y ácaros que afectan la producción, 

elaboración, almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos 

agrícolas, madera y alimento para animales. (18) Sin embargo, se reconoce que son 

sustancias químicamente complejas, que una vez aplicadas en el ambiente, están sujetas a 

una serie de transformaciones a nivel físico, químico y biológico (fenómenos de adsorción 

y absorción sobre suelos y plantas, volatilización, fotólisis y degradación química o 

microbiana). Además que también 1pueden ser arrastrados por las corrientes de aire y agua, 

que permiten su transporte a grandes distancias; hay que añadir que los residuos volátiles 

pasan a la atmósfera y regresan con la lluvia a otros lugares.(19) Estas transformaciones 
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pueden conducir a la generación de fracciones o a la degradación total de los compuestos 

que en sus diversas formas pueden llegar a afectar en los diferentes niveles de un 

ecosistema. (20) 

1.3.1. Clasificación de plaguicidas  

Debido a la gran cantidad de químicos y pesticidas, las combinaciones de 

compuestos han sido clasificadas para uso en insecticidas, acaricidas, herbicidas, 

nematicidas, fungicidas, moluscicidas y rodenticidas. La Organización Mundial 

de la Salud propuso una clasificación basada en su riesgo para la salud, basada 

en su comportamiento tóxico en ratas y otros animales de laboratorio mediante la 

administración oral y dérmica y la estimación de la dosis letal media (LD50) que 

produce la muerte en el 50%. Este orden de clasificación de menor a mayor 

toxicidad en los números I a IV, siendo extremadamente tóxico, altamente tóxico, 

moderadamente tóxico, ligeramente tóxico, respectivamente.(21),(22)  

De acuerdo con su estructura química, los pesticidas se clasifican en diferentes 

familias, que van desde compuestos organoclorados y organofosforados hasta 

compuestos inorgánicos. En este trabajo, nos referimos sólo a algunas familias 

de plaguicidas relevantes por el daño que causan a la salud humana y alta 

demanda para su uso. La forma más común de clasificarlas en función de su 

estructura química y se divide en cuatro grupos principales (figura 1): 

 

Figura 1 Estructura  de plaguicidas  a) organofosforado; b) carbamato; c) piretroide; d) organoclorado. 
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Organoclorados. 

 

Son compuestos estables, demasiado persistentes en el medio ambiente y tienden a acumularse 

en el tejido graso humano y en el suero sanguíneo  como el DDT (23),  su principal uso es la 

erradicación de vectores de enfermedades como la malaria y el dengue. También se utilizan en 

el cultivo de uvas, lechuga, tomate, alfalfa, maíz, arroz, sorgo, algodón y madera, para su 

conservación. Su forma de exposición principalmente en los insectos esta por contacto o por 

ingestión(24). En humanos, estas sustancias o sus metabolitos actúan principalmente a nivel del 

sistema nervioso central alterando las propiedades electrofisiológicas y las membranas 

neuronales enzimáticas, provocando alteraciones en la cinética del flujo de Na+ y K+ a través de 

la membrana de la célula nerviosa(25), causando síntomas como convulsiones y muerte por 

envenenamiento agudo por paro respiratorio(26). 

Organofosforados. 

 

Son ésteres derivados del ácido fosfórico. En  los seres humanos actúan sobre el sistema nervioso 

central inhibiendo la acetilcolinesterasa, una enzima que modula la cantidad y los niveles del 

neurotransmisor acetilcolina, interrumpiendo el impulso nervioso por fosforilación de serina del 

grupo hidroxilo en el sitio activo de la enzima (27). Los síntomas están causando pérdida de 

reflejos, dolor de cabeza, mareos, náuseas, convulsiones, coma e incluso la muerte(28); también 

se describen con propiedades alquilantes (29), que desde el punto de vista de la mutagénesis es 

primordial porque actúan directamente sobre el ácido desoxirribonucleico añadiendo grupos 

alquilo metil y etilo en las bases del ADN (30). Los compuestos organofosforados son 

comúnmente utilizados en la agricultura, la mayoría de estos son insecticidas y acaricidas, su 

forma de acción en estos organismos es por ingestión y contacto, se utilizan en cultivos 

hortícolas, árboles frutales, granos, algodón, caña de azúcar, entre otros.  

Carbamatos. 

 

Son ésteres derivados de ácidos o ácido dimetil-N-metil carbámico; como insecticidas, 

herbicidas, fungicidas y nematicidas. Son menos persistentes que los organoclorados y los 

organofosforados y también estos últimos inhiben la acetilcolinesterasa. Sin embargo, en el caso 
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de los carbamatos, la acción es rápida y la cinética de bloqueo es a través de la carbamilación 

de la enzima mediante la unión covalente de grupos electrófilos de sitios carbamoilo estéricos 

de la enzima.(31)  

Piretroides. 

 

Se originan de insecticida natural derivado de extracto de piretro derivado de flores de 

crisantemo, conocido como piretrinas. Posteriormente se obtuvieron sintéticamente y 

actualmente se fabrican alrededor de 100 productos comerciales diferentes(27). Su exposición 

en los insectos es por contacto o ingestión. Actúan sobre el sistema nervioso central causando 

cambios en la dinámica de los canales de Na+ en la membrana de la célula nerviosa, haciendo 

que aumente su tiempo de apertura, prolongando la corriente de sodio a través de la membrana 

tanto en insectos como en vertebrados(28). Estos eventos pueden conducir a la hiperexcitación 

neuronal(25, 28). 

Otros. 

 

Además, otros pesticidas son herbicidas de triazina, ureico, hormonal, amidas, compuestos nitro, 

benzimidazoles, ftalamidas, compuestos de bipiridilo, dibromuro de etileno, compuestos que 

contienen azufre, cobre o mercurio, entre otros. 

1.3.2. Problemática general del uso de plaguicidas  

La agricultura moderna ha ido aumentando progresivamente la utilización de 

productos químicos, no sólo con la finalidad de aumentar la productividad de los 

sistemas agrícolas, sino también para evitar su disminución debido a prácticas de 

manejo inadecuadas. Esta tendencia generó paquetes tecnológicos, en los cuales 

el uso de insumos químicos es el principal componente del sistema productivo. 

En tal sentido, los plaguicidas corresponden a un amplio espectro de sustancias 

químicas orgánicas e inorgánicas utilizadas para el control de plagas y 

enfermedades en las actividades agropecuarias y forestales. El término 

plaguicidas engloba los insecticidas, nematicidas, herbicidas, fungicidas, 
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rodenticidas, agentes reguladores del crecimiento y agentes para el raleo de la 

fruta(32).  

Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), los países 

desarrollados utilizan el 75 % de los plaguicidas producidos a nivel mundial. Sin 

embargo, alrededor de dos millones de personas se intoxican anualmente por 

plaguicidas, en los países subdesarrollados(33). Estas cifras han ido cambiando 

significativamente dado que los países subdesarrollados han experimentado un 

importante crecimiento de los mercados para estos productos, en función de las 

fuertes demandas externas de productos agrícolas. Esto conllevó a un aumento en 

la cantidad de plaguicidas empleados así como en el número y la frecuencia de 

las aplicaciones. 

1.3.3.  Efectos ambientales  

Cuando un plaguicida es aplicado a un cultivo, solamente alcanza el organismo 

“blanco” aproximadamente el 1%, mientras que el 25 % es retenido en el follaje, 

el 30 % llega al suelo y el 44 % restante es exportado a la atmósfera y a los 

sistemas acuáticos por escorrentía y lixiviación(34). El uso inadecuado de los 

plaguicidas puede provocar problemas bio-ecológicos y contaminación 

ambiental; para el primer caso menciona la eliminación de enemigos naturales de 

plagas y enfermedades, resistencia a las mismas, surgimiento de nuevas especies 

como plagas y eliminación de fauna útil, entre otros. Algunas poblaciones de 

organismos controlados naturalmente, al ser eliminados sus parásitos o 

depredadores por los plaguicidas, aumentan su número hasta niveles de 

importancia económica, constituyéndose en una plaga. Por otra parte, la 

aplicación masiva de plaguicidas puede generar resistencia de las plagas, lo que 

provoca que al cabo de algunos años el producto sea ineficiente, aún a dosis más 

elevadas o aplicaciones más frecuentes. Con relación a la contaminación 

ambiental, el deterioro de la calidad del agua es uno de los mayores problemas 

asociados al uso de plaguicidas. Este puede ser debido a alguna de las siguientes 

causas: Deriva de pulverizaciones, lixiviación y percolación hacia napas 
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freáticas, lavado de equipos y elementos de aplicación en fuentes de agua, mala 

eliminación de desechos de plaguicidas y envases, rotura de envases y accidentes 

con vuelco de productos hacia fuentes de agua (35). La contaminación de suelos 

puede ser debido a la aplicación directa de plaguicidas (herbicidas pre-

emergentes), al escurrimiento de un pulverizado desde la planta hacia el suelo, a 

la deriva de las pulverizaciones y a la inadecuada eliminación de restos de 

pulverizaciones o de envases. (36) 

1.3.4.  Efectos sobre la salud humana  

Los tipos de plaguicidas en uso varían entre países y en el tiempo. En algunos 

países en desarrollo la tendencia es similar a la de los países industrializados, 

donde se consume una mayor proporción de herbicidas y fungicidas. En cambio, 

en los países menos desarrollados los insecticidas altamente tóxicos continúan 

siendo los principales agroquímicos en uso.  

En estos países ha fallado el sistema de registro como estrategia para manejar el 

riesgo, por lo que su población continúa expuesta a grandes cantidades de 

plaguicidas altamente tóxicos, inclusive prohibidos o severamente restringidos 

en países desarrollados (36). 

Si bien los fungicidas y herbicidas tienen una menor toxicidad y se ubican en las 

categorías III y IV, tienen un mayor riesgo carcinogénico y teratogénico(36). En 

términos generales, la mayoría de las intoxicaciones humanas por plaguicidas 

ocurren debido a exposición laboral durante diversas actividades, como: Cosecha, 

empaque, pulverización, desmalezado y riego.  

Otras formas frecuentes de exposición, no ligadas directamente al trabajo de 

aplicación, son la ingestión accidental de plaguicidas en adultos o niños (por 

confusión con alimentos o bebidas), las exposiciones ambientales repetidas y 

moderadas (a través de contacto con aire o agua contaminada en áreas agrícolas) 

y las exposiciones a través de alimentos o agua potable contaminados(37).  
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Los agentes organofosforados actúan al inhibir la acción de la acetilcolinesterasa 

sobre la sinapsis hística (muscarinicas y nicotínicas), por depósito de un grupo 

fosforil en el centro de actividad de la enzima. Esta inhibición favorece la 

acumulación excesiva de ACh y por ende, la sobre estimulación de los receptores 

colinérgicos. En la sinapsis colinérgica, la acetilcolinesterasa fijada a la 

membrana postsináptica actúa como un interruptor que regula la transmisión 

colinérgica. Los agentes organofosforados inhiben las enzimas esterasas, 

principalmente la Acetilcolinesterasa de las sinapsis y membrana de los glóbulos 

rojos y la butirilcolinesterasa plasmática. La inhibición de la butirilcolinesterasa 

no parece provocar manifestaciones clínicas, sin embargo la inhibición de la 

acetilcolinesterasa provoca acumulación de ACh, con la consecuente sobre 

estimulación de los receptores de ACh en las sinapsis del Sistema Nervioso 

Autónomo, Sistema Nervioso Central y uniones neuromusculares(38). 

 

Figura 2 Mecanismo de acción de pesticidas organofosforados(38). 

 

1.4. ORGANOFOSFORADOS. 

Los organofosforados (OP) son una clase de insecticidas, varios de los cuales son altamente 

tóxicos. Hasta el siglo XXI, estaban entre los insecticidas más utilizados, treinta y seis de 

ellos están actualmente registrados para su uso en los Estados Unidos, y todos pueden causar 

toxicidad aguda y subaguda. Los organofosforados se utilizan en la agricultura, los hogares, 

los jardines y las prácticas veterinarias; sin embargo, en el último decenio, se han prohibido 

varios OP importantes, entre ellos el paratión, que ya no está registrado para ningún uso, y 
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el clorpirifos, que ya no está registrado para uso doméstico. Todos comparten un mecanismo 

común de la inhibición de la colinesterasa y pueden causar síntomas similares, aunque hay 

algunas diferencias dentro de la clase. Dado que comparten este mecanismo, la exposición 

al mismo organofosforado por múltiples vías o múltiples organofosforados, por múltiples 

vías puede dar lugar a graves toxicidades aditivas. Sin embargo, es importante comprender 

que existe una amplia gama de toxicidad en estos agentes y una amplia variación en la 

absorción dérmica, lo que hace muy importante la identificación específica del agente y la 

administración individualizada.(39) 

a). Estructura  

 

Las OP son ésteres del ácido fosfórico y sus derivados. La estructura química general de un 

organofosforado (figura 4) comprende un átomo de fósforo central (P) y el enlace fosfórico 

(P = O) o tiofosfórico (P = S) característico. El símbolo X representa el grupo saliente, que 

se sustituye (por sustitución nucleófila) por el oxígeno de la serina en el sitio activo AcHE. 

La tasa de inhibición de la AcHE depende del grupo que sale; mayor tendencia a dejar 

resultados en mayor afinidad del inhibidor a la enzima. 

 

Figura 3. Estructura general de los organofosforados. X representa el grupo saliente, R1  y R 2 

es el grupo lateral, normalmente alcoxi. (43) 

b). Mecanismo de acción. 

 

Los organofosforados son plaguicidas junto a los carbamatos son inhibidores de la enzima 

colinesterasa. Son ésteres del ácido fosfórico que se caracterizan por ser fácilmente 

hidrolizables ya sea en medio húmedo o pH alcalino. Se absorben por todas las vías pero 

principalmente los problemas de intoxicación son por las vía oral y dérmica. Su principal 

acción es sobre la acetilcolinesterasa y la colinesterasa plasmática. Producen una unión 

irreversible por fosforilación enzimática, dando como resultado la inhibición de 

acetilcolinesterasa(40, 41). 
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Figura 4 Esquema  de inhibición de la acetilcolinesterasa (38) 

 

Se sabe que existen dos tipos de receptores para este neurotransmisor: El receptor 

muscarínico, y el receptor nicotínico. Inmediatamente, tras ser liberada del receptor, la 

acetilcolina es hidrolizada por la colinesterasa. Los organofosforados reaccionan con la 

zona esterásica de la colinesterasa formando una unión irreversible. La acetilcolina se 

acumula entonces en la hendidura sináptica, desencadenando múltiples  signos y síntomas. 

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

el músculo liso y las células glandulares puede causar contracción del músculo y secreción, 

respectivamente. En las uniones músculo esqueléticas, puede causar espasmos musculares. 

Altas concentraciones de acetilcolina en el SNC causan alteraciones sensoriales y del 

comportamiento, incoordinación, depresión de la función motora y depresión 

respiratoria(40, 41). 

1.4.1. Profenofos. 

Nombre químico: (O-4-bromo-2-chlorophenyl O-ethyl S-propyl 

phosphorothioate). 
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Es un insecticida organofosforado de amplio espectro, no sistémico y foliar que 

fue desarrollado para controlar amplia gama de plagas de insectos que eran 

resistentes a clorpirifos y otros pesticidas.(42) Una razón para el uso extensivo 

de profenofos  es su definición engañosa de su corta vida media en el suelo, sin 

embargo, se ha reconocido como plaguicida altamente persistente y tóxico 

incluso a bajas concentraciones.  

 

Figura 5 Estructura molecular de profenofos. 

 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), este compuesto ha sido 

clasificado como un pesticida moderadamente peligroso (clase II Toxicidad). 

(43) Inhibe la enzima acetilcolinesterasa.(44) 

1.5. Trichoderma sp. 

El género Trichoderma comprende un gran número de cepas de hongos filamentosos, que 

se encuentran en una gran variedad de ecosistemas, estos hongos son en su mayoría aislados 

de bosques o de suelos agrícolas en todas las latitudes y pueden ser fácilmente cultivados in 

vitro. Presentan una esporulación verde típico y algunas especies producen un olor 

característico dulce o "coco", debido a un compuesto volátil biológicamente activo (6-

pentil-α-pirona), tiene también una naturaleza micoparasítica (la capacidad de atacar a otros 

hongos y así aprovechar sus nutrientes) que es un potencial como agente de control 

biológico de hongos patógenos. (45) 
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Figura 6 Colonia Trichoderma harzianum,(46) 

 

1.5.1. Taxonomia 

División 1 MYXOMICOTINA 

 

                   Subdivisión 4 DEUTEROMYCOTINA 

 

                                    Clase 2 HYPHOMICETES 

 

                                             Orden Hyphales 

 

                                                         Familia Monilaceae 

 

                                                                       Género Trichoderma 

 

                                                                                        Especie T. harzianum 

1.5.2. Descripción del género 

A. CARACTERISTICAS MICROSCÓPICAS 

Identificación microscópica según Gams son: 
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a) Fialides.- Generalmente dispuestos en forma de verticilos, en pares 

alternadamente o en disposiciones irregulares. El cuerpo de las fialides es una 

característica de algunas divisiones, así en la división Pachybasium las fialides 

son generalmente pequeños y verticales, en tanto que en la división 

Longibrachiatum son alargadas en forma de cilindro, en la mayoría de las cepas 

las partes terminales de las fialides tienden a ser alargadas y estrechas. 

b) Hifas.- Estas son anchas y rectas o relativamente angostas y flexibles. La punta 

de los conidióforos en especies de la división Pachybasium termina en una 

elongación la cual podría ser recta ondulada y espiralada. 

c) Conidias.- Hay varias formas de conidias desde globosas, elipsoides, 

ovoidales y de pequeños cilindros, la parte final en forma estrecha basal y 

truncada. En general las diferencias en las dimensiones de las conidias en 

Trichoderma no son grandes; sin embargo, las especies que son parecidas pueden 

ser usualmente diferenciadas en tamaño. La superficie de las conidias aparece 

planas en la mayoría de las especies en observaciones a través de la luz del 

microscopio, aunque algunas especies tienen conidias aparentemente lisas y con 

estructuras adicionales. En  algunos grupos de Trichoderma viride las conidias 

suelen ser ásperas y rugosas, y las conidias pueden tener proyecciones laterales 

en forma de balas al exterior,  en dos especies T. saturnisporum y T. ghanense  

los pigmentos de las conidias también son características que varían de color 

desde cuerpos verdes, plomo o café pero estos colores no son frecuentes; en 

algunas especies maduras las conidias suelen ser de color verde oscuro y otras 

suelen ser más pálidas. 

d) Clamidosporas.- Son muy comunes en las especies de Trichoderma pero estas 

tienden a ser en forma de globo o elipse, terminal o intercalada, con olores a moho 

o humedad, de color amarillento o verdoso y de 6-15 μm de diámetro en la 

mayoría de especies. (45) 
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Figura 7 Conidios y conidióforos de Trichoderma harzianum (20um) (46) 

 

B. CARACTERISTICAS MACROSCÓPICAS 

Trichoderma harzianum posee colonias de rápido crecimiento en PDA, 7-9 cm 

diámetro después de 3 días, micelio aéreo flucoso, blanco a ligeramente gris o 

raramente amarillo, conidiación que cubre con frecuencia toda la superficie de la 

placa que produce pústulas aplanadas hasta de 8mm en diámetro, concéntricas  

cerca de las márgenes de la placa, polvorienta  granular y de varios tonos verdes 

incluso en el mismo cultivo, con frecuencia rodeado por micelio blanco estéril. 

Al reverso colonias incoloras o amarillas, pardas, ocráceas o en algunos aislados 

ferruginosas. 

Pocos aislados producen abundantes cristales amarillos. Exudados incoloros a 

ámbar o amarillo verdoso.(47) 

Pigmentaciones amarillo grisáceas son comunes en algunas especies, pero no son 

muy distintivas, al contrario algunas especies son mejor caracterizadas por una 

completa ausencia de pigmentación, mientras que algunos aislamientos muestran 

pigmentaciones rojizas. Características como cristales en el medio son 

producidas únicamente por Trichoderma aureoviride, indistintamente olores de 

mohos o humedad son producidos por diferentes cepas de Trichoderma, 

características de olores aromáticos parecidos a coco son producidos 
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comúnmente por algunas cepas de Trichoderma viride y a veces por Trichoderma 

auroviride(46) 

1.6. BIODEGRADACIÓN 

De acuerdo con la definición de la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada, la 

biodegradación es la "descomposición de una sustancia catalizada por enzimas in vitro o in 

vivo”. (48) 

Esto puede ser caracterizado para el propósito de la evaluación de peligros tales como: 

1. Primario. La alteración de la estructura química de una sustancia que resulta en pérdida 

de unas propiedades específicas de esa sustancia. 

2. Ambientalmente aceptable. La biodegradación se da de tal manera como para eliminar 

propiedades indeseables del compuesto. A menudo, esto corresponde a la biodegradación 

primaria pero depende de las circunstancias en las que los productos se encuentren en el 

ambiente. 

3. Último. Ruptura completa de un compuesto, oxidado completamente o reducido a 

moléculas simples (tales como dióxido de carbono / metano, nitrato / amonio y agua). Cabe 

señalar que los productos de la biodegradación pueden ser más perjudiciales que la sustancia 

degradada. 

La degradación microbiana de compuestos químicos en el medio ambiente es una ruta 

importante para la eliminación de estos compuestos. La biodegradación de estos 

compuestos, es decir, los pesticidas, es a menudo compleja e implica una serie de reacciones 

bioquímicas. Aunque muchas enzimas pueden catalizar eficazmente los pesticidas, la plena 

comprensión de la vía biodegradación menudo requiere nuevas investigaciones. Varios 

estudios de biodegradación de pesticidas han demostrado sólo el total de pesticida 

degradado, pero no han investigado en profundidad lo nuevos productos biotransformados 

y su destino en el medio ambiente. (48) 

Actualmente, entre los diversos grupos de plaguicidas que se utilizan en todo el mundo, 

plaguicidas organofosforados forman el grupo mayor y más ampliamente utilizado que da 
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cuenta de más del 36% del total del mercado mundial. El más utilizado entre ellas es el 

metil paratión. Su acumulación tiene muchos riesgos para la salud asociados a la misma, 

por lo tanto, su degradación es muy importante. (49). 

 Los plaguicidas organofosforados (OP) son todos los ésteres de ácido fosfórico y también 

se llaman organofosfatos, que incluyen alifático, fenilo y derivados heterocíclicos, debido 

a la utilización a gran escala de compuestos OP, contaminaciones  de los sistemas de suelo 

y agua se tienen en todas partes del mundo. A la luz de esto, la biorremediación proporciona 

una adecuada manera de eliminar los contaminantes del medio ambiente como en la 

mayoría de los casos, los compuestos OP son totalmente mineralizados por los 

microorganismos. La mayoría de los compuestos OP se degradan por microorganismos en 

el medio ambiente como fuente de fósforo y / o de carbono. 

Por lo tanto, los plaguicidas organofosforados pueden ser hidrolizados y desintoxicados por  

enzimas como la carboxilesterasa y fosfotriesterasas. 

Los organofosforados  se utilizan para controlar una variedad de insectos, chupadores 

picadores, arañuelas, pulgones, y plagas que atacan a los cultivos como el algodón, la caña 

de azúcar, maní, tabaco, verduras, frutas y plantas ornamentales. Los plaguicidas 

organofosforados son comercializados por muchas partes del mundo de principales 

compañías de agroquímicos. Algunos de los principales productos agrícolas son el paratión, 

metil paratión, clorpirifos, malatión, monocrotofos, diazinón, y fenitrotión dimetoato. 

Los organofosforados poseen una actividad insecticida eficaz, debido a su característica de 

inhibir irreversiblemente la enzima acetilcolinesterasa en el sistema nervioso, que actúa  

tanto en insectos como en mamíferos. En el hombre, los organofosfatos se absorben a través 

de todas las rutas, alcanzando altas concentraciones en los tejidos grasos, el hígado, los 

riñones, las glándulas salivales, tiroides, páncreas, los pulmones, el estómago, los intestinos, 

en menor proporción en el sistema nervioso central (SNC) y los músculos. Sin embargo, los 

organofosfatos no se acumulan en el organismo humano, ya que es fácilmente 

biotransformable  en el hígado. La excreción de estos compuestos y de sus metabolitos es 

bastante rápido, teniendo lugar principalmente en la orina en pequeñas proporciones, en las 
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heces, por lo general dentro de las 48 h. Los niveles de excreción más grandes se producen 

dentro de 24 h después de la absorción. (50) 

Debido a los riesgos de salud anteriormente mencionados y otros problemas asociados con 

el uso plaguicidas organofosforados, la detección temprana y la posterior descontaminación 

y desintoxicación del medio ambiente contaminado es esencial. (51) 
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 CAPITULO II 

MATERIALES Y METODOS 

2.1. LOCALIZACIÓN DEL TRABAJO INVESTIGACIÓN. 

El trabajo de investigación se realizó en el laboratorio de investigación de la Maestría en 

Química del Medio Ambiente de la Universidad Católica de Santa María (UCSM). 

2.2. UNIDADES DE ESTUDIO. 

En este trabajo se utilizó el hongo Trichoderma sp, obtenido   del aislamiento de suelo 

agrícola de la zona de Zamacola del Distrito de  Cerro Colorado – Arequipa,  este hongo  es 

un microorganismo presente en suelo, agua, plantas para la biodegradación de profenofos. 

2.3. EQUIPOS. 

 Cromatógrafo Líquido de Alta Resolución con arreglo de diodos (HPLC-DAD) 

Hitachi Primaide, con arreglo de diodos, columna  de separación Hypersil GOLD™ 

Silica de dimensiones 5um*20mm+250mm,  bomba Primaide 1110, inyector 

automático 1210,  detector UV  y matriz  de  diodos 1430 con lámpara de deuterio 

(D2). 

 Baño ultrasonido BRANSON 2510R-DTH Ultrasonic Cleaner  con (temporizador 

digital, calor y gas), Tanque: 6 "x 5.5" x 4 ", capacidad: 1/2 galón, frecuencia: 40 

kHz, peso: 10 libras. 

 Centrifuga de laboratorio EBA – 20 con  rotor  fijo de 8 puntos, tubos de hasta 15 

ml de volumen, con una velocidad máxima de 6.000 rpm / 3.461 RCF y un tiempo 

de funcionamiento 1 - 99 min / continuo, pulsador. 

 Estufa  Memmert  modelo SM 200 con regulación de temperatura de +30 - 200 C°, 

control de aire por recirculación natural y timer de 0 - 120 min. 
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 Unidad de purificación de agua ultra-pura Simplicity® system, resistividad a 25 

°C de 18,2 MΩ•cm, partículas (tamaño > 0,22 µm) de < 1 partícula/ml, caudal de 0.5 

L/min. 

 Balanza  digital.  OHAUS Pioneer de precisión de  210g – 0.001 g 

2.4. MATERIALES. 

 Pipetas. 

 Pipeta pasteur. 

 Jeringas. 

 Micropipetas.  

 Beaker.  

 Matraces 

 Tubos ensayo. 

 Probetas. 

 Envases de vidrio. 

 Cuaderno de Tesis. 

 Termómetro digital
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2.5. REACTIVOS. 

Estandar de Profenofos (99.99%) de Sigma Aldrich, Acetonitrilo grado HPLC de Merck, 

Hexano grado analítico de Merck, Acetato de Etilo grado analítico de Merck, Sulfato de 

sodio anhidro Na2SO4 de Merck, Cloruro de sodio NaCl de Merck, Dextrosa de Sigma 

Aldrich, Nitrato de Amonio NH4NO3, Fosfato ácido de potasio K2HPO4, Sulfato de 

magnesio heptahidratado MgSO4* 7H2O,  Cloruro de potasio KCl, Cloranfenicol, también 

se usaron pesticidas comerciales como el Profenofos (SELECRON) de 500g/L de Syngenta, 

Pentacloro (pentaclorofenol) de Farmex, 

2.6. METODOLOGÍA 

La metodología del presente trabajo constó de 11  etapas a realizar tal y como se muestra 

en la Figura 8. Para el diseño experimental se tomó en cuenta tres variables que fueron: 

Temperatura, pesticida, concentración inóculo. Una vez desarrollada la matriz 

correspondiente se procedió a realizar los ensayos de biodegradación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 Flujograma de la metodología de trabajo. 

  

Metodología 

•Recolección de muestra de suelo.

•Aislamiento de Trichoderma spp.

•Purificación de la cepa

•Identificación de la cepa

•Obtención del estandar secundario de profenofos.

•Preparación del  medio de cultivo

•Planteamiento del diseño experimental

•Ensayo de biodegradación

•Cinética de Biodegradación

•Análisis en Cromatografía Líquida de Alta Resolución

•Análisis estadístico
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2.6.1. Recolección de muestra 

La toma de muestra fue realizada de acuerdo a lo descrito por Brady y 

colaboradores, se tomaron 2 muestras de suelo M1 y M2 cada una se subdividió 

en 10 sub-muestras de la zona de Zamácola (Cerro Colorado - Arequipa, 2016). 

Las sub-muestras fueron recogidas en zigzag, a una profundidad de 0- 30cm y un 

peso aproximado de 100 – 200 gramos, se mezclaron, y de esta se volvió a sacar 

una sub-muestra de 200 gramos la cual se almacenó en bolsas de plástico para su 

posterior uso. (34) 

 

Figura 9 Esquema de la forma de muestreo en campo. (Fuente propia) 

 

2.6.2. Aislamiento de Trichoderma sp. 

En el laboratorio, los aislamientos de la cepa fúngica fueron realizados 

directamente por método de dilución en placas petri en medio cultivo sólido. El 

suelo fue diluido 1/1000 (p/v) y una alícuota 0.1 ml de la suspensión se dispersó 

uniformemente por toda la superficie de la placa Petri con el medio de cultivo 

para Trichoderma, TSM;)(52) 

La composición del medio TSM fue  la siguiente:  

 Nitrato de Amonio (NH4 NO3) 1,00 g  

 Fosfato ácido de potasio (K2HPO4) 0,90 g  
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 Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4* 7H2O) 0,20 g  

 Cloruro de potasio (KCl) 0,15 g  

 Cloranfenicol 0,25 g  

 Glucosa 3,00 g  

 Agar 20,00 g  

 Agua 1,00 L  

Para preparar la solución fungistática se agregó  0,2 g de pentaclorofenol  en 1 L 

de agua destilada estéril. No se esterilizó ya que éste es un fungicida termolábil. 

Para otras prácticas de manejo del hongo, como multiplicación de conidios, se 

utilizó el Agar Papa Glucosado al 2% con cloranfenicol 500 mg/L. (APG)(52). 

2.6.3. Purificación de la cepa. 

Una vez obtenida la cepa de Trichoderma sp, después del aislamiento de este  en 

medio de cultivo  TSM,  se procedió a su purificación mediante la técnica de 

resiembra sucesiva en el medio de cultivo PDA. Esta técnica fue utilizada hasta 

que se logró purificar la cepa, realizándose en total 10 repiques. 

2.6.4. Identificación de la cepa   

Se tomaron muestras de colonia del total de cajas petri, las mismas que se pasaron 

individualmente a placas para observar su crecimiento. De acuerdo a las 

características como: forma del micelio, color del micelio, tipo de micelio, 

esporulación, color que adquiere el medio de cultivo y el olor que emite, se 

escogieron 3 cepas rotulándose de A1 ; A3 además se observó al microscopio 

lente 40 X y 100X, las  muestras  poseían fiálides que son estructuras 

morfológicas únicas del género Trichoderma sp(53). 

  



 

22 
 

a) Morfológica.  

 

La cepa será separada de acuerdo a la morfología de los conidios, coloración y 

velocidad de crecimiento. Para la identificación macroscópica se realizara 

tomando en cuenta el aspecto de la colonia fúngica, considerando el color, tipo 

de micelio, cambio de color en el medio de cultivo y aroma. 

La identificación microscópica será en base a las características del género  como 

son conidióforos hialinos ramificaciones, no verticilado,  fialides individuales y 

en grupo, conidios hialinos en una célula, ovoides, nacidos en  pequeños racimos 

terminales, se usaran las claves de identificación(53, 54). 

b) Molecular. 

 

Para la identificación molecular de los hongos se recurrió a un servicio de 

extracción y purificación de ADN por parte de la empresa ADN Uchumayo, 

(Peru), para la secuenciación se llevó a cabo en el laboratorio Functional 

Biosciences (EE.UU.)  para lo cual se enviaron los productos de la amplificación 

por PCR y los primers usados. 

Se usó la secuencia del gen ITS1F cuya metodología fue la siguiente:  

Para la extracción del ADN se usó el kit MasterPure DNA Purification Kit de 

Epicentre con la siguiente modificación que en resumen es como sigue: con un 

asa se tomó una azada de micelio (0.5-0.75 g) crecido previamente en una placa 

petri con medio de cultivo y fueron colocadas en un mortero. Se añadió 

aproximadamente 50 mL de Nitrógeno líquido y se dejó evaporar por unos 

minutos una vez evaporado el nitrógeno líquido, se añadió nuevamente otros 50 

mL de nitrógeno líquido y se trituró hasta obtener un polvo fino. El hongo 

pulverizado fue re- suspendido en 200 uL de buffer de lisis conteniendo proteínas 

K, luego a baño maría por 15 minutos a 65 °C, después se agregó 150 uL de MPC, 

y se centrifugó  por 5 minutos a máxima velocidad. Se recuperó el sobrenadante 

y se añade 500 uL de isopropanol para precipitar el ADN, se realizó un lavado 
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con Etanol al 70%; después de la centrifugación, se eliminó el sobrenadante y el 

pellet que contiene el ADN fue   re - suspendido con 50 uL de agua destilada 

estéril.  

Para la amplificación del gen ITS1 se añadió 2 μL de ADN de cada muestra, 2 

μL de la solución de primers 100 nM (Forward ’TCCGTAGGTGAACCTGCGG-

3’y Reverse 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), y 45 μl de Platinum Blue 

PCR Supermix. Los tubos, se colocaron en un termociclador Bio Rad 

(MyCycler™ Thermal Cycler System With Gradient Option) a  95 °C por 5 

minutos,  25 ciclos  de  94 °C por 60 segundos, 58 °C por 60 segundos y 72 °C 

por 60 segundos.  

El producto de la PCR fue purificado utilizando el kit  QIAquick PCR 

Purification Kit. Donde se utilizó columnas de QIAGEN y se siguió las 

instrucciones de la compañía. El fragmento purificado fue secuenciado con el 

primer ITS1F. 

c) Filogenia Molecular (Secuenciación del ADN). 

 

Las secuencias del gen de ADN 16S de las cepas nativas, que fueron obtenidas 

por secuenciación, fueron analizadas individualmente y comparadas con las 

secuencias depositadas en la base de datos GenBank utilizando el algoritmo 

BLAST (blast) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y luego se construyó arboles 

filogenéticos para determinar las distancias genéticas, porcentaje de similitud con 

otras especies.  

 

2.6.5. Preparación del estándar secundario de Profenofos 

Se hizo necesario preparar un estándar secundario de profenofos a partir de  

profenofos comercial esto debido  a que no se contaba con la suficiente cantidad 

de  estándar primario profenofos  y por lo  consiguiente no iba alcanzar para la 

investigación. 

http://www.bio-rad.com/en-ch/sku/1709713-mycycler-thermal-cycler-system-with-gradient-option
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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El  estándar secundario se obtuvo a partir de un pesticida comercial SELECRON 

(profenofos), siguiendo la técnica de extracción descrita por Bumpus, la misma 

metodología también se aplicó para las unidades experimentales. (55) 

Se tomaron 2 mL del pesticida comercial a una concentración conocida, este se 

homogenizo  en un tubo de ensayo con 2 mL de la mezcla de acetato de  etilo y 

hexano (1:1), se adicionaron 0.2 g  de cloruro de sodio, esta mezcla fue sometida 

a baño ultrasonido por 5 min y posteriormente  centrifugado a  4000 rpm por 5 

minutos,  de la separación de fases se extrajo el pesticida con la fase orgánica, el 

mismo procedimiento se repitió 2 veces , para así  asegurarnos de extraer el total 

del pesticida, pasado esto se procedió a eliminar el agua que pudiese  estar 

presente  con 0.2 g de sulfato de sodio anhidro, y se evaporó  y reconstituyo con 

acetonitrilo en volúmenes conocidos (fiolas de 2 ml). 

El mismo procedimiento fue tomado para la extracción de pesticidas de las 

unidades experimentales del trabajo de investigación. 

2.6.6. Preparación del medio de cultivo. 

Se preparó  medio de cultivo líquido, constituido por: Extracto de papa, Dextrosa 

y Agua destilada a razón de  200 y 20 g/L  respectivamente, para los ensayos del 

trabajo de investigación. 

La dextrosa, extracto de papa y el agua se  mezclaron  a un volumen de 1 litro, 

esto se llevó a ebullición, y fue auto clavado  a 121°C, 15 psi de presión durante 

15 minutos, en envases de vidrio de capacidad de 40 ml, con 25 ml de medio en 

cada uno. 

2.6.7. Unidades  experimentales.  

Los ensayos de biodegradación fueron desarrollados en  medio de cultivo líquido 

(papa, dextrosa y agua) 25 ml,  contenidos en envases de vidrio, en cada unidad 

experimental se inoculó   conidios de Trichoderma sp,  estos se dejaron 

desarrollar durante 3 días,  después de este tiempo   el pesticida organofosforado 
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(profenofos) disuelto en  acetonitrilo fue agregado a todas las unidades 

experimentales. 

Se evaluaron  3 factores: pesticida, Trichoderma sp y temperatura, cada uno a dos 

niveles, pesticida  a 10 y 30 mg/L, Trichoderma sp  a 1E+4 y 1E+6 conidios y 

para la temperatura se tomó a 15 y 25 °C, se tomaron muestras al inicio y final 

del ensayo la duración del ensayo fue de 21 días. 

2.6.8. Ensayo de biodegradación. 

Utilizando la matriz obtenida a partir del diseño experimental (Tabla 1), se 

realizaron los ensayos de biodegradación; el sistema constó de 3 factores: 

pesticida, Trichoderma sp y temperatura, cada uno a dos niveles, pesticida  a 10 

y 30 mg/L, Trichoderma sp  a 1E+4 y 1E+6 conidios y para la temperatura se 

tomó a 15 y 25 °C, se tomaron muestras al inicio y final del ensayo la duración 

del ensayo fue de 21 días. 

 

Tabla 1  Diagrama experimental que se aplicó para desarrollo de la investigación. 

 

 

 

 

 

 

2.6.9. Ensayo de cinética de biodegradación. 

Los ensayos de la cinética de biodegradación fueron desarrollados en medio de 

cultivo líquido (papa, dextrosa y agua) 50 ml, contenidos en envases de vidrio. 

En cada unidad experimental se inoculó conidios de Trichoderma sp, estos se 

dejaron desarrollar durante 3 días,  pasado esto el pesticida organofosforado 

(profenofos) disuelto en acetonitrilo fue agregado a todas las unidades 

experimentales. 

Factores Niveles Unidades 

Pesticida 10 30 mg/L 

Trichoderma sp 1.00E+04 1.00E+06 N° de Conidios 

Temperatura 15 25 °C 
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Se evaluaron 3 factores: pesticida, Trichoderma sp y temperatura, esto se realizó 

con los valores óptimos de biodegradación después  de realizar el ensayo de 

biodegradación, la toma de muestras se realizó  cada 2 días, durante un total de  

21 días a la par con este  ensayo también se evaluó la biodegradación de 

profenofos  solo  en un medio de cultivo (Testigo), para así observar su 

degradación natural, también se  tomaron muestras para su cuantificación con la  

frecuencia ya descrita anteriormente(56, 57). 

2.6.10. Análisis de profenofos por Cromatografía Liquida de Alta resolución. 

El equipo usado fue el  Equipo de HPLC marca HITACHI detector UV con 

arreglo de diodos. 

Se utilizaron las muestras obtenidas a partir de la extracción líquido - líquido de 

cada uno de los ensayos en viales de 2ml. Para realizar las lecturas en el equipo 

de cromatografía de liquida de alta resolución se usó lo siguiente:  

 Acetonitrilo 

 Agua ultrapura 

 Columna de separación Hypersil GOLD™ Silica Columnas LC de 

dimensiones 5um x 20mm x 250mm  

Condiciones cromatografícas. 

 Fase móvil: Acetonitrilo y Agua (70:30) 

 Flujo: 2ml/min 

 Volumen de inyección 20 uL.  

 Gradiente isocrática.  

 Temperatura: 25ºC ± 5.  
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 Absorbancia: 210nm. 

A continuación, se procedió a la determinación de la concentración de profenofos 

por cromatografía liquida de alta resolución con una metodología ya validada 

anteriormente por Gonzales.,(58) en el equipo HPLC-DAD del “laboratorio de 

investigación del proyecto mercurio”, donde se obtuvieron los siguientes 

parámetros de validación. 

a). Linealidad  

 

Según el método validado  ya en laboratorio anteriormente   evaluaron el 

parámetro de linealidad donde  prepararon soluciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 

3.0 mg/L de profenofos a partir de estándares primarios Sigma Aldrich a las 

condiciones cromatográficas ya establecidas. Por otro lado el método presentó 

una correlación lineal entre la concentración versus respuesta, ya que  observaron  

un coeficiente de correlación r2 de 0.9994 para profenofos, este valor es mayor a 

0.995 siendo este el valor mínimo para considerar a un método como lineal según 

la USP. (59) 

b). Límites de detección y cuantificación 

 

En el método validado por Gonzales obtuvo un límite de cuantificación (LC) de  

0.1450 mg/L de profenofos y un límite de detección (LD) 0.0477 mg/L para 

profenofos.(58) 

c). Precisión  

 

En el método ya validado por  Gonzales, se basaron en la norma USP para 

considerar el método preciso, esta norma considera que un método es  preciso 

cuando el coeficiente de variación porcentual está por debajo de 2.7 %, 

obtuvieron un coeficiente de variación porcentual de 2.45 %  para  profenofos, 

estando este valor ubicado dentro del rango de aceptación por dicha norma, se le 

consideró como un  método  preciso (59, 60). 
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d). Exactitud  

 

Obtuvieron  porcentajes de recuperación de  79,38%. para profenofos 

interpretando el resultado como un método exacto ya que obtuvieron resultados 

dentro del rango establecido por la USP (porcentaje de recuperación > 70 % )(59, 

60)  

2.6.11. Análisis estadístico. 

Diseño Experimental 

El diseño estadístico de experimentos contempla una amplia variedad de modelos 

experimentales que son óptimos para generar la información que se busca. Por lo 

tanto, los diseños factoriales completos son la estrategia experimental óptima 

para estudiar simultáneamente el efecto de varios factores sobre la respuesta y 

sus interacciones(61). 

Se inició fijando las variables según los objetivos propuestos; que permitan 

obtener la mejor respuesta del sistema (mayor porcentaje de biodegradación). 

Para determinar el tipo de diseño, se procedió a darles valores, como se muestra 

en la Tabla 2.  

Tabla 2 Valores de las variables elegidas para la determinación del diseño 

factorial en el proceso de biodegradación de profenofos. 

 

Tratamiento 
Concentración 

pesticida (mg/L) 

Concentración 

Inóculo (U) 

Temperatura      

( °C) 

M1 30 1.00E+04 15 

M2 10 1.00E+04 15 

M3 30 1.00E+04 25 

M4 10 1.00E+04 25 

M5 30 1.00E+06 15 

M6 10 1.00E+06 15 

M7 30 1.00E+06 25 

M8 10 1.00E+06 25 
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En ésta se observó que  todas las variables fueron numéricas, por lo tanto, se pudo 

utilizar el diseño factorial  completo general. 

Se determinó el número de ensayos utilizando el factorial 2k para las variables 

(todas las combinaciones posibles), pero como se optó por trabajar con un diseño 

factorial donde se contemplaba todas las combinaciones posibles y cada una por 

triplicado. El número de ensayos fue 24 tal y como se muestra en la Tabla 3.   

Para hacer el analisis de los resultados  de manera estadistica se  planteó un diseño 

factorial completo, por triplicado. Para el tratamiento estadistico  de los 

resultados se  uso una estadística comparativa, empleando  el programa 

Statgraphics para agilizar los cálculos estadísticos necesarios y graficar los 

resultados del análisis. 

Se tomaron muestras cada 2 días durante 21 días y se determinaron las 

concentraciones de profenofos  por HPLC bajo las condiciones de extracción y 

determinación ya establecidas.  
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Tabla 3 Matriz de trabajo obtenida del diseño factorial multinivel, con todas 

las combinaciones posibles de los niveles de cada variable. 

 

Código 
Orden 

Corrida 

Concentración 

Pesticida 

Concentración 

Inóculo 
Temperatura 

A 1 10 1E+04 25 

B 2 30 1E+04 15 

C 3 10 1E+06 15 

D 4 30 1E+04 25 

E 5 30 1E+06 25 

F 6 30 1E+06 25 

G 7 30 1E+04 25 

H 8 10 1E+06 25 

I 9 30 1E+04 15 

J 10 10 1E+06 15 

K 11 10 1E+06 25 

L 12 10 1E+06 25 

M 13 10 1E+04 25 

N 14 30 1E+06 25 

O 15 30 1E+06 15 

P 16 10 1E+04 15 

Q 17 10 1E+06 15 

R 18 30 1E+04 15 

S 19 10 1E+04 15 

T 20 30 1E+06 15 

U 21 10 1E+04 15 

V 22 30 1E+06 15 

W 23 10 1E+04 25 

X 24 30 1E+04 25 
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 CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. TOMA DE MUESTRAS. 

La toma de muestra se realizó en la zona de Zamácola  distrito de Cerro Colorado provincia 

de Arequipa, departamento de Arequipa, de un campo donde se cultivaba maíz forrajero, de 

la zona  de muestreo de coordenadas Latitud 16°22´03.58”S. Longitud 71°33´52.03” O,  se 

tomaron muestras  de suelo  el 25 noviembre del 2016. 

 

Figura 10 Mapa  satelital del lugar de muestreo (Tomado de Google Earth). 
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3.2. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA  

La identificación morfológica del aislado potencial de Trichoderma sp, se realizó utilizando 

una llave  de identificación  basada en la aparición y pigmentación de la colonia,  la tasa de 

crecimiento a 23 ° C, la presencia y  tamaños de conidios, los patrones de ramificación de 

los conidióforos y la presencia o ausencia de clamidosporas.  

3.2.1.  Características de la colonia 

Se estudiaron las características del aislado de Trichoderma sp en cultivos de 

PDA de 7 días de edad que se incubaron a 23 °C, el aislamiento del hongo creció 

bien y formó conidios a los 4 días. La producción de conidios de la cepa se 

difundió, dispersó y no hubo la formación de anillos concéntricos. El color de los 

conidios maduros  era de color verde. La producción de conidios estaba 

restringido al centro de las colonias, difundidas y de color verde amarillento. 

 

Figura 11 Cepa del hongo Trichoderma sp. 

 

3.2.2.  Características microscópicas  

Las características microscópicas del aislado  de Trichoderma sp se observaron 

bajo microscopio óptico con un aumento de 100X. Bajo el microscopio óptico, 
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los colores de los conidios de la cepa se encontraron verdes. Para la cepa  fúngica 

los conidios se presentaron de forma globosa. Los tamaños de conidios de este 

aislado fueron iguales. Los conidióforos  se muestran  con ramas primarias 

pareadas sus fialides son en forma de frasco y normalmente se sostiene en 

verticilos de dos a tres fialides. Todas las clamidosporas observadas eran 

unicelulares y parecían globosas a sub globosas. Al observar estas características 

y de acuerdo con la llave de identificación podríamos decir que esta cepa se 

trataría de  Trichoderma harzianum. 

 

 

Figura 12 Características microscópicas de Trichoderma sp. 

 

3.3. IDENTIFICACIÓN MOLECULAR. 

Para la identificación molecular de los hongos se recurrió a un servicio de extracción de 

ADN por parte de la empresa ADN Uchumayo, la secuenciación se llevó a cabo en el 

Laboratorio Functional Biosciences (EE.UU.) para lo cual se enviaron el ADN extraído de 

la muestra, los productos de amplificación por PCR y los primers usados después de obtener 

las secuencias de ADNr de la cepa. 

Secuencias alineadas: 
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>9-hongocutipa_ITS1F TRIM QUALITY: 20 
CGGAGGGatcATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTA 

CCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCG 

GACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCC 

TCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGT 

TTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC 

GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 

TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGG 

GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCG 

GCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTG 

GCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGG 

GAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGAC 

CTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCA 
 

 

Esta secuencia fue analizada utilizando el software “BLAST” (Basic Local 

Alignment Search tool), de la NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) la cual buscó similitud de las secuencias obtenidas con las 

secuencias que se tiene en el banco de genes “GENBANK”, este arrojó como 

resultado una lista de organismos que tienen un elevado porcentaje de homología 

con la muestra que se está analizando. 
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Tabla 4 Reporte taxonómico al que pertenece la secuencia procedente del aislado  de 

Trichoderma sp, y las similitudes de este  con otras secuencias, procesadas por el programa 

BLAST. 

 

Los análisis de las secuencias de ADN para la identificación molecular de las especies de 

Trichoderma sp mostraron porcentajes altos de identidad con varias muestras de Trichoderma 

harzianum y Trichoderma sp, viendose similitudes del 100 % (Tabla 4). 

 

Figura 13 Relación filogenética del aislamiento de Trichoderma inferido por análisis de 

secuencias de ADNr (ITS1). La filogenia fue inferida por el programa BLAST la barra de escala 

0.001 sustituciones por sitio.  

N° Descripción 
Cobertura 

de 

consulta 

Identidad Código 

1 
Trichoderma harzianum isolate T50 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 

internal transcribed spacer 1,5.8 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 

2, complete sequence; and 28 ribosomal RNA gene, partial sequence 
100% 100% KX34087.1 

2 
Trichoderma harzianum strain N13 small subunit  ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1,5.8 ribosomal RNA gene, and internal 

transcribed spacer 2 
100% 100% KX967317.1 

3 
Trichoderma harzianum strain  QT 22124 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 

internal transcribed spacer 1,5.8 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 

2, complete sequence; and 28 ribosomal RNA gene, partial sequence 
100% 100% KX225665.1 

4 
Trichoderma harzianum strain  QT 22098 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 

internal transcribed spacer 1,5.8 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 

2, complete sequence; and 28 ribosomal RNA gene, partial sequence 
100% 100% KY225652.1 

5 

Trichoderma harzianum strain TW 1990 small subunit ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1,5.8 ribosomal RNA gene, and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28 ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

100% 100% KY209922.1 

6 
Trichoderma sp. isolate XI42  internal transcribed spacer 1, partial sequence 5.8 

ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large 

subunit  ribosomal RNA gene, partial sequence 
100% 100% KX008671.1 
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3.4. INSCRIPCIÓN DE LA CEPA A  GENBANK. 

También se procedió registrar la cepa de hongo en la base de datos de Genbank, con código 

de acceso (9.sqn 9-hongocutipa_ITS1F     MF498831) ver en ANEXO 1. 

3.5. DETECCIÓN DE LA CEPA FÚNGICA. 

La cepa  de hongo estudiada fue Trichoderma spp, se trata de microorganismos 

multicelulares, que crecen como micelios, compuestos por filamentos microscópicos 

ramificados llamados hifas. Los hongos se cultivaron en medio sólidos y líquidos a pH 6, 

que es un buen pH para el cultivo de la mayoría de los hongos, mientras que el óptimo puede 

variar de 4 a 8. Estos valores de pH favorecen el crecimiento de hongos e inhiben el 

crecimiento de la mayoría de las bacterias, cuya condición óptima de cultivo es a pH más 

alto (62). El microorganismo se cultivó en placas de Petri que contenían papa dextrosa y 

agar (PDA)  

3.6. TOLERANCIA DE PROFENOFOS PARA Trichoderma sp. 

La cepa investigada  se analizó en presencia y ausencia del plaguicida profenofos, en 

ensayos triplicados, comparando el crecimiento de las colonias en placas Petri en varias 

concentraciones del pesticida y en su ausencia (control). Las cantidades añadidas a los 

cultivos sólidos fueron de 10, 30, 50 y 100 μl por placa de Petri, correspondientes a 

concentraciones de 10, 30, 50 y 100mg/L de profenofos respectivamente. 

 

 

Figura 14 Ensayo de tolerancia para el hongo Trichoderma sp. 
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Se analizó el aislamiento del hongo para determinar su capacidad para crecer y tolerar 

profenofos en concentraciones que oscilan entre 10 y 100 mg / L en placas con medio de 

cultivo sólido PDA. Los resultados mostraron que el hongo aislado mostró diferentes grados 

de sensibilidad hacia el pesticida profenofos. Debido al efecto tóxico del profenofos, la tasa 

de crecimiento micelial registrada para todos los tratamientos se redujo en gran medida en 

presencia de profenofos  y se redujo aún más con el aumento de las concentraciones de 

profenofos. El aislamiento fúngico fue capaz de crecer en presencia de 100 mg / L de 

profenofos.  

El hongo mostró crecimiento  en todas las concentraciones  probadas  (10, 30, 50 y 100 

mg/L), los diámetros de crecimiento  de micelio fue  mínimo en la concentración a 100 

mg/L. 

 

 

Figura 15 Tasa de crecimiento micelial de Trichoderma sp. 

 

Se seleccionó la placa con la cepa fúngica que estuvo sometida  a 30 mg/L de profenofos, 

debido a que esta tuvo  un porcentaje de inhibición en su crecimiento micelial menor a 50%, 

la tasa de crecimiento micelial fue de 1.12 cm/día (Figura 13) al no tener una alta inhibición 

de su crecimiento (47.06%) debiera mostrar la mejor tasa de degradación frente a 

profenofos. 
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Tabla 5  Crecimiento de  micelio de  Trichoderma sp frente   a diferentes concentraciones de 

profenofos en medio solido (PDA) 

 

 

Para las concentraciones de profenofos más altas 50 y 100 mg/L, las inhibiciones fueron 

mayores  a 50%, la cepa fúngica siguió mostrando un crecimiento micelial, para determinar 

la viabilidad  de la cepa fúngica sometida a las diferentes concentraciones  de profenofos, 

se realizó un repique de estas placas en medio de cultivo solido PDA libre de  pesticida, se 

observó  que no variaba en su desarrollo y mostró también que la cantidad de conidios 

(UFC) que produjo eran iguales (no había diferencia significativa en cuanto a su totalidad 

por mililitro de medio). Para los tratamientos de 10, 30,50 y 100 mg/L mostraron  1.1E+8, 

1.08E+8, 1.11E+8 y 1.1E8 conidios/ml respectivamente. 

Según Lamar y colaboradores tener un microorganismo que sea capaz de tolerar altas 

concentraciones de contaminantes sería una clara ventaja para la biorremediación de 

medio.(63) 

La cepa aislada de suelo mostró  un potencial interesante para la biorremediación de 

profenofos.  

  

Diámetros de Crecimiento de  Trichoderma sp.  En medio sólido (PDA) 

Diámetro de  colonia ( cm) 

Hongo 
Testigo (sin 

profenofos) 
Tratamientos (con profenofos) 

 A 
10 

mg/L 

% 

inhibició

n 

30 

mg/L 

% 

inhibició

n 

50 

mg/L 

% 

inhibició

n 

100 

mg/L 

% 

inhibició

n 

Trichoderma sp. 8.50 8.50 0.00% 4.70 44.71% 2.50 70.59% 1.40 83.53% 

Trichoderma sp. 8.50 8.50 0.00% 4.50 47.06% 2.40 71.76% 1.30 84.71% 

Trichoderma sp. 8.50 8.50 0.00% 4.30 49.41% 2.60 69.41% 1.40 83.53% 

Promedio 8.50 8.50 0.00% 4.50 47.06% 2.50 70.59% 1.37 83.92% 

ST 0.00 0.00 0.00 0.20 0.02 0.10 0.01 0.06 0.01 

CV (%) 0.00% 
0.00

% 
0.00 

4.44

% 
5.00% 

4.00

% 
1.67% 4.22% 0.81% 
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3.7. EXTRACCIÓN DE PROFENOFOS DEL MEDIO DE CULTIVO. 

El medio de  cultivo líquido fue  contaminado con profenofos disolviendo una cantidad 

determinada del pesticida organofosforado (profenofos) en 5ml de acetonitrilo. 

Se logró extraer profenofos del medio de cultivo líquido tomando una muestra de 2ml, 

usando como solventes la mezcla de hexano y acetato de etilo en una relación de 70:30, en 

presencia de 0.2g de cloruro de sodio, se sometió a baño ultrasonido por 5 minutos, una vez 

terminado se procedió a separar las fases por centrifugación a 4000 rpm  durante 5 minutos, 

terminado esto se extrajo el pesticida por separación de fases, este procedimiento se realizó 

por duplicado. 

Una vez extraído el pesticida en la mezcla de solventes se eliminó el exceso de humedad 

usando 1g sulfato de sodio anhidro, después se procedió a evaporar los solventes de 

extracción (hexano y acetato de etilo) y pasado esto se reconstituyó con acetonitrilo hasta 

un volumen de 2ml. Esta muestra fue filtrada usando filtros anotop de 0.2um de diámetro 

de poro, luego esta solución fue analizada por HPLC a las condiciones cromatográficas ya 

establecidas. 

Al final del proceso descrito anteriormente se consiguió identificar picos simétricos al 

mismo tiempo de retención que el estándar primario (minuto 3.2) 

Para la cuantificación del profenofos  extraído de las muestras este se  valoró   con la 

elaboración de dos curvas de calibración   estos con diferentes rangos de concentración del 

analito, estas graficas de calibracion fueron elaboradas con estándar  primario como se 

muestra en la Figura 16.  En estas curvas de calibración fueron realizados por triplicado, 

se observa que  coeficiente  de determinación es  de r2= 0.9986 y r2=  0.9966  

respectivamente para cada una de las curvas de calibración.  
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Tabla 6: Determinación de gráficos de calibración  estándar profenofos en HPLC. 

 

 

 

  

Figura 16 Curva de calibración estándar profenofos 

 

En los ensayos de degradación de profenofos, en el tiempo cero de los tratamientos, se 

encontró  una recuperación del pesticida a razón de  78.42%  de extracción en promedio 

para los controles (testigos) y para las muestras con hongo el 79.38%.  

Para uniformizar el proceso de extracción se determinó el porcentaje de recuperación, con 

estándar de profenofos esto por triplicado. Tabla 07. Donde se obtuvo que el porcentaje de   

y = 14581x - 1315.8
R² = 0.9966
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recuperación del analito  fue de 78.45%.  Para esa metodología (extracción liquido-liquido), 

la norma USP  da como  valido porcentajes de recuperación > 70 % (59) (60) 

 

Tabla 7 Extracción liquido-liquido de profenofos  cuantificadas en HPLC. 

Área 

Concentración 

Teórica 

(mg/L) 

Concentración 

Real (mg/L) 

%  

Recuperación 

Desviación 

Estándar 
% C.V. 

194547 20 15.71 78.82% 

0.15 0.96 192465 20 15.43 78.17% 

195366 20 15.67 78.35% 

 
PROMEDIO 15.61 78.45% 

  

 

Estos valores según lo reportado en la literatura son óptimos entendiendo que los procesos 

de extracción por agitación mecánica de plaguicidas en líquidos son bastante complejos, la 

solución compuesta por acetato de etilo, hexano, agua y minerales que se forman durante la 

agitación, el contenido de materia orgánica de las muestras, la temperatura del ambiente de 

agitación y la evaporación de los solventes, entre otros, son los factores que vienen a 

intervenir en la extracción. 

 

 

Figura 17  Cromatograma a 210 nm correspondiente a profenofos en la muestra de medio de 

cultivo liquido  con tiempo de retención de 3.2 min. 

  

Retención minuto 3.2  
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3.8.  CINÉTICA DE DEGRADACIÓN DE PROFENOFOS EN MEDIO DE CULTIVO 

LÍQUIDO. 

EL análisis en HPLC mostró la biodegradación total de profenofos en todas las muestras 

después de los 21 días de incubación. Durante los primeros 10 días, hubo una disminución 

rápida en la concentración de profenofos en las muestras inoculadas con Trichoderma sp, 

mientras que el descenso ya no fue tan pronunciado  a partir del día 10. 

Los resultados indican que la cepa de Trichoderma sp, fue capaz de degradar profenofos 

incluso cuando otras fuentes de carbono estaban disponibles en el medio de cultivo, hasta 

el 98.12% (T1) a los 21 días  de incubación, en comparación con el 20% de degradación 

observada en el control no inoculado con la cepa fúngica. 

 

 

 

Figura 18 Cinética de degradación profenofos  por la cepa fúngica. 

 

3.8.1.  Biodegradación de profenofos por la cepa de hongo Trichoderma sp.  

A los 3 días de reacción, los extractos del micelio y medio líquido se sometieron 

a análisis por Cromatografía Liquida de Alta Resolución HPLC, los análisis 

fueron realizados por triplicado, los datos referentes a la biodegradación de 

profenofos por la cepa fúngica de  Trichoderma sp. Se resumen en la tabla 8. 
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Tabla 8 Cinética de degradación  de profenofos 

TIEMPO 

[Días] 
TRATAMIENTO 

[mg/L ] 

Biodegradación 

[%] 

TESTIGO 

[mg/L] 

Biodegradación 

[%] 

0 10.000 0.00% 10 0.00% 

3 5.571 44.29% 9.967 0.33% 

5 3.478 65.21% 9.947 0.53% 

8 2.424 75.75% 9.865 1.35% 

10 1.867 81.33% 9.463 5.37% 

12 0.729 92.71% 9.067 9.33% 

14 0.429 95.71% 8.642 13.58% 

16 0.227 97.72% 8.491 15.09% 

18 0.160 98.12% 8.428 15.72% 

21 <LC <LC 7.997 20.03% 

 

El porcentaje de biodegradación: 

 

 
 

 

 Ci : Concentración inicial (mg/L) 

 Cf : Concentración final ( mg/L) 

 

Las reacciones triplicadas en las unidades experimentales con la cepa fúngica 

concordaron entre sí: con un  promedio de 44.29% a los  3 días, de profenofos 

degradado. Debe también considerarse que aunque las reacciones se realizaron 

por triplicado, se producen independientemente y son, por lo tanto, reacciones 

únicas. 

Los datos pueden sugerir que el micelio fúngico está absorbiendo moléculas 

profenofos y, después de la metabolización, excretarla  en el medio líquido. En 

B % =
(𝑪𝒊−𝑪𝒇)

𝑪𝒊
 ∗ 𝟏𝟎𝟎       ………….Ecuación 01 



 

44 
 

lugar de ser absorbido, también es posible que estas moléculas se adsorban a las 

membranas de células fúngicas.  

La degradación de profenofos puede explicarse debido que existirían enzimas  

intracelulares degradadoras de este pesticida. De acuerdo con Mulchandani, la 

enzima organofosfato hidrolasa se encuentra dentro de las células y para que se 

produzca la biodegradación, el pesticida debe ser transportado al interior de la 

celula.(64) 

La reacción a los 21 días para profenofos, en ausencia de micelio fúngico, se 

realizó con el fin de determinar la tasa espontánea de hidrólisis del plaguicida en 

medio de cultivo líquido, esta reacción del hongo en ausencia de plaguicida, dio 

como resultado una disminución de profenofos en 20 %. 

Las concentraciones de profenofos para la reacción en medio líquido con dextrosa 

y extracto de papa, en presencia de Trichoderma sp, se estimaron también por 

interpolación  lineal del grafio de calibración para profenofos. Lo mismo se hizo 

para todas las concentraciones.  

Se observó que la reacción  de profenofos con Trichoderma sp, exhibió una baja  

taza de biodegradación  entre los 10 y 20 días de reacción comparado con la 

primera semana de reacción, como puede observarse en la Figura 16. De acuerdo 

con los datos de la bibliografía, la hidrólisis de organofosforados se realiza 

mediante la ruptura del enlace entre el átomo de fósforo y el grupo saliente (27, 

65) 

El cese de la actividad de biodegradación puede deberse al consumo completo de 

un nutriente limitante esencial, que también puede desempeñar un papel en su 

biodegradación ambiental. 

Además, según la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación (FAO), después de la hidrólisis se da la formación del 4-bromo-2-

clorofenol,un metabolito  producto de la degradación de profenofos, este último 

puede ser conjugado con otra molécula, puede reaccionar con una molécula del 
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metabolismo fúngico o incluso ser metabolizado completamente (66), que es lo 

que estaría ocurriendo en este caso. 

EL estancamiento o la baja tasa de  biodegradación en los últimos días  puede ser 

causado por la muerte del hongo o  que este haya alcanzado su fase de crecimiento 

estacionaria, después de que uno de los nutrientes en el medio líquido se hiciera 

escaso.  

Las concentraciones finales de profenofos en 21 días reacción de biodegradación 

con Trichoderma sp, estimadas fueron de muy baja concentración, como se 

mencionó anteriormente. La biodegradación del plaguicida en presencia de este 

hongo fue casi completa, lo que sugiere que este tiene un mayor potencial 

biocatalítico para la degradación de profenofos.  

Se puede inferir el promedio de vida media de  profenofos para el presente trabajo  

es de 21 días esto en  presencia de  Trichoderma sp,  por ende en un sistema 

enzimático, esto en comparación con lo obtenido por Alvarenga  y Silva tiempo 

de vida meda de 20 días para el caso de clorpirifos.(67),(68) 

Los resultados para la biodegradación de profenofos fueron satisfactorios, ya que 

hubo una degradación (o conversión) casi completa por parte de la cepa  fúngica. 

Sin embargo, no fue posible identificar los metabolitos  que pudieran haber 

formado o no  producto de la biodegradación.  

A través de la reacción de control del profenofos en ausencia del hongo (y por lo 

tanto sin enzimas), se evaluó la hidrólisis espontánea del plaguicida en el medio. 

Este experimento reveló una degradación de alrededor del 20%, lo que indica que 

este pesticida no es  tan persistente en el medio ambiente, en comparación con 

otros plaguicidas, como los organoclorados. Sin embargo, aproximadamente el 

80% del plaguicida no se degradó, mostrando que el proceso enzimático es 

altamente efectivo para promover la biodegradación de profenofos. 
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3.8.2. Modelo cinético de degradación. 

Los resultados obtenidos de la degradación fueron procesados y/o analizados 

haciendo uso del  software Origin Pro 8.0,  se usó el modelo matemático con el 

más alto  grado de correlación,  el que mejor se ajustó al comportamiento cinético 

de  biodegradación de los datos obtenidos. 

Y es así que basándonos en el valor del coeficiente de determinación  R2 del 

modelo  que Origin Pro 8.0 ofrece, se eligió el modelo ExpDec1, ya que este 

presenta una mejor correlación y ajuste a los datos experimentales, este modelo 

trabaja con la siguiente ecuación: 

 

 
 

Dónde:  

- Y: Es la cantidad Profenofos (mg/L)  

- Y0: Factor de corrección de la  concentración inicial del pesticida en un tiempo 

cero.  

- A1: Constante, Factor de frecuencia o preexponencial. 

- t1: Constante de velocidad (días). 

- x: Representa el tiempo en días.  
 

Tabla 9 Biodegradación de Profenofos  a 25 °C, valores cuantificados por HPLC – 

DAD vs  curva de  ajuste  de Origin Pro 

TIEMPO 

[Días] 

PROFENOFOS 

[mg/L ] 

PROFENOFOS 

MODELO ORIGIN 

PRO[mg/L ] 

0 10 9.927 

3 5.571 5.635 

5 3.478 3.838 

8 2.424 2.122 

10 1.867 1.404 

12 0.729 0.907 

14 0.429 0.562 

16 0.227 0.323 

18 0.158 0.157 

21 <LC -- 

y = 𝑨𝟏 ∗ 𝒆(−
𝒙

𝒕𝟏
) + y0       ……..….…Ecuación 02 
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 LC: límite de cuantificación. 

La concentración  de profenofos a tiempo cero, representa la concentración inicial 

del pesticida, antes de ser sometido al contacto con   la cepa de hongo 

Trichoderma sp. Se  describen 10 puntos de muestreo en un total de  21 días.  

Tabla 10 Valores obtenidos al analizar los datos en Origin 8.0 y descripción de 

la ecuación. 

 

Biodegradación de 

Profenofos 

Variable Valor 

Y0 : -0.21669 

A1 : 10.14395 

T1 : 5.4529 

Valor R2 0.992 

 

 
 

Con estos datos, el software nos muestra el comportamiento cinético de 

biodegradación de profenofos realizado a  25°C. 

 

 
Figura 19  Biodegradación de Profenofos a 25°C vs   el modelo cinético de degradación 

propuesto por Origin Pro.  

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

P
ro

fe
n

o
fo

s 
(m

g/
L)

Tiempo (Días)

f(x) = 𝟏𝟎. 𝟏𝟒𝟑𝟗𝟓 ∗ 𝒆(−
𝒙

𝟓.𝟒𝟓𝟐𝟗
) + (-0.21669)       

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

P
ro

fe
n

o
fo

s 
(m

g/
L)

Tiempo (Días)



 

48 
 

3.9. BIODEGRADACIÓN DE PROFENOFOS. 

Se evaluó la biodegradación del profenofos, utilizando Trichoderma sp. El equipo de 

Cromatografía Líquida de Alta Resolución se utilizó para monitorear la desaparición del 

profenofos. A los 21 días de incubación, la intensidad  del área disminuyó con el tiempo de 

incubación. La muestra extraída a los 21 días mostro un pequeño pico en el cronograma lo 

que  indicaría una degradación alta de profenofos. 

En el presente  trabajo de investigación se desarrolló un diseño factorial completo siendo 

los factores a evaluar, el pesticida, el inoculo y la temperatura, dándonos en total 8 

tratamientos y 24 unidades experimentales. 

Por lo tanto, este organismo ha degradado profenofos por la hidrólisis enzimática. Se sabe 

que la enzima organofosfato hidrolasa está implicada en la degradación de una amplia gama 

de pesticidas organofosforados. (69) 

Tabla 11 Diseño factorial completo: Factores: pesticida, inóculo y temperatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se tomaron muestras al inicio y al final del ensayo y se determinaron la concentración de 

profenofos por HPLC, bajo las condiciones de extracción y determinación ya establecidas. 

 

Tratamiento 

Concentración 

Pesticida  

(mg/L) 

Concentración 

Inóculo (U) 

Temperatura    

( °C) 

M1 30 1.00E+04 15 

M2 10 1.00E+04 15 

M3 30 1.00E+04 25 

M4 10 1.00E+04 25 

M5 30 1.00E+06 15 

M6 10 1.00E+06 15 

M7 30 1.00E+06 25 

M8 10 1.00E+06 25 
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Con el fin de evaluar la biodegradación del pesticida profenofos a diferentes 

concentraciones, los resultados fueron satisfactorios, con 97% de degradación de 

profenofos. Este ensayo demostró que en un medio líquido, así como en medios sólidos, el 

hongo Trichoderma sp, era resistente a diferentes concentraciones del pesticida y mostró 

un excelente potencial para la biodegradación de profenofos. En el control profenofos, en 

ausencia del hongo, se observó una degradación de sólo el 20% en un periodo de 21 días a 

una concentración de 30.0 mg/L, confirmando que la presencia de hongos acelera la 

reacción de degradación, posiblemente por acción de enzimas fosfotriesterasas. 

 

Figura 20 Cromatograma en HPLC de la degradación de profenofos. 

 

El rendimiento de degradación de profenofos fue bastante bueno ya que logro degradarlo 

casi en su totalidad. Desde el punto de vista de la degradación enzimática, cuatro enzimas, 

incluyendo fosfatasa, esterasa, hidrolasa y oxigenasa, participaron en la vía de 
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biodegradación de pesticidas organofosforados,  Kanekar y colaboradores resumieron las 

vías de biodegradación de profenofos este pesticida  se degrada principalmente a través del 

proceso de hidrólisis. (3, 69) 

En la tabla 08 se puede observar que todos los tratamientos a los 21 días de reacción, donde 

interaccionaron tanto pesticida con el hongo  y la temperatura lograron disminuir el nivel 

de profenofos. 

En el tratamiento M4 donde interaccionan el hongo, la concentración de pesticida y la 

temperatura a 1E+4 conidios, 10 mg/L y 25°C respectivamente, fue el que obtuvo el mayor 

porcentaje de biodegradación con 97.70 % para profenofos. Similar resultado obtuvo el 

tratamiento M8 con 1E+6 conidios, 10 mg/L profenofos y 25°C con 97.40% de 

biodegradación para profenofos. 

En el tratamiento M1 donde interaccionan el hongo, la concentración de pesticida y la 

temperatura a 1E+4 conidios, 30 mg/L y 15°C respectivamente, fue el que obtuvo el menor 

porcentaje de biodegradación con 58.70 % para profenofos. 

La biodegradación del pesticida profenofos podría ser resultado de la liberación cuantitativa 

de sus iones fosfato. El presente estudio demuestra que Trichoderma harzianum  posee la 

capacidad de degradar organofosforados. Estos hallazgos podrían aplicarse en la 

biorremediación de suelos contaminados con plaguicidas organofosforados.  

Briceño  y colaboradores afirman que los microorganismos  degradadores de 

organofosforados  poseen una enzima fosfoesterasa que hidroliza los enlaces O-P, deja el 

átomo  de fósforo disponible para la absorción como fuente de fósforo y libera etanol para 

su utilización como fuente de carbono.(70) 

El fósforo está usualmente presente como un éster de fosfato, Al ser ésteres tienen muchos 

sitios que son vulnerables a la hidrólisis. Las principales reacciones implicadas son 

hidrólisis, oxidación, alquilación y desalquilación.(3) La degradación microbiana a través 

de la hidrólisis de los enlaces P-O-alquilo y P-O-arilo se considera el paso más significativo 

en la desintoxicación  
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Se puede inferir que esta hidrólisis del pesticida organofosforado estaría conduciendo a una 

reducción en su toxicidad, los estudios sobre el metabolismo completo de los subproductos 

de profenofos no han sido realizados, pero pueden postularse etapas hipotéticas de hidrólisis 

de Ester fosfórico produciendo mono Ester y finalmente fosfato inorgánico, esta vía no se 

ha estudiado específicamente. Wolfenden & Spence describieron que en Klebsiella 

aerogenes, tanto fosfo-monoesterasa y diesterasa degradaron fosfato de metilo, esto  se 

producía solo en ausencia de  fosfato inorgánico en el medio  de crecimiento.(71) 

También Bumpus nos indica que clorpirifos se mineralizo por completo por el hongo   

Phanerochaete chrysosporium, el cual hidrolizó clorpirifos luego el anillo piridinilo se 

sometió  escisión antes de convertirse a dióxido de carbono y agua(72),  algo bastante 

similar estaría ocurriendo con  la degradación de  profenofos por parte de Trichoderma sp. 

Se ha informado previamente de la degradación de diferentes plaguicidas a altas 

concentraciones por microorganismos .(73),(7) 

Se han descubierto una serie de enzimas capaces de desintoxicar los pesticidas 

organofosforados (PO) y la mayoría pertenece a la clase de fosfotriestesteras (PTE). La 

biodegradación de los PO con bacterias ha sido ampliamente reportado en la 

literatura.(74),(75),(76) Sin embargo, la biodegradación de hongos ha sido sub explorada 

en comparación con estudios sobre bacterias. Los hongos degradan una gran variedad de 

compuestos a través de un proceso conocido como mico degradación.(77) 

Las fosfotriesterasas de hongos son una fuente prometedora de enzimas degradantes que 

exhiben propiedades únicas, una vez que se derivan de organismos.(78),(79)  

La vía metabólica de profenofos en plantas de algodón implica la división del enlace éster 

fosforotioato para producir 4-bromo-2-clorofenol, seguido de conjugación con glucosa.(80)  

Los hongos filamentosos del género Aspergillus se han utilizado en la biodegradación de 

OPs. Por ejemplo, Aspergillus niger mostró una alta biodegradación del plaguicida de 

malatión.(77) Aspergillus flavus y Aspergillus sydowii fueron capaces de degradar 

pirimifosmetilo, pirafós y malatión, incluso a altas concentraciones. 



 

52 
 

Los OP son particularmente susceptibles a la biodegradación porque son susceptibles a la 

hidrólisis por enzimas.(64)Las enzimas más conocidas que promueven la hidrólisis de OP 

son las fosfotriestesteras (81). El metabolito esperado de la hidrólisis de profenofos es 4-

bromo-2-clorofenol. Sin embargo, la presencia de enzimas aceleraría el proceso de 

degradación.(82) 

De acuerdo con los datos de la literatura, la hidrólisis de organofosforados procede 

rompiendo el enlace entre el átomo de fósforo y el grupo saliente.(27),(65) Por lo tanto, la 

concentración de profenofos degradados debe ser aproximadamente la misma que la 

concentración de metabolito formado, donde hay degradación total del pesticida al 

metabolito. Sin embargo, según la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura 

y la Alimentación (FAO), después de la hidrólisis y formación del 4-bromo-2-clorofenol, 

este último puede ser conjugado con otra molécula, puede reaccionar con una molécula del 

metabolismo fúngico o incluso ser metabolizado.(66) 

Debe observarse, además, que la hidrólisis espontánea no favorece la degradación del 

metabolito, al igual que el sistema enzimático, Aly y Badway discutieron la hidrólisis de 

profenofos a 20 ° C con soluciones tamponadas a pH 5, 7 y 9. Se produjo una pérdida del 

50% en 106 días a pH 5.5 y 43 días a pH 7(83). 

Trichoderma sp, en presencia de profenofos  estaría produciendo  enzimas del tipo 

fosfotriesterasas u otra clase de enzimas que son capaces de  degradar pesticidas 

organofosforado  como profenofos, ya que esto también se demuestra en estudios realizados 

por Alvarenga y Margesh donde degradaron  clorpirifos, induciendo la producción de   

fosfotriesterasas pro parte de Aspergillus  CBMA. Trichoderma sp, estaría  usando el mismo 

sistema para la degradación de profenofos.(67),(84) Karanth, declaró que el potencial de los 

microorganismos para degradar y eliminar los plaguicidas del medio ambiente se está 

realizando con éxito.(85) 
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Tabla 12 Degradación de profenofos por Trichoderma sp. A los 21 días. 

 

 

3.10. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CEPA FÚNGICA.  

El efecto de la temperatura sobre la biodegradación del plaguicida depende de la estructura 

molecular del plaguicida. La temperatura afecta la hidrólisis del pesticida en el medio de 

cultivo. Con el aumento de temperatura, se estimula el mayor crecimiento y la actividad de 

los microorganismos en los suelos. 

Existe una relación directa entre la temperatura y la concentración de pesticidas en el medio 

de cultivo. A temperatura más baja, la persistencia del pesticida en el medio de cultivo es 

mayor.  

Se encontró que la degradación máxima del tratamiento con 30 mg/L de profenofos fue de 

95.23% a 25 ° C y la menor fue de 58.39% a 15 ° C, por la cepa fúngica. 

Según Ma y Wang La temperatura tiene un papel significativo en el proceso de 

biorremediación de profenofos. (86) 

Wang y colaboradores informaron que la tasa de degradación de organofosforados por B. 

latersprorus en cultivos puros se vio afectada por la temperatura que mostró un orden de 

Tratamiento Concentración 

Pesticida 

(mg/L) 

Concentración 

Inóculo (U) 

Temperatura 

( °C) 

Degradación 

(%) 

ST CV 

(%) 

M1 30 1.00E+04 15 58.70% 0.01 2.15% 

M2 10 1.00E+04 15 95.60% 0.01 0.59% 

M3 30 1.00E+04 25 95.23% 0.01 1.49% 

M4 10 1.00E+04 25 97.70% 0.01 0.74% 

M5 30 1.00E+06 15 74.27% 0.01 1.63% 

M6 10 1.00E+06 15 97.10% 0.01 1.24% 

M7 30 1.00E+06 25 84.23% 0.00 0.38% 

M8 10 1.00E+06 25 97.40% 0.01 0.67% 
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35°C > 25°C > 15°C.  Los resultados mostraron que el aumento de temperatura aumenta la 

tasa de degradación de organofosforados (4, 86) 

Muchos autores coinciden en cuanto a las condiciones de temperatura que debiera existir 

para degradar pesticidas organofosforados, muchos autores indican que la temperatura ideal 

oscila alrededor de los 25 °C, esto coincide con lo obtenido en el presente trabajo ya que la 

temperatura influyo directamente en el proceso de degradación de profenofos y se obtuvo 

mejor porcentaje de  biodegradación a 25 °C.(87-90) 

3.11. DIAGRAMA DE PARETO.  

También se desarrolló diagramas de Pareto de efectos de los factores Trichoderma sp. 

Profenofos y  temperatura frente a su responsabilidad en los efectos de degradación Figura 

21  Para este caso los factores individuales A y C y los factores AC y BC en conjunto si 

interfieren  en el proceso  de biodegradación ya que los valores  de efecto estandarizado son 

mayores a 2. 

El factor inoculo no sobrepasa el valor mínimo para el efecto estandarizado (2) lo cual nos 

diría que no  afecta en el proceso de biodegradación. 

 

 

Figura 21  Diagrama de Pareto para la biodegradación de profenofos. 
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CONCLUSIONES 

1. Se aisló e identifico la cepa del hongo a partir de la muestra de suelo agrícola 

proveniente de la zona de Zamacola distrito de Cerro Colorado provincia de 

Arequipa, presentando una similitud del 100% con la secuencia ITS1 de la especie 

Trichoderma harzianum, por lo tanto es la especie más cercana, y podría 

confirmarse que la cepa 9-hongocutipa corresponde a la especie Trichoderma 

harzianum. 

2. La cepa de hongo mostró crecimiento y tolerancia en concentraciones que oscilan 

entre 10 y 100 mg / L de profenofos en placas con medio de cultivo sólido (PDA). 

El hongo aislado mostró diferentes grados de sensibilidad hacia el pesticida 

profenofos, para los tratamientos de 10, 30, 50 y 100 mg/L mostró inhibiciones en 

su crecimiento micelial a razón de 0.00%, 47.06%, 70.59% y 83.92% 

respectivamente en 4 dias. 

3. Se obtuvo el mejor porcentaje de biodegradación de 97.60% para el tratamiento M4 

con 10 mg/L profenofos 1E+4 conidios y 25 °C, y el menor porcentaje de 

biodegradación para el tratamiento M1con 30 mg/L  profenofos 1E+4 conidios y 15 

°C con 57.99%, en 21 días de incubación, estos resultados se obtuvieron incluso 

cuando otras fuentes de carbono estaban disponibles en el medio de cultivo hubo  un  

20% de degradación en el tratamiento control no inoculado con la cepa fúngica. 

 

 

  



 

56 
 

RECOMENDACIONES 

 

 

 El enfoque más prometedor para reducir la presencia de contaminantes en el medio 

ambiente es la biorremediación por microorganismos, ya que existen en abundancia en 

el medio ambiente.  
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