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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 sis propiedadessabor e historia, de tal forma que su producciéon y comercializaciéon ha tenido un
impacto significativo en la economia nacional durante las Ultimas décadas. No obstante, el impacto de la
producci -n de este fAgrano denteptenerdo mresecheaciagnedatvasn a |l i z
debido,especialmentea la contaminaciépor uso deplaguicidas para el control fitosanitaridno de los

principales focos de atencion es la contaminacién puntual, originada especialmente por el manejo
inadecuado deesiduos de lavados de equipos de aplicacion y frascos geatpscidasformulados,

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 aain&cidn por esta actividad agricola, en este
estudio se disefio un sistema de biopurificacion de tipo biocama (o lecho biolégico), especificamente para
biodegradacion de plaguicidas utilizados en café. Un lecho biolégico es un sistema semiconfinado que
cortiene dentro de si una biomezcla compuesta por 3 componentes principales en distintas proporciones:
material lignocelulésicacomo principal fuente de carbopara los microorganismos dentiel sistema
suelo(que opera como in6culiportando la cargaicrobiana que degradara las moléculas contaminantes
y algun material que sirva para dar estructura y retencion de humedad en la biomezctanoposo

turba

Mediante la comparacién de 3 biomezclas distintas, diferenciadas patezlal lignocelulésico
(Fibra de coco, cascarilla de café y cascarilla de areodletermingd, mediante ensayos de degradacion
ecotoxicologia y mineralizaci¢muela biomezcla con fibra de coco en una relacion 50:2iBfa de
coco:compost:suelg)resenty mayor eficiencia de detoxificacion del medalcanzando degradacion de
plaguicidagpor debajo deimite de cuantificaciéren moléculas comfluazifob-p-butil, metil-tiofanato y
oxamilo, en losprimeros2, 8 y 15dias respectivamenteAdemas,esta misma biomezclalcanz6 a
mineralizar hasta uth7,65+ 6,20%al insecticidaclorpirifés. Por otrolado, la matriz evaluadanostré
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resultados muy favorables en la estimacién del impacto ecotoxicokdgletoxificar el sistema, como se
demostrd en dos bioindicadoréa reduccidn de la toxicidad se observo tantbaphnia magndpasado
de una concentracién efectiva meB{@so = 0,767+ 0,022%en el dia 0 &Cso= 6,566+ 0,073%en eldia
30), comoen elensayade germinacion con semillas de lechlugatuca sativadondeseincremené en un

53% el indice de germinacidnego de 30 dias de tratamienton respecto al dia O.

Unaoptimizacion de las proporciones de los componentes de la biomezcla fuederabnltando
en una composicionde 81,7:11:7,3 (fibora de coco:compost:suejola cual, logré reducir al 50% la
concentracion acumulada de jpaguicidas erun tiempo de7,83d. Estos resultados de degradacién se
ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial de 3 parametros para ser utilizados en el disefo
dimensional de la biocama. Finalmeséedised una biocama dé,8m?, de geometria rectangular, con un

area superficiah x b =1 m? y una profundidad de = 0,8 m

Vi
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Justificacion
Costa Rica se ha posicionado a niveindial como un productor de café de alta calidad, tanto para
consumo local como de exportacion; para el 2014 el VI Censo Nacional Agropecuario id2658g6
fincas cafetaleras en un total 84133,1ha. De acuerdo con este mismo censo, la producciéafdese
encuentra entre las actividades que comprenden la mayor extension de area dedicada, destacandose entre

otros cultivos de alta relevancia como palma aceitera, cafia de azlcar, banar{tNEIfid015)

Este tipo de actividades agricolasrementan el riesgo de contaminacion ambieatahprometiendo
matrices productivas como el suelo y reservohimsicos(Morillo & Villaverde, 2017) No solo se ve
afectada larida presente dertrde estos cuerpos, sino también, los ciclos bioquintjaegienen lugar en
el suelo(Chawla et al., 2013MateoSagasta et al. (201B)dican que mas d&5 millones de toneladas de
plaguicidas son esparcidas al medio ambientactividades agricolésontaminando suelos, agua y aire)
este tipo deeontaminacion puede ocurrir de forma difusa, en la que su origen no esté espacialmente definido
y ocurre en focos muy dificiles de identifig@chaaf, 2015)p bien, puede acaecer de forma puntual, en
donde si se conoce su origen, por ejemplo, derramks onas de llenado de los equipos de aplicacion
fitosanitaria por lavado de los tanquedescarte de residuos de aplicacion, entre ¢@bsr+Pampillo et

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

En el ambito nacional, la probleméatica por contaminaciéon difusa es tal que, en ragoaks
produccion agricolacomo lo es la subcuencaMaravilla-Chiz y Quebrada Horad se han hallado
concentraciones moderadas de plaguicidas en manantiales paracbnsuandFonseceSanchez et al.,
2019) A pesar de que la evidencem est caso mostré ser que la contaminacion fue causada por
contaminantesle uso agricola, incluidproduccién decafé, no se conoce a ciencia cierta el origen de la
contaminacién(FonseceSanchez et al., 2019En Costa Rica, estudios han reportado el uso de 30
plaguicidas en café a una demanda equivalendb8ekg./ha/afioentre los que se destacan 16 fungisjda

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 organofosf(ibadas et al., 2013)
Ademads, de la concentracion equivageahual, urB4% corresponde a moléculas de toxicidad aguda alta

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

Insecticidas organofosforados como el clorpirifés (Cafectan directamente el sistema endogrino
inhibiendo la actividad de la enzima acetilcolinesterasa y provocando la muerte de insectos, incluidos
algunos polinizadorg@braham & Silambarasan, 2016; Chen et al., 20A3jesar de la corta vida media
reportada (3®0 dias), este plaguicida se ritiica por el fabricante como altamente tdxico con una
concentracion letal medi&sg), 0 concentraciéon a la cual morird581% de los organismos expuestos,
menor a 109,025 mg/Lpara especies acuaticas en bases agueass et al., 2016)es decirtras una

exposicion de corta duracigNaciones Unidas, 2006)

Este tipo de plaguicidas organofosforados se caracterizan por el alto potencial de acumulacién en el
suelo debido a su polaridad, sin embargo, si la interaccion de fuerzas de aehesides particulas del
suelo y el plaguicida son débiles, aunque la molécula sea de caracter lipofilo, existira un riesgo de
contaminacién hacia cuerpos de agB8addaby et al., 2016En este sentidd;lueteSoto et al. (2017)
detallan que la afinidhde 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 agricdlastad.3029+ 0.0009mg/L (Molina-Morales

et al., 2012)

Actualmente, la implementacion de biocamas, también conocidas como biobeds (por su traduccién en
inglés)y lechos biolégicosse ha presentado como una solucion alternativa para minimizar los riesgos de
exposicion del suelo a concentraciones puntuales de plaguicidas, debido a su bajo costo y alta eficiencia de
degradaciérfHueteSoto et al., 2017; Karanasios, Karpouzas, et al., 202)biocamaes un sistema de
biopurificacion (BPS, por sus siglas amlés) 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 conteniddaebhiocamala cual, es una mezcla de tres siss
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principales:1) material lignocelulésiceomo 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 plaguicid&y, materialde retencidrdel contaminante (por ejemplo, composB)ynéculo

de microorganismopreexpuestos al plaguicida como, por ejemplo, el suelo del campo donde se aplica el
formulado; el mismaarantizague las poblaciones microbianas tendran la capacidacetidbaofizar los

compuestos organicos en un periodo mas ¢@rastillo et al., 2008)

Estetrabajobusca implementar un sistematig biocamapara eliminacion de plaguicidas residuales
de uso en café, que provea al caficultor de una herramienta sqrarilda 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 practicasEgfogkso
se desarrold 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 occidéallalCetral:

Naranjo y Palmares.

1.2. Planteamiento y delimitacion del problam

Estainvestigaciémacié a raiz de la necesided el sector dataleropor contar con un sistema para
el manejo responsable de las agoastaminads de lavado.Actualmente elMinisterio de Trabajo y
Seguridad Social (200@) n  Reglanfento dSalud Ocupacional en el Manejo y Uso de Agroquindicos
indica los pasepararealizar el triple lavado des frascos de formulados y los equipos de aplicacién, sin
embargono se indicaexplicitamentaina metodologia pa@eshacersdel aguaresidualresutante Esto
es principalmente un problema en el casbtdple lavadode las bombas fumigadoras de espalda o
estacionariasnormalmente etesiduo del lavado de los frascos se vierte sobre el contenedor de la mezcla
gue se fumigara en el cultivemperg para el caso destosequipos ya la mezcla inicial fulstribuidg y
reaplicar estos residuos diluidos nuevamente sobre las plantas no se recpmigndpodria generann
efecto de lavado foliar gulaguicidas de contacto (rsistémicok A este punto se requiere contar con un

depdsito controlado que permita verter los residuos del triple lavado de formapseguebhambiente.



Se propuso realizar un trabajo de investigacion para disefiar un sietipa biocamaapaz de
eliminar los plaguicidas en el corto o0 mediano plazo de forma natural, un sistema que el productor pueda
construir einstalar en su fincain incurrir en gastos elevados, utilizando materiales reutilizados o de facil
adquisicion.

Este trabajse centraen las fincas cafetaleras de la zona de occident® parte deesfuerzo que

realiza la Universidad de Costa Rica YC&CA por acercarse llevar soluciones cientificamente probadas

a productoreslel pais y ayudar a una gest&@mbiental responsahle

Para el disefio experimental preliminar se evalud tres tipos de biomasa de alto contenido
lignoceluldsico una de ellague la cascarilla de café (pergamino sedojada por el beneficiGafé de
Altura para este propoésit&stas seutilizaron en el tamafio de particula que se encuentran disponibles (sin
un procesamiento previo de moliehdBe la fase preliminar se determiné la biomezcla con mayor
rendimiento yuna vez optimizada, se realizé un disefio dimensional de la bidoceh&e detallé cada
uno de los componentes| diisefiocon sus respectivos materiales, cantidad y dimensi@sebusca que
este trabajo pueda ser utilizadomemun referentepara la construccién del sistema propuesto en las

condiciones aca estudied

A pesarde queen Costa Ricae registran mas d&0 plaguicidaspara uso ercafé,se contemd
unicamenteaquellos formulados para los cualessenta con capacidad analitica en el Cl@4emas, el
analisisde las distintas biomezclas planteadas se realizéyexadoparametrogisicoquimicoscomo pH,
contenido de humedad, humedad relativ@mperaturaBuscando asbbtener un disefio de biosistema
simple, facil de operar ge mantener por los usuarios (de cualquier escolaridatdndoaumentarsu
complejidad de operaaiy buscandacaumentarel interés de los agricultores por implementarlo en sus

fincas.



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

cultivos de café.

1.3.2. Objetivos Especificos
91 Evaluar el potencial de tres biomezclas de distinto material lignocelulésico (cascarilla de café, fibra
de coco y cascarilla de arroz) pakegradar, mineralizar y detoxificar plaguicidas utilizados en
café.
1 Optimizar la composicion de la biomezcla para maximizar el rendimiento de eliminacion de
plaguicidas
1 Realizar un disefio dimensional de un sistema de biopurificacion de tipo biocarta]apisin

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 skesda un manejo correcto a los residuos: la incidencia de derrames en las zonas de lavado o
recarga de los equipos dplicaciohaumenta lasoncentraciones en el suelo por la adigécurrentede

estas sustancigSoares et al., 2013)

Algunos estudios demuestran que la problematica de contaminacion por plaguicidas en suelos es muy
compleja debido a la variabilidad en la dinAmica sigeen: unas moléculas son mas propensas a fijarse
en la materia organica, mientras que otras de mayor caracteiliudred disuelven en agua con facilidad
y abandonan los suelos como lixiviados, o bien, aquellas moléculas mas volatiles se movilizelralrac

(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 partitallaselo una vez alcanzado el
equilibrio de adsorcion. Segun sean las fuerzas de adhesion, existe el riesgo de que esta fraccion se libere
al suelo con todo su potencial contaminaB8teddaby et al. (2018§entificaron que se alcanza el equilibrio
de adsorcion molecular en aproximadamente 4 mpaes elhexaconazoléfungicidaevaluadoen este
trabajo) sin embargo, en condiciones abibticas, la reversibilidad de la adsorcion es facilmente alcanzable,
representando alto riesgo de contaminacion, pupstpla fraccion fijada en slielotenderia 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 poGhafooret al. (2011)quienes modelaron, matematicamente, la capacidad de degradacion y
adsorcion de un suelo cualquiera mediante una constantemando en cuenta pardmetros como
profundidad, tipo de suelo y otros, obtienen un aproximado de la biodisjutadbilel compuesto y la

actividad microbiana sobre este, aplicable a mawdelos escalados. Véase la ecuatibn



I 1 o % (1)
Donde:
&  Profundidad de referencia.
"O Factor de biodisponibilidacp® & 0
&  Contenido de Agua Gravimétrica 70

0 Constante de adsorcion.

I Parametro especifico del compuestory

Tasa de utilizacion especifica méxima del sustrf&@QQ

0  Constante media de saturacion de utilizacion del sustm ¢ "Q6.%
"Q  Contenido organico de carbono.

¢t Exponentes enipcos.

Q Contenido de arcilla.

2.1.2. Agua

La lixiviacion se considera un mecanismo de arrastre de contaminantes de alta relevancia por el
riesgo de contaminacién a cuerpos de aguas subterraneas; se ha determinado que no solo influye la polaridad
de la molécula en fijarse, o no, a las particulasugdo, sino también, el tipo de formulacion comercial:
Khan & Brown (201@&ncontraron que, para los triazoles evaluados, existe una mayor tendencia a lixiviar
los formulados en presentacion de concentrados emulsionables (EC), comparados con lasngsspens
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
fijacién y degradacion de las moléculast pgemplo,Fenoll et al. (2011hallaron que aplicar enmiendas
de estiércol de oveja compostado y bosorola de café disminuye proporcionalmente, al contenido de materia
organica de la biomasa y la concentracion de los plaguicidas en los lixiviadogsqgtre se encontraban

triazoles como: tebuconazole, triadimenol y hexaconazole.



2.1.3. Aire

En losultimos afios, estudios han demostrado que las personas de paises en desarrollo y nifios de
zonas rurales se exponerum riesgode ingesta por via oral de particlde suelo contaminadas con
plaguicidas, alcanzando consumo no intencional de fastér "(2le 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 stinsathe(Tao et al., 2011)

2.2. Biodegradaciory mineralizacion de plaguicidas

Investigaciones han concluido que los principales responsables de la eliminacién de plaguicidas en el
medio ambiente son los microorganismos que se encuentran en los suefysddEfioma natural, son
capaces de degradar los plaguicidas por completo o transformarlos en moléculas mas sencillas, como

consecuencia directa o indirecta de su actividad metal§blarainguez Gual, 2015)

La mineralizacién de contaminantes ocurre doagstas moléculas son biodegradadas hasta alcanzar
una transformacion completa a moléculas inorganicas mas simplesHxamopCO; (Lafuente, 2007)
Cuando el proceso de transformacion no se lleva a cabo en su totalidad, el resultado son moléculas llamadas
subproductos de transformaci@metabolitos los cuales, en ocasiones pueden tener un mayor potencial
de contaminacion o toxicidad que la molécparenta{Chai et al., 2013; Valderrama et al., 20123l es
el caso de algunos compuestos organofosforados, que, bajo una transformacién incompleta, sus metabolitos

han evidenciado ser mas téxicos que la molécula nf¥dtezzi 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 comaphnia magngaEisenia fetida,entre otrasdichas 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 evéiati@r et al., 2016)Los
ensayos de ecotoxicologia consisten en exponer un numero 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

inhibicion de movimiento o reproduccion en lagstra(Daam et al., 2011)

2.3. Sistemasle Biopurificaciéon: Biocamas

Una alternativa de sistemas de biopurificacion, sencilla de utilizar y mantener, son las bimcamas
biobeds(conocidos también como lechos biolégicos). Esta tecnologia inici6 como una estrategia de
eliminacién de contaminantes en Suecia en el afio 1993 por el finquero Goran Ohlsson. Ya para los afios
2000 se comenzo a utilizar en otros paises hasta llegartari@sriatinoamericanos, donde, para el 2013,
se reportaban mas de 2000 unidades funcion@@aktillo et al., 2019).a FAO (2016)define los biobeds
como una matriz biolégicamente actidésefiada pariar y eliminar derrames de plaguicidas endtapas
de llenado, enjuague o estacionamiento de equipos de aplicacion u otras operaciones que impliquen riesgo
de contaminacion quimica puntual. Esta definicién sugiere que su composicién volumétrica de la biomasa
debera ser aproximadamente de5@%0 de mntenido de materia rica en lignocelulo2&% de algun
sustrato retenedor como turba o compost, 2%#b de materia inoculante como suelo preexpuesto a los

plaguicidas meta.

El disefio estructural de un biobed varia segun las aplicaciones de esfuerzumpaytera, por
ejemplo, en l&igura 1, se muestran diagrama de las partes que componen un biobed al nivel del suelo,
en el cual, la maquinaria agricola (tractor y tanqueta o-4qam) utilizada para aplicaciones fitosanitarias

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



Cesped

_Biomezcla i
50% paja ’

en volumen 25% compost
25/ suelo

Sistema de recirculacién

de arcilla y d

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

Figura 1. Biocamas de uso comun en fincas agricdfagnte:(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 interiocdrgas muertas). Esta Ultima se encuentra dabégr 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 distribucién del plaguicida en la biomezcla.

Otro tipo de bicamas 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 estadd@omercial de200 L que contienen la bimezcla en su interior (Véase la

Figura 1b).

La eficiencia de las biocamas se asocia a la composicion de la biomezcla y su capacidad de
favorecer condiciones idéneas para el desarrollo de microorgar{isarasasios, Karpouzas, et,&012)

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

1 Cabe destacar gue, en Costa Rica, no se ha encontrado evidencia de biocamas disefteziasalmente 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 degrdasmoléculas de los plaguicid@astillo et al., 2008; Karanasios,

Tsiropoulos, et al., 2012)

Otro factor importante en la evaluacién de la eficiencia de biocamas es la concelitngdikg)
del plaguicida en la biomezc{€hai et al., 2013)Tortdla et al. (2013kefiala 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 aplicacionesgoeaquella

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

Estos sistemas de biopurificacion se pueden implementar, inclusive, sin conocer la identificacion de
todos los microorganismos que actimatabdlicamente en ell¢g&ongoraEcheverria et al., 2018Por
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. pptatEadgr
de los microorganismos y optimizar el rendimiento con variaciones en el tipo de material lignocelulésico,
temperatura, humedad u otros factores determiné@ggpola et al., 2007En Costa RicaChin-Pampillo
et al. (2015)evaluaron la dgradacion del insecticida carbamatarbofuran variandcel sustrato
lignoceluldsico (aserrin, bagazo de cafia, fibra de coco, papel periédico y cascarilla de arroz) y las
proporciones volumétricas de cada componente. Determinaron que, en combinaciébazoonyost 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 propottitn (fibra

decoco : suelo compost).

Ahora ben, con respecta la vida util de la biocamaegun explica laJniversidad de la Frontera
(2013) el funcionamiento 6ptimo de la biomezcla de un ldgblbgicoes 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 has(€&stlimet al.,
2008)
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Una vez ge se remueve la biomezcla de la biocama, es necesario compostarla previo a su disposicion
en el predio. Ya que, de acuerdo cotdtaversidad de la Frontera (201&sta puede contener pequefias
cantidades de residuos de plaguicidas, ya sea porque elbetbgico fue usado recientemente o por
aqguellos plaguicidas que son degradados con may@vierit 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 temperaturdPadecioada.
este periodo, el material puede ser dispuesto en el predio de manera Megtira.Elorza, (2020)

recomienda que la cantidad a esparcir en el campleine superar las 50 toneladas pmtéregor 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
nacionaly se identifi® aquellos para los que se cuenta capacidad analitica en €ICA. La Tabla 1
muestra la lista de plaguicidas que fueron utilizaglodos 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 ~ Concentracién en formulado Familia

Oxamil Oxate 24 SL 240 g/lL 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
Triadimefon 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 Sivacur Combi 30 EC 75 g/L Triazol

3.2. Disefio experimental
El proyecto salividio en 3 fases en serie gdancumplimientoa cada uno de los objetivos

especificos planteados:

3.2.1. Objetivo 1:Evaluar el potencial de tres biomezclas de distinto material lignoceluldsico (cascarilla
de café, fibra de coco y cascarilla de arroz) pdesgradar, mineralizar y detoxificar plaguicidas
utilizados en café

3.2.1.1. ScreenindFase 0)

El ensayoscreeningconsisid en una etapa preliminar del proyectgue bus@ba conocer el

potencial de eliminacion de plaguicidas de las distintas biomezclas a egal@decto de toxiidad
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ambiental yla capacidad de mineralizacion de un plaguicida en cono@itB):( La estructura de $a
biomezclasfue dada por tres componented:material lignoceluloscel inéculo (suelo de una finca de
café), y finalmente, el material de soporte y fijaci@ompost) todo esto en una relacién volumétrica de

2:1:1, respectivamente.

Se prepararon 3 biomezclas, empleando el mismo gregapuesto (25% v/v) y el mismo compost
(25% v/v), pero con cada uno de tres sustratos lignoceluldsicos (50% v/v): fibra dEChamascarilla
de caf§ CC)y cascarilla de arroCA). 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 calculd,
primero, la densidad aparente de cada uno de ellos, y se estim6 cuanta masa debia agregarse hasta alcanzar

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

La fasescreeningse constituyd dees ensayos a nivel de laboratorio, para los cualesgcesario
un total de biomezcla dekg por cada ejemplar a evaluar. Para el célculo de la masa necesaria de cada

componenteeutilizé la ecuacion 2).

—tm  —tm  —tm pQQ (2)

Fal
—~
—

Donde:

®  Volumen total de la biomezcla.
m  Densidad aparente del componente lignocelulésico.
M Densidad aparente del componente compost.

m  Densidad aparente del componente indculo.

De lo anteriorse calculdel volumen final de biomezcla con una masaldey a partir de las
densidades apentesestimadasen laboratoriola densidad aparente de cada componente se calcul6

utilizando un frasco aforado a un volumen conocigdmediante la diferencia de masas, se obtuvo el valor

2 Este suelo se encuentra preexpuesto a plaguicidas debidccatidsamo 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 térmighs das densidades utilizadas se

detallan en |&abla 2.

Tabla 2. Densidades aparentes calculadas en laboratorio para la conformacién 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 d&medecidéhasta alcanzar aproximadamente un contenido de

humedad def5%con agua de tubtuego fuerorincubadsa25°Cdurante 30 dias pasaativar yestabilizar

las poblaciones microbiandsn laFigura 2 se muestran las tres biomezclas evaluadsss y desps del

periodo de estabilizacion.

a) Biomezclas frescas (Dia 0)

b) Biomezclas reposadas (Dia 30)

Figura 2. Biomezclas para la ejecucion del proyedd- Cascarilla de caféB2- Fibra de cocoy B3- Cascarilla de arroz

3.2.1.1.1. Respiraciénlas biomezclas

Siguiendo el protocolé Det er mi nac

n de

a

t aza

sbelopore s pi r a

medi o de deliCICA, Isaevalla, médiante la taza de respiracidasdeiomezclasla actividad

metabdlica de los microorganismos preseategrmnos demiligramos de didéxdo de carbono consumidos

por kilogramos de biomezcla por heFa—.t. .

15



El experimento consigt en cuantificar elCO, emitido por el proceso de respiracion de los
microorganismoslentro de un sistema aislan@diante una trampie CO;, la cual, tiene comprincipio
la reaccion de la ecuacion quimicd ) donde se expone €O, emitido aun medio de. A/ & una

concentracion conocida para dar lugar a la reaccion.
80 O OO DIGEs 'O (3)
Asi, la cantidad d&0O, absorbido es igual a la cantidad MaOH consumido, este ultimo es
cuantificable mediante titulaci6Rara ellseprecipitael carbonato coaloruro debarioBaCl2paraobtener

Unicamente un remante deNaOH con HCI. Finalmentede la diferencia entré&laOH inicial y final se

obtiene elCO, consumidoLa respiracion basae puede calcular mediante la ecuagidr).

" 0 tw o toée S (4)
& totc P
Donde:
2 Respiracion basal de la biomezelaunidades de—.t.

- Masa molar del carbonog= &t oGri 1 &
6  Volumen promedio de la disolucion fle# it ¢ v © T, consumido por el blangen litros.
6 Volumen promedio de la disolucién @e# it o v t T, consumido por la muestra en litros.
# concentracion real de la disolucién(det dtilizada =it o v £ A, 8
i masade la biomezcla seamlocada dentro del sistema biomét@rogramos
O tiempo de incubacion en horas

Se tonaron10 gde cadabiomezclay se colocéen un frascade vidriode 350 mL (Figura 3 a -
frasco A), dentro de este, también se cdlae forma flotantain frasco dé0 mL sin tapa(Figura 3 a -
frasco B) conteniendo un volumen d® mL de una disolucién dslaOH 0,55083 mol/Leste frasc®
permanece colgado dentro del frasco A por medio de alambres de cobre que son sdsteddspa.

El frasco Ase taj y sellb con papeParafiimpara evitar entrada o salida aiee En la tapa del frasco,A
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se insertaron 2 catétereso paraxtraerel liquidodel frasco B y otro parairearel sistema cada vez que
se realz6 la toma d muestraestos catéteres permanecen sellgaoantizadoun sistema aislagasitodo

el CO; escapturado y cuantificadd.a Figura 3 a) muestra el detalle de los compates de losfrascos
biométricos para la captura de gfoducido en la biomezglanientras que I&igura 3 b) muestra los

frascosdel ensayo en ejecucion.

=N

Tapa hermética

FrascoB

Frasco A

a) Disefio de sistema biométrico para cuantificacion de p) Sistema Biométrico en ejecucion de ensayo de respira
respiracion mediante captura deO53. y mineralizacion.

Figura 3. Sistema biométrico para cuantificacion @&, en ensayo deespiraciony mineralizacion.

Los tres ensayos de la fase screeffiage |)posterioreson:
3.2.1.1.2. Ensayo de mineralizacion

Se determid la capacidad por biomezcla de mineralizacion de la molécula clorpirifos
cuantificando la produccién déCO, en sistemas biométric¢géaserigura 3). Estos sistemasonstarde
un frasco A de vidrio transparente 4180 mLcon tapa metélica de cierre roscagan frasco B d&0 mL
colgando en el interior del,Aujetado por alambres de celen su parte superior. En la tapa del sistema se

colocan 2 catéteres, uno para aireacion luego de la toma de muyestragara agregar o colectaOH

3 La disolucién contenida en el frasco B corresponde a NaOH para el ensayo de respiracién y KOH para los ensayos de
mineralizacion.
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cada dia de muestreo K&DH funciona como trampa para captur&0O,. Para cada muestra se pesag

de biomezcla y se colocan dentro de los frascos biomé{poosriplicadqg, estos son inoculados con un
coctel de plaguicidas a una concentraciéB@engkg? y Clorpirifés radiomarcad¢*“C-CLP - 5000 dpm

g'!) a una actividad d6000 dpm cada uno en el frasco A homogeneizando manualmente, ademas, un
segundo sistema por biomezcla por triplicado como control (sin plaguicidas). Finalmestiejvseun

total de 6 frascos por biomezcla, es decir, 18 frascos biométricos para el total delextpeEn el frasco

B se agregan 10 mLdeKOH 0.25 M

Este experimento se redipara dos casos de estudipMineralizacion en sistemas biométricos
inyectados Unicamente con clorpirif@ mgkg? y 2) El descrito con inyecciéon del coctel giaguicida$,
incluido el clorpirifés, cada molécula a una concentraciéB0deg-kg'.

Las lecturas de los ensayhgeron realizadas por el Laboratorio de Aplicaciones Isotépicas y
Metabolismo de Contaminantes (LAIME@) cual es diaboratorio autorizado por el CICA para este tipo
de ensayos y que cumple con toda la normativa de seguaidiatbgicarequeridaPara esto se toéun
volumen dap | , de liquido centelleante (Ultim@old, Perkin Elmer) en viales de vidifioa actividadde
los viales Unicamente con este coctel fmedida primeramente para utilizar su valor como blanco en la
estimacion de los resultagphiego,se agreg una alicuota d& mL de la solucion de / (de la muestra
a medir(véase

Figura 4D). Finamentese determia la actividad dé*CO;, utilizandoel equipo contador T«€arb
de Perkin EImefvéase

Figura 4F). La actividad d&'CO; emitido en el sistema (mineralizado) y la cantidad inicidf@e

CLP se utilizaron para calcular el porcentajeptigucidamineralizado.

4 Los célculos de volimenes o maaasmar por producto formuladpl@guicida en presentacién comertizdra la elaboracion
del coctel de contaminantes se realiz6 mediante una herramienta programada en Pgpatidi€amente para este proyecto.

Puedeconsultarse los resultados de los célculos en el ahexo
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A) Set demuestras en sistemas B) Extraccion de C@capturado C) Almacenamiento d€Oz
biométricos con jeringas de vidrio. capturado (disolucion de KOH

D) Alicuota deKOH mas liquido E) Preparacion de muestras pare F) Tri-Carb de Perkin Elmer:
centelleante lectura de dpm. Lectura(dpm)de muestras

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

El procesamientde losdatossellevé a cabanediante codigfuenteen lenguaje de programacion
Python 3.%specificamente disefiado para este engagalmente se realiz6 un analisis de varianza con
prueba de T upkredeternibar dgiferéhciad Significativas entre cada uno de los #atami
(biomezclas).
3.2.1.1.3. Ensayo de degradacion

Se utilizaromrmuestras de biomezcla B0 gdentro de tubos de polipropilenodeat , con tapa
de rosca para centrifuga. A cada muestra agregéun coctel de plaguicida a usancentraciéhde 30
mg-kg?, se homogene@de forma manual y se incala 25+ 1°C en una camara oscura durante 30 dias.
La extraccionde las muestras se redlips dias 0, 2, 6, 9, 15, 21 y 30. En totabbuvo3 muestras por
dia por biomezcla para un total de 63 muestras. Larkedel ensayo de degradaciae realizadgor el

Laboratorio de Analisis 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
v T Ocon tapa de rosca para ensayo de degradacion. inyeccionde muestras.
centrifuga.

Figura 5. Muestras de biomezclas en tubos para centrifugactelde plaguicidas.

Para el andlisis de resultados, se procesaron las muestras con un cédigo progrRytado 88,
para lo cual, se realizimpieza de datos, calculos de promediosyiiones estandar, ajuste a modelo de
decaimiento exponencidé primer orden de trgmrametros (ecuacidrd )) o simple modificada (ecuacion
(6)), segumostrarorlos mejores resultados de ajudistopermiioé representar la degradacién mediante
un modelo matematico que faaljtno soloel calculo de la vida media del plaguicisi@o tambiénla
degradacion en cualquier tiem@dSeutilizo estos datos padeterminar el tiempo de duracién del ensayo

de optimizacioren la fase siguiente del proyecto

0o @ otQt (5)
v —— 6
Wwo wtQ (6)
Finalmente, seejecutbun ang8l i sis de varianza con prueba

diferencias estadisticamente significativas entre los valores de degradacidarfioahtre tiempos como

entre tratamientos.
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3.2.1.1.4. Ensayo @ ecotoxicidad

Para la preparacioredas muestras, sayect a 300 gde cada una de las biomezala coctel de
plaguicidaspara una concentracion final 80 mg-kg'. Sealmacei el set de muestras en ucamara
oscura a una temperatura 88 + 1°C. La extraccion de las muestras realip los dias 0, 15 y 30
recolectando muestras @i@0 gpor diay llevando a congelacion para su posterior extraccion de elutriados
Para la extraccion de elutriadss, descongelardas muestrapara ser utilizadas segun el procedimiento
del ProtocoloflT-20 Preparacion deelutriados de sdimentos paransayos de ecotoxicidadiel CICA
donde se tomdO0 + 0,5 g de muestyase colocddentro de un tubo plasticee afiadié 40 mL de agua
reconstituida sin suplementos y se agité a 2500 rpmi poiuego, se llevo a centrifugar durante 5 min a
3500 rpm El sobrenadante fue decantado en frascos plasticos de 100 mL y llevados a congatacsbn

posterior uso en los ensayos de ecotoxici@@dmuestra el resultado de la extraccion de elutriedda

Figura 6.
Figura 6. Elutriados para ensayos deotoxicidad
Se realiaron 2 ensays ecotoxicolégicosi C81 cul o de |l a conceentraci
Daphniamagnay Cadlculo del indice de germinacion e n s e mi | Laataca shévaHl emsayou g a

enD. magnaesuna pruebaleinmovilizaciondd macro crustadcequepermit estimar los cambios en la
toxicidad de las biomezclas siguierglgrotocolofiMET-03 Bioensayosle toxicidad aguda con Daphnia

magna, del laboratorio de ecotoxicologia (LET) del CICA cual, consiste en exponer una pobladén
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10 individuos de neonatdsdividuos menor24 horas de nacidpslel macro crustaceD. magnaa un
medio acuos@20 mL) de una concentracidelativd y conocidade contaminantegor un periodo de 48

horasen un cuarto oscuro

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

Se muestra da Figura 8 un ejemplo del set dsnsayos de ecotoxicologia para el calculo BEda

Cada tratamiento se realizo por triplicado.

Figura 8. Viales de 20 mL de medio contaminado con 10 individuos de Daphnia cada uno para estimacién de E!

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

(dia 0, 15 y 3Q)la concentracion a la cual, al menels50% de los individuos sufririan inmovilizacion, se

6 Una concentracion relativa del 100% indica que el medio se encuentra a un 100%eliridelo. Como se desconoce la
concentracion de los plaguicidas en el elutriado una vez extraidantgrla (biomezcla), se utilizan analisis de 1©5 con

respeto a una concentracidtel elutriado concentrado disuelto en agua.
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realizé unensayo preliminarasi definirlas concentraciones del ensagal. Del ensayo preliminar se
obtiene las concentraciones mostradas @malda 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 hse cuantifié la cantidad de individuos inmovilizados o muertos para
determinar, finalmente, loncentracion efectiva media (EC El andlisis de los datos se realiz6 utilizando
un codigo programado en lenguaje Python 3.9 especificamente para el procesamientiatis s este
ensayoen el cual, se ajustan los resultadosdeovilizacion al modelo de Hillde la ecuacié 7 ) para

el calculo de [&£GCso:

W W : (7)

Para el ensayo de germin&t se sigui6 el procedimienfoM E iTO6 Bioensayo de fitoxicidad
con Lactuca sativa dd LET, donde seexpuso por tratamiento (elutriado de biomezcla por tiempo de
muestra) una poblacién de 10 individuos (semillas de lechuga) previamente desinfematizoclorito
de sodio 4% v/ydurante un periodo de 5 di@n un cuarto oscurgara evaluar el efecto de la toxicidad
dd medio contaminado sobre la germinacién de las semiiada semilla se cologdentro de una placa
Petri,a una distancia dec Gcon respecto a las otras, sobre un papel fisschumedecié uniformemente
conui , del elutriado(medio contaminado) geselld con papeParafilm La germinacion se cuantifico
midiendo la longitud de la raiz de las semillas germinadas y compaagrdol la longitud de las raices de
las muestras fibl anhaFysrad9nuestrdos sistémagnuontadosparasgerminacion de

semilla
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A) Desinfeccion de las semillas B) Lotes de poblacion de semillas en ensayo de
germinacién expuestas al contaminante.

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

El analisis de los datos se realizd6 mediante uigoéen Python 3.9 especificamente programado
para el ensay@ver codigo fuente en la seccion de ane&al, donde se estimé la germinacion de las

semillas, la elongacion de las raices y el indice de germinaadiante lagcuacione$8), (9) y (10).

ny
oY ,Y— P Tt (8)
., 0Y (9)
oY Y p T
oY OY
00 (10)
pTT

Donde:
GS = Porcentajde germinacion de las semillas
S muestra S controi= NUMero de semillas germinadas de la muestra y del control, respectivamente.
ER = Elongacion de raiz en centimetros
LR muestra LR contro = Promediodelongitud deraiz de semillas muestrg control, respectivamente.
IG = indice de germinacion
Para ambognsayosD. magnay germinacion de semillas de lechuga, se realizé un andlisis de
varianza con prueba de Tukey, U = 0,05 para det e

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. Seleccion de biomezcla para optimizacion

De los resultados defase screening, se realiz6 un analisis de rendimiento, en edeig@intificd
aguellabiomezcla que, por ensayobtuvo los mejores resultados de degradacién, mineralizacion y
ecotoxicologia.El andlisis se llevdé a cabo tomando en cuenta las curvas de degraulateididas y
ajustadas al modelo de decaimiento exponencial, las curvas dalinawdonresultantes y los indices de
germinacion W& . Se estimd, ademas, la existencia de diferencias significativas entre los datos por dia 'y

por biomezclanediante un analisis de varianza con prueba de tukey con un margen de confianza del 95%,

3.2.2.2. Optimizacién de la biomezcla.

Para la biomezcla comejores resultados de degradacigmneralizacion y ecotoxicologiae
realizd un ensayo de optimizaciéal cual,consisid en determinar las proporciones de compuestos que
generan mayor rendimiento en la eliminacion de los plaguicidas. Para esto, 8 empulisefio
experimental compuesto central (CCD, por sus siglas en inglés) en el que s& mmliz distintas

proporciones volumétricas segin se detalla dalda 4y la Figura 10.

Este ensayo de optimizacianaliz el efecto de 2 factores (A: % CompgSB: % Porcentaje de
suelg sobre una respuesta (Degradacién de los contamindateédefio del experimense realiz&con el
softwareExpertDesignll, tomando como muestra centr@ ) la proporcion de biomezcla 2:1:1 (misma

empleada para los ensayesla fase 1L
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Tabla4. Composicion de las biomezclas segin el CCD

Punto A: Compost B: Suelo Compost viv Suelo v/v  Fibra de coco vh
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
400% ° ¢
1%
@]
Q.
IS ® (] [
S 20.0%
[ J [ J
0.0% ®
0.0% 20.0% 40.0%
Suelo

Figura 10. Distribucion espacial del CCD.

El ensayo de optimizaci-n se compdelascudles,eB @A pun
punto centratcompuesto dé réplicas por unidad de ensayo (5 para blancos, 5 para el dia 0 y 5 para el dia
final: 15 muestras), los otros 8 puntmen 2 réplicas por unidad de ensayara sumar un total de 48

réplicas. Al final del ensayo situvo63 muestras, incluidos los blars

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 sossgringDegradacion).
La lectura del ensayo de degradacion fue realizada por el Laboratorio de Analisis de Plaguicidas y

Compuestos Orgéanicos (LAPCO).

Los resultados finales seqmesaon en el softwardxpertDesignll para generar una superficie
de respuesta ajustada al mejor modelo matemético, y determinar la relacién de los compuestos de la

biomezcla con mejores resultadosetieninacion

3.2.2.3. Andlisis ponderado de factores

El software utilizado para el disefio experimedila fase 2 pernié analizar los resultados del
ensayaantode formafi p| ana o, e nlos faetores tiemeh el misnm ghass sobre el ensaym vy,
efectq sobre la solucion optimizada final,lo mo de wuna f oasignandofpesa@soadaano ded a 0 |,
los resultadgssegun su relevancia en ekperimento, los cualedueron definidos por el analista
Finalmente, bajo distintos escenarios, seuwbtmdultiples solucionesoptimizadas guiadas por la

ponderacién fijada.

Para no limitar la seleccion del resultado de optimizacion solo a las solup@masalisis planose
agregaron fApesoso a cada uno de | os resultados
generar las soluciones optimizadasopservar nuevas tendencias. Asi, los pesos se distribuyeron bajo 4

criterios(categoriasylistintos (Sin diferenciar entre familias):

1 Por el porcentaje de degradacion (eliminacion) maximo obteniddvlayor ponderacién par
aquellos con mayor porcentaje de degradaeioal analisis plano

T Por | a per si st e rPesticale RropgtieRatalzasd P @ BMayorponideracion
para aquellos con mayor persistencia.

1 Por la Toxicologia humana aguda segun la OMBtayor ponderacion para aquellos con mayor
toxicidad.

1 Por la Ecotoxicologia agudaMayor ponderacion para aquellos con mayor ecotoxicidad.
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Se muestra en [Babla 5, los pesos finales utilizados para el andlisis de los resultadpsiciézacion

Tabla5. Pesos Asignados segln categoria e impacto o peligro asociado.

Plaguicida Familia Eliminacion Maxima ObtenidéPersistencia Ecotoxicidad  Toxicidad Human:
Fluazifop-p-butil Ariloxifenoxipropionato +++++ ++ +++++ +++
Carbendazim Benzimidazol ++++ o+ o+ T+
Tiofanato de metilo Benzimidazol +++++ ++ o+ ++
Oxamil Carbamato +++++ ++ o+ et
Imidacloprid Neonicotinoide +++ +++ e+ I
Clorpirifés Organofosforado ++ +++++ +++++ ++++
Epoxiconazole Triazol ++ +++ o+ -
Hexaconazole Triazol ++ 4+ . Tt
Propiconazole Triazol ++ 4+ N T+
Tebuconazole Triazol ++ e+ e+ et
Triadimefén Triazol ++ ++ 44 4+
Triadimenol Triazol N/C N/C N/C N/C

* N/C = No Contemplado dentro del analisis

De las multiples soluciongmnderadasptimizadas obtenidas, se realizéamélisis de varianza
con prueba de tukel = 0,05entre las soluciones poategoriay compuestos (compost y suelo) para
encontrasi existen diferenciasstadisticamentsgnificativasy definir un resultado finaptimizad para

el disefio de la biocama.

3.2.2.4. Degradacion posbptimizacion
Posterior al analisidevarianza sedecidé proceder con un segundo ensayo de degradacion para
comparar la eliminacién de las principales tendencias obseniaaencia 129% Compost, 7,3% Suelo
y Tendencia 211% Compost, 7,3% Suelcoh sus respectivgeorcentajes de fibra de cggcoon mueseo
los dias 0, 1, 2, 5y 2&ste ensayo extraordinario de degradacion se realizé segun la metodologia de la fase

1 screening (degradacion).

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

confiabilidad deB5%
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3.2.3. Obgetivo 3: Realizar un disefio dimensional de un sistema de biopurificacién de tipo biocama,
ajustado a un modelo de decaimiento exponencial
3.2.3.1. Disefio del biobed
Para el disefio dimensional del biobed se réaljgimeramente, un ajuste de la curva de
decaimiento exponencial simptie 3 parametrgsel cual, contempla la variacion en el tienge la
concentracion total del coctel de plaguici§asmatoria de concentracione€on el modelo de ajustel
caudal de vertido méximo estimado (valor estmado del volumen empleado en campo por los
caficultores para el triple lavado de los equipos de aplicacién en un periodo determinad@impelde
RetencionHidraulico O con la ecuaciorf 11 ) donde6 representa el volumen minimequerido, se

calculd las dimensiones minimas de la biocama

W
o . (11)
V]

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

como se detalla en la ecuacioh2).
at a Q (12)
Dondely | corresponden a los lados del rectangple forma lssuperficie de la biocamaE su
profundidad

De la ecuacior( 5) se puede estimar qua disminucion de la concentracion inicldl0 1t

corresponde a:
y A (13)

wo m w U A

Por tantogl 50% de la concentracion inici@l) alcanzada en un tiempmedio O ) corresponde
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wo O w —

w U A (14)
G G

Ahora, reescribiendo la ecuacips) paraUO Qu 1t

Ho o 6 & ot (15)

El Tiempo de Retencion Hidraulic® ) se definid6 comeel tiempo minimo requerido para
alcanzar, al menos, la mitad de la concentracion inicial total del coctel de plaguicidas en esuelir
el caso en el qu@ O . A estetiempoenque la concentracioniitial del plaguicida sdisminuye en

un 50% e le llama vida media del plaguicid4 8Quedando la ecuacidri?), como:

ata 0
6 6 OY —— (16)

Ahora, conociendo €4 , se puede reescribir la ecuac{db):

it 17
O ® @ (17)

De este modo, se pueden igualar las ecuacioh#¥yy ( 17) para obtener una igualdad en

términos de parametros conocidos arrojados poodeto del ajuste de curvas

— s o I (18)

Al despejatla ecuacion( 19) en términos deirea superficial de la biocamia | se puede

decir que:

T AN (19)
A U A E

Finalmente, fijando una profundidad de biocam&de 1A [ tal queno se favorezca un entorno
anoxigénico en la profundidad del sistema y, conocidos los pararddirds  , se calculéel area
minima requeridadel BPS. El disefid3D a escala se realizdilizando el software Autodesk Inventor

2022considerandeada uno de los accesorios que componen el sistema final

30



CAPITULO 4RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Fase O

4.1.1Respiracion de las biomezclas

La actividad metabdlicanedida en términos deiligramos de#/  producide por kilogramo de
biomezclapor hora fue maxima para la biomezcla con cascarilla de café y minimafipeaade coco
mostrando, ademas, diferencias estadisticamente significativasaafdneno de los tres biosistenfasase
la Figura 11). Labiomezda con CC presentdna respiracion basdb,6%mayorala FC y62,5%superior
en comparacion con la CEsto se tom6 como un indicador preliminar qugeria, comaipoétesis inicial
gue la biomezcla co@8C generarianejores resultados de eliminacién dataminants. Dicha hipo6tesis
estd basada aque el sistema se encontraba mayormente actimdo que respectacnsumo d&,y C

presente en la materia organica de la matriz

Respiracion Basal

10.82- _C
-
=
% 8.12
2
w
& 541
g B
S
< 2.71 A
20
0.00 p p p
Fibra de coco Cascarilla de arroz Cascarilla de café
Biomezcla

Figura 11 Respiracion basal de las biomezclas determinado en un plazo dé @4 esultados queo comparten una

mismaletra (A,B o C)son significativamente diferentes

La hipétesisnicialmentepropuestase replanteé en los ensayos de la fase paslecto, donde se
cuantificd la capacidadde cada una de las biomezclgara eliminar (parcial o completamentey

plaguicidas presentgsdetoxificar la matriz contaminada.
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4.2. Fase 1

4.2.1Mineralizacion de Clorpirifos

La mineralizacion del clorpirifés se cuditté para las 3 biomezclas bajo dos escenarios, 0
tratamientos distintod.. Todos los plaguicidas presentes en la matrz Unicamente el clorpirifésDe
los resultados obtenidogara ambos escenarigs durante los primeros 10 diase advierte un
comportamiento similar entieada una de las biomezclas, sin embargo, a partistéeperiodpla tasa de
crecimiento de la curvdeeliminacion acumulada, para@C y la CAdisminuye mientras que, para la,FC
se mantiene dentro de un rango constante, talpguael dia 30 el rendimiento de mineralizacion de la
FC es mayor en comparaciéanlas otras biomezclas en cada uno de los escenasgdiomezclas que
contienen FClaanzan, finalmenteunamineralizaciormaxima dé 17,65+ 6,20%y 15,00+ 6,21%para
el dia45en los tratamientos y 2, respectivamen{géase ldrigura 12). Otros estudios han determinado
mineralizacibn maxima de CLP d&/,6% y 10,36%en 60 diagpara una biomezclde fibra de coco,
composty suelo ¢#5:13:42v/v) donde el Unicekontaminante presente es el clorpirif@astilloGonzélez
et al., 2017; HuetSoto et al., 2017)Coppola et al. (2007)demuestran unmineralizacibn maxima del

10,1%en45 diaautilizandouna biomezclae paja, suelo y turba (2:1viv).
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Figura 12 Mineralizacion acumulada porcentual #-Clorpirifés en cada biomezcla sin presencia de otros plaguicid;

(derecha) y clorpirifés aislado (izquierda).
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4.2.1.1. Andlisis de varianza
De la mineralizacibn maxima final obtenidayrespondiente al periodo total de 45 dasncontro
gue los mejoresendimientos fueron arrojados por la biomezcla con FC, mostrando, ademas, diferencias

estadisticamente significativas con respectisatras biomezclas (véasé-igura 13).

Sistema con Clorpirifos aislado Sistema con todos los plaguicidas
9.35 8.00
B B
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Cascarilla de Café Cascarilla de Arroz  Fibra de Coco Cascarilla de Café Cascarilla de Arroz  Fibra de Coco
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Figura 13. Andlisis de varianza del porcentaje de mineralizacion entre biomezclas para el dia 45 por tratamiento. Prt

Tukey, Lbsresulado®diie no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes

Para determinar sixistié diferencias entre los resultados de mineralizamdm los tratamientps
se realizé un andlisis de varianza entre escenpoiotipo de biomezcla. Se encontro finalmente que, a
pesar de que el comportamiento de mineraliza@pnesentado ela Figura 12, en los dos casos, no es
precisamente iguaho existen diferencias estadisticamente significaivéase la-igura 14). Es decir,
los resultados dmineralizaciénde clorpirifés no variaignificativamenteentre un sistema en el que se
encuentra la molécutamounico agenteontaminante, y en otro medio en el que estan presentes los demas

plaguicidas en estudio.
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Figura 14. Analisis de varianza entre tasa media de mineralizaeiont r e ensayos por tipo d

= 0,05). Los resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes
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4.2.2Degradacién de Plaguicidas

En el analisis general de las curvas de degradacion ajustadas, se puede advertir que, comparando
los rendimientos de eliminacion por cada una de las moléculas en estudio, la biomezcla con FC (curva roja)
presenta los mejores resultadeltivosala CA y CC(véase la&igura 15y Figura 16), donde se puede
observar que la curva permanece siempre por debajo de#degdratamientos indicando que, por unidad
de tiempo, se obtiene una degradacion mayor. Ahora, para la familia de los trigpaeisdnazole
HexaconazolePropiconazoleTebuconazol y Triadimefon) a excepcién del Triadimenol, en el mejor de
los escenans (que corresponde a la biomezcla de FC), se puede advertir que la mayor fraccion de
eliminacién de los contaminantes ocurre durante los primefodi&s, sin embargo, para el dia 5, la tasa
de eliminacion(pendiente de la curvajomienza a disminuir Ista alcanzawalores cercanos a cero
ocasionando que la curva tienda a valores constantes conforme aumenta eBsedgwmir, la capacidad
degradativa de la biomezcla se ve reducida superando los &sléaseduccién puede deberse a cambios
fisicosdentro dela matriz que inhiben la reaccion enzimatica en cadena de los microorganismos para
degradar los contaminanfe®mo por ejempla;ambios en el pH, concentraciénldduente de carbono y
humedadHuang et al., 2018)El caso detriadimenol difiere del comportamiento de los demas triazoles,
demostrando un incremento en la concentracién conforme aumenta el tiempo, igualmente, durante los
primeros 34 dias, y permaneciendo relativamente constant® ldelgdia 5. Esta acumulacion se justifica
debido a que el triadimenol e$ principalmetabolito (0 subproducto) del proceso de degradacion de la
molécula de triadimeféifHou et al., 2022)siendo asi que, conforme se elimina el triadime&in,

triadimenol se acumula.

La eliminacion de las moléculdiiazifob-p-butil, metil tiofanato yoxamilo, muestra resultados muy
favorables, alcanzando una degradaaidximaen los dias 2, 8 y 15, respectivamente. Estas tres moléculas
se pueden categorizar como contaminantes de importancia por alta toxicidad humana y ecotoxicidad, siendo
que, el carbamatoxamilo posee la mayor toxicidad humana del total de pesticidas etice@nstituto

Regional de Estudios de Sustancias Toxidasiversidad Nacional, 2022)
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Figura 16. Resultado de degradacion comparativa por biomezcla para las 12 moléculas de los ingredientes activos de plaguicidasedtuctdéarte 2
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Del célculo de vida media de cada una de las moléculas en estexitepcion del caso particular
de triadimenol con una vida media negativa (indicando que el plaguicida se acumula dentro dej sistema)
se evidencigue,dentro del sistema de biodegradacion estudiatipse logro alcanzéa DTso parael 42%
de las molédas estudiadasn un periodo de 30 diégase larabla6). Los resultadode degradaciomle
los triazoles a excepcion del triadimefénp muestraruna eliminacion su€ientepara estimasusvidas
medias para ningunale las biomezclasstudiadaskl caso del triadimefgnen la biomezcla FGalcanza
unaDTso de 4,2 diada cual se encuentra muy por debajo de lo reportado en sudlewisret al. (2016)
Este mismo autor indica que vida media tipica en suelo para los triazoles estudiados puede ir desde los
63 diastebuconazole) hasta 1854 dias€poxiconazol§, véasda Tabla 6. La degradacion de esta familia
de plaguicidasitilizando distintos arreglos de biomezdssido estudiadgor otros autored-ogg et al.,
(2003) determina una vida media parabEgoxiconazolede 61 diagmpleandaina biomezcla deuglo
compost sin turbg paja de trigq1:1:2v/v). Por otro ladoMasisMora et al. (2019usandaina biomezcla
de FC, composty suelo en la misma proporcion que el presente estulib X v/v) ha dotenido una vida
media del87,3 dias paraexaconazoleVidas medias de 160 digsrapropiconazole y19 diaspara
tebuconazofueronalcanzadas por los estudios Sgliid et al. (2006} DelgadeMoreno et al. (2017)
respectivamente. Estas vidasedias obtenidas en otros estudiasexcepcion del tebuconazole, se
encuentramimuy por encima de los 30 dias, periodo al cualateré en esteproyecto,siendo asi que es
posibleque saequienestudiar en ufapsomayorpara conseguieliminaciones por debajo del 50% de la
concentracion inicialAdemas factores como la alta concentracion inicial por plaguicida (30 mg/kg) vy la
cantidad de plaguicidas presentesr encima de 1@&n las biomezclas pueden afectar el rendimiento de

los micoorganismos para degradar este tipo de contamin@heset al., 2008)

La vidamedia delcarbendazin(de la familia de los benzimidazo)efsie alcanzadan las tres
biomezclas estudiadas, siendo la FC quien obalvesultado méas favorable (12,6 dias)nclusopor
debajo de lo reportado en sugpwmr Lewis et al., (2016) Lescano et al. (2022¢porta una vida media un

46% menor a lo reportado este estudi@6,8 diasyl estudia su degradaciéan una biomezcla de rastrojo
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de mijo y suelo (1:1 v/v)Otras moléculatograron reduciel 50% desuconcentracion inicial en tiempos
muy cortos fluazifob-p-butil obtuvo0,3 das,siendo un valor mupor debajoa lo reportado en suelos
(Badawi et al., 2015; Lewis et al., 201anetil tiofanatoalcanza una vida media @85 dias (FCY el
oxamilo 0,3 dias (CQ3iendo un valor favorable en comparacion a la vida media reportada en(Siglos

d) porLewis et al. (2016Y¥ lo reportado po©sman et al. (2009)

Tabla 6. Comparacion deida media’Q"Y ) estimadaen dias para cada plaguicida segun la biomezcla en egtladio
reportado en otros estudios en suelo y biomezclas

DTso Estudio Actual Reportado en literatura Eliminacioén en sueld
Plaguicida Referencia
DTso
CA cc FC DTso Biomezcla DTs0 | aboratorio DTso
tipica (20°C) campo

Carbendazim 20,71 16,46 12,58 6,8 Rastrojo de Mijo 1:1 40 343 22 (Lescano et al, 2022)
Suelo

Clorpirifés NC NC NC 56 FC - Compost 2:1:1 386 386 27,6 (MasisMora 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- 03 0,3 0,3 11 Suelo NA 1 34 82 (Badawi et al, 2015)

butil

Hexaconazole NC NC NC 1873 FC- Compost 2:1:1 191 187 174 (MasisMora et al,
Suelo 2019)

Imidacloprid NC NC NC 83 Rastrojo de Mijo 1:1 191 187 174 (Lescano et al, 2022)
Suelo

Metil 1,44 1,39 0,85 NA NA NA 05 05 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 trige 2:1:1 718 71 352 (Spliid et al, 2006)
Musgo- Suelo

Tebuconazol NC NC NC 19 Suelo- 1:2:1 63 365 471 (DelgadeMoreno et
Vermicompost al, 2017)
Residuos de tomate

Triadimeféon 18,25 7,2 421 NA NA NA 26 NA NA NA

Triadimenol -4,59 -3,91 NC NA NA NA 250 1367 64,9 NA

* Segun(Lewis et al, 2016)

4.2.2.1. Andlisis de varianza
Los resultados del analisis de varianzaestran que laoncentracién finatle los contaminantes
dentro de los sistemadtfiere entre tratamientpsiendo que la biomezcla FC alcanz6 la mayor eliminacion
(representado por una concentracién final mederfontaminanteson respecto a CC y CA/dase la

Figura 17).
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Figura 17. Andlisis de varianza con prueba de Tukey para la concentracion total promedio en un periodo de 30 die

bi ome zc | alos rddultados@ued&comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferente

La Figura 18 muestras los resultados del andlisis de varieanzZa concentracion finglara cada
una de las moléculas por tratamiefgeriodo de 30 diasgonsecuente con los resultados déidaira 17,
la biomezcla FCpresenta la menor concentracién final en6@Pt de las muestras cuantificadas
(Exceptuando los casos Nffara los cuales la concentracion final en todos los tratamiestiogeron por

debajo del limitele cuantificacion)
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significativamente diferentes

4.2 .3Ecotoxicidad

4.2.3.1. Ensayo deecotoxicologia e. magna
Se detalla en Ikigura 19 el ajuste de los resultados al modelo de Hills de la ecuacién (7). Se observa
que el valor de la Efcorresponde al punto de inflexién de la curva, en el cual, se alcanza el valor al

gue el ®% de la poblacion expuesta sufre de inmovilizacion o muerte.

40



% inmovilizacion

%% inmovilizacion

% inmovilizacion

Cascarilla de café - Dia:

0

Cascarilla de café - Dia: 30

100 7 . 109§ ECsp=6.669 £0.0% hd
80 4 +
. I P 2
60 4 1 ] E
! ] =
ECso =0.649+0.024% S 5
404 2
g E
ES E
204
i
i
04 O_F”{JI: & EC5p=2.695+0.314%
] 1 2 3 4 5 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
% Concentracion % Concentracion % Concentracion
Fibra de coco - Dia: 0 Fibra de coco - Dia: 15 Fibra de coco - Dia: 30
1001 100 e e B 1001 §  ECsy=6.566 +0.073% bt
- u
-
80 4 I 804 e 80 -
L 5 / g
60 T E 60+ { g 60
4 ECs0 = 0.767 +0.022% R - S P
401 T g 404 /1 g 404
g / g
& il =
20 1 204 P 204
// !
1
0 [E 1 L & EC5p=2943%0.123% 04
0 i 2 3 4 5 0 2 4 5 5 0 12 14 0 2 4 s 3 10 12 14
% Concentracion % Concentracién % Concentracion
Cascarilla de arroz - Dia: Cascarilla de arroz - Dia: 15 Cascarilla de arroz - Dia: 30
1001 T 1004 ' 109" §  ECsy=6.618+0.073% hd
]
80 1l 804 ' 801
L a i a
2 I 2
4 2 |
60 ¥ g o0 | g 60
ECsp=0.63 +0.014% R bttty z e — e ————————
40 4 T g 40 g 40 1
1 2 . 1
ES !l B :
204 204 h 204 !
i
ol N # ECs=3.16620.034% o !
T T T T ! T T T T T T T T T T T T T T
4 5 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

2 3

% Concentracion

% Concentracidn

Figura 19. ECsocalculada por dia de estudio por biomezcla, ajustada segun el modelo de Hills.

% Concentracion

41



Losresultados muestran gleeconcentracion efectiva medtCso aumentéenun 90,3% 88,3% y
90,5%enlas biomezclas con CC, FC y CA, respectivamentan periodo de 30 di@gtase laigura 20).
De acuerdo con laigura 20, la reducciércortinuaen la toxicidadincremento de la B demuestra que
paratiempos mayores de tratamies@favorece eproceso de detoxificacireste comportamiento se ha
observado en atitrabajoque estudi la degradacién de plaguicidasnbiéncontemplados en este proyecto
(tebuconazole, carbendazim, triadimenol y epoxiconazdi#zando una biomezcla de fibra de coco,
compost y suelo optimizadan una composicién dé4.3:42v/v (Murillo-Zamora et al., 2017)
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Figura 20. Concentracion efectiva media para los dias 0, 15 y 30.
5.1.1.1.1. Analisis de varianza
Los resultados del andlisis de varianagestran que, para un mismo dia de mues&reacepcion

del dia O (correspondiente laestado inicial del sistepano existen diferencias estadisticamente

8 Debe destacarse que esta reduccién en la toxicidad del eluigadolugar en un estudien el que solmcurreuna Gnica

exposicion a plaguicidases decir,no se ve modificada la concentracion inicial del contaminante por adiosterior de

plaguicidas.
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significativas entre las hioezclas, siendo asi quee considera un comportamiento en la tasa promedio de
detoxificaciénsimilar entre cada uno de los tratamierftesase ld&igura 21).
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Figura21L An 81l i si s de varianza de | a EC50 p o rLogrésatadesguerne

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

Por otro lado, el analisis de variareratre diasnuestrague existen diferencias significativels cada una
de las biomezclasndicando que, en efecto, la detoxificacion sufre una disminunigortante(expresada
como un aumento de ECso) conforme trascurren los dias de degradacion ddetoada sistemadasda
Figura 22).
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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 dgerminacion mostraron quen exposicion a un medio contaminado con pesticidas,

la capacidad de germinacion de semillas de lechagee afectada negativamerita.Figura 23 muestra

43



como la inhibicién del crecimiento de la raiz y el tallo se ve aumentada corderdieminuye el tiempo

de degradacién de los contaminantes en la biom@adiaagen presenta el efegtara laFC).

Y

Control Dia 30 Dia 15 Dia 0

Figura 23. Efecto del medio contaminado sobrg&minaciénde semillas de lechugaegun el tiempo de degradacién el

sistema

MasisMora et al. (2019)ndican que, al igual que losesultados obtenidos én sativa el mayor
impacto sobre el indice de germinacion ocearrel dia 0, sin embargo, contrariteaeduccion subsecuente
en la detoxificacidn resultante lq@esentdrabajq detallan que sus resultados no siempre mantienen esta
tendencia a disminugon el hcremento del tiempo, justificando en la posible generacion de prodigctos
transformaciénque pueden aumentta toxicidad del medio y, en efecto, un impacto en el indice de

germinacion.

5.1.1.2.1. Analisis de varianza
El andlisis de varianzao mostré diferenciasntre los indices de gernaicion de cada biomezcla
para un mismo dia (véabgura 24), sin embargoal canparar, para una misma biomezcla, si el cambio
en el efect@obre la germinacion de las semillas era significdtieéasd-igura 25), se obtuvo que, para la
biomezcla de CC nbubo una diferencia importante entre el dia 0, 15 W8Q0asi para el caso de la CAy
la FC donde se obtuvo un aumento en la germinacion dedry 53%, respectivamenigarael dia 30

con respecto al dia
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Tukey, lbsresulado®dhie mmmparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes
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resultados que no comparten una misma letra (A,B o C) son significativamente diferentes

5.1.2Analisis de correlacion

Paraanalizarlos indicadores estudiadan las 2 primeras fases del proyecto (mineralizacion,
ecotoxicologiay degradacionse utilizo elindice de Pearsooon el objetivo dedeterminar siexistia
correlacion entre cada uno dstos resultaddyéase lalabla 7, Tabla 8 y Tabla 9). Se determind@ue,
para los tres tratamientasiste una correlacigimayor a0.9) directamente proporcionahtre el grado de
mineralizacion d€CLP y laECsq. Esto indica que, a mayarineralizacion de CLP, menor taxicidaddel

medio contaminando (mayores valoresdz).

Se encontr6 también uneorrelacion (mayor a 0.75) inversamente proporcional entre la
concentraciorfinal acumulada de los contaminanteda ECso y por encimade 0.77 conrespecto al

porcentajede CLP mineralizado, indicando que, a mayor concentracion de los contaminantes, la
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ecotoxicidad del sistema es alta (bajos valoreB@g) y, ademas, menor el grado de mineralizacion del

plaguicida clorpirifés.

Tabla7. Correlacién 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
Concentraciéon [mg / k¢ -0.69 -0.92 -0.93 1

Tabla8. Correlacién con indice de Pearson en la biomezcla "Cascarilla de Café".

%Germinacién EC50 CLP mineralizado  Concentracién [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 / k¢ 0.29 -0.75 -0.91 1

Tabla9. Correlacion con indice de Pearson en la biomezcla "Fibra de Coco".

%Germinacion EC50 CLP mineralizado Concentracién [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 / k¢ -0.76 -0.82 -0.77 1
5.2.Fase 2

Del analisis por pesatescrito en la seccid@2.2.3dela optimizacion déiomezclas, sdeterminan

2 tendenciaen la composicion de lasatricegvéase ldrigura 26): para el component®mmpost se puede

observar que se obtuvo valor de alrededor del 11%v para ecotoxicidad y de alrededor de 30%para

los resultados por eliminacién maxima obtenida, persistencia y toxicidad huRmanatro ladppara el

caso del componente suelo, se puede advertir que los resultadosuaracggamposicion dél1,23% y cerca

del 25% Por la complejidad de¢studiose decididproceder Unicamentdgos escenario9% Compost,

7,3% Sueloy 11% Compost, 7,3% Suelo (Con sus respectivos porcentajes de fibra. @hoeBa)mpillo

et al. (2015)optimizaron una biomezcla para degradaciéon del plaguicida carbofuran rekultana

composicion final dé5:13:42(fibra de coco, compost y suel@or otro ladoRuiz-Hidalgo et al. (2016)

realizaron un estudio de optimizacién de una biomezmapuesta po€CA, compost y suelapbteniendo
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finalmente una proporcidte 30:43:27v/v. Interesantemente ambos estudios mencionagkosizaron al
incrementata cantidad de suelopntrario a esto, glroyecto actuaha arrojado resultados optimizados
los que el componentguelo ha sido reducido a 7,3%endola fuente de carbondilfra de cocd el

componente con mayor incremento en la optimizacion

5.2.10ptimizacion: Andlisis por pesos

Compost Suelo
-:.E 40.62 —B E 28.90 B
S 50 B LB S aies B
g £
= g
= 2031 = 1445
= =
2 A 3 A
2, 1015 X A
. T n - . 0.00 . ; n
0.00 Eliminacion Maxima Obtenida Toxicidad Humana Ecotoxicidad Persistencia
Lcotoxicidad Persistencia Eliminacion Maxima Obtenida T'oxicidad Humana
Categoria Categoria
Figura26.An 81 i si s de varianza de | as soluciones resul tlaosn

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

5.2.2Degradacion posbptimizacion

De los resultados ddegradacionpostoptimizacion existe una tendencigue se repite entre
plaguicidas y entre tratamient@osterior al dia 3a tasa deliminacionse reduce hasta hacer que la curva
permanezca@onstante en el tiempadase laFigura 27 y la Figura 28), un comportamiento similar al
obtenido preoptimizacion Esto puede representar un reto dentro del sistiefiido a que la eliminacion
de los contaminantes parete incrementar significativamenem el largo plazoNo obstanteel primer
descenso de concentidn de los plaguicidas se ve altamente marcado en los primeros 5 dias del
tratamiento reduciendo significativamente el potencid¢ contaminacion del medio en todos los
tratamientosEsta estabilizacion en las curvas de degradacdoa una posible inhicion de la actividad

metabdlica de los microorganismos encargados de degradar los plaguicidas
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[mglkg=1]

Cn

Cn: [mg/kg™'1

Cn: [mglkg ]

20 1 X

Carbendazim

29:7,3:63, 7200 - Pardmetros: yp = 7.53, a = 7.32, b = 0.326, tsg = N/D
11:7,3:81, 700, - Parametros: yp = 6.87, a = 13.93, b = 0.738, ts = 1.86 dias
29:7,3:63, Testuaie - Pardmetros: yy = 5.32, a = 9.36, b = 0.204, t5; = 7.51 dias
11:7,3: 81, Tesuao - Pardmetros: yp = 0.06, a = 17.36, b = 0.151, ty = 4.61 dias

piii W

Tiempo (d)

Epoxiconazol

29:7,3:63, Tzons - Pardmetros: yp = 16.15,a = 7.7, b = 0.329, t55 = N/D
11:7,3:81, 7z, - Pardmetros: yp = 16.5, a = 15.57, b = 0.7, t5o = N/D
29:7,3:63, Testudio - PArdmetros: yp = 15.73, a = 9.81, b = 0.4, tss = N/D
11:7,3:81, Teguaio - Parametros: yp = 15.76, a = 11.82, b = 0.347, tsp = N/D

M=t

10 A
0-+— . . . . .
0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)
Hexaconazol
29:7,3:63, 7z0ns - Parametros: yo = 12.07, a = 5.49, b = 0.501, t5p = N/D
25 = 11:7,3:81, 7z0na - Parémetros: yo = 12.29, a = 9.99, b = 0.632, tsp = N/D

29:7,3:63, Testuaio - Pardmetros: yo = 11.73, a = 6.46, b = 0.401, tso = N/D
11:7,3:81, 7estuaio - Pardmetros: yo = 11.77, a = 8.46, b = 0.356, tsp = N/D

i_._

0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)

[mg/kg™1]

Cn

Cn: [mglkg 1]

Cn: [mgrkg™11

60 -

Clorpirifos

29:7,3:63, 7z0n, - Pardmetros: yp = 5.7, a = 25.61, b = 0.053, t5o = 17.81 dias
11:7,3:81, 7z0ns - Pardmetros: yp = -53.66, a = 88.92, b = 0.015, tso = 14.58 dias
29:7,3:63, Testudio - Pardmetros: yo = 9.23, a = 24.94, b = 0.088, tso = 13.07 dias

piiiE W

11:7,3:81, 7estuaio - Pardmetros: yo = 3.16, a = 40.08, b = 0.091, ts5o = 8.55 dias

0 5 10 15 20 25

Tiempo (d)

Fluazifop-p-butil

29:7,3:63, Tz0ns - Parametros: yg = -0.1, a = 12.26, b = 0.884, t5p = 0.78 dias
11:7,3:81, 7250, - Parametros: yp = -0.56, a = 13.84, b = 0.419, ts; = 1.56 dias
29:7,3:63, Tesuuaio - Pardmetros: yp = -0.13, a = 11.04, b = 0.806, tso = 0.84 dias
11:7,3:81, Testuaio - Pardmetros: yp = -0.3, a = 11.68, b = 0.51, tsp = 1.31 dias

N

10 15 20 25
Tiempo (d)

Imidacloprid

29:7,3:63, Tzns - Parémetros: yp = 17.77, a = 7.56, b = 0.459, tso = N/D

11:7,3:81, Tzo0s - Parémetros: yp = 1877, a = 16.78, b = 0.896, tsp = N/D
29:7,3:63, Testudio - Parametros: yp = 18.39, a = 7.32, b = 0.395, tsp = N/D
11:7,3: 81, Testuaio - Pardmetros: yg = 18.15, a = 12.55, b = 0.35, tsp = N/D

piiEMN

0 5 10 15 20 25

Tiempo (d)

Figura 27. Resultados de degradacidn de plaguicidas en un tiempo de 20 dias por plaglaial
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Cn: [mg/kg™?]

[mglkg—1]

Cn

Cn: [mgrkg—1]

Metil-tiofanato Oxamil

W 29:7,3:63, 7200 - Pardmetros: yo = -0.13, a = 11.35, b = 0.704, tso = 0.97 dias 8 29:7,3:63, 7z0n, - Parémetros: yo = 4.57, @ = 20.81, b = 0.726, tso = 1.3 dias
15 1 B 11:7,3:81, 7700, - Parametros: yg = -0.39, a = 13.93, b = 0.424, tsp = 1.57 dias M 11:7,3:81, 7200, - Pardmetros: yo = 10.8, a = 24.66, b = 0.587, tso = 2.16 dias
T 29:7.3:63, Testuao - Parémetros: y = -0.21, a = 10.96, b = 0.636, tsp = 1.06 dias o I 29:7,3:63, Testudio - Parémetros: yo = 3.67, a = 25.0, b = 0.396, tso = 2.15 dias
g A 11:7,3:81, Teuaio - Pardmetros: yo = -0.46, a = 12.34, b = 0.364, tsp = 1.8 dias Ith A 11:7,3:81, Tesudio - Pardmetros: yo = 1.59, a = 18.7, b = 0.407, tso = 1.92 dias
\
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£ .
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Propiconazol Tebuconazol
@ 29:7,3:63, 7200, - Pardmetros: yo = 7.77, a = 3.67, b = 0.505, tso = N/D @ 29:7,3:63, 7200, - Pardmetros: y = 14.49, a = 5.91, b = 0.405, tso = N/D
M 11:7,3:81, 7200, - Parémetros: yo = 7.95, a = 6.55, b = 0.644, tso = N/D 30 B 11:7,3:81, 7200, - Pardmetros: yo = 14.64, a = 11.35, b = 0.585, tsg = N/D
15 4 & 29:7,3:63, Testuaio - Pardmetros: yo = 7.55, a = 4.27, b = 0.386, tso = N/D — 29:7,3:63, Testuaio - Pardmetros: y, = 14.06, a = 7.63, b = 0.358, tso = N/D
-
& A 11:7,3:81, Teseuai0 - Pardmetros: yo = 7.62, a = 5.65, b = 0.388, tso = N/D |°’ \‘ A 11:7,3:81, 7equai - Pardmetros: yp = 13.66, a = 10.29, b = 0.308, tso = N/D
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29:7,3:63, 7z00s - Parametros: yo = 13.17, a = 7.23, b = 0.068, tso = N/D
30 - 11:7,3:81, 7200, - Pardmetros: yo = 14.62, a = 12.64, b = 0.479, tso = N/D 301

29:7,3:63, 7estudio - Parémetros: yo = 13.16, a = 8.87, b = 0.106, tso = N/D
11:7,3:81, Teseugio - Pardmetros: yo = 12.66, a = 12.18, b = 0.227, tsp = N/D
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11:7,3:81, 7z0ns - Pardmetros: yy = 22.28, a = -14.32, b = 0.184, tsp = N/D
29:7,3:63, Testuaio - Pardmetros: yp = 20.2, a = -12.18, b = 0.108, tsp = N/D
11:7,3: 81, 7estudio - Parametros: yp = 23.18, a = -15.38, b = 0.176, tsp = N/D
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Figura 28. Resultados de degradacion de plaguicidas en un tiempo de 20 dias por plaglanids2



Los resultados de degradacion para las biomezclas optimmzagiaservidas mediasnas favorables en
comparacion con los obtenidos fmatimizacién Aun asi,solo se logro estimar la vida media para 5 de los
12 plaguicidas en estudia diferencia deéas biomezclaso optimizads, en este case] principal hallazgo

ha sido lavida mediadel clorpirifésque oscilaentre8,6 dias y17,8 dias(véasda Tabla 10), estandanuy

por debajo de lo reportado para la misma biomezcla en proporciéri38 lpoMasisMora et al. (2019)

y lo reportado para suetmn 386 dia$ tipica(Lewis et al., 2016)Se puede destacar que ninguna de estas

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

Tabla 10, Comparacion de vidas mediabtenidagara la biomezcla no optimizada de FC y las biomezclas optimizad:

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 1,86 461
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 1,06 157 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
Triadimefén 7,20 NC NC NC NC
Triadimenol -3,91 NC NC NC NC
DTsoglobal NC NC NC 7,83 8,99

El carbendazim indica una vida media minima de 1,86; 5 dias menos que |o reportahcaon
et al. (2022)tilizando rastrojo y suelo, y 38,2 dias por debajo de lo reportado en(@dueiiset al., 2016)
El caso particular del fluazifep-butil muestra un incremento de 1,2 dias con respecto a la biomezcla no
optimizada mientras que el metil tiofanato yoramilo no muestran un cambio significativo entre ambos
escenarios. Se estimé, 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 trabajoaevalud |
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degradacién en un plazo de 20 dias, lo cual puede justificar la baja eliminacion en la mayor parte de las
moléculas estudiadas; otros estudittanzan &uantificar resultados en periodos de tiempo mas amplios,

superiores a los 280 dif@dasisMora et &, 2019)

5.2.2.1. Andlisis de varianza

El andlisis devarianzaentre las concentraciones finales obtenpasplaguicida muestra qua
excepcion del plaguicidaxamilo, nose hallardiferenciasstadisticamente significativag@sda Figura
29). El caso del oxamilonuestra que la biomezcé 81,7% FCy 11% de composton suelo de la zona
tiene una eficiencia menoi@s otros tres tratamientaso obstantelogra reducir al 50% la concentraciéon
inicial en 216dias Una hipétesis que podria explicar estas diferersggdanteael suelo déa zonapuede
tenermenor capacidad de retencigrestructura con respectosalelo de estudjees deciral tratarse del
sistemaconla menomproporcion de compospfincipalresponsable de la retencidén y sopottepiomezcla
podria tener deficiencias de retencion de humeafadtandoconsiderablementel rendimiento de
degradacion del oxamiloAunque elhexaconazole, imidacloprid, epoxiconazole y propiconazole no
muestran estas diferencias estadisticamente significativas, iaipa que este mismo tratamiento tiene
el menor rendimiento de eliminacién comparado cornotoss tres biomezclagsta hipoésis debe ser

probada en otros estudibajo condiciones similareglas establecidas
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Figura 29. Anélisis de varianza para la degradacién maxima alcanzada en un tiempo de 20 dias (maximo de estud

cadap | agui ci da. P r u e hos reslleado$ qué reo gompalten sina tismadetra (A,B o C) son

significativamente diferentes

Tomando la concentracién finmlomediode los plaguicidas e@oun contaminanténico, es decir,
promediandola concentradin total final de los plaguicidase determind queentre tratamientos
optimizados, no existen diferencisignificativas(véase laigura 30) obteniendo concentracionggales
por debajo dd.7 ppm representando una disminucion de hastppfis con respecto a la concentracion

inicial para un tiempo de exposicién de 20 dias.
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comparten una misma let(&,B o C) son significativamente diferentes
5.3. Fase 3
5.3.1Estimacién de los parametros de disefio
Para el disefio del sistema de biopurificacioesteno la curva de degradacién acumulada de los

contaminantessimatoria de la concentracion de losntaminantes por dig)ara cada uno de los

tratamientoséasda Figura 31):

1 Tratamiento 1: 81,7:11:7,3%on suelo de la zona
I Tratamiento 2: 81,7:11:7,%on suelo de estudio
I Tratamiento 3: 63,7:297,3con suelo de la zona

1 Tratamiento 4: 63,7:29:7,%on 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 vatte DTso = 7,83 d y el casd1,7:11:7,3 (con el suelo de estudio, que es el
suelo con el que se realizé todo el estudio previo del proyecto) un valosgte I d Estos resultados
son de alta importancia para el calculo dimensional del sistemadedick se trata del parametro principal

sobre el que se basa el modelo de disefio.
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29:7,3:63, Tzon, - PArémetros: yy = 128.9, 3 = 91.21, b = 0.446, 5y = N/D
11:7,3:81, Tz0ns - Parémetros: yo = 137.96, a = 143.66, b = 0.501, tsg = 7.83 dias
29:7,3:63, Testudo - Pardmetros: yo = 124.49, a = 107.02, b = 0.359, tsg = N/D
11:7,3:81, Teuuao - Parmetros: yo = 115.13, a = 137.26, b = 0.28, ks = 8.99 dias
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Figura 31 Concentracioneglobales curva de eliminacion en un periodo de 20 dias.

5.3.2Estimacion de las condiciones de disefio
El modelodimensional obedece ciertas condiciones de disefio que deben ser estimadas inicialmente
coma caudal de entrada, que depende del manejo de control de plagas que se le dé a cagméintza)

volumétrica del equipo de aplicacién, volumen recomendado en el lavado delyeqgaipimlad de equigo

a utilizar por finca.

De acuerdo coel Ministerio de Trabajo y Seguridad Social (20@8) elfiReglamento de Salud
Ocupacional en el Manejo y Uso de Agroquimicos e | vol umen de agua requer.i
equipo no debe exceder28% de su capacidaBl VI Censo Nacional Agropecuaréetecté26527fincas
cafetaleras en un total 84133,1ha (INEC, 2015)obteniendo urarea promedio de ‘@ por finca.Bajo
esta estimacion, se determina, por consulta a distintos productores cafetadgpasa una fina de 3 ha,
se requieren aproximadamente 2 equipos de aplicdei@ L cada undeste pardmetro varia segun la
capacidad adquisitiva del productoBe determina asi que volumenfinal del triple lavado bajo estas
condiciones no debera superar$6s25L (laTabla 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 Aplicacién 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 rﬁ)

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 plagasrqakce, 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 sistemy el disefio posterior

Ahora, bajo esta variabilidad, tomando en cuentasqtrata de un sistema bioldgigoque, a pesar
de que las aplicaciones son distantes en el tieogota aplicacion con sus respectivos lavados generard un
volumen residual que debe siescartado el mismo dia en el sistema, por tanto, se deciditeiordamen

calculado de Idabla 11 para un periodo de 1 dia, teniendo un caudal de entrada de disk64 d¥ d.

De acuerdo con los resultadds degradacion acumuladaldd-igura 31, se catul6 lasdimensiones
del sistemgvéase larabla 12) para los dos escenarios en los que se alcar2dsla ambos escenarios
contienen la misma proporcion de sus componentes, diferencidndose entre si Unicamente por el origen del

in6culo (suelo)

1. Suelodelazond1,7:11:7,3 DTsc=8d

2. Suelo de estudi®1,7:11:7,3 DT5=9d
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Tabla 12. Resultados de los célculos dimensionales de la bioean2escenarios

Dimensiones calculadas Escenario 1 Escenario 2 - Disefiado
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 nf 0,59 nf 1,00 nf
Volumen de la biocama (V) 0,54 i 0,47 i 0,80 nt

Los calculos del disefio muestrgne,para una altura d@,80 m el sistema debe cumplir con un

area superficigbromedio deal menosax b = 0,64 nf.

Para elprototipo se propusieron2 alternativadniciales 1) biocamacavada en el suela una
profundidadh (Figura 32 - a), impermeabilizadacon geomembrana para evitar percolacion hakia e
subsueloy 2) biocama construida emoncreto (Figura 32 - b), sobre la superficie del suelo

impermeabilizadaon membranaa una altur§& Ambosprototiposde un area superficialx b.

Membrana Impermeable
Arvense
Biomezcla
Biomezcla /

Contenedor de concreto 1 |
-Arvense | |
Membrana \mpermeabls\ / 1 h
‘ bia N e i .A ______ 3 J
L A
\ . . h a >l \
4 .
x;_,_ ) | 4
a
a) Under- Soil b) Above- soil

Figura 32. Prototipos preliminares para sistema bierremediacidrde plaguicidas.

En laTabla 13se comparan ambos sistemas grdesta una serie de ventajas y desventajas propias

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

Sistema Ventajas Desventajas
1 Se puede dimensionar el sistema (] Riesgo de ruptura de geomembran

precision. liberacion de contaminantesal
No incluye concreto, por lo que Ic subsuelo
costos son menores. 1 Los costos por materie
Queda a la altura del suelo. impermeabilizante podrian encaret
Permite vaciar el contaminante sol el proyecto

Under- soill
la superficie sin necesidad (Y Sistema expuesto a inundacign
levantar el contenedor del liquido. escorrentiasi no se disefia drena
Sistema puede seellado una vez  perimetral
completada su vida atil i Sistema debe seercado para evita

caida de animales y persanal
1 Menorvida util

Se puede dimensionar el sistema (f Requiere mayor inversibn €
precision. concreto, blogues, cemento
Riesgo de filtracién por ruptura c refuerzos de construccion.
paredes se reduce al estar protec{ Sistema debe ser cercado para ev
por concreto. caida de animales y personal.

Above- Soil Mayor vida til ! Una vez alcanzada la vida util de

No hay riesgo de inundacion

contaminacién por escorrentia.

biomezcla, el material debe s
manipulado para su posteri
proceso  Esto conlleva e
contaminacién cruzada y may

mano de obra por mantenimiento.

57



5.3.3Disefio final de la biocama
De los dos escenaridimensionalesbtenidos en [abla 12y los dos prototipos de Rigura 32se
decidié redisefar aistema bajoina propuesta mas econémica, maximizando las ventajas y reduciendo las
desventajas enlistadas de forma que se pudiese construir la biocama con materialesnayoria,
reutilizadosde bajo costg larga vida util. LaFigura 33 muestra el disefio tridimensional final, el cual, se

compone de 3 subsistemas:

1. Sistema de homogeneizacién

Conformado porun tanque (estafidreutilizadode 200 L) que descansa @an nivel de
referenciade 0.5 msobre la superficie da biomezclaeste drenal contaminante en fase acuosa
a travé=el subsistema de distribucion hidraulingpulsadopor el diferencial deenegia potencial
(fuerza de gravedad). La princidahcionde este subsistema de homogenizaciéopesar como
reservorio donde seepositerlos contaminantes y se homogeneice la meactas de entrar al
sistema de biorremediacion, de tal forma que la carga (concentracion) de contaminantes se
mantenga lo mas unifime en el caudal de entrada a la biocama.

En el disefio de |&igura 33, este estafion se encuentra reposando sobre una estructura
metdlica que asegura el diferencial de altura necesario para que dlididolico ocurra, sin
embargo, en topografias que permiemtablecer esta diferencia de altura mediante una grada o
talud, se puede sustituir la estructdeaforma que no es necesaria para la construccion final del
sistema.

2. Sistema de distribucion hidraulica:

Este es el sistema que conegttanque de homogeraaiion con la biomezcla. Distribuye
los contaminantes medianiaa tuberia hidraulicen paralelo sobre toda la superficie. Las salidas
estan controladas por llaves manuales que pueden ser reguladas para garantizadelarastvaidd

disefiado Estas valulas,que cumplen el rol de emisores, estan distribuidas espacialmente en un
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arreglo rectangular d&25x 0,25 m para un total de 16 unidadesearision Ademas, posee una
llave madre que permite cerrar el flujo para darle mantenimientbiaciama.
3. Sistema de biorremediacion:

Compuesto por una tanquetutilizada delx1x1l m, abierta ersu extremo superior y
rellena de la biomezcla a una alturalde 0,80 m con un area superficial d& = 1 n¥. Este
subsistema es regado por los 16 emisquesgarantizan el caudal de entrada de disefio. Ademas,
en su extremo superior esta cubierto por algin arvense de la zoeaifzargrdida de agua por
evaporacion (Radiaciésola)) y operar como indicador Heontenido de humedad del sustrato.
Finalmente, la tanqueta cuertan unavalvula de PVC el nivel mas bajo que permite drenar el

agua en caso de ser necesario en actividades de mantenimiento.

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

nombre dimensionescantidadmaterialy comentariogen laTabla 14y Tabla 15del anexo B.
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Figura 33. Disefio final del sistema de biopurificaci®PS)para eliminaci
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CONCLUSIONES
Se alcanz6 hasta un 17,65 £+ 6,20% de mineralizaciébn en la molécudagdeicida clorpirifés

utilizando la biomezcla con fibra de coco no optimizada.

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

ensayos realizados en comparacion con cascarilla de araszarillade café.

Plaguicidas de alta toxicidad como el Oxamilo, Fluazgdiutil 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 toxicidadaphnia magna

Los resultados muestran que existe una correlacion directae(iné Pearson = 0,95) entre el

porcentaje de CLP mineralizado yB&so para todas las biomezclas.

Los resultados de la biomeza@atimizadaalcanza rendimients de eliminaciénde hastaun 42,5%
para el dia 5 y de un 50% paradéh 8con la biomezclé81,7:11:7,3inoculada con suelo de la zona

(Palmares).

La implementacién de lechos biolégidosiciona como una alternativa de bajo costo y viable para el
tratamiento efectivo de aguas contaminadastpple lavado de envases y equipts aplicacion de
plaguicidas gricolas Se concibe, ademas, como una herramienta apligaddefacil accesa cualquier

productor de café del territorio nacional

Es posibledisefar un sistema de biopurificacion de tipo biocama a partir aerésultadosde
degralacién de plaguicidas de una biomezplediante el modelo de decaimiento exponendal3

parametros.
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RECOMENDACIONES
Es necesario realizar estudios del sistpomestoen operaciofa escalppara validar los resultados de

degradaciémbtenidos en labatorio.

Estudios siguientes de rendimiento de degradaciénespreridogara estimar el periodo déda util

del sistema.

El estudio no determina si existe reduccién del efecto contaminante de los plaguidalasatriz por
efectos déaja biodisponibilidad debidoaaisorciérde moléculas contaminantestre las arcillapresentes
en el suelo, ni se cuantificé la produccib® losmetabolitos secundarios y su concentracion. Siguientes

estudios deben realizarse para cuantificar este efecto en la biomezcla.

Por la naturaleza del proyecto, no se cuantificd efectos de la acidez, contenido de humedad, radiacion
y otros factoresabre la eficiencia del sistema. Estudios posteriores se pueden realizar parasesaluar

efectos sobre los resultados y optimizar nuevamente la bionvendi@lerando estos parametros

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

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

Ladensidad aparente de los componentes puede variar considerablemente segun el origen de la materia
prima, se recomiendatmar este parametro para calcldamasa de cada sustrato dentro de la biomezcla

siguierdolas proporciones de disefio utilizadas.

Se debe asegurama 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 sustratonserve un contenido de humedadcano a&apacidad de campo para asegurar

gue el desarrollo de lasicroorganismos sea éptimo.
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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 cdal diario de, al menos, 6 L de agua al dia, ® 36 L de agua por semana en época
seca (para los dias en los que no esté ingresando contaminante al-siEs@a#mina de agua permite

satisfacer parte de lo perdido por evapotranspiracion a la atmoésfe

Dentro del sistema de biopurificacién disefiaaloverterla solucién de agua contaminada dentb d
subsistema de homogeneizaci®erecomienda utilizama membrana o barrera que opere como filtro para

evitar el ingreso de sélidosparticulas que puedan obstruir el subsistema de distribucion hidraulica.

El CICA ha realizadalurante los ultimos afios acciones de divulgacién sobre lechos bioldgicos a
productores nacionaleg ha implementado sistemas similasrsregiones productivasmo Cartago. En
adicién, simportante continuay ampliar los planes deducacion a los productores locales para mostrar y
concientizar acerca de la importancia de las biocamas para el control de contaminacioén por plaguicidas de

uso agricola.

Estetipo de sistemas deh ser incluidos en la estructura de ensefianza de Buenas Practicas Agricolas
de instituciones gubernamentales como el Ministerio de Agricultura y GanaderigfhldaGseguimiento
con el objetivo de implementar una red de sistemasagtejo de contaminantes agroquimicos y disminuir,

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

Para sistemas extensivos de produccion de caféfincas mayores a las 3 ha (area utilizada para el
disefio del sistema3e puede estimar tlocacién de biocamas en serie para maximizar la degradacion de
contaminantes y minimizar el riesgo por contaminacion de agroquindisbsiismo, para zonas donde
existen multiples fincas con &reas menores a las 3 ha, se recomienda utilizar unacdenelldisca

colectoraderesiduos que cumpl a como centro de acopio para
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Se recomienda la colocacién de este tipo de sistemas en la zoranigellacion y preparacion de
mezclas de formulados para hacer un manejo responsable de las aguasgesbugde lavado y reducir

el riesgo de derrames por transportest®s 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. Mineralizacion. 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. Cadigo 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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9.4. Cddigo fuente para procesamiento de datos. Ecotoxicolbgieti{ca sativi Python 3.9
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