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INTERACCION DEL VERMICOMPOSTAJE Y BIOCARBON EN LA
DEGRADACION DE ORGANOFOSFORADOS EN SUELOS

INTERACTION OF VERMICOMPOSTING AND BIOCARBON IN THE
DEGRADATION OF ORGANOPHOSPHORATES IN SOILS

Palabras indice adicionales: clorpirifés, carboxilesterasa, biorremediacion,

vermichar.

RESUMEN

El uso de plaguicidas organofosforados (OP) en la agricultura ha sido una préactica
comun por décadas, pero su toxicidad para el ambiente y la salud humana ha sido
cada vez mas evidente y cuestionada, por lo que esta investigacion se basa en una
via de desintoxicacion de suelo, mediante la evaluacion del uso combinado de
vermicompost y biocarbén, y su capacidad de degradaciéon de OP. Mediante un
experimento bajo condiciones controladas se establecieron muestras de suelo
mezcladas con distintas enmiendas organicas, las cuales recibieron una aplicacion
clorpirifés y se monitorearon durante de 45 dias, donde se evalu6 actividad de
carboxilesterasa y degradacion del plaguicida. Se determiné que el vermichar de
cerdo muestra una notable estabilidad en la actividad enzimatica a través del
tiempo. Hay una disminucién de la concentracién de clorpirifés en todos los
tratamientos siendo control + OP el que experimenta la mayor disminucién, y el uso
combinado de vermicompost con biocarbon parece jugar un papel en la degradacién
del clorpirifés en el suelo. Este estudio hace énfasis en el uso ambiental de las
enmiendas organicas para la biorremediacion de suelos contaminados con
pesticidas. Aungque esta area aun esta en progreso, nuestra investigacion sugiere
vias de accion para la desintoxicacion de suelos afectados por OP.

SUMMARY
The use of organophosphate (OP) pesticides in agriculture has been a common
practice for decades. However, their toxicity to the environment and human health



has become increasingly evident and questioned. Therefore, this research focuses
on a soil detoxification pathway by evaluating the combined use of vermicompost
and biochar, and their capacity for OP degradation. An experiment was conducted
under controlled conditions, where soil samples mixed with different organic
amendments were treated with chlorpyrifos and monitored for 45 days. The activity
of carboxylesterase and pesticide degradation were evaluated. It was found that pig
vermicompost showed notable stability in enzymatic activity over time. There was a
decrease in chlorpyrifos concentration in all treatments, with the control + OP
treatment experiencing the greatest decrease. The combined use of vermicompost
and biochar appears to play a role in chlorpyrifos degradation in the soil. This study
emphasizes the environmental use of organic amendments for the bioremediation
of pesticide-contaminated soils. Although this area is still a work in progress, our

research suggests pathways for the detoxification of OP-affected soils.

INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas se ha promovido la venta y utilizacion de plaguicidas
debido a que su uso aporta grandes beneficios, tendientes a lograr una mejor y
mayor produccion de alimentos. Los plaguicidas son sustancias destinadas a
prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga indeseada en plantas o
animales (FAO, 2017). No obstante, su uso inadecuado puede provocar
contaminacion ambiental y dafios a la salud, en ocasiones irreversibles (Mufioz-
Quezada et al., 2014). La utilizacién de plaguicidas ha tenido una importante alza a
nivel mundial a partir de los afios 90 aumentando de 2,3 millones de toneladas en
1990 a 3 millones en 2000, y llegando a superar a los 4 millones en el afio 2019
(FAOSTAT, 2021).

En Chile, actualmente el uso no es menor, con ventas superiores a las 54.000
toneladas, segun la declaracion de ventas de plaguicidas de uso agricola del
Servicio Agricola y Ganadero (SAG, 2019).

El aumento progresivo en la utilizacion de estas sustancias quimicas, por un lado,
es un aporte a asegurar la productividad y calidad de los productos provenientes del
sector agricola (Bricefio y Diez, 2021), aunque por otro lado la aplicacion de



plaguicidas sigue generando problemas de caracter irreversible para la naturaleza,
como la pérdida en la fertilidad de los suelos, la contaminacién de los ecosistemas,
la aparicion de nuevas plagas y enfermedades, entre otros efectos (Ramirez, 2018).

Los plaguicidas se pueden clasificar segun su nivel de toxicidad, como también
segun su grupo quimico o uso, entre otros pardmetros (SAG, 2000). Segun el grupo
quimico, los plaguicidas se pueden catalogar en diferentes familias, dependiendo
del tipo de molécula de su ingrediente activo (Ramirez y Lacasafa, 2001) como por
ejemplo organoclorados, organofosforados, piretroides, entre otros.

Los plaguicidas organofosforados OPs corresponden a ésteres del &cido fosférico
y de sus derivados, los cuales poseen como caracteristica la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa en el sistema nervioso (Fernandez et al., 2010), sus propiedades
fisicoquimicas corresponden a una sustancia liposoluble y volatil, cualidades que
favorecen su absorcion (Marin y Jaramillo, 2015).

Los OPs tienen como principal objetivo controlar y eliminar principalmente
insectos, ya sea en el ambito agricola como doméstico (Cardona y Giraldo, 2008),
por lo que se encuentran dentro de los plaguicidas mas téxicos segun la clasificacion
de toxicidad de plaguicidas (CGR, 2021).

Tabla 1. Plaguicidas OPs utilizados en Chile actualmente.

Nombre comudn Nombre comercial Usos

Paration - Folidol-M Proteccion de cultivos contra
- Metacide insectos masticadores.

Diazin6n Fentoato - Basudin Control de plagas del suelo,
- Diazil Cidial altamente toxico a las abejas.

Clorpirifés - Lorsban 75 WG Control de plagas de cosechas y
- Clorpirifos 48% CE se usa para controlar garrapatas
- Dursban* en ganado.

Fuente: Cardona y Giraldo (2008).

El clorpirifos pertenece al grupo de los OPs y es uno de los insecticidas mas

utilizados en el mundo (Solomon et al., 2014), tiene una muy baja solubilidad en



agua (2 mg L), pero es facilmente soluble en la mayoria de los solventes organicos
(Racke et al., 1990; Maya et al., 2011).

Este plaguicida tiene un amplio espectro y toxicidad moderada con una vida media
(persistencia) de 10 a 120 dias en el medio ambiente (Maya et al., 2011), uno de
sus productos de degradacion es el 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), el cual es un
metabolito toxico y antimicrobiano de amplio espectro (Mauriz et al., 2007), que
posteriormente se degrada a compuestos organoclorados y diéxido de carbono
(Testai et al., 2010).

El TCP se considera uno de los principales productos de degradacion del
clorpirifés (Yang et al., 2005) y exhibe una alta capacidad de degradacion, alta
solubilidad en agua y alta capacidad de migracion (Lei et al., 2017), es
moderadamente mévil debido a su mayor solubilidad en agua, lo que provoca la
contaminacion generalizada en suelos y en el medio acuatico (Yang et al., 2005).
También TCP tiene actividad antimicrobiana, con una vida media que oscila entre
65 y 360 dias en el suelo (Maya et al., 2011).

En Chile, en octubre de 2022 se han prohibido los plaguicidas a base de
clorpirifés, ya sea la importacion y fabricacion de los plaguicidas que contengan este
ingrediente activo (SAG, 2022), aunque cabe mencionar que, a pesar de la
prohibicién, aln estaria permitida la distribucion, exportacién, venta, o utilizacion de
estos plaguicidas por un periodo maximo de dos 2 afios.

Los plaguicidas pueden ingresar a los suelos de diferentes formas como
aplicaciones directas, derrames, entre otros (Sanchez y Ortiz, 2011) lo cual causa
gue los suelos sean altamente susceptibles a ser contaminados, debido a que estos
compuestos pueden favorecer la degradacion de estos suelos, y tener una
repercusion para que estos cumplan adecuadamente sus funciones (Leal et al.,
2014).

Un suelo contaminado es aquel que se encuentra en presencia de un quimico o
una sustancia fuera de sitio y/o presente en una concentracibn mas alta de lo
normal, que tiene efectos adversos sobre cualquier organismo al que no esta

destinado (Pennock y McKenzie, 2015).



Para mitigar y reducir la toxicidad producida por OPs en suelos encontramos la
biorremediacion, las tecnologias de biorremediacion de suelos contaminados fueron
desarrolladas para acelerar el proceso natural de la recuperacion de suelos. Este
efecto es logrado mediante la optimizacion de la capacidad natural de
microorganismos para degradar un contaminante (Rubilar, 2007).

Se han reportado estudios basados en técnicas de biorremediacion basados en
aplicaciones de microorganismos como hongos y bacterias (Hernandez et al.,
2017). Los microorganismos transforman y metabolizan aerdbicamente los
compuestos orgénicos como los OPs hasta diéxido de carbono y agua (Gonzales,
2016).

Otra via de biorremediacion dirigida a la degradacion de OP es mediante el uso
de lombrices, estos anélidos son considerados verdaderos ingenieros del suelo
(Jouquet et al., 2006) ya que su actividad excavadora aumenta la aireacion del
suelo, porosidad, drenaje y fertilidad (Araneda, 2016). En relacién con la toxicidad
debido a plaguicidas, la interaccion de la lombriz con el suelo se traduce en una
exposicion continua a los contaminantes presentes en este compartimento
ambiental (Araneda, 2016). Este organismo se ha utilizado como bioindicador de la
contaminacion del suelo, lo que quiere decir que cambios en la abundancia y
diversidad de las poblaciones de lombrices han sido positivamente correlacionados
con el nivel de contaminacion del suelo (Sanchez-Hernandez, 2006).

Recientes estudios demuestran que Eisenia fetida presenta un desempefio
positivo en el proceso de degradacion de OP, y que en combinaciéon con los
microorganismos del suelo desempefian un papel de sinergismo frente a este
proceso (Gonzales, 2016). Se ha demostrado que las lombrices de tierra inducen
actividades enzimaticas extracelulares del suelo, y que esta caracteristica particular
ha sido la base de una estrategia bioldgica para remediar suelos contaminados por
plaguicidas (Rodriguez-Campos et al., 2014).

Este mecanismo puede involucrar la actividad hidrolitica de dos esterasas, las
cuales son carboxilesterasa y acetilcolinesterasa (Araneda, 2016).

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima del grupo de las hidrolasas que esta

presente en la mayoria de los seres vivos (Galindo-Guzman et al.,, 2019), la



inhibicion de la actividad enzimatica de AChE ha sido el método mas rapido y simple
para evaluar la exposicion de los organismos a los OP, debido a que estos
plaguicidas son inhibidores de este grupo de enzimas en forma irreversible (Marrero
et al., 2017).

Otra enzima relacionada a la toxicidad de suelos es la carboxilesterasa (CE), esta
constituye un grupo de enzimas presentes en tejidos de vertebrados e invertebrados
capaces de hidrolizar una amplia variedad de ésteres (Picco et al., 2010).

La inhibicién de las CE por compuestos OP es considerada irreversible y la
actividad enzimatica se recupera generalmente por sintesis de nuevas enzimas
(Thompson y Richardson, 2003). Recientes estudios sugieren que la actividad de
CE en el suelo puede proporcionar un sistema de desintoxicacion, y que las
lombrices de tierra podrian contribuir a maximizar este servicio ambiental (Sanchez-
Hernandez et al., 2014).

En los ultimos afios se ha hecho un enfoque en la interaccion entre la actividad
enzimatica de lombrices en conjunto con biocarbén para la desintoxicacion de
suelos. El biocarbon es un material solido rico en carbono el cual se obtiene por la
conversion termoquimica de materia organica en un ambiente limitado o carente de
oxigeno (Pérez et al., 2021), este posee propiedades fisicas y quimicas aptas para
el almacenamiento de carbono a largo plazo en un medio natural y mejorar la
fertilidad del suelo (Ibarrola et al., 2013).

Algunas de sus aplicaciones pueden incluir el uso de biocarbén como mejorador
del suelo, componente fertilizante (Ngo et al., 2013) o como un portador microbiano
para la degradacion de contaminantes (Zhu et al., 2017). Entre las diferentes
materias primas utilizadas para la elaboracion de biocarb6n, podemos encontrar
estiércol de cerdo, cama de aves de corral (Mufoz et al., 2019), estiércol de vaca o
paja de trigo (Zhao et al., 2013).

Considerando componentes como lombrices y biocarbén para remediar los
suelos, es que nace el concepto de “vermichar”, lo que se considera como un
enfoque integrado de biorremediacion que combina varios métodos
complementarios con el fin de disipar pesticidas en el suelo (Masciandaro et al.,

2013). Sanchez-Hernandez et al. (2019) sugieren que la aplicacion de vermichar



puede ser una estrategia adecuada para inactivar OPs, debido a que resultados
recientes sugieren que la inoculacion conjunta de biocarbén y lombrices incrementa
la capacidad de detoxificacion de suelos agricolas contribuyendo a la recuperacion

de los suelos frente a OPs.

MATERIALES Y METODOS

Suelo. El suelo proviene del Centro-Sur de Chile y esta clasificado segun Stolpe
(Stolpe, 2006) como un Andisol de origen volcanico clasificado como medial,
amorphic, thermic Humic Haploxerands, perteneciente a la Serie Arrayan. El suelo
fue colectado de la Estacion Experimental EI Nogal de la Facultad de Agronomia de
la Universidad de Concepcidn. El suelo fue colectado a una profundidad de 0-15 cm
y presenta un pH de 6,5; un contenido de materia organica de 8,4% y con analisis
de textura que indica 20% arena, 49% de limo y 31% de arcilla. Esta zona se
caracteriza por un clima mediterraneo templado, con una temperatura media anual
de 14 °C y una precipitacion media anual que varia alrededor de los 1200 mm
(Climate-Data.org, 2021).

Elaboracion de vermichar. Las materias primas que se utilizaron corresponden a
bagazo de uva obtenido desde una empresa local de procesamiento de uva para
elaboracion de vino, ubicada en la comuna de Quillén, Chile. El material fue secado
al aire, almacenandose en seco y en frio hasta analisis. En la Tabla 2, se muestran
las propiedades quimicas correspondientes al bagazo.

Se incorporaron lombrices Eisenia fétida también conocida como lombriz roja
californiana, las que se obtuvieron desde lechos de crecimiento del Laboratorio de
Materiales Carbonosos y Agricultura de la Universidad de Concepcién. Se utilizaron
en una dosis equivalente a 50 lombrices por kg de sustrato, se mantuvieron en
camaras climatizadas a 20 °C y en oscuridad durante 5 meses. Al final del periodo
se cosecho el producto estabilizado por la accion de las lombrices, mediante una
trampa de residuos frescos envueltos en una malla, para asi atraerlas y separar el

vermicompost y vermichar mediante un tamizado a 2 mm.

Tabla 2. Propiedades de materiales utilizados en el estudio.



Material pH N Total C Total C:N NO3z NH4* K P
*) (*) (**) (**) *) *)
Bagazo 6,7 18,0 530,5 30,1 25,50 79,8 11,3 2,7
BCPino 57 28 841,5 300,5 0,38 0,6 0,3 1,6
BC 8,2 33,9 418,8 124 7,86 9,6 16,2 13,2
Cerdo
VC 50 -- 472,2 -- 1325,6 85,1 22,4 3,5

*g kg™ mg kg?

Elaboracion de biocarbon. Se utilizaron dos tipos de residuos para producir

biocarbon, siendo residuos de madera de pino y estiércol de cerdo. Se aplicé un

proceso de pirdlisis lenta con una temperatura méaxima de calentamiento de 500 °C

durante 2 horas en un equipo de pirdlisis de fabricacién local. El biocarbén producido

se tamizo a través de una malla de 250 um y se mantuvo a temperatura ambiente.

La dosis de biocarbén fue de 5% y se mezcl6 manualmente con el sustrato de

bagazo de uva y se le introducen las lombrices antes mencionadas. La

vermicompostera se mantuvo durante 6 meses en incubacion.

Ensayo. En envases tipo clamshell con 500 g de suelo, se dispusieron los

tratamientos indicados en la Tabla 3, teniendo 3 repeticiones cada uno.

Tabla 3. Identificacion de los tratamientos del estudio.

Tratamientos

Composicion

Control

VC

VCHAR P
VCHAR C
Control + OP
VC + OP
VCHAR P + OP
VCHAR C + OP

Suelo control absoluto

Suelo + vermicompost

Suelo + vermichar de pino

Suelo + vermichar de cerdo

Suelo + organofosforado

Suelo + vermicompost + organofosforado
Suelo + vermichar de pino + organofosforado

Suelo + vermichar de cerdo + organofosforado




El suelo a utilizar se secoé al aire, se tamiz6 en una malla de 2 mm y posteriormente
se acondicioné al 60% de los espacios de poros llenos de agua (WFPS). El
vermicompost y vermichar se mezclé con el suelo (500 g) en una dosis de 5% (25
g) y luego se depositd en los clamshell, después de 9 dias se aplicé el OP.

El plaguicida OP correspondié a Clopirifés 48% CE (nombre comercial), con
clorpirifés como ingrediente activo. Se utilizé en una dosis equivalente a 0,5 mL en
40 mL de agua para 1 m?, segln su dosis comercial maxima. Se aplicé en forma de
rociado, mediante un pulverizador por sobre la superficie de suelo, la aplicacion se
realiz6 en campo bajo todas las precauciones necesarias (guantes, mascarilla,
antiparras, entre otros), y distribuyendo los envases clamshell en 1 m?.

Los tratamientos se mantienen en una camara climatizada a 20 °C durante 45
dias y se les repuso el agua periédicamente con agua destilada durante todo el
ensayo; para mantener una condicién constante de WFPS al 60%.

Actividad carboxilesterasa (CE). Se extrajeron muestras de 10 g de suelo por
cada repeticion a los 15, 30 y 45 dias, se dispusieron en tubos Falcon y se
mantuvieron almacenadas en frio (4 °C) hasta el momento del analisis, el cual fue
realizado en el laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomia de la Universidad
de Concepcion, Chillan. La actividad enzimatica se determindé en suspensiones
suelo-agua 1:50 (p/v) segun Sanchez-Hernandez et al. (2015). Un gramo de suelo
humedo y 50 mL de agua destilada se homogeneizaron durante 30 min a
temperatura ambiente (20 °C aprox) en tubos Falcon en un agitador orbital. La
actividad CE se determind usando el sustrato butirato de 4-nitrofenilo (4-NPB). La
mezcla de reaccion consistio en 350 pyL de Tris-HCI 0,1 M (pH = 7), 100 uL de
suspension suelo-agua y 50 uL de sustrato (50 Mm). Luego de una incubacién de
20 minutos en la oscuridad, se determind la presencia de 4-NPB tras la adicion de
500 pL de una solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) (2% p/v) y Tris (2% p/v),
se centrifugd a 6000 rpm por 5 min y luego se determind la absorbancia mediante
espectrofotometro UV-VIS (Rayleigh UV-1601, China) a 412 nm. La actividad

enzimatica se expresé en ymol h'! g suelo seco™.
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Al analizar en cada fecha de muestreo las diferencias que se obtuvieron, para
calcular el porcentaje de cambio con respecto al tratamiento Control o de Control +
OP, se uso la Formula 1 que se explica a continuacion.

[Férmula 1]

Porcentaje de cambio = [(Valor Tratamiento - Valor Control) / Valor Control] x 100%
Luego, se determina el comportamiento de cada tratamiento a lo largo del tiempo.
Los porcentajes se calculan utilizando la formula de cambio porcentual con respecto
al valor inicial (Formula 2), que compara la diferencia entre dos valores, con el valor
inicial en este caso, como la actividad CE en el dia 15.

[Formula 2]

Cambio porcentual = [(Valor Final - Valor Inicial) / Valor Inicial] x 100%

En donde "Valor Final" es el valor de la variable en el momento final (en este caso,
Dia 45) y "Valor Inicial" es el valor de la variable en el momento inicial (en este caso,
Dia 15).

Residuos de plaguicidas en suelo. Se extraen muestras de 100 g de suelo por
cada unidad experimental a los 15, 30 y 45 dias de incubacion, se dispusieron en
bolsas de plastico y se congelaron, para asi ser trasportadas a la Universidad de La
Frontera, Temuco, donde se realiz6 el andlisis. Este andlisis se realizé mediante el
método de extraccion solido-liquido, el cual consiste en obtener 10 g de suelo
hamedo los cuales se extraen con 20 mL de etanol, luego se centrifugaron a 9000
g por 10 min. El sobrenadante se filtré con un filtro PTFE de 0,22 um, y se procedi6
a una inyeccion de las muestras en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
con serie de diodos (Shimadzu Prominence LC-20AT, Japdn). Los resultados se
expresan en contenido de clorpirifés y del metabolito 3,5,6-tricloro-2-piridinol TCP
en mg kg suelo seco™ (Bricefio et al., 2020).

Andlisis de datos. El disefio experimental correspondi6 a un disefio
completamente al azar, con ocho tratamientos y tres repeticiones cada uno. Los
datos fueron evaluados mediante andlisis de varianza o ANDEVA (a = 0,05), con
previa comprobacién de los supuestos de normalidad (test de Shapiro-Wilks) y de
homogeneidad de varianzas. Comparaciones multiples por test de LSD Fisher (p <

0,05). Los andlisis se realizaron usando el software InfoStat version 2020.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad de carboxilesterasa (CE). La actividad de CE en el suelo es un factor
clave en la persistencia y la tasa de degradacion del clorpirifés. Las enzimas
carboxilesterasas (CE) son hidrolasas que detoxifican los plaguicidas
organofosforados (OP) mediante una desintoxicacion no catalitica (Chambers et al.,
2010), tal desintoxicacion ocurre por la fosforilacion del sitio activo de la CE por el
metabolito oxon altamente toxico de los plaguicidas OP, formando asi un complejo
inhibidor de enzima estable y, en consecuencia, inactivando el pesticida (Wheelock
y Nakagawa, 2010). Algunos estudios sugieren que la enzima CE proporciona un
sistema de desintoxicacion en suelos contaminados con OP. Esta esterasa ha sido
muy sensible al clorpirifés, y este mecanismo basado en la inhibicion puede, por lo
tanto, reducir biodisponibilidad y toxicidad de estos plaguicidas (Sanchez-
Hernandez et al., 2015).

El suelo control corresponde al nivel basal de actividad de CE en suelos no
tratados con OP, por lo que es importante tener este valor como referencia para
comparar con otros tratamientos. Para el dia 15 después de la aplicacion de OP, el
suelo que presenté una mayor actividad CE fue VCHAR P + OP con un valor de
1902,6 umol ht g suelo?, teniendo un 29,3% mayor actividad que el suelo control y
un 45,3% mayor al suelo control + OP. Sin embargo, el tratamiento con la menor
actividad fue VC con 1058,13 pmol h'1 g suelo, el cual fue significativamente menor
al suelo control presentando un 28,1% menos de actividad. Respecto al VCHAR P
y VCHAR C presentaron similar actividad que VC sin diferencia estadistica entre
ellos, siendo iguales que el control.

Comparando los tratamientos con vermichar de pino y vermichar a base de cerdo
después de haber sido aplicado con OP, se obtuvo que el vermichar de pino
(VCHAR P + OP) tiene un efecto significativamente positivo en la recuperacion de
la actividad CE si lo contrastamos con el suelo control con y sin OP.

Al dia 30, el tratamiento con una mayor actividad enzimatica corresponde a
VCHAR P con 1737 umol h't g suelo?, presentando un 38,7% mayor al suelo control,
mientras que los otros tratamientos no mostraron diferencias significativas entre

ellos y los controles con un promedio de 1337,61 umol h't g suelo™. Los tratamientos
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con aplicacion de OP no presentan diferencias significativas respecto al control sin
OP y al control + OP. Cuando se aplica OP al suelo no se observa una disminucion
en la actividad CE en comparacion con el control sin OP, lo que indica que no hubo
un impacto del plaguicida evidenciado en una alteracion de la actividad de esta
enzima a los 30 dias de incubacion.

Transcurridos los 45 dias, todos los tratamientos que recibieron OP tuvieron
mayor actividad CE que los suelos sin OP; siendo todos iguales estadisticamente.
Obteniéndose un rango de valores desde 1933 pmol h-1 g suelo-1 en VC + OP
siendo un 90,4% mayor al suelo control, hasta 1637 pmol h-1 g suelo-1 es decir
61,2% en VCHAR C + OP.

No se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos sin OP, pero
cabe mencionar que los tratamientos con enmiendas orgénicas (VC, VCHAR P,
VCHAR C) muestran una actividad ligeramente mayor que el control, lo que podria
deberse a la introduccién de materia orgénica en el suelo, que suele estimular la
actividad de enzimas que descomponen compuestos organicos. Sin embargo, la
diferencia es menos pronunciada en comparacion con los tratamientos con OP.
Cuando se aplica clorpirifés al suelo, la actividad CE aumenta significativamente en
todos los tratamientos en comparacion con los tratamientos sin clorpirifés.

Estos resultados sugieren que el clorpirifés tiene un impacto dominante en el
aumento de la actividad CE en el suelo en todos los tratamientos ya transcurridos
los 45 dias post aplicacion de OP, incluso en aquellos con enmiendas organicas. La
adicion de enmiendas organicas, si bien puede estimular la actividad enzimatica en
el suelo, no parece influir significativamente en la respuesta del suelo a la presencia
de clorpirifés en este periodo de tiempo.

Al analizar los cambios de la actividad de la CE en el tiempo, se obtuvo una
disminucién del 31% de actividad CE en el suelo control a través del periodo de 45
dias. A la primera medicion, la actividad enzimatica en el control es la mas alta en
comparacion con los otros tratamientos sin OP, aunque a los 30 dias ya disminuye
en un 14,9%, y en la ultima medicion esta actividad sigue disminuyendo, llegando a

ser la menor actividad entre todos los tratamientos.
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Figura 1. Actividad de CE en un suelo con aplicacion de clorpirifés en diferentes
tiempos de incubacion 1a) 15 dias, 1b) 30 dias y 1c) 45 dias.
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El tratamiento con VC presenté un aumento total del 19,5%. La actividad CE en el
suelo con vermicompost es inicialmente mas baja que en el suelo control, o que
podria deberse a la influencia de los compuestos organicos en el vermicompost en
la actividad enzimatica, en la medicion al dia 30 la actividad aumenta y supera al
suelo control, pero en la medicién final disminuye nuevamente.

En cuanto al VCHAR P se demostr6 un alza del 11% a lo largo de los 45 dias. Al
principio la actividad es similar a la del suelo control, a los 30 dias aumenta
significativamente en comparacion al control y en el dltimo punto temporal la
actividad disminuye sin presentar diferencias significativas con el dia 15, aunque
sigue siendo mas alta que en el suelo control.

El suelo con VCHAR C no muestra variacion en el periodo total evaluado. A la
primera medicion la actividad es similar a la del suelo control, a los 30 dias esta
disminuye levemente, pero sigue siendo comparable a la del suelo control, y al final
la actividad sube para llegar a un valor muy similar a la del dia 15.

El suelo Control + OP presentd un incremento significativo del 41,9% en la
actividad CE entre el dia 15 y 45 de incubacién. La actividad disminuye al dia 30,
pero luego experimenta un aumento en el dia 45 en comparacion con el dia 15. Esto
podria indicar una respuesta inicial al clorpirifés seguida de una recuperacion o
adaptacion posterior en la actividad enzimatica. A diferencia del suelo control que
presenta un declive en su actividad CE a los 45 dias, el suelo control + OP presenta
el mayor aumento de actividad CE de todos los tratamientos, lo que indica una
notable respuesta enzimética a la aplicacion de este plaguicida. Esto podria
atribuirse a que algunos microorganismos presentes en el suelo pueden responder
a la presencia de contaminantes como los plaguicidas al aumentar su actividad
metabdlica para descomponer o degradar el compuesto. Esto incrementaria la
actividad CE.

El tratamiento VC + OP a los 45 dias demostro un aumento del 32,8% en la
actividad CE. A los 30 dias disminuye en un 11,3%, para luego a la ultima medicién
mostrar un aumento, indicando un comportamiento similar al Control + OP, lo que
sugiere una respuesta inicial al plaguicida, seguida de una recuperacion de la

actividad.
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En el caso del suelo con VCHAR P + OP se pudo observar una disminucion del
1,3% en el periodo total. La actividad disminuye al dia 30, para luego mostrar un
alza a los 45 dias, llegando a un valor similar al de la primera medicion. Esto se
atribuye a que la capacidad de retencion del vermichar de pino, que puede servir
como matriz de retencion o generar un ambiente favorable para las enzimas en el
suelo, lo que podria ayudar a mantener una actividad CE constante.

Para el tratamiento VCHAR C + OP se presenté una baja del 7,8% durante el
periodo total. Se puede observar una baja desde los 15 hasta los 30 dias, sin
embargo, al dia 45 ya se puede notar un aumento en la actividad CE, un
comportamiento semejante al VCHAR P + OP. Estos porcentajes reflejan la
variacion en la actividad CE en cada tratamiento en relacion con el valor inicial en
el dia 15.

En resumen, la actividad CE muestra una variacion temporal significativa,
indicando que el tiempo es un factor crucial en la respuesta del suelo. Los resultados
muestran una variabilidad en la respuesta a la aplicacion de clorpirifés segun la
presencia o ausencia de enmienda organica utilizada. Esto es consistente con la
idea de que la actividad CE en los suelos puede ser influenciada por factores como
la composicion del sustrato y su capacidad para desintoxicar o degradar los
plaguicidas. La disminucién de la actividad CE en el tratamiento control se podria
explicar a una respuesta inicial al clorpirifés que posteriormente disminuye a medida
que el plaguicida se descompone. Por otro lado, en el control + OP, la presencia de
clorpirifés puede haber estimulado una respuesta continua y adaptativa en la
actividad enzimética.

Sanchez-Hernandez y Sandoval (2017) sefialan que, aunque la capacidad de
desintoxicacion de CE ya ha sido demostrada por Sanchez-Hernandez et al. (2015)
utilizando suelos alterados por lombrices, los autores dejaron abierta la posibilidad
de que dicha interaccion quimica también ocurra en suelos libres de lombrices,
donde la actividad de CE es principalmente de origen microbiano y no derivada de
lombrices. Nuestros hallazgos corroboran la afirmacion indicada anteriormente,
donde en suelos perturbados sin presencia de lombrices de tierra, hubo una alta

actividad CE producida por biomasa microbiana.



16

Sanchez-Hernandez et al. (2021) indicé que la adicion de biocarbon provocé un
aumento significativo de la actividad CE del suelo con respecto al control sin
biocarbén. Sin embargo, el aumento de la actividad de las enzimas del suelo no
dependio del tipo de biocarbon. Este resultado contrasta con investigaciones
anteriores (Sanchez-Hernandez, 2018), en los que la adicion de biocarbdén derivado
de pino o café molido disminuy6 o no alteré la actividad CE del suelo.

Los datos actuales demuestran que la actividad CE del suelo es un indicador
bioquimico adecuado de la contaminacion por pesticidas OP y, a su vez, su
inhibicion por estos compuestos es un mecanismo de desintoxicacion significativo
de los metabolitos de clorpirifés (Sanchez-Hernandez y Sandoval, 2017).
Determinacion de clorpirifés. El clorpirifés es moderadamente persistente en
suelos y su vida media suele oscilar entre 60 y 120 dias, pero puede variar desde 2
semanas hasta mas de 1 afio, dependiendo del tipo de suelo, clima y otras
condiciones (Gilani et al., 2010). Una amplia gama de pesticidas son degradados
lentamente por los microorganismos, por lo que se estan realizando esfuerzos para
aumentar la capacidad de degradacion de los microorganismos (Sud et al., 2020).

Para este andlisis, solo se hizo enfoque en los tratamientos que recibieron la
aplicacion de OP. Los analisis de las muestras sin OP fueron realizados para
determinar si el suelo y materias primas utilizadas contenian alguna traza de este
compuesto, los resultados se pueden observar en la Tabla 4. Se procedi6 a analizar
la evolucién y degradacion de la concentracion de clorpirifds durante los 45 dias en
cada tratamiento, por lo que este andlisis contempla el periodo completo de
mediciones realizadas en el estudio.

Se determind una disminucion del 46% en la concentracion de CP en el suelo
Control + OP a través del periodo evaluado, con una diferencia significativa entre la
primera y la ultima medicién, en la primera medicion se detecta un valor de 34,14
mg kg suelot. A los 30 dias, la concentracién disminuyé a 27,2 mg kg suelo?, lo
gue representa una disminucion del 20,3%, y en el dia 45 bajo a 18,44 mg kg suelo
1. Esto indica que, en ausencia de cualquier enmienda o biocarbén, la degradacion
natural o la absorcion de clorpirifds en el suelo disminuye su concentracion con el

tiempo.
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El tratamiento VC + OP present6 una disminucion del 40,8% a contar del dia 15
al dia 45. Al dia 15 la concentracién es de 35,51 mg kg suelo, en la medicion
intermedia la concentracién disminuyé a 27,96 mg kg suelo™, lo que representa una
disminucién del 21,1% en comparacion con los 15 dias. A los 45 dias, la

concentracion continué disminuyendo a 21,03 mg kg suelo™.

Tabla 4. Concentracion de CP (mg kg suelot) en los 15, 30 y 45 dias post aplicacion.

Tratamientos Dia 15 Dia 30 Dia 45 p-valor
Control 0,33 0 0 -

VC 0,57 0,35 0,46 -
VCHAR P 0,61 0,5 0,47 -
VCHAR C 0,53 0,9 0 -
Control + OP 34,14+1,74 a 27,2+173 a 18,44+ 6,78 b < 0,05
VC + OP 3551+7,04a 2796+ 1,74ab 21,03+5,38Db < 0,05

VCHAR P + OP 29,32+5,81 a 2355+1,11ab 19,66+3,01b < 0,05
VCHAR C + OP 42,94 +59 a 34,86 +497ab 26,96+3,71Db < 0,05

Letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas en cada tratamiento durante las
diferentes fechas de muestreo. Segun la prueba LSD Fisher (p < 0,05). Media + desviacion estandar
(n=3).

En cuanto al VCHAR P + OP, este tratamiento demostré una baja significativa del
32,9% durante el periodo evaluado, comenzo a los 15 dias con una concentracion
de 29,32 mg kg suelo?, luego en la siguiente medicién disminuyé a 23,55 mg kg
suelo?, y a los 45 dias disminuy6 a 19,66 mg kg suelo. No parece haber una
diferencia sustancial en la disminucion en comparacion con el Control + OP, lo que
sugiere que el tipo de enmienda utilizada puede no estar teniendo un impacto
significativo en la degradacion del clorpirifos.

En el caso del suelo con VCHAR C + OP, presenta una disminucion del 37,2% a
lo largo del estudio, en la primera medicion a los 15 dias se encuentra una
concentracion de 42,94 mg kg suelo™, luego disminuye a 34,86 mg kg suelo, para

finalmente al dia 45 llegar a un valor de 26,96 mg kg suelo™.
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Luego se procedioé a evaluar cada periodo de tiempo por separado (Figura 2),

realizando una comparacion de cada tratamiento con el suelo control + OP.

Figura 2. Concentracion de clorpirifés en tratamientos a los 15, 30 y 45 dias post

aplicacion.
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Letras minasculas diferentes indican diferencias significativas al dia 45 entre tratamientos segun la
prueba LSD Fisher (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
dias segun la prueba LSD Fisher (p < 0,05).

A los 15 dias se puede apreciar que VCHAR P + OP tiene la menor concentracion
de clorpirifés con 29,32 mg kg suelo™, demostrando una reduccién del 14,1% en la
concentracion en comparacion con el Control + OP, el cual tiene un valor de 34,14
mg kg suelo®. El biocarbén de pino mezclado con vermicompost puede estar
contribuyendo a una mayor adsorcion del clorpirifés, reduciendo su disponibilidad
en el suelo en este periodo de tiempo. El tratamiento que expone la mayor
concentracion a este tiempo corresponde a VCHAR C + OP con un valor de 42,94
mg kg suelo?, lo que muestra un aumento del 25,8% en relacion con el suelo control
+ OP. En el tratamiento con VC + OP, la concentracion de clorpirifés es de 35,51
mg kg de suelo?, siendo un 2,9% mayor al suelo control + OP. Esto indica que la

presencia de vermicompost no ha tenido un efecto considerable en la reduccion de



19

la concentracion de clorpirifés en comparacién con el tratamiento control a los 15
dias después de la aplicacion del plaguicida.

A los 30 dias, el tratamiento que presenta la menor concentracion de clorpirifos al
igual que a los 15 dias es VCHAR P + OP, con 23,55 mg kg de suelo™, lo que se
traduce en una disminucion del 13,4% en comparacién al suelo control + OP que
muestra 27,2 mg kg de suelo™. Aunque este tratamiento es menor en comparacion
con los otros tratamientos, no se encuentran diferencias significativas entre ellos. El
tratamiento que muestra la mayor concentracion de clorpirifés en este periodo es
nuevamente VCHAR C + OP, con 34,86 mg kg de suelo™, superando en un 28,2%
al suelo control + OP. Se puede notar un comportamiento de los tratamientos muy
similar a la medicion del dia 15, en donde VCHAC P + OP presenta la menor y
VCHAR C + OP la mayor concentracion en relacion con el control + OP. En cuanto
al suelo con VC + OP, este tratamiento muestra un aumento del 2,8% en contraste
al suelo control, variacion muy similar a los 15 dias.

Para el dia 45, el Control + OP corresponde a la concentracion mas baja entre los
4 tratamientos estudiados, mostrando un valor de 18,44 mg kg suelo™. Mientras que
la concentracién més alta se volvio a encontrar en el suelo con VCHAR C + OP con
un 26,95 mg kg suelo™, ésea un 46,2% mayor al control + OP siendo este el Unico
tratamiento distinto significativamente a los demas. El suelo VC + OP presento un
14% de mayor concentracidon en este periodo, en comparacion al control + OP. El
tratamiento VCHAR P + OP tiene un valor de 19,66 mg kg suelo, siendo el
tratamiento mas bajo en contraste al control + OP. La concentracién es similar a la
del Control + OP, lo que podria indicar que este tipo especifico de vermichar no ha
tenido un impacto significativo en la concentracion de clorpirifés en el periodo total
del estudio.

En resumen, los resultados sugieren que la degradacion y la evolucién de la
concentracion de clorpirifés en el suelo estan influenciadas por mdultiples factores,
incluyendo la presencia de enmiendas como el vermicompost y el tipo de material
organico utilizado.

Gilani et al. (2010) sefiala que los datos registrados después de 6 meses y 12

meses para el CP perteneciente al grupo de los OP mostraron que permanecio
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estable incluso después de un afo en el suelo. No se encontré degradacion en el
pesticida ya que se obtuvo una recuperacion del 100 % del ingrediente activo en los
tratamientos mantenidos hasta un afio. Se han informado resultados similares
anteriormente sobre este grupo de pesticidas que mostraron una persistencia del
100% (Shahida et al., 2004).

Estos porcentajes indican una tendencia general hacia la disminucion de la

concentracion de clorpirifés en el suelo a lo largo del periodo de estudio en todos
los tratamientos.
Determinacion de 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP). La principal via de degradacion
de CP implica la hidrolisis a TCP (Abraham et al., 2013). EI TCP es mas toxico que
su compuesto original, ya que tiene propiedades antimicrobianas que inhiben el
crecimiento microbiano (Bricefio et al., 2016), llegando a tener una vida media en el
suelo de hasta 360 dias (Deng et al., 2016). La degradacion bidtica es una de las
opciones mas viables para la desintoxicacion de CP y TCP en el suelo y el agua
(Chishti et al., 2013).

En el dia 15, el tratamiento que presentd la menor concentracion de TCP en
comparacion con el tratamiento de Control + OP fue el tratamiento VCHAR P + OP,
con una concentracion de 0,65 mg kg suelo™. Esto representa una disminucién del
20,1% en comparacion con el tratamiento de Control + OP (0,81 mg kg suelo™), el
cual presentd la mayor concentracion de TCP en este periodo, sin embargo, no se
encuentran diferencias significativas entre los tratamientos. En el suelo con VC +
OP la concentracién de TCP es de 0,69 mg kg suelo?, lo que representa una
reduccion del 14,1% en comparacion con el tratamiento de Control + OP. Y en
cuanto al VCHAR C + OP, la concentracion en este tratamiento es de 0,79 mg kg
suelo?, lo que implica una leve disminucién del 2,4% en comparaciéon con el
tratamiento de Control + OP.

Se observa que la concentracion de TCP es mas baja en los tratamientos con
enmiendas organicas, ya sea vermicompost (VC) o vermichar (VCHAR P y VCHAR
C) en comparacion con el tratamiento Control + OP. Esto sugiere que la adicion de
enmiendas organicas puede reducir la persistencia o la concentraciéon de TCP en el

suelo.
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Figura 3. Concentracion de TCP en tratamientos a los 15, 30 y 45 dias post

aplicacion.
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Letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos al dia 45, segun la
prueba LSD Fisher (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
los dias evaluados segun la prueba LSD Fisher (p < 0,05).

A los 30 dias, el tratamiento que presentd la menor concentracion de TCP fue una
al igual que el caso del clorpirifés, el VCHAR P + OP con una concentracion de 1,37
mg kg suelol. Esto representa una reduccion del 26% de la concentracion al
comparar con el suelo Control + OP, presentando la mayor concentracion en este
periodo con 1,85 mg kg suelo. El suelo con VC + OP tuvo una concentracion de
1,46 mg kg suelo™, lo que representa una disminucién del 20,9% en comparacion
con el tratamiento Control + OP. EI VCHAR C + OP presenta una concentracion de
1,65 mg kg suelo? lo que se traduce en una baja del 10,5% al contrastar con el
suelo control + OP.

Los resultados sugieren que la enmienda de suelo con vermicompost (VC) y
vermichar (VCHAR) puede tener un impacto positivo en la reduccion de la
concentracion de TCP en comparacion con el Control + OP. Ademas, la eleccion

del tipo de vermichar (pino o cerdo) también parece influir en los resultados.
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Al dia 45, el tratamiento VC + OP muestra la menor concentracion de TCP con
0,8 mg kg suelo?, representando una disminucién significativa del 58,3% con
relacion al suelo control + OP, el cual presenta la mayor concentracion en la dltima
medicién entre los tratamientos, con 1,92 mg kg suelo. Esto podria sugerir que la
adicion de vermicompost al suelo puede reducir significativamente la concentracion
de TCP en el suelo tratado con clorpirifés. En el caso del suelo con VCHAR P + OP,
se mostré una concentracion de 1,72 mg kg suelo™, lo que se traduce en una baja
del 10,4% en comparacion al suelo control + OP. Con un valor de 1,55 mg kg suelo-
!, el VCHAR C + OP no muestra mucha diferencia en la concentraciéon de TCP frente
al suelo control + OP.

Tabla 5. Concentracion de TCP (mg kg suelo?) en los 15, 30 y 45 dias post

aplicacion.
Tratamientos Dia 15 Dia 30 Dia 45 p-valor
Control 0 0 0 -
VvC 0 0 0 -
VCHAR P 0 0 0 -
VCHAR C 0 0 0 -
Control + OP 0,81 £ 0,06 1,85 +£0,07 1,92 +1,17 0,16
VC + OP 0,69+0,17 b 1,46+0,11a 0,8+0,51b <0,05
VCHAR P + OP 0,65+0,11b 1,36 +£0,04ab 1,72+0,7a <0,05

VCHAR C + OP 0,79+ 0,06 b 1,65+0,22a 155+0,02a <0,05

Letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas por cada tratamiento en las distintas
fechas de muestreo; segun la prueba LSD Fisher (p < 0,05). Media + desviacién estandar (n = 3).

En cuanto a Control + OP, se puede observar un aumento de la concentracion a lo
largo del tiempo, sin embargo, no hay una diferencia significativa entre los dias
estudiados para este tratamiento.

La concentracion de TCP en el tratamiento VC + OP aumenta significativamente

de 0,69 mg kg suelo? en el dia 15 a 1,46 mg kg suelo? en el dia 30, y luego
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disminuye significativamente a 0,8 mg kg suelo™! en el dia 45, no obstante, no hay
diferencias significativas entre los dias 15 y 45. Este tratamiento parece tener un
efecto estabilizador en la concentraciéon de TCP en comparacion con el Control +
OP, el cual va en aumento.

La concentracion de TCP en el suelo con VCHAR P + OP aumenta de 0,65 mg kg
suelo™ en el dia 15 a 1,36 mg kg suelo™ en el dia 30 y luego sigue aumentando a
1,72 mg kg suelo™? en el dia 45. Podemos notar una diferencia significativa entre el
dia 15 y el dia 45. La variabilidad en la concentracién de TCP es mas marcada en
este tratamiento, lo que puede deberse a la composicion del vermichar de pino.
Para el VCHAR C + OP, la concentracion aumenta significativamente de 0,79 mg
kg suelo? en el dia 15 a 1,65 mg kg suelo? en el dia 30, y luego disminuye a 1,55
mg kg suelo™ en el dia 45. Hay una diferencia altamente significativa (p = 0,0003)
entre el dia 15 y los dias 30 y 45. La adicion de vermichar con biocarb6n a base de
cerdo parece tener un efecto significativo en la concentracion de TCP en el suelo.

Bricefio et al. (2016) detecté TCP en todos sus tratamientos, y la tendencia mostré
gue se increment6 a través del tiempo, alcanzando una concentracion maxima
cercana a 0.3 mg kg

Los resultados son relevantes desde una perspectiva agricola, ya que sugieren
gue la adicion de enmiendas organicas, en particular el vermicompost, puede ser
una estrategia eficaz para reducir la persistencia de los residuos de pesticidas en el
suelo. Esto podria ser beneficioso para la gestion sostenible de plaguicidas y la
proteccién del medio ambiente.

CONCLUSIONES

La actividad de la carboxilesterasa en suelos tratados con clorpirifés y enmiendas
organicas revela respuestas diversas. El vermichar de cerdo mantuvo la estabilidad
de esta enzima a través del tiempo.

El clorpirifés se degradd naturalmente en el suelo evaluado. Pero el uso combinado
de vermicompost con biocarbon presentd una mayor degradaciéon del metabolito
toxico 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), demostrando su efecto en acelerar su

descomposicion.
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Se vislumbra el uso ambiental del vermicompost y biocarbén para la biorremediacién
de suelos contaminados con pesticidas. Aunque esta area de conocimiento aun esté
en progreso, nuestra investigacion sugiere vias de accion para la desintoxicacion

de suelos afectados por plaguicidas organofosforados.
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