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RESUMEN

El agua, crucial para la vida, enfrenta una grave contaminacion debido a
actividades antropicas, una vez que sustancias toxicas son desechadas y estas
contaminan aguas superficiales y subterraneas, causando pérdida de biodiversidad y
enfermedades. La agricultura, una de las principales actividades con su uso extensivo
de agrotoxicos como la atrazina, contribuye significativamente a esta contaminacion.
Aunque efectiva contra malezas, la atrazina residual persiste en el ambiente debido a
su uso indiscriminado y a la relativa estabilidad de las propiedades quimicas, llevando
asi a una acumulacion y por ende aumentando el riesgo de exposicion a largo plazo,
afectando la salud de los animales y el mismo ser humano. Por ello, existen diversos
estudios que buscan alternativas que sean economicas y reproducibles, como es el
caso del uso de bacterias y hongos con la capacidad de biodegradar la atrazina. Este
trabajo busco evaluar hongos aislados del Arroyo Dorado, un efluente de la ciudad de
Foz de Iguazu que se ha visto contaminado por desechos agricolas y lixiviados
provenientes de un antiguo vertedero. Los aislados estan depositados en la Coleccion
de Cultivos de Microorganismos de Importancia Biotecnologica y Ambiental (CCMIBA)
de la Unila. Se desarrollaron metodologias para seleccionar hongos con la capacidad
de degradar la atrazina, que incluyeron pruebas de enriquecimiento y crecimiento,
purificaciéon de muestras con QUEChERS y andlisis por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-DAD). Tras las pruebas de seleccion y enriquecimiento seis hongos
filamentosos destacaron, entre los cuales el hongo Clonostachys sp. CCMIBA 225 fue
el que no obtuvo una diferencia significativa en el test de crecimiento comparado con
el crecimiento en fuentes ricas en carbono, convirtiéndolo en un candidato prominente
para futuros estudios de degradacion. Los resultados indican que el aislamiento
selectivo de hongos es una estrategia eficiente para la identificacion de
microorganismos con alta tolerancia a la atrazina. Ademas, se demostré que la
metodologia QUEChERS es efectiva en la recuperaciéon de la atrazina y sus
metabolitos deisopropilatrazina y desetilatrazina, lo que la hace prometedora para
estudios posteriores de degradacion de la ATZ por medio de hongos filamentosos,
con posibles implicaciones significativas en aplicaciones biotecnoldgicas para futuras

aplicaciones en la remediacion ambiental.

Palabras clave: agua; agrotéxicos; atrazina; biodegradacion; hongos; HPLC,
QUEChERS.
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ABSTRAC

Water, crucial for life, faces serious contamination due to anthropogenic activities.
Once toxic substances are discarded, and these contaminate surface and
groundwater, causing loss of biodiversity and diseases. Agriculture, one of the main
activities with its extensive use of pesticides such as atrazine, contributes significantly
to this contamination. Although effective against weeds, residual atrazine persists in
the environment due to its indiscriminate use and the relative stability of chemical
properties, thus leading to an accumulation and therefore increasing the risk of long-
term exposure, affecting the health of animals and the same human being. Because
of that, there are various studies that look for alternatives that are economical and
reproducible, such as the use of bacteria and fungi with the ability to biodegrade
atrazine. This work seeks to evaluate fungi isolated from Arroyo Dorado, an effluent
from the city of Foz de Iguazu that has been contaminated by agricultural waste and
leachates from an old landfill. The fungi isolated is deposited in the Culture Collection
of Microorganisms of Biotechnological and Environmental Importance (CCMIBA) of
Unila. Methodologies were developed to select fungi with the ability to degrade
atrazine, including enrichment and growth tests, sample purification with QUEChERS,
and high-performance liquid chromatography (HPLC-DAD) analysis. After the
selection and enrichment tests, six filamentous fungi stood out, among which the
fungus Clonostachys sp. CCMIBA 225 was the one that did not obtain a significant
difference in the growth test, compared to growth in rich carbon sources, making it a
prominent candidate for future degradation studies. The results indicate that the
selective isolation of fungi is an efficient strategy for the identification of
microorganisms with high tolerance to atrazine. Furthermore, the QUEChERS
methodology was shown to be effective in the recovery of atrazine and its metabolites
isopropylatrazine and desethylatrazine, which makes it promising for subsequent
studies of ATZ degradation by filamentous fungi, with possible significant implications

in biotechnological applications for future applications in environmental remediation.

Keywords: water; agrochemicals; atrazine; biodegradation; fungi; HPLC, QUEChERS
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RESUMO

A agua, crucial para a vida, enfrenta uma grave contaminacdo devido a atividades
antropicas, uma vez que substancias toxicas sdo descartadas e contaminam aguas
superficiais e subterraneas, causando perda de biodiversidade e doencas. A
agricultura, uma das principais atividades com seu uso extensivo de agrotoxicos como
a atrazina, contribui significativamente para essa contamina¢ao. Embora eficaz contra
ervas daninhas, o residuo de atrazina persiste no ambiente devido ao seu uso
indiscriminado e a relativa estabilidade das propriedades quimicas, levando a uma
acumulacgéao e, portanto, aumentando o risco de exposi¢céo a longo prazo, afetando a
saude dos animais e dos seres humanos. Por isso, existem diversos estudos que
buscam alternativas que sejam econdémicas e reproduziveis, como € o caso do uso de
bactérias e fungos com capacidade de biodegradar a atrazina. Este trabalho buscou
avaliar fungos isolados do Arroyo Dorado, um efluente da cidade de Foz do Iguacu
gue tem sido contaminado por residuos agricolas e lixiviados de um antigo aterro. Os
isolados estdo depositados na Colecdo de Culturas de Microorganismos de
Importancia Biotecnologica e Ambiental (CCMIBA) da Unila. Foram desenvolvidas
metodologias para selecionar fungos com capacidade de degradar a atrazina, que
incluiram testes de enriqguecimento e crescimento, purificacdo de amostras com
QUECHhERS e andlise por cromatografia liquida de alta éficiencia (HPLC-DAD). Apos
0s testes de selecao e enriquecimento, seis fungos filamentosos se destacaram, entre
os quais o fungo Clonostachys sp. CCMIBA 225 foi o que nédo apresentou diferenca
significativa no teste de crescimento, comparado ao crescimento em fontes ricas em
carbono, tornando-o um candidato prominente para futuros estudos de degradacao.
Os resultados indicam que o isolamento seletivo de fungos € uma estratégia eficiente
para a identificacdo de microorganismos com alta tolerancia a atrazina. Além disso,
foi demonstrado que a metodologia QUEChERS é eficaz na recuperacdo da atrazina
e seus metabolitos deisopropilatrazina e desetilatrazina, tornando-a promissora para
estudos posteriores de degradacao da atrazina por meio de fungos filamentosos, com
possiveis implicacdes significativas em aplicacdes biotecnoldgicas para futuras

aplicacoes na remediacdo ambiental.

Palavras-chave: agua, agrotoxicos; atrazina; biodegradacéo;
fungos; HPLC; QUEChERS.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el agua a pesar de ser indispensable para la vida esta siendo
gravemente afectada por causas antrépicas, puesto que, a nivel mundial, enormes
volimenes de aguas residuales urbanas e industriales, junto con efluentes de drenaje
agricola, son liberados anualmente al medio ambiente sin tratamiento alguno (SAGASTA,;
ZADEH; TURRAL,; 2018), dificultando asi el acceso al agua potable y por consiguiente
afectando directamente a la salud, el desarrollo econémico y la seguridad alimentaria.

La agricultura, como principal usuario de recursos de agua dulce, es una fuente
importante de contaminacién quimica y organica de las aguas superficiales y
subterraneas (DRECHEL; MARJANI; PEDRERO, 2023). Es especialmente preocupante
la contaminacion causada por contaminantes quimicos emergentes, incluidos los
agrotoxicos, los productos farmacéuticos para el ganado y los plasticos (FAO, 2021).

En el caso especifico de los agrotoxicos, como la ampliamente utilizada atrazina
(ATZ), se destaca su baja biodegradabilidad y su propensién a migrar hacia aguas
superficiales y subterraneas, presentando concentraciones que con frecuencia superan
los niveles méximos para agua potable y representan una amenaza potencial para
ecosistemas y la salud humana (TAVERNA, et al, 2018; XIAOWEI, et al. 2019).

Esto se ve reflejado en el monitoreo de las aguas subterraneas en el acuifero de
Zwischenscholle en el oeste de Alemania, donde se han revelado concentraciones de
ATZ que superan el valor umbral incluso 20 afios después de su prohibicion, lo cual se
debe a que los restos de ATZ siguen filtrandose de forma constante hacia el acuiferoy a
la baja degradacién de la ATZ en las aguas subterraneas (VONBERG,; et al., 2014).

Para contrarrestar los efectos negativos de la ATZ, se estan llevando a cabo
investigaciones que buscan reducir su impacto de manera econémica, reproducible y
eficaz. Se destaca la aplicacion de la biodegradacion, una técnica de biorremediacion,
donde se aprovecha la tecnologia y el conocimiento de las especies presentes en el
medio.

En la biodegradacidén, microorganismos como hongos y bacterias, asi como
plantas se exponen a medios contaminados, adaptandose y metabolizando los
compuestos contaminantes para utilizar la molécula como fuente de energia y/o
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nutrientes de carbono, generando productos que pueden ser menos téxicos que la
sustancia inicial (LEAL, 2019), generando productos que pueden llegar a ser mas o
menos toxicos que el de la sustancia inicial.

Entre los microorganismos que presentan la capacidad de degradar la ATZ se han
encontrado: bacterias de los géneros, Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus
(FERNANDES, 2018) y hongos de los generos: Aspergillus, Penicillium, Phanerochaeta,
Trametes, Trichoderma, entre muchos otros, asi como algunas micorrizas (DOUGLASS,
2017).

Debido a la gran biodiversidad de hongos, asi como a su potencial biotecnolégico,
como es el caso de la biodegradacion, existe un gran interés en la diversidad y
aislamiento de estos microorganismos, ya que el conocimiento sobre su abundancia y
distribucion es fundamental para comprender cuéles son los principales grupos
dominantes en un ambiente dado y conocer las principales funciones ecoldgicas que
estdn mediando en estos lugares (LOUCA, et al., 2018).

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la capacidad de
degradacion de ATZ por parte de los hongos pertenecientes a la Coleccion de Cultivos
de Microorganismos de Importancia Biotecnolégica y Ambiental (CCMIBA) que fueron
aislados del sedimento del Arroyo Dorado de la ciudad de Foz de Iguazu/PR. Este canal
natural se caracteriza por la presencia de diversos contaminantes, como metales
pesados, dioxido de carbono y agroquimicos (DA SILVA, 2023).

La comprobacion de la recuperacion de la ATZ se llevé a cabo mediante la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion con detector de matriz de diodos (HPLC-DAD)
en conjunto con la técnica de extraccion y limpieza de analitos conocida como
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), reconocida por su
eficiencia en el aislamiento de analitos de pesticidas en matrices alimentarias.

Esta técnica, con algunas adaptaciones, es ampliamente empleada en la
preparacion de muestras que seran sometidas a analisis cromatograficos (GABARDO; et
al., 2021), permitiendo evaluar con precision la recuperaciéon de los analitos ATZ, DIA'y
DEA. Los resultados de estas técnicas proporcionaran informacion crucial en la deteccion
de los analitos de interés, para asi poder ser usados como meétodos de comprobacion de

estudios posteriores sobre la degradacion de la ATZ.
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2. MARCO TEORICO
2.1. AGROTOXICO

Segun la ley N° 7.802 de Brasil, reglamentada por el Decreto n® 4.074/2002 los
agrotoxicos (AGT) y afines son: agentes de procesos fisicos, quimicos o biolégicos,
destinados al uso en los sectores de produccion, almacenamiento y beneficio de
productos agricolas, pasturas, proteccion de florestas, nativas e implantadas y de otros
ecosistemas, asi como también ambientes urbanos, hidricos e industriales, cuya finalidad
sea alterar la composicion de la flora o de la fauna, con el fin de preservarlos de la accion
dafosa de seres vivos considerados nocivos.

Entre los AGT encontramos los pesticidas, los cuales son cualquier sustancia o
mezcla de sustancias de ingredientes quimicos o bioldgicos destinada a repeler, destruir
y controlar cualquier plaga o regular el crecimiento de las plantas (FAO; WHO, 2014).
Entre los principales encontramos: insecticidas, herbicidas y fungicidas. Los insecticidas
estan disefiados para combatir insectos y artropodos, afectando su sistema nervioso o
reproductivo. Los herbicidas se utilizan para controlar malezas, afectando el crecimiento
o la fotosintesis de las plantas no deseadas. Los fungicidas son compuestos quimicos

biocidas que se utilizan para matar hongos o esporas parasitos (FAO, 2023).

2.1.1. Demanda Actual de Agrotéxicos

Con la creciente demanda de alimentos a causa del incremento demografico a
nivel mundial, se ha promovido la intensificacion y extension de los cultivos, en busqueda
de cumplir con las demandas alimenticias. Sin embargo, también se est4 dando un
incremento en el efecto negativo debido a plagas, enfermedades y hierbas, una vez que
se estima que alrededor del 30% de la produccién agricola se pierde debido al ataque de
plagas (GILANI, 2015).

Ademas, la presencia de hierbas reduce el rendimiento de los cultivos a través de
la competencia por el agua, la luz, el espacio y los nutrientes (RENTON; SINGH, 2017),
desencadenando asi el aumento en uso de defensivos toxicos. Este fendmeno es
particularmente prominente en el continente americano, que representa casi el 50% del
consumo mundial de este tipo de defensivos para el afio 2020 (figura 1) (FAOSTAT,

2024)
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Figura 1. Porcentaje de uso de pesticidas a nivel mundial 1999-2020
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Destacandose en América del Sur el caso de Brasil, el cual lidera junto a los
Estados Unidos el comercio mundial de plaguicidas (figura 2), en los ultimos diez afios la
demanda de estos productos en el mercado interno brasilero aumentdé un 190%,
especialmente en cultivos como soja, maiz y cafia de aziucar (DAUNFENBACK; et al;
2022), mientras que en el mercado mundial el aumento fue del 90% (ARANTES, 2017).

En 2015, Brasil cultivd 71,2 millones de hectareas con 899 millones de litros de
pesticidas. La soja, maiz y cafia de azucar representaron el 76% del area total y usaron
el 81% de los pesticidas. La soja fue la mayor usuaria con un 63%, seguida por el maiz
(13%) y la cafia de azucar (5%) (PIGNATI; et al, 2017).
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Figura 2. Top 10 de los paises con mayor uso de agrotéxicos desde el afio 2000 al

2021.
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Fuente: adaptado de FAOSTAT, 2024.

Es por causa de este crecimiento en la implementacion de pesticidas que en la
actualidad en un 92% de las aguas potables de Brasil se han encontrado residuos de
estos (figura 3), las Organizaciones no Gubernamentales (ONG) temen que en los
préximos afios sea dificil encontrar agua potable sin agroquimicos en la red de agua
corriente brasilefia (FHB; AT; PAN, 2023).

Figura 3. Porcentaje de agua contaminada con pesticidas 2014-2017.
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Entre los AGT mas implementados para este tipo de cultivos, como forma de
control de malezas se encuentra la atrazina (ATZ), el segundo pesticida mas consumido
en el mundo, con un consumo anual de alrededor de 70.000 a 90.000 toneladas (SINGH,
2018), el quinto ingrediente activo méas vendido en Brasil con 37.298,57 toneladas/afio y
el cuarto plaguicida mas vendido en el estado de Parana (PEVASPEA, 2019).

El uso de herbicidas como la ATZ viene en aumento, debido a los cambios
significativos que vienen experimentado en el consumo mundial de pesticidas, desde la
década de 1990 (FAO, 2022). Una vez que la proporcion de herbicidas ha aumentado y
la de insecticidas, fungicidas y bactericidas ha disminuido (figura 4). En términos del
consumo mundial actual, el 47,5% de los AGT son herbicidas, el 29,5% son insecticidas,
el 17,5% son fungicidas, y todos los demas representan el 5,5% (SAGASTA; ZADEH,;
TURRAL; 2018; FHB; AT; PAN, 2023).

Figura 4. Incremento en el uso de herbicidas a nivel mundial desde el afio 1990 al 2021.
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2.1.2. Toxicidad de los agrotoxicos

Diversas entidades en Brasil y el exterior estan enfocadas en el combate al uso
indiscriminado de AGT, debido a los resultados de diversas investigaciones que
evidencian dafios a la salud, incluyendo efectos genotéxicos, neurotoxicos,
inmunotoéxicos entre otros (INCA, 2018). Una de estas entidades en Brasil es la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), la cual mediante la Resolucién de la Direccion
Colegiada o RDC N° 294 del 2019 establecio los criterios de evaluacion y clasificacion
toxicologica de los AGT, componentes afines y preservantes de madera. Donde se
encuentran 6 clasificaciones para estos:

|.Categoria 1: Producto Extremadamente ToOxico-Raya roja
[l.Categoria 2: Producto Altamente Toxico-Raya roja
[ll.Categoria 3: Producto Moderadamente Toxico-Raya amarilla
IV.Categoria 4: Producto poco Toxico-Raya azul
V.Categoria 5: Producto improbable de causar dafio Agudo-Raya azul

VI.No clasificado: Producto no clasificado-Raya verde

Asi como también la clasificacion segun diversas vias de exposicion, como la DL50
(Dosis Letal para el 50% de la poblacién) y la CL50 (Concentracion Letal para el 50% de
la poblacién), lo que refleja la gravedad de su impacto en la salud humana y el medio
ambiente (cuadro 1). La exposicion a AGT ha demostrado ser un riesgo para la salud,
especialmente para los agricultores, quienes enfrentan un alto riesgo de enfermedades
relacionadas a la exposicion a estos productos quimicos, es por ello que una debida
clasificacion y etiquetado de AGT es crucial para proteger la salud publica y el medio
ambiente.

Es asi que el uso de los AGT siempre representa un problema de toxicidad, ya sea
en baja probabilidad, pero aun asi presenta una cantidad. Por ello el control de estas
sustancias debe ser riguroso, ademas que debe estar siempre en constante estudio, ya
gue a medida que avanzamos se van generando mas y mas productos que afectan la

salud ambiental y humana.
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Cuadro 1. Clasificacion toxicoldgica de los agrotdxicos en funcién de la toxicidad aguda
oral (DL50), cutanea (DL50) e inhalatoria (CL50).

. . , . , Mo
Categoria Categoria1 |Categoria 2| Categoria3 | Categoriad| Categoria § clasificado
. |Extremamente] Altamente |Medianamente Poco Improbable No
Mombre de la Categoria L L L L de causar .
Téxico Toxico Toxico Téxico N clasificado
dano Agu do
Via de exposicion Oral <5 > 5.50 >50-300 | >300-2000 | > 2000-5000 | > 5000
imgﬂcg p.c.)
a de exposicion - - . . .
Cutanea (mglkg p.c. =50 = 50-200 = 200-1000 1000-2000| = 2000-5000 5000
Gases
=100 = 100-500 =200-2500  [= 2500-20000 =20000-50000
(ppmiV)
. W
Via de ;:"’ﬁs <05 >05.€20| >20=<10 | >10s20 > 20.50
exposicion g
inhalatoria P"_Jl'_j:cms
sdlidos y -
liquidos =0,05 = 0,05-0,5 *0,51,0 = 1,050 > 50125
(mgiL)

Fuente: adaptado de RDC N° 294 de 2019

2.1.3. Problemas que conlleva el uso de los agrotoxicos

Este aumento en el uso de AGT plantea preocupaciones significativas sobre los
posibles impactos ambientales y para la salud asociados con estas practicas
agricolas intensivas. Debido a las transformaciones que experimentan una vez aplicados
en el campo, grande parte de los pesticidas no logran alcanzar su objetivo, dispersandose
en su lugar a través del viento y el agua (CAMPOS, 2018).

Cuando se aplican pesticidas con pulverizadores, el viento puede transportar las
gotas o el rocio a tierras cercanas. Los ingredientes activos pueden viajar distancias
significativas, desde unos pocos cientos de metros hasta mas de mil kilbmetros. Esto se
debe a que pueden elevarse en el aire debido al calentamiento del suelo, evaporarse o
adherirse a microparticulas de polvo que son levantadas por el viento
(FHB; AT; PAN, 2023)

El porcentaje que logra ingresar en el suelo se reparte en las fases sélida, liquida
y gaseosa (figura 5). En la fase liquida esta disponible para ser transformado o degradado
guimica, fisica o microbiolégicamente a otros compuestos, 0 puede ser transportado por
el agua en movimientos como la lixiviacion hacia zonas mas profundas y finalmente llegar

a aguas subterraneas (PIRSAHEB; MORADI, 2020).
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Figura 5. Ciclo de los pesticidas en el entorno agricola.
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Fuente: autoria propia, 2024 (PIRSAHEB; MORADI, 2020; FHB; AT; PAN, 2023, canva.com).

En la fase solida puede ser retenido con diferente fuerza en lugares de enlace de
los coloides organicos (materia organica) e inorganicos (arcillas) del suelo. Si este fuera
el caso, pueden migrar transportados por el agua (escorrentia), o por el aire (foto-
descomposicion). En la fase gaseosa, es incorporado a la atmosfera cuando se volatiliza
desde el suelo o desde el agua que se encuentra en el suelo (COLASURDO, 2020).

Si bien los asentamientos humanos, las industrias y la agricultura son fuentes clave
de contaminacién del agua, en muchos paises la agricultura es la principal fuente de
contaminacion, una vez que de los 3.928 km? de agua dulce que se extraen cada afio, se
estima que solo el 44% se consume, principalmente a través de la evapotranspiracion de
la agricultura de regadio. El 56% restante (2212 km3 por afio) se libera al medio ambiente
como aguas residuales urbanas (aproximadamente 330 km3), aguas residuales
industriales —incluida el agua de refrigeracién— (aproximadamente 660 km3) o drenaje
agricola (aproximadamente 1260 km3) (SAGASTA; ZADEH; TURRAL,; 2018).

Los AGT pueden ser problematicos cuando la aplicacion excede las necesidades
de la planta. Las aplicaciones intensas de fertilizantes en China y América del Norte y del
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Sur, por ejemplo, han producido consecuencias ambientales adversas con mayores
cargas de nutrientes en los cuerpos de agua regionales, en particular nitrégeno y fésforo
(DRECHEL; MARJANI; PEDRERO, 2023), pudiendo causar problemas de eutrofizacion,
toxicidad (figura 6), pérdida de biodiversidad, motivos de especial preocupacion.

Todos los pesticidas estdn disefiados para ser lo suficientemente toxicos y
persistentes como para reducir las poblaciones de la plaga que deben controlar, pero la
mayoria de los AGT también envenenan a los peces y la vida silvestre, contaminan las
fuentes de alimentos, destruyen los habitats de los animales y, ademas, son téxicos para
los humanos (SAGASTA; ZADEH; TURRAL, 2018).

Figura 6. Casos de intoxicacién a nivel mundial.
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Se han obtenido diversos estudios que demuestran que el contacto con los AGT
puede desarrollar intoxicaciones (figura 6), mortalidad infantil, trastornos endocrinos,
problemas gastrointestinales, malformaciones congénitas, disrupciones endocrinas,
morbilidad por cancer, principales causas de muerte por autointoxicacion, sobre todo en
los paises de ingreso mediano bajo, muertes y mas (OMS, 2022; FHB; AT; PAN, 2023).
Su gravedad muchas veces va a estar relacionada al tiempo de exposicion, es por ello
gue la mayor parte de los casos se ve en personas que entran en contacto con ellos en
el trabajo, el hogar o el jardin (PEVASPEA, 2021; OMS, 2022; FHB; AT; PAN, 2023).
Estos problemas destacan la necesidad de medidas preventivas y regulaciones mas
estrictas para proteger la salud de la poblacion y los trabajadores agricolas.

El uso desmedido de AGT es un tema de gran interés y de preocupacion mundial,
ya gque estas sustancias y sus residuos estan contaminando fuentes de agua potable y
los diversos ecosistemas, generando problemas en la salud tanto de los animales,
plantas y hasta el mismo ser humano. En el estudio realizado por Schreiner Verena
(2016) analizaron datos de monitoreo de rutina en los paises de Alemania, Francia, los
Paises Bajos y los Estados Unidos, con el objetivo de identificar los plaguicidas mas
frecuentemente detectados en los arroyos cercanos al uso de estos, sus metabolitos y
mezclas.

De este estudio obtuvieron que los compuestos detectados con mayor frecuencia
estuvieron dominados por los herbicidas y sus metabolitos, destacandose la ATZ, su
metabolito desetilatrazina (DEA) y las mezclas con ATZ. Una vez que en cada uno de los
paises fue detectado una gran cantidad de estos compuestos, en especial en Francia y
Estados Unidos, donde fue identificado una alta frecuencia en el uso de mezclas
implementadas en la agroindustria con ATZ.

A pesar de todas las precauciones, los herbicidas no solo afectan el desarrollo de
las hierbas, sino que también afectan negativamente a los cultivos, microbios y animales.
Asi, el herbicida contamina la cadena alimentaria, amenazando la salud
humana en general (SINGH, 2017).
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2.2. ATRAZINA

La ATZ, 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina (figura 7) se
caracteriza por ser un polvo blanco, sin olor que se emplea como herbicida selectivo
sistémico para controlar el crecimiento de especies como: Cyperus sesquiflorus (Tiririca),
Sida cordifolia (Acebo hueco), Cenchrus echinatus (hierba mariposa), Bidens
pilosa (pez rey negro) (ALMEIDA, 2018) en diversos cultivos, principalmente en maiz,
soja, sorgo, cafia de azlcar, pifia y diversos pastos. El compuesto es clasificado por la
ANVISA (2022) como clase Il de toxicidad, en el cual encuadran los compuestos

medianamente téxicos.

Figura 7. Estructura quimica de la molécula de Atrazina en 2D y 3D.

Fuente: Autoria propia, 2024 (molview.com).

2.2.1. Mecanismo de accion de la ATZ en las plantas

El proceso de absorcion de la ATZ inicia en las raices de las hierbas en casos de
pre-emergencia y a través de las hojas en caso de post-emergencia (figura 8), se
transloca por el xilema acumulandose en los meristemas apicales y hojas, buscando
bloguear el transporte de electrones en el fotosistema Il, provocando la inhibicion de los
hidratos de carbono, la acumulacion de didxido de carbono, la peroxidacion de lipidos en
las membranas, entre otros (GAGNETEN, 2021).
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Figura 8. Proceso de absorcion de la ATZ y su mecanismo de accion.
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Segun Cabral (2017) en el medio ambiente, la ATZ esta sujeta a procesos de
degradacion bidtica y abiética, como fotdlisis, hidrdlisis y biodegradacién, dando como
subproductos: desetilatrazina (DEA), desisopropilatrazina (DIA), didealquilatrazina
(DDA), desetilhidroxiatrazina (DEHA) e hidroxiatrazina (HOATZ), siendo el primero el que
mas se encuentra en fuentes de agua superficiales y subterraneas (cuadro 2).

En cuanto a la toxicidad de los metabolitos de la ATZ el HOATZ se puede decir
gue es menos toxico que DIA o DEA, una vez que en el estudio realizado por Cecilia 'y
Maggi (2016) realizaron una serie ensayos sobre la degradacion de la ATZ con Ralstonia
basilensis, en el identificaron que la oxidacién de ATZ a HOATZ es mas rapida que la
oxidacion de ATZ a DIA y DEA, la vida media de HOATZ es mas corta en comparacion
con DIA y DEA.
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Cuadro 2. Principales productos de degradacion de la ATZ.

Nombre Atrazina Desetilatrazina Deisopropilatrazina
ATZ DEA DIA
G j'\ cl
Estructura mj“bi o )\ ’Jhi N/QN
Quimica H,C” T NH N7 NH~ i NH— CH ’ Hc’“NHjl\N'J\NH
CH, CH3 3
Formula
Molecular CgH14CINs CeHyoCIN5 CsHgCINg

Fuente: adaptado de DELLA, 2018.

Ademas, la pérdida del cloro le permite descomponerse mas rapido pasando a
acido ciandrico, luego a biuret, alofanato y asi llegar a moléculas mas simples: amonio,
agua y dioxido de carbono (KUMAR; SINGH, 2016) (figura 9) mientras que DIA o DEA
requieren de mas pasos para llegar a moléculas méas simples como el acido cianurico o

amelida (figura 15).

Figura 9. Proceso de la degradacion de la atrazina por medio de hidrdlisis.

HN” > CH HN™ “CHg OH O O
/k Desclorlnamon e * Desisopropilacion y J\ Apertura del anillo
CHy NS —_— CHy N7 —_— NN — )J\
PY A Hidroxilacion )\ /“\ — Desetilacion A\ /\k HoN N NH,
H5C H H @] HaC H N Cl HO N OH H
Atrazina HOA Acido ciantrico Biuret

Fuente: adaptado de QU, 2018.
2.2.2. Propiedades de la atrazina

Con respecto a como se comporta la ATZ en el ambiente, puede ser observado en
el cuadro 3 que presenta una vida media con persistencia media en suelo y agua, ya que
se encuentra entre los 30 y 100 dias (TAVERNA, et al, 2018). En dicho cuadro se
comparan los diferentes tiempos de vida media de la ATZ variando algunas condiciones,
donde de manera general presenta un riesgo medio para los organismos.

Los valores medidos de Koc tendencia de un herbicida a moverse en el suelo, el

cual al ser menor de 100 indica que es altamente movible y Kf constante que se utiliza
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para describir y cuantificar la capacidad de adsorcidén en este caso la ATZ en el suelo, el
3,2 indica una retencidn moderada, brindan una idea de la capacidad de adherirse a las
fracciones coloidales, donde para la ATZ es moderadamente movil.

En relacion a los valores de GUS, indice que permite conocer si una sustancia es
0 no lixiviable, valores menores a 1,8 indica que la sustancia no lo es, un valor entre 1,8
y 2,8 es intermedio su comportamiento y un valor mayor a 2,8 indica que es lixiviable. El
indice GUS de la ATZ indica que es una sustancia lixiviable (GAGNETEN, 2021), por lo
gue puede disolverse o liberarse con la presencia de agua u otros disolventes, haciendo

gue dicho componente se disperse en el ambiente, contaminando asi rios, suelos y aire.

Cuadro 3. Propiedades del comportamiento de la ATZ en el ambiente.

Propiedad Valor
Vida media an agua superficial (dias) g 19g)(20
Vida media en el suelo (dias) 60
Vida media en aire a 25°C (horas) 2,6
Vida media en condiciones de 20-50
laboratorio a 20-25°C (dias)
Degradacion en el suelo DT50 tipico
; 75
(dias)
Degradacion en el suelo DT50 66
laboratorio a 20°C (dias)
Degradacion en el suelo DT50 en campo
] 29
(dias)
Fotodlisis acuosa DT50 a pH=7 (dias) 2,6
Hidrdlisis acuosa DT50 a 20°C y pH=7
- 86
(dias)
Adsorcion en el suelo (Koc) 100
. Kf = 3,2
Freundlich 1n=1.07
indice GUS 3,06

Fuente: GAGNETEN, 2021.

Las caracteristicas adherentes y lixiviables del ATZ han dado lugar a su deteccién
en diversas fuentes de agua alrededor del mundo. En Italia, estudios como el de Cabral

(2017) han documentado su presencia en manantiales. A pesar de su prohibicion en

30

Versdo Final Honol ogada
02/ 05/ 2024 10: 40



Alemania, el ATZ sigue siendo detectado en aproximadamente una quinta parte de las
estaciones de seguimiento de las napas freéticas (FHB; AT; PAN, 2023).

En Brasil, la situacion es preocupante, ya que la presencia de ATZ se ha
encontrado en la mayoria de los estados, como lo demuestra un estudio que analiz6 100
muestras de agua potable tomadas en 61 puntos en 22 capitales, donde se encontré la
presencia de ATZ en el 75% de las muestras (Machado et al., 2016). Ademas, en el
estado de Sao Paulo, un estudio llevado a cabo por Lima et al. (2018) revel6 una
concentracion de 10 ug/L de ATZ en aguas superficiales, resaltando la extension de la
contaminacion por este herbicida en diversas regiones del mundo.

Siendo que en Brasil el limite permisible de ATZ en aguas superficiales de clase 1
y 2 el limite es de 2 ug/L, en aguas superficiales de clase 3 el limite es 2 ug/L, en aguas
subterraneas dependiendo el uso hay un limite permisible, asi para consumo humano es
de 2 pg/L, bebida de animales 5 pg/L e irrigacion 10 ug/L (CONAMA, 2005, 2008).

Hallar concentraciones de 10 pg/L es preocupante ya que se han relacionado
diversas afecciones a causa del consumo de ATZ, puesto que en humanos y animales,
la ATZ actua sobre el sistema endocrino, teniendo una toxicidad cronica relativamente
alta, varios estudios sugieren que la ATZ tiene un efecto cancerigeno potencial, ademas
de ser identificado como causante de efectos sobre el sistema nervioso central, el sistema
reproductivo, el sistema inmunoldgico y la funcion cardiovascular (TOLLER, 2021).

Ademas, segun lo reportado por Aggelopoulos, Tataraki y Rassias (2018; apud
FRANK; SIRONS; ANDERSON, 1983), las investigaciones de campo han demostrado
gue los suelos con una contaminacion por ATZ de 0,20-0,50 mg/kg afectaron
negativamente a la produccion de cultivos. Ademas, se observd que la presencia de
plantas muertas y moribundas se asocio con residuos de ATZ en el suelo entre 0,20y 7,0
mg/kg.

En cuanto a la toxicidad en animales, se estima que la DL50 oral en ratas hembras
es superior a 300 mg/kg, pero inferior a 2.000 mg/kg, con un valor estimado de 500 mg/kg
(valor de corte). En cuanto a la exposicion dérmica, la DL50 es mayor a 2000 mg/kg en
ratas macho y hembra (SHARDA, 2018).
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2.2.3. Metodologia de detecciébn y técnicas para la remediacion de ambientes

contaminados con ATZ

Se requiere una metodologia precisa para medir los niveles de compuestos como
la ATZ en &reas con actividad agroindustrial intensa, con el fin de identificar su presencia
y concentracion para luego implementar medidas de control y tratamiento. La
cromatografia liquida en combinacién con la metodologia QUEChERS se presenta como
una solucion adecuada para este propdsito.

Por tanto, el enfoque QUEChERS, basado en modificaciones de la metodologia
propuesta por Anastassiades (2003), permite una extraccion, limpieza y concentraciéon
eficientes de la muestra de interés, lo que facilita una lectura mas precisa mediante
cromatografia (PRUSSAK, 2018). Ya la cromatografia funciona separando los
componentes de una mezcla mediante su interaccidn selectiva con una fase estacionaria
y una fase mévil (LIMACHI, 2016). Esta técnica es fundamental para evaluar la presencia
y cuantificar la ATZ en areas con alta actividad agroindustrial, lo que proporciona un
control del uso del herbicida y abre la posibilidad de analizar las opciones de tratamiento
adecuadas para mitigar sus efectos (DELLA, 2018).

Por otro lado, existen diversas técnicas de tratamiento, como métodos fisicos,
guimicos, fisicoquimicos y biologicos para eliminar pesticidas de diferentes tipos de
matrices, como el agua y el suelo. Sin embargo, los métodos fisicos como la nanofiltracion
y la adsorcién con arcillas, zeolita, carbon activado (figura 10) entre otros, presentan
limitaciones como una cinética lenta, la dependencia de la movilidad, la polaridad del
pesticida, los altos costos de los solventes, la inversion del capital, las altas temperaturas
de procesamiento y muchas veces solo transfieren contaminantes de una fase a otra,
creando problemas de contaminacion secundaria (PIRSAHEB; MORADI, 2020).

El uso de métodos quimicos se da principalmente mediante la reaccion de éxido-
reduccion, que genera sustancias quimicas con propiedades oxidantes, como el radical
hidroxilo, capaces de degradar y mineralizar la ATZ en el medio ambiente, entre los
métodos encontramos el Fenton, oxidacion de ozono, oxidacion radical sulfato y el
método fotocatalitico (HUIJUN; et al., 2019).
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Figura 10. Mecanismo de accién del carbén activado.
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El carbon activado tiene una estructura porosa y una gran superficie especifica, y estas
caracteristicas permiten que el carbén activado contenga buenas propiedades de adsorcién de

diversos contaminantes. Fuente: Colasurdo, 2020.

A pesar de las ventajas de ciertas metodologias, es importante tener en cuenta
gue pueden surgir ciertas condiciones que requieren atencion especial. Por ejemplo, el
control del pH puede ser crucial en algunos métodos, y existe la posibilidad de generar
subproductos no deseados. Ademas, los costos adicionales y la gestién de residuos
pueden representar desafios adicionales que deben abordarse (COLASURDO, 2020;
ROSTAMI; et al., 2021).

En la revision realizada por Paniura (2022) se pudo identificar de 43 articulos que
hablan de la degradacion de la ATZ, el 74% implemento procesos fisicoquimico, en
especial la aplicacién fotocatalitica (figura 11) con un 449%, esto por causa de la
produccion de radicales de hidroxilo en presencia del catalizador y bajo luz ultravioleta o
visible oxidan y descomponen eficientemente el contaminante. Sin embargo, implican

costos elevados, energia, estabilidad de catalizador, entre otros.
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Figura 11. Método fotocatalitico.

/ O,  Contaminante
S catalizador \ organico
lluminacién
OH

Productos de
degradacion

H20/0H"

Los catalizadores agregados en el sistema de reaccién bajo la irradiacién de luz ultravioleta o visible
producen fuertes radicales hidroxilo oxidantes, que oxidan y descomponen los contaminantes organicos.
Fuente: adaptado de HUIJUN et al., 2019.

En cuanto a los métodos bioldgicos, estan siendo bastante estudiados debido a su
eficiencia y costo de implementacion. Se trata de una metodologia utilizada con
frecuencia para la degradacion de los compuestos, esta incluye la remediacion
microbiana, la fitorremediacion y la remediacion microbiana de plantas. Especialmente
en la remediacion microbiana de plantas, es un método altamente efectivo que combina
fitorremediacién y mineralizacidbn microbiana para degradar contaminantes organicos
(HUIJUN; et al., 2019).

Algunos microorganismos, como pseudomonas y hongos, han mostrado
capacidad parcial de degradacién y mineralizacion de la ATZ, siendo las cepas flngicas
especialmente ventajosas por sus redes de micelio y enzimas extracelulares (HERRERA,
2019). Aunque es eficiente el uso de microorganismos y plantas, una de sus mayores
desventajas es el tiempo que les lleva degradar los compuestos, una vez que debe
primero adaptarse a él para luego metabolizarlo, ademas requiere al igual que otras

técnicas algunas condiciones como el pH, la temperatura, la humedad, entre otros.
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2.3. BIODEGRADACION

El uso desmedido de pesticidas es un tema de gran interés y de preocupacion
mundial, ya que estas sustancias y sus residuos estan contaminando fuentes de agua
potable y los diversos ecosistemas, generando problemas en la salud tanto de los
animales, plantas y hasta el mismo ser humano. Es por ello que se han venido
implementando alternativas que buscan controlar, disminuir y/o tratar las areas
degradadas.

Entre ellas se encuentra la biorremediacién y la biodegradacién, que, aunque
parecen términos semejantes, difieren en sus significados; por una parte, la
biorremediacion es un proceso biotecnologico que puede ser implementado a partir del
conocimiento de las reacciones bioquimicas por parte de agentes biolégicos acoplado
con la ingenieria (JI-DONG, 2020), llevando asi al desarrollo de técnicas como: la
bioestimulacién, bioaumentacién, bioventilacidn, biopilas y la bioatenuacion (ABATENH,
2017), las cuales utilizan las habilidades de los microorganismos naturales o modificados
genéticamente, para recuperar ambientes contaminados (VITERI, 2022).

Mientras que, por el otro lado, la biodegradacién, es el proceso mediante el cual
los organismos vivos o sus subproductos se utilizan para degradar, eliminar o transformar
los contaminantes de un medio ambiente (figura 12).

Figura 12. Etapas de la accion de los microorganismos en el proceso de

biodegradacion.

1-Microorganismo
2-Contaminante (petréleo u otro compuesto organico)

Metabolizacién del
contaminante realizada
por el microorganismo

Después de digerir el
contaminante el
microorganismo lo convierte
en gases indcuos (CO,) y en
agua (H50)

Fuente: adaptado de CORIOLANO, 2016.

En seguida se da la
liberacion de (CO2)y
(H50) en el local
tratado
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A través de este proceso biolégicamente natural, los contaminantes toxicos
peligrosos se transforman en sustancias menos toxicas o no téxicas, una forma natural
de reciclar desechos, o descomponer la materia organica en nutrientes que pueden ser
utilizados por otros organismos (ESKANDER, 2017). La biorremediacion puede ser “in
situ” o “ex situ”, la primera se ocupa de la perturbacién en el lugar, es de menor costo y
evita la dispersion del contaminante, mientras que la segunda se refiere a la remocioén de
una muestra de suelo o agua contaminada del sitio a tratar (FERREIRA, 2016).

Existen dos tipos principales de degradacién de sustancias quimicas organicas por
microorganismos. En el primer tipo, los productos quimicos organicos se degradan por
completo en sus metabolitos junto con la liberacidon de energia y nutrientes que son
utilizados por los microorganismos, este tipo de degradacién se denomina "catabolismo",
mientras que, en el segundo tipo, "cometabolismo", los productos quimicos organicos
especificos no se metabolizan por completo, pueden transformarse (GILANI, 2015).

Este proceso de degradacion es posible debido a la destacada capacidad de las
bacterias y hongos de adaptarse y descomponer estas sustancias, de esta forma la
biodegradacion se esta convirtiendo en una alternativa prometedora frente a otros
meétodos convencionales de eliminacion de sustancias quimicas organicas. Un ejemplo
destacado de esta tendencia es la degradacién de la ATZ, gracias a la capacidad de
ciertos microorganismos como bacterias y hongos, los cuales han tenido resultados
positivos en la descomposicion a metabolitos menos toxicos (ROSTAMI; et al. 2021,
GHIM; et al., 2020).

2.3.1. Biodegradacion de la ATZ por medio de bacterias

La biodegradacion de la ATZ por bacterias es un importante mecanismo de
eliminacién de este herbicida en el medio ambiente. Dependiendo de la presencia de
bacterias especializadas y las condiciones ambientales, puede experimentar tres vias de
descomposicion mediante reacciones de hidroxilacién, desalquilacibn u oxidacién
mediadas biologicamente (CECILIA, 2016).

Como puede ser observado en la figura 13 se destacan diversos géneros de
bacterias en el proceso de degradacion de la ATZ, tal es el caso de las: Pseudomonas

sp., Nocardia sp., Ralstonia sp. y Rhodococcus sp. Cada especie bacteriana tiene
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diferentes enzimas y vias metabdlicas que estan involucradas en la biodegradacion de la
ATZ.

Figura 13. Vias de biodegradacion de la atrazina a hidroxiatrazina (HOATZ) en
condiciones aerobias y anaerobias, deisopropilatrazina (DIATZ), desetilatrazina

(DEATZ).
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Fuente: adaptado de Cecilia, 2016
Una de estas rutas por parte de los Rhodococcus sp. implica la desalquilacion de

grupos amino (CECILIA, 2016), resultando en la formacién de 2-cloro-4-hidroxi-6-amino-
1,3,5-triazina.

Por otro lado, otra ruta bien establecida que se ha visto en Pseudomonas sp.
implica la hidrélisis del enlace C-C1, afectando los grupos etilo e isopropilo y generando
acido ciandrico, que posteriormente se descompone liberando CO,, este proceso puede
suceder tanto de manera aerobia como anaerobia (SIGHN, 2017). Este mismo proceso
es realizado por la Nocardia sp., solo que en condiciones aergbicas.

Algunas otras bacterias pueden desclorar la ATZ, eliminando el cloro y
produciendo compuestos como hidroxiatrazina. Una vez se obtengan los metabolitos de

la degradacion de la ATZ las bacterias continuaran degradando los metabolitos de ATZ
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hasta convertirlos en compuestos inorganicos, como diéxido de carbono, agua y
nitrdgeno. Este proceso final de mineralizaciéon completa la biodegradacion de la ATZ.

2.3.2. Biodegradacion de la ATZ por medio de hongos

Los hongos presentan una gran capacidad de formar redes miceliales, la
independencia de usar el contaminante como sustrato de crecimiento y un sistema
enzimatico inespecifico que lo convierten en importantes herramientas biologicas para
utilizar en la biodegradacion (ROSADO, 2019).

De manera general los hongos en la degradacion de pesticidas manejan tanto
rutas metabdlicas externas como internas, que son catalizadas por enzimas. Aunque se
han aislado y caracterizado varias cepas de hongos por su potencial para biodegradar
diferentes pesticidas en el suelo y en medios liquidos, hay poca informacion disponible
sobre los genes y enzimas involucradas en tales transformaciones (MAQBOOL; et al.,
2016).

Sin embargo, existen trabajos como el de Swanthy et al. (2024), el cual realizé una
compilacion de diversos estudios demostrando la diversidad de rutas que existen en la
degradacion de estos compuestos, destacandose la figura 14 en la cual se observa como
el pesticida es absorbido a través de la membrana plasmética.

Posteriormente se producen una serie de reacciones bioguimicas celulares, donde
son biodegradados por medio de enzimas como las lacasas, peroxidasas, ligninas, entre
otras. Estas enzimas tienen la capacidad de movilizar, bioabsorber o biotransformar el
compuesto, disminuyendo asi su toxicidad antes de ser secretado. Ademas, destaca que
los hongos tienen sistemas extracelulares complejos y potentes. Su baja especificidad
les permite metabolizar una amplia gama de compuestos contaminantes.

En el trabajo de Magbool et al. (2016) cita estudios como el de Jain et al. (2014)
donde la degradacion de pesticidas por parte de los hongos Aspergillus flavus, Fusarium
pallidoroseum y Macrophomina sp. se dieron a través de la liberacion extracelularmente
de enzimas peroxidasas y lacasas, asi como también cita el trabajo de (YADAV; et al.,
2006) en el cual encontraron que en el hongo P. chrysosporium el sistema enzimatico
intracelular citocromo P450 por medio de sus monooxigenasas participa de la
degradacion de pesticidas dependiendo del tipo de xenobibtico y su nutricién.
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Figura 14. Mecanismo de accion de la enzima fangica sobre la degradacion quimica de
pesticidas.
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Fuente: adaptado de Swanthy, et al., 2024
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Ya en el caso de la ATZ se ha relatado que hay diversos hongos que tienen la
capacidad de utilizar la ATZ como fuente de carbono y energia, descomponiéndose en
productos mas simples. Varios hongos como Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavipes,
Fusarium moniliforme, Penicillium decumbens, Rhizopus stolonifer, Trichoderma viride,
etc, se ha identificado que degradan la ATZ (SINGH; JAUHARI; 2016; apud OUGIN et
al., 1994).

Se ha relatado que hongos como Metarhizium robertsii degradan la ATZ por medio
del citocromo P450, una vez que en el estudio de Szewczyk et al. (2020) utilizaron un
inhibidor de este, lo cual interfirié6 en la N-desalquilacion (figura 15), generando menos
productos metabdlicos. Por otro lado, Herrera (2019) analizé que la degradacion de la
ATZ en suelos se realiza principalmente a través de mecanismos microbianos, incluyendo
la descloracion, la N-desalquilaciéon y la escision del anillo aroméatico, por medio de
enzimas extracelulares, con la mineralizacién que ocurre en dos etapas, produciendo
acido cianurico y luego reacciones hidroliticas adicionales.

Como ejemplos de la efectividad del proceso de biodegradacion se tiene que un
hongo de pudricidon blanca, es decir, Phanerochaete chrysosporium, puede metabolizar
el 48% de la ATZ en el medio de crecimiento después de 4 dias de incubacion (SINGH;
JAUHARI; 2017). Por otro lado, en condiciones de laboratorio, Trichoderma sp., mostro
la capacidad de degradacion del 89% del herbicida ATZ a partir de la concentracion de
500 mg/kg (ROSADO, 2019).

Si bien muchos enfoques de investigacion actuales favorecen la aplicacion de
microorganismos exégenos para la biorremediacion, los microorganismos autéctonos
ofrecen ventajas significativas en entornos reales (ARANDA, 2016). Esto se debe a su
capacidad para adaptarse a las condiciones especificas del medio ambiente a lo largo
del tiempo, al evolucionar en este entorno, los microorganismos autoctonos han
desarrollado mecanismos para sobrevivir en presencia de contaminantes y coexistir con
otros microorganismos presentes en su habitat (MADARIAGA, et al., 2017).

Se ha documentado que los organismos autdctonos compiten con los hongos
biorremediadores y tienen efectos antagdnicos sobre cepas fungicas aisladas y
seleccionadas, y como resultado reducen sus capacidades de degradacion (CHAN;
HEREDIA; RODRIGUEZ, 2016), o incluso conducir a la eliminacion de los degradadores
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Figura 15. Rutas de la N-desalquilacion (DIA y DEA) y descloracion de la ATZ (HOATZ).
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inoculados, ademas de las caracteristicas del entorno, incluidas las propiedades del
medio, el contenido de agua y las sustancias energéticas disponibles (LIU; et al., 2019).
Otro punto importante es que el aislamiento selectivo de cepas autéctonas puede
contribuir en la eficacia de eliminacién del contaminante de interés, ya que la seleccién
permite obtener los especimenes que tienen una mayor probabilidad de sobrevivir y llevar
a cabo la degradacion del compuesto, pues de no generarse esa seleccion se puede
estar utilizando hongos que, aunque degraden el compuesto no sean eficientes en el
proceso, retardandolo (MADARIAGA, et al.. 2017).

Por otro lado, aunque el uso de hongos para la biodegradacion de contaminantes
es prometedor, trae consigo algunos desafios para el uso de estos, ya que para que se
desarrollen en el ambiente contaminado requieren de algunas condiciones para poder
crecer, como lo es el pH, la temperatura, humedad, aireacion (LIU; et al.,, 2019), la
accesibilidad y biodisponibilidad del contaminante (MAQBOOL, et al., 2016), entre otros.

Es por ello que se deben llevar a cabo estudios que reduzcan la necesidad de
estas condiciones, para asi poder implementar el uso de los hongos en diversos
ambientes, asi como tambien deben realizarse estudios adicionales para descubrir las
propiedades enzimaticas y genéticas que han sido base de la biodegradacion de
pesticidas fungica, con el fin de determinar las rutas metabdlicas y sus productos
(MAQBOOL; et al., 2016), para determinar si se esta consiguiendo realmente la

degradacion de los compuestos o0 se esta generando sustancias mas toxicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Evaluar el potencial de degradacion de la atrazina por parte de los hongos pertenecientes
a la Coleccion de Cultivos de Microorganismos de Importancia Biotecnolégica y
Ambiental (CCMIBA) que fueron aislados del sedimento del Arroyo Dorado (AD) de la
ciudad de Foz de Iguazu/PR.

3.2. ESPECIFICOS

= Reactivar los hongos aislados de la CCMIBA para su posterior estudio;

= Cultivar los hongos en medio con atrazina como Unica fuente de carbono;

= Comparar el crecimiento de la masa celular en medio MA2 y medio con ATZ como
Unica fuente de carbono, con el fin de identificar las diferencias en su desarrollo y
seleccionar los especimenes que obtengan la menor diferencia significativa;

= Desarrollar un protocolo para el proceso de liofilizacion de hongos, abordando
cada etapa desde la preparacion de las muestras hasta la obtencion del producto
liofilizado final, con el objetivo de garantizar la conservacion efectiva del analito de
interés;

= Desenvolver una metodologia de preparacion de muestras para extraccion de ATZ

y sus metabolitos utilizando el método QUECHERS;
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4. MATERIALES Y METODOS

El procedimiento experimental se dividié en dos fases (figura 16). La primera fase
se caracterizo por la identificacion y seleccion de los hongos con mayor tolerancia a la
ATZ por medio de variaciones en los componentes del medio y la observacion del
comportamiento.

En la segunda fase, se procedio a la preparacion de las muestras para su analisis
cromatografico utilizando el proceso de liofilizacion y la metodologia QUEChERS. Se
realizé una validacion del proceso para garantizar la precision y fiabilidad del proceso y

se llevo a cabo el analisis cromatografico en HPLC-DAD.

Figura 16. Metodologia para la seleccion de hongos con alta tolerancia a la ATZ para
analisis en HPLC-DAD
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4.1. Sitio de origen de las muestras

Los hongos utilizados en este trabajo fueron reactivados de la CCMIBA de la
UNILA. Estos fueron colectados del sedimento del AD (figura 17) por parte de los
proyectos de iniciacion cientifica “Estudio de la contaminacién de manantiales: caso del
arroyo Dorado/Foz de Iguazu-PR” y “Estrategias para el monitoreo de rios urbanos y rios
de regiones de agricultura intensiva” coordinado por la profesora Marcela Boroski, en
conjunto con la profesora Rafaella Bonugli. EI AD se caracteriza por tener la presencia
de lixiviados por parte de los cultivos que se encuentran a su alrededor, asi como de un
antiguo aterro sanitario, lo que lo hace un efluente de interés para la seleccién de

especimenes resistentes a los AGT y otros compuestos.

Figura 17. Localizacion del Arroyo Dorado/PR y puntos de colecta.

Arroyo Dorado

P3
p2 . P1

Foz Do Iguazu
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Rio Iguazt
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5 023 0
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P1:25°34'31.12"S, 54°30'3.59"W
P2:25°34'18.96"S, 54°30'17.56"W
P3:25°34'4.97"S, 54°30'39.44"W

Fuente: Autoria propia, 2023 (ArcGIS).

45

Versdo Fi nal Honol ogada
02/ 05/ 2024 10: 40



Las muestras fueron colectadas en tres puntos claves del AD:
- El punto 1 (P1) se caracteriza por la presencia de varios plantios de maiz y soja a su
alrededor, esta ubicado antes del antiguo vertedero, en este punto ademas fue colectado
una muestra adicional (P1A), una vez que se encontraba una produccion de espuma
superficial que causo interés. Este tipo de espuma se debe a la presencia en el agua de
sustancias como detergentes, aceites, productos quimicos y un exceso de materia

organica.

-Por otro lado, el punto 2 se distingue por estar localizado unos metros abajo del antiguo
vertedero, por lo que se carga de los lixiviados de este, asi como también el desagtie de

una pequefa invasion alli localizada.

-En cuanto al punto 3 (P3) fue tomado a unos metros del rio Tamandua, se caracteriza

por tener un mayor caudal en esa zona.

De este proceso fueron colectados 16 hongos de medio selectivo con atrazina que
se conservan en el CCMIBA, los cuales pueden ser observados en la tabla 1 de acuerdo
a su identificacion y punto de colecta. Cabe destacar que en el momento en el que se
realizo el estudio paralelamente estaban en el proceso de identificacion de los hongos,

por ello algunos quedaron sin identificacion.
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Tabla 1. Identificacién molecular de los hongos y puntos de colecta en el Arroyo

Dorado/PR
Punto Punto
IDM Cadigo de Foto ID Cédigo de Foto
colecta colecta

Aspergillus | CCMIBA CCMIBA

fumigatus 236 P1 NI 238 P1

NI CCZI\(/)IgBA P1A | Epic;;:.cum CCZI\{”gBA P1A

NI CCzl\élllBA P1A CIadoSsF?.orium CCzl\éII38A P1A

W oA e
NI CCZIZIEBA P1A EpicSoF;:'cum Cczl\(/)I:)BA P2
Trichoderma | CCMIBA P2 Clonastachys | CCMIBA P2

sp. 204

Penicillium | CCMIBA P2 ' Trichoderma | CCMIBA P3
sp. 239 sp. 215
CCMIBA Clonastachys | CCMIBA
NI 224 P3 @ sp. 228 P3

IDM: Identificacién molecular; NI: No Identificado; P1: Punto de colecta 1; P1A: muestra adicional en el
Punto de colecta 1; P2: Punto de colecta 2; P3: Punto de colecta 3. Fuente: Autoria propia, 2024

sp. 225
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4.2. PRIMERA FASE: SELECCION DE HONGOS

4.2.1. Reactivacion y cultivo de microorganismos

La reactivacion de los hongos fue realizada en medio MA2 enriquecido con ATZ:
2% extracto de Malta, 1,5% Agar, 40 mg/mL de gentamicinay 1000 mg/L de ATZ (Sigma-
Aldrich, 99,1% pureza), en una incubadora B.O.D. con fotoperiodo (LUTECH, LUCA-
161/04) a 28° C durante 5 a 10 dias, dependiendo del crecimiento del hongo. El medio
malte fue el primero en ser usado puesto que cuenta con las fuentes de carbono y
nitrégeno necesarios para un crecimiento sin condiciones tan altas de estrés, esto con el
objetivo de observar su crecimiento y morfologia, para poder asi utilizarlo como método

de comprobacion antes y después de los posteriores ensayos.

4.2.2. Prueba de enriquecimiento

A fin de hacer una clasificacion y determinar qué hongos tienen una mayor
capacidad de tolerar la ATZ se llevo a cabo un test de enriquecimiento por medio de un
cultivo en una placa de 96 pozos con 2 mL de capacidad cada uno. Para lo cual primero
fue elaborada una tapa por medio de algodén y gasas, que permitiria cuidarlo de cualquier
contaminacion externa y el intercambio de gases una vez inoculado, estas fueron
debidamente auto-clavadas con el fin de eliminar cualquier microorganismo presente.

En cuanto al medio, contenia 5000 mg/L peptona como fuente de nitrégeno y 1000
mg/L ATZ como fuente de carbono, llamado medio ATZ. En cada pozo se colocaron 1,5
mL de medio y se inoculd con un disco de cada hongo de diametro 8 mm, en triplicata,
dejando un pozo por linea sin inocular como control. La placa fue incubada a 28°C y una
agitacion de 130 rpm durante ocho dias.

Como método de comprobacion de ausencia de contaminacién y seleccion
después del enriquecimiento, los hongos que presentaron crecimiento fueron transferidos
a placas Petri conteniendo la misma concentracion de peptona y ATZ mas agar; se
comprobd que fuesen los mismos por medio de la comparacion de la morfologia del
crecimiento entre los hongos iniciales en medio MA2 enriquecido y los hongos en el medio
ATZ.
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4.2.3. Test de crecimiento y cuantificacién de biomasa

Con el fin de comprobar que hongos tenian una mayor probabilidad de metabolizar
la ATZ se tomaron los hongos previamente cultivados en medio sélido con ATZ y se
transfirieron a medios liquidos con MA2 (extracto de malta 20000 mg/L) y medio ATZ
(Peptona 5000 mg/L, ATZ 1000 mg/L). Cada ensayo se inocul6 con 3 discos de diametro
8 mm de los hongos cultivados previamente en medios sélidos MA2 en erlenmeyers de
125 mL que contenian 50 mL de cada medio. Los ensayos fueron inoculados en triplicata
y como control negativo fueron preparados erlenmeyers sin indculo de cada medio. Los

ensayos fueron incubados a 28° C y una agitacion de 130 rpm, durante ocho dias.

Pasados los ocho dias fueron retirados del shaker y transferidos a tubos falcén.
Con el objetivo de separar la masa del medio se centrifugaron a 6000 rpm durante 20
minutos. Después, se pesaron distintos papeles de filtro y se utilizaron para filtrar los
hongos con la ayuda de un embudo. A continuacién, el papel de filtro con la masa de los
hongos se transfirio a placas Petriy se sec6 en una estufa a 80°C durante 48 horas, hasta
obtener un peso constante. Una vez finalizado el tiempo se prosiguié a pesarlas y

calcular los datos, para lo cual se uso la ecuacion:

Ph=Pf-Pj

Donde:

Ph: Peso hongo

Pf. Peso final del papel filtro con el hongo una vez seco
Pi: Peso inicial del papel filtro

El andlisis estadistico se realiz6 mediante analisis de varianza ANOVA, con un nivel de
probabilidad (P) inferior al 5% (P<0.05) usando el software Past 4.03.

4.3. SEGUNDA FASE: PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS
CROMATOGRAFICO

4.3.1. Pre-in6culo e in6culo

La preparacion de las muestras inicié con el cultivo de una serie de preindculos.
Para ello, se colocaron dos discos de 8 mm de diametro del hongo de interés en

Erlenmeyers conteniendo 30 mL de medio MA2. Estos preinoculos se incubaron en un
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shaker (SIF6000 de Lab Companion) a 130 rpm durante 3 dias a una temperatura de
28°C. Posteriormente, en una cabina de flujo laminar se filtraron utilizando un embudo y
papel filtro esterilizados; una vez separado del medio, los micelios filtrados fueron
transfiiedos a 30 mL de medio ATZ. Los cultivos resultantes se colocaron en la
incubadora shaker, durante 7 dias, a 130 rpm y una temperatura de 28°C.

4.3.2. Liofilizacion

Una vez las muestras habian alcanzado el crecimiento esperado durante los dias
determinados (figura..A), se transfirieron a tubos Falcon para facilitar su manejo y
almacenamiento (figura..B). Posteriormente, fueron congeladas a -80°C durante 24h
(figura..C). Después de ser congeladas eran retiradas las tapas y colocado en su lugar
papel film plastico o papel aluminio con unos pequefios agujeros para permitir la salida
del agua y minimizar la pérdida de la muestra (figura 18).

Figura 18. Paso a paso del proceso de liofilizacion.

Fuente: Autoria propia, 2024
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Luego las muestras se introducian en el liofilizador (SL-404, SOLAB) programado
a una presion de 45000 uHg, temperatura de -30°C y una desorciéon de 20°C (figura..E).
El tiempo necesario para el proceso varia segun la cantidad de muestras y su contenido.
Por ejemplo, con ocho muestras de 30 mL, el tiempo requerido para obtener la muestra

final (figura...F) fue de cuatro dias.

4.3.3. Purificacion de las muestras por medio de QUEChERS

Es asi que, para el andlisis de la recuperacién de la ATZ los hongos previamente
liofilizados fueron resuspendidos con 10 mL de Acetonitrila (Sigma-Aldrich, 99,9%
pureza) y 5 mL de agua ultra pura (18.2 Q), posteriormente fueron homogeneizados por
medio de un ultra-turrax (IKA, T18 ULTRA TURRAX®) a 6 rpm (figura 19 A). Los tubos
se cerraron y agitaron en un mezclador vortex durante un minuto, consecutivamente se
agregaron 4,00 g de sulfato de magnesio MgSO4 anhidro (Exodo Cientifica, 98% pureza)
y 1,00 g de cloruro de sodio NaCl (Dinamica, 99% pureza) (B) y se agitaron nuevamente

en el vortex durante 1 min (C).

Figura 19. Metodologia QUEChERS simplificada.

Fuente: Autoria propia, 2024

51

Versdo Fi nal Honol ogada

02/ 05/ 2024 10: 40



Después de agitar, los tubos se centrifugaron (Hettich®-ROTINA 318) a 4000 rpm
durante 15 min (D), del sobrenadante se transfirieron 2,00 mL a un tubo falcon de 15 mL
gue contenia 50 mg de PSA (Sigma-Aldrich), 100 mg de C18 (Sigma-Aldrich) y 300 mg
de MgSO4 (E), se cerraron los tubos y se agitaron en un vortex durante 1 min (F). Una
vez mas se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min (G) y se tomaron de 500 pL a 1000
UL del sobrenadante, posteriormente se pasaron por un filtro de jeringa de 0,22 um a un
vial de 2 mL, con el fin de retener las impurezas mas pequefias y prolongar la vida atil de
la columna cromatogréafica (GABARDO, 2021) (H).

4.3.4. Validacion

Con el fin de garantizar la precision y fiabilidad del proceso se realiz6 la validacion
del proceso, iniciando por la deteccion del limite de deteccion (LD), limite de
cuantificacion (LQ) y la precision, para lo cual fueron preparadas soluciones de ATZ, DIA
(Sigma Aldrich, 99,9% pureza) y DEA (Sigma Aldrich, 99,9% pureza) de 1000 mg/L, las
cuales posteriormente fueron usadas para realizar una solucion intermediaria, donde se
realiz6 el mix de las soluciones en un balén de 50 mL, para obtener una concentracion
de 1000 pg/L. Esta solucion fue luego usada para realizar diluciones en balén de 5 mL
para obtener las concentraciones de 0, 25, 50, 75, 100, 150, 250 y 300 ug/L. Se us6 agua
ultrapura para aforar cada concentracion y las curvas analiticas fueron preparadas en
triplicata. El coeficiente de determinacion-R? se calculé mediante el grafico en Microsoft

Excel .

EILD y LQ fueron calculados mediante las ecuaciones del método simplificado del
INMETRO, asi:

LD=3,3s/b
LQ=10s/b
Donde:
s= desvio padrén de la respuesta del blanco.

b= inclinacién de la curva analitica.
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La precisidon se determiné mediante el célculo del desvio estandar relativo (DPR)
para muestras con concentraciones conocidas, segun lo indica Ribeiro (2008). Y para
finalizar la linealidad se evalud utilizando la planilla de Ribeiro (2008), la cual compara los
residuos de los ajustes lineales y cuadraticos mediante un test-F para determinar su

significancia.
4.3.5. Evaluacion de la presencia de ATZ por medio de HPLC-DAD.

Se evalud el impacto de la metodologia QUECHERS en la recuperacion y
deteccion de ATZ, mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
matriz de diodos (HPLC-DAD). Se cuantifico la presencia de ATZ en muestras tanto con
presencia de hongo como sin él, con el objetivo de determinar la eficacia de la
metodologia QUECHERS en la recuperacion y lectura del analito de interés. Este analisis
se llevo a cabo utilizando un cromatografo serie Dionex Ultimate 3000 de Thermo Fisher
Scientific, equipado con una bomba cuaternaria (LGP3400SD), un muestreador
automatico y un detector de diodos (DAD 3000).

Las separaciones cromatograficas se realizaron en una columna de fase inversa
ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm — 5 um) con una precolumna de la misma fase. Se utilizd
Acetonitrila (A) y agua (B) en modo de elucion en gradiente como fase movil: 20% de A
alcanzando el 90% en 15 min, permaneciendo constante en esta condicion durante 15
min. En el paso de limpieza de la columna, la fase mévil volvio al 20% de A en 2 min,
permaneciendo en esta condicion durante 5 min hasta que se inicié una nueva corrida
cromatografica.

El caudal fue de 0,4 mL/min, la temperatura de la columna se fij6o en 25,0 + 1,0 -C
y el volumen de inyeccion fue de 20,0 uL. Se monitorean las siguientes longitudes de
onda (M) para detectar los plaguicidas: se utilizé6 221 nm para ATZ y 213 nm para DIA y
DEA, identificadas a través del tiempo de retencion y comparacion de los espectros UV

de los analitos con estandares conocidos (GABARDO, 2021).

4.4. LIMPIEZA DE VIDRIERIA

Los materiales implementados en el transcurso del trabajo fueron debidamente

lavados antes y despues del uso, segun el protocolo de limpieza de vidrieria del grupo de
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investigacién del Laboratorio de Estudios Interdisciplinares del Medio Ambiente y
Alimentos (LEIMAA). El proceso de limpieza iniciaba sumergiendo los materiales en una
solucion de jabon Extran alcalino al 20% (Sigma-Aldrich), seguido de un bafio en un
sonicador durante 15 minutos. Después de este paso, se enjuagaron los materiales con
agua destilada en diez ocasiones. Posteriormente, se repite el proceso sumergiendo los
materiales en agua destilada y en el sonicador durante 15 minutos mas, seguido de otro
enjuague con agua destilada diez veces. Luego, los materiales se sumergieron en acido
nitrico al 10% durante 2 horas, se enjuagan con agua destilada otras diez veces y se
dejaban secar en una estufa a 40°C (excepto la vidrieria volumétrica). Una vez secos, se
les aplicd acetona (Dinamica, 99,5% pureza) tres veces y se dejaban secar, para luego

pasarlos tres veces por hexano (Sigma-Aldrich, 95% pureza).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Primera Fase

5.1.1. Prueba de enriquecimiento

Inicialmente fueron reactivados y analizados 16 hongos en el medio MA2 enriquecido con
ATZ. De esta primera etapa se pudo distinguir que en su mayoria eran hongos
esporulados. Los 16 hongos fueron sometidos posteriormente a la prueba de
enriquecimiento (figura 20), donde, después de un periodo de incubacion de ocho dias,
se observd un crecimiento prometedor en el medio con ATZ como unica fuente de
carbono para los hongos Epicoccum sp. CCMIBA 200 (puente de aislamiento P2),
Trichoderma sp. CCMIBA 204 (puente de aislamiento P2), Trichoderma sp. CCMIBA 215
(puente de aislamiento P3), Epicoccum sp. CCMIBA 219 (puente de aislamiento P1A),
CCMIBA 224 (puente de aislamiento P3), Clonostachys sp. CCMIBA 225 (puente de
aislamiento P2), Aspergillus fumigatus CCMIBA 236 (puente de aislamiento P1l) y
Penicillium sp. CCMIBA 239 (puente de aislamiento P2). Sin embargo, al transferir estos
hongos a placas Petri para confirmar su pureza, se detectdé contaminacion por parte de
otros hongos en los casos de Epicoccum sp. CCMIBA 200 y Epicoccum sp. CCMIBA 219,
lo que resultoé en su exclusion de los siguientes analisis.

Figura 20. Placa de 96 pozos inoculada en triplicata por cada uno de los diferentes
hongos.

Fuente: Autoria propia, 2023
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Los géneros Epicoccum sp., Trichoderma sp., Clonostachys sp., Aspergillus
fumigatus y Penicillium sp. han sido detectados en otros trabajos con ATZ, como es el
caso del estudio realizado por Da Silva (2020), en el cual buscaban observar la diversidad
de hongos en suelo contaminado con ATZ, asi podemos destacar que hay antecedencia
en el crecimiento de estos géneros de hongos en medios con la presencia de ATZ, es

por ello que tuvieron un crecimiento prometedor.

Del test de enriquecimiento se destaca que los seis hongos (figura 21) que
crecieron en el medio ATZ demostraron una alta capacidad de tolerancia a la sustancia,
una vez que fue retirada la fuente de carbono primaria que provenia del malte del medio
anterior, lo que los hizo promisorios para la siguiente etapa. Ademas, se observoé que el
crecimiento de los hongos varia cuando su fuente de carbono es alterada, tanto en

términos de masa como de morfologia.

Por ejemplo, en comparacion con el medio MA2 enriquecido con ATZ (tabla 1), los
hongos Trichoderma sp. CCMIBA 204, Trichoderma sp. CCMIBA 215 y Aspergillus
fumigatus CCMIBA 236 presentaban una coloracion mas intensa, mientras que en el

medio ATZ mostraron coloraciones mas tenues y una disminucion en la esporulacion.

Figura 21. Hongos seleccionados en la prueba de enriquecimiento en medio ATZ.

CCMIBA 225 CCMIBA 236 CCMIBA 239

Fuente: Autoria propia, 2023
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Asimismo, se observé que el crecimiento de los hongos en medio ATZ puede ser
mas lento, como se evidencia en el caso de los hongos CCMIBA 224, 225 y 239, que
mostraron un crecimiento moderado a los ocho dias en placas Petri con medio MA2
enriguecido, mientras que su crecimiento se redujo ligeramente en medio ATZ, lo cual

fue mas evidente en el test de crecimiento a continuacion.
Entre las caracteristicas de los hongos seleccionados encontramos que:

Las especies de Epicoccum son de naturaleza saprofita, aunque también
colonizan plantas y residen como enddfitos. Son conocidos principalmente por su uso
como biocontrol contra fitopatogenos y se le atribuyen una serie de propiedades
biotecnoldgicas, debido a la produccion de metabolitos que presentan actividades
bioldgicas como: antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, inhibicion de la
replicacion viral, entre otros (MESQUITA; PADILLA; ARAUJO, 2018; NIGHAT; et al.,
2016).

Trichoderma sp. este hongo ha demostrado excelentes atributos de biocontrol de
enfermedades fungosas y bacterianas, estimulando mecanismos de defensa inducida y
sistémica en la planta, y ejerciendo efectos positivos de biofertilizacion incrementando los
rendimientos de los cultivos tratados con el hongo (BETTIOL,; et al.,, 2014), asi como
tambien se ha evaluado su capacidad de degradar agrotdxicos, como por ejemplo la ATZ,
obteniendo valores de degradacion superiores al 50% (MADARIAGA; et al.,, 2017;
CORREA; et al., 2021).

Las cepas de Clonostachys sp. estan ampliamente distribuidas por todo el mundo,
es un hongo filamentoso, micoparésito involucrado en biocontrol, biodegradacion,
biotransformacion, fuente de energia bioldgica, fermentacion, entre otros, siendo C. rosea

la especie més estudiada del genero Clonostachys spp. (SOL; et al., 2020).

Aspergillus fumigatus es un hongo saprotréfico que se encuentra sobre el material
en descomposicion, en su nicho ecoldgico, el hongo ha aprendido a adaptarse y proliferar
en ambientes hostiles (LATGE; CHAMILOS, 2019), esto le ha proporcionado la capacidad
de tolerar diversos contaminantes como los herbicidas: ATZ, glifosato y pendimetalina
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(BARBOSA,; et al., 2021; CORREA; et al., 2021), lo que lo hace un hongo prometedor

para el analisis de degradacion de dichos compuestos.

Penicillium sp. es tambien un hongo saprofito que se encuentra en el ambiente, es
de gran importancia en industrias biotecnologicas, como en la produccion de enzimas y
antibiéticos (PRASANNA; RAMANJANEYULU; RAJASEKHAR, 2016). Tambien presenta
tolerancia a los agrotdxicos, como es el caso del herbicida glifosato, presentando una
gran diversidad de especies que lo toleran y su potencial como agentes de
biorremediacion del glifosato (CORREA,; et al., 2021)

5.1.2. Cuantificacién de biomasa

Los resultados del test de crecimiento muestran claramente que la masa producida
en un medio con una fuente de carbono més rica es considerablemente mayor en
comparacion con una fuente de carbono mas pobre (cuadro 4), donde la produccion de
masa es significativamente menor. Al emplear el analisis de varianza (ANOVA) para
determinar diferencias significativas en los pesos de los hongos, se observo que solo el
hongo Clonostachys sp. CCMIBA 225 no presento esta diferencia, lo que lo convierte en

un candidato prometedor para el analisis de la degradacion de ATZ mediante HPLC-DAD.

Cuadro 4. Masa de los hongos después de ocho dias de crecimiento en los medios
MA2 y ATZ.

Biomasa (Peso seco)

Medio Medio
MA2 (g) | ATZ (9)
204* 0,205 0,050
215* 0,140 0,020
224* 0,217 0,033
225 0,163 0,083
236* 0,156 0,005
239* 0,223 0,023

Hongo

*p-valor <0,05. Fuente: Autoria propia, 2023
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Ademas, la prueba de crecimiento también revel6 que la presencia de ATZ inhibe
el crecimiento de los hongos, lo que se reflejé en una disminucién del crecimiento superior
al 70% en la mayoria de los casos, con la excepcidn del hongo Clonostachys sp. CCMIBA
225, que experimentd una disminucion del 49%. Estd marcada diferencia en el
crecimiento de los hongos podria atribuirse, al menos en parte, a la falta de utilizaciéon de
una fuente de carbono alternativa. Solo que como metodologia de seleccion para el
presente trabajo el diferencial fue el uso solo de ATZ como fuente de carbono y en una

concentracion alta, para asi hallar los que presentaran una mayor tolerancia al herbicida.

Cuando es empleada una fuente de carbono alterna como la glucosa la
disminucién en el crecimiento parece ser menos pronunciada. Este fendbmeno fue
observado en el estudio realizado por Szewczyk et al. (2020), donde se evalué tanto la
degradacion de la ATZ (25 mg/L) como el crecimiento por parte del hongo Metarhizium
robertsii durante 10 dias. Los resultados revelaron que, si bien se produjo una
desaceleracion en el crecimiento del hongo a partir del tercer y quinto dia, coincidiendo
con el agotamiento de la fuente de glucosa (2%) en el medio de cultivo, la disminucién
en el crecimiento fue menos pronunciada que en ausencia de glucosa. Asimismo, se
observo que la degradacion de la ATZ comenzé aproximadamente el tercer dia. Estos
hallazgos sugieren que, aunque la presencia de ATZ indujo estrés oxidativo y
alteraciones en el metabolismo del carbono y nitrégeno, asi como un aumento en la
fluidez de la membrana, la disponibilidad de glucosa pudo mitigar en cierta medida los

efectos inhibidores de la ATZ en el crecimiento del hongo

Como fue en el estudio de Chan Cupul et al. (2014) donde, variaron las
concentraciones de ATZ en el medio PDA (468 mg/L, 937 mg/L, 1875 mg/L y 3750 mg/L)
con el fin de observar el efecto que causaban en los hongos Cymatoderma elegans,
Daedalea elegans, Pleurotus djamor, Pleurotus sp. Pycnoporus sanguineus y Trametes
maxima. Se observo que a medida que se aumentaban las concentraciones de ATZ, se
afectaba significativamente la inhibicibn del crecimiento micelial y las tasas de
crecimiento. Destacandose en la concentracion mas alta (3750 mg/L) los hongos
Pleurotus sp. y Daedalea elegans, los cuales mostraron una menor inhibicion del

crecimiento micelial con 66,7% y 68,6% respectivamente. Esto sugiere que a pesar del
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uso de concentraciones altas de ATZ, los componentes del medio PDA vy la resistencia
del hongo podrian mitigar su impacto, ya que a pesar de que en la concentracion de 3750
mg/L los que mas resistieron tuvieron una inhibicion menor que los hongos estudiados

en el presente estudio.

Cabe destacar que, aunque en los diferentes ensayos del presente trabajo se
obtuvo una disminucion en la biomasa, aun asi, presentaron un crecimiento prometedor
en un medio con una concentracién alta de ATZ (1000 mg/L), sin el uso de una fuente de
carbono alterna, observandose asi que el aislamiento selectivo de especies autoctonas
de un ambiente contaminado es eficiente para hallar hongos con la capacidad de

degradar compuestos contaminantes, como en este caso la ATZ.

Tal como se observa en la investigacion de Madariaga et al. (2017), donde por
medio de medios selectivos lograron obtener cepas del hongo Trichoderma sp. y
bacterias Rhizobium sp. para posteriormente en medios con ATZ como Unica fuente de
carbono y nitrégeno evaluar la capacidad de degradar la ATZ. De este estudio se pudo
identificar que al ser especies autoctonas presentan una mayor resistencia a
concentraciones altas del contaminante, siendo que evaluaron el crecimiento de estos en
concentraciones de 0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 5000, 7500 y 10000 mg/L, con la
diferencia de que se realizd un consorcio y bioaumentacién tanto de Trichoderma sp.
como de Rhizobium sp, obteniendo porcentajes de degradacion de ATZ superiores al
50%.

Por otro lado, resultados previos respaldan la capacidad de Clonostachys sp.
CCMIBA 225 como un candidato prometedor para la degradacion de la ATZ. Por ejemplo,
se encuentra el estudio realizado por Rahmeier (2021), donde se llevaron a cabo ensayos
en los que se empled un medio con una concentracion de 10 mg/L de ATZ, permitiendo
el crecimiento del hongo durante 10 dias a 140 rpm y 28°C. Este estudio reporté una
degradacion del 68% de la ATZ, lo que indica un potencial significativo de degradacion
por parte de Clonostachys sp.

Sin embargo, es importante resaltar que aunque el hongo Clonostachys sp.

CCMIBA 225 proviene del punto de aislamiento P2, el mayor nimero de aislados
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provenian del punto de aislamiento P1A, relacionados a las muestras provenientes de la
espuma del agua superficial. Eso sugiere que esa producciéon de espuma puede deberse
a residuos de la aplicacion de AGT, incluyendo la ATZ. Para futuros estudios se
recomienda un analisis mas detallado de los componentes de esta muestra, con el fin de

correlacionar los resultados obtenidos en este estudio.

5.2. Segunda Fase
5.2.1. Preparacion de las muestras

El proceso de liofilizacion se realizo con el fin de pre-concentrar las muestras y
conservar sus propiedades, una vez que las cantidades necesarias para trabajar en el
cromatégrafo son de uL, por lo que tener muestras de 30 mL implicaria el uso de mas
reactivos en procesos como QUEChERS, asi al retirar el agua de las muestras se elimina
un componente no Gtil en la muestra, se disminuye el contenido concentrandose y por
ende se puede conservar mejor (figura 22). Este proceso consiste en una conversion del
estado solido-hielo al gaseoso sin pasar por el estado liquido, mediante un proceso
llamado sublimacién, el cual ocurre a una temperatura y presion por debajo del punto
triple del agua 0,01°C y 0,006 atm, para permitir la sublimacion del hielo (BUTREDDY;
DUDHIPALA; JANGA, 2020).

Figura 22. Muestras una vez finalizado el proceso de liofilizacion.

Fuente: Autoria propia, 2024
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Por otro lado, la metodologia de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) creada por Anastassiades (2003) fue inicialmente implementada para
evaluar la presencia de pesticidas en los alimentos, pero con el pasar del tiempo y por
medio de algunas modificaciones esta siendo ampliamente utilizada para separar los
analitos de interés de la matriz compleja en la que se encuentran y asi poder realizar una
lectura eficiente en los diferentes cromatografos. Es asi que en el presente estudio fue
de gran utilidad, pues facilita la separacion de los analitos de interés de la matriz,

facilitando la recuperacién para el analisis en el HPLC-DAD (figura 23).

Figura 23. Muestras una vez finalizado el proceso de QUEChERS.
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Fuente: Autoria propia, 2024

5.2.2. Validacién de la metodologia y analisis cromatogréfico.

La validacién es un proceso esencial en la investigacion cientifica, ya que garantiza
la fiabilidad y precision de los resultados obtenidos (ANVISA, 2003). En este estudio, se
buscd confirmar si el uso de la metodologia QUEChERS contribuye significativamente a
la recuperacion de la atrazina (ATZ), con el propdsito de establecer un procedimiento
analitico confiable para el anadlisis de la degradacion de ATZ por hongos en
investigaciones posteriores.

Para llevar a cabo la validacion, se realizaron una serie de curvas analiticas con
concentraciones que variaron de 25 pg/L a 300 pg/L con el fin de observar el
comportamiento de los analitos de interés, estos fueron evaluados en una longitud de

onda (A) de 221 nm. Los tiempos de retencidén obtenidos fueron los siguientes: ATZ 19,8
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minutos, DIA 13,0 minutos y DEA 15,1 minutos (figura 24). Dichos tiempos estan
correlacionados con la investigacion realizada por Gabardo et al. (2021), garantizando

asi la confianza en los picos que fueron generados para los diferentes compuestos.

Figura 24. Curva analitica estandar con la presencia de los analitos DIA, DEAy ATZ.
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Fuente: Autoria prépria, 2024

Una vez obtenidos los tiempos de retencion se prosiguio a hallar las areas con el
fin de determinar los valores de R?, los cuales proporcionan informacion sobre la
linealidad de la curva analitica y la adecuacion del método para cuantificar los analitos
(figura 25). Esta linealidad es la capacidad de una metodologia analitica de demostrar
que los resultados son directamente proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra, dentro del intervalo especificado (ANVISA, 2003), en este caso de 25 pg/L a
300 pg/L.

Como se observa en las figuras.. A, B y C se logré obtener una recuperacion
satisfactoria del analito de interés utilizando la metodologia QUEChERS previamente al
cromatoégrafo, una vez que las diferentes curvas analiticas realizadas obtuvieron valores
del coeficiente de determinacion (R?) cercanos a 1, lo que segun la ANVISA (2003) es
un valor aceptable. Obteniéndose asi una linealidad del 95%, esto indica que los
resultados del analisis son altamente confiables y pueden considerarse validos dentro de

este rango de concentraciones con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 25. Graficos de las curvas analiticas de los analitos ATZ (A), DIA (B) y DEA (C).
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Fuente: Autoria propia, 2024

Por otro lado, el LD es la concentracidn mas baja de un analito que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada de manera precisa. En otras palabras, es
el nivel por debajo del cual el analito es dificil de distinguir del ruido de fondo, pero aun
es posible identificar su presencia. Ya el LQ es la concentracién mas baja de un analito
que puede ser medida y cuantificada con precision. Es decir, por encima del LQ, el
método puede proporcionar resultados cuantitativos fiables y reproducibles. El LQ es
importante porque establece el punto a partir del cual se pueden hacer mediciones
precisas y Utiles del analito (ANVISA, 2003; RIBEIRO, 2008; CAMARO; et al., 2015).

Tabla 2. Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) de la ATZ, DIAy DEA

Parametros ATZ DIA DEA
Longitud de onda (A) (nm) 221 221 221
LD (ug/L) 5,60 11,75 7,42

LQ (pg/L) 16,98 35,63 22,49

Fuente: Autoria propia, 2024.
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Los valores obtenidos son relativamente bajos, lo que sugiere que el método
analitico es sensible y puede detectar y cuantificar el analito en concentraciones
relativamente bajas. Existen ademas varios estudios sobre la evaluacion de la ATZ, como
es el caso de PIOLI (2015) en el cual evaluaron la degradacion de la ATZ por medio de
camas biologicas y obtuvieron valores de LD 0,77 y LQ 2,34 mg/L. En la investigacion de
Peressutti y Zorzoli (2023) se monitoreo la presencia de contaminantes en el Rio de la
Plata, entre ellos la ATZ con un LD de 0,0003 y un LQ de 0,001 mg/kg. Asi podemos decir
que el LD y LQ su sensibilidad va a depender del tipo de estudio que se este realizando,
en el caso del presente trabajo son valores bajos, que nos permiten evaluar a fondo el
cambio en la concentracion de la ATZ, para asi evaluar su degradacion en investigaciones

futuras.

En la figura 26 se pueden observar graficos de dispersion de los residuos, los
cuales muestran homocedasticidad. Para que un modelo de regresion sea efectivo, los
residuos deben mostrar una varianza constante a medida que aumentan los valores
predichos. Por lo tanto, la dispersion de los residuos a lo largo del eje y de estos gréficos
no muestra cambios significativos a medida que los valores aumentan. Esto sugiere que
el modelo puede hacer interpretaciones y estimaciones sélidas sobre la relacion entre las
variables (RIBEIRO, 2008).

Figura 26. Dispersion de residuos de ATZ (A), DIA (B), DEA (C).
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En cuanto a la repetibilidad, teniendo en cuenta los estandares de aceptacion para
la repetibilidad de la AOAC (2023) con fines comparativos, los resultados que implican
concentraciones en el rango de 25 o 50 ppb (partes por mil millones, microgramos por
kilogramo) no deben exceder el 21% de desviacién estandar relativa (DPR). Mientras
tanto, para concentraciones en los rangos de 100, 150 y 300 ppb (png/kg), la DPR no debe
superar el 30%. Estos resultados aseguran la confiabilidad de la repetibilidad del método

basado en una fuente oficial de legislacion internacional.
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Tabla 3. Repetibilidad y Precision intermediaria para ATZ, DIA y DEA.

Anali Concentracion de Repetibilidad de . Prems_uop
nalitos Referencia (DPR%) intermediaria de
(DPR%)
Minima (25 ug/L) 6,15 6,15
Media (100 ug/L) 3,74 3,74
Alta (300 ug/L) 1,55 1,55
Minima (50 pg/L) 13,17 13,17
Media (150 ug/L) 10,73 10,73
Alta (300 ug/L) 6,17 6,17
Minima (25 ug/L) 18,43 18,43
Media (100 pg/L) 11,02 11,02
Alta (300 ug/L) 2,56 2,56

Fuente: Autoria propia, 2024

Las muestras, tanto las que contenian medio ATZ con presencia de hongo como

las que no, mostraron una recuperacion adecuada del analito como se puede observar

en las figuras 27 a y b. Este resultado sugiere que la metodologia QUECHERS es efectiva

para la extraccion del analito de interés en este contexto. Este hallazgo proporciona una

base so6lida para continuar con la evaluacion de la capacidad de los hongos para degradar

la ATZ en futuros estudios.

Se puede evidenciar tambien la ausencia de DIA y DEA, ya que esta evaluacion

inicial fue para determinar si se puede recuperar con precision la ATZ, asi una vez se

realicen muestras con los hongos con un crecimiento durante diversos dias se pueda

realizar el analisis y comparacién de la posible disminucién de ATZ y el aumento en DIA

y DEA.
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Figura 27. Cromatogramas evaluando la recuperacion de la ATZ,
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A. Muestra del medio ATZ, B. Muestra del medio ATZ con la presencia de un hongo. Fuente: Autoria
propia, 2024

Un punto a destacar del proceso en general es que el lavado de vidrieria fue
de vital importancia en el trabajo, ya que las propiedades de la ATZ la hacen una
sustancia persistente y de esta manera se adhiere a los materiales donde fueron
aplicados, lo cual hacia que en pruebas donde se queria realizar la lectura en el
cromatografo de los medios adicionales usados como el medio MA2 aparecieran picos
de ATZ en donde solo deberia aparecer picos de por ejemplo malte o peptona,

interfiriendo de esta manera en los resultados.
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6. CONCLUSIONES

El hongo que demostré mayor potencial de degradacion de ATZ fue Clonostachys
sp. CCMIBA 225, aislado del punto P2. Sus consistentes resultados en las pruebas
demostraron una alta tolerancia a la ATZ, posicionandolo como un candidato prometedor
para futuros ensayos de degradacion y analisis de esta sustancia mediante HPLC-DAD.
Estos hallazgos sugieren que Clonostachys sp. CCMIBA 225 podria desempefiar un
papel significativo en la biorremediacion de ATZ y en la mejora de las estrategias de

tratamiento de efluentes contaminados.

La eleccion de realizar el test de enriquecimiento en una placa de 96 pozos se
mostré como una estrategia eficiente y viable para futuros ensayos. Esta metodologia
permitid reducir el uso de reactivos, optimizar el espacio y agilizar el proceso, en
comparacion con la realizacion de ensayos en triplicado a una mayor escala. Ademas, se
demostré su eficacia en la seleccion de hongos capaces de tolerar la ATZ. Estos
resultados respaldan la utilidad de esta metodologia y sugieren su aplicacion en

investigaciones futuras sobre la degradacion de contaminantes por microorganismos.

El proceso de liofilizacién garantizo una buena conservacion de las muestras y en
conjunto con la metodologia QUEChERS dieron resultados certeros con respecto a la

recuperacion de la ATZ, permitiendo asi un andlisis cromatogréfico eficiente.

Para posteriores estudios se recomienda el uso de una fuente de carbono alterna
como el malte, una vez que como ya fue discutido la ayuda de una fuente de carbono
disminuye ciertas condiciones de estrés, pudiendo llevar a una mayor resistencia a la
ATZ y por ende una mayor probabilidad de degradarla. Tambien podria ser realizado
variaciones en la concentracion de la ATZ, aumentando o disminuyéndola
proporcionalmente a la fuente de carbono alterna que podria ser proporcionada, asi como
otras variables de cultivo (como pH, temperatura, rpm) con el fin de optimizar el proceso

de degradacion.
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