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Resumen

En el presente trabajo se estudid el proceso de biodegradacion de la atrazina
durante 28 dias, utilizando un consorcio microbiano de origen agricola en un reactor tipo
lote. En €l se obtuvo el modelo cinético del reactor, la eficiencia de degradacion del

herbicida y el grado de mineralizacion.

La metodologia experimental empleada en este trabajo se dividié en 4 fases:
Disefio del medio de cultivo, produccién y extraccidon, adaptacion y generacion del inéculo
y valoracion de la degradacién en biorreactor. Obteniéndose de esta forma la curva de
crecimiento microbiano y la curva de degradacién de la atrazina; La valoracién se llevé
a cabo mediante lectura de areas en el HPLC, la biomasa se determind mediante la
técnica de diferencia de pesos y el grado de mineralizacion se midié por analisis de

carbono organico total (TOC).

El estudio cinético se obtuvo con la ecuacién de Monod. A pesar de que es un
modelo simple, es de gran utilidad cuando se estudia por primera vez un sistema
desconocido. El estudio demuestra que el producto de degradacion de la atrazina inhibe
la velocidad de crecimiento, tal como sucede en muchos otros sistemas, llevando a cabo

una degradacion rapida en un periodo corto de tiempo.

12



Abstract

Biodegradation process of atrazine was studied for 28 days using an agricultural microbial
consortium in a batch reactor. Kinetic model of the reactor, degradation efficiency of the

herbicide and the degree of mineralization were obtained.

Experimental methodology used in this work was divided into 4 phases: design of the
culture medium, production and extraction, adaptation and generation of the inoculum,
and assessment of the degradation in the bioreactor obtaining microbial growth curve and
atrazine degradation curve; Determination of atrazine was obtained by reading HPLC
chromatograms areas. Biomass was determined by taring dried weight with respect to
tube weight. Degree of mineralization was measured by analysis in a Total Organic

Carbon Equipment.

Kinetic study was obtained by Monod equation. Results expose degraded products of
atrazine inhibits growth rate, as usual in other experiments, resulting in a rapid

degradation of herbicide.
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Introduccién

El impacto de sustancias contaminantes en el medio ambiente ha llevado al
desarrollo de nuevas tecnologias sustentables para la limpieza de ecosistemas y
regiones dafiadas por el mal uso de quimicos. Los microorganismos son usados por su
capacidad para degradar estructuras organicas toxicas llegando a limpiar suelos y

mantos acuiferos.

La atrazina es un herbicida altamente téxico, esta prohibido en diversos paises y
su degradacion en suelos tiende a depender de diversos factores; por su alta persistencia
llega a traspasar hasta mantos acuiferos y se han detectado concentraciones que
superan los limites establecidos. Aunado a esto, sus regulaciones dentro del pais son

nulas y esto puede provocar dafios a la salud de la poblacién si llega a ser ingerido.

En el capitulo uno del presente trabajo se habla de la clasificacién de los
herbicidas, sus propiedades y estudios realizados para conocer la informacion
toxicologica, uso y regulaciones en México, sefialando lo importante que es la

mineralizacion de los xenobidticos.

En el capitulo dos se mencionan los recursos utilizados para llevar a cabo la
experimentacion; en estos se enlistan reactivos, equipos y métodos utilizados. Se
describe el procedimiento para la elaboracién del medio minimo, obtencién de la curva
de crecimiento, determinacién de la concentracion de sustrato y el grado de

mineralizacion.

En el capitulo tres se realiza el andlisis de los resultados de la experimentacion,
obteniendo una concentracion final de atrazina de aproximadamente 55 mg/L en un
periodo de 21 dias y la maxima concentracion de células de 825 mg/L alcanzado en un
lapso de 18 dias. El estudio TOC muestra la mayor mineralizacién de la atrazina en el
primer dia, lo cual se corrobora en la figura 22, donde se presenta la mayor velocidad de

crecimiento, indicando que las células utilizaron este sustrato como alimento.
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Objetivo General

Evaluar la degradacion de un herbicida mediante el uso de un consorcio

microbiano de origen y aplicacion agricola.

Objetivos Especificos

Disefio de medios de cultivo para favorecer el crecimiento de hongos, bacterias y

levaduras de origen agricola.

Obtencion del modelo cinético en un reactor batch.

Evaluacion del grado de mineralizacion y eficiencia de degradacion del

herbicida.

15



Capitulo I.-
Generalidades



1.1 Los herbicidas, clasificacion y propiedades

Desde que surge la agricultura el hombre ha implementado distintos métodos de
proteccion a los cultivos, tales como la eliminacion de hierba indeseada de manera
manual, herramientas basicas de corte, arado o incluso herramienta motorizada de
cultivo. La agricultura mexicana prehispanica tuvo como eje a la milpa, ahi se cultivaban
numerosas especies y todas se aprovechaban, las herbaceas servian para alimentar a
los animales o bien para incorporarlas a los terrenos. En la colonia, los espafioles

introdujeron las herramientas de metal: arado, la hoz, guadafia, azaddn, otras.

Fue asi hasta mediados del siglo XX, el inicio de la “era quimica”, donde la
investigacion y la sintesis de nuevos compuestos quimicos fueron tomando lugar en el

inicio del desarrollo de los herbicidas (Romero-Martinez et al., 2001).

La curiosidad fue en aumento una vez que Bolley en Estados Unidos, Schultz en
Alemania y Bonnett en Francia concluyeron en 1900 que los compuestos inorganicos y
soluciones de sales de cobre controlan selectivamente el crecimiento de plantas de hojas
anchas en cereales, dando como resultado diversos experimentos acerca de reguladores
de crecimiento, como lo fue uno de los compuestos mas populares en Estados Unidos
en 1947, el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) el cual se encuentra representado en
la figura 1, fue pensado originalmente para usarse como hormona de crecimiento, y no

como un herbicida selectivo (Vats, 2015).

Cl
B
i oH
o
Cl 0
FIGURA 1. Estructura quimica del 2,4-D.
(2,4-D, 2021.)

La Fundacion Rockefeller en 1943 comenzé el financiamiento para introducir

tecnologias agricolas a la produccion agricola mexicana, surgiendo lo que se conoce
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“Revolucién Verde”, que se distinguié por el fomento al monocultivo, mecanizacion, riego,
incorporacion de fertilizantes de sintesis quimica, fertilizacion quimica, aplicacion de
herbicidas y plaguicidas en general. Esta receta se dispersé por el mundo a partir de los
60°sy 70"s con el discurso de terminar con el hambre, teniendo resultados adversos, por
ejemplo: sustitucion del paisaje boscoso por areas de monocultivo, pérdida de

biodiversidad, contaminacién ambiental, incremento de la pobreza y del hambre.

Un cientifico iconico de La revolucion verde fue Norman E. Borlaug, genetista de
la Fundacion Rockefeller que en México trabajo con trigo y el problema fitosanitario de
las royas en Sonora. Este trabajo arduo en trigo lo llevaron a trigos de espiga grande,
con granos de mayor peso, que mejoraron la produccion de trigo. En 1967 se introdujeron
a México nuevas variedades de maiz, el impacto llegé a unas 100,000 hectareas en el
Valle de Puebla, los resultados esperados no se alcanzaron, en parte se explica porque
eran pequefios productores, carentes de capital y propiamente sélo prestaron sus tierras

para el “experimento” mexicano.

La revolucion verde se basoé en el uso de variedades mejoradas de maiz, trigo y
otros granos, promoviendo el monocultivo y aplicar en grandes cantidades agua,
fertilizantes de sintesis quimica, herbicidas y otros plaguicidas; Promovié intensamente
en las décadas del 40 al 70, desterro la racionalidad ecoldgica en el manejo del suelo y
los cultivos, elimind la incorporacion de materia organica, abonos verdes, cubierta del
suelo de manera permanente al suelo, manejo biolégico de plagas, aprovechamiento de
las plantas conocidas como hierbas: verdolaga, quelite, otras. Este parteaguas
tecnoldgico aportd beneficios, pero ha dejado dafios en el medio ambiente y una cultura

de alto consumo energético, ademas del uso de plaguicidas, entre ellos los herbicidas.

Actualmente en el mundo existe variedad de herbicidas que se usan en los
campos de cultivo. Un herbicida es un producto que contiene un compuesto activo con
la capacidad de alterar la fisiologia de las plantas, de manera que después de un periodo

prolongado impide su desarrollo o causa su muerte (CIAT., 1982). Su éxito esta basado
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en el uso para la eliminacion de las malezas, cambiando su metabolismo de tal forma

gue impida su crecimiento y desarrollo, evitando afectar los cultivos.

Paises industrializados, como Reino Unido, utilizan los herbicidas para aplicarlos
sobre el 85-100% de todos los cultivos. Se estima que cada libra esterlina invertida en

herbicidas puede generar ingreso adicional de cinco libras. (Green et al., 1987).

Con el crecimiento de la poblacion, el uso de herbicidas también fue en aumento,
provocando que los precios de los herbicidas cayeran en EE. UU. en el periodo de 1985-
1987, debido principalmente a la gran competencia por la distribuciéon del mercado y al

vencimiento de patentes (Finney, 2018).

La atrazina es un insumo quimico registrado en 1955, se introdujo al mercado en
la década de los 50°s, los herbicidas que contienen atrazina son varios, por ejemplo:
cianazina, propazine, ametrina, otros. En el mercado nacional, tiene diversos nombres,
por ejemplo, Atrazina, Gesaprim, otros. Sirve para controlar malezas como el acahual,
guelites, verdolagas, numerosas especies de hoja ancha. Es un herbicida que ingresa

por la raiz y se trasloca a través del xilema.

La atrazina es un herbicida popular en México. Se aplica en cultivos de hoja
angosta, como las gramineas: maiz, sorgo, cafia de azulcar, trigo, pasto, potreros en
general, pifia, plantaciones de pinos, en las margenes de carreteras, del ferrocarril, en
tendidos eléctricos, otros. Su primer uso en el mundo se tiene registro del 1958, el cual
ha aumentado severamente los Gltimos 50 afios (Golla et al., 2011).

El cultivo y la industrializacién de la cafia de azucar en México se realiza en 15
estados y 227 municipios. A nivel nacional se destinaron 778 mil ha, siendo Veracruz el
principal estado productor con 323 mil hectareas industrializadas y una cosecha de 20.3
millones de toneladas, lo que equivale al 40.37% de la produccion nacional (Ramirez-
Mora et al., 2018). La aplicacién de atrazina en el campo se utiliza aproximadamente 2

kg de ingrediente activo por hectarea de cultivo, lo que resulta en un uso nacional de
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aproximadamente 1, 500 toneladas de ingrediente activo aplicado por temporada de

cultivo (Rincones, 2020) .

México es considerado como uno de los paises exportadores agropecuarios,
recaudando alrededor de 1,500 millones de ddlares estadounidenses en 2017, cifra que
implica un aumento de 10.7% respecto al 2016 (Agroexportaciones logran cifra récord
en el 2017 | El Economista, 2017). Entre las principales exportaciones se nombran las
mismas siembras compatibles con la atrazina. Estos cultivos son de gran importancia,
no solo en la parte econdémica, sino también forman parte de muchas preparaciones del
consumo alimenticio mexicano. Los principales estados productores que destacan en
estas siembras son: Sonora, Sinaloa, Baja California, Guanajuato, Michoacan, Tlaxcala,
Jalisco, entre otros. Aunque no se tiene un registro de un consumo en especifico, se
estima que se utilizan 3.307 toneladas de herbicidas por cada mil hectareas de cultivo.
Aunado a esto, estudios realizados acerca de la mineralizacion de suelos en el Distrito
de Riego numero 63 en Guasave, Sonora, indican un limite de adsorcion de atrazina de
0.3 a 0.6 litros de herbicida por kilogramo de suelo de maiz y sorgo cultivado en el 2007
(Gonzélez-Marquez & Hansen, 2009), se estima que la aplicacién general anual en

campos de cultivo va desde 0.1 kg de atrazina, hasta 4 kg por hectarea de cultivo.

La atrazina (por su nombre quimico 6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-
2,4-diamina), ver propiedades de atrazina en la Tabla 1 y estructura quimica en la figura
2, forma parte del grupo de las triazinas, se clasifica como un herbicida selectivo inhibidor
de la fotosintesis causando necrosis en las plantas. Se puede aplicar directamente en el
suelo de manera pre-emergente, de esta forma, el herbicida se moviliza a través de las
raices de las plantas. Sin embargo, también puede encontrarse una aplicacion post-
emergente foliar, es decir, aplicacién directamente al follaje, sin tener contacto con las

raices.
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FIGURA 2. Estructura quimica de la Atrazina.

TABLA 1. Propiedades de la atrazina

(Atrazine, 2021)

Parametro

Caracteristica

Referencia

Peso molecular (fw)

Puntos de fusion (mp)

Presion de vapor (vp)

Solubilidad (Sw)

Vida media (por biodegradacion)

Constante de la Ley de Henry (Kn)

Logaritmo negativo de la Constante

de disociacion (pKa,)

Logaritmo del coeficiente de
particion en carbono organico (log
Koc)

215.68 g/mol

173-177°C

3.8 x 10°° Pa

35 mg/L en agua a 25°C

10 dias a 5824 dias

3.04 x 10°° atm m3/mol

1.62 a2 20°C, 1.70 a 21°C

2.0 L/kg

(Rojas et al., 2013)

(Kovaios et al., 2011)

(Rojas et al., 2013)

(Rojas et al., 2013)

(Abdelhafid et al., 2000)

(Montgomery, 2000)

(Bailey et al., 1968)

(Rojas et al., 2013)
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Logaritmo del coeficiente de )
2.7 (Rojas et al., 2013)

particion Octanol/Agua (log Kow)

Fuente. Tomado de (Hansen et al., 2013).

1.1.1 Clasificacién de los herbicidas

Las clasificaciones mas comunes son por grupo quimico, modo de accion, sitio de

accion o tiempo de aplicacion. Como se puede observar en la figura 3 y figura 4.

Tiempo de aplicacion

Tipo

Pre-planteo Post-emergencia

Pre-emergencia

Aplicacion

Aplicacion Aplicacion

Después de
germinacion

1]
)

” Antes de
Antes de la siembra germinacion

Selectivos y
no selectivos

Pendimethalin Ditophyr

FIGURA 3. Clasificacién por tiempo de aplicacion
(Thomas J. Monaco et al., 2002)

No son
selectivos
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Sitio de accion

(Inhibidores de fotosintesis J Inhibid de oi : Disruptores de célula
INIDIOOTEs08.PIgMENto de crecimiento

-Ureas
-Anilidas —
-Benzonitrilos -Piridazinonas

-Uracilos -Isoxasoles 0 -
-Fenilcarbamatos -Tricetonas Acidos debiles -
solubles en agua Destruyen el follaje

-Fenilperidazinona

Disruptores de membrana]

Aplicacion directa

FIGURA 4. Clasificacion por sitio de accion
(Dodge et al., 1990; Thomas J. Monaco et al., 2002; Zweig, 1969)

1.2 Efectos nocivos de la atrazina

La atrazina esta reportada con baja toxicidad aguda oral, subcutanea y dérmica
con la DL50 oral mas baja en ratones de 1750 mg por kg. La DL50 subcutanea en ratones
y ratas fueron mayor a 5000 mg por kg; Los valores de la DL50 dérmicos en ratas se
determinaron como superiores al rango mayor de mas de 2000 a mas de 3100 mg por

kg y en conejos de mas de 4500 mg por kg (NRA, 1997).

La toxicidad por inhalacion esta reportada de moderada a baja con un valor de
CL50 de atrazina en aerosol mayor a 710 mg por metro cubico y mayor a 5000 mg por

metro cubico de exposicion de cuerpo completo (NRA, 1997)).

Estudios y efectos a corto plazo. Entre los efectos agudos a corto plazo se
destacan problemas en el desarrollo y la reproduccion como resultado de efectos
adversos en el sistema endocrino. Estudios en animales demuestran que aquellos que
fueron expuestos a una dosis de atrazina presentaron una disminucion del peso corporal,
tamafio de camada, ademas de un incremento en la incidencia de osificacién incompleta.

Las ratas fueron quienes presentaron mayor sensibilidad a los metabolitos entre otros
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animales, mostrando un efecto critico de pérdida de peso en dos generaciones, problema
de lactancia, incremento en la incidencia de prostatitis en descendencia masculina,

ademas de problema de desarrollo de tejidos reproductivos masculinos y femeninos.

Aunado a estos efectos, la atrazina puede presentar deterioros como problemas
de hormonas reproductivas, alteracion en el ciclo de evolucion y gestacion, un alto indice
de plasma de estrogenos y problemas cardiacos en perros y ratones, posible inductor de
hermafrodismo en ranas en concentraciones menores a 0.1 ppb (partes por billon). (NRA,
1997)

Estudios subcrénicos. Los efectos en ratas a una exposiciones orales de 0, 100,
200, 400 mg/kg de peso corporal por 14 dias (y una dosis de 300 mg/ kg de peso corporal
por 4 dias a hembras) se report6 pérdida de peso corporal y retraso en ganancia de peso
en drganos como el bazo y el timo, cerebro, ovarios, e higado en hembras; no ovulacion
en una de cada 10 hembras en las dos dosis mas altas, una muerte a la concentracion
més alta y reduccion de niveles de estrogenos, hormona luteinizante a concentraciones
mas bajas de 200 mg/ kg (NRA, 1997).

En un consumo total de 0, 100, 500, 2000 y 4000 ppm de atrazina en dosis de 5,
25, 100 y 200 mg/kg de peso corporal por 4 dias, se reporta disminucion de consumo de
alimentos y reduccién de ganancia de peso en dosis menores a 25 mg/kg en ratas; en
un consumo diario de 100 mg/ kg por 21 dias se reporta efectos en el consumo de
alimentos y pérdida de peso del bazo y una ligera disminucién en suero proteinico (NRA,
1997)).

Efectos cronicos. Ademas de los efectos subcronicos, provoca disminucién de
glucosa vy triglicéridos en la sangre de ratas a una concentracion mayor a 500 ppm;
degeneracion retinal, aumento de calculos y micro calculos renales en ratas macho,
cambios degenerativos centribulares en el higado en hembras, hiperplasia por encima

de 1000 ppm, incidencia de tumores testiculares en concentraciones menores a 1000
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ppm; fiboroadenomas y adenocarinomas en glandulas mamarias femeninas e incremento

de tumores mamarios en concentraciones de 500 ppm (NRA, 1997).

Efectos de desarrollo. La atrazina esta reportada como no teratogénica en ratas.
Sin embargo, en concentraciones de hasta 10 mg por kg de peso corporal puede
provocar osificacion retardada, disminucién de tamario fetal y peso correlacionado con

peso corporal y consumo de alimentos en la madre (NRA, 1997).

Hermafroditismo y desmasculinizacion en ranas. En 2002, de acuerdo con un
estudio realizado por el Departamento de Biologia Integrativa de la Universidad de
California, las ranas africanas macho sufren de hermafroditismo y reduccién de tamafio
de la faringe, mostrando asi, similitud de proporciones en comparativa con ejemplares
del sexo femenino, al estar expuestos a una concentracion igual o mayor a 0.1 ppb
(partes por billén), y una disminucion de por lo menos 10 veces en los niveles de
testosterona a una concentracidon menor a 25 ppb (partes por billon) de atrazina. De
acuerdo con (Hayes et al., 2002) estas anomalias nunca fueron reportadas u observadas

en 6 afos de control y observacion de animales en el laboratorio.

Efectos epidemiolégicos en humanos. Efectos en humanos se reportan
irritacion de ojos, piel, nariz y garganta. Efectos cronicos, en las funciones del corazén,
higado y rifidn, asi como problemas de reproduccién y modificaciones en los niveles de
hormonas que afectan la ovulacién, provocando malformaciones. Asimismo, se
considera un posible cancerigeno, se le atribuyen casos de sarcomas y linfoma no
hodgkiniano en dos casos de agricultores residentes de Kansas que utilizaban atrazina
como herbicida, tumores de ovario en mujeres de la provincia Alessandria, Italia que
estuvieron relacionadas con manejo de herbicidas en el campo, riesgo de leucemia,
ademas de tumores en testiculos y cancer de préstata en los trabajadores de industria

manufacturera de atrazina (NRA, 1997).
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1.3 El uso de herbicidas en el campo agricola

México posee una gran extension de superficie agricola, cerca de 33 millones de

hectareas para produccion agricola de acuerdo con la Encuesta Nacional Agricola

(INEGI, 2017). Est4 basada, en su mayoria, en el uso de herbicidas para atacar malezas

en los campos de cultivos. Se estima que en 2007 se comercializé 100,000 toneladas de

plaguicidas (insecticidas, herbicidas, fungicidas, bactericidas), lo cual conforma el 4% de

su consumo mundial (J. G. Hernandez et al., 2017).

Aungue no existen registros de la cantidad de herbicidas que se consumen en el

pais, se han realizado diversas encuestas con diferentes metodologias para poder

estimar el uso de herbicidas. El reporte se puede observar en la Tabla 2.

TABLA 2. Uso estimado de herbicidas

) ) Consumo de )
Lugar Metodologia Periodo o Referencia
herbicidas
Encuestas a los
) proveedores de 30.5% de las ) )
Nayarit o 2007-2008 (Gonzélez-Arias et al., 2009)
agroquimicos en los compras
veinte municipios
Valle agricola Conteo de envases vacios
o . 26.5% de uso de
de Culiacéan, recibidos en un centrode  2011-2012 o (Leyva Morales, 2014)
_ _ herbicidas
Sinaloa acopio
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Guasave,

Sinaloa

Yaqui, Sonora

Chignahuapan,
Puebla

Invernaderos de
floricultivo de

Morelos

Comunidad
agricola de

Yucatan

Entrevista al personal de

la Comision Nacional del

Agua (CONAGUA),

Asociacion de

Agricultores y

distribuidores de 2007-2008
Agroguimicos, y el

Centro de Apoyo al

Desarrollo Rural

(CADER)

Se obtuvo registro de

bases de datos de ventas

de agroquimicos por parte  2009-2010
del Distrito de Desarrollo

Rural

Entrevistas a trabajadores

cultivadores de tomate

Cuestionarios a los

encargados de compra de

o 2005
agroguimicos y duefios de
invernaderos
Reporte de uso de
ingredientes activos de 2008

plaguicidas

Fuente. Tomado de (J. G. Hernandez et al., 2017).

Se aplicaron un total

de 707 toneladas de ) )

] ] ] (Hernandez-Antonio, 2011)
ingrediente activo de

herbicidas

Cerca de 68

toneladas de ]

) ] ) (Soto & Quintanar, 2014)
ingrediente activo de

herbicidas

4% del total
utilizado fueron (Ortega Martinez et al., 2014)

herbicidas

Uso de un herbicida )
] (Schilmann et al., 2010)
altamente peligroso

Uso de tres
plaguicidas (Pérez-Herrera et al., 2008)

altamente peligrosos
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En México estan autorizados 183 ingredientes activos del catalogo de Plaguicidas
Altamente Peligrosos (PAPSs), lo cual representa el 33% de los ingredientes activos en el
Catalogo Oficial de Plaguicidas. Son clasificados de esta manera debido a su naturaleza
mortal, carcindgena, téxico en reproduccidon, mutagénico, perturbador enddcrino,
bioacumulable, contaminante en el medio ambiente, y persistente en agua, suelo o
sedimento (J. G. Hernandez et al., 2017).

Se ha observado que los envases de agroquimicos son tirados de forma
irresponsable en los canales de riego, rios, arroyos, etc., y en otros casos son quemados
o enterrados, sin embargo, llegan a reutilizarse. Todas estas practicas son focos de

contaminacion al ambiente (aire, tierra, cuerpos de agua).

Con el paso del tiempo, la generacion de los envases vacios de agroquimicos en
nuestro pais ha sido abordada desde distintos angulos, por desgracia, no siempre de
manera eficaz o eficiente. Los agricultores perciben que el manejo de los envases vacios
de agroquimicos y afines no es su responsabilidad debido a que ellos no fabricaron el
agroquimico. De esta forma, consideran que el gobierno o los fabricantes son los
encargados de dar solucion a esta problematica (COMITE ESTATAL DE SANIDAD
VEGETAL DE QUERETARO, 2012).

Actualmente en México se cuentan con planes y normas para tener un control
sobre estos desechos tal es el caso del plan de manejo y recoleccion de envases vacios
de agroqguimicos comité estatal de sanidad vegetal de Querétaro (PLAMREVP) y las
normas: NOM-033-FITO-1995, NOM-082-SAG-FITO/SSA1-2017 y NOM-232-SSAl-
2009, las cuales buscan reducir y eliminar el mal manejo de residuos de los agroquimicos

utilizados.
Se reporta que, en el Valle de Culiacan, Yaqui, el Bajio Guanajuatense, Altos de

Chiapas se utilizan ingredientes activos registrados en la categoria de altamente

peligrosos como el paraquat, 2,4-D, glifosato, atrazina, siendo estos mayormente
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utilizados en el Valle de Culiacan con 53%, y en Yaqui con el 43% del total (J. G.
Hernandez et al., 2017).

1.3.1 Uso de atrazina en México

La atrazina es utilizada en la mayoria de los casos para cultivos de maiz, sorgo,
cafia de azucar, trigo, distintos tipos de pastos, entre otros. En 1995 el consumo de
herbicidas con atrazina como ingrediente activo fue de 2 mil toneladas (Villada Canela),
2006) ademas de importaciones al pais de 190 toneladas en 2003 a 288 toneladas en
2012 de Estados Unidos, Israel, China, Italia y la India (Hansen et al., 2013); en el afio
2013 fue uno de los herbicidas mas utilizados en los cultivos agricolas de Sinaloa
(Gonzélez et al., 2017) el herbicida mas utilizado en el Bajio de Guanajuato en 2016. De
acuerdo con bases de datos aduanales, durante el periodo 2010 a 2017, la importaciéon
de atrazina ocupod el segundo lugar con mas de 30 millones de toneladas, después del
paraquat, con 90 millones de toneladas (Martinez Arrollo et al., 2019).

Los principales productores en México de herbicidas con ingrediente activo
atrazina son Syngenta Agro, Ducor, PYOSA, Polaquimica, y Velsimex. Se puede
encontrar el herbicida con nombres comerciales como Gesaprim, Primagram, Lumax,
Marvel, Medal, Atrafix, Bicep, Azinotox, Atrapol y Atermix, ver figura 5. Las

concentraciones pueden variar entre fabricantes, se enlistan en la Tabla 3.

29



Gesaprim so we

Grinulos Dispersables en Agus - WG

ey
P

FIGURA 5. Productos en el mercado con Atrazina.
(Bicep Maxx - Adama México, 2017.; GESAPRIM 90 WDG, 2016; MARVEL®, 2017)
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TABLA 3. Principales productores de atrazina en México

Nombre comercial Fabricante Ingrediente activo Concentracion
Atrazina 43% peso
Gesaprim Autosuspensible Syngenta Agro
Ametrina + 38.2% peso +
Gesapax Combi 80 PH Atrazina 38.2% peso
Atrazina 90% peso

Gesaprim calibre 90 GDA

Lumax

Marvel

Medal Gold

Mesotriona +
S-Metaloclor +

Atrazina

Dicamba + Atrazina

Atrazina

2.71% peso+
27.10% peso +
10.20% peso

11.45% peso +
22.23% peso

374 ¢/ L
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Atrazina + 370 g/L + 290 g/L
Primagram Gold

metaloclor

Atrazina 900 g/ kg de
Atrafix 90 Ducor -

herbicida

Atrazina + 321 g/L + 401 g/L
Bicep Maxx

metaloclor

Atrazina 500 g/L
Azinotox 500 SA PYOSA

Atrazina 900 g/L
Azinotox 900 DF

Atrazina 500 g/L
Atrapol Polaquimia

_ _ Atrazina + terbutrina  21.90% peso +

Atermix FW Velsimex 21.90% peso

Dicamba + atrazina  13.42% peso +
Esplendel

21.86% peso

Fuente. Elaboracidn propia.

1.3.2 Restricciones para el uso de atrazina

La atrazina forma parte del catdlogo de Plaguicidas Altamente Peligrosos
autorizados en México. Su uso esta prohibido en 37 paises y en otros ha sido restringido
su uso debido a la naturaleza recalcitrante y contaminante del compuesto activo
(Gonzalez et al., 2017).

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos realizé el estudio de los

efectos cancerigenos de los herbicidas triazinicos en el consumo de alimentos y aguas
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contaminados, llegando a la conclusion de seguir precauciones y medidas especificas

para reducir riesgos de contaminacion para agua de consumo (USEPA, 2003).

Las regulaciones para la atrazina pueden variar en diferentes ubicaciones del
mundo. De acuerdo con la Agencia de Protecciéon Ambiental de Estados Unidos (USEPA,
2003) el limite de atrazina para el consumo humano se fijé en 3 pg/L, mientras que en la
Unién Europea el limite se ha establecido de 0.1 ug/L de acuerdo con (European
Parliament, 1998). En México se sigue la regulacion de la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS), con un limite permisible de 2 ug/L.

En Italia y Alemania se prohibi6 el uso de herbicidas con atrazina debido a que su
concentracion en cuerpos de agua excedia los limites establecidos en la normatividad
vigente (Giupponi, 2001). La Directiva Marco del Agua incluyo a la atrazina como una de
las 33 sustancias a monitorear en aguas pertenecientes a la Union Europea (European
Parliament, 2000). Se ha prohibido y restringido el uso de atrazina en diversas regiones
del mundo, como Europa, Australia, Estados Unidos mientras que, en México, diversos

paises latinos y parte del Caribe su uso esta permitido, (ver en la Tabla 4).

TABLA 4. Restricciones para el uso de atrazina

Region Pais Restriccion Referencia

Norte América Estados unidos Restringido (USEPA, 2003)
Canada Restringido (PMRA, 2004)
México Permitido
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Europa

Asia

América Latinay
El Caribe

Italia, Alemania, Suecia, Austria,

Francia, Finlandia, Dinamarca

Bélgica, Irlanda, Luxemburgo,

Reino Unido

Bangladesh, Camboya, China,
Indonesia, Malasia, Myanmar,
Pakistan, Sri Lanka, Tailandia,

Vietnam

Granada, Guatemala, Guyana,
Haiti, Jamaica, Nicaragua, Saint
Kitts y Nevis, Saint Lucia, San
Vicente y las Granadinas,

Surinam, Trinidad y Tobago,

Colombia, Cuba, El Salvador,
Honduras, Panam4, Puerto Rico,
Republica Dominicana,

Venezuela, Antigua y Barbuda,

Bahamas,
Barbados, Bermuda, Belice,

Costa Rica, Dominica,

Prohibido

Permitido

Permitido

Permitido

(OJEU, 2004)

(OJEU, 2004)

(FAO, 2000)

(UNEP, 2002)
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Oceania Australia Restringido (NRA, 1997)

Fuente. Tomado de (Hansen et al., 2013)

También se ha establecido limites para la atrazina en agua subterranea y
sedimentos en paises como lItalia y Paises Bajos siendo estos de 0.1y 0.029 mg/L para
agua subterranea, respectivamente, y en sedimentos Paises bajos tiene un limite de 0.2

mg/kg de sedimento (Hansen et al., 2013).

En México, la norma NOM-127-SSA-1994 define las caracteristicas que debe
tener el agua para su potabilizacion, como limites de calidad y tratamientos a los que
debe someterse considerando ciertos herbicidas. Por otra parte, existe un proyecto de
norma “Agua para uso y consumo humano: Limites maximos permisibles de la calidad
del agua, control y vigilancia de los sistemas de abastecimiento” (ANEAS 2007), en el
cual se involucra una mayor cantidad de herbicidas. Sin embargo, la atrazina no forma

parte de la lista contemplada.

1.4 Contaminacion por atrazina

La atrazina es uno de los herbicidas que mas se emplea a nivel mundial, presenta
variable velocidad de degradacion biolégica dependiendo del tipo de suelo. Este
herbicida ha sido detectado en cuerpos de agua superficial y subterranea, por lo cual se
le cataloga como altamente toxico cronica con potencial de acumularse como sustancia
recalcitrante en superficies acuaticas, y se ha prohibido su uso en los Estados Unidos y
en diversos paises de la Union Europea; (ver Tabla 4). A pesar de las restricciones del
uso de atrazina, se han encontrado concentraciones que superan los limites permisibles

en diversos lugares, como sucede en México. Debido a la falta de regulaciones, su amplio
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uso en zonas de cultivo ha dirigido a contaminacion en cuerpos de agua superficial y
subterranea, donde las concentraciones del herbicida rebasan los limites para agua de

consumo humano (Hansen et al., 2013).

“La adsorcién y la mineralizacién son los principales procesos que influyen en la
atenuacion natural y el comportamiento de la atrazina en suelos” (Ma & Selim, 1996),
afectando en su mayoria estos procesos debido al contenido de arcillas y de materia
organica (Ben-Hur et al., 2003) (Ling et al., 2005), asi como por el pH (Abdelhafid et al.,
2000). Por otra parte, se demostro que uno de los factores que inhiben la mineralizacion
de la atrazina es la aplicacion de fertilizantes nitrogenados en suelos (Garcés et al.,
2007a), mientras se evaluaba el efecto de la salinidad del suelo sobre la adsorcion de
atrazina (Gonzélez-Méarquez & Hansen, 2009). Debido a la alta solubilidad en el agua y
baja absorcion en el suelo, asi como la elevada persistencia (Graymore et al., 2001)

(Nodler et al., 2013) es la causa frecuente de encontrar atrazina en cuerpos de agua.

Diversas fuentes han reportado concentraciones de atrazina y su metabolito, la
desetilatrazina, en cuerpos de agua, ver Tabla 5. Se puede observar que en México se
supera el limite de 2 ug/L propuesto por la Organizacion Mundial para la Salud (OMS
2008) y el de la Comunidad Europea que establece un limite de 0.1 pg/L (European
Parliament, 1998)

TABLA 5. Valores reportados de concentraciones de atrazina y de sus productos de
degradacion en cuerpos de agua.

Concentracion

Cuerpo de )
Lugar Referencia
o (Mg/L)
Subterraneo  Estados Unidos de América 0.1-88 (Readman et al., 1993), (Chapman

& Stranger, 1992)
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Subterraneo

Subterréaneo

Subterréaneo

Subterraneo

Subterraneo

Subterréaneo

Subterréaneo

Subterraneo

Subterraneo

Superficial

Big Springs, EUA

Cuenca del rio Baiyangdian,
China

Provincia de VVojvodina,
Serbia

Franja de Gaza, Oriente

Proximo

Kentuky, EUA

Provincia de Jilin, China

Estambul y Dardanelos,

Turquia

Zona Agricola de

Referencia, México

Zona Agricola de

Referencia, México

Laguna costera, Norte

Adriético, Italia

25-10

0.4-3.29

0.198

35

0.14-0.46

0.107

0.031-0.041

6.23-21.26

4.62-15.01

2.4-8.2

(Ritter et al., 1996)

(Yeetal., 2001)

(Pucarevi et al., 2002)

(Shomar et al., 2006)

(Gollaetal., 2011)

(Geng et al., 2013)

(Nodler et al., 2013)

(Hernandez-Antonio & Hansen,
2011)

(Hernandez-Antonio & Hansen,
2011)

(Carafa et al., 2007)

Fuente: Tomado de (Hansen et al., 2013)

Existen algunos factores que pueden afectar la degradacion de la atrazina en los

ecosistemas, por ejemplo, las temperaturas bajas, suelos con deficiencia de nutrientes y
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una comunidad microbiana escasa, la degradacion puede verse afectada

considerablemente hasta llegar a ser nula (Scribner et al., 1992).

Otro factor que influye en la mineralizacion de la atrazina es la cantidad de carbono
y nitrogeno presente en el suelo (Assaf & Turco, 1994), su presencia esta relacionada
con la flora microbiana del ecosistema. Si no hay degradacion lo mas probable es que
no estén presentes las enzimas especificas que necesitan los microorganismos para

provocar la degradacion biolégica (Cook, 1987).

La adsorcion y degradacion de la atrazina son los principales procesos naturales
gue controlan la migracién del herbicida al agua y suelo. La adsorcion esta relacionada
a la composicién y textura del suelo, pH y la cantidad herbicida presente Se evalud el
efecto de los parametros del suelo en la atenuacion natural de atrazina, reportando la
relacion directa de materia organica con la adsorcién de atrazina, reportando que, a
mayor concentracion de materia organica, mayor adsorcion del herbicida. La atrazina
adsorbida no participa en otros procesos, como son la biodegradacion y la migracion

hacia cuerpos de agua subterranea y superficial (Gonzalez-Marquez & Hansen, 2009).

Wang y Keller (2009) estudiaron la influencia del tipo de suelo en la adsorcion de
atrazina, concluyendo que la adsorcion es mas eficiente en la fraccion arcillosa que en
los limos y las arenas. Atribuyeron lo anterior a que existe un mayor contacto superficial
debido a la estructura micro porosa de las arcillas que sirven como adsorbente de la
atrazina y de la materia organica, que a su vez tiene gran capacidad de fijar este
herbicida.

La atrazina por naturaleza se clasifica como una base débil, que puede ser
facilmente protonada a un pH menor a 4 para favorecer la adsorcién en sustancias
hamicas a través de interacciones ionicas (Ahmad & Rahman, 2009). Por otra parte,
(Hernandez-Antonio & Hansen, 2011) reporta que al incrementarse la salinidad se inhibe

la adsorcién de la atrazina a estas mismas sustancias debido a cambios en la
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estructurales, composicion de la materia organica, y formacién de complejos con sales

de calcio y sodio.

La degradacion de la atrazina se puede llevar a cabo mediante procesos
biologicos y quimicos. En los procesos bioldgicos se aprovecha la actividad de los
microorganismos utilizando la atrazina como fuente de energia y nutrientes, siendo este
método uno de los principales para la degradacion de este herbicida (Steinheimer, 1993).
Sin embargo, la presencia de ciertos nutrientes como carbono y de nitrdgeno mineral en
el suelo limitan la biodegradacion de la atrazina, debido a que se utilizan estos nutrientes

como alimento en lugar del contaminante (Garcés et al., 2007b).

La migracioén de la atrazina en el agua y el suelo es un proceso complejo. Se ha
identificado que la adsorcion de la atrazina a diversos compuestos del suelo y el agua
pueden complicar la degradacion de este componente (Besse-Hoggan et al., 2009). Las
variaciones en la cantidad y en el tipo de sales presentes en agua y suelo influyen en la
atenuaciéon natural de la atrazina ya que intervienen en el crecimiento de

microorganismos degradadores del herbicida (Besse-Hoggan et al., 2009).

(Garcés et al.,, 2007b) reporté que la vida media de la atrazina en suelos del
Distrito de Riego No. 63 es de 4.5 a méas de 35 dias, mientras que (Gonzéalez-Marquez &
Hansen, 2009) reporta que la atrazina puede existir en los suelos en un tiempo de hasta

120 dias en este mismo Distrito de Riego.

1.5 El uso de microorganismos mejoradores en la agricultura

En 1890, Sergei Nikolaevich investigé acerca de un proceso de vida llamado
guimiosintesis. Llegé a la conclusion que parte de la poblacion microbiana podria
exclusivamente vivir en materia inorganica. Durante su investigacion sugirié que esta
microbiologia podria tener diversas soluciones a los problemas de la agricultura. El

mensaje de su investigacion se esparcio rapidamente a través de la comunidad cientifica
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agricultora e impulso el interés en los métodos bioldgicos para explorar el suelo, dando

como resultado un mayor entendimiento al rol de actual de los microbios en el suelo.

El suelo se define como el material mineral no consolidado que yace sobre la
superficie de la tierra, sirve como medio natural para el crecimiento de las plantas, y en
su desarrollo es influenciado por factores genéticos y ambientales, como el material
parental, el clima (incluyendo humedad y temperatura), organismos y topografia, quienes
han actuado en el tiempo originando como producto el suelo. El suelo es un cuerpo
natural que contiene materia viva, este cuerpo soporta plantas. El suelo entonces,
contiene materia viva, es habitat de organismos vivientes. Este recurso natural alberga

plantas, microorganismos y animales superiores.

El suelo es un habitat diverso en la Tierra, la compleja naturaleza fisica y quimica
del suelo permite aplicar la clasificacién propuesta por (Ruggiero et al., 2015),el Sistema
del Catédlogo de Vida, que consta de siete reinos agrupados en dos superreinos, los

cuales se describen a continuacion.

El suelo entonces se considera un almacén de microorganismos, asi como su
actividad. Se estima que la microfauna viviente consiste en menos del 5% del espacio
total ocupado y esta restringida a los “puntos calidos” en conjuntos de materia organica.
La mayor parte de la diversidad bacteriana y fungica asociadas con el suelo es dificil de
caracterizar principalmente debido a la falta de conocimiento taxonémico. En capas
superiores del suelo, la poblacion bacteriana puede producir cerca de 109 células por
cada gramo de suelo. La mayor parte de esta poblacion no se pueden reproducir en

condiciones de laboratorio (Jangra et al., 2018).

1.5.1 Microflora Importante en la Agricultura (MIA)

La microbiologia tiene diversas aplicaciones en la agricultura, interactta de forma

positiva al suelo y las plantas, obteniendo efectos benéficos dificiles de predecir. La
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microbiologia es muy amplia, como se reporta en la Tabla 6, los cuales son conocidos

por su capacidad en la promocién de crecimiento vegetal (Jangra et al., 2018).

Para los propésitos de este trabajo, se acude al sistema de clasificacion de

Michael A. Ruggiero quien, en el afilo 2015, a los seres vivos los agrup6 en dos

superreinos y siete reinos. Para este trabajo es de interés el superreino Procariota, el

cual abarca el reino de las bacterias y las argueas. Ambos grupos compuestos por

organismos unicelulares.

TABLA 6. Clasificacién de bacterias.

Super Reino Procariota

Super Reino Eucariota

Reinos Reinos
Reino Son organismos  microscopicos Reino Los protistas son eucariotas unicelulares, forman
Archae  unicelulares con gran variedad de Protozoa  filamentos, son coloniales o se agregan en grupos
formas celulares (pleomorfismo) y mas grandes de células. Se dividen en
formas geométricas Unicas. Los Archaeplastida (algas verdes, algas rojas Yy
suelos contienen entre 105 y 1010 ancestros de plantas superiores), Amoebozoa
células microbianas en cada gramo, (muchas especies de ameboides), Opisthokonta
todos los suelos contienen arqueas. (células de collar y hongos), Stramenopiles,
Las arqueas reciclan elementos Alveolata, Rhizaria y Excavata.
como carbono, nitrégeno y azufre,
en diversos habitats de cada
ecosistema. Reino La mayoria de los chromistas tienen capacidad
Chromista fotosintética, cloroplastos y celulosa en su pared
celular, pero a diferencia de las plantas, no son
embriofitas. En los chromistas también se incluyen
algunos organismos heterétrofos sin capacidad
fotosintética y algunos flagelados.
Reino Los hongos se componen de finos filamentos
Fungi Ilamados hifas, tienen un diametro de 3 a 8 nm;
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Reino

Bacteria.

Son organismos microscépicos,
unicelulares o con las células
formando asociaciones simples,
comunmente tienen un diametro de
0.2 micrometros (um) y 2 - 8 pm de
longitud. Presentan gran variedad de
formas, fundamentalmente esféricas
(cocci o cocos), en forma de bastén
o varilla (bacilos) y forma helicoidal
(espirilla), se presentan bacterias
capaces de asumir varias formas

(pleomorficas).

Reino

Plantae

Reino

Animalia

forman el grueso de la biomasa microbiana.
Ayudan a formar los agregados, ponen a
disposicién de otros organismos los nutrientes,
mediante la descomposicion de la materia
organica. La distribucién de los hongos esta en
funcién del carbono orgénico disponible, los
hongos del suelo fundamentalmente son
organismos saprofitos que crecen en tejidos
muertos y en descomposicion. Ahi se tienen a las
micorrizas. Las micorrizas son muy antiguos,
datan de 450 millones de afios (Ma), son de las
primeras colonizadoras del suelo, haciéndolo
estable y equilibrado, favoreciendo la produccién
de plantas y su cosecha.

Las plantas son organismos que tienen una parte
visible sobre el suelo (el sistema de brotes) y una
parte oculta bajo tierra (el sistema de raices). Se
reportan alrededor de 400 000 especies, de ellas
unas 260,000 a 290,000 especies producen
semillas, de éstas 1,000 pertenecen a las
gimnospermas (semilla desnuda) y las restantes a

las angiospermas (plantas con flores y fruto).

Aqui se englona: (1) Microfauna. La microfauna se
refiere a las formas de vida animal cuya longitud
es menor a 0.1 mm; (2) Mesofauna, que incluye
incluye lombrices, neméatodos, &caros, colémbolos,
miriapodos, algunos gasteropodos y muchos
insectos, especialmente termitas y hormigas, aqui
se ubican todos los organismos del suelo cuya
longitud se sitle entre 200 y 1mm; (3)
Vertebrados. Los vertebrados se clasifican en

cinco clases: mamiferos, aves, reptiles, anfibios y
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peces. Se han descrito alrededor de 1 millén 729

especies.

Fuente. Tomado de (Ruggiero et al., 2015)

Se ha encontrado que estos microorganismos también tienen un papel importante
en la proteccion de cultivos al incrementar su capacidad de resistencia a patégenos en
las plantas, actuando como elicitores en oposicion a diferentes bidticos o condiciones

ambientales. (Jangra et al., 2018). Ver figura 6.

La definicion de “microorganismo efectivo” se puede aplicar cuando un grupo de
microorganismos benéficos tienen la capacidad de ser usados como inoculantes
efectivos, estos son aplicados para incrementar la diversidad microbial en el suelo y la
rizosfera del crecimiento de las plantas, ademas de tener una gran importancia en el
manejo de enfermedades, malezas y pestes que dafian la forestacién y los cultivos de
agricultura (Jangra et al., 2018). Ver Tabla 7.

TABLA 7. Microflora importante en la agricultura

MIAs Planta Efecto benéfico Referencia
objetivo
Azospirillum sp. Cynara Incrementa (Liddycoat et al., 2009)

radicalmente la longitud y el peso

Azotobacter sp. Scolymus  Efectos en germinacion (Liddycoat et al., 2009)
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Pseudomonas sp. Vigna Incrementa el peso seco de la planta, nédulo (Ahemad & Khan, 2012b)

radiata de raiz, contenido total de clorofila, vy
cadena PS1 . .
proteinas de semilla
Bradyrhizobiumsp.  Vigna La bacteria puede incrementar los pardmetros (Ahemad & Khan, 2012a)
radiata de crecimiento
cadena MrM6
Rhizobium Pisum Conocida por incrementar las propiedades (Ahemad & Khan, 2011)
sativum simbidticas de las plantas tales como
cadena MRP1 nodulacion y contenido de leghemogoblina,
mejora en la absorcion de nitrégeno y fosforo
Bacillus sp., Oryzae Promociona el crecimiento vegetal (Beneduzi et al., 2008)

sativa
Paenibacillussp.

Fuente. Tomado de (Jangra et al., 2018).

Reguladores del crecimiento (Bio-fertilizante ) Bioosmpasicion
de las plantas
IMPORTANCIA DE LOS [Biolixiviaciénj
[Agricultura natural MICROORGANISMOS
EN LA AGRICULTURA
[Manejo de nutrientes [Manejo de estrésj

FIGURA 6. Importancia de los microorganismos en la agricultura. Adaptado de (Jangra et al., 2018).
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1.5.2 Microorganismos como biopesticidas y biofertilizantes

Actualmente en la agricultura se incluyen los biofertilizantes y biopesticidas como
herramientas modernas. Los biofertilizantes consisten en microorganismos que son
aplicados a las semillas, a la superficie de la planta o al suelo, de esta manera coloniza
la rizosfera y ayuda al crecimiento vegetal debido al incremento de nutrientes primarios

para el anfitrion (Bhattacharyya & Jha, 2012).

Por otra parte, existen los biopesticidas, los cuales usan diferentes mecanismos
de accidn, por ejemplo, produccion de antibidticos, sideréforos, acido ciandrico, enzimas
hidroliticas y un sistema de resistencia inducido. Gran parte de los microbios activos
usualmente son usados para crear biofertilizantes y biopesticidas, de tal manera que el
crecimiento vegetal sea favorecido y exista un control de enfermedades (Chandler et al.,
2008).

La informacion acerca de los microorganismos inoculados del suelo no es muy
grande de acuerdo con la diversidad de estos. Sin embargo, se puede encontrar
informacion acerca de microorganismos especificos de la aplicacion eficaz de
inoculantes a base de Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillu,
Azotobacter, Pseudomonas, microorganismos solubilizadores de fosfato y Trichoderma,
para mejorar la nutricion de las plantas y la produccion agricola (Jangra et al., 2018).
Durante el periodo de otofio invierno de 1999-2000, en México, se evaluaron los
biofertilizantes a base de Azospirillim brasilense, Glomus intraradices y Rhizobium etli en
1.9x10° ha de cepas de frijol en practicamente todo el pais resultando que, cuando se
aplicaron biofertilizantes, el rendimiento incremento cerca de un 62% de manera absoluta
y un 30% en relacion a fertilizantes sintéticos convencionales (Grageda-Cabrera et al.,
2012).

Se ha demostrado que la inoculacion de microorganismos promueve el
crecimiento de las plantas, observandose una mejoria en plan de emergencia, vigor y

biomasa. En México, se incrementé entre el 30 al 70% el rendimiento en cultivos de maiz,
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y 39% en cultivos de cebada en comparacion de cultivos sin inocular. Al inocular
microorganismos promotores de crecimiento, se observo una mejora en la calidad de los
frutos de jitomate y chile. En cultivos de chiles incremento el rendimiento en un 40% y un
30% de incremento en calidad para pimiento morron, ademas de reducir el tiempo de
cosecha. Diversos estudios demuestran que la inoculacion de microorganismos para la
agricultura permite reducir la dosis de fertilizante como nitrégeno, fésforo y potasio
utilizado sin que el rendimiento del cultivo se vea afectado (Grageda-Cabrera et al.,
2012).

En Valle del Yaqui, Sonora, diversas cepas se inocularon en la semilla de maiz y
fueron sembradas en macetas de 2.5 L con muestras de suelo de la region (textura
arcillosa). Se cuantifico durante 6 semanas las caracteristicas fisiolégicas dando como
resultado hasta un 72% de incremento de peso seco aéreo, cerca de 2% de incremento
en el numero de hojas, hasta 77% de incremento en el didmetro del grosor respecto al
control (Parra-Cota et al., 2018).

1.5.3 Manejo de nutrientes

Las plantas son incapaces de obtener nutrientes del suelo sin los microbios
trabajando en el mismo. Los microbios son seres vivos y deben alimentarse de la materia
organica para producir nutrientes. Tan pronto empiezan el proceso de alimentacion,
comienzan a producir diversos elementos como nitrégeno, carbén, oxigeno, hidrégeno,

fésforo, potasio y micronutrientes para las plantas.

El manejo de los nutrientes es la ciencia ligada a la optimizacion del uso del suelo,
clima, factores hidraulicos y entradas de nitrégeno, fosforo, y potasio (Miao et al., 2011).
Los microbios presentes en el suelo, principalmente bacterias y fungi, son conocidos por
su excelente labor en descomponer materia organica del suelo y reciclar residuos

organicos. Estos compuestos producidos se clasifican en tres diferentes clases: de alto
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peso molecular, de bajo peso molecular, y componentes organicos volatiles (Ortiz-Castro
et al., 2009). Ver figura 7.

[ Compuestos producidos por microbios )

Componentes organicos

Alto peso Bajo peso voldtiles

molecular molecular

[Mucilago y proteinas.] consiste en azucares, amino acidos, acidos organicos,

it ; . p : . alcoholes.
fenolicos, vitaminas y diversos metabolitos secundarios.

Conforman la mayor parte de los exudados de la raiz y [Metabolitos aldchidos y J

FIGURA 7. Compuestos producidos por microbios
(Ortiz-Castro et al., 2009).

El tiempo de exudacion es afectado directa o indirectamente por factores
ambientales como temperatura, luz, tipo de suelo, etc. Las plantas que crecen en un
suelo con baja accesibilidad de fosfatos o en presencia de concentraciones toxicas de
aluminio, la exudacién se incrementa predominantemente en &cidos organicos como
acido oxalico, acido maleico, y acido citrico. Estos compuestos actian como fuentes de
atraccion microbiana, o bien, como fuentes de carbono para nutricién (Nihorimbere et al.,
2011).

En la rizosfera diferentes microorganismos compiten por mas nutrimentos y
espacio ecoldgico; han desarrollado diversas herramientas ofensivas contra especies
gue compiten contra ellos, tales como sustancias antibiéticas, enzimas bacterioliticas y
bacteriocinas. Se ha demostrado que los microbios benéficos son capaces de asociarse
con las raices de las plantas con la finalidad de suplir importantes nutrientes como
nitrogeno, fosforo y potasio. Un ejemplo de esto son los hongos micorriza arbuscular (por

sus siglas en ingles AMF), los cuales son un grupo de microbiota util identificada por su
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asociacion simbidtica con las raices de las plantas mas altas. Debido a su naturaleza
saprofita, estan obligados a tener un anfitrion para vivir, y a la par contribuye en la
absorcion de fésforo, agua y, otros macros y micro elementos que ayudan al crecimiento
vegetal. Son aplicados usualmente a cultivos como cereales, legumbres, semillas

oleaginosas y frutas para aumentar su manejo nutrimental (Jeffries & Barea, 2001).

1.5.4 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal representan una amplia
variedad de bacterias del suelo, las cuales cuando crecen en asociacion con las plantas
estimulan su crecimiento (Lugtenberg & Kamilova, 2009). Pueden modificar la
arquitectura de la raiz y promover el crecimiento con la produccién de fitohormonas como
acido indolacético, acido giberélico, citoquininas, y produccion de diversos metabolitos
como lo son sideroforos, acido ciandrico (HCN) y antibiéticos (Kloepper et al., 2007). La
promocion de crecimiento puede brindarse de manera directa al facilitar la adquisicion
de recursos 0 moderando los niveles de hormonas, o de manera indirecta al disminuir
efectos de agentes patogénicos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, de manera
que funcionan como bacterias biocontroladoras. Para efectuar la promocion de
crecimiento, las bacterias contribuyen con distintos mecanismos para que esto sea

posible. Los mecanismos utilizados se muestran en la figura 8.
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Bacterias promotoras del crecimiento

N

Mecanismos Mecanismos
directos indirectos
Adquisicion de recursos, fijacion de nitrogeno,
solubilizacion de fosforo, Antibioticos, sideroforos, por competencia, etileno y
secuestro metalico, resistencia inducida.

citoquininas y giberelinas, acido indolacetico, etileno.

FIGURA 8. Bacterias promotoras del crecimiento.
(Jangra et al., 2018)

A pesar de las interacciones limitadas de promocién de crecimiento, estas
bacterias son usadas comercialmente como una herramienta a practicas en la
agricultura. Sin embargo, los in6culos utilizados en los cultivos representan solo una
pequefia fraccion de todas las practicas en el campo. Los problemas actuales que

presenta la comercializacion de las bacterias promotoras son (Glick, 2012):

° Determinaciones de los tratamientos mas importantes y eficaces, y
su selectividad entre las bacterias y las plantas.

° Mayor comprension de las ventajas y las desventajas de usar
bacterias endodfitas contra rizosféricas.

° Seleccion de las mejores cadenas en las bacterias para un
funcionamiento 6ptimo en el ambiente.

° Mayor comprension de las interacciones entre las bacterias
promotoras y otros microorganismos en el suelo (por ejemplo, hongos).

° Consistencias entre las agencias regulatorias de diferentes paises,

asociadas a la liberacion de bacterias inoculadas y mejoradas al ambiente.
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1.5.5 Solubilizacién y movilizacién microbiana de fosforo.

El fésforo es un nutriente mineral fundamental para la agricultura, el desarrollo de
los cultivos y sus procesos vitales fisiologicos (Krishnaraj & Dahale, 2014), es conocido
por promover el desarrollo de raices, maduracién rapida en plantas, produccion de
semillas, uso eficiente de agua y resistencia a enfermedades. Es un recurso fundamental
en ciertos procesos fisiologicos como el almacenamiento y la transferencia de energia,
fotosintesis, division celular, y formacion de semillas, las cuales toda la energia depende
de un proceso biolégico controlado por moléculas intracelulares: ADP y ATP (adenosin
difosfato y adenosin trifosfato respectivamente). Los microorganismos exhiben
tratamientos benéficos para la biosolubilizacion de formas insolubles del fésforo,
primordialmente en suelos donde la absorcion de fosforo por la planta necesita ser
mejorada. Se ha demostrado que el uso de estos microorganismos incrementa la

absorcion y la eficiencia de muchos cultivos vegetales y cereales (Bargaz et al., 2018).

Un gran nimero de bacterias (pseudomonas, bacillus, azotobacerias, etc), hongos
(penicillum y aspergillus), algas, entre otras, son capaces de solubilizar complejos de
fésforo para liberar fosforo en forma de ortofosfatos a través de mecanismos especificos
implicando &cidos organicos, produccion de sideréforos y enzimas fosfatadas, las cuales
tienen un rol importante para la hidrolizacién fésforo organicos (Bargaz et al., 2018). La
solubilizacion implica produccién de acidos organicos, por ejemplo, acido acético,
gluconico, glucurénico, butirico, fumarico, citrico, lactico, propidnico, succinico, oxalico,
y valérico (Krishnaraj & Dahale, 2014); esto significa que la solubilizacién de fosforo en
el suelo se atribuida a disminuir el pH. La acidificacion de células microbianas permite

liberar aniones de fésforo (P) por la sustituciéon de iones H* y Ca?* (Bargaz et al., 2018).

El género Bacillus tiene capacidad de solubilizar fosfatos, asi se conoce de
especies como B. subtilis, B. megaterium, B. amyloliquefaciens, B. liqueniformis, que se

comercializan por la solubilizacion de los fosfatos gracias a sus excreciones de acidos
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organicos como: acido lactico, isovalérico, isobutirico y acético. También se reportan
otras bacterias que solubilizan fésforo, por ejemplo: Burkholderia, Achromobacter,
Agrobacterium, Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium, Enterobacter, Klebsiella,

Rhodobacter, entre otras.

Ademas de la solubilizacion microbiana de fosforo, los microorganismos
contribuyen al ciclo del mismo, brindando entre el 30 y el 50 % de fdsforo total al
contenido del suelo. Aunado a sus contribuciones positivas, los microorganismos del
suelo se involucran en la produccién de fitohormonas, mejora de la resiliencia al estrés
biético y abidtico a través de la produccion de compuestos especificos (compuestos

antihongos) (Bargaz et al., 2018). Como se muestra en la figura 9.

Fertilizantes minerales de P ) Mejora la disponibilidad de P
(TSP, DAP,MAP,RP) Mejora la captacion de P
Captacion directa w Resi}ster;c':i'a'al
Mejora la disponibilidad de P ) HPOS HPOGS ————— P Gl
Mejora la captacion de P
? P o o o Resistencia a
o 0 Mejora la disponibilidad de P 1)) lospatosenos
° Mejora la captacion de P |
Produccion de antibioticos
B Mineralizacion de P Produccion de IAA
Adsorcion Produccion de exopolisacaridos

Produccion de HCN
Produccion de sideroforos
Produccion de ACC desaminasa
Produccion de Antioxidantes

Produccion de
Fosfatasa y fitasa

Superficie mineral

Complejo (dependiente de pH)

Proporcion dependiente de P
Fuente de C

L Acido glucénico
& . Acido propionico
uelacion de caiones o o o 2 1Y
Ca, Fe, Mn y Al QSolubilizaci(')n de P —(Produccmn de acidos organicos Acido oxdlico

_ Acido succinico
Acido 2-cetogluconico

FIGURA 9. Solubilizacion y movilizacién microbiana. Tomado de (Bargaz et al., 2018).
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1.5.6 Bacterias fijadoras de nitrogeno

De manera general, la fijacion de nitrogeno se refiere al proceso microbiano, por
el cual nitrégeno atmosférico es transformado a amoniaco (NHs3) por medio de una
reduccién en presencia de nitrogenasa. Esta conversién enzimética se encuentra en una
gran diversidad de microorganismos llamados diazotrofos. Algunos diazétrofos tiene la
habilidad de poder fijar el N2 en un estado libre, mientras que otros efectdan la fijacion
con ayuda de plantas con bacterias simbi6ticas realizando modificaciones estructurales
y fisioldgicas en los nédulos de las raices de la planta (Glick, 2012).

Ambas fijaciones, simbidtica y no simbidticas, constituyen una mejora en la
entrada de nitr6geno en los agroecosistemas, ademas que proveen un complemento
ecoldgicamente aceptable o un sustituto para los fertilizantes con bases nitrogenadas.
La fijacidon de nitrégeno usualmente esta limitada por la disponibilidad de nutrientes en el
suelo, para esto, se requiere una concentracidon minima de fésforo para el proceso de
fijacion. Generalmente, en suelos que poseen una pequefia fraccion de fésforo
disponible, el crecimiento de la planta se asocia con rutas metabdlicas que pueden
resultar impares, lo que hace necesario la aplicacion de fertilizantes minerales de fosforo
para enriquecer el suelo de manera que se llenen las necesidades de la planta para un

mejor crecimiento y eficiencia (Glick, 2012).

Representan un biofertilizante ecolégico y se dividen en dos grandes grupos: Las
simbidticas, especificas de las leguminosas, como el Rhizobium, y las libres, que viven
en el suelo y no necesitan la planta para su reproduccion, como el Azotobacter y el

Azospirillum, entre los mas importantes en agricultura.

1.5.7 Solubilizacién y movilizaciéon microbiana de potasio.

El potasio es un elemento importante para la formacion de aminoacidos y

proteinas a partir de los iones amonio, los cuales son absorbidos por las raices desde el
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suelo. También es responsable para la transferencia de carbohidratos, proteinas de las
hojas a las raices, tiene un rol importante para la absorcion de otros elementos como el
nitrégeno, fésforo, y calcio. Regula la permeabilidad de la membrana celular, incrementa
la resistencia a condiciones de alta temperatura y baja humedad, ademas de funcionar

como insecticida y control de enfermedades (Chandra & Greep, 2006).

Se ha demostrado que la comunidad de microorganismos en el suelo es capaz de
influenciar en la fertilidad a través de procesos como descomposicion, mineralizacion, y
almacenamiento de nutriente. Diversas fuentes reportan que algunos microorganismos
benéficos como lo son bacterias saprofitas, cadenas de hongos y actinomicetos son
capaces de solubilizar el potasio a través de diversos mecanismos. Algunos de estos
mecanismos son la produccién de acidos organicos e inorganicos, acidolisis, por
complejos, quelacion, polisacéarido y reacciones de intercambio (Etesami et al., 2017). Se
conoce que Trichoderma sp, Bacillus sp Bacillus mucilaginosus, tienen capacidad

solubilizadora de potasio.

La solubilizacion del potasio también contribuye en el crecimiento vegetal a través

de dos mecanismos:

. De forma directa suministrando recursos/nutrientes a las plantas (fuente de
nitrégeno, fésforo, hierro, y minerales esenciales), regulando los niveles de
hormonas en las plantas (citoquininas, giberelina, acido indolacéetico y
etileno).

o De forma indirecta al disminuir efectos nocivos de diversos patégenos para
el crecimiento y eficiencia de las plantas como un agente de bio-control
(Etesami et al., 2017).

De manera general, la solubilizacion de potasio es fuertemente influenciada por el
pH, oxigeno, y minerales de potasio. Los microorganismos contribuyen a la solubilizacién

al liberar K* de minerales con K- a través de diversos mecanismos moleculares. Protones
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H* liberados pueden disolver directamente los minerales, dando como resultado un
intercambio de potasio. Asi como en el caso del fésforo, la mayor solubilizacion se lleva
a través de produccion de &cidos orgénicos e inorganicos, y produccion de protones
(mecanismo de acidodlisis) para solubilizar el potasio y sea absorbido por las plantas. Los
acidos mas efectivos para la disolucion son los acidos oxalicos, tartaricos, citricos,
malicos, succinico, lactico, propionico, entre otros. En el proceso de acidificacion,
también se puede producir amoniaco y sulfuro de hidrogeno, los cuales se pueden oxidar
en el suelo como acidos fuertes como acido nitrico y 4cido sulfurico. Los iones hidrogeno
desplazan iones como Mg?*, Ca?*, Mn?*, y K*. Ademas de disminuir el pH, la produccion
de acidos por las bacterias solubilizadores pueden liberar iones K* por medio de
formacion de complejos (quelacién) con iones Si**, Al**, Fe?* y Ca?* con minerales que

contienen potasio (Etesami et al., 2017). Ver figura 10.
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i. Proporciona N para la planta (fijacion de nitrogeno molecular).
Bacterias fijadoras j'/\un'wnta 'cl cr.c'cimicnto de la plz'm}a y la raiz, lo que lleva a una mayor absorcion de nutrientes (N, P, K, etc.)
de nitréeeno P ii. Mineralizacién de formas organicas de N en el suelo.
g

L iii. Inmovilizan N en biomasa microbiana.
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i. Acidificacion (acidolisis).
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vi. Formando biopeliculas en las superficies minerales rizosféricas.

vii. Inmovilizando K en biomasa microbiana.
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ix. Desplazamiento de K, Mg, Ca y Mn del complejo de intercambio catifionico con H en el suelo.
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i. Proporcionar Fe y otros micronutrientes ( por ejemplo, Zn, Cu, etc.).

ii. Quelacion.
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FIGURA 10. Mecanismos directos e indirectos de los PGPR para promover el crecimiento de las plantas y
proporcionar K para plantar. 1AA, &cido indol-3-acético; PSB, bacterias solubilizadoras de fosfato; ACC, 1-
aminociclopropano-1-carboxilato; KSB, bacterias solubilizantes de potasio; y SPB, bacterias productoras de
sideréforos.

(Etesami et al., 2017)
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1.5.8 Microbios como elicitores bioticos.

Un elicitor es una sustancia quimica de un origen distinto que desencadena
respuestas fisiologicas y morfoldgicas en la planta, a manera de ejemplo se identifica al
jasmonato de metilo, acido jasmonico, acido salicilico y el perdxido de hidrogeno, estas
moléculas imitan la accion de sefalizacion de las plantas y producen especies reactivas
de oxigeno, con ello logran que el vegetal produzca hormonas de defensa y mecanismos
antioxidantes, enzimaticos o no enziméaticos, para mitigar los efectos de las especies

reactivas de oxigeno.

Los elicitores generalmente protegen a las plantas con un mecanismo de defensa
(Thakur & Sohal, 2013). En la mayoria de los casos, los elicitores basicamente se derivan
de los microbios. Las moléculas de sefializacion como el acido salicilico, metil jasmonato
y oxido nitroso, ayudan a acumular un amplio rango de metabolitos secundarios de la
indole de glucosinolatos, fitoalexinas y alcamidas los cuales tiene una fuerte capacidad
de comunicacion con las comunidades microbianas (Jangra et al., 2018).

Especies de microorganismos de los géneros,como: Bacillus, Burkholderia,
Stenotrophomonas, Micrococcus, Microbacterium, otras, presentan mecanismos directos

e indirectos en la promocién del crecimiento vegetal. Por ese motivo se inoculan al suelo.

En el caso del género Bacillus, se ha acudido a él como agente de biocontrol dada
su capacidad colonizadora en raices, tiene capacidad de producir numerosos antibiéticos
con una amplio abanico estructural y funcional. Las especies de Bacillus producen
lipopéptidos, que se distinguen por su accion antimicrobiana.

Se considera una urgencia purificar y caracterizar la unién de elicitores especificos
de manera que el intercambio de sefiales de proceso de las defensas del anfitrion pueda
ser comprendidas. Durante sequias, las plantas alteran una serie de respuestas
fisiol6gicas como cierres estomaticos debido al incremento de contenido de &cido

abscisico, y la acumulacion de solutos compatibles (Jangra et al., 2018). La rizosfera y
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la endosfera son dos importantes regiones donde la colonizacion de microbios es optima.

Los microbios inoculados incrementan su potencial de crecimiento vegetal hasta un 40%.

1.5.9 Manipulacién molecular de microorganismos importantes en la agricultura

Ciertas bacterias aisladas del suelo poseen propiedades que permiten tener
efectos benéficos en plantas ya sea al mejorar la nutricion del cultivo o reduciendo dafios
causados por patdgenos, diversos microorganismos llegan al campo de forma inoculada.
Las bacterias genéticamente modificadas han permitido numerosos experimentos con
plantas, que permiten el monitoreo de efectos que realizan los microorganismos
modificados en el ambiente, asi como su impacto en la micoflora. Los microbios
transgénicos se han aplicado en la agricultura para mejoramiento del campo, resistencia
a pesticidas y enfermedades, biorremediacion, control de malezas, etc. Muchos
patégenos de las plantas no son suficientemente fuertes para el control de malezas, sin
embargo, el uso de microorganismos alterados permite una actividad bioherbicida mayor
(Jangra et al., 2018). En la Tabla 8 se enlistan.

TABLA 8. Manipulacion molecular de microorganismos.

Microbios transgenicos Actividad Referencia
P. putida R20 Mejora la actividad fertilizante y pesticida (Staley & Brauer, 2006)
Pseudomonas putida Biovas B. Fitorremediacion 'y  promocion en el (Rodriguez et al., 2008)

crecimiento vegetal
Cadena HS-2
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Fusarium arthrosporioides Mejora la actividad micoherbicida (Olubukola Oluranti
Babalola, 2010)

Alternaria cassiae Actividad micoherbicida mejorada (Olubukola O. Babalola,
2009)
Trichoderma koningi Actividad insecticida mejorada (Lietal., 2013)

Cadena Pseudomonas y rhizobium Mejora la supervivencia en el suelo con (Staley & Brauer, 2006)
biocontrol, biorremediacion, promocion de

crecimiento, y actividad de nodulacién

Fuente. Tomado de (Jangra et al., 2018).

1.5.10 Métodos de estudio para la diversidad microbiana

Actualmente existen diversos métodos para el estudio de los microorganismos en
el suelo, los cuales se pueden agrupar en dos categorias: dependientes del cultivo e

independientes del cultivo.

Entre los métodos dependientes del cultivo se destacan los mas usuales como
vertido, extension, estria y goteo en placa. A diferencia del método de vertido, en la
extensién en placa la muestra de suelo se coloca sobre la superficie del agar, permitiendo

asi el aislamiento de todas las colonias.
Otra técnica de aislamiento es la de estria en placa, donde al agar se hacen

estrechas estrias donde seran colocados las muestras diluidas, de manera que las

colonias que se forman sean menores que en el método de vertido. El método de goteo
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tiene ciertas ventajas, ya que se gotea volumenes diluidos y conocidos de inoculo en la

superficie del agar, de manera que crezcan colonias con diferentes tamanos.

Los métodos independientes de cultivo son técnicas moleculares que incluyen la
hibridacion, secuencia de ADN, mapeo de restriccion, bandas cromosomicas, secuencia
de amino acidos, reaccion en cadena de polimerasa (PCR), la cual usa el ADN y ARN
especifico de los microorganismos del suelo. Esta Ultima técnica puede ser utilizada para
preparacion de librerias de clones, de donde se obtienen informacion util como su
caracterizacion y clasificacion de las bacterias u hongos en el suelo, ademas de proveer

una imagen de la diversidad microbiana.

1.6 Beneficios de la biodegradacion de xenobioticos

Uno de los problemas ambientales es la acumulacion de compuestos
recalcitrantes, los cuales tienen un grave efecto en el ambiente (Garcia Pefia, 2016). Los
compuestos xenobidticos, los cuales se catalogan como tdxicos para seres vivos, es un
tema de interés mundial, son extremadamente persistentes debido a que son
termodindmicamente estables. Estos tienen varios efectos toxicos en los humanos,
siendo clasificados con efectos carcin6genos, mutagénicos y teratogénicos (Agrawal &
Kumar, 2015).

Los compuestos xenobidticos son sustancias quimicas ajenas a organismos
vivos, por lo que no se producen naturalmente, son creadas por los seres humanos, lo
gue los hace altamente recalcitrantes. Entre los principales xenobibticos se mencionan
los alcanos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, antibioticos, pigmentos azoicos
sintéticos, pesticidas, combustibles, solventes, dioxinas y bifeniles policlorados,
poliarométicos, compuestos nitrados y clorados, entre otros (Agrawal & Kumar, 2015).
Se considera que la contaminacién por compuestos xenobidticos puede ser desde una

fuente directa o de fuentes indirectas.
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Se conoce como fuentes directas de compuestos xenobiéticos a la principal fuente
de desechos de aguas y soélidos residuales, plasticos, hidrocarburos, pinturas,
pigmentos, residuos de papel y pulpa, y pesticidas utilizados en la agricultura (Varsha
et al., 2011). Ver en la figura 11.
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Residuos solidos [Desechos pla’sticos]
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Efluentes de
pintura y tinte

FIGURA 11. Diferentes fuentes de residuos industriales.
(Varsha et al., 2011)

En las fuentes indirectas de xenobibticos estan clasificados compuestos activos
de xenobidticos que son desechados directamente por fabricas u hospitales, donde se
incluyen anestésicos, hormonas, antibitticos, los cuales se bioacumulan de organismo a
organismo por cadena alimenticia; biomateriales que son sintetizados a partir de
polimeros sintéticos debido a que sus subdegradados se consideran toxicos para el
cuerpo. La bioacumulacién de pesticidas y procesos de biomagnificacién conllevan
efectos toxicos para los animales y la humanidad, siendo asi que en la mayoria de los
pesticidas tienen un tiempo de vida medio de 10 afios, los cuales se almacenan en las

partes de las plantas como sus frutos y vegetales (Varsha et al., 2011).
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1.6.1 Biodegradacion de compuestos xenobiodticos

Diversos métodos fisico-quimicos se han desarrollado para el tratamiento de
compuestos xenobibticos en el ambiente. Sin embargo, estos métodos son usualmente
costosos y producen productos indeseables a menudos, los cuales son dificiles de tratar
(Agrawal & Kumar, 2015).

Para lidiar con este problema, se han reportado otras técnicas amigables con el
ambiente. Actualmente, diversas estrategias de biodegradacion se han desarrollado para
reducir la bioacumulcién y la biomagnificacidon de xenobidticos, dando preferencia a

procesos como (Agrawal & Kumar, 2015):

° Remediacién microbiana
° Fitorremediacion
° Otras técnicas

Se conoce como biodegradacion a la accion de los microorganismos que
transforman los contaminantes toxicos en sustancias no-dafinas o menos dafiinas de
acuerdo a la sustancia original. Por naturaleza, los microorganismos, son recicladores,
convierten materia organica toxica en compuestos inocuos como el agua o el diéxido de
carbono, ademas de que la mayoria de los microorganismos, bacterias principalmente,
poseen habilidades desintoxicantes, mineralizan, transforman o inmovilizan

contaminantes (Fewson, 1988) (Agrawal & Kumar, 2015).

En las ultimas décadas se ha documentado que los pesticidas contribuyen con
una gran carga de contaminacién al medio ambiente, y debido a su lenta degradacion se
considera que la biodegradaciéon microbiana es una solucion desde que los pesticidas

atacan de manera directa e indirecta los ecosistemas y el ambiente (Fewson, 1988).

A la par, se debe tener cuidado al utilizar una biodegradacion, debido a que puede

ser contraproducente ya que esta puede no realizarse completamente dando como
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resultado la activacion de subproductos o compuestos tdéxicos a partir de precursores
inocuos o favorecer la recalcitrancia. Mientras que algunos xenobidticos son degradados
facil y rdpidamente, otros compuestos pueden resultar altamente recalcitrantes. Los

motivos principales para la recalcitrancia son (Agrawal & Kumar, 2015):

° La concentracion de sustrato es muy alta
) El sustrato se encuentra adsorbido y es fisicamente inaccesible
(adsorbido en arcilla, lodos, etc.)

° Temperatura, pH, concentracién de oxigeno

° Condiciones no Optimas para los microorganismos

° Nutrientes o co-metabolitos inadecuados

) El sustrato no es susceptible para degradar debido al tamafio de su

cadena o su condicion insoluble.
° El sustrato: no se puede transportar en las células, interfiere en el
metabolismo de las células, los subdegradados interfieren en el metabolismo de

las células.

Los microorganismos demuestran su capacidad de degradar compuestos
xenobidticos por sus rutas metabdlicas al explotar nuevas fuentes de carbono, de manera
gue desintoxica los compuestos. Su mecanismo de accion puede llevarse a cabo con: 1)
biodegradacion aerobia, o 2) biodegradacion anaerobia. El proceso de degradacion
aerobia requiere un exceso de Oz entregado en sus sistemas, debido a que requieren

bioincrustar oxigeno en sus aplicaciones remediales (Agrawal & Kumar, 2015).

En el proceso de degradacién los compuestos pueden funcionar como donadores
0 aceptores de electrones, dependiendo del estado de oxidacion del contaminante. En
la degradacion aerobia, el oxigeno puede actuar como un aceptor de electrones para los
compuestos aromaticos y de esta manera activar el sustrato. Muchos consorcios
bacterianos son capaces de crecer en los quimicos xenobidticos produciendo enzimas,

las cuales degradan los compuestos téxicos (Agrawal & Kumar, 2015).
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En ambas reacciones de degradacion se produce COz2, sin embargo, Si no existe
una fuente de oxigeno solo se llevara a cabo una reaccién anaerobia produciendo
metano, y en ciertos casos alcoholes orgdnicos y compuestos organicos nitrados
(Shimao, 2001).

Biodegradacion aerdbica

Compuesto xenobiético + Oz ----- > CO2 + biomasa + residuo mineral (Shimao,
2001).

Biodegradacion anaerodbica

Compuesto xenobidtico ----- > CO2 + CHs4 + H20 + biomasa + residuo mineral

(Jayasekara et al., 2005).

El proceso de formacion de gases como didxido de carbono, metano, compuestos
nitrados es conocido como mineralizacion. Se considera que la mineralizacion esta
completa cuando toda la biomasa es consumida y toda la fuente de carbono es

transformada a diéxido de carbono (Agrawal & Kumar, 2015).

1.6.2 Biorremediacion de suelos y ecosistemas con atrazina

La biorremediacion es un concepto que se ha estado estudiando desde 1940 por
microbib6logos. Sin embargo, se volvié conocida cerca de 1980 en Estados Unidos, como
una propuesta tecnoldgica para limpiar las costas contaminadas con aceite derramado

en Alaska.
La biorremediacion es el proceso donde se utilizan microorganismos o sus

enzimas para remediar el ambiente contaminado a su condicion original, de manera que

se reduce los contaminantes o su toxicidad con una tratabilidad tecnolégica. En la
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biorremediacion se involucran factores como la desintoxicacion y mineralizacion de

componentes, (Varsha et al., 2011).

Cuando los contaminantes son persistentes en el medio ambiente, usualmente su
degradacion se lleva a cabo por medio de diversos pasos a través de poblacion
microbiana o sistemas de enzimas. La biorremediacion se emplea en sitios donde se
tiene agua de desechos, lodo o superficies con agua, suelos, sedimentos e incluso por
el aire, donde liberan quimicos contaminantes (Varsha et al., 2011).

La biodegradacion microbiana es uno de los procedimientos que se puede utilizar
para la mineralizacion de compuestos xenobitticos donde se utiliza el contaminante
como combustible o comida para realizar la biodegradaciéon, de manera que los
microorganismos usan los xenobidticos como su sustrato para crecer, degradarlo o

fragmentarlo (Varsha et al., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, no todos los microorganismos son
capaces de llevar una degradacion, solo una parte de esta poblacién es considerada
como Microorganismos Efectivos (ME), los cuales segregan acidos organicos y enzimas
para su uso en la biodegradacién de compuestos antropogénicos. Actualmente, los
microorganismos pueden ser obtenidos de aguas residuales, lodos de destilacion, o
lugares donde puedan desarrollar resistencia a componentes téxicos (Varsha et al.,
2011).

Debido a que la atrazina tiene baja absorcién en el suelo y un tiempo de vida largo,
tiene un alto potencial para contaminar superficies de agua, agua subterranea, y suelos
a pesar de su solubilidad moderada. Desde 1960 a 1980 la atrazina fue considerada
como poco biodegradable, sin embargo, desde 1995 se han reportado diversos estudios
acerca de las rutas metabdlicas para la atrazina por medio de la decloracion hidrolitica,

obteniendo hidroxiatrazina como primer intermediario (Fan & Song, 2014).
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Entre las bacterias, existen reportes de la degradacioén de atrazina con cadenas
como Pseudomonas sp., Rodococcusrhodochrous, Actinetobacter spp., Aerobacterium
sp., Deinococcus sp. y Delftia acidovorans. Asi como consorcios de especies de
Agrobacterium  tumefaciens, Caulobacter cescentus, Pseudomonas putida,
Sphingomonas, yaniokuyae, Nocardia sp., Rhizobium sp, Flavobacterium oryzihabitans

y Variovorays paradoux, Pseudomonas sp. (Sene et al., 2010).

Estos microorganismos fueron aislados del suelo contaminado con atrazina
demostrando la mineralizacion completa del anillo triazinico. La biodegradacion inicia con
la decloracion hidrolitica catalizada por la enzima atrazina clorohidrolasa (AtzA), seguido
por dos reacciones de desaminacion catalizada por hidroxi-atrazina etilamino-hidrolasa
(AtzB) y N-isopropil amina isopropil-amino-hidrolasa (AtzC), los cuales convierten la
atrazina secuencialmente a acido cianurico como se observa en la figura 12, para ser
finalmente mineralizado en amoniaco (NHzs) y dioxido de carbono (CO2) por otras tres
hidrolasas (AtzDEF). Ver figura 13. En algunos casos, el primer paso de la degradacién
puede ser con dietilatrazina o diisopropilatrazina (de Souza et al., 1998).
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Existen diversos beneficios de la biodegradaciéon de compuestos xenobiéticos,

entre ellos se destacan:

° Desintoxicacion
° Descontaminacién
) Biorremediacion: biodegradacion de compuestos o0 materiales

peligrosos o dafinos
° Desactivacion: conversion de productos toxicos a no téxicos

(subdegradados o mineralizacion)
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° Formacion de productos (plasticos, fibras, etc) (Fewson, 1988)
° Es un proceso natural
) Existe una gran variedad de contaminantes que pueden ser

degradados por este método

° Puede realizarse en el sitio sin causar disrupciones de actividades
usuales

) No requiere costos de transporte o0 excavacion

) El esfuerzo humano es mucho menor comparado a otras
tecnologias

° No requiere una supervision manual (Speight, 2018)

Una de las mejores ventajas de la biorremediacion ante otros métodos
convencionales es el ahorro de recursos humanos y tiempo para limpiar el sitio
contaminado, cuando se usa apropiadamente se puede obtener grandes beneficios. Se
puede definir la biorremediacion como ambientalmente amistoso debido a que ninguna
sustancia toxica desconocida se agrega al ecosistema. Se sabe que el uso de este
meétodo no requiere realizar ninguna disrupcion al habitat natural, permitiendo que los
organismos degraden los xenobioticos toxicos en compuestos simples no dafiinos al
ambiente (Speight, 2018).

Después de eliminar los contaminantes del suelo, las mismas bacterias estimular
el crecimiento de microbios mas resistentes que consumen las mismas impurezas como
energia, protegiendo el campo a largo plazo, ademas que los productos degradados
funcionan como biofertilizantes promoviendo un mejor crecimiento de las plantas y

manejo de nutrientes (What Is Bioremediation and Why Is It Important?, 2017).

1.6.3 Laimportancia de la mineralizacion en la biodegradacion de xenobiéticos

La contaminacion ambiental por xenobidticos es un fenbmeno resultante de las

actividades del ser humano, debido al aumento en urbanizacion y el crecimiento
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poblacional. La generacion de una enorme cantidad de sustancias toxicas liberadas del
uso humano y desechos industriales son el principal problema de la contaminacion de
los ecosistemas (Sikandar et al., 2013). Entre los principales contaminantes se pueden
nombrar los compuestos orgénicos nitrados y halogenados (Jain et al., 2005), herbicidas,
insecticidas y fertilizantes que son usados en actividades agricolas, asi como
compuestos sintéticos por actividades industriales (Reineke & Knackmuss, 1988). La
composicion de los compuesto xenobioticos conlleva a posibles efectos en la flora
acuatica, fauna, riesgos humanos, que implica ser mayor que otros compuestos

qguimicos.

Se ha observado un incremento en la cantidad de xenobidticos, especialmente
farmacéuticos, en superficies de agua en todo el mundo. Esto ha provocado un
incremento en la preocupacién respecto a los efectos que se tienen en la flora y fauna
acuatica. La posible exposicion directa de compuestos xenobidticos en humanos puede
ser en centros de trabajo, como lo son los campos de cultivo, o bien por consumo directo
como comida, pinturas, detergentes, cosméticos, etc., o de manera indirecta por aire,

agua y suelo (Embrandiri et al., 2016).

Cada afio, mas de 13 millones de muertes y el 24% de las enfermedades son
relacionadas al resultado de los contaminantes que pueden ser evitados. Hoy en dia, se
pueden encontrar metabolitos de sustancias xenobioticas en presencia de comida y agua
potable, asi como en rios y mares (Banjoko, 2014). Los xenobidticos usualmente son
liberados al ambiente en su forma original o como metabolitos, donde la principal fuente
de contaminacién son los desechos industriales y municipales. Existe una necesidad
urgente de degradar estos compuestos de una forma amigable con el ambiente con
técnicas mencionadas anteriormente, como la biorremediacion microbiana,

fitorremediacion, y fotorremediacion y sus variantes (Embrandiri et al., 2016).

La mineralizacion es uno de los factores mas importantes en la biorremediacion
de ecosistemas. Es sinénimo del ultimo paso de la biodegradacién, o bien, una

degradacion completa, donde se transforman los componentes toxicos xenobiéticos a
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componentes minerales o biomasa, resultando en la destruccién parcial o total del
compuesto original. La descomposicion de materia organica ha sido ampliamente
estudiada en cuerpo de agua y otros ecosistemas, debido a su importancia en el ciclo de
carbono y nutrientes, secuestro de carbono, liberacion de gases como metano y
produccion de materia organica disuelta en el suelo (Zabel & Hensen, 2002). Sin la
biomineralizacion no seria posible degradar los compuestos acumulados, debido a que
presentan resistencia a la degradacion bidtica, a este fendmeno se le conoce como

recalcitrancia, y es una caracteristica de la mayor parte de los compuestos xenobioticos.

La mineralizacion es el término general para el proceso por el cual los
microorganismos forman minerales a partir de la eliminacion de contaminantes del suelo,
previendo de desintoxicacion, asi como una biorremediacion dependiendo el tipo de
contaminante. La interaccion de microorganismos con diferentes contaminantes puede
ocurrir en la superficie de la célula. Dependiendo la naturaleza del contaminante, la
interaccion puede resultar en la modificacion del estado de oxidacion, resultando en una
biomineralizacion. Este fendmeno incluye la reaccion quimica de iones con la membrana
transportadora, variando asi su estado a una forma mineral. El efecto final en el ambiente
es la reduccion de los iones contaminantes solubles, el cual es usado usualmente para

desintoxicar lugares contaminados (Prasad & Aranda, 2018).

En la mineralizacién se explotan los organismos en situaciones contaminadas
para transformar, neutralizar, eliminar compuestos téxicos, o bien, evitar la acumulacion
de compuestos xenobidticos en el ambiente; toma lugar a través de reacciones
catabdlicas y el uso de energia para destruir los compuestos toxicos. En algunos casos,
la biorremediacién puede llevarse a cabo Unicamente con el contaminante, sin embargo,
en otros casos puede ocurrir que no es posible utilizar el contaminante como la Unica
fuente de energia, en el cual se debe transformar a través de enzimas especificas
utilizando otras sustancias para llevar a cabo la mineralizacion, este proceso es llamado

cometabolismo (Prasad & Aranda, 2018).
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El cometabolismo describe la situacion en la cual los microorganismos son
capaces de degradar una sustancia en presencia de otros componentes. Se requieren
co-sustratos especificos en el caso de un proceso llamado enriquecimiento analogo. Esto
ocurre cuando el compuesto recalcitrante y el co-sustrato estan relacionados, y el co-
sustrato induce la produccion de algunas, o en algunos casos todas, las enzimas
requeridas para degradar el compuesto recalcitrante, el cual no puede actuar como

inductor por si mismo (Knapp & Bromley-Challoner, 2003).

El cometabolismo no especifico generalmente ocurre en casos donde los
organismos degradadores no obtienen ningun beneficio de la degradacion de los
compuestos recalcitrantes. Es decir, los organismos no pueden utilizar la energia o la
fuente de carbon resultante del proceso de degradacion, por lo cual requieren ser
suministrados de una fuente externa de carbén y energia donde se puedan reproducir
(Knapp & Bromley-Challoner, 2003).
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Capitulo II.-
Metodologia



En el presente capitulo se desarrolla la metodologia para evaluar la degradacion
de la atrazina mediante un consorcio microbiano de origen agricola extraido. Ademas,
se describirdn los procedimientos llevados a cabo para obtener los resultados de la
cuantificacion de los microorganismos y la atrazina, durante la degradacion. Esta

metodologia consta de las etapas que a continuacion en la figura 14.

“Preparacion de medio minimo™ J

U

“Preparacion de medio mimimo,
contaminado con atrazina”

U

“Insercion del consorcio

microblano™

{

[ “Experimentacion” ]
9
[ Muestreo J |:> [ Centrifugar
{ L

[ Medicion por TOC ] [ Secar en estufa ]

U

Medicion

[ Medicion por UV-VIS ]

%

E> [ Medici6n por HPLC ]

Peso seco

FIGURA 14. Experimentacion. [Elaboracion propia]
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2.1 Compuestos

En la Tabla 9, se enlistan los compuestos utilizados para el desarrollo del

proyecto.

TABLA 9. Reactivos usados para el medio minimo.

Compuesto

Marca Grado

Cloruro de amonio

Cloruro de calcio anhidro

Cloruro de sodio

Cloruro de magnesio

Fosfato de potasio

Molibdato de sodio

Cloruro de niquel

Cloruro de cobre (I1)

Cloruro de cobalto (I1)

Acido boérico

Sulfato de Zinc

Citrato de hierro

Realit’s productos quimicos

Fermont

Realit’s productos quimicos

Meyer

Fermont

Realit’s productos quimicos Todos son
grado

Realit’s productos quimicos analitico

Realit’s productos quimicos

Realit’s productos quimicos

Fermont

Realit’s productos quimicos

Sigma-Aldrich
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Wohler
Agua desionizada

NA
Agua destilada

NA

Fuente. Elaboracion propia.

2.2 Equipos y Métodos

Se utilizaron los equipos y métodos mencionados en la Tabla 10. Las referencias

para utilizar estas metodologias se pueden consultar en la bibliografia referida.

TABLA 10. Equipos empleados en la experimentacion.

Método Fundamento

Equipo

Determinacion de pH Tomado de (Pagina 167 -
FARMACOPEA, s. )

Determinacion de biomasa  Tomado de ((Pagina 318 -
FARMACOPEA, s. f.))

Determinacion Modificado de (Zhao et al.,
espectrofotométrica de 2008)
atrazina

Tomado de (Zhao et al.,

Separacion Cromatogréafica 2008)

Potenciémetro marca Metrohm modelo 827
pH lab.

Balanza analitica marca Sartorius
modeloTE313S

Centrifuga marca Thermo scientific modelo

Sorvall Legend Micro 21

Espectrofotometro UV-Visible marca
Shimadzu modelo UV-1601

Cromatdgrafo de liquidos marca Perkin

Elmer modelo Flexar
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Tomado de (Cruz-Narvéez

Determinacion de Carbono Analizador de carbono total marca GE
etal., 2018)

Analytical Instruments modelo Siever

Innovox

Fuente. Elaboracion propia.

2.3 Elaboraciéon del in6culo

Se tomaron 100 pL de cada uno de los consorcios microbiano resguardados en el
Laboratorio de Posgrado e Investigacion de Operaciones Unitarias de la Escuela
Superior de Ingenieria Quimica e Industrias Extractivas, obtenidos de (Cruz-Narvaez
et al., 2018), los cuales proceden de las cepas que integran el Consorcio Microbiano del
Mdodulo de Produccién de Abonos Organico y Lombricultura de la Universidad Autébnoma
Chapingo. Las alicuotas tomadas se homogenizaron en medio minimo recomendado por
(Cruz-Narvéez et al., 2018), conteniendo (1.2 mL-L* FeCl2 0.1 %, KH2PO4 0.5 g-L?,
MgCl2 0.4 g-L't, NaCl 0.4 g-Lt, NH4Cl 0.4 g-Lt, CaCl2 0.05 g-L, 1 mL-L* solucién
elementos traza [ZnSO4 10 mg-L?, MnCl2 3.0 mg-Lt, H3 BO4 30 mg-L%, CoCl2 20 mg-L-
1, CuCl2 1.0 mg-L%, NiCl2 2.0 mg-Lt, Na2 MoOa4 3.0 mg-L1]).

El inéculo fue acondicionado por 5 dias a una temperatura de 35°C, con agitacion

constante en una soluciéon de 100 mg-L* de atrazina, llevada a aforo con medio minimo.

2.4 Elaboraciéon de curva de crecimiento microbiano.

Se prepararon tubos de ensaye de 10 mL, conteniendo medio minimo
contaminado con atrazina en concentracion de 100 mg-L' y 10 mL del inéculo
previamente acondicionado; Para realizar el analisis se efectud la medicion por 28 dias,

con agitacién constante a una temperatura de 35°C, la biomasa se determiné mediante
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centrifugacion a 10,000 rpm por 10 minutos, llevando a sequedad y determinando el peso

diferencial correspondiente.

2.5 Determinacién de la concentracién de atrazina

a) Medida directa en UV-VIS:

La medicion se efectu6 en el espectrofotometro UV-Visible marca
Shimadzu modelo UV-1601; Tomando alicuotas de 5 mL de los tubos de ensaye
previamente centrifugados, utilizando como blanco agua destilada, midiendo la

absorbancia, en un rango de longitud de onda de 400 a 200 nm.

b) Cuantificacién por HPLC-PDA

La medicion se efectud en un Cromatografo de liquidos marca Perkin EImer
modelo Flexar, utilizando una columna fase reversa C18 (250 mm x 4.6 mm x 5
pm), para la cual se tomaron 1.5 mL de los tubos de ensaye previamente
centrifugados, utilizando como fase movil metanol: agua (50:50), con un tiempo

de corrida de 30 minutos y una longitud de onda 218 nm.

2.6 Determinacién de mineralizacion obtenida

La medicion se efectué en un analizador de carbono total marca GE
Analytical Instruments modelo Siever Innovox, tomando aproximadamente 45 mL

de muestra utilizando una proporciéon 1% acido y 15% oxidante.
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Capitulo III.-
Resultados y analisis



En este capitulo se analizaran los resultados obtenidos, asi como el manejo de

datos tratados con distintas metodologias analiticas.

Para la cuantificacion de la atrazina (sustrato) se empled la técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia con matriz de fotodiodos (HPLC-PDA), tomando el
primer dia con una concentracion inicial de 100 ppm. El analizador de carbono organico
total (TOC) permitié conocer el grado de la biodegradacion completa (mineralizacion) y
por diferencia de pesos se obtuvo la concentracién de biomasa (células).

Previo a iniciar el experimento, el consorcio microbiano se adapté con las nuevas
condiciones nutricionales y ambientales, por eso la fase de latencia no se presenta en

los datos de la experimentacion (Trinidad, 2014).

Para el cultivo en el medio se tomaron un total de 28 muestras por quintuplicado,
obteniendo 28 datos de concentracion de sustrato y 8 datos de concentracion de
biomasa, cada dato es un promedio de las cinco repeticiones.

3.1 Manejo de resultados

La concentracién de atrazina se calcul6 con los datos obtenidos por la técnica
HPLC-PDA, donde se obtiene un resultado de tiempo de retencion, y datos de area de

las curvas del cromatograma, ver Tabla 11.

TABLA 11. Resultados de la medicion por

HPLC-PDA
Tiempo )
Area
de
Dia » (mUA)
retencion
(min)
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10

11

15

16

17

18

21

22

23

24

7.597

7.605

7.575

7.59

7.561

7.553

7.553

7.56

7.583

7.612

7.619

7.619

7.334

7.539

7.561

71.575

7.553

7.575

7.524

4401751.27

5577510.46

4513899.05

4734359.75

4988606.79

4732372.40

4277251.21

4867475.29

4831792.86

4418488.65

3739439.73

4345672.34

3741074.78

3730652.63

3894162.61

3063564.97

4222803.18

4309743.21

4073353.06
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25 7.597 4208047.18

28 7.583 4452319.78

Fuente. Elaboracion propia.

Debido a que la técnica separa el analito de los aditivos que contiene el producto,

con las &reas obtenidas se obtuvo el porcentaje de degradacion de atrazina utilizando la

ecuacion. (1)

A — A; 1
%Deg; =(":11x—l)* 100 @

max

Las variables en la ecuacion 1 son las siguientes:
%Degi: Porcentaje de degradacion de atrazina en cada dia medido.
Amax: Area bajo la curva del cromatograma en la concentracion inicial de sustrato.

Ai: Area bajo la curva en el cromatograma en cada punto de medicion.

Con los valores obtenidos de porcentaje de degradacion se obtiene la

concentracion de atrazina utilizando la ecuacion. (2)

_ %Deg; * Csy (2)

Csi 100%

Las variables en la ecuacion 2 son las siguientes:

Csi: Concentracion de atrazina en cada dia medido.

Cso: Concentracion inicial de atrazina (100 mg/L).
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De acuerdo con la tendencia del modelo de Monod, se realizdé un ajuste para la
correccion de datos de la concentracion de sustrato (Cs). Para ello, se utilizaron los dias
0,5,7,11y 21, los cuales siguen un comportamiento de degradacion. De acuerdo con
la bibliografia consultada (Vargas, 2017), los valores se muestran en la figura 15.

100 4 =

90 - \. _

80 - % -

Cs (mg/L)

60 — i -

50 T T T T T T T T T

t (dia)

FIGURA 15. Degradacion de la atrazina en presencia de las bacterias.[Elaboracion propia]

Con los datos antes mencionados se procede a realizar un ajuste matematico que
se ajuste a la tendencia de degradacion. El modelo que mejor se ajusta a los datos

experimentales es mostrado en la tabla 12.

TABLA 12. Ajuste de datos experimentales
para la concentracion de atrazina.
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Model:

Parabola

Equation:

Plot:

A:

C:

Reduced Chi-Sqr:

R-Square (COD):

Adj. R-Square:

Cs=A + Bt + Ct?

Cs

100.53513 + 1.33317

-3.87748 + 0.30422

0.08088 + 0.01325

1.98018

0.99663

0.99327

Fuente. Elaboracion propia.

El modelo de ajuste de datos se aprecia en la ecuaciéon 3. Los valores de concentracion

obtenidos a partir de esta ecuacion se encuentran en la tabla 13.

Cs(t) = 100.53513 — 3.87748 t + 0.08088 t>

3)

Las variables en la ecuacion 3 son las siguientes:

Cs: Concentracién de atrazina, mg/L.

t: tiempo, dias.
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TABLA 13. Concentracion de

atrazina
Tiempo Cs Cs ajustado

Dias mg/L mg/L
1 100.00 96.74
2 80.93 93.10
3 84.88 89.63
4 89.44 86.32
5 84.85 83.17
7 76.69 77.36
8 87.27 74.69
9 86.63 72.19
10 79.22 69.85
11 67.04 67.67
15 77.91 60.57
16 67.07 59.20
17 66.89 57.99
18 69.82 56.95
21 54.93 54.78
22 75.71 54.38
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23 77.27 54.14

24 73.03 54.06
25 75.45 54.15
28 79.83 55.38

Fuente. Elaboracion propia.

3.2 Andlisis de graficos

Los datos de la concentracion de sustrato se ajustaron con la ecuacion 3 para
obtener una mejor tendencia que permita hacer el estudio de la degradacion, los datos

ajustados se pueden ver graficados en la figura 16.
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t (dia)
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FIGURA 16. Correccion de la concentracion de atrazina. [Elaboracion propia]

En la figura anterior se distingue que la concentracion presenta una tendencia de
degradacion en los mismos puntos utilizados para la correccién, a diferencia del
comportamiento en los puntos restantes, en los cuales la disminucion de concentracion
de sustrato no tuvo una tendencia que permita estudiar objetivamente la eficiencia del
biorreactor, y por este hecho, se procedi6 a realizar un ajuste en la curva que prediga el

comportamiento de la interaccion de las bacterias con el sustrato.

En la linea roja se aprecia una tendencia continua a partir del dia 0 (dia inicial), en
la cual se realizé un ajuste de datos con puntos experimentales. Con este ajuste se
corrigen los puntos de aumento en concentracion, incluyendo el punto inicial. Se observa
que la degradacioén disminuye continuamente hasta el dia 21 donde se mantiene con una
tendencia constante, lo que significa que la degradacion llegd a su punto maximo,

respaldando esto con los datos en la curva de crecimiento (figura 17).

Para el ajuste de datos de la concentracion de las células se utilizaron los datos
de la Tabla 14, los cuales se obtuvieron por diferencia de peso y se muestran graficados

en la figura 17.

Con los resultados del peso obtenido de las células, tabla 14, se obtiene la
concentracion utilizando la Ec. (4).

Wc (4)

Las variables en la ecuacion 4 son las siguientes:

Cc: Concentracion de las células, mgl/L.
Wc: Peso de las células, mg.

V: Volumen de la solucién igual a 800 pL.
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TABLA 14. Concentracion de células.

Tiempo Peso Cc
Dias mg mg/L
0 0.4 50.0
1 0.6 75.0
5 1.6 200.0
7 3.9 487.5
10 5.7 712.5
18 6.5 812.5
25 6.6 825.0
28 6.6 825.0

Fuente. Elaboracion propia.

Para la curva de crecimiento se realizé un ajuste, tomando los puntos de los dias
0,1,5,7,10,18, 25y 28, con lafinalidad de obtener la velocidad especifica de crecimiento

de las bacterias y la velocidad de crecimiento. Ver figura 17.

85



900 T I 1 T T T T T T T

800 e B
700 u il
600 — / _-
500 | / il

400 / .

Cc (mg/L)

300 H / B
200 — [ | -

1004 i

0 T T T T T T ' T T | T
0 S 10 15 20 25 30

t (dias)

FIGURA 17. Cinética de crecimiento de las bacterias. [Elaboracién propia]

El comportamiento de la biomasa no presenta la primera fase de latencia por el
previo acondicionamiento de las bacterias al medio de experimentacion. Se observa que
durante los primeros 10 dias se encuentra en la fase exponencial y posteriormente entra
en la fase estacionaria en donde la velocidad de crecimiento es igual a la velocidad de
deceso de los microorganismos, tomando los puntos anteriores se procedié a hacer un
ajuste de datos para obtener un mejor andlisis de la informacién. A partir del dia 10 se
aprecia que el crecimiento exponencial disminuye debido a que las bacterias comienzan
a morir a causa de inhibicién por intoxicacion de los compuestos producidos, finalizando

en la fase de declive a partir del dia 25.

Se realiza un ajuste con los datos ilustrados en la figura 17, utilizando un modelo

matematico, ver Tabla 15.
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TABLA 15. Ajuste de datos experimentales
para la concentracion de células.

Model: Parabola
Equation: y=A+Bt+Ct?
Plot: Cc
A 2.54251 + 61.31474
B: 77.85547 + 12.47256
C: -1.75642 + 0.4325
Reduced Chi-
7569.08496
Sar:
R-Square
0.95426
(COD):
Adj. R-
0.93596
Square:

Fuente. Elaboracion propia.

El modelo de ajuste para la curva de crecimiento se aprecia en la ecuacion 5, los

valores de la concentracion de células obtenidos a partir de esta ecuacion se encuentran

en la Figura 18.

Cc(t) = 2.54251 + 77.85547 t — 1.75642 t2

(5)

Las variables en la ecuacion 5 son las siguientes:

Cc: Concentracion de las células en funcion del tiempo, mg/L.
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t: Tiempo, dias.
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FIGURA 18. Correccion de la concentracion de biomasa. [Elaboracién propia]

El modelo cinético de Monod es Unicamente valido para la fase de crecimiento
(Fogler, 2006), por lo cual se tomaron los primeros 10 dias para su representacion en la
figura 19. Se muestran las curvas de concentracion de células y sustrato respecto al
tiempo. En el grafico se muestra la interseccion de ambas curvas lo que representa la
afinidad de las células con el sustrato, demostrando que es factible el uso de este modelo

cinético.
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FIGURA 19. Crecimiento microbiano y Consumo del sustrato a través del tiempo. [Elaboracion propia]

La velocidad de crecimiento de las células por definicion es la variacion de
concentracion con respecto al tiempo (Fogler, 2006), por lo cual se utiliza el criterio de la
primera derivada en la ecuacion. (5), dando como resultado la velocidad de crecimiento
de las células ecuacion. (6).

6
rg(t) = 77.85547 —3.51284 t ©)

Las variables en la ecuacion 6 son las siguientes:
rg: Velocidad de crecimiento de las células, mg/L-dia.

t: Tiempo, dias.
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La velocidad de crecimiento de las células aumenta respecto al tiempo, al sustituir
el valor de tiempo de crecimiento en la ecuacion 6 se obtiene la velocidad de crecimiento,

ver en Tabla 16:

TABLA 16. Resultados concentracion ajustada y
velocidad de crecimiento de las células

Concentracion

Tiempo de células rg
ajustadas

Dia mg/L mg/L dia
0 2.54 77.86
1 78.64 74.34
2 151.23 70.83
3 220.30 67.32
4 285.86 63.80
5 347.91 60.29
7 461.47 53.27
8 512.98 49.75
9 560.97 46.24
10 605.46 42.73
11 646.43 39.21
15 775.18 25.16
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16 798.59 21.65

17 818.48 18.14
18 834.86 14.62
21 862.93 4.09
22 865.26 0.57
23 864.07 -2.94
24 859.38 -6.45
25 851.17 -9.97
28 805.46 -20.50

Fuente. Elaboracion propia.

La velocidad especifica de las células a partir del dia 23 es negativa, lo cual indica
la muerte de las bacterias, a partir de ese dia. Para obtener la velocidad de reaccion
especifica de crecimiento se utiliza la ecuacion cinética de acuerdo con (Fogler, 2006)

ecuacion (7).

7
rg =ux*Cc 0

Las variables en la ecuacion 7 son las siguientes:
rg: Velocidad de crecimiento de la célula, mg/L-dia
Cc: Concentracién de las células, mg/L.

W: Velocidad de crecimiento especifico, dia™.
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Se reordena la ecuacion 8 para que la velocidad de crecimiento especifico resulte
en funcion de la velocidad de crecimiento celular y la concentracion de células.

_r9 (8)

H=Te

Utilizando los datos de velocidad de crecimiento celular y la concentracién de
celular en la ecuacion 8 se obtienen los datos de velocidad de crecimiento especificos,

ver tabla 17.

TABLA 17. Velocidad de crecimiento especifico

Tiempo ] Cs
Dias 1/dia mg/L
0 0.0000 100.0000
1 0.9453 96.7385
2 0.4684 93.1037
3 0.3056 89.6306
4 0.2232 86.3193
5 0.1733 83.1697
7 0.1154 77.3559
8 0.0970 74.6916
9 0.0824 72.1891
10 0.0706 69.8483
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11 0.0607 67.6693

15 0.0325 60.5709
16 0.0271 59.2007
17 0.0222 57.9923
18 0.0175 56.9456
21 0.0047 54.7761
22 0.0007 54.3765
23 -0.0034 54.1386
24 -0.0075 54.0625
25 -0.0117 54.1481
28 -0.0255 55.3756

Fuente. Elaboracion propia.

Al inicio de la experimentacion la concentracion inicial de células es despreciable,
ademas de mostrar una tendencia de decrecimiento (muerte de bacterias) en la velocidad
de crecimiento especifico de las células, esto es un hecho que acontece debido a la

intoxicacién por el sustrato.

En la ecuaciéon de Monod, Ks es la constante de saturacion que describe la
concentracion del sustrato a la que se producen microorganismos con una velocidad
igual a la mitad de la velocidad especifica de crecimiento maximo (umax). Por lo tanto,

la velocidad de crecimiento maxima puede obtenerse graficamente.

93



- // - =
] —
x =
- " -04 QO
/ | &
v
. /I \ -
- ™ \ L 0,2
//'/.’
l'// \
T I T I T I T I T T Ogo
75 80 85 90 95 100

Cs (mg/L)

FIGURA 20. Velocidad especifica de crecimiento en funcion de la concentracién del sustrato. [Elaboracion
propia]

La velocidad de crecimiento especifico maxima corresponde al punto sefialado

con la letra “A” en la figura 20, ver ecuacion. (9).

= 0.94 ! 9)
pmax = 0.94 ——

Para obtener el valor de la constante Ks se procede a obtener la velocidad de

crecimiento a partir de pmax como se muestra en la ecuacion (10).

_,umax_0.94_047 1 (20)
e T T "
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Con el valor de la velocidad de crecimiento especifica se realiza una interpolacion

con los datos de la tabla 17, para obtener la velocidad de reaccion especifica. Se utiliza

g = Hmaxeste (11)
9 Ks + Cs

Obteniendo el siguiente valor para la constante Ks:
mg
Ks = 93.1362 —
mL
La transformacion del contaminante en carbono inorganico se debe al ciclo
metabdlico de los microorganismos en los cuales se despide CO2 y agua como productos
de excrecion. El resto del contaminante que no llegan a mineralizarse por completo

puede persistir o ser degradado de una forma lenta como se puede observar en los datos

obtenidos.

Para obtener el grado de mineralizacién se utiliz6 un analizador de carbono

organico total, los resultados se muestran en la figura 22.
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FIGURA 21. Esquema general de degradacion del xenobiético(Varsha et al., 2011).

La mineralizacion es sinbnimo de una biodegradacion completa. Describe la
degradacion de un compuesto hasta dioxido de carbono y agua ver figura 21, cuando se

habla de compuestos recalcitrantes hablamos de degradaciones dificiles y no

necesariamente imposibles.
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Los factores que pueden influenciar en la mineralizcion son el area de contacto,
solubilidad, estructura molecular, toxicidad, concentracion, factores fisicos y quimicos del

xenobidtico como pH, humedad, presencia de oxigeno como inhibidor, substrato, etc.

60 y T g T g T ' T ' |

55 & =

50 - i
i -
45 .

40 i

35 4 =

30 -

25 S -
] n |
20 L
15 s T g T y T ' T ! | '
0 5 10 15 20 25 30

t (dias)

COT (mg/L)

FIGURA 22. Resultados carbono organico total.[Elaboracién propia]

Aproximadamente el 45% del peso molecular de la atrazina pertenece a carbonos
organicos (PubChem, 2020), lo que indica que en una muestra de 100 ppm la
concentracion de carbono es de 45 ppm aproximadamente. Al analizar la figura 20 en el
inicio del experimento la concentracién de carbono organico total alcanza las 55 ppm,
indicando asi que la solucién puede contener impurezas del agua, o aditivos para la
solubilidad de la atrazina. EI comportamiento de la grafica muestra una mineralizacion
del mas del 50% de concentracion a partir del dia 1, manteniéndose practicamente
constante hasta el dia 15 en donde vuelve a ver un decremento en el carbono orgéanico,

esto comprueba la habilidad de las bacterias a desarrollar resistencia ante compuestos
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toxicos, llevando estas moléculas mediante biodegradacion hasta dioxido de carbono

siempre remedia la contaminacién algunas veces puede causar mas problemas. Sin
embargo, para este estudio los resultados favorecen la destruccion total de la molécula

para la biorremediacion de suelos y mantos acuiferos.

La figura 13 muestra el mecanismo de la mineralizacion de la atrazina, donde se
aprecian subproductos como el acido ciandrico, la urea, y el biuret. Con base al analisis
porcentual de carbono de los tres compuestos mencionados (27, 20, 23% de carbono
organico total, respectivamente) (PubChem, 2020) se puede considerar que durante el

dia 1 al 28 la mineralizacion esta conformada por una mezcla de estos tres componentes.
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Conclusiones

De los resultados discutidos en este trabajo se desprenden las siguientes

conclusiones:

Los resultados de la degradacion de la atrazina por la actividad microbioldgica

revelan que el consorcio bacteriano utiliza a la atrazina como alimento.

El disefio de cultivo esta basado en la adaptacion de las bacterias en el medio
contaminado, agitaciéon, oxigenacion, temperatura constante y la medicién por

quintuplicado para asegurar un mejor analisis de evaluacion de la curva de crecimiento.

Después de diez dias de aplicado el tratamiento con el Consorcio Bacteriano
existe una concentracion baja de atrazina en el medio. Por ello la biorremediacion para

los suelos agricolas es una préactica alcanzable y de bajo precio.

La maxima degradacién de la atrazina se presenté en las primeras 48 horas dentro
del reactor, disminuyendo la concentracion de sustrato en un 20%. El consorcio
bacteriano presenta inhibicion por intoxicacion después del dia 10 (ver analisis de la
figura 15), resultando en la disminucién de la velocidad de crecimiento. Debido a esto, el
analisis de los datos se vuelve poco convencional, dificultando el manejo de datos
analiticos. Sin embargo, el analisis grafico de la velocidad especifica de crecimiento
(figura 18) permitio la obtencion de las constantes Ks y p para el modelo planeado.

La degradacion del sustrato produce subproductos que no son detectables por la
metodologia empleada. Sin embargo, a partir del dia 22 al 28 hubo un aumento en la
concentracion, lo que indica la presencia de sustancias que no llegan a mineralizarse,

por tal razén se sugiere acoplar otro equipo para la deteccion de dichas moléculas.
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La inoculacion del Consorcio Bacteriano a los suelos agricolas donde se aplican
herbicidas como la atrazina resulta ser una estrategia para que los suelos recuperen sus

servicios ambientales, evitando con ello que este contaminante llegue al manto acuifero.

Para obtener una mejor curva de crecimiento es necesario disminuir los tiempos
de medicion de biomasa. De acuerdo con analizado en la figura 18 es conveniente tomar
la medicion por 20 dias, debido a que en ese periodo es donde se presentan el mayor
crecimiento bacteriano (fase exponencial). De esta manera se obtienen mas puntos para
la construccion de la curva, reduciendo los tiempos y recursos en el analisis. Aunado a
esto, es recomendable obtener mediciones en lapsos de tiempo mas cortos durante los
primeros 5 dias, donde se presenta la mayor velocidad de degradacion de sustrato (ver
figura 16).

El analisis de carbono organico resulté en la mineralizacion de mas del 50% de la
concentracion inicial de atrazina en el primer dia (ver figura 22), lo que demuestra que,
aunque se logra una degradacion hasta obtener dioxido de carbono, el sistema llega a
tener limitaciones, por ejemplo, (la generacién de subproductos recalcitrantes que
disminuyen la eficiencia en el biorreactor, (Fewson, 1988)). La resistencia de estos
compuestos para ser degradados sugiere otras alternativas experimentales, como el uso

de enzimas en conjunto con las bacterias.

En la agricultura mexicana, particularmente en el cultivo de maiz se acude al uso
de herbicidas donde la atrazina es uno de los utilizados, los resultados indican que la
incorporacion de este Consorcio Bacteriano conduce a la biorremediacion del patrimonio
suelo, por lo que la biorremediacion puede ser una practica que puede incorporarse a los
sistemas de produccién al momento de la cosecha, incorporandose los residuos de

cosechay las bacterias para la degradacion de este residuo.

Los resultados revelan que la biorremediacién es una técnica que ayuda disminuir
la contaminacion Ambiental, particularmente en los suelos agricolas donde se cultiva

maiz, sorgo, cafia de azucar, trigo, gramineas en general y se aplica atrazina.
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Este trabajo permite recomendar como una politica publica que en la agricultura
donde se utilizan herbicidas como la atrazina, se acuda a la biorremediacién como una
practica agricola en un manejo agroecologico que permita permutar a la sustentabilidad

agricola.
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Glosario

Abidtico — Externo a los organismos vivos.

Adsorcion - La adsorcion es el proceso en la cual &tomos o moléculas de una
sustancia son retenidas en la superficie de otra sustancia.

Bidtico — Relacionado a los organismos vivos.

Carotenoides — Pigmentos liposolubles naturales.

CL 50 — Medida estandar de toxicidad.

Clorosis — Insuficiencia para producir clorofila.

Coloide - En fisica y quimica un coloide, sistema coloidal, suspension coloidal o
dispersion coloidal es un sistema conformado por dos o mas fases, nhormalmente
una fluida (liquido) y otra dispersa en forma de particulas generalmente sdlidas
muy finas, de didmetro comprendido entre 10° y 10° m.! La fase dispersa es la
gue se halla en menor proporcion. Normalmente la fase continua es liquida, pero
pueden encontrarse coloides cuyos componentes se encuentran en otros estados
de agregacion de la materia.

Efectos genotoxico - Los dafios y lesiones primarias producidas en el DNA por
los quimicos pueden causar la muerte de la célula afectada o ser reparados por
sistemas enzimaticos. Si las lesiones no son reparadas luego de una division
celular, los dafos son fijados y expresados como mutaciones.

Elicitor - Grupo diversos de compuestos estructurales que actlian como
moléculas sefializadoras cuando existe peligro.

Exudacion - Salida de un liquido de un cuerpo o del recipiente en que esta
contenido, por transpiracion o a través de sus rendijas.

Fase enddgena - Las bacterias pasan a metabolizar predominantemente las
reservas de alimento que tenian dentro de sus propias células, con una
consecuente disminucion del nivel de energia. Conforme el nivel de energia
decae, la tasa de formacion de “fléculos” crece rapidamente.

Fitohormonas - son sustancias producidas por células vegetales ubicadas
mayormente en las hojas de la planta y que actian sobre otras células como

mensajeras quimicas.
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Fléculo - En ingenieria de tratamiento de aguas, un grumo de materia organica
formado por agregacion de soélidos en suspension.

Floema - El floema es el tejido a cargo de transportar nutrientes ya elaborados
por las células y por fotosintesis.

Germinacion — Crecimiento de la planta desde la semilla.

Hermafrodita — Poseedores de ambos sexos

In6culo - Pequefia cantidad de sustancia que se inocula.

Lixiviacion — Método de separacion de soélidos en un liquido.

Metabolito - Es cualquier molécula utilizada, capaz o producida durante el
metabolismo. Asi, dada la ruta metabdlica: A, B, C, D, E son los metabolitos; el
primer metabolito de la ruta suele denominarse sustrato; el ultimo, metabolito final
o producto, y el resto, metabolitos intermediarios.

Micro nuacleos - Los micronucleos son fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos que espontaneamente o por causa de agentes que
rompen cromosomas, como las radiaciones quedan fuera del ndcleo durante la
mitosis.

Mineralizacién - La mineralizacion en la ciencia del suelo es la descomposicion,
oxidacion, de los compuestos quimicos en la materia organica, por los cuales los
nutrientes en esos compuestos se liberan en formas inorganicas solubles que
pueden estar disponibles para las plantas.

Necrosis - Estado de muerte de un grupo de células.

Osificacién - Proceso de creacion de un nuevo material 6seo por las células
llamadas osteoblastos.

pH — Medida de potencial de hidrogeno, unidad de concentracion de acidez.
Prostatitis - La prostatitis es la hinchazon e inflamacién de la prostata, una
glandula del tamafio de una nuez ubicada justo debajo de la vejiga en los hombres.
La prostata es una glandula que produce un liquido (semen) que nutre y transporta
los espermatozoides.

Protonado — Molécula con protones.

Quimiosintesis - Sintesis de materiales organicos producida por una fuente de

energia quimica.
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Rizosfera - La rizosfera es la parte del suelo inmediata a las raices vivas y que
esta bajo la directa influencia de estas.

Saprofita - Que vive sobre materia organica en descomposicion y se alimenta de
ella.

Sideroforo — Compuesto quelante de hierro secretado por microorganismos.
Sistema endocrino - El sistema endocrino, también llamado sistema de glandulas
de secrecion interna, es el conjunto de 6érganos y tejidos del organismo, que
segregan un tipo de sustancias llamadas hormonas, que son liberadas al torrente
sanguineo y regulan algunas de las funciones del cuerpo.

Sustancias humicas - son macromoléculas organicas altamente alteradas, con
multiples propiedades y una estructura bastante compleja no identificable.
Sustrato - Medio en el que se desarrolla un animal o planta.

Taxonomia - Ciencia que trata de los principios, métodos y fines de la
clasificacion, generalmente cientifica; se aplica, en especial, dentro de la biologia
para la ordenacion jerarquizada y sistematica de los grupos de animales y de
vegetales.

Traslocacion - Anormalidad cromosdmica mediante la cual hay una ruptura en
un cromosoma en particular, y ese cromosoma a continuacién, se unira en un
cromosoma diferente.

Volatil — La volatilidad desde el punto de vista quimico, fisico y de la
termodinamica es una medida de la tendencia de una sustancia a pasar a la fase
de vapor.

Xenobidtico - Estructura quimica no existente en la naturaleza, desarrollada por
el hombre.

Xilema - El xilema es una estructura que transporta, a través de la planta, agua y

sales minerales disueltas.
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