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RESUMEN

Costa Rica se identifica en el mercado del café como uno de los productores de mayor calidad e importancia
por sus propiedades, sabor e historia, de tal forma que su produccién y comercializacién ha tenido un
impacto significativo en la economia nacional durante las Gltimas décadas. No obstante, el impacto de la
produccion de este “grano de oro” se ha externalizado al medio ambiente, teniendo consecuencias negativas
debido, especialmente, a la contaminacion por uso de plaguicidas para el control fitosanitario. Uno de los
principales focos de atencion es la contaminacion puntual, originada especialmente por el manejo
inadecuado de residuos de lavados de equipos de aplicacion y frascos de los plaguicidas formulados,
llegando, incluso a comprometer biosistemas de alto valor ambiental como cuerpos de agua y la capa

organica del suelo.

Como una estrategia para mitigar el efecto de contaminacién por esta actividad agricola, en este
estudio se disefié un sistema de biopurificacion de tipo biocama (o lecho biol6gico), especificamente para
biodegradacion de plaguicidas utilizados en café. Un lecho bioldgico es un sistema semiconfinado que
contiene dentro de si una biomezcla compuesta por 3 componentes principales en distintas proporciones:
material lignocelulésico como principal fuente de carbono para los microorganismos dentro del sistema,
suelo (que opera como inéculo aportando la carga microbiana que degradara las moléculas contaminantes)
y algun material que sirva para dar estructura y retencion de humedad en la biomezcla, como compost o

turba.

Mediante la comparacion de 3 biomezclas distintas, diferenciadas por el material lignocelulésico
(Fibra de coco, cascarilla de café y cascarilla de arroz) se determind, mediante ensayos de degradacion,
ecotoxicologia y mineralizacion, que la biomezcla con fibra de coco en una relacion 50:25:25 (fibra de
coco:compost:suelo) presenté mayor eficiencia de detoxificacion del medio, alcanzando degradacion de
plaguicidas por debajo del limite de cuantificacion en moléculas como fluazifob-p-butil, metil-tiofanato y
oxamilo, en los primeros 2, 8 y 15 dias, respectivamente. Ademas, esta misma biomezcla alcanzé a
mineralizar hasta un 17,65 * 6,20% al insecticida clorpirifés. Por otro lado, la matriz evaluada mostrd
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resultados muy favorables en la estimacion del impacto ecotoxicoldgico al detoxificar el sistema, como se
demostrd en dos bioindicadores: La reduccion de la toxicidad se observo tanto en Daphnia magna (pasando
de una concentracion efectiva media ECso = 0,767 + 0,022% en el dia 0 a ECso = 6,566 + 0,073% en el dia
30), como en el ensayo de germinacion con semillas de lechuga Lactuca sativa, donde se increment6 en un

53% el indice de germinacion luego de 30 dias de tratamiento, con respecto al dia 0.

Una optimizacién de las proporciones de los componentes de la biomezcla fue realizada resultando
en una composicion de 81,7:11:7,3 (fibra de coco:compost:suelo), la cual, logré reducir al 50% la
concentracién acumulada de los plaguicidas en un tiempo de 7,83 d. Estos resultados de degradacion se
ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial de 3 pardmetros para ser utilizados en el disefio
dimensional de la biocama. Finalmente se disefié una biocama de 0,8 m?, de geometria rectangular, con un

area superficial a x b = 1 m? y una profundidad de h = 0,8 m.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Justificacion

Costa Rica se ha posicionado a nivel mundial como un productor de café de alta calidad, tanto para
consumo local como de exportacion; para el 2014 el VI Censo Nacional Agropecuario identificd 26527
fincas cafetaleras en un total de 84133,1 ha. De acuerdo con este mismo censo, la produccion de café se
encuentra entre las actividades que comprenden la mayor extension de area dedicada, destacandose entre

otros cultivos de alta relevancia como palma aceitera, cafia de azucar, banano y pifia (INEC, 2015).

Este tipo de actividades agricolas incrementan el riesgo de contaminacién ambiental, comprometiendo
matrices productivas como el suelo y reservorios hidricos (Morillo & Villaverde, 2017). No solo se ve
afectada la vida presente dentro de estos cuerpos, sino también, los ciclos bioquimicos que tienen lugar en
el suelo (Chawla et al., 2013). Mateo-Sagasta et al. (2018) indican que mas de 4,5 millones de toneladas de
plaguicidas son esparcidas al medio ambiente en actividades agricolas (contaminando suelos, agua y aire),
este tipo de contaminacion puede ocurrir de forma difusa, en la que su origen no esta espacialmente definido
y ocurre en focos muy dificiles de identificar (Schaaf, 2015) o bien, puede acaecer de forma puntual, en
donde si se conoce su origen, por ejemplo, derrames en las zonas de llenado de los equipos de aplicacion
fitosanitaria por lavado de los tanques y descarte de residuos de aplicacion, entre otros (Chin-Pampillo et

al., 2015; Soares et al., 2013).

En el ambito nacional, la problemética por contaminacion difusa es tal que, en regiones de alta
produccién agricola, como lo es la subcuenca Maravilla-Chiz y Quebrada Honda, se han hallado
concentraciones moderadas de plaguicidas en manantiales para consumo humano (Fonseca-Sanchez et al.,
2019). A pesar de que la evidencia en este caso mostré ser que la contaminacion fue causada por
contaminantes de uso agricola, incluido produccion de café, no se conoce a ciencia cierta el origen de la
contaminaciéon (Fonseca-Sanchez et al., 2019). En Costa Rica, estudios han reportado el uso de 30
plaguicidas en café a una demanda equivalente de 3,69 kgi./ha/afio entre los que se destacan 16 fungicidas,

3 herbicidas, 6 insecticidas y 5 nematicidas; de los cuales, los ingredientes activos mayormente empleados



pertenecen a la familia de los fungicidas triazoles e insecticidas organofosforados (Durén et al., 2013).
Ademas, de la concentracion equivalente anual, un 34% corresponde a moléculas de toxicidad aguda alta-

extrema (Duran et al., 2013; Ministerio de Ambiente y Energia, 2000).

Insecticidas organofosforados como el clorpirifés (CLP) afectan directamente el sistema endocrino,
inhibiendo la actividad de la enzima acetilcolinesterasa y provocando la muerte de insectos, incluidos
algunos polinizadores (Abraham & Silambarasan, 2016; Chen et al., 2012). A pesar de la corta vida media
reportada (30-60 dias), este plaguicida se identifica por el fabricante como altamente téxico con una
concentracién letal media (CLso), 0 concentracion a la cual morird el 50% de los organismos expuestos,
menor a los 0,025 mg/L para especies acuaticas en bases agudas (Lewis et al., 2016), es decir, tras una

exposicion de corta duracion (Naciones Unidas, 2006).

Este tipo de plaguicidas organofosforados se caracterizan por el alto potencial de acumulacion en el
suelo debido a su polaridad, sin embargo, si la interaccion de fuerzas de adhesion entre las particulas del
suelo y el plaguicida son débiles, aunque la molécula sea de caracter lipofilo, existird un riesgo de
contaminacién hacia cuerpos de agua (Suddaby et al., 2016). En este sentido, Huete-Soto et al. (2017)
detallan que la afinidad de la molécula de CLP hacia los lipidos es una ventaja, porque los mantos
subterraneos corren poco riesgo de ser contaminados, empero, estudios han demostrado concentraciones de
CLP en aguas superficiales utilizadas para riego agricola de hasta 0.3029 + 0.0009 mg/L (Molina-Morales

etal., 2012).

Actualmente, la implementacién de biocamas, también conocidas como biobeds (por su traduccién en
inglés) y lechos bioldgicos, se ha presentado como una solucidn alternativa para minimizar los riesgos de
exposicion del suelo a concentraciones puntuales de plaguicidas, debido a su bajo costo y alta eficiencia de
degradacion (Huete-Soto et al., 2017; Karanasios, Karpouzas, et al., 2012). Una biocama es un sistema de
biopurificacién (BPS, por sus siglas en inglés) que busca eliminar las concentraciones de plaguicidas
residuales del lavado o derrames de los equipos de aplicacion. La degradacion de las moléculas
contaminantes ocurre en la biomezcla contenida en la biocama, la cual, es una mezcla de tres sustratos
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principales: 1) material lignocelul6sico como fuente de carbono (fibra de coco, cascarilla de arroz, paja y
otros) que favorece la proliferacion de hongos lignoliticos y reacciones de oxidacién que promueven la
degradacion de plaguicidas, 2) material de retencion del contaminante (por ejemplo, compost) y 3) indculo
de microorganismos preexpuestos al plaguicida como, por ejemplo, el suelo del campo donde se aplica el
formulado; el mismo garantiza que las poblaciones microbianas tendran la capacidad de metabolizar los

compuestos organicos en un periodo mas corto (Castillo et al., 2008).

Este trabajo busca implementar un sistema de tipo biocama para eliminacion de plaguicidas residuales
de uso en café, que provea al caficultor de una herramienta sencilla, para la gestion responsable de las aguas
de lavados de tanques y equipos de aplicacion, de forma tal que, en el tiempo, se reduzca el riesgo de
contaminacién puntual de suelos y cuerpos de agua bajo el marco de buenas préacticas agricolas. El proyecto
se desarroll6 bajo la direccion del Centro de Investigacion en Contaminacion Ambiental (CICA) de la
Universidad de Costa Rica, para productores de fincas cafetaleras en la region occidental del Valle Central:

Naranjo y Palmares.

1.2. Planteamiento y delimitacion del problema

Esta investigacion nacié a raiz de la necesidad en el sector cafetalero por contar con un sistema para
el manejo responsable de las aguas contaminadas de lavado. Actualmente el Ministerio de Trabajo y
Seguridad Social (2006) en su “Reglamento de Salud Ocupacional en el Manejo y Uso de Agroquimicos”
indica los pasos para realizar el triple lavado de los frascos de formulados y los equipos de aplicacion, sin
embargo, no se indica explicitamente una metodologia para deshacerse del agua residual resultante. Esto
es principalmente un problema en el caso del triple lavado de las bombas fumigadoras de espalda o
estacionarias: normalmente el residuo del lavado de los frascos se vierte sobre el contenedor de la mezcla
que se fumigaréa en el cultivo, empero, para el caso de estos equipos ya la mezcla inicial fue distribuida, y
reaplicar estos residuos diluidos nuevamente sobre las plantas no se recomienda porque podria generar un
efecto de lavado foliar en plaguicidas de contacto (no sistémicos). A este punto se requiere contar con un

deposito controlado que permita verter los residuos del triple lavado de forma segura para el ambiente.



Se propuso realizar un trabajo de investigacion para disefiar un sistema de tipo biocama capaz de
eliminar los plaguicidas en el corto o mediano plazo de forma natural, un sistema que el productor pueda
construir e instalar en su finca sin incurrir en gastos elevados, utilizando materiales reutilizados o de fécil
adquisicion.

Este trabajo se centra en las fincas cafetaleras de la zona de occidente como parte del esfuerzo que

realiza la Universidad de Costa Rica y el CICA por acercarse y llevar soluciones cientificamente probadas

a productores del pais y ayudar a una gestién ambiental responsable.

Para el disefio experimental preliminar se evalu6é tres tipos de biomasa de alto contenido
lignocelulésico, una de ellas fue la cascarilla de café (pergamino seco) donada por el beneficio Café de
Altura para este propdsito. Estas se utilizaron en el tamafio de particula que se encuentran disponibles (sin
un procesamiento previo de molienda). De la fase preliminar se determind la biomezcla con mayor
rendimiento y, una vez optimizada, se realizé un disefio dimensional de la biocama final. Se detall6 cada
uno de los componentes del disefio con sus respectivos materiales, cantidad y dimensiones. Se busca que
este trabajo pueda ser utilizado como un referente para la construccion del sistema propuesto en las

condiciones acé estudiadas.

A pesar de que en Costa Rica se registran mas de 30 plaguicidas para uso en café, se contempl6
Gnicamente aquellos formulados para los cuales se cuenta con capacidad analitica en el CICA. Ademas, el
andlisis de las distintas biomezclas planteadas se realiz6 excluyendo parametros fisicoquimicos como pH,
contenido de humedad, humedad relativa y temperatura. Buscando asi obtener un disefio de biosistema
simple, f&cil de operar y de mantener por los usuarios (de cualquier escolaridad) evitando aumentar su
complejidad de operacién, y buscando aumentar el interés de los agricultores por implementarlo en sus

fincas.



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General
Disefiar un sistema de biopurificacion de tipo biocama para remover plaguicidas de uso frecuente en

cultivos de café.

1.3.2.  Objetivos Especificos
e Evaluar el potencial de tres biomezclas de distinto material lignocelul6sico (cascarilla de café, fibra
de coco y cascarilla de arroz) para degradar, mineralizar y detoxificar plaguicidas utilizados en
café.
e Optimizar la composicion de la biomezcla para maximizar el rendimiento de eliminacion de
plaguicidas.
e Realizar un disefio dimensional de un sistema de biopurificacién de tipo biocama, ajustado a un

modelo de decaimiento exponencial.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Plaguicidas en suelos, agua y aire

El uso de agroquimicos en la actividad agricola puede representar un riesgo de contaminacion puntual
cuando no se les da un manejo correcto a los residuos: la incidencia de derrames en las zonas de lavado o
recarga de los equipos de aplicacion aumenta las concentraciones en el suelo por la adicion recurrente de

estas sustancias (Soares et al., 2013).

Algunos estudios demuestran que la problematica de contaminacién por plaguicidas en suelos es muy
compleja debido a la variabilidad en la dindmica que siguen: unas moléculas son mas propensas a fijarse
en la materia orgéanica, mientras que otras de mayor caracter hidrofilico se disuelven en agua con facilidad
y abandonan los suelos como lixiviados, o bien, aquellas moléculas mas volatiles se movilizan hacia el aire

(Sun et al., 2018; Tarcau et al., 2013; Wong et al., 2012).

2.1.1. Suelo

Un contaminante que alcanza al suelo puede verse retenido dejando una fraccion biodisponible para
los microorganismos y otra no biodisponible, la cual, se fija a las particulas del suelo una vez alcanzado el
equilibrio de adsorcion. Segun sean las fuerzas de adhesién, existe el riesgo de que esta fraccion se libere
al suelo con todo su potencial contaminante. Suddaby et al. (2016) identificaron que se alcanza el equilibrio
de adsorcion molecular en aproximadamente 4 meses para el hexaconazole (fungicida evaluado en este
trabajo), sin embargo, en condiciones abioticas, la reversibilidad de la adsorcion es facilmente alcanzable,
representando alto riesgo de contaminacidn, puesto que, la fraccién fijada en el suelo tenderia a volverse

biodisponible de forma sencilla con todo su potencial toxico.

Un enfoque interesante con respecto a la retencion y degradacion de plaguicidas en el suelo es
abarcado por Ghafoor et al. (2011), quienes modelaron, matematicamente, la capacidad de degradacion y
adsorcion de un suelo cualquiera mediante una constante k, tomando en cuenta pardmetros como
profundidad, tipo de suelo y otros, obtienen un aproximado de la biodisponibilidad del compuesto y la

actividad microbiana sobre este, aplicable a macro-modelos escalados. Véase la ecuacion (1).



= et Pl cf iy (). (1)
Donde:

z, = Profundidad de referencia.

F,, = Factor de biodisponibilidad [1/(m, + K,)].

mg, = Contenido de Agua Gravimétrica [m,qrer/kgsoi].

K,; = Constante de adsorcion.

Krey = Parametro especifico del compuesto [v,/K].

vg = Tasa de utilizacion especifica maxima del sustrato [kg/kg].

K. = Constante media de saturacion de utilizacion del sustrato [kg/m3agual.
foc = Contenido orgéanico de carbono.

n, m = Exponentes empiricos.

feiay = Contenido de arcilla.

2.1.2.  Agua

La lixiviacién se considera un mecanismo de arrastre de contaminantes de alta relevancia por el
riesgo de contaminacion a cuerpos de aguas subterraneas; se ha determinado que no solo influye la polaridad
de la molécula en fijarse, 0 no, a las particulas de suelo, sino también, el tipo de formulaciéon comercial:
Khan & Brown (2016) encontraron que, para los triazoles evaluados, existe una mayor tendencia a lixiviar
los formulados en presentacién de concentrados emulsionables (EC), comparados con las suspensiones
concentradas (SC) y sustancias puras. Como estrategia para reducir la lixiviacion de plaguicidas, se han
utilizado acciones preventivas en campo, mediante el uso de enmiendas biomasicas que potencializan la
fijacion y degradacion de las moléculas, por ejemplo, Fenoll et al. (2011) hallaron que aplicar enmiendas
de estiércol de oveja compostado y bosorola de café disminuye proporcionalmente, al contenido de materia
organica de la biomasa y la concentracién de los plaguicidas en los lixiviados, entre los que se encontraban

triazoles como: tebuconazole, triadimenol y hexaconazole.



2.1.3.  Aire

En los ultimos afios, estudios han demostrado que las personas de paises en desarrollo y nifios de
zonas rurales se exponen a un riesgo de ingesta por via oral de particulas de suelo contaminadas con
plaguicidas, alcanzando consumo no intencional de hasta 200 mg de suelo por dia con trazas de plaguicidas
(Tao et al., 2011). A pesar de que el potencial de toxicidad del contaminante esta ligado a su
biodisponibilidad dentro del organismo, se ha determinado que la ingesta involuntaria de estas particulas

puede considerarse un riesgo significativo para la salud y no debe ser subestimado (Tao et al., 2011).

2.2. Biodegradacion y mineralizacion de plaguicidas

Investigaciones han concluido que los principales responsables de la eliminacion de plaguicidas en el
medio ambiente son los microorganismos que se encuentran en los suelos. Estos, de forma natural, son
capaces de degradar los plaguicidas por completo o transformarlos en moléculas méas sencillas, como

consecuencia directa o indirecta de su actividad metabdlica (Dominguez Gual, 2015).

La mineralizacion de contaminantes ocurre cuando estas moléculas son biodegradadas hasta alcanzar
una transformacion completa a moléculas inorganicas mas simples como H,O y CO; (Lafuente, 2007).
Cuando el proceso de transformacién no se lleva a cabo en su totalidad, el resultado son moléculas Ilamadas
subproductos de transformacion o metabolitos, los cuales, en ocasiones pueden tener un mayor potencial
de contaminacion o toxicidad que la molécula parental (Chai et al., 2013; Valderrama et al., 2012) , tal es
el caso de algunos compuestos organofosforados, que, bajo una transformacion incompleta, sus metabolitos

han evidenciado ser mas toxicos que la molécula madre (Vittozzi et al., 2001).

Cuando no se cuenta con informacion de los metabolitos de transformacion producidos, ni el nivel de
contaminacién en un medio, es prudente realizar analisis ecotoxicolégicos. Estos ensayos se determinan
utilizando especies indicadoras como Daphnia magna, Eisenia fetida, entre otras; dichas especies son
consideradas como representativas en la cadena tréfica, lo cual, permite extrapolar los resultados a mayores
escalas, como un indicador final del estado de toxicidad del medio evaluado (Walker et al., 2016). Los
ensayos de ecotoxicologia consisten en exponer un nimero limitado de individuos a concentraciones
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conocidas, hasta evidenciar un cambio en su comportamiento habitual, ya sea muerte total o algun tipo de

inhibicién de movimiento o reproduccién en la muestra (Daam et al., 2011).

2.3. Sistemas de Biopurificacion: Biocamas

Una alternativa de sistemas de biopurificacidn, sencilla de utilizar y mantener, son las biocamas o
biobeds (conocidos también como lechos biol6gicos). Esta tecnologia inici6 como una estrategia de
eliminacion de contaminantes en Suecia en el afio 1993 por el finquero Goran Ohlsson. Ya para los afios
2000 se comenz0 a utilizar en otros paises hasta llegar a territorios latinoamericanos, donde, para el 2013,
se reportaban mas de 2000 unidades funcionando (Castillo et al., 2019). La FAO (2016) define los biobeds
como una matriz bioldgicamente activa, disefiada para fijar y eliminar derrames de plaguicidas en las etapas
de llenado, enjuague o estacionamiento de equipos de aplicacion u otras operaciones que impliquen riesgo
de contaminacién quimica puntual. Esta definicion sugiere que su composicidn volumétrica de la biomasa
deberé ser aproximadamente de un 50% de contenido de materia rica en lignocelulosa, 25% de algin
sustrato retenedor como turba o compost, y un 25% de materia inoculante como suelo preexpuesto a los

plaguicidas meta.

El disefio estructural de un biobed varia segln las aplicaciones de esfuerzos que soportara, por
ejemplo, en la Figura 1, se muestra un diagrama de las partes que componen un biobed al nivel del suelo,
en el cual, lamaquinaria agricola (tractor y tanqueta o spray-boom) utilizada para aplicaciones fitosanitarias

se estaciona y hace los llenados de la solucion de plaguicidas.



Césped
Biomezcla
50% paja
en volumen - 25% compost
25% suelo

Sistema de recirculacién

dearciiaydr

a) Biocama de parqueadero de maquinaria b) Biocama de vertido para bombas de mochila

Figura 1. Biocamas de uso comUn en fincas agricolas. Fuente: (FAO, 2016)

Esta estructura, normalmente construida en mamposteria con las paredes internas
impermeabilizadas, debera soportar el peso del equipo agricola y del operario (cargas vivas), y de la
biomezcla en su interior (cargas muertas). Esta Gltima se encuentra cubierta en la superficie superior con
césped y, en la base interna, una capa de arcilla y drenaje. Ademas, por los volimenes de trabajo, se cuenta

con un sistema de recirculacion para homogeneizar la distribucion del plaguicida en la biomezcla.

Otro tipo de biocamas mas simplificados se utilizan en fincas de pequefios productores, en ellas los
volumenes residuales son bajos, por lo que, normalmente, estas estructuras se componen de un recipiente
impermeable como un estafion comercial de 200 L que contienen la biomezcla en su interior (Véase la

Figura 1 b).

La eficiencia de las biocamas se asocia a la composicion de la biomezcla y su capacidad de
favorecer condiciones idoneas para el desarrollo de microorganismos (Karanasios, Karpouzas, et al., 2012).

Principalmente, el material lignoceluldsico (residuos de paja, puerro, fibra de coco, céscaras de citricos,

1 Cabe destacar que, en Costa Rica, no se ha encontrado evidencia de biocamas disefiadas dimensionalmente a partir de los

resultados de degradacion de la biomezcla, siendo los estafiones comerciales los recipientes mas comunes recomendados para

contener el sistema.
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hojas de olivo, bagazo, etc.) toma un papel importante en la aceleracion del crecimiento de poblaciones de
hongos lignoliticos, capaces de degradar las moléculas de los plaguicidas (Castillo et al., 2008; Karanasios,

Tsiropoulos, et al., 2012).

Otro factor importante en la evaluacion de la eficiencia de biocamas es la concentracion (mg/kg)
del plaguicida en la biomezcla (Chai et al., 2013). Tortella et al. (2013) sefialan que las biomezclas deben
tener la capacidad de degradar un contaminante a altas concentraciones. Por ejemplo, para plaguicidas
agricolas, debe utilizarse concentraciones por encima de la recomendada para aplicaciones, o aquella que

represente un derrame accidental en los puntos de llenado y lavado de los equipos (Tortella et al., 2013).

Estos sistemas de biopurificacion se pueden implementar, inclusive, sin conocer la identificacion de
todos los microorganismos que actlan metabélicamente en ellos (Gongora-Echeverria et al., 2018). Por
ejemplo, en una biocama, basta con inocular la matriz con un suelo previamente expuesto a los
contaminantes, ofrecer ciertas condiciones idoneas (humedad, fuente de carbono, etc.) para la proliferacion
de los microorganismos y optimizar el rendimiento con variaciones en el tipo de material lignocelulésico,
temperatura, humedad u otros factores determinantes (Coppola et al., 2007). En Costa Rica, Chin-Pampillo
et al. (2015) evaluaron la degradacion del insecticida carbamato carbofurdan variando el sustrato
lignocelulésico (aserrin, bagazo de cafia, fibra de coco, papel periédico y cascarilla de arroz) y las
proporciones volumétricas de cada componente. Determinaron que, en combinacién con turba/compost y
suelo, todas las variaciones de la biomezcla presentaron un alto indice de detoxificacion; ademas, la
biomezcla a base de compost y fibra de coco evidencié mayor rendimiento en la proporcion v/v 2:1:1 (fibra

de coco : suelo : compost).

Ahora bien, con respecto a la vida atil de la biocama, segun explica la Universidad de la Frontera
(2013), el funcionamiento 6ptimo de la biomezcla de un lecho bioldgico es de aproximadamente 4 a 5 afios,
una vez pasado este periodo, se recomienda reemplazar toda la biomezcla. Asi mismo, bajo buenas
condiciones de temperatura y de uso estas pueden alcanzar una vida Util de hasta 8 afios (Castillo et al.,
2008).
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Una vez que se remueve la biomezcla de la biocama, es necesario compostarla previo a su disposicién
en el predio. Ya que, de acuerdo con la Universidad de la Frontera (2013), esta puede contener pequefias
cantidades de residuos de plaguicidas, ya sea porque el lecho bioldgico fue usado recientemente o por
aquellos plaguicidas que son degradados con mayor lentOvitud. Debe tomarse en cuenta que el proceso de
compostaje implica ampliar la biomezcla en un plastico protegida de la lluvia, por un periodo de 6 a 12
meses, revolviéndola una vez por semana, procurando que siempre esté en la temperatura adecuada. Pasado
este periodo, el material puede ser dispuesto en el predio de manera segura. Martin Elorza, (2020)

recomienda que la cantidad a esparcir en el campo no debe superar las 50 toneladas por hectérea por afio.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Plaguicidas en estudio

Se realiz6 un rastreo de los plaguicidas usualmente utilizados en cultivos de café en el territorio
nacional y se identificé aquellos para los que se cuenta con capacidad analitica en el CICA. La Tabla 1
muestra la lista de plaguicidas que fueron utilizados en los ensayos del proyecto con las respectivas

concentraciones en los formulados comerciales utilizados.

Tabla 1. Ingredientes activos en estudio de plaguicidas de uso en café.

Molécula Formulado Comercial Concentracion en formulado Familia
Oxamil Oxate 24 SL 240 g/L Carbamato
Metil-tiofanato Cycosin 50 SC 500 g/L Benzimidazol
Hexaconazole Hexil 5 SC 50 g/L Triazol
Fluaxifob - p - butil Flob 12.5 EC 125 g/L Ariloxifenoxipropionato
Carbendazin Soprano 25 SC 250 g/L Benzimidazol
Epoxiconazole Soprano 25 SC 250 g/L Triazol
Propiconazole Propicon 25 EC 250 g/L Triazol
Triadimefén Next 25 WP 250 g/kg Triazol
Clorpirifés Solver 48 EC 480 g/L Organofosforado
Imidacloprid Armero 70 WG 70 g/kg Neonicotinoide
Tebuconazole Silvacur Combi 30 EC 225 g/L Triazol
Triadimenol Silvacur Combi 30 EC 75 g/L Triazol

3.2. Diserfio experimental

El proyecto se dividié en 3 fases en serie que dan cumplimiento a cada uno de los objetivos

especificos planteados:

3.2.1.  Objetivo 1: Evaluar el potencial de tres biomezclas de distinto material lignocelulésico (cascarilla

de cafg, fibra de coco y cascarilla de arroz) para degradar, mineralizar y detoxificar plaguicidas

utilizados en café.

3.2.1.1. Screening (Fase 0)

El ensayo screening consistio en una etapa preliminar del proyecto que buscaba conocer el

potencial de eliminacion de plaguicidas de las distintas biomezclas a evaluar, su efecto de toxicidad
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ambiental y la capacidad de mineralizacién de un plaguicida en concreto (CLP): La estructura de las
biomezclas fue dada por tres componentes: el material lignoceluloso, el inéculo (suelo de una finca de
café?), y finalmente, el material de soporte y fijacion (compost); todo esto en una relacion volumétrica de

2:1:1, respectivamente.

Se prepararon 3 biomezclas, empleando el mismo suelo preexpuesto (25% v/v) y el mismo compost
(25% v/v), pero con cada uno de tres sustratos lignoceluldsicos (50% v/v): fibra de coco (FC), cascarilla
de café (CC) y cascarilla de arroz (CA). La preparacion de cada biomezcla se realiz6 en paralelo, el mismo
dia que las otras; para lo cual, al tratarse de una relacion volumétrica de los componentes, se calculo,
primero, la densidad aparente de cada uno de ellos, y se estimé cuanta masa debia agregarse hasta alcanzar

la masa total necesaria para correr los ensayos que cubren esta fase del proyecto.

La fase screening se constituyo de tres ensayos a nivel de laboratorio, para los cuales, fue necesario
un total de biomezcla de 1 kg por cada ejemplar a evaluar. Para el célculo de la masa necesaria de cada

componente se utiliz6 la ecuacion (2).

Vr T Vr 2
7'pcl+Z'pcc+Z'pci_1kg (2)
Donde:

Vr = Volumen total de la biomezcla.
pq = Densidad aparente del componente lignocelulésico.
pcc = Densidad aparente del componente compost.

p.; = Densidad aparente del componente indculo.

De lo anterior se calculd el volumen final de biomezcla con una masa de 1 kg a partir de las
densidades aparentes estimadas en laboratorio. La densidad aparente de cada componente se calculd

utilizando un frasco aforado a un volumen conocido, y, mediante la diferencia de masas, se obtuvo el valor

2 Este suelo se encuentra preexpuesto a plaguicidas debido al uso cotidiano del manejo de cultivo y control de plagas que lleva a

cabo el productor.
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final de la masa del componente sobre el volumen medido en términos de g/L. Las densidades utilizadas se
detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Densidades aparentes calculadas en laboratorio para la conformacion de las biocamas.

Material Densidad aparente [ g/ L ]
Suelo 890.36 £ 2.10
Fibra de Coco 129.86 + 1.75
Compost 797.46 £ 0.90
Cascarilla de café 319.05 + 1.20
Cascarilla de arroz 127.30 + 1.48

Finalmente, cada biomezcla se humedecié hasta alcanzar aproximadamente un contenido de
humedad del 75% con agua de tubo, luego fueron incubadas a 25°C durante 30 dias para activar y estabilizar
las poblaciones microbianas. En la Figura 2 se muestran las tres biomezclas evaluadas antes y después del

periodo de estabilizacion.

a) Biomezclas frescas (Dia 0) b) Biomezclas reposadas (Dia 30)

Figura 2. Biomezclas para la ejecucion del proyecto. B1- Cascarilla de café, B2- Fibra de coco y B3- Cascarilla de arroz.

3.2.1.1.1.  Respiracion las biomezclas
Siguiendo el protocolo “Determinacion de la taza de respiracion basal en muestras de suelo por
medio de titulacion” del CICA, se evalla, mediante la taza de respiracion de las biomezclas, la actividad

metabdlica de los microorganismos presentes en términos de miligramos de dioxido de carbono consumidos

mgco,

por kilogramos de biomezcla por hora .
kgsuelo - h
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El experimento consistio en cuantificar el CO, emitido por el proceso de respiracion de los
microorganismos dentro de un sistema aislado mediante una trampa de CO, la cual, tiene como principio
la reaccion de la ecuacion quimica ( 3 ) donde se expone el CO, emitido a un medio de NaOH a una

concentracién conocida para dar lugar a la reaccion.

€0, + 2NaOH — Na,COs + H,0 (3)

Asi, la cantidad de CO- absorbido es igual a la cantidad de NaOH consumido, este ultimo es
cuantificable mediante titulacion. Para ello se precipita el carbonato con cloruro de bario BaCl2 para obtener
Gnicamente un remanente de NaOH con HCI. Finalmente, de la diferencia entre NaOH inicial y final se

obtiene el CO, consumido. La respiracion basal se puede calcular mediante la ecuacion (4 ).

_ M, - (Vb - Vm) “Cnye

Rpasal = x 1000 (4)
basal my - t-2
Donde:
Ry.sa] = Respiracion basal de la biomezcla en unidades de g&
suelo *

M. = Masa molar del carbono = 12,01 g/mol.
Vi, = Volumen promedio de la disolucion de HCI 0,23540 mol/L consumido por el blanco en litros.
Vi, = Volumen promedio de la disolucion de HCI 0,23540 mol/L consumido por la muestra en litros.
Cnycp = concentracion real de la disolucién de HCI utilizada = 0,23540 mol/L.
my, = masa de la biomezcla seca colocada dentro del sistema biométrico en gramos.
t = tiempo de incubacion en horas

Se tomaron 10 g de cada biomezcla y se colocé en un frasco de vidrio de 350 mL (Figura 3 a -
frasco A), dentro de este, también se colocé de forma flotante un frasco de 50 mL sin tapa (Figura 3 a -
frasco B) conteniendo un volumen de 10 mL de una disolucién de NaOH 0,55083 mol/L, este frasco B
permanece colgado dentro del frasco A por medio de alambres de cobre que son sostenidos desde la tapa.

El frasco A se tap0 y sell6 con papel Parafilm para evitar entrada o salida de aire. En la tapa del frasco A,
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se insertaron 2 catéteres, uno para extraer el liquido del frasco B y otro para airear el sistema cada vez que
se realizd la toma de muestra, estos catéteres permanecen sellados garantizando un sistema aislado, asi todo
el CO;es capturado y cuantificado. La Figura 3 a) muestra el detalle de los componentes de los frascos
biométricos para la captura de CO- producido en la biomezcla, mientras que la Figura 3 b) muestra los

frascos del ensayo en ejecucion.

=N

Tapa hermética

Frasco B

Frasco A

a) Disefio de sistema biométrico para cuantificacion de b) Sistema Biométrico en ejecucion de ensayo de respiracion

respiracion mediante captura de CO22. y mineralizacion.

Figura 3. Sistema biométrico para cuantificacion de CO2 en ensayo de respiracion y mineralizacion.

Los tres ensayos de la fase screening (fase 1) posteriores son:

3.2.1.1.2.  Ensayo de mineralizacion

Se determin6 la capacidad, por biomezcla, de mineralizacion de la molécula clorpirifés
cuantificando la produccion de *CO, en sistemas biométricos (véase Figura 3). Estos sistemas constan de
un frasco A de vidrio transparente de 400 mL con tapa metélica de cierre roscado, y un frasco B de 50 mL
colgando en el interior del A, sujetado por alambres de cobre en su parte superior. En la tapa del sistema se

colocan 2 catéteres, uno para aireacion luego de la toma de muestras, y otro para agregar o colectar KOH

3 La disolucion contenida en el frasco B corresponde a NaOH para el ensayo de respiracion y KOH para los ensayos de
mineralizacion.
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cada dia de muestreo, el KOH funciona como trampa para capturar **CO,. Para cada muestra se pesan 50 ¢
de biomezcla y se colocan dentro de los frascos biométricos (por triplicado), estos son inoculados con un
coctel de plaguicidas a una concentracion de 30 mg-kg™ y Clorpirifés radiomarcado (**C-CLP - 5000 dpm
g!) a una actividad de 5000 dpm, cada uno en el frasco A homogeneizando manualmente, ademas, un
segundo sistema por biomezcla por triplicado como control (sin plaguicidas). Finalmente, se obtuvo un
total de 6 frascos por biomezcla, es decir, 18 frascos biométricos para el total del experimento. En el frasco
B se agregaron 10 mL de KOH 0.25 M.

Este experimento se realiz6 para dos casos de estudio: 1) Mineralizacion en sistemas biométricos
inyectados Unicamente con clorpirifés 30 mg-kg* y 2) El descrito con inyeccion del coctel de plaguicidas®,
incluido el clorpirifds, cada molécula a una concentracién de 30 mg-kg™.

Las lecturas de los ensayos fueron realizadas por el Laboratorio de Aplicaciones Isotdpicas y
Metabolismo de Contaminantes (LAIMEC), el cual es el laboratorio autorizado por el CICA para este tipo
de ensayos y que cumple con toda la normativa de seguridad radioldgica requerida. Para esto se tomo un
volumen de 8 mL de liquido centelleante (Ultima Gold, Perkin Elmer) en viales de vidrio (La actividad de
los viales Unicamente con este coctel fue medida primeramente para utilizar su valor como blanco en la
estimacion de los resultados), luego, se agreg6 una alicuota de 2 mL de la solucion de KOH de la muestra
a medir (véase

Figura 4D). Finalmente se determind la actividad de **CO, utilizando el equipo contador Tri-Carb
de Perkin Elmer (véase

Figura 4F). La actividad de'*CO, emitido en el sistema (mineralizado) y la cantidad inicial de “C-

CLP se utilizaron para calcular el porcentaje de plaguicida mineralizado.

4 Los calculos de volimenes o masas a tomar por producto formulado (plaguicida en presentacion comercial) para la elaboracion
del coctel de contaminantes se realiz6 mediante una herramienta programada en Python 3.9 especificamente para este proyecto.

Puede consultarse los resultados de los calculos en el anexo A.
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A) Set de muestras en sistemas B) Extraccion de CO capturado C) Almacenamiento de CO2
biométricos con jeringas de vidrio. capturado (disolucién de KOH)

I LS
D) Alicuota de KOH mas liquido E) Preparacion de muestras para F) Tri-Carb de Perkin Elmer:

centelleante lectura de dpm. Lectura (dpm) de muestras.

Figura 4. Etapas de la ejecucion del ensayo de mineralizacion, extraccion y lectura de muestras.

El procesamiento de los datos se llevé a cabo mediante codigo fuente en lenguaje de programacion
Python 3.9 especificamente disefiado para este ensayo. Finalmente, se realizé un analisis de varianza con
prueba de Tukey (a0 = 0,05) para determinar diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos
(biomezclas).
3.2.1.1.3.  Ensayo de degradacion

Se utilizaron muestras de biomezcla de 5.00 g dentro de tubos de polipropileno de 50 mL con tapa
de rosca para centrifuga. A cada muestra se le agregd un céctel de plaguicida a una concentracién® de 30
mg-kg?, se homogeneizé de forma manual y se incubé a 25 + 1°C en una cdmara oscura durante 30 dias.
La extraccion de las muestras se realiz6 los dias 0, 2, 6, 9, 15, 21 y 30. En total se obtuvo 3 muestras por
dia por biomezcla para un total de 63 muestras. La lectura del ensayo de degradacion fue realizada por el

Laboratorio de Andlisis de Plaguicidas y Compuestos Organicos (LAPCO).

5 Esta concentracion se fijara por cada uno de los ingredientes activos de los formulados en estudio.
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A) Tubos de polipropileno de B) Set de muestras para C) Coctel de plaguicidas para
50 mL con tapa de rosca para ensayo de degradacion. inyeccion de muestras.
centrifuga.

Figura 5. Muestras de biomezclas en tubos para centrifuga y coctel de plaguicidas.

Para el analisis de resultados, se procesaron las muestras con un codigo programado en Python 3.9,
para lo cual, se realizd limpieza de datos, calculos de promedios, desviaciones estandar, ajuste a modelo de
decaimiento exponencial de primer orden de tres parametros (ecuacion ( 5)) o simple modificada (ecuacion
(6)), segin mostraron los mejores resultados de ajuste. Esto permitio representar la degradacion mediante
un modelo matematico que facilita, no solo el céalculo de la vida media del plaguicida sino también la
degradacion en cualquier tiempo t. Se utilizo estos datos para determinar el tiempo de duracion del ensayo
de optimizacion en la fase siguiente del proyecto.

yO) =y t+a-e* (5)

y(t):a.e(t:;c) (6)

Finalmente, se ejecutd un analisis de varianza con prueba de Tukey (a = 0,05) para analizar
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de degradacion final, tanto entre tiempos como

entre tratamientos.
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3.2.1.1.4.  Ensayo de ecotoxicidad

Para la preparacion de las muestras, se inyectd a 300 g de cada una de las biomezclas un coctel de
plaguicidas para una concentracion final de 30 mg-kg™. Se almacend el set de muestras en una camara
oscura a una temperatura de 25 + 1°C. La extraccion de las muestras se realizé los dias 0, 15 y 30
recolectando muestras de 100 g por dia y llevando a congelacion para su posterior extraccion de elutriados.
Para la extraccion de elutriados, se descongelaron las muestras para ser utilizadas segun el procedimiento
del Protocolo “IT-20 Preparacion de elutriados de sedimentos para ensayos de ecotoxicidad” del CICA,
donde se tom6 10 + 0,5 g de muestra y se coloc6 dentro de un tubo plastico, se afiadié 40 mL de agua
reconstituida sin suplementos y se agité a 2500 rpm por 1 h, luego, se llevé a centrifugar durante 5 min a
3500 rpm. El sobrenadante fue decantado en frascos plasticos de 100 mL y llevados a congelacion para su
posterior uso en los ensayos de ecotoxicidad. Se muestra el resultado de la extraccion de elutriados en la

Figura 6.

Figura 6. Elutriados para ensayos de ecotoxicidad.

Se realizaron 2 ensayos ecotoxicoldgicos: “Cdlculo de la concentracion efectiva media” en
Daphnia magna y “Calculo del indice de germinacion” en semillas de lechuga Lactuca sativa. El ensayo
en D. magna es una prueba de inmovilizacion del macro crustaceo que permite estimar los cambios en la
toxicidad de las biomezclas siguiendo el protocolo “MET-03 Bioensayos de toxicidad aguda con Daphnia

magna”, del laboratorio de ecotoxicologia (LET) del CICA. El cual, consiste en exponer una poblacién de
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10 individuos de neonatos (individuos menor 24 horas de nacidos) del macro crustdceo D. magna a un
medio acuoso (20 mL) de una concentracion relativa® y conocida de contaminantes por un periodo de 48

horas en un cuarto oscuro.

Figura 7. Neonato 24 horas D. magna. Fuente: (Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, 2021)

Se muestra en la Figura 8 un ejemplo del set de ensayos de ecotoxicologia para el calculo de laECso.

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado.

Figura 8. Viales de 20 mL de medio contaminado con 10 individuos de Daphnia cada uno para estimacion de ECso.

Para determinar el rango de concentraciones en las que se encontraria, para cada tiempo de estudio

(dia 0, 15y 30), la concentracion a la cual, al menos, el 50% de los individuos sufririan inmovilizacion, se

6 Una concentracion relativa del 100% indica que el medio se encuentra a un 100% v/v del elutriado. Como se desconoce la
concentracion de los plaguicidas en el elutriado una vez extraido de la matriz (biomezcla), se utilizé un anélisis de la ECs, con

respecto a una concentracion del elutriado concentrado disuelto en agua.
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realizé6 un ensayo preliminar, asi definir las concentraciones del ensayo real. Del ensayo preliminar se

obtiene las concentraciones mostradas en la Tabla 3 por cada tiempo:

Tabla 3. Concentraciones utilizadas para el ensayo de ecotoxicologia con Daphnia magna.

Dia 0 Dia 15 Dia 30
1% 50% 50%
0.8% 25% 25%
0.64% 12.5% 12.5%
0.512% 6.25% 6.25%
0.41% 3.125% 3.125%
- 1.563% 1.563%

Cumplidas las 48 h, se cuantifico la cantidad de individuos inmovilizados o muertos para
determinar, finalmente, la concentracion efectiva media (ECso). El andlisis de los datos se realiz6 utilizando
un codigo programado en lenguaje Python 3.9 especificamente para el procesamiento de los datos de este
ensayo, en el cual, se ajustan los resultados de inmovilizacién al modelo de Hills de la ecuacion ( 7 ) para
el célculo de la ECso:

Ymax — Ymin

1+(

Y = Ymin t

% \Hillooos (7)

Para el ensayo de germinacion, se siguio el procedimiento “MET — 06 Bioensayo de fitotoxicidad
con Lactuca sativa” del LET, donde se expuso por tratamiento (elutriado de biomezcla por tiempo de
muestra) una poblacién de 10 individuos (semillas de lechuga) previamente desinfectados ( con hipoclorito
de sodio 4% v/v) durante un periodo de 5 dias (en un cuarto oscuro) para evaluar el efecto de la toxicidad
del medio contaminado sobre la germinacion de las semillas. Cada semilla se colocd, dentro de una placa
Petri, a una distancia de 1 cm con respecto a las otras, sobre un papel filtro, se humedeci6 uniformemente
con 5 mL del elutriado (medio contaminado) y se sell6 con papel Parafilm. La germinacion se cuantificd
midiendo la longitud de la raiz de las semillas germinadas y comparandolas con la longitud de las raices de
las muestras “blancos” (sin plaguicidas). La Figura 9 muestra los sistemas montados para germinacion de

semilla.
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A) Desinfeccidn de las semillas B) Lotes de poblacién de semillas en ensayo de
germinacion expuestas al contaminante.

Figura 9. Bioensayo de germinacion de semillas de lechuga Lactuca sativa.

El andlisis de los datos se realiz6 mediante un codigo en Python 3.9 especificamente programado
para el ensayo (ver codigo fuente en la seccién de anexos 8.4), donde se estimé la germinacion de las

semillas, la elongacion de las raices y el indice de germinacion mediante las ecuaciones (8), (9) y (10).

GS = Smuestra % 100 (8)
Scontrol
ER = LRmuestra % 100 (9)
LRcontrol
GS x ER (10)
16=—3%0

Donde:
GS = Porcentaje de germinacion de las semillas
S muestras S controt = NUMero de semillas germinadas de la muestra y del control, respectivamente.
ER = Elongacion de raiz en centimetros
LR muestra, LR controt = Promedio de longitud de raiz de semillas muestra y control, respectivamente.
IG = Indice de germinacion
Para ambos ensayos, D. magna y germinacion de semillas de lechuga, se realizd un anélisis de
varianza con prueba de Tukey, o = 0,05 para determinar si existen o no diferencias estadisticamente

significativas entre los tiempos y los tratamientos.
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3.2.2. Objetivo 2: Optimizar la composicion de la biomezcla para maximizar el rendimiento de
eliminacion de plaguicidas.

3.2.2.1. Seleccién de biomezcla para optimizacion

De los resultados de la fase screening, se realizd un andlisis de rendimiento, en el cual, se identificd
aquella biomezcla que, por ensayo, obtuvo los mejores resultados de degradacion, mineralizacion y
ecotoxicologia. El anélisis se llevd a cabo tomando en cuenta las curvas de degradacion obtenidas y
ajustadas al modelo de decaimiento exponencial, las curvas de mineralizacion resultantes y los indices de
germinacion y ECs,. Se estimd, ademas, la existencia de diferencias significativas entre los datos por dia'y
por biomezcla mediante un analisis de varianza con prueba de tukey con un margen de confianza del 95%,

o=0,05.

3.2.2.2.  Optimizacion de la biomezcla.

Para la biomezcla con mejores resultados de degradacion, mineralizacion y ecotoxicologia, se
realizd un ensayo de optimizacion, el cual, consistio en determinar las proporciones de compuestos que
generan mayor rendimiento en la eliminacion de los plaguicidas. Para esto, se empled un disefio
experimental compuesto central (CCD, por sus siglas en inglés) en el que se analiz6 nueve distintas

proporciones volumétricas segun se detalla en la Tabla 4 y la Figura 10.

Este ensayo de optimizacion analizé el efecto de 2 factores (A: % Compost y B: % Porcentaje de
suelo) sobre una respuesta (Degradacion de los contaminantes). El disefio del experimento se realizé con el
software Expert Design 11, tomando como muestra central (0, 0) la proporcion de biomezcla 2:1:1 (misma

empleada para los ensayos de la fase 1).
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Tabla 4. Composicion de las biomezclas segin el CCD

Punto A: Compost B: Suelo Compost v/v Suelo viv Fibra de coco viv
1 0,00 -1,41 25,0% 0,0% 75,0%
2 0,00 0,00 25,0% 25,0% 50,0%
3 -1,00 -1,00 7,3% 7,3% 85,4%
4 1,00 1,00 42,7% 42,7% 14,6%
5 1,00 -1,00 42,7% 7,3% 50,0%
6 0,00 1,41 25,0% 50,0% 25,0%
7 1,41 0,00 50,0% 25,0% 25,0%
8 -1,41 0,00 0,0% 25,0% 75,0%
9 -1,00 1,00 7,3% 42,7% 50,0%

[ J
a00% ® ¢
g
g ) ° °
8 20.0%
[ J [ J
0.0% ®
0.0% 20.0% 40.0%
Suelo

Figura 10. Distribucion espacial del CCD.

El ensayo de optimizacion se compone de 9 “puntos” por cada unidad de ensayo’, de las cuales, el

punto central compuesto de 5 réplicas por unidad de ensayo (5 para blancos, 5 para el dia 0 y 5 para el dia

final: 15 muestras), los otros 8 puntos con 2 réplicas por unidad de ensayo, para sumar un total de 48

réplicas. Al final del ensayo se obtuvo 63 muestras, incluidos los blancos.

7 Se cuenta con tres unidades de ensayo: 1) blancos, 2) dia 0 y 3) dia final.
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Cada muestra se mont6 siguiendo la metodologia descrita en el ensayo screening (Degradacion).
La lectura del ensayo de degradacién fue realizada por el Laboratorio de Analisis de Plaguicidas y

Compuestos Orgéanicos (LAPCO).

Los resultados finales se procesaron en el software Expert Design 11 para generar una superficie
de respuesta ajustada al mejor modelo matematico, y determinar la relacién de los compuestos de la

biomezcla con mejores resultados de eliminacion:

3.2.2.3. Analisis ponderado de factores

El software utilizado para el disefio experimental de la fase 2 permiti6 analizar los resultados del
ensayo tanto de forma “plana”, en la cual, todos los factores tienen el mismo peso sobre el ensayo, y, en
efecto, sobre la solucién optimizada final, como de una forma “ponderada”, asignando pesos a cada uno de
los resultados, segin su relevancia en el experimento, los cuales, fueron definidos por el analista.
Finalmente, bajo distintos escenarios, se obtuvo multiples soluciones optimizadas guiadas por la

ponderacion fijada.

Para no limitar la seleccién del resultado de optimizacion solo a las soluciones por analisis plano, se
agregaron “pesos” a cada uno de los resultados iniciales para que el programa los tomara en cuenta al
generar las soluciones optimizadas y, observar nuevas tendencias. Asi, los pesos se distribuyeron bajo 4

criterios (categorias) distintos (Sin diferenciar entre familias):

e Por el porcentaje de degradacién (eliminacién) maximo obtenido: Mayor ponderacién para
aquellos con mayor porcentaje de degradacién en el analisis plano.

e Por la persistencia reportada en la “Pesticide Properties Database PPDB”: Mayor ponderacion
para aquellos con mayor persistencia.

e Por la Toxicologia humana aguda segun la OMS: Mayor ponderacion para aquellos con mayor
toxicidad.

e Por la Ecotoxicologia aguda. Mayor ponderacion para aquellos con mayor ecotoxicidad.
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Se muestra en la Tabla 5, los pesos finales utilizados para el analisis de los resultados de optimizacion.

Tabla 5. Pesos Asignados seguin categoria e impacto o peligro asociado.

Plaguicida Familia Eliminacion Méaxima Obtenida Persistencia  Ecotoxicidad  Toxicidad Humana
Fluazifop-p-butil  Ariloxifenoxipropionato +++++ ++ +++++ +++
Carbendazim Benzimidazol ++++ -+ 4 +
Tiofanato de metilo Benzimidazol +++++ ++ o+ ++
Oxamil Carbamato +H+++ ++ o+ F++
Imidacloprid Neonicotinoide +++ +++ b+ St
Clorpirifés Organofosforado ++ +HH++ +HH++ ++++
Epoxiconazole Triazol ++ +4++ . 4+
Hexaconazole Triazol ++ 4+ 4 T+t
Propiconazole Triazol ++ 4+ A+ bt
Tebuconazole Triazol ++ o+ ot St
Triadimefon Triazol ++ ++ T+ Tt
Triadimenol Triazol N/C N/C N/C N/C

* N/C = No Contemplado dentro del analisis

De las multiples soluciones ponderadas optimizadas obtenidas, se realiz un analisis de varianza
con prueba de tukey o = 0,05 entre las soluciones por categoria y compuestos (compost y suelo) para
encontrar si existen diferencias estadisticamente significativas y definir un resultado final optimizado para

el disefio de la biocama.

3.2.2.4. Degradacion post-optimizacion

Posterior al analisis de varianza, se decidi6 proceder con un segundo ensayo de degradacion para
comparar la eliminacidn de las principales tendencias observadas: Tendencia 1: 29% Compost, 7,3% Suelo
y Tendencia 2: 11% Compost, 7,3% Suelo (con sus respectivos porcentajes de fibra de coco); con muestreo
losdias 0, 1, 2, 5y 20. Este ensayo extraordinario de degradacion se realizé segln la metodologia de la fase

1 screening (degradacién).

Los resultados fueron comparados mediante un andlisis de varianza con prueba de Tukey y

confiabilidad del 95%.
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3.2.3.  Obijetivo 3: Realizar un disefio dimensional de un sistema de biopurificacion de tipo biocama,
ajustado a un modelo de decaimiento exponencial.

3.2.3.1. Disefio del biobed

Para el disefio dimensional del biobed se realiz6, primeramente, un ajuste de la curva de
decaimiento exponencial simple de 3 pardmetros, el cual, contempla la variacion en el tiempo de la
concentracién total del coctel de plaguicidas (sumatoria de concentraciones). Con el modelo de ajuste, el
caudal de vertido maximo estimado Qyug (valor estimado del volumen empleado en campo por los
caficultores para el triple lavado de los equipos de aplicacion en un periodo determinado), y el Tiempo de
Retencién Hidraulico tgy con la ecuacion ( 11 ) donde V representa el volumen minimo requerido, se
calculé las dimensiones minimas de la biocama.

4 (11)
QVME

lry =
Para una biocama de geometria rectangular, el tiempo de retencion hidraulica se puede reescribir

como se detalla en la ecuacién (12).

(I-m)xh (12)

try =
QvmE

Donde 1 y m corresponden a los lados del rectangulo que forma la superficie de la biocama y h su

profundidad.

De la ecuacién ( 5 ) se puede estimar que la disminucion de la concentracion inicial y(t = 0)

corresponde a:
yt=0) =y;=yo+a (13)

Por tanto, el 50% de la concentracion inicial (y;) alcanzada en un tiempo medio (tz,) corresponde
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Yi yo +a 14
}’(t:tso)zézl"so: > (14)

Ahora, reescribiendo la ecuacion (5) paray(t = t_50):

y(t =tso) = yso = Yo + ae ™"t (15)

El Tiempo de Retencién Hidraulica (tgy) se definid como el tiempo minimo requerido para
alcanzar, al menos, la mitad de la concentracidn inicial total del coctel de plaguicidas en estudio, es decir,
el caso en el que tgy = tgo. A este tiempo en que la concentracion inicial del plaguicida se disminuye en

un 50% se le llama vida media del plaguicida DTs,. Quedando la ecuacion ( 12 ), como:

(L-m) X h 16
try = tso = DTsg = —— (16)
QVME

Ahora, conociendo el DTs, se puede reescribir la ecuacion (15 ):

_p{Lmixn (17)
Ys0 = Yo +ae = CQvme

De este modo, se pueden igualar las ecuaciones (14 ) y ( 17 ) para obtener una igualdad en

términos de parametros conocidos arrojados por el modelo del ajuste de curvas:

(Im)xh
yo;a=y0+ae_b QvME (18)

Al despejar la ecuacion (119 ) en términos del area superficial de la biocama (1 x m) se puede

decir que:

2
lxm=ln( a )XQVME (19)
a—yy,/ bxh

Finalmente, fijando una profundidad de biocama de h = 80 cm tal que no se favorezca un entorno
anoxigénico en la profundidad del sistema y, conocidos los parametros a, yo, Qumg, Se calculo el area
minima requerida del BPS. El disefio 3D a escala se realizé utilizando el software Autodesk Inventor

2022 considerando cada uno de los accesorios que componen el sistema final.
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CAPITULO 4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Fase 0

4.1.1.Respiracion de las biomezclas

La actividad metabolica, medida en términos de miligramos de CO, producidos por kilogramo de
biomezcla por hora, fue maxima para la biomezcla con cascarilla de café y minima para fibra de coco,
mostrando, ademas, diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los tres biosistemas (véase
la Figura 11). La biomezcla con CC present6 una respiracion basal 85,6% mayor a la FC 'y 62,5% superior
en comparacién con la CA. Esto se tomd como un indicador preliminar que sugeria, como hipotesis inicial,
que la biomezcla con CC generaria mejores resultados de eliminacion de contaminantes. Dicha hipotesis
estd basada en que el sistema se encontraba mayormente activo con lo que respecta a consumo de O,y C

presente en la materia organica de la matriz.

Respiracion Basal

10.82- _C
-
=
% 8.12
2
w
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Figura 11. Respiracion basal de las biomezclas determinado en un plazo de 24 h. Los resultados que no comparten una

misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes.

La hipétesis inicialmente propuesta se replante6 en los ensayos de la fase | del proyecto, donde se
cuantifico la capacidad de cada una de las biomezclas para eliminar (parcial o completamente) los

plaguicidas presentes y detoxificar la matriz contaminada.

31



4.2. Fasel

4.2.1.Mineralizacion de Clorpirifos

La mineralizacion del clorpirifés se cuantificé para las 3 biomezclas bajo dos escenarios, 0
tratamientos distintos: 1. Todos los plaguicidas presentes en la matriz y 2. Unicamente el clorpirifés. De
los resultados obtenidos, para ambos escenarios y durante los primeros 10 dias, se advierte un
comportamiento similar entre cada una de las biomezclas, sin embargo, a partir de este periodo, la tasa de
crecimiento de la curva de eliminacion acumulada, para la CC y la CA disminuye mientras que, para la FC,
se mantiene dentro de un rango constante, tal que, para el dia 30, el rendimiento de mineralizacion de la
FC es mayor en comparacion con las otras biomezclas en cada uno de los escenarios. Las biomezclas que
contienen FC alcanzan, finalmente, una mineralizacion méaxima del 17,65 £ 6,20% y 15,00 + 6,21% para
el dia 45 en los tratamientos 1 y 2, respectivamente (véase la Figura 12). Otros estudios han determinado
mineralizacion maxima de CLP de 17,6% y 10,36% en 60 dias para una biomezcla de fibra de coco,
compost y suelo (45:13:42 v/v) donde el Gnico contaminante presente es el clorpirifés (Castillo-Gonzalez
et al., 2017; Huete-Soto et al., 2017). Coppola et al. (2007) demuestran una mineralizacion maxima del

10,1% en 45 dias utilizando una biomezcla de paja, suelo y turba (2:1:1 v/v).
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Figura 12. Mineralizacién acumulada porcentual de *4C-Clorpirifés en cada biomezcla sin presencia de otros plaguicidas

(derecha) y clorpirifés aislado (izquierda).

32



42.1.1. Andlisis de varianza

De la mineralizacion maxima final obtenida, correspondiente al periodo total de 45 dias, se encontrd

que los mejores rendimientos fueron arrojados por la biomezcla con FC, mostrando, ademas, diferencias

estadisticamente significativas con respecto a las otras biomezclas (véase la Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de varianza del porcentaje de mineralizacion entre biomezclas para el dia 45 por tratamiento. Prueba de

Tukey, o. = 0,05. Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes.

Para determinar si existio diferencias entre los resultados de mineralizacion entre los tratamientos,

se realiz6 un andlisis de varianza entre escenarios por tipo de biomezcla. Se encontré finalmente que, a

pesar de que el comportamiento de mineralizacion representado en la Figura 12, en los dos casos, no es

precisamente igual, no existen diferencias estadisticamente significativas (véase la Figura 14). Es decir,

los resultados de mineralizacion de clorpirifés no varia significativamente entre un sistema en el que se

encuentra la molécula como Unico agente contaminante, y en otro medio en el que estan presentes los demas

plaguicidas en estudio.
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Andlisis de varianza entre tasa media de mineralizacion entre ensayos por tipo de biomezcla, Prueba de Tukey (o

= 0,05). Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes

33



4.2.2.Degradacion de Plaguicidas

En el andlisis general de las curvas de degradacién ajustadas, se puede advertir que, comparando
los rendimientos de eliminacién por cada una de las moléculas en estudio, la biomezcla con FC (curva roja)
presenta los mejores resultados relativos a la CA 'y CC (véase la Figura 15 y Figura 16), donde se puede
observar gque la curva permanece siempre por debajo de los otros tratamientos indicando que, por unidad
de tiempo, se obtiene una degradacion mayor. Ahora, para la familia de los triazoles (Epoxiconazole,
Hexaconazole, Propiconazole, Tebuconazol y Triadimefén) a excepcién del Triadimenol, en el mejor de
los escenarios (que corresponde a la biomezcla de FC), se puede advertir que la mayor fraccién de
eliminacion de los contaminantes ocurre durante los primeros 3-4 dias, sin embargo, para el dia 5, la tasa
de eliminacion (pendiente de la curva) comienza a disminuir hasta alcanzar valores cercanos a cero,
ocasionando que la curva tienda a valores constantes conforme aumenta el tiempo. Es decir, la capacidad
degradativa de la biomezcla se ve reducida superando los 5 dias, esta reduccion puede deberse a cambios
fisicos dentro de la matriz que inhiben la reaccién enziméatica en cadena de los microorganismos para
degradar los contaminantes, como por ejemplo, cambios en el pH, concentracion de la fuente de carbono y
humedad (Huang et al., 2018). El caso del triadimenol difiere del comportamiento de los demas triazoles,
demostrando un incremento en la concentracion conforme aumenta el tiempo, igualmente, durante los
primeros 3-4 dias, y permaneciendo relativamente constante luego del dia 5. Esta acumulacidn se justifica
debido a que el triadimenol es el principal metabolito (o subproducto) del proceso de degradacién de la
molécula de triadimefén (Hou et al., 2022), siendo asi que, conforme se elimina el triadimefon, el

triadimenol se acumula.

La eliminacion de las moléculas fluazifob-p-butil, metil tiofanato y oxamilo, muestra resultados muy
favorables, alcanzando una degradacion maxima en los dias 2, 8 y 15, respectivamente. Estas tres moléculas
se pueden categorizar como contaminantes de importancia por alta toxicidad humanay ecotoxicidad, siendo
gue, el carbamato oxamilo posee la mayor toxicidad humana del total de pesticidas en estudio (Instituto

Regional de Estudios de Sustancias Toxicas - Universidad Nacional, 2022).
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Figura 15. Resultado de degradacion comparativa por biomezcla para las 12 moléculas de los ingredientes activos de plaguicidas de café en estudio. Parte 1
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Figura 16. Resultado de degradacion comparativa por biomezcla para las 12 moléculas de los ingredientes activos de plaguicidas de café en estudio. Parte 2
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Del célculo de vida media de cada una de las moléculas en estudio, a excepcion del caso particular
de triadimenol con una vida media negativa (indicando que el plaguicida se acumula dentro del sistema),
se evidencia que, dentro del sistema de biodegradacion estudiado solo se logré alcanzar la DTso para el 42%
de las moléculas estudiadas en un periodo de 30 dias (véase la Tabla 6). Los resultados de degradacion de
los triazoles, a excepcion del triadimefon, no muestran una eliminacion suficiente para estimar sus vidas
medias para ninguna de las biomezclas estudiadas. El caso del triadimefén, en la biomezcla FC, alcanza
una DTso de 4,2 dias, la cual se encuentra muy por debajo de lo reportado en suelo por Lewis et al. (2016).
Este mismo autor indica que la vida media tipica en suelo para los triazoles estudiados puede ir desde los
63 dias (tebuconazole) hasta los 354 dias (epoxiconazole), véase la Tabla 6. La degradacién de esta familia
de plaguicidas utilizando distintos arreglos de biomezclas ha sido estudiada por otros autores: Fogg et al.,
(2003) determina una vida media para el Epoxiconazole de 61 dias empleando una biomezcla de suelo,
compost sin turba y paja de trigo (1:1:2 v/v). Por otro lado, Masis-Mora et al. (2019), usando una biomezcla
de FC, compost y suelo en la misma proporcion que el presente estudio (2:1:1 v/v) ha obtenido una vida
media de 187,3 dias para hexaconazole. Vidas medias de 160 dias para propiconazole y 19 dias para
tebuconazol fueron alcanzadas por los estudios de Spliid et al. (2006) y Delgado-Moreno et al. (2017),
respectivamente. Estas vidas medias obtenidas en otros estudios, a excepcion del tebuconazole, se
encuentran muy por encima de los 30 dias, periodo al cual se valor6 en este proyecto, siendo asi que es
posible que se requiera estudiar en un lapso mayor para conseguir eliminaciones por debajo del 50% de la
concentracién inicial. Ademas, factores como la alta concentracion inicial por plaguicida (30 mg/kg) y la
cantidad de plaguicidas presentes, por encima de 10, en las biomezclas pueden afectar el rendimiento de

los microorganismos para degradar este tipo de contaminantes (Chu et al., 2008).

La vida media del carbendazim (de la familia de los benzimidazoles) fue alcanzada en las tres
biomezclas estudiadas, siendo la FC quien obtuvo el resultado més favorable (12,6 dias) e incluso por
debajo de lo reportado en suelos por Lewis et al., (2016). Lescano et al. (2022) reporta una vida media un

46% menor a lo reportado en este estudio (6,8 dias) al estudiar su degradacion en una biomezcla de rastrojo
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de mijo y suelo (1:1 v/v). Otras moléculas lograron reducir el 50% de su concentracion inicial en tiempos
muy cortos: fluazifob-p-butil obtuvo 0,3 dias, siendo un valor muy por debajo a lo reportado en suelos
(Badawi et al., 2015; Lewis et al., 2016), metil tiofanato alcanza una vida media de 0,85 dias (FC) y el
oxamilo 0,3 dias (CC) siendo un valor favorable en comparacion a la vida media reportada en suelos (5,3

d) por Lewis et al. (2016) y lo reportado por Osman et al. (2009).

Tabla 6. Comparacion de vida media (DTs,) estimadas en dias para cada plaguicida segun la biomezcla en estudio y lo
reportado en otros estudios en suelo y biomezclas.

DTso Estudio Actual Reportado en literatura Eliminacién en suelo*
Plaguicida Referencia
DT DTso DT
CA cc FC DTso Biomezcla - 2% Laboratorio 50
tipica (20°C) campo

Carbendazim 20,71 16,46 12,58 6,8 Rastrojo de Mijo - 11 40 34,3 22 (Lescano et al, 2022)
Suelo

Clorpirifés NC NC NC 56 FC - Compost - 2:1:1 386 386 27,6 (Masis-Mora et al,
Suelo 2019)

Epoxiconazole NC NC NC 61 Suelo - Compost sin 1:1:2 354 226 120 (Fogg et al, 2003)
turba - Paja de trigo

Fluazifob-P- 0,3 0,3 0,3 11 Suelo NA 1 34 82 (Badawi et al, 2015)

butil

Hexaconazole NC NC NC 187,3 FC - Compost - 2:1:1 191 187 174 (Masis-Mora et al,
Suelo 2019)

Imidacloprid NC NC NC 83 Rastrojo de Mijo - 11 191 187 174 (Lescano et al, 2022)
Suelo

Metil 1,44 1,39 0,85 NA NA NA 0,5 0,5 2 NA

Tiofanato

Oxamilo 1,43 0,3 2,32 3,19 Suelo y estiércol en NA 53 53 6 (Osman et al, 2009)
campo abierto

Propiconazole NC NC NC 160 Paja de trigo - 2:1:1 71,8 71 35,2 (Spliid et al, 2006)
Musgo - Suelo

Tebuconazol NC NC NC 19 Suelo - 1:2:1 63 365 47,1 (Delgado-Moreno et
Vermicompost - al, 2017)
Residuos de tomate

Triadimefon 18,25 72 4,21 NA NA NA 26 NA NA NA

Triadimenol -4,59 -3,91 NC NA NA NA 250 136,7 64,9 NA

* Segln (Lewis et al, 2016)

4.2.2.1.  Andlisis de varianza
Los resultados del andlisis de varianza muestran que la concentracion final de los contaminantes
dentro de los sistemas difiere entre tratamientos, siendo que la biomezcla FC alcanzé la mayor eliminacion
(representado por una concentracion final menor) de contaminantes con respecto a CC y CA (véase la

Figura 17).
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Figura 17. Analisis de varianza con prueba de Tukey para la concentracion total promedio en un periodo de 30 dias por

biomezcla. o = 0,05. Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes.

La Figura 18 muestras los resultados del andlisis de varianza en la concentracion final para cada
una de las moléculas por tratamiento (periodo de 30 dias), consecuente con los resultados de la Figura 17,
la biomezcla FC presenta la menor concentracion final en el 67% de las muestras cuantificadas
(Exceptuando los casos N/D para los cuales la concentracion final en todos los tratamientos estuvieron por

debajo del limite de cuantificacion).
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Figura 18. Analisis de varianza de biomezclas por plaguicida para la concentracion final obtenida en un periodo de
eliminacion de 30 dias. Prueba de Tukey, o. = 0,05. Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son

significativamente diferentes

4.2.3.Ecotoxicidad
4.2.3.1. Ensayo de ecotoxicologia en D. magna
Se detalla en la Figura 19 el ajuste de los resultados al modelo de Hills de la ecuacién (7). Se observa
que el valor de la ECso corresponde al punto de inflexion de la curva, en el cual, se alcanza el valor al

que el 50% de la poblacion expuesta sufre de inmovilizacion o muerte.
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Los resultados muestran que la concentracion efectiva media ECso aumenté en un 90,3%, 88,3% y
90,5% en las biomezclas con CC, FC y CA, respectivamente en un periodo de 30 dias (véase la Figura 20).
De acuerdo con la Figura 20, la reduccién continua en la toxicidad (incremento de la ECsp) demuestra que
para tiempos mayores de tratamiento se favorece el proceso de detoxificacion®, este comportamiento se ha
observado en otro trabajo que estudio la degradacion de plaguicidas también contemplados en este proyecto
(tebuconazole, carbendazim, triadimenol y epoxiconazole) utilizando una biomezcla de fibra de coco,

compost y suelo optimizada en una composicion de 45:13:42 v/v (Murillo-Zamora et al., 2017).
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Figura 20. Concentracion efectiva media para los dias 0, 15y 30.
51.1.1.1 Anélisis de varianza

Los resultados del andlisis de varianza muestran que, para un mismo dia de muestreo, a excepcion

del dia 0 (correspondiente al estado inicial del sistema), no existen diferencias estadisticamente

8 Debe destacarse que esta reduccion en la toxicidad del elutriado tiene lugar en un estudio en el que solo ocurre una Unica

exposicion a plaguicidas, es decir, no se ve modificada la concentracion inicial del contaminante por adicion posterior de

plaguicidas.
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significativas entre las biomezclas, siendo asi que, se considera un comportamiento en la tasa promedio de
detoxificacion similar entre cada uno de los tratamientos (véase la Figura 21).
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Figura 21. Andlisis de varianza de la EC50 por dia entre biomezclas. Prueba de Tukey a = 0,05. Los resultados que no

comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes

Por otro lado, el analisis de varianza entre dias muestra que existen diferencias significativas en cada una
de las biomezclas, indicando que, en efecto, la detoxificacion sufre una disminucién importante (expresada

como un aumento de la ECsg) conforme trascurren los dias de degradacion dentro de cada sistema (véase la

Figura 22).
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Figura 22. Analisis de varianza de la EC50 por biomezcla entre dias. Prueba Tukey, o = 0,05. Los resultados que no

comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes

5.1.1.2.  Ensayo de germinacion en semillas de Lactuca sativa
Los ensayos de germinacion mostraron que, en exposicion a un medio contaminado con pesticidas,

la capacidad de germinacion de semillas de lechuga se ve afectada negativamente. La Figura 23 muestra
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como la inhibicion del crecimiento de la raiz y el tallo se ve aumentada conforme se disminuye el tiempo

de degradacion de los contaminantes en la biomezcla (la imagen presenta el efecto para la FC).

Y

Control Dia 30 Dia 15

Figura 23. Efecto del medio contaminado sobre la germinacion de semillas de lechuga segun el tiempo de degradacion en el

sistema.

Masis-Mora et al. (2019) indican que, al igual que los resultados obtenidos en L. sativa, el mayor
impacto sobre el indice de germinacion ocurre en el dia 0, sin embargo, contrario a la reduccién subsecuente
en la detoxificacion resultante del presente trabajo, detallan que sus resultados no siempre mantienen esta
tendencia a disminuir con el incremento del tiempo, justificando en la posible generacion de productos de
transformacion que pueden aumentar la toxicidad del medio y, en efecto, un impacto en el indice de

germinacion.

51.1.2.1. Anélisis de varianza
El andlisis de varianza no mostré diferencias entre los indices de germinacion de cada biomezcla
para un mismo dia (véase Figura 24), sin embargo, al comparar, para una misma biomezcla, si el cambio
en el efecto sobre la germinacion de las semillas era significativo (véase Figura 25), se obtuvo que, para la
biomezcla de CC no hubo una diferencia importante entre el dia 0, 15y 30. No asi para el caso de laCA'y
la FC donde se obtuvo un aumento en la germinacion de un 59% y 53%, respectivamente, para el dia 30

con respecto al dia 0.
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Figura 24. Andlisis de varianza para el indice de germinacién de semillas de lechuga por dia entre biomezcla. Prueba de

Tukey, o. = 0,05. Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes.
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Figura 25. Andlisis de varianza para el indice de germinacién por biomezcla entre dias. Prueba de Tukey, o. = 0,05. Los

resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes.

5.1.2.Anélisis de correlacion

Para analizar los indicadores estudiados en las 2 primeras fases del proyecto (mineralizacion,
ecotoxicologia y degradacion) se utilizé el indice de Pearson con el objetivo de determinar si existia
correlacién entre cada uno de estos resultados (véase la Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9). Se determiné que,
para los tres tratamientos, existe una correlacién (mayor a 0.9) directamente proporcional entre el grado de
mineralizacion de CLP y la ECso. Esto indica que, a mayor mineralizacion de CLP, menor la toxicidad del

medio contaminando (mayores valores de ECsp).

Se encontr6 también una correlacion (mayor a 0.75) inversamente proporcional entre la
concentracién final acumulada de los contaminantes y la ECso y por encima de 0.77 con respecto al

porcentaje de CLP mineralizado, indicando que, a mayor concentracion de los contaminantes, la
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ecotoxicidad del sistema es alta (bajos valores de ECsg) y, ademas, menor el grado de mineralizacion del

plaguicida clorpirifés.

Tabla 7. Correlacion con indice de Pearson en la biomezcla "Cascarilla de Arroz".

%Germinacion EC50 CLP mineralizado  Concentracién [mg / kg]
%Germinacion 1 0.02 0 0.04
EC50 0.76 1 0 0
CLP mineralizado 0.85 0.95 1 0
Concentracion [mg / kg -0.69 -0.92 -0.93 1

Tabla 8. Correlacion con indice de Pearson en la biomezcla “"Cascarilla de Café".

%Germinacion EC50 CLP mineralizado  Concentracion [mg / kg]
%Germinacion 1 0.77 0.48 0.46
EC50 -0.11 1 0 0.02
CLP mineralizado -0.27 0.94 1 0
Concentracion [mg / kg 0.29 -0.75 -0.91 1

Tabla 9. Correlacion con indice de Pearson en la biomezcla "Fibra de Coco".

%Germinacion EC50 CLP mineralizado  Concentracion [mg / kg]
%Germinacion 1 0.08 0.04 0.02
EC50 0.61 1 0 0.01
CLP mineralizado 0.69 0.92 1 0.02
Concentracion [mg / kg -0.76 -0.82 -0.77 1

5.2. Fase 2

Del analisis por pesos descrito en la seccidn 3.2.2.3 de la optimizacion de biomezclas, se determinan
2 tendencias en la composicién de las matrices (véase la Figura 26): para el componente compost se puede
observar que se obtuvo un valor de alrededor del 11% v/v para ecotoxicidad y de alrededor de 30% v/v para
los resultados por eliminacion maxima obtenida, persistencia y toxicidad humana. Por otro lado, para el
caso del componente suelo, se puede advertir que los resultados arrojan una composicion del 7,23% y cerca
del 25%. Por la complejidad del estudio se decidid proceder Unicamente dos escenarios: 29% Compost,
7,3% Suelo y 11% Compost, 7,3% Suelo (Con sus respectivos porcentajes de fibra de coco). Chin-Pampillo
et al. (2015) optimizaron una biomezcla para degradacion del plaguicida carbofurdn resultando una
composicion final de 45:13:42 (fibra de coco, compost y suelo), por otro lado, Ruiz-Hidalgo et al. (2016)
realizaron un estudio de optimizacion de una biomezcla compuesta por CA, compost y suelo, obteniendo
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finalmente una proporcion de 30:43:27 v/v. Interesantemente ambos estudios mencionados optimizaron al
incrementar la cantidad de suelo, contrario a esto, el proyecto actual ha arrojado resultados optimizados en
los que el componente suelo ha sido reducido a 7,3%, siendo la fuente de carbono (fibra de coco) el

componente con mayor incremento en la optimizacion.

5.2.1.0ptimizacion: Analisis por pesos
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Figura 26. Andlisis de varianza de las soluciones resultantes de la optimizacion por pesos con prueba de Tukey, o. = 0,05. L0S

resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes

5.2.2.Degradacion post-optimizacion

De los resultados de degradacion post-optimizacion existe una tendencia que se repite entre
plaguicidas y entre tratamientos: posterior al dia 5, la tasa de eliminacion se reduce hasta hacer que la curva
permanezca constante en el tiempo (véase la Figura 27 y la Figura 28), un comportamiento similar al
obtenido pre-optimizacién. Esto puede representar un reto dentro del sistema debido a que la eliminacién
de los contaminantes parece no incrementar significativamente en el largo plazo. No obstante, el primer
descenso de concentracion de los plaguicidas se ve altamente marcado en los primeros 5 dias del
tratamiento, reduciendo significativamente el potencial de contaminacién del medio en todos los
tratamientos. Esta estabilizacion en las curvas de degradacion indica una posible inhibicion de la actividad

metabdlica de los microorganismos encargados de degradar los plaguicidas.
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Figura 27. Resultados de degradacién de plaguicidas en un tiempo de 20 dias por plaguicida. Parte 1
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Figura 28. Resultados de degradacion de plaguicidas en un tiempo de 20 dias por plaguicida. Parte 2



Los resultados de degradacion para las biomezclas optimizadas sugieren vidas medias méas favorables en
comparacion con los obtenidos pre-optimizacidn. Aun asi, solo se logro estimar la vida media para 5 de los
12 plaguicidas en estudio. A diferencia de las biomezclas no optimizadas, en este caso, el principal hallazgo
ha sido la vida media del clorpirifds que oscila entre 8,6 dias y 17,8 dias (véase la Tabla 10), estando muy
por debajo de lo reportado para la misma biomezcla en proporcién 2:1:1 (56 d) por Masis-Mora et al. (2019)
y lo reportado para suelo con 386 dias — tipica (Lewis et al., 2016). Se puede destacar que ninguna de estas

tres biomezclas optimizadas se acerca a lo comunmente empleado 50:25:25.

Tabla 10, Comparacion de vidas medias obtenidas para la biomezcla no optimizada de FC y las biomezclas optimizadas.

Biomezcla no optimizada Biomezcla Optimizada
29:7,3:63,7 11:7,3:81,7
Plaguicida 1:1:2 Suelo de la Suelo de Suelo de la Suelo de
zona estudio zona estudio
Carbendazim 16,46 NC 7,51 1,86 4,61
Clorpirifés NC 17,81 13,07 14,58 8,55
Epoxiconazole NC NC NC NC NC
Fluazifob-P-butil 0,30 0,78 0,84 1,56 1,31
Hexaconazole NC NC NC NC NC
Imidacloprid NC NC NC NC NC
Metil Tiofanato 1,39 0,97 1,06 1,57 1,8
Oxamilo 0,3 1,30 2,15 2,16 1,92
Propiconazole NC NC NC NC NC
Tebuconazol NC NC NC NC NC
Triadimefon 7,20 NC NC NC NC
Triadimenol -3,91 NC NC NC NC
DTso global NC NC NC 7,83 8,99

El carbendazim indica una vida media minima de 1,86; 5 dias menos que lo reportado por Lescano
etal. (2022) utilizando rastrojo y suelo, y 38,2 dias por debajo de lo reportado en suelos (Lewis et al., 2016).
El caso particular del fluazifob-p-butil muestra un incremento de 1,2 dias con respecto a la biomezcla no
optimizada mientras que el metil tiofanato y el oxamilo no muestran un cambio significativo entre ambos
escenarios. Se estimd, ademas la vida media global, considerando la degradacion total de los plaguicidas

como un Unico contaminante, obteniéndose valores entre 7,83 y 8,99 dias. Este trabajo evalud la
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degradacion en un plazo de 20 dias, lo cual puede justificar la baja eliminacién en la mayor parte de las
moléculas estudiadas; otros estudios alcanzan a cuantificar resultados en periodos de tiempo més amplios,

superiores a los 280 dias (Masis-Mora et al., 2019).

5.2.2.1. Analisis de varianza

El andlisis de varianza entre las concentraciones finales obtenidas por plaguicida muestra que, a
excepcion del plaguicida oxamilo, no se hallan diferencias estadisticamente significativas (véase la Figura
29). El caso del oxamilo muestra que la biomezcla al 81,7% FC y 11% de compost con suelo de la zona
tiene una eficiencia menor a los otros tres tratamientos, no obstante, logra reducir al 50% la concentracion
inicial en 2,16 dias. Una hipotesis que podria explicar estas diferencias se plantea: el suelo de la zona puede
tener menor capacidad de retencion y estructura con respecto al suelo de estudio, es decir, al tratarse del
sistema con la menor proporcién de compost (principal responsable de la retencion y soporte), la biomezcla
podria tener deficiencias de retencion de humedad afectando considerablemente el rendimiento de
degradacion del oxamilo. Aunque el hexaconazole, imidacloprid, epoxiconazole y propiconazole no
muestran estas diferencias estadisticamente significativas, si que indican que este mismo tratamiento tiene
el menor rendimiento de eliminacién comparado con los otras tres biomezclas. Esta hipdtesis debe ser

probada en otros estudios bajo condiciones similares a las establecidas.
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Figura 29. Anélisis de varianza para la degradacién maxima alcanzada en un tiempo de 20 dias (maximo de estudio) por

cada plaguicida. Prueba de Tukey, o. = 0,05. Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son

significativamente diferentes

Tomando la concentracion final promedio de los plaguicidas como un contaminante Unico, es decir,

promediando la concentracién total final de los plaguicidas, se determind que, entre tratamientos

optimizados, no existen diferencias significativas (véase la Figura 30) obteniendo concentraciones totales

por debajo de 17 ppm, representando una disminucion de hasta 13 ppms con respecto a la concentracion

inicial para un tiempo de exposicién de 20 dias.
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Figura 30. Analisis de varianza con prueba de Tukey para la concentracion total promedio en un periodo de 20 dias por
biomezcla segun tipo de suelo usado y arreglo proporcional de los componentes en estudio. o. = 0,05. Los resultados que no

comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes.
5.3. Fase 3
5.3.1.Estimacidn de los parametros de disefio
Para el disefio del sistema de biopurificacion se estimd la curva de degradacion acumulada de los

contaminantes (sumatoria de la concentracion de los contaminantes por dia) para cada uno de los

tratamientos (véase la Figura 31):

e Tratamiento 1: 81,7:11:7,3 con suelo de la zona
e Tratamiento 2: 81,7:11:7,3 con suelo de estudio
e Tratamiento 3: 63,7:29:7,3 con suelo de la zona

e Tratamiento 4: 63,7:29:7,3 con suelo de estudio

Se puede observar que el caso 81,7:11:7,3 (con suelo de la zona, que es suelo extraido de la zona
de Palmares) alcanza un valor de DTso = 7,83 d, y el caso 81,7:11:7,3 (con el suelo de estudio, que es el
suelo con el que se realizo todo el estudio previo del proyecto) un valor de DTs = 8,99 d. Estos resultados
son de alta importancia para el calculo dimensional del sistema debido a que se trata del parametro principal

sobre el que se basa el modelo de disefio.
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Figura 31. Concentraciones globales: curva de eliminacion en un periodo de 20 dias.

5.3.2.Estimacion de las condiciones de disefio
El modelo dimensional obedece ciertas condiciones de disefio que deben ser estimadas inicialmente
como: caudal de entrada, que depende del manejo de control de plagas que se le dé a cada finca, capacidad

volumétrica del equipo de aplicacidn, volumen recomendado en el lavado del equipo y cantidad de equipos

a utilizar por finca.

De acuerdo con el Ministerio de Trabajo y Seguridad Social (2006) en el “Reglamento de Salud
Ocupacional en el Manejo y Uso de Agroquimicos” el volumen de agua requerida por cada lavado del
equipo no debe exceder el 25% de su capacidad. El VI Censo Nacional Agropecuario detect6 26527 fincas
cafetaleras en un total de 84133,1 ha (INEC, 2015) obteniendo un area promedio de 3 ha por finca. Bajo
esta estimacion, se determina, por consulta a distintos productores cafetaleros que, para una finca de 3 ha,
se requieren aproximadamente 2 equipos de aplicacion de 25 L cada uno (este pardmetro varia segun la
capacidad adquisitiva del productor). Se determina asi que el volumen final del triple lavado bajo estas
condiciones no debera superar los 56,25 L (la Tabla 11 muestra el resumen de las estimaciones de disefio).
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Tabla 11. Estimaciones de disefio para los calculos dimensionales de la biocama.

Equipo de Aplicacion Bomba de Motor
Capacidad del equipo 25L
Volumen de triple lavado 28,3 L
Equipos por finca de 3 ha 2
Volumen de residuo contaminado 56,25 L (0,06 m®)

Por la naturaleza del cultivo de café, la cantidad de aplicaciones de control de plagas entre fincas y
productores es muy variable y depende del manejo integrado de plagas que se realice, siendo que algunas
fincas son fumigadas entre 2 y hasta 5 veces al afio. Esto es importante para el calculo del caudal de entrada

del sistema y el disefio posterior.

Ahora, bajo esta variabilidad, tomando en cuenta que se trata de un sistema biol6gico, y que, a pesar
de que las aplicaciones son distantes en el tiempo, cada aplicacidn con sus respectivos lavados generara un
volumen residual que debe ser descartado el mismo dia en el sistema, por tanto, se decidié tomar el volumen

calculado de la Tabla 11 para un periodo de 1 dia, teniendo un caudal de entrada de disefio de 0,54 m%/ d.

De acuerdo con los resultados de degradacion acumulada de la Figura 31, se calcul6 las dimensiones
del sistema (véase la Tabla 12) para los dos escenarios en los que se alcanz6 la DTso, ambos escenarios
contienen la misma proporcion de sus componentes, diferenciandose entre si Gnicamente por el origen del

inéculo (suelo):

1. Suelodelazona81,7:11:7,3-DT5=8d

2. Suelo de estudio 81,7:11:7,3 - DTs=9d
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Tabla 12. Resultados de los calculos dimensionales de la biocama en 2 escenarios.

Dimensiones calculadas Escenario 1 Escenario 2 - Diseflado
11:7,3:81,7 (Zona) 11:7,3:81, 7 (Estudio)
Altura (h) 0,80 m 0,80 m 0,80 m
Area Superficial (A) 0,68 m? 0,59 m? 1,00 m?
Volumen de la biocama (V) 0,54 m® 0,47 m* 0,80 m®

Los calculos del disefio muestran que, para una altura de 0,80 m, el sistema debe cumplir con un

area superficial promedio de, al menos, a x b = 0,64 m2,

Para el prototipo se propusieron 2 alternativas iniciales: 1) biocama cavada en el suelo a una
profundidad h (Figura 32 - a), impermeabilizada con geomembrana para evitar percolacién hacia el
subsuelo y 2) biocama construida en concreto (Figura 32 - b), sobre la superficie del suelo,

impermeabilizada con membrana, a una altura h. Ambos prototipos de un area superficial a x b.

Membrana Impermeable

Arvense
Biomezcla
Biomezcla /

Contenedor de concreto 1 |
-Arvense | |

Membrana \mpermeabls\ / 1 h

‘ bia N e i .4 ______ 3 J
A
h a 7 -
pal
A 2
| B -
a
a) Under - Soil b) Above - soil

Figura 32. Prototipos preliminares para sistema de biorremediacion de plaguicidas.

En la Tabla 13 se comparan ambos sistemas y se enlista una serie de ventajas y desventajas propias

de cada propuesta segun su disefio.
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Tabla 13. Analisis de ventajas y desventajas de los prototipos propuestos para el sistema de biopurificacion.

Sistema Ventajas Desventajas
e Se puede dimensionar el sistema con Riesgo de ruptura de geomembrana 'y
precision. liberacion de contaminantes al
e No incluye concreto, por lo que los subsuelo
costos son menores. Los costos por material
e Queda a la altura del suelo. impermeabilizante podrian encarecer
e Permite vaciar el contaminante sobre el proyecto
Under - soil
la superficie sin necesidad de Sistema expuesto a inundacion y
levantar el contenedor del liquido. escorrentia si no se disefia drenaje
e Sistema puede ser sellado una vez perimetral.
completada su vida util. Sistema debe ser cercado para evitar
caida de animales y personal.
Menor vida Util
e Se puede dimensionar el sistema con Requiere  mayor inversién en
precision. concreto, blogues, cemento y
e Riesgo de filtracion por ruptura de refuerzos de construccion.
paredes se reduce al estar protegido Sistema debe ser cercado para evitar
por concreto. caida de animales y personal.
Above - Soil e Mayor vida (il Una vez alcanzada la vida util de la

No hay riesgo de inundacion ni

contaminacion por escorrentia.

biomezcla, el material debe ser

manipulado para su posterior
proceso. Esto conlleva a
contaminacién cruzada y mayor

mano de obra por mantenimiento.
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5.3.3.Disefio final de la biocama
De los dos escenarios dimensionales obtenidos en la Tabla 12 y los dos prototipos de la Figura 32 se
decidio redisefiar el sistema bajo una propuesta mas econémica, maximizando las ventajas y reduciendo las
desventajas enlistadas de forma que se pudiese construir la biocama con materiales, en su mayoria,
reutilizados, de bajo costo y larga vida til. La Figura 33 muestra el disefio tridimensional final, el cual, se

compone de 3 subsistemas:

1. Sistema de homogeneizacion:

Conformado por un tanque (estafidn reutilizado de 200 L) que descansa a un nivel de
referencia de 0.5 m sobre la superficie de la biomezcla, este drena el contaminante en fase acuosa
a través el subsistema de distribucion hidraulica impulsado por el diferencial de energia potencial
(fuerza de gravedad). La principal funcidon de este subsistema de homogenizacion es operar como
reservorio donde se depositen los contaminantes y se homogeneice la mezcla antes de entrar al
sistema de biorremediacion, de tal forma que la carga (concentracién) de contaminantes se
mantenga lo mas uniforme en el caudal de entrada a la biocama.

En el disefio de la Figura 33, este estafién se encuentra reposando sobre una estructura
metalica que asegura el diferencial de altura necesario para que el flujo hidraulico ocurra, sin
embargo, en topografias que permitan establecer esta diferencia de altura mediante una grada o
talud, se puede sustituir la estructura de forma que no es necesaria para la construccion final del
sistema.

2. Sistema de distribucion hidraulica:

Este es el sistema que conecta el tanque de homogeneizacion con la biomezcla. Distribuye
los contaminantes mediante una tuberia hidraulica en paralelo sobre toda la superficie. Las salidas
estan controladas por llaves manuales que pueden ser reguladas para garantizar el caudal de entrada

disefiado. Estas valvulas, que cumplen el rol de emisores, estan distribuidas espacialmente en un
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arreglo rectangular de 0,25 x 0,25 m, para un total de 16 unidades de emision. Ademas, posee una
Ilave madre que permite cerrar el flujo para darle mantenimiento a la biocama.
3. Sistema de biorremediacion:

Compuesto por una tanqueta reutilizada de 1x1x1 m, abierta en su extremo superior y
rellena de la biomezcla a una altura de h = 0,80 m, con un érea superficial de A = 1 m?. Este
subsistema es regado por los 16 emisores que garantizan el caudal de entrada de disefio. Ademas,
en su extremo superior esta cubierto por algin arvense de la zona para evitar pérdida de agua por
evaporacion (Radiacion solar) y operar como indicador del contenido de humedad del sustrato.
Finalmente, la tanqueta cuenta con una valvula de PVC en el nivel méas bajo que permite drenar el

agua en caso de ser necesario en actividades de mantenimiento.

Cada uno de los componentes necesarios para la construccion de este sistema se presentan, con su respectivo

nombre, dimensiones, cantidad, material y comentarios en la Tabla 14 y Tabla 15 del anexo B.
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CONCLUSIONES
Se alcanz6 hasta un 17,65 + 6,20% de mineralizacion en la molécula del plaguicida clorpirifés

utilizando la biomezcla con fibra de coco no optimizada.

La biomezcla con fibra de coco, como material lignocelulésico, destaca por mejor rendimiento para los

ensayos realizados en comparacion con cascarilla de arroz y cascarilla de café.

Plaguicidas de alta toxicidad como el Oxamilo, Fluazifob-p-butil y Metil tiofanato se degradaron al

100% en los primeros 10 dias.

Se redujo el impacto de contaminacion para biosistemas vegetales (validado por germinacion) y

biosistemas acuaticos (validado por toxicidad en Daphnia magna).

Los resultados muestran que existe una correlacion directa (indice de Pearson = 0,95) entre el

porcentaje de CLP mineralizado y la ECso para todas las biomezclas.

Los resultados de la biomezcla optimizada alcanzan rendimientos de eliminacion de hasta un 42,5%
para el dia 5 y de un 50% para el dia 8 con la biomezcla 81,7:11:7,3 inoculada con suelo de la zona

(Palmares).

La implementacién de lechos bioldgicos funciona como una alternativa de bajo costo y viable para el
tratamiento efectivo de aguas contaminadas por triple lavado de envases y equipos de aplicacion de
plaguicidas agricolas. Se concibe, ademas, como una herramienta aplicable y de facil acceso a cualquier

productor de café del territorio nacional.

Es posible disefiar un sistema de biopurificacion de tipo biocama a partir de los resultados de
degradacion de plaguicidas de una biomezcla mediante el modelo de decaimiento exponencial de 3

pardmetros.
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RECOMENDACIONES
Es necesario realizar estudios del sistema puesto en operacion (a escala) para validar los resultados de

degradacion obtenidos en laboratorio.

Estudios siguientes de rendimiento de degradacion son requeridos para estimar el periodo de vida util

del sistema.

El estudio no determina si existe reduccion del efecto contaminante de los plaguicidas en la matriz por
efectos de baja biodisponibilidad debido a adsorcion de moléculas contaminantes entre las arcillas presentes
en el suelo, ni se cuantificd la produccion de los metabolitos secundarios y su concentracion. Siguientes

estudios deben realizarse para cuantificar este efecto en la biomezcla.

Por la naturaleza del proyecto, no se cuantifico efectos de la acidez, contenido de humedad, radiacion
y otros factores sobre la eficiencia del sistema. Estudios posteriores se pueden realizar para evaluar sus

efectos sobre los resultados y optimizar nuevamente la biomezcla considerando estos parametros.

Estudios posteriores son necesarios para cuantificar grado de mineralizacion de los plaguicidas en el

sistema a escala. Ademas, se recomienda estudiar el impacto ecotoxicoldgico del sistema implementado.

La densidad aparente de los componentes puede variar considerablemente segun el origen de la materia
prima, se recomienda estimar este parametro para calcular la masa de cada sustrato dentro de la biomezcla

siguiendo las proporciones de disefio utilizadas.

Se debe asegurar una biomezcla lo mas homogénea posible para asegurar uniformidad de los

componentes dentro de la biocama.

Por tratarse de un biosistema confinado, expuesto en su superficie a radiacién solar, es necesario
garantizar que el sustrato conserve un contenido de humedad cercano a capacidad de campo para asegurar

que el desarrollo de los microorganismos sea 6ptimo.
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Se puede utilizar como indicador de la humedad del suelo el estado del arvense que cubre la superficie:
verde y turgente indica buen contenido de humedad, signos de marchitez indican deficiencias de agua. Se
puede estimar un caudal diario de, al menos, 6 L de agua al dia, 0 25 — 30 L de agua por semana en época
seca (para los dias en los que no esta ingresando contaminante al sistema)-. Esta [amina de agua permite

satisfacer parte de lo perdido por evapotranspiracion a la atmdsfera.

Dentro del sistema de biopurificacion disefiado, al verter la solucidn de agua contaminada dentro del
subsistema de homogeneizacion, se recomienda utilizar una membrana o barrera que opere como filtro para

evitar el ingreso de sélidos o particulas que puedan obstruir el subsistema de distribucion hidréaulica.

El CICA ha realizado durante los ultimos afios acciones de divulgacion sobre lechos bioldgicos a
productores nacionales, y ha implementado sistemas similares en regiones productivas como Cartago. En
adicion, es importante continuar y ampliar los planes de educacion a los productores locales para mostrar y
concientizar acerca de la importancia de las biocamas para el control de contaminacién por plaguicidas de

uso agricola.

Este tipo de sistemas deben ser incluidos en la estructura de ensefianza de Buenas Practicas Agricolas
de instituciones gubernamentales como el Ministerio de Agricultura y Ganaderia MAG, y dar seguimiento
con el objetivo de implementar una red de sistemas de manejo de contaminantes agroquimicos y disminuir,

a nivel ambiental, el impacto de estos agentes en los biosistemas.

Para sistemas extensivos de produccion de café, con fincas mayores a las 3 ha (area utilizada para el
disefio del sistema), se puede estimar la colocacion de biocamas en serie para maximizar la degradacion de
contaminantes y minimizar el riesgo por contaminacién de agroquimicos. Asi mismo, para zonas donde
existen multiples fincas con &reas menores a las 3 ha, se recomienda utilizar una de ellas como "finca

colectora de residuos” que cumpla como centro de acopio para la zona.
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Se recomienda la colocacion de este tipo de sistemas en la zona de manipulacion y preparacion de
mezclas de formulados para hacer un manejo responsable de las aguas residuales del triple lavado y reducir

el riesgo de derrames por transporte de estos residuos.
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ANEXOS

9.1. Cddigo fuente para procesamiento de datos. Degradacion. Python 3.9

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt

import numpy as np

from scipy.optimize import curve_fit as cf

#Changing font to Times
plt.rcParams["font.family"] = "Times New Roman"

#Functions to fit with curve
def funl(t, y0, a, b):
cn = y0 + a*np.exp(-b * t)
return cn

def fun2(t, a, b):
cn = a*np.exp(-b * t)
return cn

t = np.linspace(0, 30, 90)

guess = (15, 8, 0.3) #Parameiros iniciales para el ajuste del modelo

ruta = r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase I\Degradacion\Procesamiento de datos,
porcentuales\ConexionDatosNormalizados.csv"
df = pd.read_csv(ruta, sep = ","}

pesticides = df.drop_duplicates(subset="Plaguicidas") ["Plaguicidas"]
biomezclas = list(df.columns.values[3:])
dias = df.drop_duplicates(subset="Dia")["Dia"].reset_index()

plaguicidas = [plag for plag in pesticides]

for plaguicida in plaguicidas:
df .loc[df ["Plaguicidas"] plaguicida, "B1"] = df["B1"].transform(lambda b: round(b / 1000)) # / mazi # 100, 2))
df .loc[df ["Plaguicidas” plaguicida, "B2"] = df ["B2"] .transform(lambda b: round(b / 1000)) # / maz2 * 100, 2))
df .loc[df ["Plaguicidas”] == plaguicida, "B3"] = df ["B3"] .transform(lambda b: round(b / 1000)) # / maz3 * 100, 2))

avg = df.groupby(["Plaguicidas", "Dia"]).mean().reset_index()
avg = avg.rename{columns = {"B1" : "Cn_prom_Bi", "B2" : "Cn_prom_B2", "B3" : "Cn_prom_B3"})

stdv = df.groupby(["Plaguicidas", "Dia"]).std().reset_index()

stdv = stdv.rename(colummns = {"B1" : “Cn_prom_B1_SD", "B2" : "Cn_prom_B2_SD", "B3" : "Cn_prom_B3_SD"})
x=1[0,1,2,0,1,2,0,1, 2, 0,1, 2]

y=1[0,0,0,1,1,1,2, 2,2, 3,3, 3]

fig, axes = plt.subplots(nrows=4, ncols=3, sharex=False, sharey=False)

for i, plaguicida in enumerate(plaguicidas):
avg_filtrado = avg.loc[avg["Plaguicidas'"].str.contains(plaguicida)]
stdv_filtrado = stdv.loc[stdv["Plaguicidas"].str.contains(plaguicida)]

for j, biomezcla in enumerate(["Cn_prom_B1", "Cn_prom_B2", "Cn_prom_B3"]):
figs = ["o", "s", "X"]
line_style = G 6o O]
line_color = S ]
if biomezclal[-2:] == "Bi":
label = "$Cascarilla\ de\ café$"
elif biomezcla[-2:] == "B2":
label = "$Fibra\ de\ coco$"
else:
label = "§Cascarilla\ de\ arroz$"
try:
v0, a, b = (cf(funl, avg filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], guess, maxfev=5000, bounds = (-10, 100})[0])
print(f"{plaguicida} - {label} : Ajustando con decaimiento exponencial de primer orden y 3 parametros:")
axes[y[il, x[il].plot(t, funi(t, y0, a, b), 1w = 0.5, marker = "", linestyle = f"{line_style[jl}", ¢ = f"{line color[j1}")
axes[y[i]l, x[i]].errorbar(avg_filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], stdv_filtrado[biomezcla + "_SD"], 1w = 0.5, label =
—f"{label} - Parametros: $y_0% = {round(y0, 2)}, a = {round(a, 2)}, b = {round(b, 3)}", marker = f"{figs[j]}", linestyle = "", ¢ =,
~f"{line_color[j]1}", ecolor="k", capsize=3)
except RuntimeError:
try:
a, b = (cf(funl, avg_filtrade["Dia"], avg_filtrado[biomezclal, maxfev=5000) [0])
print(f"{plaguicida} - {label} : Ajustando con decaimiento exponencial de primer orden y 2 parametros:")
axes[y[i]l, x[1]].plot(t, fun2(t, a, b), 1w = 0.5, marker = "", linestyle = f"{line_style[jl}", ¢ = £"{line_color[j]}")
axes[y[i], x[1]].errorbar(avg_filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], stdv_filtrado[biomezcla + "_SD"], 1w = 0.5,
—label = f"{label} - Parametros: a = {round(a, 2)}, b = {round(b, 3)}", marker = £"{figs[j1}", linestyle = "", ¢ =,

f"{line_color[jl}", ecolor="k", capsize=3)
except RuntimeError:
print(f"{plaguicida} - {label} : No se logrd ajustar ninguna de las curvas para el caso {plaguicida} - {label}")
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axes[y[i], x[i]].errorbar(avg_filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], stdv_filtrado[biomezcla + "_SD"], 1w = 0.5,
—label = f"{label} - Parametros: a = {round(a, 2)}, b = {round(b, 3)}", marker = £"{figs[j]1}", linestyle = "", ¢ =,
—~f"{line_color[jl}

, ecolor="k", capsize=3)

axes [y[i], x[il].set_title(f"{plaguicida}")
axes[y[i], x[i1].set_xlabel('Tiempo (d)')
axes[y[il, x[il].set_ylabel('Cn: $[mg kg~{-1}1%")
axes [)’[i] , x[i]] .legend(loc='best', shadow=False, fontsize=6)
axes[y[i], x[il].set_ylim([0, avg_filtrado[biomezcla] .max() * 1.2])
axes[y[i], x[i]].spines['right'].set_visible(False)
axes[y[i]), x[il] .spines['top'].set_visible(False)
imData = plt.imread(f"{plaguicidal}.png")
axes[y[i], x[i]].imshow(imData, alpha = 0.15, aspect = "auto", extent = (-1,35,0,avg_filtrado[biomezclal max() * 1.2))
left = 0.05 # the left side of the subplots of the figure
right = 0.971 # the Tight side of the subplois of the figure
bottom = 0.052 # the bottom of the subplois of the figure
top = 0.971 # the top of the subplots of the figure
wspace = 0.193 # the amount of width reserved for blank space between subplots
hspace = 0.438 # the amouni of height reserved for white space between subplots
fig.subplots_adjust(left, bottom, right, top, wspace, hspace)
plt.show()

9.2. Cadigo fuente para procesamiento de datos. Mineralizacién. Python 3.9

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt

#Changing font to Times
plt.rcParams["font.family"] = "Times New Roman"

def leerDatos(tipo):

C = tipo[0]

S = tipo[1]

with open{f"Lectura_Blancos_{C}_{S}.csv", "r") as cpsp:

dpm_Calculados = {C:{}, 8:{}}
for line in cpsp.readlines()[1:]:
lectura = line.strip().split(";")
ensayo = lectura[0][4:6]# 5P o CP
biomezcla = lectural[0][:2]
dpm_muestra = float(lectural[-1])
dpm_blanco = float(lectura[-2])
dpm_total_10mL = (dpm_muestra - dpm_blanco) / 2 * 10
dia = lectural[0][6:]
if biomezcla not in dpm_Calculados[ensayo] .keys():
dpm_Calculados [ensayo] [biomezclal = {}
if dia not in dpm_Calculados [ensayo] [biomezclal .keys():
dpm_Calculados [ensayo] [biomezclal [dial = []

dpm_Calculades [ensayo] [biomezcla] [dia] . append(dpm_total_10mL)

dpm_Calculados_CP = dpm_Calculados [C]

dpm_Calculados_SP = dpm_Calculados[S]

return dpm_Calculados_CP, dpm_Calculados_SP

def estimarDPMs(dpm_Calculados, biomezclas):
dpm_inicial_por_grame = 5000 #dpm/g
gramos = 50 #grames
dpm_inicial = dpm_inicial_por_gramo * gramos
resultados = []
for biomezcla in biomezclas:
b = [[0, @, 0]]



dias = [0]
for dia in dpm_Calculados [biomezcla]:
dias.append(int(dia[1:]))
b.append{dpm_Calculados [bicmezcla] [dial)
acumulados = []
for i in range(len(b[0])):
acc = []
valor_acumulado = 0O
for j in range(len(b)):
valor_actual = b[j][i]
valor_acumulado += valor_actual
acc.append(valor_acumulado)
acumulades . append(acc)
acumulados_nuevos = []
for i in range(len(acumilados[0])):
acc = [1
for j in range(len{acumulados)):
carbono_invertido = (1 - (dpm_inicial - acumulados[j]1[il) / (dpm_inicial)) * 100
acc.append(carbeno_invertido)
acumulados_nuevos .append(acc)
resultados. append(acumulados_nuevos)
return resultados, dias

def graficar(acumulados_nuevos, dias, biomezclas, tipo, k, name):
#Generando archivo con los acumulados para calculos de ANOVAS
for i, biomix in enumerate{acumulados_nuevos):
for d, data in enumerate(biomix}:

#print (tipo[0] + "," + biomezclas[i] + “," + str(dias[d]) + f",{datal0]},{datal1]}, {datal2]}" + "in" )
with open(r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase I\Mineralizacion\ANODVAS\datos_anova.csv",,
Ma") as f:
f.write(tipo[0] + "," + "M1" + "," + biomezclas[i] + "," + str(dias[d])} + "," + f"{data[0]}" + "\n" )
f.write(tipo[0] + "," + "M2" + "," + biomezclas[i] + "," + str(dias[d]) + "," + f"{data[1]}" + "\n" )
f.write(tipo[0] + "," + "M3" + "," + biomezclas[i] + "," + str(dias[d]) + "," + f"{data[2]}" + "\n" )

#Graficando los datos

b1, b2, b3 = biomezclas

b_avg = [[1, (1, (1]

b_std = [[1, [1, [J]

i=0

for accumulado in acumulados_nuevos:

for accs in accumulado:
b_avg[i] .append (round (np.mean(accs), 2))
b_std[i] . append(round (np.std(accs), 2))
i+=1

£g = ["o", "s", "]

lg = v, v n, nor]

lc = ["y", "r", "b"]

axes [k] .set_title(f"{name}")

axes [k] .set_xlabel('Tiempo (d)')

axes [k] .set_ylabel('} $~{14}CLP$ Mineralizado')

axes [k] .errorbar(dias, b_avg[0], yerr = b_std[0], marker = fg[0], 1w = 0.5, label = f"{bi}", linestyle = 1s[0], ¢ = 1lc[0],,
—ecolor="k", capsize=3)

axes [k] . errorbar(dias, b_avgl[i]l, yerr = b_std[1], marker = fg[l], 1w = 0.5, label = f"{b2}", linestyle = 1ls[1], ¢ = 1lc[i],,
.ecolor="k", capsize=3)

axes [k] .errorbar(dias, b_avgl[2], yerr = b_std[2], marker = fg[2], 1w = 0.5, label = £"{b3}", linestyle = 1s[2], ¢ = 1c[2],,
.ecolor="k", capsize=3)

axes [k] .legend(loc = 'best', fontsize=12, ncol=3, borderaxespad=1)

axes [k] .spines['right'] .set_visible(False)

axes[k] .spines['top'].set_visible(False)

axes [k] .set_xlim([0, 50])

fig, axes = plt.subplots(nrows=1, ncols=2, sharex=False, sharey=False)
tipes = [["PP", "SS"], ["CP", "SP"]]
for k, tipo in enumerate(tipos):

if tipo == ["PP", "SS§"]:

name = "Sistema con todos los plaguicidas"
else:
name = "Sistema con Clorpirifés aislade"

dpm_Calculados_CP, dpm_Calculados_SP = leerDatos(tipe)
biomezclas = ("B1", "B2", "B3")
nombres = "Cascarilla de Café", "Fibra de Coco", "Cascarilla de Arroz"
resultados_acumulados, dias = estimarDPKs(dpm_Calculados_CP, biomezclas)
graficar(resultados_acumulados, dias, nombres, tipo, k, name)
left = 0.05 # the left side of the subplots of the figure
right = 0.971 # the right side of the subplets of the figure
bottom = 0.052 # the bottom of the subplots of the figure
top = 0.971 # the top of the subplots of the figure
wspace = 0.193 # the amouni of widih reserved for blaonk space beiween subplots
hspace = 0.438  # the amount of height reserved for white space between subplots
fig.subplots_adjust(left, bottom, right, top, wspace, hspace)
plt.show()



9.3. Codigo fuente para procesamiento de datos. Ecotoxicologia (Daphnia magna). Python 3.9

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt

import numpy as np

from scipy.optimize import curve_fit as cf

#Changing font to Times
plt.rcParams["font.family"] = "Times New Roman"

#Funcidn de Hills para ajuste de resultados de ecotoz Daphnia
def funHillEC50(x, min_, max_, EC50, Hill_coef):
y =min_ + ( (max_ - min ) / (1 + ( (x) / (EC50) ) =* (Hill coef) ) )

return y

#Esta wvariable contiene 500 nimeros entire el 0 y 50 para utilizarlos luego al graficar la curva ajustada
cn = np.linspace{0, 50, 500)

#Leyendo el archive con los resultados de laboratorio

ruta = r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase I\Ecotoxicologia\Resultados\Daphnia\resultadosEcotoxDaphnia.
—csv"

results = pd.read_csv(ruta, sep = ";")

biomezclas = sorted([biomezcla for biomezcla in results.drop_duplicates(subset = ["Biomezcla"])["Biomezcla"]]l)

respuestas = list(results.columns.values[3:])

dias = sorted([dia for dia in results.drop_duplicates(subset = ["Dia"])["Dia"]])

#Configurando el subplot donde se graficardn los resultados

x = [0, 1, 2]

y=1[, 1, 2]

fig, axes = plt.subplots(nrows=3, ncols=3, sharex=False, sharey=False)

#Estas varaibles se utilizardn para almacenar los resultados y, luego, escribirlas en un documento
Biomezclas_Resultados = []

Dia_Resultados = []

EC50_Resultades = [J

EC50_SD_Resultados = []

for i, biomezcla in enumerate(biomezclas):
tratamientos = results.loc[results["Biomezcla"] == biomezclal #Entrando por tipo de biomezcla (itratamiento)
for k, dia in enumerate(dias):
figs = ["o", "s", "X"]
line_style = [":", "-.", "-"]
line_ceclor = ["y", "r", "b"]
print{f"biomezcla {biomezcla} - dia: {dial")
tratamiento = tratamientos.loc[tratamientos["Dia"] == dia]
tratamiento["Promedio"] = tratamiento[respuestas].mean(axis = 1)
tratamiento["SD"] = tratamientolrespuestas] std(axis = 1)

#4justando la curva para cada una de las respuesitas del ensayo

min_1, max_1, EC50_1, Hill_coef_1 = (cf(funHillEC50, tratamiento["Concentracion"], tratamiento["Respuestal”], maxfev=500000) [0])
min_2, max_2, EC50_2, Hill_coef_2 = (cf(funHillEC50, tratamiento["Concentracion"], tratamiento["Respuesta2"], maxfew=500000) [0])
min_3, max_3, EC50_3, Hill_coef_3 = (cf(funHillEC50, tratamiento["Concentracion"], tratamiento["Respuesta3"], maxfev=500000) [0])

#Calculando los valores promedio de los pardmetros de la curva ajustada
min_ = np.average([min_1, min_2, min_3])

max_ = np.average([max_1, max_2, max_3])

EC50 = np.average([EC50_1, EC50_2, EC50_3]1)

ECE0_SD = np.std([EC50_1, EC50_2, EC50_3])

Hill_coef = np.average([Hill_coef_1, Hill_coef_2, Hill_coef_31)

#Creando un archivo con los pardmeiros calculados
with open(r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayes\Fase,
.I\Ecotoxicologia\Resultados\Daphnia\ANOVA\hillsEC50.csv", "a") as hill_ec50:
hill_ec50.write(",". join([str(ec50_) for ec50_ in [EC50_1, EC50_2, EC50_311))
hill_ec50.write("\n")

#Graficando y configurando formato deseado

axes[y[il, x[k]].plot(cn, funHillEC50(cn, min_, max_, EC50, Hill_coef), 1w = 0.75, marker = "", linestyle = line_stylel[k], ¢ =_
line_color[k])
axes[y[il, x[k]l].errorbar(tratamiento["Concentracion"], tratamiento["Promedio"], tratamiento["SD"], linestyle = "", marker =,
figs[k], ¢ = line_color[k], ecolor="k", capsize=3)
axes[y[il, x[k]l].errorbar([ECEC], [50], [EC50_8D], linestyle = "", marker = "D", ¢ = line_color[k], label = f"$EC_{{50}} =,
{round(EC50, 3)} \pm {round(EC50_8SD, 3)}\%$", ecolor="k", capsize=3)
if biomezcla == "B1":
titulo = "Cascarilla de café"
elif biomezcla == "B2":
titulo = "Fibra de coco"
else:
titulo = "Cascarilla de arroz"

axes[y[i], x[k]].set_title(f"{titulo} - Dia: {dia}")
axes[y[i], x[k]].set_xlabel('’ Concentracién')
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axes[y[i], x[k]].set_ylabel('/ immovilizacién'}
axes[y[i], x[k]].legend(loc='best', shadow=False, fontsize=10)
axes[y[il, x[k]].spines['right'].set_visible(False)
axes[y[i], x[k]].spines['top'].set_visible(False)
axes[y[il, x[k]l].vlines([EC50], 0, [50]1, linestyle="dashed", coler = line_color[kl)
axes[y[i], x[k]].hlines([50], 0, [ECE0], linestyle-"dashed", color = line_color[k])
if k == 0:
axes[y[il, x[k]].set_x1im([0, 5]}
else:
axes[y[il, x[k]].set_x1im([0, 15])
Biomezclas_Resultados.append(str(biomezcla))
Dia_Resultados.append(str(dia))
EC50_Resultados . append(str(round(EC50, 3)}))
ECE0_SD_Resultados.append(str{round(EC50_SD, 3)})

resultados_globales = zip(Biomezclas_Resultados, Dia_Resultados, EC50_Resultados, EC50_SD_Resultados)

#Escribiendo un archivo con los resultados de la EC50 y su respectiva desviactidn stanterd
encabezado = ["Biomezcla", "Dia", "EC50_prom", "SD"]
with open(r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase I\Ecotoxicologia\Resultados\Daphnia\EC50_calculada.csv",,
~"w") as res:
res.write(",". join(encabezado) + "\n")
for resultado in resultados_globales:
res.write(",". join(resultado))
res.write("\n")

#Configuracidn de la “pdgina” de los grificos de resultados

left = 0.05 # the left side of the subplots of the figure

right = 0.971 # the right side of the subplois of the figure

bottom = 0.052 # the bottom of the subplots of the figure

top = 0.971 # the top of the subplots of the figure

wspace = 0.193 # the amount of width reserved for blank space between subplots

hspace = 0.438 # the amount of height reserved for white space between subplots

fig.subplots_adjust(left, bottom, right, top, wspace, hspace) #Configurando las dimensiones de los subgrdficos dentro del grdificoy,
~final, ademds mirgenes y otros

plt.show()

9.4. Cddigo fuente para procesamiento de datos. Ecotoxicologia (Lactuca sativa). Python 3.9

import pandas as pd
import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

#Changing font to Times
plt.rcParams["font.family"] = "Times New Roman"

ruta = r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase T\Ecotoxicologia\Resultados\Lechuga\ResultadosEcotox.csv"
results = pd.read_csv(ruta, sep = ",")

biomezclas = sorted([biomezcla for biomezcla in results.drop_duplicates(subset = ["Biomezcla"]l)["Biomezcla"11)[:-1]
dias = sorted([dia for dia in results.drop_duplicates(subset = ["Dia"]) ["Dia"]]1)[:-1]

b_control = results.loc[results["Biomezcla"] == "Control"]
with open("IndicesDeGeIminacion.csv“, "w") as indices:
indices.write("Biomezcla,Dia,IG,STD\n")
for biomezcla in biomezclas:
print{("\nBiomezcla:", biomezcla)
for dia in dias:
resultade = []
for muestra in ["M1", "M2", "M3"]:
b = results.loc[results["Biomezcla"] == biomezcla]
b = b.loc[b["Dia"] == dia]
sumatoria_germinadas_muestra = b[muestral .count ()
sumatoria_de_raices_muestra = b[muestral.sum()

sumatoria_germinadas_contrel = b_control[muestra] .count()
sumatoria_de_raices_control = b_control [muestra] .sum(}

ig = ( sumatoria_germinadas_muestra * sumatoria_de_raices_muestra ) / ( sumatoria_germinadas_control *
—sumatoria_de_raices_contrel ) * 100

resultado. append(ig)
print{f"Dia {dia}: {round(mp.average(resultado), 3)} + {round(np.std(resultado), 3)}%i")
indices.write(f"{biomezcla},{dia}, {round(np.average(resultado), 3)},{round(np.std(resultado), 3)}\n")



with open(r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase_
.I\Ecotoxicologia\Resultados\Lechuga\ANOVA\lechugalG.csv", "a") as lechuga:
lechuga.write(f"{biomezcla},{dia}, {resultado[0]}\n")
lechuga.write(f"{biomezclal},{dia},{resultado[1]}\n")
lechuga.write(f"{biomezcla},{dia}, {resultado[2]}\n")

indicesCalculados = pd.read_csv("IndicesDeGerminacion.csv", sep = ",")

indice_bl = indicesCalculados.loc[indicesCalculados["Biomezcla"] 17]
indice_b2 = indicesCalculados.loc[indicesCalculados["Biomezcla"] "B2"]
indice_b3 = indicesCalculados.loc[indicesCalculados["Biomezcla"] == "B3"]

fig, ax = plt.subplots()
x = np.arange(3)

w=0.1

bl = ax.bar(x - w - 0.025, indice_b1["IG"], w, label = "Cascarilla de Café", yerr = indice_b1["STD"], error_kw = {'ecolor'
~'capsize' :3}, color = "y")

b2 = ax.bar(x, indice_b2["IG"], w, label = "Fibra de Coco", yerr = indice_b2["STD"], error_kw = {'ecolor' : '0.2', ‘'capsize'
= rn)

b3 = ax.bar(x + w + 0.025, indice_b3["IG"], w, label = "Cascarilla de Arroz", yerr = indice_b3["STD"], error_kw = {'ecolor'
~'capsize' :3}, color = "b")

ax.plot([0 - w - 0.025, 1 - w - 0.025, 2 - w - 0.025], indice_b1["IG"], color = "y", 1s = "--", marker = "s")

ax.plot([0, 1, 2], indice_b2["IG"], color = 'y 18 = -", marker = "s")

ax.plot([0 + w + 0,025, 1 + w + 0.02, 2 + w + 0.02], indice_b3["IG"], color = "b", 1ls = "--", marker = "s")

ax.set_xticks(x)

ax.set_xticklabels(dias)
ax.set_ylabel('$indice\ de\ Germinacién$')
ax.set_xlabel('$Dias\ transcurridos$')
ax.spines['right'].set_visible(False)
ax.spines['top'].set_visible(False)
ax.legend()

fig.tight_layout ()

plt.show()

9.5. Cadigo fuente para procesamiento de datos. Optimizacién - Degradacién. Python 3.9

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt

import numpy as np

from scipy.optimize import curve_fit as cf

#Changinf font to Times
#plt.rcParams("font. family"] = “"Times New Roman"

#Functions to fit with curve

def funl(t, y0, a, b):
cn = y0 + a * np.exp(-b * t)
return cn

def fun2(t, a, b):
cn = a * np.exp(-b * t)
return cn

t = np.linspace(0, 30, 90)
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ruta = r"C:\Users\ferna\OneDrive\UCR\TFG CICA\Proyecto BioBeds\Ensayos\Fase II\PosOptimizacién Resultadocs‘\ResultadosConexion.csv"

df = pd.read_csv(ruta, sep = ",")

pesticides = df.drop_duplicates(subset="Plaguicidas") ["Plaguicidas"]
biomezclas = list(df.columns.values[3:])
dias = df .drop_duplicates(subset="Dia")["Dia"].reset_index().sort_values("Dia")

plaguicidas = [plag for plag in pesticides]
C1 = "1Z" # Zomna 29:7,3:63,7

C2 = "2Z" # Zoma 11:7,3:81,7

C3 = "IE" # Estudio 29:7,3:63,7

C4 = "2E" # Estudio 11:7,3:81,7

avg = df.groupby(["Plaguicidas", "Dia"]).mean().reset_index()
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avg = avg.rename(columns = {"C" + €1 : "Cn_prom_C" + C1, "C" + €2 : "Cn_prom_C" + €2, "C" + C3 : "Cn_prom_C" + C3, "C" + C4 i,
~"Cn_prom_C" + C4})

#print (df)

stdv = df .groupby(["Plaguicidas"”, "Dia"]).std().reset_index()

#print (avg)

stdv = stdv.rename(columns = {"C" + C1 : f"Cn_prom_C{C1}_SD", "C" + C2 : f"Cn_prom_C{C2}_SD", "C" + C3 : f"Cn_prom_C{C3}_SD", "C" + C4 :
— f"Cn_prom_C{C4}_SD"})

acumulado = df.groupby(["Dia", "Muestra"]).sum().reset_index()
acumulado_avg = acumulade.groupby(["Dia"]) .mean().reset_index()
acumulado_std = acumulado.groupby(["Dia"]).std().reset_index()
print(acumulado_avg)
print(acumulado_std)

def procesarResultadosIndividuales{plaguicidas):
guess = (110, 90, 0.5) #Parametros iniciales para el ajuste del modelo
x=1[0,1,2,0,1,2,0,1,2, 0,1, 2]
y=1[0,0,01,1,1,2,2, 2,3, 3, 3]
fig, axes = plt.subplots(nrows=4, ncols=3, sharex=False, sharey=False)
resultados_csv = [["Plaguicida", "Biomezcla", "y0", "a", "b", "t50"]]

for i, plaguicida in enumerate(plaguicidas):
avg_filtrado = avg.loc[avg["Plaguicidas"].str.contains(plaguicida)]
stdv_filtrado = stdv.loc[stdv["Plaguicidas"].str.contains(plaguicida)]
for j, biomezcla in enumerate(["Cn_prom_C" + C1, "Cn_prom_C" + C2, "Cn_prom_C" + C3, "Cn_prom_C" + C4]):
figs = ["o", "s", "X", "~"]
line_style = [":", "- ", "-n, n__n]
line_color = ["r", "b", "y, "]

if biomezcla[-2:] == Ci:
label = "$29 : 7,3 : 63,7_{Zonal}$"
elif biomezcla[-2:] == C2:
label = "$11 : 7,3 : 81,7_{Zonal$"
elif biomezcla[-2:] == C3:
label = "$29 : 7,3 : 63,7_{Estudio}$"
else:
label = "$11 : 7,3 : 81,7_{Estudio}$"
try:
y0, a, b = (cf(funl, avg_filtrado["Dia"], avg_filtradec[biomezclal, guess, maxfev=5000)[0])
#res = list(res)
print(f"{plaguicida} - {label} : Ajustando con decaimiento exponencial de primer orden y 3 parametros:")
#print (plaguicida, biomezcla, res)
#print (biomezcla, y[il, ={i])
t_B0 = round(1 / b * np.log( (2 * a) / (a - y0) ), 2)

if np.isnan(t_50) == True or t_BO < 0:
t_B50_ = "N/D"
else:
t_50_ = str(t_50) + " dias"
t_60 = str(t_50)
print("t_50:", t_50)
resultados_csv.append{[plaguicida, biomezcla[-3:], str(round(y0, 2)), str(round{a, 2)), str(round(b, 3)), t_501)
axes[y[il, x[i1]1.plot(t, funl(t, y0, a, b), 1lw = 0.5, marker = "", linestyle = f"{line_style[jl}", ¢ =,
£"{1line_color[j1}")
axes[y[i], x[i]].errorbar(avg_filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], stdv_filtrado[biomezcla + "_SD"], 1w = 0.5,
label = f"{label} - Parametros: $y_0$ = {round(y0, 2)}, a = {round(a, 2}}, b = {round(b, 3)}, $t_{{60}}$ = {t_50_}", marker =,

—f"{figs[j1}", linestyle = "", ¢ = £"{line_color(jl}", ecolor="k", capsize=3)
except RuntimeError:
try:

a, b = (cf(funl, avg_filtrado["Dia"], avg_filtrado(biomezclal, maxfev=5000) [0])

print (f"{plaguicidal - {label} : Ajustando con decaimiento exponencial de primer orden y 2 parimetros:")

#print(plaguicida, biomezcla, res)

#print (biomezcla, y[il, ={i])

axes[y[il, x[il].plot(t, fun2(t, a, b), 1w = 0.5, marker = "", linestyle = f"{line_style[jl}", ¢ =,
f"{line_color[j1}")

axes[y[i], x[il].errorbar(avg _filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], stdv_filtrado[biomezcla + "_SD"], 1w = 0.5,
.label = f"{label} - Parametros: a = {round(a, 2)}, b = {round(b, 3)}", marker = f"{figs[j1}", linestyle = "", ¢ =,
£"{line_color[jl}", ecolor="k", capsize=3)

except RuntimeError:

print(f"{plaguicida} - {label} : No se logrd agustar ninguna de las curvas para el casc {plaguicidal} - {label}")

axes[y[i], x[il].errorbar(avg_filtrado["Dia"], avg filtrado[biomezclal, stdv_filtrado[biomezcla + "_SD"], 1w = 0.5,
label = f"{label} - Parametros: a = {round(a, 2)}, b = {round(b, 3)}", marker = f"{figs[j1}", linestyle = "", c =_
f"{line_color[j]}", ecolor="k", capsize=3)

axes[y[i], x[il].set_title(f"{plaguicidal}")
axes[y[i], x[i]].set_xlabel('Tiempo (d)')
axes[y[il, x[i]].set_ylabel('Cn: $[mg / kg {-1}]$')
axes[y[il, x[i]l].legend(loc='best', shadow=False, fontsize=6)
axes[y[i], x[i]].set_ylim([0, avg_filtrado[biomezcla].max() * 1.5])
axes[y[i], x[i]].spines['right'].set_visible(False)
axes[y[i], x[il].spines['top'].set_visible(False)
imData = plt.imread(f"{plaguicidal.png")
axes[y[il, x[i]].imshow(imData, alpha = 0.15, aspect = "auto", extent = (-1,25,0,avg_filtrado[biomezclal .max() = 1.2))
left = 0.05 # the left side of the subplols of the figure
right = 0.971 # the righi side of the subplois of the figure
bottom = 0.052  # the bottom of the subplots of the figure
top = 0.971 # the top of the subplots of the figure
wspace = 0.193 # the amount of width reserved for blank space between subplots
hspace = 0.438 # the amount of height reserved for white space between subplots



fig.subplots_adjust(left, bottom, right, top, wspace, hspace)

plt.show(}
with open{"resultados_csv.csv", "w") as res:
for rslt in resultados_csv:
res.write(",". join(rslt)+"\n")
def procesarResultadosAcunulados(acumulado_avg, acumulado_std):

guess = (110, 90, 0.5) #Parametros iniciales para el ajuste del modelo
avg_filtrado = acumulado_avg
stdv_filtrado - acumulado_std
fig, axes = plt.suhplots(nrows=1, ncols=1, sharex=False, sharey=False)
for j, biomezcla in enumerate(["C" + C1, "C" + C2, "C" + C3, "C" + C4]):
figs = ["o", "s", "X", *~*]
line_style = [

line_color = ["r", " s Tk
if biomezclal[-2:] == Ci:

label = "$29 : 7,3 : 63,7_{Zonal$"
elif biomezcla[-2:] == C2:

label = "$11 : 7,3 : 81,7_{Zona}§"
elif biomezcla[-2:] == C3:
label = "$29 : 7,3 : 63,7_{Estudio}$"
else:
label = "$11 : 7,3 : 81,7_{Estudio}$"
try:
y0, a, b = (cf(funl, avg filtrado["Dia"], avg_filtrado[biomezcla], guess)[0])
print(f"{label} : Ajustando con decaimiento exponencial de primer ordem y 3 parametros:")
print(£"{y0}, {a}, {b}")
t_50 = round(1 / b * np.log( (2 * a) / (a - y0) ), 2)
if np.isnan(t_50) == True or t_50 < 0:
t_BO_ = "N/D"
else:
t_50_ = str(t_50) + " dias"
t_50 = str(t_50)
print("t_50:", t_50)
axes.plot(t, funi(t, y0, a, b), lw = 0.5, marker = "", linestyle = f"{line_style[jl}", ¢ = f"{line_color[jl1}")
axes.errorbar(avg_filtrado["Dia"], avg_filtrade[biomezcla], stdv_filtrado[biomezecla], 1w = 0.5, label = f"{label} -
‘Parédmetros: $y_0$ = {round(y0, 2)}, a = {round(a, 2)}, b = {round(b, 3)}, $t_{{50}}$ = {t_50_}", marker = f"{figs[j]1}", linestyle =_
~"", ¢ = f£"{line_coler[j]}", ecolor="k", capsize=3)
except RuntimeError:
print ("ALERTA")
axes.set_xlabel('Tiempo (d)')
axes.set_ylabel('Cn: $[mg / kg~{-1}1%')
axes.legend(loc='best', shadow=False, fontsize=12)
axes.set_ylim([0, avg_filtrado[biomezclal .max() * 1.21)

o

axes.spines['right'].set_visible(False)
axes.spines['top'].set_visible(False)
left = 0.05 # the left side of the subplots of the figure
right = 0.871 # the right side of the subplots of the figure
bottom = 0.052 # the bottom of the subplots of the figure
top = 0.971 # the top of the subplots of the figure
wspace = 0.193 # the amount of width reserved for blank space between subplots
hspace = 0.438 # the amount of height reserved for white space between subplots
fig.subplots_adjust{left, bottom, right, top, wspace, hspace)
plt.show()
procesarResultadosIndividuales(plaguicidas)



9.6. Anexo A. Resultado de célculos de plaguicidas para preparacion de coctel (Python 3.9)

Ensayo de Degradacion

FECHA DE CALCULOS: ©9/89/2021

HORA: @1:10:37

Resumen de la informacién ingresada y calculada

Pardmetro y unidad Cantidad ingresada o calculada
Total de Muestras 60.00
Masa de cada Muestra [g] 5.00
Concentracién de IngAct en la Biomezcla [mg/kg] 30.00
Masa total de Biomezcla [g] 300.00
Masa de cada Ingrediente Activo [mg] 9.00
Volumen que se inyecta a la muestra [ul] 1000.00
Volumen minimo de aforo [ul] 60000.00
Volumen Final de aforo [mL] 100.00
Concentracién del plaguicida en el coctel [g/L] 8.15

Se detalla a continuacién la cantidad de cada formulado que se debe agregar al baldn
aforado de 100.00 mL:

Item Ingrediente activo Cantidad Unidad
1 Fluazifop-p-butil 120.80 uL
2 Oxiflourfen 62.5@ uL
3 Carbendazim ** 12@.00 uL
4 Tiofanato de metilo 30.00 uL
5 Oxamil 62.50 uL
6 Imidacloprid 8.2 g
7 Clorpirifés 31.25 wuL
8 Epoxiconazole ** 120.80 uL
9 Hexaconazole 300.00 uL

1@ Propiconazole 60.00 uL
11 Tebuconazole * 66.67 uL
12 Tolclofos Metil 0.3 g
13 Triadimefoén 0.86 g
14 Triadimenol * 200.00 uL

NOTA: Los ingredientes activos con el mismo nimero de asterisco al final (Ej:
TRIADIMENOL Y TEBUCONAZOL),

comparten el mismo formulado, es decir, el formulado
contiene los 2 disueltos,

por lo que se debe extraer la cantidad del que es contenido
en mayor grado,

o lo que es lo mismo, se debe extraer el volumen o masa
MENOR indicada en la columna "Cantidad".

Si ambos tienen la misma cantidad, se toma esa.
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9.7. Anexo B. Detalle de accesorios de la biocama

Tabla 14. Detalle de accesorios del sistema de biopurificacion. Parte 1.

Accesorio Detalle grafico Nombre Cantidad Material Comentarios
De segundo uso.
Capacidad de 200 L,
1 Estafion 1 Plastico con perforacion en el
fondo para salida de
contaminante.
Plastico con De segundo uso, sin
2 Tanqueta 1 estructura de gund '
- tapa superior (abierto).
aluminio
Graminea La capa superior
(superficie), corresponde a alguna
3 Biomezcla 1 81,7% Fibra de graminea que se
coco, 7,3% Suelo, siembre sobre la
11,0 % Compost  biomezcla para reducir
(vIv) efecto de evaporacion.
Opcional, puede
sustituirse por algin
Metal. concreto gradiente de altura
4 Plataforma 1 ' ' facilitado por la
matera . "
topografia del sitio o
por una grada de
concreto ya existente.
Vélvula de
5 paso acople 1 Plastico (Riego)  Didmetro 1.
rapido
Codo 90° fogs - < s
6 acople répido 2 Plastico (Riego)  Diametro 1°°.
7 Niple roscado 1 Plastico (Riego)  Diametro 17

macho
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Tabla 15. Detalle de accesorios del sistema de biopurificacion. Parte 2.

Accesorio Detalle grafico Nombre Cantidad Material Comentarios
Vaélvula de
inserciony Plastica Diametro 16 mm (o
8 . 16 (Riego) disponible para goteo)
acople rapido '
para goteo
Acople rapido Plastica . '
9 ‘ roscado macho 4 (Riego) Didmetro 1
Tapon roscado Plastica . ’s
10 ‘ membra 4 (Riego) Didmetro 1.
Tee acople Pléastica ., ’s
11 A rapido 3 (Riego) Diametro 1.
Diametro 1”°.
12 Tuberia para 6-7m PE Baja Preferiblemente de
riego densidad baja densidad para
reducir costos.
7 Acople rapido Pléastica ., ’s
13 ‘ roscado hembra ! (Riego) Didmetro 1
Pléastica ., ’s
14 o Tuerca 2 (Riego) Diametro 1
15 0 Arandela 2 Hule Diametro 17
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9.8. Anexo C. Optimizacion: Resultados Generales
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Figura 34. Superficies de respuesta de degradacion por plaguicida. Parte 1.
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Figura 35. Superficies de respuesta de degradacion de por plaguicida. Parte 2.
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