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RESUMEN 

 

Con el objetivo de evaluar si los microorganismos presentes en los suelos del campus 

de la Universidad Nacional Agraria La Molina son capaces de utilizar clorpirifos como 

fuente de carbono, energía u otros nutrientes, se aislaron colonias bacterianas y 

fúngicas con potencial capacidad biodegradadora del ingrediente activo en estudio a 

concentraciones baja, media y alta.  

Un total de doce bacterias y tres hongos aislados fueron incubados durante 14 días en 

medio mínimo de sales minerales con clorpirifos como única fuente de carbono, 

periodo en el cual se evaluó su respiración a través de la medición de CO2 desprendido 

como producto de la mineralización de carbono, de acuerdo al método de titulación 

descrito por Anderson (1982) para determinar la actividad microbiana. Para la 

medición de la respiración microbiana también se utilizó el analizador de O2/CO2 

Oxybaby® 6.0 y se compararon ambos resultados. 

Paralelamente, durante el mismo periodo de incubación, se analizó el crecimiento de 

los microorganismos aislados mediante recuento en cámara Neubauer y cultivo en 

placa con agar nutritivo y en agar Sabouraud, para bacterias y hongos respectivamente, 

como medida indirecta de la degradación de clorpirifos como única fuente de carbono. 

Es así que a través de la respiración microbiana y del crecimiento microbiano se 

evaluó la potencial capacidad biorremediadora de los microorganismos aislados sobre 

clorpirifos, la cual constituye una alternativa viable para la recuperación de suelos 

agrícolas contaminados con este pesticida organofosforado. 

 

Palabras claves: clorpirifos, degradación, respiración microbiana, suelo, 

biorremediación. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

In order to evaluate if the microorganisms present on the campus of the Universidad 

Nacional Agraria La Molina are able to use chlorpyrifos as a source of carbon, energy 

or other nutrients, bacterial and fungal colonies with potential biodegradation capacity 

of the active ingredient under study were isolated at low, medium and high 

concentrations. 

A total of twelve bacteria and three fungal isolates were incubated on mineral salt 

medium spiked with chlorpyrifos as the sole carbon source during fourteen days, period 

in which their respiration was evaluated through the measurement of CO2 evolved as a 

result of the carbon mineralization, according to the titration method described by 

Anderson (1982) to determine the microbial activity. For the measurement of bacterial 

respiration, the O2/CO2 analyzer Oxybaby® 6.0 was also used and at the end both 

results were compared. 

During the same incubation period, the microbial growth was analyzed by cell counting 

with Neubauer chamber and culture in plates with nutritive and Sabouraud agar, for 

bacteria and fungi respectively, as an indirect measure of the degradation of 

chlorpyrifos as the only carbon source. 

Thus, through microbial respiration and microbial growth, the potential bioremediation 

capacity of the isolated microorganisms over chlorpyrifos was evaluated, stablishing a 

viable alternative for the recovery of agricultural soils contaminated with this 

organophosphorus pesticide.  

 

Key words: chlorpyrifos, degradation, microbial respiration, soil, bioremediation. 

 

 



 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

La agricultura es una de las principales actividades productivas que se desarrollan en 

el Perú y en el mundo desde hace miles de años. Esta, se ve afectada por la presencia 

de diversas plagas y enfermedades que atacan los cultivos, resultando en pérdidas de 

las cosechas y en toda la inversión que estas conllevan. Para hacer frente a estas 

plagas, se empezaron a sintetizar y a emplear plaguicidas o pesticidas que ayudan a 

controlarlas o eliminarlas. 

Los pesticidas sintéticos cuya efectividad es demostrada, son producidos en cantidades 

masivas desde su introducción como control químico de plagas, entre finales de los 

años 30 e inicios de los años 40, y esta producción ha ido en aumento 

considerablemente a través de los años. “Desde el inicio de la revolución industrial se 

estiman en más de 120,000 las sustancias químicas de nueva síntesis y los 

subproductos derivados de estas, producidos por la actividad humana, censo que 

incrementa día a día y que parece no tener fin si se considera que se incorporan a la 

lista cerca de 2000 nuevos compuestos cada año” (Olea y Fernández, 2001).  

Actualmente existen alrededor de 100 diferentes ingredientes activos destinados a la 

fabricación de pesticidas y aproximadamente más de 2 014 pesticidas formulados 

(productos registrados en SENASA hasta julio de 2017) en el Perú, entre los cuales se 

encuentran registrados 85 productos con el ingrediente activo clorpirifos. Según el 

SIGIA – SENASA, para la primera mitad del año 2011, la importación de productos 

formulados a base de únicamente clorpirifos fue de 35 173 kilogramos y 6 736 litros; 

de 2 340 litros en mezcla con otros ingredientes activos y de 96 700 kilogramos como 

material técnico (ingrediente activo puro). A pesar de que muchos de los plaguicidas 
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usados dentro del territorio nacional actualmente han sido prohibidos en otros países 

por su toxicidad; el número de plaguicidas registrados, importados, formulados y 

comercializados se incrementa cada año. Esto ha permitido que el número de 

productos que entran en contacto con la población y el ambiente, se incremente día a 

día. 

Cada plaguicida contiene uno o más ingredientes activos registrados para su uso en la 

agricultura, eso sin contar aquellos que se importan para uso particular sin necesidad 

de un registro y aquellos que se expenden sin ningún control de parte de la autoridad 

nacional, el Servicio Nacional de Sanidad Agraria - SENASA. 

“El uso intensivo de pesticidas ha generado a lo largo de los años problemas en los 

sistemas biológicos y el ambiente en su entorno” (Kanekar et al., 2004). Algunos de 

sus ingredientes activos son muy persistentes, poco solubles en agua y muy tóxicos, e 

incluso han sido reportadas “sus propiedades mutagénicas, carcinogénicas y 

teratogénicas” (Hayes, 1991, citado por Kalwasinska, 2008); así como el daño que 

ocasionan al sistema inmune (Culliney et al., 1992, citado por Kalwasinska, 2008), 

nervioso y/o al sistema endocrino (LeBlanc, 1995; Perreault et al., 1992; Nakai et al., 

1993; Sarrif et al., 1994; citado por Kalwasinska, 2008).  

“Uno de los grupos de pesticidas más utilizados es el grupo de los organofosforados, 

el cual representa más del 36 por ciento del mercado mundial total” (Kanekar et al., 

2004). Estos se desarrollaron en Alemania durante la segunda guerra mundial en la 

forma de tetraetil pirofosfato (TEPP), un subproducto en el desarrollo del gas 

nervioso.  

El ingrediente activo en estudio, clorpirifos (clorpirifos según registros del SIGIA – 

SENASA 2016, también conocido como clorpirifos), es un insecticida no sistémico 

que pertenece al grupo de los organofosforados. Según EXTOXNET (1993), fue 

sintetizado a partir del año 1965 y actúa en los insectos como inhibidor de la 

colinesterasa con acción de contacto, estomacal y respiratoria. Se usa en la agricultura, 

horticultura, viticultura y silvicultura en un amplio rango de cultivos para el control de 

coleópteros, dípteros, homópteros y lepidópteros, aplicado tanto al follaje como al 

suelo.  
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Para EFSA (2005), clorpirifos tiene la característica de ser persistente en suelo con una 

vida media de 120 días y está categorizado como moderadamente tóxico (banda 

toxicológica amarilla) de acuerdo a su dosis letal oral media en ratas (LD50 oral = 66-

195 mg/kg pc), no es irritante para la piel, para los ojos ni es sensibilizante. 

 

Por otro lado, con respecto a la biorremediación se estima que es una tecnología que 

“ha crecido rápidamente hasta convertirse en una tecnología aceptada para el 

tratamiento y control de una gran variedad de casos de contaminación con sustancias 

químicas peligrosas. La base de su crecimiento radica en su menor costo, comparado 

con el de otras técnicas como incineración o confinamiento. Además del beneficio 

económico, presenta la ventaja de degradar la mayor parte de la materia orgánica, 

minimizando los efectos patógenos sobre la salud y las complicaciones legales que 

pueden generarse cuando un contaminante es removido, pero no eliminado” (Álvarez 

y Guevara, 2003). 

 

Debido al aumento progresivo en el uso de pesticidas, a que el mercado de 

agroquímicos es de gran interés mundial ya que, en términos de valor, se proyecta que 

alcance $ 250,5 billones para el año 2020 (Markets y Markets, 2015) y al hecho de que 

van a seguir usándose en todo el mundo ya que son necesarios pues la población 

mundial crece a tasas exponenciales y aún no se han planteado alternativas que igualen 

su nivel de uso y que sean económicamente viables, la biorremediación se presenta 

como una buena opción para el tratamiento y la degradación de estas moléculas en el 

suelo ya que los microorganismos son capaces de utilizar, en su metabolismo, 

numerosos compuestos; mineralizándolos y detoxificando (Kanekar et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 PLAGUICIDAS 

 

2.1.1 DEFINICIÓN 

Según la FAO (2006), un pesticida o plaguicida es “cualquier sustancia o mezcla 

de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, 

incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las 

especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o que 

interfieren de cualquier otra forma en la producción, elaboración, 

almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos 

agrícolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o que 

pueden administrarse a los animales para combatir insectos, arácnidos u otras 

plagas en o sobre sus cuerpos e incluyendo reguladores de crecimiento y 

sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el 

producto contra la deterioración durante el almacenamiento y transporte”. 

 

2.1.2 CLASIFICACIÓN 

Los plaguicidas pueden clasificarse siguiendo diferentes criterios: 

De acuerdo a su organismo objetivo: insecticidas, fungicidas, acaricidas, 

bactericidas, nematicidas, herbicidas, rodenticidas o molusquicidas. 

De acuerdo al grupo químico del principio activo: Compuestos 

organofosforados, compuestos carbamatos, compuestos organoclorados, 
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piretroides, derivados del bipiridilo, triazinas, tiocarbamatos, derivados del ácido 

fenoxiacético, derivados de la cumarina, derivados del cloronitrofenol, 

compuestos organomercuriales, entre otros. 

De acuerdo a su toxicidad aguda (OMS): Esta se basa principalmente en la 

toxicidad por vía oral y dérmica en ratas y ratones. Usualmente la dosis se 

registra como el valor DL50 (Dosis Letal Media) que es la dosis requerida para 

matar al 50 por ciento de la población de animales de prueba y se expresa en 

términos de mg/kg de peso del cuerpo del animal. 

 

2.1.3 EFECTOS DEL USO INTENSIVO DE LOS PLAGUICIDAS 

 

a. Efectos en el suelo 

 

Contaminación del suelo: Los pesticidas entran en el suelo a través de la deriva 

de pulverización durante el tratamiento del follaje, el lavado del follaje tratado, 

la liberación de productos granulados o de semillas tratadas en el suelo. Algunos 

pesticidas tales como fumigantes del suelo y nematicidas se aplican directamente 

en el suelo para controlar las plagas y enfermedades de las plantas que se 

presentan en el suelo. 

“El transporte, la persistencia o la degradación de los plaguicidas en el suelo 

dependen de sus propiedades químicas, así como características físicas, químicas 

y biológicas del suelo. Todos estos factores afectan la adsorción / desorción, 

volatilización, la degradación, la absorción por las plantas, la escorrentía y la 

lixiviación de pesticidas” (PAN Europe, 2010). 

 

b. Efectos en el agua 

 

Contaminación del agua: Los pesticidas pueden entrar en el agua a través de la 

deriva durante la fumigación con estos, por la escorrentía de la zona tratada o 

lixiviación a través del suelo. En algunos casos los plaguicidas se pueden aplicar 

directamente sobre la superficie del agua, por ejemplo, para el control de 
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mosquitos. “La contaminación del agua depende principalmente de la naturaleza 

de los pesticidas (solubilidad en agua, hidrofobia), las propiedades del suelo, 

condiciones climáticas, el paisaje y también en la distancia de un punto de 

aplicación a una fuente de agua. El transporte rápido a las aguas subterráneas 

puede ser causado por las fuertes lluvias en breve después de la aplicación del 

plaguicida a suelos húmedos” (PAN Europe, 2010). 

 

c. Efectos en los microorganismos 

 

Los microorganismos del suelo son “esenciales para el mantenimiento de la 

estructura del suelo, la transformación y la mineralización de la materia 

orgánica, haciendo que los nutrientes estén disponibles para las plantas. Los 

microorganismos del suelo también son capaces de metabolizar y degradar una 

gran cantidad de contaminantes y pesticidas y por lo tanto su uso en la 

biotecnología es causa de interés” (PAN Europe, 2010).  

“Los microorganismos son vitales para la fertilidad del suelo y para la 

degradación de materia orgánica y contaminantes en el suelo” (Liebich et al., 

2003). 

Los pesticidas causan efectos adversos en la microbiota del suelo. Entre algunos 

casos tenemos, por ejemplo, fungicidas como pencycuron, que resultó ser tóxico 

para los hongos naturales y actinomicetos presentes en el suelo que incluso 

tuvieron una pequeña significancia ecológica (Liebich et al., 2003), mientras que 

Kinney et al., 2005; demostraron que los pesticidas clorotalonil y carbendazim 

también son tóxicos que intervienen en los procesos bacterianos de nitrificación 

y desnitrificación y en el año 2009, Lang & Cai demostraron que el uso de 

pesticidas puede “influenciar la producción y el flujo neto de trazas de gases 

radioactivos de importancia ambiental” y que los pesticidas mancozeb, 

clorotalonil y prosulfuron inhiben la producción de N2O y NO producido por los 

procesos de nitrificación y desnitrificación. 

En general, los pesticidas no solo interactúan con la enfermedad, plaga o maleza 

objetivo sino también con el ecosistema alrededor de su aplicación, perjudicando 
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organismos no blanco, como las abejas, invertebrados como los gusanos de 

tierra, arañas, micro-artrópodos, entre otros.  

Por otro lado, los plaguicidas pueden llegar a fuentes de agua a través de la 

deriva o la escorrentía. La mayoría de plaguicidas son tóxicos para organismo 

acuáticos ya que estos ecosistemas son más susceptibles al daño y a los cambios 

en los estados de su biodiversidad (PAN Europe, 2010). 

 

d. Efectos en los humanos 

 

En el año 2009, la EPA sostuvo que se reportaron 126 incidentes de toxicidad 

aguda en los cuales estuvo involucrado clorpirifos entre 2002 y 2009, con más 

de 150 personas afectadas los cuales al menos 17 de eran niños. 

La estadística es variada pero varios estudios recientes indican que clorpirifos es 

mutagénico o tiene toxicidad genética en seres humanos, ratas, ratones, hámster 

chino, renacuajos, peces, mosca de la fruta y células de la mosca. Con respecto a 

sus efectos carcinogénicos, no hay estudios específicos que indiquen que el 

ingrediente activo ha causado cáncer, sin embargo, hay una cantidad importante 

de estudios epidemiológicos que indican una asociación entre exposición a 

clorpirifos y cáncer, especialmente a pulmón y cáncer rectal (Watts, 2012). 

Por otro lado, se sospecha que es un disruptor endocrino, está categorizado como 

un tóxico agudo moderado, está clasificado como un sensibilizante a la piel y un 

neurotóxico (PAN Pesticide Database, 2016; Pesticide Properties Database, 

2016). 

Finalmente, de acuerdo a información de la Extension Toxicology Network 

(EXTOXNET, 1993), un proyecto de las Universidades de Cornell, Michigan, 

Oregon y California, señala que “los pesticidas organofosforados (grupo en el 

que se encuentra el Clorpirifos) incluyen algunos de los pesticidas más tóxicos y 

pueden ingresar al cuerpo humano a través de absorción por la piel, inhalación e 

ingestión y que pueden afectar la actividad de la colinesterasa en glóbulos rojos 

y plasma”. 
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2.1.4 DINÁMICA DE LOS PLAGUICIDAS 

 

Los plaguicidas son aplicados a los cultivos de diferentes maneras, dependiendo 

del tipo de cultivo, tipo de formulación y de las hectáreas a tratar. Por lo general, 

las formulaciones líquidas o que se disuelven en agua se aplican a través de 

aspersión con una mochila manual en el caso de áreas pequeñas o con máquinas 

pulverizadoras hidráulicas o vía riego para áreas de mayor cobertura. En todos 

estos casos, el plaguicida aplicado no llega a la plaga a tratar en un 100 por 

ciento.  

A continuación, en la figura 1 se puede observar la pérdida del plaguicida luego 

de ser aplicado al cultivo, los porcentajes que se desperdician y su destino en el 

ambiente, a lo cual llamaremos dinámica de un plaguicida. 

 

Figura 1: Destino de un plaguicida aplicado por avión. Tomado del Curso Gestión 

de Plaguicidas Químicos de Uso Agrícola (SENASA – CAFAE), 2013. 

 

Como podemos ver en la figura 1, la cantidad del plaguicida que llega de manera 

efectiva a la plaga objetivo es menor al 1 por ciento, mientras que el 99 por 
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ciento restante puede tener diversos destinos en el suelo, aire y agua. Este fue un 

criterio importante al elegir la dosis a evaluar en suelo. 

 

2.1.5 CARACTERÍSTICAS DEL PLAGUICIDA EVALUADO 

 

Clorpirifos es un ingrediente activo que pertenece a la familia química de los 

organofosforados y es utilizado en un amplio espectro de cultivos como 

insecticida, nematicida o acaricida. Físicamente es un sólido blanco cristalino 

con un ligero olor a mercaptan similar al olor de compuestos azufrados. 

 

Figura 2: Estructura química de clorpirifos. Tomado de PPDB, 2016. 

 

Clorpirifos es usado en cultivos alimenticios y forrajeros y para controlar plagas 

públicas como mosquitos y hormigas. 

Su modo de acción es a través del contacto con los insectos objetivo, afectando 

el normal funcionamiento del sistema nervioso al inhibir la degradación de la 

acetilcolina (ACh), un importante neurotransmisor. Cuando el insecto es 

expuesto a Clorpirifos, éste se une al sitio activo de la enzima colinesterasa 

(AChE) previniendo la ruptura de ACh. La acumulación de ACh causa la 
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sobrestimulación de las neuronas lo cual conduce a neurotoxicidad y la eventual 

muerte del insecto.   

De acuerdo a Dow AgroSciences (2013), esta reacción es también el mecanismo 

por el cual altos niveles de organofosforados pueden producir efectos tóxicos en 

mamíferos. 

En humanos y otros mamíferos, la acumulación de acetilcolina resulta en 

respuestas colinérgicas en el sistema nervioso central y periférico. Estas 

respuestas observadas incluyen secreciones glandulares excesivas (salivación, 

lagrimeo, rinitis), miosis (contracción de la pupila), broncoconstricción, 

vasodilatación, hipotensión, diarrea, nausea, vómitos, incontinencia urinaria y 

bradicardia asociada a la estimulación del receptor muscarínico. Taquicardia, 

midriasis (dilatación de la pupila), calambres, debilidad muscular, parálisis 

muscular e hipertensión asociada con la estimulación del receptor nicotínico. La 

toxicidad asociada al sistema nervioso central incluye depresión respiratoria, 

ansiedad, insomnio, dolor de cabeza, somnolencia, pérdida de la concentración, 

confusión, temblores, convulsiones y coma. Estos efectos usualmente aparecen 

dentro de los pocos minutos hasta 24 horas después de la exposición, 

dependiendo de la ruta de exposición (ATSDR, 1997). 

Clorpirifos tiene la característica de ser persistente en suelo con una vida media 

de 74 días, tiene una baja solubilidad en agua (1,05 mg/L) pero se disuelve 

rápidamente en la mayoría de solventes orgánicos como el metanol o el xileno. 

Tiene un alto coeficiente de adsorción (Koc = 8 151 ppm), es estable bajo 

condiciones normales y está categorizado como moderadamente tóxico de 

acuerdo a su dosis letal media en ratas (LD50 oral = 66 - 195 mg/kg bw) (EFSA, 

2005). 

 

a. Características fisicoquímicas de clorpirifos 

 

i. Solubilidad en agua 

La solubilidad en agua de un plaguicida se refiere a la “máxima 

concentración del químico que se disuelve en una determinada cantidad de 
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agua pura y que usualmente se encuentra en un rango de 1 a 100 000 mg/L, 

en otras palabras, es la cantidad de plaguicida que puede disolverse en el 

agua. La solubilidad es muy importante al momento de entender la habilidad 

del contaminante para migrar en el ambiente” (ATSDR, 1993). “Las 

unidades de concentración son: mg por litro (mg/L), que es 

aproximadamente igual a una parte por millón (ppm) o un microgramo por 

litro (µg/L), que es aproximadamente igual a una parte por billón (ppb)” 

(Linde, 1994). 

 

Los plaguicidas con una solubilidad en agua mayor a 500 mg/L son muy 

móviles en suelo y otros elementos de los ecosistemas. Los plaguicidas con 

una solubilidad en agua mayor a 25 mg/L (generalmente los 

organofosforados) no son persistentes en organismos vivos. Los plaguicidas 

con una solubilidad en agua menor a 25 mg/L (organoclorados) suelen ser 

inmóviles en suelo y tienden a concentrarse en organismos vivos (Rivas 

Chávez, 2006). 

 

Este parámetro determina la posibilidad de entrada de un plaguicida a través 

de las hojas de una planta. Mientras mayor sea la solubilidad de un 

agroquímico, más fácil será la penetración por la cutícula de la hoja, tendrá 

mayor movilización por la planta y baja capacidad de acumulación en el 

tejido graso. Si por el contrario es más soluble en aceites o grasas, el 

agroquímico será de difícil penetración por la cutícula de la hoja, se 

movilizará menos en la planta y tendrá una mayor capacidad de acumularse 

en el tejido graso de la planta. 

 

Por otro lado, “si se conoce la solubilidad de un químico en agua, entonces 

se conoce la distribución de dicho químico en el ambiente y se pueden 

determinar sus posibles rutas de degradación en el ambiente.  Los químicos 

con altas solubilidades permanecerán en el agua y tendrán tendencia a no ser 

adsorbidos por el suelo ni por organismos vivos” (Linde, 1994).  

 

A continuación, se muestra la tabla 1, la cual contiene los criterios de 

solubilidad en agua de los pesticidas:  
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Tabla 1: Clasificación de la solubilidad de los plaguicidas en agua.  

 

CLASE SOLUBILIDAD (mg/L) 

Baja solubilidad ≤50 

Moderada solubilidad 50 – 100 

Alta solubilidad >500 

  

FUENTE: PPDB, 2016. 

 

También es importante señalar que la solubilidad en agua se encuentra en 

función a la temperatura. A medida que la temperatura incrementa, los 

químicos se convierten en más solubles (Linde, 1994). 

El ingrediente activo clorpirifos tiene una solubilidad en agua a 20°C de 

1,05 mg/L (EFSA, 2005); de acuerdo a este valor esta molécula se clasifica 

como poco soluble en agua, por lo que se puede deducir que tenderá a tener 

afinidad por el suelo, a acumularse en éste y también existe la probabilidad 

de que se sedimente. 

 

ii. Peso molecular 

 “El peso molecular podría afectar solubilidad del agua pues moléculas de la 

misma polaridad, pero de diferente tamaño no tendrán la misma solubilidad. 

A medida que el tamaño incrementa, la solubilidad en agua disminuye” 

(Linde, 1994). 

El ingrediente activo clorpirifos posee un peso molecular de 350,6 lo cual 

hace que este ingrediente activo sea difícil disolverse en agua por su gran 

tamaño.  
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iii. Adsorción (Koc) 

El Koc es una medida de la tendencia de un compuesto orgánico a ser 

adsorbido (retenido) por los suelos o sedimentos (PPDB, 2016).  

El Koc es específico para cada plaguicida y es independiente de las 

propiedades del suelo.  

“Existen dos principales maneras a partir de las cuales los pesticidas pueden 

alcanzar las aguas superficiales y subterráneas: la escorrentía y la 

lixiviación. La escorrentía ocurrirá si el químico no se adsorbe al suelo. La 

lixiviación ocurrirá si el químico se absorbe débilmente al suelo y se puede 

mover fácilmente a través de este” (Linde, 1994).   

De acuerdo a lo planteado anteriormente, mientras menor sea el valor Koc, 

mayor es la concentración de pesticida en la solución. Es más probable que 

los pesticidas con un Koc pequeño lixivien que aquellos pesticidas con un 

valor Koc alto (Tabla 2). 

Un Koc alto indica que el compuesto orgánico se fija con firmeza a la 

materia orgánica en el suelo, por lo que se va poca cantidad del compuesto a 

las aguas superficiales o acuíferos. Un bajo Koc sugiere la posibilidad de 

que el compuesto pueda ir a las aguas superficiales o acuíferos. 

 

Tabla 2: Criterios de adsorción de los pesticidas 

 

 

 

FUENTE: FAO, 2000. 

 

Koc (ppm) CLASE DE ADSORCIÓN 

Menor a 10 Muy débil 

10 – 100 Débil 

100 – 1 000 Moderada 

1 000 – 10 000 Fuerte 

10 000 – 100 000 Muy fuerte 
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Por otro lado, el valor Log Koc nos indica la movilidad del plaguicida en 

suelo (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Clasificación de la movilidad en suelo basada en valores Koc.  

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: PPDB, 2016. 

 

El ingrediente activo Clorpirifos tiene un coeficiente de adsorción (Koc) de 

8151 ppm (EFSA, 2005). De acuerdo a este valor esta molécula se puede 

fijar en el suelo, sedimento, biota y materia orgánica, por lo que no existe 

riesgo de escorrentía o lixiviación y se puede clasificar como inmóvil en 

suelo. 

 

iv. Volatilización 

Para entender mejor este proceso de transporte se deben tener en cuenta 

otros dos factores interrelacionados a la volatilización: 

Presión de vapor (Volatilidad) 

“La presión de vapor se define como la presión que un químico en fase 

gaseosa ejerce sobre la superficie” o la presión en la que la fase 

liquida/vapor están en equilibrio dinámico. Esta superficie puede ser agua o 

suelo seco” (Linde, 1994). Es una medida de volatilidad de una sustancia 

química en estado puro y es un determinante importante de la velocidad de 

volatilización al aire. Esta medida representa la tendencia del plaguicida de 

pasar a la fase gaseosa y se describe en unidades de Pascales, mm Hg 

(milímetros de mercurio) o atm (atmósferas). 

Koc (mL/g o L/Kg) CLASIFICACIÓN 

<15 Muy móvil 

15 – 75 Móvil 

75 – 500 Moderadamente móvil 

500 – 4000 Ligeramente móvil 

>4000 Inmóvil 
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Los pesticidas que tienen altos valores de presión de vapor son más 

volátiles. Los vapores de dichos pesticidas pueden moverse lejos del lugar 

inicial de aplicación del pesticida y causar daños a las plantas susceptibles.  

“Los plaguicidas con una presión de vapor mayor a 10-3 mm Hg a 25°C son 

volátiles, tienen alta movilidad y se dispersan en la atmósfera. Aquellos con 

una presión de valor entre 10-4 y 10-6 mm Hg a 25°C son menos móviles. 

Los compuestos con presiones de vapor menor a 10-7 son más persistentes 

en suelo y agua” (Rivas Chavez, 2006).  

El ingrediente activo clorpirifos tiene una presión de vapor de 3.35 x 10-3 Pa 

a 25°C, por lo que se clasifica a este compuesto como volátil (EFSA, 2005), 

esto quiere decir que el clorpirifos puede dispersarse en un área 

considerable. 

Constante de Henry 

“La constante de Henry se define como la medida de la concentración de un 

químico en el aire con respecto a su concentración en agua, en otras 

palabras, viene a cuantificar la tendencia relativa de un compuesto a existir 

en forma de moléculas de vapor en contraposición a estar disuelto en agua. 

Un plaguicida con una constante de Henry alta se volatilizará a partir del 

agua hacia el aire y se distribuirá en un área grande. Los químicos con una 

baja constante de Henry tienden a persistir en el agua y pueden ser 

adsorbidos al suelo. La constante de Henry constituye una parte integral en 

el cálculo de la volatilidad de un químico” (Linde, 1994). 

La constante de Henry se calcula con la siguiente fórmula: 

H’= concentración en fase gaseosa/concentración en fase líquida 

(adimensional) 

H = presión de vapor líquida/solubilidad química (Pa.m3/mol) 

Los químicos con un valor alto de contante de Henry tienden a volatilizarse 

a partir del agua y distribuirse en la atmósfera; es decir, mientras mayor la 

constante de Henry, mayor será la volatilidad. Un químico con una 
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constante de Henry baja tenderá a bioacumularse en agua y suelo, en lugar 

de volatilizarse. 

Los químicos en aire pueden partirse (moverse) hacia gotas de agua en las 

nubes y la niebla. Si la constante de Henry es baja, cantidades considerables 

del químico volatilizado se disolverán en las gotas de agua y se 

transportarán a la superficie de la tierra a través de la lluvia (deposición 

húmeda) (Linde, 1994). 

A continuación, se muestra una figura resumiendo la importancia del 

análisis de la constante de Henry en el estudio de los pesticidas: 

 

Figura 3: Resumen de la significancia de la constante de Henry. 

Tomado de Lyman, 1990, citado por Linde, 1994. 

 

El criterio para determinar la volatilidad de un ingrediente activo, de 

acuerdo a la PPDB es el siguiente: 

Si < 2.5 x 10-7   :  NO VOLATIL   

Si 2.5 x 10-7 – 2.5 x 10-5  : MODERADAMENTE VOLÁTIL 

Si > 2.5 x 10-5   :  VOLATIL  

La constante de Henry de clorpirifos es 0.478 Pa.m3.mol-1 (EFSA, 2005), 

por lo que se concluye que este ingrediente activo es volátil. 
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Con el entendimiento previo de los conceptos de Presión de Vapor y 

Constante de Henry, se puede definir a la volatilización como la vía 

principal de transporte de los pesticidas a partir de la superficie del agua y la 

superficie del suelo (húmedo o seco) hacia la atmósfera. Un químico que es 

extremadamente volátil es motivo de preocupación ya que un pesticida 

transportado a través del aire puede propagarse rápidamente en un área 

amplia a través del viento. Un químico que no es volátil puede acumularse 

en la superficie del suelo o del agua y transportarse hacia aguas 

subterráneas. 

En conclusión, clorpirifos es volátil, tiende a propagarse rápidamente en 

aire y no se acumula en la superficie del suelo o el agua. 

 

v. Coeficiente de partición octanol/agua (Kow) 

Este coeficiente determina el nivel de sistemicidad del compuesto.  

“El coeficiente de partición lípido/agua de una sustancia muestra cuánto de 

una sustancia se disuelve en agua y cuánto en lípido; este coeficiente de una 

manera indirecta proporciona información sobre la solubilización y 

distribución de una sustancia en un organismo vivo” (DNCA). 

Es una ecuación matemática que relaciona en el numerador la afinidad del 

producto por las grasas o aceites y en el denominador la afinidad por el 

agua, en otras palabras, determina la constante de equilibrio en dos fases: 

agua (polar) y lipofílico (apolar). Cuando el valor de la fracción es 1, se 

puede señalar que el producto presenta una similar afinidad por las grasas o 

aceites y por el agua. Cuando el valor es mayor a 1, el producto incrementa 

su carácter liposoluble y cuando el valor está por debajo de 1, el producto 

presenta mayor carácter hidrosoluble. 

“Este valor caracteriza la partición entre las fases hidrofílicas e hidrofóbicas 

en el ambiente y en el cuerpo humano” (Allen y Shonnard, 2002).  Los 

compuestos con un valor de Kow alto (es decir fácilmente solubles en octanol 

y menos solubles en agua) se acumulan en las porciones lipídicas de los 

organismos y tienden a concentrarse en suelos y sedimentos. Por el 
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contrario, los compuestos con bajos Kow tienden a distribuirse en el agua o 

aire. 

El ingrediente activo clorpirifos tiene un coeficiente de partición (Log Kow) 

de 4,7 a 20°C (EFSA, 2005); de acuerdo a este valor se deduce que la 

molécula presenta una similar afinidad por las grasas o aceites y por el agua 

y en consecuencia que es altamente sistémico. Por otro lado, se considera de 

importancia ambiental ya que al tener un valor mayor a 4 se puede deducir 

que clorpirifos se puede adsorber en el suelo y en organismos vivos y 

tenderá a bioacumularse. 

Tabla 4: Criterios de valoración, umbrales y categorías usadas para 

evaluar el potencial de bioacumulación en químicos. 

CRITERIO DE VALORACIÓN UMBRAL CATEGORÍA 

Log Kow 

< 2 Bajo 

≥ 5 Muy alto 

< 4.5 Alto 

4-4.5 Moderado 

BAF/BCF (Factor de Bioacumulación / 

Factor de Bioconcentración) (mg/L) 

> 5000 Muy alto 

1000-5000 Alto 

100 ≤ 1000 Moderado 

< 100 Bajo 

> 5000 Muy alto 

1000-5000 Alto 
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“…continuación” 

BAF/BCF (Factor de Bioacumulación / 

Factor de Bioconcentración) (mg/L) 500 ≤ 1000 Moderado 

100 ≤ 500 Bajo 

<100 Muy bajo 

 

FUENTE: The National Academies Press: A Framework to Guide 

Selection of Chemical Alternatives, 2014. 

 

vi. Potencial de Hidrógeno (pH) 

El pH es un parámetro que se refiere a la actividad de iones H+ en una 

solución a una temperatura determinada. Este parámetro se clasifica en 

ácido, básico o neutro y alcalino. 

El pH del agua es un factor crítico en la efectividad de muchos plaguicidas. 

Muchos materiales trabajan mejor cuando son mezclados en agua ácida 

mientras que algunos otros trabajan mejor a pHs altos o neutros. Los 

plaguicidas como los organofosforados, piretroides sintéticos, carbamatos e 

hidrocarburos clorados, entre otros sufren hidrólisis que causa su 

degradación a pHs mayores a 7. Mientras más alcalina sea el agua, más 

rápida será la degradación del plaguicida.  

Clorpirifos es estable en soluciones acuosas neutrales y ácidas; sin embargo, 

su estabilidad disminuye al aumentar el pH. Clorpirifos es menos persistente 

en suelos con pH alto.  

El pH de una dispersión acuosa de clorpirifos al 1 por ciento debe estar entre 

4,5 y 6,5 (FAO, 2015), el pH al cual es más estable es 5 (Deer y Beard, 

2001) y el pH al cual se degrada mejor es 5,7 (Singh et al., 2004). 
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b. Propiedades toxicológicas de clorpirifos 

La toxicidad de un plaguicida se define como “propiedad física o biológica que 

determina la capacidad de una sustancia química par causar perjuicio o 

producir daños a un organismo vivo por medios no mecánicos (FAO, 2006), en 

otras palabras, es la capacidad que tiene de afectar un organismo vivo. 

Los organofosforados envenenan insectos y otros animales, incluyendo aves, 

anfibios y mamíferos, principalmente mediante la fosforilación de la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE) en las terminaciones nerviosas. El resultado es la 

pérdida de AChE disponible, de manera que el órgano efector se sobre 

estimule por el exceso de acetilcolina (ACh, la sustancia transmisora de 

impulsos) en las terminaciones nerviosas. Esta enzima es crítica para el control 

normal de la transmisión desde las fibras nerviosas de las células del músculo 

esquelético y el músculo liso, las células secretoras y dentro del Sistema 

Nervioso Central (SNC). 

De acuerdo a la información disponible de la Pesticide Action Network (PAN) 

el clorpirifos es un ingrediente activo clasificado como moderadamente tóxico, 

inhibidor de la colinesterasa, posible disruptor endocrino y se encuentra en la 

lista “PAN Bad Actor Chemical” por poseer estas características (PAN 

Pesticide Database, 2016). 

Por su parte, la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda una 

clasificación de acuerdo a su peligrosidad, como se encuentra en la siguiente 

tabla: 

Tabla 5: Clasificación de los plaguicidas de acuerdo a su peligrosidad. 

CLASE 
ORAL DÉRMICA 

SÓLIDOS* LÍQUIDOS* SÓLIDOS* LÍQUIDOS* 

Ia Extremadamente 

peligrosos 
5 o menos 20 o menos 10 o menos 40 o menos 

Ib Altamente 

peligrosos 
5 a 50 20-200 10-100 40-400 
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“…continuación” 

CLASE 
ORAL DÉRMICA 

SÓLIDOS* LÍQUIDOS* SÓLIDOS* LÍQUIDOS* 

II Moderadamente 

peligrosos 
50-500 200-2000 100-1000 400-4000 

III Ligeramente 

peligroso 
Más de 500 Más de 2000 

Más de 

1000 
Más de 1000 

*Estado físico del ingrediente o formulación que se clasifica 

 

FUENTE: OMS, 1980. 

 

De acuerdo a esta clasificación, con una toxicidad aguda oral LD50 entre 118 a 

245 mg/kg en ratas (INCHEM, 1972) y una toxicidad dérmica aguda LD50 

>2000 mg/kg también en ratas, clorpirifos pertenece a la clase de pesticidas II 

“moderadamente peligroso”. 

 

c. Propiedades ecotoxicológicas de clorpirifos 

Como un insecticida de amplio espectro, clorpirifos es altamente tóxico a un 

amplio rango de insectos, incluyendo especies benéficas como abejas, 

mariquitas y avispas. Su alta toxicidad también es evidente en artrópodos 

acuáticos, tanto es estudios de campo como de laboratorio. También es muy 

tóxico en peces, llegando a matarlos incluso a concentraciones tan bajas como 

unas cuantas partes por trillón, reduciendo su crecimiento o desarrollando un 

crecimiento anormal, y de menor toxicidad en invertebrados acuáticos. 

Clorpirifos tiende a bioconcentrarse en diversos tipos de organismos acuáticos. 

Es ligera a moderadamente tóxico en mamíferos bajo condiciones de 

exposición aguda y tiene una toxicidad relativamente baja en comparación con 

otros insecticidas organofosforados. Las aves son más sensibles con una 

toxicidad alta a muy alta. Algunos efectos observados debido a la exposición 

de clorpirifos, además de la muerte en aves, son la reducción en la ganancia de 

peso y deformidades en las crías (NRA, 2000; Cox, 1994). 
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“Si un ecosistema completo es expuesto a clorpirifos, el resultado puede ser un 

cambio significativo en la abundancia de especies, incluso en aquellas no 

matadas directamente por clorpirifos” (Cox, 1994). 

 

d. Persistencia de clorpirifos 

 

Se define como la capacidad de cualquier plaguicida para retener sus 

características físicas, químicas y funcionales en el medio en el cual es 

transportado o distribuido, durante un período limitado después de su emisión, 

en otras palabras, se refiere al tiempo de actividad del plaguicida en 

determinado medio. Los plaguicidas que persisten más tiempo en el ambiente 

tienen mayor probabilidad de interactuar con los diversos elementos que 

conforman los ecosistemas (tabla 6).  

Si su vida media y su persistencia son mayores a la frecuencia con la que se 

aplican, los plaguicidas tienden a acumularse tanto en los suelos como en la 

biota y con el tiempo, la mayoría de los plaguicidas sufren una degradación 

como resultado de reacciones químicas y microbiológicas en suelo o agua.  

 

Tabla 6: Clasificación de los plaguicidas de acuerdo a su persistencia. 

 

PERSISTENCIA TIEMPO 

Ligeramente persistente Menor de 4 semanas 

Poco persistente De 4 a 26 semanas 

Moderadamente persistente De 27 a 52 semanas 

Altamente persistente De 27 a 52 semanas 

Permanentes Mayor de 20 años 

 

FUENTE: INECC, 2013. 

Para el caso de clorpirifos, el valor DT50 de degradación en suelo es de 120 

días (EFSA, 2005), incluso existen reportes que señalan una vida de hasta 4 

años, por lo que se considera que este ingrediente activo es persistente en 

suelo. 
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Tabla 7: Resumen de valores que indican el potencial contaminante de 

clorpirifos, así como su potencial toxicológico. 

PROPIEDAD 

FISICOQUÍMICA 
VALOR CONCLUSIÓN 

Solubilidad en agua 1,05 mg/L Poco soluble. 

Constante de Henry (a 

25°C) 
0,478 Pa x m3 x mol-1 Volátil. 

Presión de vapor 3,35 x 10-3 Pa a 20°C Volátil. 

Koc 8 151 ppm 
Inmóvil en suelo. Alto 

Riesgo de adsorción. 

Coeficiente de partición 

octanol agua (log Kow) 
4,7 a 20°C 

Se puede adsorber en el 

suelo y en organismos 

vivos. 

DT50 promedio en suelo 120 días Persistente. 

DT50 en agua (sistema 

completo) 
22 – 51 días Persistente. 

DT50 hidrólisis (suelo) 

11 – 200 días (suelos 

alcalinos) 

92 – 341 días (suelos 

neutros a ácidos) 

Persistente. 

DT50 fotólisis (agua) 
15 días (verano) - 29,200 

días (invierno) 
Lenta. 

DT50 fotólisis (aire) 1 – 2,6 días Rápida. 

DT50 fotólisis (suelo) 17,7 días Rápida. 

Categoría toxicológica 

(OMS) 

II Moderadamente 

peligroso 

II Moderadamente 

peligroso. 

 

FUENTE: Resumen propio, valores EFSA, 2005. 
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e. Destino ambiental de clorpirifos 

 

El clorpirifos unido al suelo puede degradarse a través de la luz UV, la 

hidrólisis química, declorinación o los microorganismos del suelo; sin 

embargo, su principal ruta de degradación parece ser el metabolismo aeróbico 

y anaeróbico. La hidrólisis abiótica, fotodegradación y volatilización no 

parecen jugar un rol importante en el proceso de disipación. La hidrólisis en 

medio estéril es un proceso que tarda en degradar la molécula con una vida 

media entre 1 a 2 meses (NRA, 2000). Basado en la información disponible, 

clorpirifos se degrada lentamente en suelo bajo condiciones aeróbicas y 

anaeróbicas. La información acerca de su lixiviación y adsorción/desorción 

indican que clorpirifos parental es poco móvil o inmóvil (EFSA, 2005). 

Los datos en campo disponibles indican que clorpirifos tiene una vida media de 

hasta 120 días (EFSA, 2005; NPIC, 2010) con poca o ninguna lixiviación; sin 

embargo, otros autores señalan que tiene una vida media en campo de hasta 

114 días (EXTOXNET, 1993); en todos estos casos se trata de un ingrediente 

activo persistente. Debido a su baja solubilidad en agua y a su alta capacidad 

de unirse al suelo, existe el potencial de clorpirifos de absorberse al suelo y de 

escurrir a la superficie de agua a través de la erosión.  

Esta persistencia en suelo puede depender de la formulación, tasa de 

aplicación, tipo de suelo, clima y otras condiciones. 

El clorpirifos que haya sido aplicado al suelo, por lo general permanece en el 

área donde ha sido aplicada ya que se une fuertemente a las partículas del 

suelo, es por ello que resulta difícil que este ingrediente activo se desprenda del 

suelo y entre en los sistemas de agua locales (ATSDR, 1997).  

De acuerdo a los datos proporcionados se puede concluir que la volatilización 

es una vía importante de degradación de clorpirifos y que, debido a su baja 

solubilización en agua, no se mezcla correctamente con esta y por lo tanto 

permanecerá en la superficie hasta evaporarse. 
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Vías de degradación de clorpirifos: 

- Hidrólisis 

 

La hidrólisis es una reacción importante que se da en agua para la degradación 

de plaguicidas. Un plaguicida reacciona con agua para formar productos de 

degradación que pueden distribuirse en el ambiente. 

La hidrólisis indica que un químico ha reaccionado con el agua para formar un 

nuevo producto. Las tasas de hidrólisis en plaguicidas se describen en vidas 

medias (DT50), que es la cantidad de tiempo que toma la mitad de la cantidad 

del químico en hidrolizarse.  

 

La hidrólisis está influenciada por diversos factores, entre ellos la temperatura 

y el pH. A medida que la temperatura incrementa, las moléculas en solución 

tienen más energía, causando que estas se muevan y reaccionen más rápido; 

esto causa que las reacciones de hidrólisis ocurran a una tasa más rápida 

(Linde, 1994).  

En el caso del pH, algunas reacciones de hidrólisis trabajan mejor en entornos 

ligeramente básicos o ácidos.  

 

- Fotólisis 

 

Una gran parte del plaguicida aplicado se pierde mediante volatilización y se 

va hacia la atmósfera. En la atmósfera, hay dos vías potenciales que puede 

seguir. La primera es a través de reacciones fotoquímicas causadas por la luz 

solar y la segunda es reacciones de radicales libres. En estos procesos los 

productos formados pueden ser más tóxicos que el químico parental. Las 

reacciones fotoquímicas pueden darse en agua o en aire cuando está presente la 

luz solar.  

 

- Degradación aeróbica 

 

El metabolismo microbiano de plaguicidas es un importante proceso de 

degradación en agua y suelo. El proceso puede tomar varios pasos y al final el 
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objetivo es mineralizar el químico. La mineralización es el proceso de cambiar 

el químico hasta sus componentes básicos de CO2, H2O y sales minerales. Los 

organismos mayores, como los peces, son capaces de metabolizar químicos, 

pero no son capaces de mineralizarlos.  

 

Las distribuciones microbianas no son homogéneas en suelo. Existen diferentes 

poblaciones de microorganismos que se encuentran cerca de la superficie. Esto 

es debido al hecho que los microorganismos naturalmente viven del material 

excretado por las raíces de las plantas. Los pesticidas generalmente son 

degradados por los microbios junto con el material excretado por las raíces de 

la planta. 

Las bacterias representan el 65 por ciento de la biomasa total en suelo, por lo 

que generalmente son las que llevan a cabo la mayoría de procesos de 

degradación. Las bacterias dominan el proceso de degradación en suelos 

alcalinos y agua (pH > 5.5). Los hongos dominan el proceso de degradación en 

suelos ácidos. 

 

f. Mecanismo de degradación microbiana de clorpirifos 

 

Los insecticidas organofosforados (grupo dentro del cual se encuentra 

clorpirifos) son metabolizados por microorganismos, debido a que estos son 

capaces de hidrolizar, reducir y oxidar estos compuestos (Lal, R. 1982). 

Pesticidas organofosforados como el clorpirifos, a pesar de que son usados 

extensamente, son poco estudiados en cuanto a su degradación. Estos 

organofosforados que tienen un radical clorado son moderadamente solubles en 

agua y, por lo tanto, difíciles de degradar.  

 

Se necesita buscar microorganismos que producen lípidos, por ejemplo, 

ramnolípidos que pueden solubilizar estos organofosforados y volverlos 

susceptibles a la degradación. Asimismo, organismos que tienen actividad 

deshalogenasa son requeridos para remover el radical clorado y hacer a la 

molécula fácil para su degradación. (Kanekar et al, 2004). 
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2.2 BIORREMEDIACIÓN 

2.2.1 DEFINICIÓN Y CARACTERÍSTICAS 

 

De acuerdo a la Environmental Protection Agency (EPA, 2001), la 

biorremediación es el “uso de microbios para limpiar suelo y aguas 

subterráneas contaminadas” y “una tecnología de tratamiento implica cualquier 

operación unitaria o serie de operaciones unitarias que altera la composición de 

una sustancia peligrosa o contaminante a través de acciones químicas, físicas o 

biológicas de manera que reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del 

material contaminado”.  

La biorremediación estimula el crecimiento de ciertos microorganismos que 

utilizan los contaminantes como fuente de alimento y energía.  Dentro de los 

contaminantes que se pueden tratar usando la biorremediación están los 

pesticidas (EPA, 2006). Dentro de la microbiota que se puede utilizar para 

degradar o transformar contaminantes peligrosos hasta materiales como 

dióxido de carbono, agua, sales inorgánicas, biomasa microbiana y otros 

productos intermediarios que pueden ser menos peligrosos que el material 

parental, están las bacterias heterotróficas y los hongos (EPA, 2006). 

Estudios realizados en las últimas décadas han permitido obtener un 

conocimiento significativo del metabolismo microbiano y por lo tanto su 

capacidad para degradar compuestos xenobióticos que antes se creían 

recalcitrantes. Sin embargo, las condiciones ambientales de los cuerpos 

contaminados no son adecuadas para la presencia de microorganismos en 

proporciones suficientes o para la expresión de sus capacidades de 

biodegradación. Por ejemplo, un ambiente con alta humedad y materia 

orgánica ocasiona agotamiento de oxígeno, lo que obliga a los 

microorganismos a utilizar otros compuestos diferentes al oxígeno como 

aceptor de electrones. Esto puede producir una acumulación de productos 

provenientes del metabolismo anaerobio y de la fermentación que pueden 

inhibir la actividad microbiana, reduciendo significativamente la diversidad de 

microorganismos.  
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Por ello, se debe conocer tanto el metabolismo de los microorganismos para 

degradar sustancias peligrosas, así como las condiciones ambientales en las 

que se desarrollan adecuadamente y se activan estas rutas metabólicas. “Es 

necesario satisfacer las necesidades fisiológicas y nutritivas de los 

microorganismos y proveer las condiciones ambientales que conducen a la 

producción catalítica (de la enzima) y reacción deseada” (Álvarez y Guevara, 

2003). 

En los últimos años, la biorremediación ha ganado gran interés como 

tecnología para el control de numerosos casos de contaminación de suelos y 

aguas con sustancias químicas peligrosas, debido principalmente a su bajo 

costo en comparación a otras técnicas como la incineración o el confinamiento 

y a que degrada la mayor parte de la materia orgánica minimizando los efectos 

adversos que puedan generarse si el contaminante es solo removido y no 

eliminado. 

La biorremediación presenta ventajas sobre otras técnicas alternativas para 

eliminar compuestos contaminantes como son los tratamientos físico-químicos, 

ya que es un proceso natural para destruir contaminantes orgánicos, los 

productos formados son generalmente inocuos, la relación costo/efectividad es 

menor comparada con otras tecnologías y pude ser ejecutada in situ. (Castillo 

et al., 2005). 

2.2.2 TIPOS DE BIORREMEDIACIÓN 

 

De acuerdo a la EPA la biorremediación puede dividirse en diversas 

categorías: 

 

a. De acuerdo a los requerimientos de oxígeno. 

 

i. Biorremediación Aeróbica 

La cual involucra reacciones microbianas que requieren oxígeno para llevarse a 

cabo. En este caso el microorganismo usa un substrato a base de carbono como 

donante de electrones y al oxígeno como aceptor de electrones (EPA, 2006).  
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ii. Biorremediación Anaeróbica 

Involucra reacciones microbianas que ocurren en ausencia de oxígeno y abarca 

procesos como fermentación, metanogénesis, declorinación reductiva y 

condiciones reductoras de nitrato y sulfato. En el metabolismo anaeróbico, el 

nitrato, sulfato, dióxido de carbono, los materiales oxidados o los compuestos 

orgánicos pueden reemplazar el oxígeno como aceptor de electrones (EPA, 

2006). 

iii. Biorremediación Cometabólica 

En este tipo de biorremediación los microorganismos no ganan energía a partir 

de la degradación de un contaminante, en este caso el contaminante se degrada 

a través de una reacción paralela (EPA, 2006). 

 

b. De acuerdo a su aplicación. 

 

i. In situ 

Los procesos in situ consisten en el tratamiento del agua o del suelo en el 

mismo lugar donde ha ocurrido la contaminación, sin remoción de la fuente. La 

ventaja de este método es que su costo es menor ya que no es necesario 

trasladar el material, mientras que su desventaja consiste en la limitada 

habilidad de controlar o manipular las condiciones físicas y químicas del 

ambiente. Un ejemplo de esta tecnología es el bioventeo aeróbico. 

ii. Ex situ 

Los procesos ex situ implican la excavación (en caso de ser material sólido) y 

el traslado del material contaminado hacia un área de tratamiento con 

condiciones ambientales controladas con una subsecuente purificación. Un 

ejemplo de tratamiento ex situ es el compostaje. 
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Figura 4: Clasificación de las técnicas de remediación microbiológica. Tomado de 

International Center for Soil and Contaminated Sites, 2006. 

  

2.2.3 BIOQUÍMICA DE LA BIORREMEDIACIÓN 

 

“La biorremediación implica la producción de energía en una reacción redox 

dentro de las células microbianas. Estas reacciones incluyen la respiración y 

otras funciones biológicas necesarias para el mantenimiento y la reproducción 

celular. Generalmente se requiere un sistema de suministro que proporciona 

uno o más de los siguientes factores: una fuente de energía (donador de 

electrones), un aceptor de electrones y nutrientes. Diferentes tipos de clases 

aceptores de electrones microbianos pueden estar implicados en la 

biorremediación, como la reducción de oxígeno, nitrato, manganeso, hierro 

(III), sulfato o dióxido de carbono y sus potenciales redox correspondientes. 

Los potenciales redox proporcionan una indicación de la dominancia relativa 

de las clases aceptoras de electrones (Omokhagbor et al., 2015). 

 

 

In situ Ex situ 

Suelo saturado 

Biorreactor 

Landfarming 

Tratamiento en 

pozos 

Dentro del sitio Fuera del sitio Fase libre Suelo no saturado 

Bioventeo Bioslurping Biosparging 
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2.2.4 BENEFICIOS E IMPORTANCIA DE LA BIORREMEDIACIÓN  

 

Entre algunos beneficios de la biorremediación tenemos que: 

 

- Es un proceso natural, por lo cual es percibido por el público como un proceso 

de tratamiento de residuos aceptable. 

- Los residuos del tratamiento son, por lo general, productos inofensivos que 

incluyen dióxido de carbono, agua y biomasa. 

- Puede realizarse en el sitio afectado sin necesidad de transportar el material lo 

cual acarrea riesgos. 

- Produce una alteración mínima del lugar. 

- El contaminante es eliminado de forma permanente. 

- Emplea sistemas biológicos naturales. 

- Es de bajo costo. 

- Se puede utilizar junto con otras técnicas de tratamiento. 

- En lugar de transferir los contaminantes de un medio a otro, es posible la 

completa destrucción del contaminante. 

 

Sobre su importancia destacamos la opinión de Irvine y Sikdar (1998), quienes 

afirman que “La biorremediación es universalmente importante como medio 

para reducir el impacto negativo de la contaminación de sólidos, líquidos y 

gases indeseables en el ambiente. A nivel mundial, las tecnologías de 

biorremediación como la bioaumentación y la bioestimulación son métodos 

económicos para el efectivo tratamiento de efluentes y la recuperación de sitios 

contaminados.”  

 

“La biorremediación es una opción que ofrece la posibilidad de destruir o 

convertir en inofensivos diversos contaminantes utilizando una actividad 

biológica natural. Como tal, utiliza técnicas de relativa baja tecnología y bajo 

costo que generalmente tienen una alta aceptación pública y que a menudo 

pueden llevarse a cabo in situ. 

 

Independientemente del aspecto de la biorremediación que se utilice, esta 

tecnología ofrece una manera eficiente y rentable de tratar las aguas 
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subterráneas contaminadas y el suelo. Por lo general, sus ventajas superan a sus 

desventajas, lo cual es evidente por el número de sitios que optan por utilizar 

esta tecnología y su creciente popularidad” (Kumar, A. et al., 2011). 

 

2.2.5 CRITERIOS A TENER EN CUENTA PARA LA APLICACIÓN DE LA 

BIORREMEDIACIÓN 

 

Para la optimización de un proceso de biorremediación se deben tener en 

cuenta diversos factores como “la existencia de población microbiana capaz de 

degradar contaminantes, la disponibilidad de los contaminantes para que 

puedan ser degradados por la población microbiana, los factores ambientales 

como el tipo de suelo, temperatura, pH, la presencia de oxígeno u otros 

aceptores de electrones, y nutrientes” (Vidali, 2001). 

 

2.2.6 RESPIRACIÓN Y CRECIMIENTO MICROBIANO COMO MEDIDA 

DE LA DEGRADACIÓN DE CLORPIRIFOS 

 

“La respiración es un proceso aeróbico o anaeróbico que produce energía, por 

el cual compuestos orgánicos o inorgánicos en las células sirven como 

donadores de electrones primarios y compuestos oxidados importados sirven 

como aceptores de electrones terminales” (M. Pell, 2011); todos 

microorganismos vivos respiran de manera continua, es por ello que la tasa de 

respiración constituye una medida del crecimiento de dichos microorganismos. 

 

Es por ello que la respiración del suelo es un proceso  importante debido a que 

refleja la capacidad del suelo de soportar vida incluyendo microorganismos, 

animales y cultivos y constituye uno de los parámetros más antiguos y “más 

usados para la cuantificación de actividad microbiana en suelo” (Anderson 

citado por Araújo, 2008) y “dado que la descomposición de un sustrato 

orgánico por medio del proceso de respiración aeróbica tiene como productos 

principales CO2 y H2O, la evolución de CO2 puede utilizarse como un 

indicador bastante preciso de la actividad respiratoria de comunidades en agua 

y suelo” (Ochoa y Urroz, 2011). “En otras palabras, la actividad metabólica de 
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los microrganismos del suelo puede ser cuantificada por la medición de la 

producción de CO2 o consumo de O2” (Nannipieri et al., 1990), “constituyendo 

así uno de los parámetros más y utilizados con mayor frecuencia para 

cuantificar la actividad microbiana en los suelos” (Kieft y Rosacker, 1991). 

 

“La estrategia general que usan los microorganismos para alimentarse de los 

contaminantes orgánicos consiste en transformarlos en sustratos potenciales 

que podrían ser dirigidos hacia las vías metabólicas centrales, como beta-

oxidación, glicólisis y ciclo de Krebs” (Alvarez y Guevara, 2003). 

Es así que la respiración microbiana constituye un buen indicador de 

estimación de la actividad microbiana, el crecimiento de los microorganismos 

en estudio y de manera indirecta la degradación de pesticidas como el 

clorpirifos. 

Existen diversos métodos para la cuantificación de la respiración microbiana, 

entre los que se encuentran: 

 

a. Método de medición de CO2 por titulación (Anderson, 1982) 

 

El principio de este método se basa en la adsorción del CO2 liberado, producto 

de la respiración microbiana, en una solución alcalina. De esta manera, la 

cantidad de CO2 adsorbido es equivalente a la cantidad de NaOH consumido y 

medido como índice de tasa de respiración. 

Para este propósito, el álcali reacciona con el CO2 y luego se agrega BaCl2 a la 

solución de NaOH para que precipiten los carbonatos como BaCO3 insoluble. 

Se agrega 1 gota de fenolftaleína como indicador y se titula con HCl. 

Finalmente se emplea la siguiente ecuación para determinar la cantidad de mg 

CO2: 

 Miligramos de C o CO1 = (B – V) NE , donde 

B = volumen (mililitros) de ácido necesarios para titular NaOH en los 

recipientes del control. 
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V = volumen (en mililitros) de ácido que se necesitan para titular el NaOH en 

los recipientes del tratamiento. 

N = normalidad del ácido 

E = peso equivalente. Para expresar los datos en término de carbono, E = 6; 

para expresar como CO2, E = 22 

 

b. Método de medición de O2/CO2 con el analizador de gases Oxybaby® 6.0 

 

Oxybaby® 6.0 es un analizador de O2/CO2 de la empresa WITT-

GASETECHNIK GmbH & Co KG que mide la presión de gas dentro de 

determinado envase. Este instrumento es utilizado en la industria alimentaria o 

en la industria de bebidas para cuantificar la cantidad de O2/CO2 en muestras de 

verduras, frutas, carnes o pescados y de esta manera asegurar la frescura de 

estos productos.  

Para el presente estudio, se utilizó este instrumento para cuantificar la cantidad 

de O2 consumido y CO2 liberado durante el proceso de respiración microbiana 

como consecuencia del consumo de carbono presente en clorpirifos; de esta 

manera la respiración microbiana representa una medida indirecta de la 

degradación de clorpirifos. 

 

 

 

 



 

 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 MUESTREO DEL SUELO PARA SU CARACTERIZACIÓN 

FISICOQUÍMICA Y MICROBIOLÓGICA 

 

Se tomaron muestras del suelo del campo de experimentación del Centro de 

Investigación de Recursos Genéticos, Biotecnología y Bioseguridad de la Facultad 

de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina, para lo cual se 

siguieron las recomendaciones presentadas por Rodríguez y Rodríguez (2011) y 

las del Laboratorio de Análisis de Suelos, Aguas y Fertilizantes de la UNALM. 

- Muestreo para caracterización fisicoquímica: se tomaron 15 submuestras de 

todo el campo de experimentación, cada una a 30 cm de profundidad, 

utilizando una pala recta. Las 15 submuestras fueron mezcladas entre sí para 

finalmente tomar 1 kg que fue guardado en bolsas de polietileno. 

- Muestreo para caracterización microbiológica: se tomaron 15 submuestras de       

todo el campo de experimentación, en las zonas de mayor vegetación, cada una 

a 20 cm de profundidad, utilizando una pala recta. Las 15 submuestras fueron 

mezcladas entre sí para finalmente tomar 1 kg que fue guardado en bolsas de 

polietileno. 

Ambas muestras fueron enviadas inmediatamente al Laboratorio de Análisis de 

Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La 

Molina para sus respectivas caracterizaciones. 
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3.2 APLICACIÓN DE CLORPIRIFOS EN EL SUELO Y OBTENCIÓN DE LA 

MUESTRA A TRABAJAR 

 

Se aplicaron 3 dosis del producto Lorsban 4 E, insecticida agrícola de Dow 

AgroScience que contiene 48 por ciento p/v de clorpirifos, cada una disuelta en 

100 mL de agua, sobre 1 m2 de suelo respectivamente, de acuerdo a las dosis 

recomendadas del producto. 

- Dosis baja = 0,05 mL de clorpirifos. 

- Dosis media = 0,125 mL de clorpirifos. 

- Dosis más alta = 0,2 mL de clorpirifos. 

Para la obtención de la muestra, se tomaron 40 g de cada metro cuadrado de suelo 

con una dosis de clorpirifos luego de tres días de aplicado, entre los 0-15 cm de 

profundidad. Las muestras fueron llevadas en bolsas de polietileno al laboratorio 

para su trabajo inmediato.  

  

3.3 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS CON POTENCIAL DE 

DEGRADACIÓN DE CLORPIRIFOS  

 

Cada una de las muestras de suelo recolectadas fue colocada en 200 mL de agua 

destilada suplementada con 0,2 g de glucosa y llevada a agitación en un equipo 

floculador – prueba de jarras a 120 rpm por dos días, con el fin de incrementar el 

metabolismo microbiano y por ende la población. 

Se dejaron asentar las muestras por dos horas para luego proceder a tomar 1 mL de 

cada una y realizar diluciones sucesivas por un factor de 1/10 hasta 10-6. 

A fin de obtener poblaciones bacterianas y fúngicas por separado, se prepararon 

placas con agar nutritivo + nistatina (fungicida) para las primeras y placas con agar 

sabouraud + gentamicina (bactericida) para las segundas. Para asegurar la 

obtención de cepas con capacidad de resistencia a diversas concentraciones del 

pesticida en estudio, en todas las placas se adicionó Lorsban 4E en tres cantidades 
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equivalentes a las siguientes concentraciones de clorpirifos en miligramos por 

medio de cultivo:   

- 50 mg/L 

- 100 mg/L 

- 300 mg/L 

Por vertido en placa, se inocularon las mismas con las diluciones 10-3, 10-4, 10-5 y 

10-6 y se dejaron en incubación a 37°C para bacterias y 27°C para hongos, por 

cinco y siete días respectivamente, para luego observar el crecimiento de 

colonias. 

Cada colonia distinta se aisló en tubos de ensayo con agar nutritivo para bacterias 

y agar sabouraud para hongos y se mantuvieron en refrigeración a 4°C. 

Se realizó una caracterización morfológica de las cepas aisladas, siendo tinción 

gram para bacterias y observación de estructuras al microscopio con tinción de 

lactofenol para hongos (Horobin y Kiernan, 2002). 

 

3.4 PRUEBAS DE BIODEGRADACIÓN DE CLORPIRIFOS 

 

Se preparó medio mínimo de sales minerales (MMS) (Anexo 1) de acuerdo a la 

formulación descrita en la directriz de la OCDE “Biodegradabilidad Inmediata -  

CO2 en Recipientes Sellados” (2014) (Anexo 3). Asimismo, se preparó en agua 

destilada estéril un inóculo bacteriano a una concentración de 1,93 x 105 UFC/mL 

y otro fúngico a una concentración de 1,0 x 105 UFC/mL, realizando la mezcla de 

cepas seleccionadas en el aislamiento de cada tipo de organismo, obteniendo de 

esta manera un consorcio bacteriano y otro fúngico. 

Se utilizaron frascos de vidrio estériles de 370 mL de capacidad con tapa rosca 

metálica y un pequeño orificio en el centro para preparar los siguientes 

tratamientos, teniendo en consideración criterios de las Directrices de la OCDE 

para la Prueba de Productos Químicos, Sección 3: Degradación y Acumulación, 

Anexo 1, Parte 1 y los Tests N° 301, 307 y 310: 
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- Tratamiento clorpirifos: 200 mL de MMS + 1 mL de inóculo de consorcio 

bacteriano o fúngico + 125 µL de Lorsban (equivalente a 300 mg/L de 

clorpirifos). 

- Tratamiento con aditivos de Lorsban 4E (Anexo 2): 200 mL de MMS + 1 mL 

de inóculo de consorcio bacteriano o fúngico + 125 µL de Lorsban 4E 

expuesto al ambiente por 48 hrs, con el fin de eliminar el clorpirifos por 

fotólisis en aire y probar el comportamiento de la biodegradación en los 

aditivos del pesticida. 

- Control: 200 mL de MMS + 1 mL de inóculo de consorcio bacteriano o 

fúngico. 

- Blanco: 200 mL de MMS + 125 µL de Lorsban 4E. 

Cada una de las cuatro muestras se realizó tanto para consorcio bacteriano como 

para consorcio fúngico, con tres repeticiones para cada tipo de ensayo descrito 

más adelante, tal como se indica en la tabla 8. 

Una vez preparados, los frascos con las diferentes muestras fueron cerrados 

herméticamente colocando varias capas de cinta adhesiva en los espacios de las 

tapas y en el orificio central de ésta, con el fin de evitar el flujo de aire entre el 

exterior y el interior del frasco (Anexo 3). Se mantuvieron a temperatura ambiente 

y en oscuridad durante 14 días. 

Se realizaron los siguientes ensayos para analizar el potencial biodegradador de 

clorpirifos de los microorganismos: 

Crecimiento microbiano: 

- Siembra en placa con agar nutritivo para las muestras con consorcio 

bacteriano y agar sabouraud para las muestras con consorcio fúngico. 

- Recuento en cámara de Neubauer. 

Respiración microbiana: 

- Medición de la concentración en porcentaje de O2 y CO2 con un equipo 

analizador de gases modelo Oxybaby® 6.0 de la marca Witt. 

- Cuantificación de mg de C-CO2 mediante captación en álcali y titulación.  
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La toma de muestras para evaluar el crecimiento se realizó los días tres, siete y 

once para las muestras con consorcio bacteriano y los días seis, diez y trece para 

las de consorcio fúngico. Para ambos ensayos se extrajeron alícuotas de los 

frascos con jeringa estéril a través del orificio central de la tapa, el cual fue 

sellado nuevamente con varias capas de cinta adhesiva al finalizar la toma de 

alícuota. 

La toma de muestras para evaluar la respiración microbiana se realizó cada 48 

horas a partir del segundo día de ensayos. Para la medición con el equipo 

Oxybaby se introdujo la aguja para toma de muestra propia del equipo a través 

del orificio central de la tapa, el cual fue sellado nuevamente con varias capas de 

cinta adhesiva al finalizar la medición. Para la captación de CO2 en álcali se 

introdujo en los frascos seleccionados para este ensayo un tubo de vidrio al cual 

se le colocaron 10 mL de NaOH 1N (Anexo 3), que fue extraído para titulación 

con HCl 1N los días de prueba y repuesto inmediatamente por NaOH fresco, 

repitiéndose el mismo procedimiento cada 48 horas. Esta extracción y adición de 

NaOH se realizó con jeringa estéril a través del orificio central de la tapa, el cual 

fue sellado nuevamente con varias capas de cinta adhesiva al finalizar. En la 

titulación se utilizó BaCl para precipitar los carbonatos producto de la reacción 

con el NaOH que contiene el CO2 capturado del frasco; y fenolftaleína como 

indicador (Anderson, 1982). 

Tabla 8: Cantidad de repeticiones (frascos) para cada tipo de muestra y ensayo. 

Cantidades aplicadas tanto para la prueba de biodegradación de consorcio 

bacteriano (36 frascos) como para la de consocio fúngico (36 frascos). Entre 

paréntesis, la nomenclatura de placas y frascos de los ensayos. 

 

                 Muestra        

Ensayo

Chlorpyrifos (Bact 

para bacterias y 

Hong  para hongos)

Aditivos de Lorsban 

(Bact evap  para 

bacterias y Hong 

evap  para hongos)

Control (Bact cont 

para bacterias y 

Hong cont para 

hongos)

Blanco (Blanco )

Crecimiento 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 )

Medición de gases 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 )

Captación de CO2 

en álcali
3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 ) 3 (R1, R2  y R3 )



 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 CARACTERÍSTICAS FÍSICOQUÍMICAS DEL SUELO ESTUDIADO. 

 

De acuerdo a la Sociedad Americana de Ciencias del Suelo (2013), el suelo es el 

material orgánico o el mineral no consolidado en la superficie inmediata de la 

tierra que sirve como medio natural para el crecimiento de plantas de tierra, 

proporcionando servicios ecosistémicos importantes para la vida, contribuyendo a 

la biodiversidad y abasteciendo a la raza humana con recursos esenciales como 

alimentos, fibras y combustible. Al ser el principal soporte de los microorganismos 

a estudiar es importante primero conocer las características de este y cómo es que 

interactúan con las bacterias y hongos que se pretenden aislar. 

En la tabla 9 se muestran los resultados de los análisis de la caracterización 

fisicoquímica realizada en Laboratorio de Análisis de Suelos, Plantas, Aguas y 

Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina (Anexo 3). 

 

Tabla 9: Caracterización del suelo del campo de experimentación del Centro 

de Investigación de Recursos Genéticos, Biotecnología y Bioseguridad 

(CIRGEBB) de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria 

La Molina. 

PARÁMETRO RESULTADO 

pH (1:1) 7,93 

C.E. (1:1) dS/m 1,29 

CaCO3 (por ciento) 1,20 

M.O. (por ciento) 1,86 

P (ppm) 17,0 
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“…continuación” 

K (ppm) 394 

Análisis mecánico: 

Arena (por ciento) 61 

Limo (por ciento) 22 

Arcilla (por ciento) 17 

Clase textural Franco arenoso 

CIC (meq/100 g) 12,32 

Ca+2 (meq/100 g) 9,85 

Mg+2 (meq/100 g) 1,43 

K+ (meq/100 g) 0,81 

Na+ (meq/100 g) 0,23 

Al+3 + H (meq/100 g) 0,00 

Suma de cationes 12,32 

Suma de bases 12,32 

Por ciento Sat. De bases 100 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos y tomando como referencia la guía de 

Interpretación de Análisis de Suelos de Garrido Valero (2010), se puede observar 

que se cuenta con un suelo de textura franco arenoso, lo cual indica que posee una 

buena aireación favoreciendo los procesos de volatilización y degradación del 

plaguicida (Quinchía, 2006), moderadamente alcalino, muy ligeramente salino, 

con un porcentaje de caliza que no representa un problema en términos de 

productividad, un bajo porcentaje de materia orgánica, un coeficiente de 

intercambio iónico (CIC) bajo, lo cual indica un suelo pobre, una relación Ca/Mg 

normal y una distribución de cationes normal. 

 

4.2 CARACTERIZACIÓN MICROBIOLÓGICA DEL SUELO ESTUDIADO. 

 

En la tabla 10 se muestran los resultados del análisis microbiológico del suelo, 

realizado en Laboratorio de Análisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la 

Universidad Nacional Agraria La Molina (Anexo 4). Estos evidencian un 
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porcentaje bajo de humedad gravimétrica, una alta concentración de los tres tipos 

de microorganismos analizados, una baja tasa de respiración microbiana y una baja 

cantidad de biomasa microbiana. Esto indica que a pesar de que hay una alta 

cantidad de población microbiana en el suelo, esta no está desarrollándose de 

manera eficiente debido al ambiente de estrés en el que se encuentra, compuesto 

por poca humedad y baja cantidad de biomasa y materia orgánica, lo cual no 

permite una adecuada respiración microbiana. 

Tabla 10: Análisis microbiológico del suelo del campo de experimentación del 

Centro de Investigación de Recursos Genéticos, Biotecnología y Bioseguridad 

(CIRGEBB) de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria 

La Molina. 

PARÁMETRO RESULTADOS 

Humedad gravim. (por ciento) 1,78 

Organismos mesófilos 

totales (UFC/ g suelo 

seco) 

Bacterias 6,77x106 

Actinomicetos 3,50x106 

Hongos 1,40x105 

Respiración microbiana (mg CO2/g suelo seco/día) 0,062 

Biomasa microbiana (mg C/g suelo seco) 0,234 

 

4.3 AISLAMIENTO Y SELECCIÓN DE MICROORGANISMOS 

TOLERANTES A CLORPIRIFOS.  

 

A partir del cultivo en placa de las muestras de suelo sometido a tres diferentes 

concentraciones de clorpirifos, se obtuvieron numerosas colonias microbianas en 

todos los casos, evidenciando la existencia en este suelo de microorganismos 

tolerantes a las diversas dosis de aplicación comercial de Lorsban 4E, así como a 

un rango de concentración de clorpirifos entre los 50 y 300 mg/L. 

Se seleccionaron las colonias microbianas aisladas a partir del suelo tratado con la 

dosis alta de Lorsban 4E y cultivadas a la mayor concentración de clorpirifos (300 

mg/L), con el fin de analizar el potencial biodegradador ante una aplicación 

intensiva de este compuesto. 
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De este aislamiento, se obtuvieron 12 morfotipos distintos de bacterias y tres 

géneros de hongos (Anexo 5), los cuales se muestran en las tablas 10 y 11, 

respectivamente. 

Tabla 11: Morfotipos bacterianos aislados del suelo del Centro de Investigación de 

Recursos Genéticos, Biotecnología y Bioseguridad (CIRGEBB) de la Facultad de 

Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina. 

CÓDIGO 

DE 

MUESTRA 

TINCION 

GRAM 
MORFOLOGÍA IMAGEN 

12T3-3 + Cocos 

 

13T3-3 + Cocos 

 

15’T3-3 - Cocos 

 

16T3-3 - Cocos 

 



 

 

 

 

“…continuación” 

17T3-3 + Cocos 

 

18T3-3 + Cocos 

 

18**T3-3 + Bacilos 

 

19T3-4 + Cocos 

 

20T3-4 + Cocos 

 

 

 

 



 

 

 

 

“…continuación” 

21**T3-4 - Diplococos 

 

24T3-4 + Cocos 

 

25T3-4 + Cocos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Tabla 12: Hongos aislados del suelo del Centro de Investigación de Recursos 

Genéticos, Biotecnología y Bioseguridad (CIRGEBB) de la Facultad de Ciencias de 

la Universidad Nacional Agraria La Molina. 

CÓDIGO DE 

MUESTRA 
MORFOLOGIA GÉNERO 

32T3-4 

 

Aspergillus sp. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

“…continuación” 

 

 

 

40T3-4 

 
 

Penicillium sp. 

 

 

 

44T3-6 

 
 

Cladosporium sp. 

 



 

 

 

 

“…continuación” 
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4.4 EVALUACIÓN DE LA DEGRADACIÓN DE CLORPIRIFOS 

4.4.1 POR CRECIMIENTO MICROBIANO 

 

a. Bacterias 

 

 

Figura 5: Curvas del comportamiento del conteo en cámara Neubauer de los 

tratamientos correspondientes al consorcio bacteriano. 
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“…continuación” 

(b)  

(c)  

 (d)  

Figura 6: Evolución del crecimiento en placa de muestras bacterianas a los días 

tres (izquierda), siete (centro) y once (derecha). (a) Tratamiento clorpirifos; (b) 

Tratamiento aditivos Lorsban 4E; (c) Control; (d) Blanco. Todas las imágenes 

corresponden a la dilución 10-3. 

 

Los ensayos de crecimiento en bacterias (figuras 5 y 6), muestran un aumento 

significativo de la población microbiana tanto en el tratamiento con clorpirifos como en 

el de aditivos de Lorsban, alcanzando concentraciones máximas de 3,15 x 107 UFC/mL 

para el primer tratamiento mencionado en la evaluación realizada el séptimo día de 
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ensayo y de 1,98 x 107 UFC/mL para el segundo tratamiento en la evaluación realizada 

al tercer día de ensayo (figura 5). Esto indica que los microorganismos de ambos 

tratamientos utilizan los componentes del medio para realizar sus funciones biológicas 

eficientemente, pero el tratamiento con clorpirifos presenta un mejor desempeño que el 

de aditivos de Lorsban 4E, puesto que tuvo una fase exponencial más larga y una mayor 

cantidad de UFC generada en el tiempo (figura 5). Debido a que el clorpirifos y los 

aditivos de Lorsban 4E son las únicas fuentes de carbono en el medio para ambos 

tratamientos respectivamente y éste es un elemento esencial para el crecimiento 

microbiano, se deduce que lo utilizan a partir de la descomposición de esos compuestos 

carbonados, siendo más eficiente la utilización en presencia de clorpirifos. 

Entre las evaluaciones realizadas los días siete y once, los tratamientos de clorpirifos y 

de aditivos Lorsban 4E muestra un declive en su crecimiento, lo que significa que ya se 

encuentran dentro de la fase de muerte celular, la cual es más pronunciada en el 

tratamiento con clorpirifos, mientras que en el de aditivos de Lorsban 4E el declive se 

reduce hacia el final del tiempo de duración del ensayo (figura 5), lo cual podría deberse 

a un cambio en el metabolismo de la población microbiana. 

En el tratamiento con clorpirifos se observan colonias más grandes y de una mayor 

variedad de microorganismos que las colonias formadas en la muestra de aditivos 

(figura 6), las cuales variaron entre las evaluaciones de los días tres y siete del ensayo, 

mostrando predominancia de colonias grandes inicialmente y luego de colonias 

pequeñas, así como la ausencia de colonias de bacilos en todas las evaluaciones, las que 

sí están presentes en el tratamiento con clorpirifos. Esto indica una afectación de los 

aditivos de Lorsban 4E sin la presencia de clorpirifos sobre el crecimiento microbiano, 

siendo este ingrediente activo mejor para el desarrollo de la población bacteriana. 

Asimismo, se observó que las colonias de bacilos, si bien crecieron mejor en presencia 

de clorpirifos, tuvieron un corto periodo de crecimiento pues estuvieron ausentes en los 

ensayos de los días siete y once (figura 6), indicando un periodo de crecimiento menor 

que el de las otras cepas del consorcio. 

El crecimiento limitado en la muestra control (figuras 5 y 6) indica que los 

microorganismos, al no tener una fuente de carbono para su metabolismo, sobreviven 

poco utilizando las sales minerales del MMS; y que en comparación a las muestras de 

clorpirifos y aditivos de Lorsban 4E, señala una vez más la utilización del pesticida 
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como fuente de carbono para el metabolismo de los microorganismos. Adicionalmente, 

la ausencia de crecimiento microbiano en el blanco (figura 6) asegura que las pruebas 

han sido realizadas en medio estéril y los microorganismos presentes en las demás 

muestras son exclusivamente los aislados del suelo tratado con clorpirifos. 

Los resultados obtenidos del crecimiento bacteriano concuerdan con los resultados de 

otras investigaciones, como la de Farhan et al. (2012), en el que una cantidad de inóculo 

de 10 UFC/mL mostró ser más eficiente en la degradación de clorpirifos a una 

concentración de 400 mg/L, en comparación con cantidades menores, siendo la cantidad 

de inóculo utilizada en la presente investigación de 105 UFC/mL, la cual mostró buena 

actividad metabólica sobre una concentración de clorpirifos de 300 mg/L. Asimismo, 

Chishti y Arshad (2013) demostraron que la densidad celular de los cultivos incrementa 

con el incremento de la degradación de clorpirifos, lo que revela que la biodegradación 

de clorpirifos es un proceso ligado al crecimiento, comportamiento que se evidenció 

durante esta prueba. Marín y Jaramillo (2015) evidenciaron en su investigación que las 

bacterias presentan un crecimiento de tipo exponencial que confirma el uso de 

clorpirifos como fuente de carbono para sus procesos metabólicos, reafirmado con la 

poca disminución del pesticida en su muestra blanco, lo cual se observó también en la 

presente investigación; en dicho estudio también se observó un disminución de la 

concentración de clorpirifos por parte de algunas cepas en un tiempo de 24 horas, 

prolongándose en otros estudios hasta 20 días, lo que concuerda con el comportamiento 

bacteriano en la presente investigación a lo largo de 14 días. 
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b. Hongos 

 

 

Figura 7: Curvas del comportamiento del conteo en cámara Neubauer de los 

tratamientos correspondientes al consorcio fúngico.  
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“…continuación” 

 (c)  

(d)  

Figura 8: Evolución del crecimiento en placa de muestras fúngicas a los días seis 

(izquierda), diez (centro) y trece (derecha). (a) Tratamiento clorpirifos; (b) 

Tratamiento aditivos Lorsban 4E; (c) Control; (d) Blanco. Todas las imágenes 

corresponden a la dilución 10-3. 

 

Los ensayos de crecimiento en hongos mostraron un aumento de la población 

microbiana para los tratamientos de clorpirifos y aditivos de Lorsban 4E, las cuales 

alcanzaron una máxima concentración de microorganismos de 6,03 x 106 UFC/mL en la 

evaluación del sexto día de ensayo en el caso de clorpirifos y una concentración de 3,75 

x 106 UFC/mL en la evaluación del décimo día para el caso de aditivos de Lorsban 4E 

(figura 7). Esto indica en ambos casos la utilización de los componentes del medio en el 

metabolismo de los microorganismos para su crecimiento y al ser el clorpirifos y los 

aditivos de Lorsban 4E las únicas fuentes de carbono respectivamente, se deduce que la 

obtención de este elemento esencial para el crecimiento es a partir de la degradación de 

esos compuestos carbonados. El tratamiento con clorpirifos alcanza un mayor 

crecimiento que el de aditivos de Lorsban 4E e inicia una disminución de su crecimiento 
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o fase de muerte antes que él (figura 7), lo que indica un mayor y más fácil consumo de 

nutrientes a partir del medio con clorpirifos.  

Los géneros Aspergillus sp. y Cladosporium sp. mostraron crecimiento de colonias en 

los tratamientos con clorpirifos, aditivos de Lorsban 4E y control, mientras que el 

género Penicillium sp. no tuvo crecimiento (figura 8), indicando una pobre competencia 

de éste género por los nutrientes bajo condiciones limitantes como las de los ensayos, 

frente a los otros géneros de hongos. 

El tratamiento con clorpirifos mostró una reducción significativa de la presencia de 

colonias de Aspergillus sp. en las evaluaciones de los días seis y trece del ensayo (figura 

8), indicando la poca sobrevivencia de este microorganismo al irse agotando los 

nutrientes del medio con presencia de clorpirifos. 

El tratamiento control presenta un crecimiento limitado de colonias a lo largo del 

ensayo, el cual aumenta ligeramente entre los días uno y seis y luego disminuye 

notablemente hasta el final del ensayo (figura7). Asimismo, las colonias mostraron al 

inicio de su crecimiento en placa una morfología irregular y distinta a la presentada en 

los tratamientos de clorpirifos y aditivos (figura 8), indicando un estrés en el 

metabolismo de los microorganismos ante la ausencia de fuentes de carbono. 

Al igual que para bacterias, el crecimiento limitado en la muestra control frente a los 

tratamientos con clorpirifos y con aditivos de Lorsban (figura 7) indica la utilización del 

pesticida como fuente de carbono para el desarrollo del metabolismo microbiano y 

consecuentemente el crecimiento de colonias. Asimismo, la ausencia de crecimiento en 

la muestra blanco (figura 8) asegura el desarrollo de los ensayos sobre los 

microorganismos obtenidos del aislamiento de suelo tratado con clorpirifos. 

Los resultados obtenidos en el crecimiento de hongos concuerdan con los de otros 

estudios, como el de Lopera et al. (2005) en el que el hongo evaluado creció 

favorablemente en agar Sabouraud a concentraciones de clorpirifos de hasta 480 mg/L, 

siendo la concentración utilizada en el presente estudio de 300 mg/L. Asimismo, Rivero 

et al. (2012) observaron que los hongos son capaces de crecer en clorpirifos como única 

fuente de carbono, aumentando su biomasa, tal como se observó en la presente 

investigación. Además, Stamatiu-Sánchez et al. (2015) reportaron en su investigación 

un mayor crecimiento fúngico en clorpirifos que en comparación con sus testigos, 
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denotando tolerancia y estimulación del crecimiento por parte del pesticida, 

relacionadas con una capacidad biodegradadora, lo que concuerda con lo observado en 

el presente estudio. 

Los ensayos de crecimiento en bacterias y hongos muestran un comportamiento similar 

para ambos organismos en todos los tratamientos, siendo que para el tratamiento de 

clorpirifos el crecimiento muestra una fase exponencial seguida de una fase de 

decrecimiento o muerte; para el tratamiento de aditivos de Lorsban hay un crecimiento 

exponencial pero a una menor proporción que la del tratamiento de clorpirifos, para el 

control hay un crecimiento limitado y alterado y para el blanco hay ausencia de 

crecimiento. En general, tanto bacterias como hongos muestran un mayor crecimiento 

en el tratamiento con clorpirifos, indicando una mejor utilización de este compuesto 

para su actividad metabólica. 

4.4.2 POR RESPIRACIÓN MICROBIANA. 

 

Medición de CO2 por titulación 

 

A continuación, se muestran los resultados de la titulación ácido-base: 

a. Bacterias 

 

Figura 9: Curva de cuantificación de mg de C-CO2 producido durante la 

respiración bacteriana mediante el método de titulación. 
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La figura 9 muestra los resultados de mg de C-CO2 producido durante un periodo de 

estudio 14 días.  

De acuerdo a este resultado, observamos que la emisión de C-CO2 en un inicio fue 

aumentando hasta llegar a un punto máximo (2,5 mg C-CO2.100 g-1. día-1), la cual la 

definiremos como etapa uno (hasta el día ocho), para luego decaer hasta un valor de 1,7 

mg C-CO2.100 g-1. día-1, la cual definiremos como etapa dos. Este incremento continuo 

inicial es un indicador de la degradación del carbono contenido en clorpirifos, 

sugiriendo un crecimiento exponencial de las bacterias inoculadas, llegando a un 

máximo crecimiento el día ocho (cuarta titulación), a partir de donde experimenta una 

fase estacionaria durante los días 10 y 12 para luego decaer hasta un valor de 1,7 mg C-

CO2.100 g-1. día-1 el día 14. Este comportamiento se debería a que inicialmente las 

bacterias inoculadas tienen a su disposición una cantidad elevada de carbono (contenido 

en clorpirifos) y en consecuencia tienen una actividad máxima de degradación, pero que 

a medida que transcurre la incubación, el sistema llega a una etapa de estabilidad debido 

al agotamiento de carbono, con la consecuente disminución de desprendimiento de C-

CO2 y de cantidad de microorganismos.  

Por otro lado, la muestra que contenía solo los aditivos muestra un comportamiento 

similar al tratamiento con clorpirifos hasta el día cuatro (etapa uno), teniendo una 

máxima producción de C-CO2 (1,5 mg C-CO2.100 g-1. día-1) hasta la segunda medición, 

para luego disminuir hasta 0,1 mg C-CO2.100 g-1. día-1 (etapa dos).  

En el caso del control, no hubo mucha variación. Las cantidades de mg C-CO2.100 g-1. 

día-1 pasaron de 0,3 a 0,1 durante el periodo de incubación de 14 días, demostrando la 

poca actividad de las bacterias en estudio, lo cual se debería a la no disponibilidad de 

carbono. 

Si comparamos ambos tratamientos, con clorpirifos y con aditivos de Lorsban 4E, en la 

figura cuatro, podemos notar que el tratamiento con clorpirifos tuvo cerca del doble de 

producción de mg de C-CO2 en su mejor rendimiento y que, además, durante todo el 

periodo de incubación mostró una mayor estabilidad al tratamiento ya que los niveles de 

C-CO2 no llegaron a ser cercanos a cero como en el caso del tratamiento con aditivos. 

 

 



 

58 

 

b. Hongos 

 

Figura 10: Curva de cuantificación de mg de C-CO2 producido durante la 

respiración fúngica. 

En la figura 10 observamos los mg de C-CO2 producidos a través de la respiración de 

las tres especies de hongos aisladas inicialmente con potencial de degradar clorpirifos.  

En este caso, el tratamiento con clorpirifos llegó a una producción máxima de mg de C-

CO2 (7,2 mg C-CO2.100 g-1. día-1) al sexto día, la cual decayó hasta 5 mg C-CO2.100 g-

1. día-1 para el día 14. En este caso, encontramos un comportamiento similar al 

observado en la muestra con bacterias: hasta el día seis hubo una elevada producción de 

CO2 (fase logarítmica), para luego entrar en la fase de desaceleración, posteriormente la 

fase estacionaria y finalmente la etapa de muerte para el día 14. 

También observamos una elevada producción de mg de C-CO2, la cual refleja una alta 

actividad fúngica hasta el día seis, a partir del cual la actividad va decayendo, pero sin 

llegar a desaparecer, por lo que podemos deducir que el consorcio fúngico ha seguido 

degradando clorpirifos incluso después del periodo de crecimiento exponencial. 

 

El tratamiento con aditivos LORSBAN muestra un comportamiento análogo al 

tratamiento con clorpirifos hasta el día cuatro, cuantificando una máxima producción de 

C-CO2 entre los días cuatro y ocho (3,0 – 3,5 mg C-CO2.100 g-1. día-1), para luego 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

2 4 6 8 10 12 14

m
g 

C
O

2

DÍAS

Titulación hongos

Chlorpyrifos Aditivos Control



 

59 

 

disminuir hasta 1,5 mg C-CO2.100 g-1. día-1. En este caso podemos observar que la 

etapa de desaceleración fue más prolongada que en el caso de las bacterias. 

En el caso del control no se registraron variaciones significativas. Las cantidades de mg 

C-CO2.100 g-1. día-1se mantuvieron alrededor de 0,1 durante el completo periodo de 

incubación de 14 días, lo cual se debería a que no había clorpirifos (fuente de carbono) 

en el medio para degradar. 

Si comparamos el comportamiento entre bacterias y hongos, observamos que los hongos 

encontraron su mayor producción de mg de C-CO2 dos días antes que las bacterias; esto 

se podría deber a que los hongos son microorganismos más grandes que las bacterias y, 

por lo tanto, agotarían el carbono disponible en clorpirifos en un tiempo menor ya que 

necesitarían mayor energía para sobrevivir, teniendo en cuenta que se utilizó la misma 

cantidad de dosis inicial tanto para bacterias como para hongos. Por otro lado, 

alcanzaron una producción de C-CO2 casi cuatro veces mayor al mejor valor alcanzado 

por bacterias, con lo cual concluimos que el consorcio fúngico es más eficiente que el 

consorcio bacteriano al degradar clorpirifos. 

 

Medición de O2/CO2 por el analizador de gases Oxybaby® 6.0 

 

Resultados de las mediciones de O2/CO2 con el analizador de gases Oxybaby® 6.0: 
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“…continuación” 

(b)  

 

(c)  

Figura 11: Curva de cuantificación de O2/CO2 producido durante la respiración de 

bacteriana medida con el analizador de gases Oxybaby® 6.0. (a) Tratamiento con 

clorpirifos (b) tratamiento con aditivos de clorpirifos (c) control.  

 

La figura 11 muestra los resultados de la cuantificación de O2/CO2 mediante el 

analizador de gases Oxybaby® 6.0 producido durante un periodo de estudio 14 días.  
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En la figura (a) observamos un comportamiento similar al encontrado en los resultados 

de titulación, en el cual para el caso del tratamiento con clorpirifos la cantidad de CO2 

llegó a un máximo de 0,36 por ciento de CO2 el día ocho de evaluación, demostrando 

que en esta etapa hubo una mayor producción de CO2 y en consecuencia una mayor 

actividad microbiana. En el caso del O2, este sufrió una disminución desde 19,94 por 

ciento al inicio hasta 18,23 por ciento para el día 14, siguiendo un comportamiento 

estándar de reducción como consecuencia de la respiración microbiana. Con estos 

resultados podemos deducir que efectivamente el carbono disponible en clorpirifos 

habría sido degradado por el consorcio bacteriano aislado.  

Por otro lado, el tratamiento de aditivos de Lorsban 4E mostró un comportamiento 

similar al encontrado mediante el método de titulación. El porcentaje mayor de 

producción de CO2 se llevó a cabo el día 6, alcanzando un valor de 0,16 por ciento, a 

partir del cual disminuyó hasta un mínimo de 0,01 por ciento. 

Finalmente, el grupo control mostró poca actividad microbiana como se puede ver en la 

figura 6 (c), donde los valores de CO2 oscilaron entre cero y 0,02 por ciento y los 

valores de O2 también se mantuvieron estables entre 19,63 por ciento y 19,03 por 

ciento. 

Los resultados demostraron la respuesta esperada, indicando que las cepas bacterianas 

aisladas son capaces de degradar la molécula de clorpirifos y que tienen un potencial 

uso en la biorremediación de suelos agrícolas con uso extensivo e intensivo de 

clorpirifos. 
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b. Hongos 
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“…continuación” 

 

(c)  

Figura 12: Curva de cuantificación de O2/CO2 producido durante la respiración 

fúngica medida con el analizador de gases Oxybaby® 6.0. (a) Tratamiento con 

clorpirifos (b) tratamiento con aditivos de clorpirifos (c) control.  

 

Los resultados de la curva de cuantificación de O2/CO2 producido (figura 12) muestran 

un comportamiento similar al observado en los resultados obtenidos por titulación: hasta 

el día seis muestran una elevada respiración lo cual indica una efectiva actividad 

fúngica, con lo cual se puede deducir que están degradando clorpirifos y manteniendo 

un crecimiento exponencial hasta el sexto día, para luego seguir una etapa de 

desaceleración, en la cual aún se cuantifica una disminución de O2 y un aumento de 

CO2, correspondiente a la presencia de actividad microbiana. 

En el caso del tratamiento con aditivos, figura 12 (b), podemos observar que hay un 

aumento de la cantidad de CO2 presente hasta el día diez, mostrando un comportamiento 

de crecimiento exponencial para luego a partir del día diez, disminuir 

considerablemente, lo cual se debería al agotamiento de carbono presente. Si bien este 

comportamiento se mantuvo más estable en el tiempo, los valores de CO2 fueron 

menores (0,01 – 0,12 por ciento) que en el tratamiento con clorpirifos (cuyo porcentaje 

de CO2 estuvo en un rango entre 0,26 – 0,47).  
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Por otro lado, el comportamiento de O2 mostró una tendencia a la disminución, 

demostrando la respiración de los hongos presentes. 

El grupo control, similar a los resultados con bacterias, mostró poca variación de 

porcentaje de O2 y CO2. 

Para este caso los resultados también alcanzaron la respuesta esperada, indicando que 

las tres cepas fúngicas aisladas son capaces de degradar la molécula de clorpirifos y que 

tienen un potencial uso en la biorremediación de suelos agrícolas. 

Barrios et al. realizaron una investigación similar en suelos contaminados con 

hidrocarburos en el año 2015. Estos investigadores evaluaron la eficiencia de remoción 

de hidrocarburos totales de petróleo asociados al aceite usado de motor en suelo para lo 

cual realizaron el seguimiento de la degradación de hidrocarburo a través de la 

estimación de la tasa de respiración del suelo (respirometría) considerando la totalidad 

de la diversidad microbiana existente (respiración de hongos y bacterias). En este 

estudio obtuvieron buenos resultados en lo que respecta a la cuantificación de CO2 

asociado a la biodegradación del aceite usado, concluyendo que los análisis 

respirométricos son buenos indicadores de la respiración celular y que mediante su uso 

se puede determinar la efectividad de la degradación de compuestos contaminantes que 

se encuentran presentes en el suelo como los derivados de hidrocarburos, el petróleo 

crudo e incluso los plaguicidas, como se ha demostrado en este estudio.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

V. CONCLUSIONES 

1. Se encontraron 12 morfotipos bacterianos capaces de degradar clorpirifos en 

condiciones de laboratorio a una dosis máxima de hasta 300 mg/L: 9 gram 

positivos y 3 gram negativos. 

2. Se encontraron 3 géneros de hongos capaces de degradar clorpirifos en 

condiciones de laboratorio a una dosis máxima de hasta 300 mg/L: Aspergillus 

sp, Penicillium sp y Cladosporium sp. 

3. A través del crecimiento microbiano en placas Petri se aseguró que las bacterias 

y hongos aislados se desarrollaran en un ambiente en donde la única fuente de 

carbono fue la provista por clorpirifos, indicando la degradación del mismo. 

4. La cuantificación de la respiración constituye una técnica fácil de implementar 

para la medición de la actividad microbiana, la cual es, en el presente estudio, un 

indicador de la degradación de clorpirifos.  

5. La cuantificación del porcentaje de CO2 desprendido a través de la respiración 

microbiana, y medido a través del analizador de gases Oxybaby® 6.0. se puede 

considerar un indicador fácil de implementar para estimar la actividad de los 

microorganismos presentes en suelo. 

6. La titulación es una técnica simple y fácil de llevar a cabo para la cuantificación 

de miligramos de C-CO2, asociados en este caso a la degradación de carbono 

presenteuenuclorpirifos.
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7. Los ensayos de respiración y de crecimiento microbiano permitieron evaluar de 

forma indirecta la capacidad biodegradadora de los microorganismos aislados 

sobre el clorpirifos. 

8. Tanto el consorcio de bacterias como el consorcio de hongos fueron eficientes 

en la degradación de clorpirifos, indicando que un suelo contaminado con este 

compuesto puede ser tratado por procesos de biorremediación. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

VI. RECOMENDACIONES 

1. Realizar la cuantificación de la cantidad final de clorpirifos a través de 

cromatografía de gases, para conocer la cantidad de clorpirifos degradado por 

unidad de tiempo. 

2. Realizar la identificación a nivel de especie de los microorganismos aislados. 

3. Evaluar la biodegradación de clorpirifos controlando variables como pH, luz y 

temperatura, para determinar si hay factores que potencian o inhiben esta 

actividad. 

4. Evaluar la capacidad biodegradadora de clorpirifos de un consorcio conformado 

por bacterias y hongos, con la finalidad de determinar si actuando en conjunto 

son más eficientes que de manera aislada. 

5. Evaluar el cometabolismo de clorpirifos con algún sustrato que pueda potenciar 

su biodegradación. 
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VIII. ANEXOS 

1. MEDIOS DE CULTIVO 

 

 MEDIO MÍNIMO DE SALES 

 

Preparación de las soluciones stock y el medio mínimo de sales minerales de acuerdo a 

las recomendaciones de la guía OECD TG 310 (2014). 

Las soluciones stock deben conservarse bajo refrigeración y por hasta 6 meses o antes si 

existe evidencia de precipitación o crecimiento microbiano.  

Preparar las siguientes soluciones stock:  

(a) Dihidrógeno fosfato de potasio (KH2PO4) ……………………………… 8.50 g 

Hidrogenofosfato dipotásico (K2HPO4) ………………………….……. 21.75 g 

Hidrogenofosfato disódico dihidratado (Na2HPO4.2H2O) ……………. 33.40 g 

Cloruro de amonio (NH4Cl) ………………………………...…………… 0.50 g 

Disolver en agua y enrasar hasta 1 litro. El pH de esta solución debe ser 7.4 (± 0.2). Si 

no es el caso, preparar una nueva solución. 

(b) Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2.2H2O) …………………………… 36.40 g 

Disolver en agua y enrasar hasta 1 litro. 

(c) Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H2O) …………………... 22.50 g 

Disolver en agua y enrasar hasta 1 litro. 

(d) Cloruro de hierro (III) hexahidratado (FeCl3.6H2O) ………………….… 0.25 g 

Disolver en agua y enrasar hasta 1 litro. 
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Preparación del medio mineral 

Mezclar 10 ml de la solución (a) con aproximadamente 800 ml de agua, luego agregar 1 

ml de las soluciones (b), (c) y (d) y enrasar hasta 1 litro con agua. 

 

 AGAR NUTRITIVO 

 

Digestión péptica de tejido animal …………………… 5.0 g/L 

Cloruro de sodio ……………………………………… 5.0 g/L 

Extracto de carne …………………………….…..…… 1.5 g/L 

Extracto de levadura …………………………………. 1.5 g/L 

Agar ………………………..…………………………. 15 g/L 

pH final (a 25°C) 7.4 ± 0.2 

 

 AGAR SABOURAUD 

 

Peptona de caseína………..……………….………… 10.0 g/L 

Peptona de D (+)-Glucosa …………………...……… 40.0 g/L 

Agar-agar …………………...…………………………. 15 g/L 

pH final (a 25°C) 5.6 ± 0.2 
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2. HOJA DE SEGURIDAD DE MATERIALES DE LORSBAN 4E 
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3. ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACIÓN 
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4. ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DEL SUELO 
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5. IDENTIFICACIÓN DE HONGOS 

 

 

 



 

101 

 

6. REGISTRO FOTOGRÁFICO 

 

 

Fotos 1 y 2: Frascos utilizados para la incubación de bacterias u hongos durante el 

proceso de degradación de clorpirifos. 

 

Fotos 2 y 3: Presencia de crecimiento fúngico luego de 14 días de incubación. 
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Foto 5: Analizador de gases Oxybaby® 6.0. 

 

 

Foto 6: Medición de O2/CO2 con el analizador de gases Oxybaby® 6.0. 


