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RESUMEN

Fue estudiada la biodegradacion de permetrina y cipermetrina a concentraciones de 50 y 100 mg/L, con cepas
de Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina, Chromobacterium violaceum y Burkholderia cepacia, en
reactores por lotes. Las cepas de Pseudomonas putiday Pseudomonas mendocina fueron las que presentaron
una mayor capacidad de biodegradacion de los plaguicidas, a partir de los 5 dias esta es del 65% para ambos
plaguicidas y después de los 15 dias se mantiene practicamente constante, siendo de hasta el 95% para
permetrina a 50 y 100 mg/L y para cipermetrina del 90% a 50 mg/L y 89% a 100 mg/L medido mediante
espectrofotometria UV/Vis. La cinética de crecimiento y los espectros de infrarrojo muestran que hay una mayor
capacidad de mineralizacion para el plaguicida permetrina que para la cipermetrina. Estos resultados indican que
estas bacterias pueden ser usadas en procesos de biorremediacion de estos plaguicidas.

ABSTRACT

The biodegradation of permetrhin and cypermethrin (50 and 100 mg/L) with Pseudomonas putida,
Pseudomonas mendocina, Chromobacterium violaceum and Burkholderia cepacia in batch reactors was studied.
The strain of Pseudomonas putida and Pseudomonas mendocina showed a greater capability of biodegradation
of pesticides, after 5 days, this is of 65% for both pesticides and after the 15 days it practically stays constant,
being of until 95% for permetrina to 50 and 100 mg/l and for cipermetrina from 90% to 50 mg/l and 89% to
100 mg/l measured by means of specterophotometry UV/Vis. Growth kinetic and infrared spectrum show that
there is a major capacity of mineralization for permetrhin that cypermethrin. These results indicate that these
bacteria can be used in bioremediation processes of these pesticides.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas (herbicidas, fungicidas, insecticidas) son ampliamente utilizados en la agricultura y la industria
en todo el mundo debido a su alta actividad. M&s del 55% de la tierra usada para la produccion agricola en
paises en vias de desarrollo usa cerca del 26% del total de plaguicidas producidos en el mundo. Sin embargo, el
coeficiente de incremento en el uso de estos dentro de paises en vias de desarrollo es considerablemente mas
alto que el de los paises desarrollados. Los plaguicidas son necesarios para proteger las cosechas ya que las
pérdidas que pueden ascender cerca del 45% de la produccion alimentaria total mundial. Aunque hay varias
clases de plaguicidas, los piretroides son de los mas importantes porque incluso en muy baja concentracién son
mas eficaces. Estos suelen ser usados contra moscas, mosquitos, y afidos.

Los piretroides tienen cuatro generaciones importantes entre estos la permetrina que pertenece a la tercera
generacion y la cipermetrina a la cuarta. La permetrina es usada para el control de una gran variedad de
insectos en agricultura, veterinaria y usos domésticos, y la cipermetrina es mas eficaz contra parasitos
incluyendo los de la polilla del algoddn, de las frutas y la verdura. El uso extenso e incorrecto de productos
guimicos lleva a mayor riesgo para la salud de las plantas, animales y a la poblaciéon humana. Uno de los graves
problemas de plaguicidas es su gran persistencia lo cual aumenta su toxicidad y la carcinogenicidad (Dalvie et
al., 2003; Holmes et al., 2008; Murugesan et al., 2010).

La presencia de residuos y de metabolitos de plaguicidas en el alimento, agua y suelo representa actualmente
uno de los temas importantes para la quimica ambiental (Mostafa, 2010). Existe una gran variedad de métodos
fisicos y quimicos para tratar los suelos y mantos acuiferos contaminados, pero muchos de estos tratamientos
no destruyen los compuestos peligrosos sino que los transfieren de una fase a otra, por lo que el tratamiento
bioldgico en el que se transforman estos compuestos peligrosos en compuestos mas simples sigue siendo un
desafio importante en la actualidad. Estos ofrecen las ventajas del funcionamiento a temperatura y presion
ambiental, reduciendo gastos del capital y de operacion. Sin embargo, una limitacién de los sistemas de
biotratamiento, es el potencial toxico de agentes xenobioticos. En la préctica, esto significa que se debe de tener
un gran cuidado con los microorganismos usados ya que pueden ser inhibidos o causar su muerte por los
efectos téxicos de los contaminantes organicos (Beshay et al., 2002). Para la biodegradacion, el plaguicida
podra servir idealmente como la Unica fuente de carbdn y energia para los microorganismos, incluyendo la
sintesis de de las enzimas apropiadas para la transformacion de este, proporcionando un mecanismo importante
en la degradacién de compuestos xenobioticos en el ambiente (Murugesan et al., 2010).

El objetivo de este trabajo fue analizar y cuantificar la biodegradacion de los plaguicidas permetrina y
cipermetrina mediante Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina, Chromobacterium violaceum 'y
Burkholderia cepacia, utilizando espectrofotometria UV-visible e infrarrojo.

METODOLOGIA

Microorganismo. Las bacterias fueron aisladas de suelos contaminados por hidrocarburos del municipio de
Acatzingo, Puebla. Estas fueron identificadas mediante el sistema APINE-20, y mantenidas a -20°C hasta su uso.

Preparacion del inoculo. Las cepas de Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina, Chromobacterium
violaceum'y Burkholderia cepacia se propagaron en medio minimo mineral (3 g K;HPO,4, 0.5 g KH,PO,, 1.25 g
(NH,),S0O,4, 10 mg NaCl, 100 mg MgSO,, 1 mg FeSO, 7H,0, 200 mg EDTA por litro) a 25° C durante 72 horas,
después de este tiempo se realizd un ajuste espectrofotométrico a 0.2 A en una longitud de onda de 600 nm,
para obtener aproximadamente 1x10° bacterias/ml.
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Cultivo Batch: Los reactores biolégicos se prepararon en matraces redondos de 1000 mL con 500 mL de medio
minimo mineral y el plaguicida (permetrina o cipermetrina) en concentraciones de 50 6 100 mg/L, con una
concentracion bacteriana de 1x10° bacterias/mL. Para cada bacteria se us6 un reactor y el del consorcio
bacteriano fue una mezcla de cada una de las cepas en proporciones iguales, cada experimento se realiz6 por
triplicado. Posteriormente se incubaron a 25°C, con agitacion de 90 rpm.

Muestreo y determinacion UV/vis de la biodegradacion. Se tomaron muestras de 5 mL cada 5 dias durante 20
dias. A éstas se les realizo una centrifugacién a 15,000 rpm durante 30 minutos, para separar el paquete celular
del sobrenadante. Al sobrenadante se le realizo analisis de espectrofotometria Uv/Vis para determinar el
porcentaje de biodegradacion obtenido de cada cepa con los diferentes plaguicidas. Las lecturas
espectrofotométricas de los plaguicidas permetrina y cipermetrina se hicieron a una longitud de onda de 220.5 y
219.1 nm respectivamente. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Cuantificacion del crecimiento bacteriano. El paquete celular obtenido se re-suspendié en 10 mL de medio
minimo mineral y se le determiné la absorbancia a 600nm.

Infrarrojo: Al sobrenadante se le realiz6 un barrido (4000 a 600 cm™) mediante el sistema ATR del
espectrofotémetro de Infrarrojo de transformada de Fourier, modelo spectrum one de Perkin Elmer, para la
observacion de la biodegradacion de los plaguicidas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética de crecimiento bacteriano

En el presente estudio en donde se probaron cinco cepas diferentes y el consorcio bacteriano formado por la
combinacion proporcional de todas, se puede observar el comportamiento del crecimiento de las mismas en el
proceso de biodegradaciéon o biotransformacion de los plaguicidas permetrina y cipermetrina a las
concentraciones de 50 y 100 mg/L. La cinética de biodegradacion proporciona una evidencia del potencial de
mineralizacién de las bacterias, siendo mayor el crecimiento en concentraciones mas bajas, esto concuerda con
los estudios Grant et al. (2002); Jilani y Altaf (2006); Malik et al. (2009) y Murugesan et al. (2010).

En las Figuras 1 y 2, se observa el comportamiento del crecimiento bacteriano durante el proceso de
biodegradacion del plaguicida permetrina a 50 y 100 mg/L respectivamente, en donde las bacterias presentaron
diferencias en ambas concentraciones, siendo Chromobacterium violaceum una de las cepas que presenté un
mayor crecimiento, aunque no haya sido de las bacterias que mejor realiz6 una biodegradacion; en el caso de
Burkholderia cepacia, fue la que tuvo mayor crecimiento a 100 mg/L y el menor a 50 mg/L, lo que establece que
esta cepa presenta una buena adaptacion a concentraciones elevadas de plaguicida; Pseudomonas mendocina
02 fue la segunda bacteria que mejor crecié a 50 mg/L, sin embargo a 100 mg/L su proceso de adaptacion fue
un poco menor; para las demas cepas bacterianas los procesos de crecimiento a 50 y 100 mg/L fueron
similares.

En las Figuras 3 y 4, se puede observar el comportamiento del crecimiento de las bacterias durante el proceso
de biodegradacién del plaguicida cipermetrina, en donde la bacteria de Pseudomonas mendocina 01 present6 el
mayor crecimiento a 50 mg/L, segquido de Pseudomonas putida, consorcio bacteriano, Chromobacterium
violaceum, Pseudomonas mendocina 02, y Burkholderia cepacia;, mientras que para la concentracion de 100
mg/L  Chromobacterium violaceum presento la mejora adaptacion, el segundo genero bacteriano mejor
adaptado correspondi6 a Pseudomonas mendocina 02, , seguido de Pseudomonas mendocina 01, Pseudomonas
putida, Burkholderia cepacia, y el que menos adaptacion tuvo fue el consorcio bacteriano.
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Fig. 1: Grafico comparativo del crecimiento bacteriano durante la biodegradacion del plaguicida permetrina a 50 ppm
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Fig. 2: Grafico comparativo del crecimiento bacteriano durante la biodegradacién del plaguicida permetrina a 100 ppm.
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Fig. 3: Grafico comparativo del crecimiento bacteriano durante la biodegradacion del plaguicida cipermetrina a 50 ppm.
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Fig. 4: Grafico comparativo del crecimiento bacteriano durante la biodegradacion del plaguicida cipermetrina a 100 ppm.
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Cinética de biodegradacion

Las cepas bacterianas probadas en la biodegradaciéon de los plaguicidas permetrina y cipermetrina muestran
diferente habilidad para realizarla, dependiendo de la concentracion de los mismos. Se puede observar, en la
Figura 5, que el porcentaje de biodegradacién del plaguicida permetrina en una concentracion de 50 mg/L a los
5 dias va desde un minimo del 90% realizado por Burkholderia cepacia, hasta un 94% de Pseudomonas putida,
de ahi en adelante se mantiene practicamente constante y la biodegradacion a los 20 dias es del 96% para
Pseudomonas mendocina 01, 95.6% Burkholderia cepacia, 95.1% Pseudomonas putida, 95.1% Pseudomonas
mendocina 02, 94% Chromobacterium violaceum, y 92.6% consorcio de todas las bacterias.
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Fig. 5: Grafico comparativo del porcentaje de biodegradacién del plaguicida permetrina a 50 ppm mediante
espectrofotometria UV/vis

Los resultados de la biodegradacion del plaguicida permetrina a 100 mg/L muestran (Figura 6) que el proceso
fue més lento que a 50 mg/L (Figura 7), debido a que a los 5 dias el porcentaje fue de entre un 69-71% siendo
muy similar para todas las cepas, esto podria deberse a la adaptacion que presentan las bacterias al exponerse
a una mayor concentracion de plaguicida, en los siguientes 10 dias la biodegradacion continuo aumentando,
para posteriormente mantenerse casi constante entre los 15 y 20 dias en donde Pseudomonas putida degrado
aproximadamente el 97%, seguida de Pseudomonas mendocina 02 con un 95%, y para el resto de las bacterias
ensayadas incluyendo el consorcio fue del 91%.

Para la biodegradacion de la cipermetrina a 100 mg/L (Figura 8), se puede apreciar que las cepas de
Pseudomonas mendocina 01y 02 tuvieron un comportamiento similar degradando al plaguicida en un 74% a los
5 dias, Pseudomonas putida degradod el 75%; Burkholderia cepacia, y Chromobacterium violaceum el 78% vy
finalmente el consorcio bacteriano fue el que presento el mayor porcentaje con un 79%; posteriormente entre
los 10 y 15 dias siguieron aumentando, y de ahi se mantuvieron practicamente constante hasta el dia 20,
teniendo todas las cepas un comportamiento similar donde Pseudomonas mendocina 01y 02 degradaron el 85y
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86% respectivamente, Pseudomonas putida el 87%, Burkholderia cepacia 88%, Chromobacterium violaceum el
89% vy finalmente el consorcio bacteriano un 90%.
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Fig. 6: Grafico comparativo del porcentaje de biodegradacion del plaguicida permetrina a 100 ppm mediante
espectrofotometria UV/vis
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Fig. 7: Grafico comparativo del porcentaje de biodegradacion del plaguicida cipermetrina a 50 ppm mediante
espectrofotometria UV/vis
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El andlisis de la biodegradacion de los plaguicidas permetrina y cipermetrina a las concentraciones de 50 y 100
mg/L indica que de las diferentes cepas probadas Pseudomonas mendocinay Pseudomonas putida fueron de las
gue presentaron una mayor capacidad de biodegradacién para ambos plaguicidas, las cuales se ha demostrado
que tienen una amplia capacidad para la biodegradacion de los plaguicidas permetrina y cipermetrina, como lo
han reportado por Bhadbhabe et al. (2002); Lee et al. (2004); Jilani y Altaf (2006); Malik et al. (2009); Boricha y
Fulekar (2009); Maloney et al., 1998 y Murugesan et al. (2010). Para la permetrina y cipermetrina a una
concentracion de 50 mg/L las bacterias entran a una fase estacionaria de biodegradacion a partir de los 10 dias
de estar en contacto con los plaguicidas logrando degradar mas del 95% para la permetrina y hasta un 90%
para la cipermetrina; por otra parte para las concentraciones de 100 mg/L el proceso es un poco diferente ya
que a partir del dia 15 es cuando la biodegradacién se mantiene practicamente constante, logrando degradar
hasta el 97% para permetrina y el 89% para cipermetrina.
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Fig. 8: Grafico comparativo del porcentaje de biodegradacion del plaguicida cipermetrina a 100 ppm mediante
espectrofotometria UV/Vis

El andlisis de los espectros de infrarrojo de la biodegradacion de los plaguicidas permetrina y cipermetrina,
entregan una confirmacion de la capacidad de mineralizacion de las bacterias, debido a que se disminuye
considerablemente la presencia de los diferentes grupos aromaticos transformandolos en grupos alifaticos mas
sencillos. En la figura 9, es notable la capacidad de biodegradacion del plaguicida permetrina a los 20 dias por
las bacterias estudiadas, las bacterias Pseudomonas putida y Pseudomonas mendocina son las que mejor
actuaron, ya que los picos de absorbancia de todos los grupos funcionales practicamente desaparecieron, los
que menos se degradaron fueron los grupos alcalis que absorben en la region de 2855-2990, y los aril-éter en la
region de 1075-1140, y aparecen unos picos en la region de 2330, indicando una fuerza de tension
correspondiente al C=0, todo esto nos establece que hay un buen proceso de mineralizacion del plaguicida
permetrina.
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En la figura 10 se observa que después de los 20 dias en el que las bacterias estuvieron en contacto con la
permetrina, el mejor resultado de biodegradacién correspondié a Pseudomonas putida, debido a que disminuye
los picos de la region de 1060-1150 que corresponden a los esteres alifaticos, 690-880 grupos aromaticos fenoxi
0 monosustituidos, 2855-2990 los grupos alcalis y aparecen unos picos en la regién de 2330 y 3600, indicando
una fuerza de tension correspondiente al C=0 y grupos "OH, respectivamente. Para las demas bacterias la
reduccion de los picos de esteres alifaticos, grupos aromaticos fenoxi o monosustituidos es similar, sin embargo
en la region de 2855-2990 los grupos alcalis aumentan, indicando que posiblemente los grupos aromaticos se
estan transformando en grupos alifaticos mas sencillos y menos toxicos, llevandose a cabo el proceso de
mineralizacion.

CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que estas bacterias pueden ser usadas para la biodegradacién de los plaguicidas del
tipo piretroide, mineralizandolos hasta en un 90% en un periodo de entre 5 a 20 dias, ya sea de manera
individual o como consorcios bacterianos.
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