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Resumen

En este trabajo, se investigd la fotoinactivacion del Metamidofo, un pesticida
organofosforado que es comun contaminante en el ambiente, que ademas tiene
propiedades toxicas, mutagénicas y genotdxicas. La fotoinactivacion se estudid en
diferentes condiciones de irradiacién, como tratamiento con irradiacion UV artificial,
irradiacion UV solar, ademas en ambos casos se afiadié TiO2 como catalizador,
inmovilizado en un soporte ecoldgico como son las perlas de arcilla. Para verificar su
fotoinactivacion se usaron métodos de mutagenicidad (Test de Ames) y genotoxicidad
(Test de Allium). Los efectos mutagénicos y genotdxicos se determinaron mediante las
aberraciones cromosomales (AC) y el indice mitético (MI). Para la prueba de Ames, se

utilizaron las cepas TA98 y TA100.

Después de los tratamientos de irradiacion, el metamidofo no presentd actividad
mutagénica con la cepa TA100, pero se determino que era mutagénico con la cepa TA98
en los tratamientos con irradiacion UV artificial y solar durante las cuatro horas de
irradiacion, ademés en todos los tratamientos de fotoinactivacion del metamidofo, se
presentd un incremento de concentracion en la primera y segunda hora de irradiacion. La
degradacion del metamidofo por irradiacion UV artificial dio lugar a un aumento de
concentracion en la segunda hora, también aumento la genotoxicidad y las aberraciones
cromosomales, de igual manera sucedid en los demas tratamientos de irradiacion UV
artificial con perlas de arcilla y TiO, irradiacion UV solar e irradiacion UV solar con
perlas de arcillay TiO2 pero el aumento de concentracion, aberraciones cromosémicas y
mutagenicidad se dio en la primera hora de irradiacion, probablemente debido a la

formacion de sub-productos de transformacién téxico. El potencial de genotoxicidad y



mutagenicidad disminuyd gradualmente con el tiempo en los tratamientos de irradiacion
UV artificial y solar, acompafados de las perlas de arcilla y TiO2, posiblemente debido a
la fotoinactivacion del Metamidofo. Este estudio proporciona informacion sobre la
fotoinactivacion del compuesto original y los cambios en la mutagenicidad y
genotoxicidad debidos a los productos de transformacion después de cuatro horas de
irradiacion.
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Pesticida, TiO2, Fotoinactivacion, Metamidofo.



Abstract

In this work, the photoinactivation of Metamidophos, an organophosphate pesticide that
Is a common pollutant in the environment, which also has toxic, mutagenic and genotoxic
properties, was investigated. The photoinactivation was studied under different irradiation
conditions, such as treatment with artificial UV irradiation, solar UV irradiation, and in
both cases TiO2 was added as a catalyst, immobilized on an ecological support such as
clay beads. To verify their photoinactivation, mutagenicity (Ames test) and genotoxicity
(Allium test) methods were used. Mutagenic and genotoxic effects were determined by
chromosomal aberrations (CA) and mitotic index (MI). For the Ames test, strains TA98

and TA100 were used.

After irradiation treatments, metamidophos did not present mutagenic activity with strain
TA100, but it was determined to be mutagenic with strain TA98 in the treatments with
artificial UV and solar irradiation during the four hours of irradiation, in addition, in all
the photoinactivation treatments of metamidophos, an increase in concentration was
presented in the first and second hour of irradiation. The degradation of metamidophos
by artificial UV irradiation resulted in an increase in concentration in the second hour,
also increased genotoxicity and chromosomal aberrations, as well as in the other artificial
UV irradiation treatments with clay beads and TiO2, solar UV irradiation and solar UV
irradiation with clay beads and TiO2 but the increase in concentration, chromosomal
aberrations and mutagenicity occurred in the first hour of irradiation, probably due to the
formation of toxic transformation by-products. The potential for genotoxicity and
mutagenicity gradually decreased with time in the artificial and solar UV irradiation

treatments accompanied by the clay beads and TiO2, possibly due to the photoinactivation



of Metamidophos. This study provides information on the photoinactivation of the parent
compound and the changes in mutagenicity and genotoxicity due to the transformation

products after four hours of irradiation.
Key words

Pesticide, TiO2, Photoinactivation, Metamidophos.






1. INTRODUCCION

El aumento en la poblacion y el incremento de la demanda de alimentos ejerce una gran
presion para el desarrollo de la produccion agricola, por tanto, favorece el uso excesivo
de pesticidas. En consecuencia, los pesticidas son ahora el segundo mayor contaminante
del agua potable y uno de los principales culpables de la toxicidad humana y animal (Sraw
et al., 2018). El pesticida Metamidofo es muy utilizado en Bolivia, puesto que es eficaz
contra una gran variedad de insectos, sin embargo, esta clasificado segin la OMS y la
EPA, como un producto quimico de clase I, considerado como un compuesto altamente

toxico (Amalraj & Pius, 2015).

Los pesticidas organofosforados son altamente toxicos para la salud humana por ser un
potente inhibidor de acetil colinesterasa, el pesticida Metamidofo usado en Bolivia causa
contaminacion ambiental en agua y alimentos, el metamidofo segun un estudio de Barron
Cuenca et al., (2020) en Bolivia, los agricultores llegan a tener problemas de salud como
dolores de cabeza, dificultades de respiracion, problema digestivo y ademas se report6
contrariedades en el embarazo, abortos espontaneos y también estrés oxidativo, dafio

genotoxico y mutageénico.

Debido a dafios en la salud por posible bio-acumulacion en organismos acuéticos y
humanos es de vital importancia usar nuevas tecnologias, como la fotocatalisis con
dioxido de titanio (TiO2) para remediar dicha contaminacion. La fotoinactivacion
utilizando didxido de titanio se ha establecido como un medio eficiente y razonable para
la eliminacién de una gran variedad de contaminantes del agua (Duranoglu, 2016). La

caracteristica mas Ilamativa de este proceso es la generacion de fuertes radicales



oxidantes, debido a su baja brecha de banda y su gran superficie especifica, ademas de su
comportamiento estable e inerte, su naturaleza no toxica y su larga vida Gtil que resulta en

la destruccion del sustrato quimico (Han et al., 2009).

Entre los sistemas procarioticos, el Test de Ames es uno de los més usados para evaluar
el posible potencial mutagenico de sustancias quimicas toxicas, (Mortelmans & Zeiger,
2000). Las plantas, al ser receptoras directas de los pesticidas se convierten en un material
importante para la prueba genotodxica, por ello el uso del Test de Allium ha sido
considerado como el mejor sistema de ensayo para indicar la presencia de sustancias
quimicas debido a una dinamica sensible del crecimiento de las raices, una fase mitética

claray nimero de cromosomas estable (Ranjan & Mandal, 2019).

2. ANTECEDENTES

Las principales fuentes de contaminacion por pesticidas en aguas superficiales y
subterraneas, son los flujos de retorno de los campos agricolas y la lixiviacion (Affam &
Chaudhuri, 2013). Las concentraciones de los pesticida organofosforados en el medio
ambiente se debe a que no existe la degradacion e inactivacion completa en el ambiente
como ocurre en China, India, Francia, Estados Unidos, Brasil y Bolivia (Dhananjayan et
al., 2020; Olisah & Adams, 2020; Skovgaard et al., 2017; Xu et al., 2019). Otro problema
es la alta solubilidad en agua del pesticida Metamidofo (2000 g/L a 25 °C), por lo que los
residuos y el destino de este pesticida en el medio ambiente es de importancia para la salud

humana y ambiental (Yen et al., 2000).

Un estudio con el pesticida clorpirifo demuestra que la concentracion entre 1 'y 10 ppm

deprime el crecimiento del alga azul-verde Anabaena sp. y reduce los protozoos ciliados



en comunidad microbiana natural (Nusbaumer et al., 2021), Ademas la salud humana
puede verse amenazada por una mezcla de pesticidas en el agua a una concentracion de

<50 ppm (Mattice et al., 2010).

Segun un estudio realizado en Taiwan el contenido de metamidofos mayor a 0,5 ppm en
verduras y cereales llega a ser toxico y su residuo permitido en agua es menor de 0,1 ppm
para que no cause ningin sintoma de toxicidad (Wu et al., 2001). Otro estudio con
Metamidofo realizado en mariscos (Litopenaeus vannamei) para evaluar la actividad del
acetil colinesterasa mostr6 que las concentraciones de 0.83, 1.18 y 1 ppm, inhibe la
actividad de la enzima mostrando dificultad en la locomocion del marisco (Garcia et al.,
2006). El equipo de investigacion de Zhang et al., (2020) realiz6 un estudio con el pez
cebra y demostré la citotoxicidad y la mutagenicidad por la expresion alta del gen recA,

ambas con el Metamidofo.

La acumulacion de residuos de pesticidas en el ambiente y organismos es alarmante pues
segun (Ernst et al., 2018) en los rios grandes de Sudamérica como San Javier, Rio
Uruguay, Rio Negro, Mercedes, San Gregorio y Nuevo Berlin, se encontr6 que existe por
lo menos 30 diferentes tipos de pesticidas bioacumulados en los peces, estas
concentraciones van de 1 a 194 ppm. En Bolivia estudios relacionados a residuos de
pesticidas en rios, lagunas y acueductos, muestran restos de pesticidas en el Rio Pirai
aparentemente existe una concentracion de 0,2 ppm (Santa Cruz), en el Rio Rocha se
encontrd cerca de 30 pesticidas con una concentracion de 0,12 ppm aproximadamente
(Cochabamba), en el Lago Titicaca, una concentracién de 10,287 ppm (La Paz) (Bascopé

2019; Quispe et al., 2019; D’ Abzac et al., 2020).



Dado la posible mutagenicidad y genotoxicidad, las herramientas para degradar e inactivar
el Metamidofo son variadas desde un enfoque microbioldgico con bacterias del suelo
donde se realiza el fumigado, estas bacterias llegan a tener enzimas degradadoras
generalmente para pesticidas organofosforados (Jiang et al., 2019; Tang et al., 2017) pero
el inconveniente surge por los costos que lleva desde el aislamiento y el medio de cultivo
de uso, por tanto otra alternativa es el proceso fotoquimico, en el cual se usa la irradiacion
UV artificial o solar ante el pesticida (Luna et al., 2020). También se puede adicionar
compuestos fotocataliticos como el TiO2 o ZnO2 que son los catalizadores mas usados
(Abdennouri et al., 2016; Soltani-nezhad et al., 2019). Asimismo existen diferentes
superficies para contener estos catalizadores, puesto que al ser compuestos quimicos en
polvo se hace dificil la separacion del medio acuoso, entre las superficies estan el vidrio,
el aluminio, en las cuales la impregnacién del catalizador es costosa en cuanto al método
sol-gel (Adamek et al., 2019; Malakootian et al., 2019). Un método novedoso es el uso de
arcilla para la impregnacion de TiO2, pues es un material que no contamina el medio
ambiente y es de bajo costo, ademas el método de impregnacién solo es solo calor (Kaur
et al., 2018; Sraw et al., 2018). El TiO2 en arcilla se ha utilizado en algunas
investigaciones y, por ejemplo, se ha observado que los monocrotofos se eliminan en un
73,75% (Sraw et al., 2018) el acido 2,4-diclorofenoxiacético (pesticida) se elimina en un

92% (Balakrishnan et al., 2020).

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los pesticidas quimicos son sustancias que sirven para la proteccion de cultivos de

diferentes tipos de plagas.



En Bolivia el uso de pesticidas estd en aumento, segin datos presentados por la ONG
Probioma (Productividad Bidsfera y Medio Ambiente) se evidencia que entre 1999 y
2017, la importacion legal de agroquimicos se incrementd de 25 millones a 152 millones
de kilos anuales. Adicionalmente, el equivalente del 30% de la cantidad entra por

contrabando (Chuquimia, 2018).

La contaminacién en suelo, rios, lagos y alimentos, también va en aumento, porque
muchos de los pesticidas tardan en degradarse en su totalidad. La alimentacion y el
consumo de agua contaminada es una fuente importante de exposicion humana a los
pesticidas, en este contexto, los pesticidas quimicos son un producto de especial interés,
debido a que se aplican intencionalmente en los cultivos agricolas y por lixiviacion y

[luvias llegan a las cuencas de los rios, lagos y acuiferos.

Los pesticidas tienen por disefio, propiedades tdxicas, y existe la preocupacién de efectos
cronicos en la salud, derivados de la exposicion a bajos niveles de pesticidas en alimentos

y agua (Fantke& Jolliet, 2016).

La clase de pesticidas més usada en Bolivia es la de los organofosforados, sub-clase
metamidofos, que derivan del acido fosforico, este inhibe la accion de la
acetilcolinesterasa, produciendo la acumulacién de la acetilcolina, en consecuencia, existe
alteraciones en el sistema nervioso central. Los organofosforados ingresan al organismo a
través de diferentes vias como la respiratoria, digestiva y a través de la piel, debido a que

son altamente liposolubles y rapidamente absorbidos (Ramirez, 2019).

Estudios realizados en Bolivia demuestran que existe un uso comun del pesticida

Metamidofo en varios tipos de cultivos, como tomate, maiz, apio, frutas y hoja de coca.



Ademas, que la eliminacion del desecho de pesticida se lleva a cabo en los rios, que luego
son fuentes de agua no solo para el riego, sino también para el consumo diario (Cuenca et
al., 2019). Por otra parte, varias de las trazas de pesticidas encontradas en lechuga, tomate,
cebolla y papa sobrepasan los limites de ingesta aceptable de pesticidas en alimentos

segun el Codex alimentario (Skovgaard et al., 2017).

Los dafios genéticos que provocan los pesticidas son varios desde la formacion de aductos
en el DNA, insercion, delecién, translocacion y aberraciones cromosémicas, también
existe la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian el ADN, causan
peroxidacion lipidica y disfuncion mitocondrial (Sabarwal et al., 2018). Se ha relacionado
el estrés oxidativo con polimorfismo de enzimas que estan relacionadas especificamente
con la desintoxicacion de pesticidas como la paraoxonasa (PON1) y otras enzimas
implicadas como la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (Ramirez et
al., 2015), por lo cual estas sustancias tienen un gran potencial cancerigeno, mutagénico,
ademas de implicaciones con otras enfermedades del sistema nervioso (Espinoza &

Bustos, 2015).

Debido a los riesgos en la salud que implica las trazas de pesticidas tanto en alimentos
como en el agua es de importancia considerar protocolos de remediacion para la
degradacion de estas sustancias, un método eficaz es la fotoinactivacidn quimica que con
ayuda de catalizadores como el 6xido de titanio (TiO2) y la absorcion de radiacion UV,
aceleran la reaccion de fotoinactivacién, generando el hidroxilo que mineraliza los
compuestos organicos como los pesticidas (M’Bra et al., 2019) estos compuestos pueden
llegar a inactivar las propiedades mutagénicas y genotdxicas que tiene el pesticida

Metamidofo.



3. JUSTIFICACION

La contaminacién de pesticidas en diferentes superficies como alimentos, agua, tierra, es
lamentable en nuestro &mbito, porque generalmente muchos pesticidas tienen estructuras

quimicas muy estables y tardan afios en degradarse por completo.

Debido a la mala manipulacién de los pesticidas, como fumigar con altas concentraciones,
las mezclas de pesticidas y falta de uso del equipo de bioseguridad para el agricultor, se
incrementa el riesgo porque, aunque pase mucho tiempo desde la ultima aplicacion, el
pesticida seguird presente en el alimento y agua por la bio-acumulacién. Por otra parte,
las trazas de pesticidas que se encuentran en los alimentos y agua pueden llegar a ser

potencialmente mutagénicos para el consumidor.

En Bolivia el uso indiscriminado de pesticidas es preocupante, si bien los paises
desarrollados cuentan con sistemas para registrar las concentraciones de plaguicidas en
los alimentos y agua, esto no siempre sucede en paises en vias de desarrollo. Lo cual
compromete también a la salud de los consumidores de productos agricolas porque en
general los pesticidas utilizados inhiben de manera aguda la actividad enzimatica de la
acetilcolinesterasa, induciendo la neurotoxicidad y la muerte celular (Terry, 2012) y
posiblemente la neurodegeneracion crénica de bajo nivel a largo plazo, ademas se observo
que los pesticidas influyen en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Lukaszewicz-

Hussain, 2010; Paul et al., 2016).

Entonces se debe realizar la eliminacién adecuada de restos de pesticidas, un método

eficiente para la degradacion del pesticida en agua es la fotoinactivacion quimica, que usa



la luz UV o solar con diferentes tipos de catalizadores para acelerar la reaccion de

degradacion del pesticida (Akbari & Shokri, 2017).

A través de este trabajo se evalud la fotoinactivacion del pesticida Metamidofo con la
irradiacion UV artificial y solar con el uso del catalizador didxido de titanio en un soporte
de arcilla para evitar la contaminacién del medio acuoso, consiguientemente se evalud la
mutagenicidad y genotoxicidad antes y después de la fotoinactivacion, mediante el test de

Ames y Test de Allium, respectivamente.

4. OBJETIVOS

a. Objetivo general
Evaluar la fotoinactivacion del pesticida Metamidofo producida por la irradiacion UV

artificial y solar, mediante la determinacion de la mutagenicidad y genotoxicidad.

b. Objetivos especificos

e Determinar la capacidad de mutagenicidad y genotoxicidad del pesticida
Metamidofo mediante Test de Ames y Test de Allium.

e Inactivar la capacidad de mutagenicidad y genotoxicidad del pesticida
Metamidofo con la exposicion a luz UV artificial y solar con y sin el coadyuvante
desactivador.

o Verificar la pérdida de la capacidad mutagénica y genotoxica del pesticida después

del tratamiento.



5. DISENO TEORICO
5.1. MARCO REFERENCIAL
La Organizacion de las Naciones Unidas para la agricultura y la alimentacién (FAO)
define un pesticida como cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedades humanas o
animales, especies no deseadas de plantas y animales que causan dafio a los cultivos

(FAO/OMS, 2020).

Seguln datos del SENASAG, la importacion de pesticidas en Bolivia va en aumento, se
encontro que durante 2017 se decomisaron 35 toneladas de agroquimicos que no cumplian
con la normativa sanitaria, muchos estaban vencidos, falsificados o sin registro sanitario

(Chuqguimia,2018).

Se estima que cada persona consume 1,5 mg/dia de pesticidas en los alimentos debido a la
bio-acumulacién segn un estudio realizado en China y Francia (Hayatsu & Taylor &
Francis., 2018) y en el agua, los parametros de concentracion de pesticidas se encuentran
fuera de lo normal a nivel internacional y mas aun en paises en desarrollo. La contaminacion
ambiental y alimentaria por la presencia de residuos de pesticidas producen efectos
negativos en la salud humana, como la aparicién de diversos tipos de cancer, leucemias
(Jors, 2018), diabetes, dafio fetal y problemas neuroldgicos. (Grewal et al., 2017). Dos
estudios llevados a cabo en Bolivia concluyen que existe una alta correlacién entre la
diabetes y la exposicion a los pesticidas (Hansen et al., 2014) y con una alta exposicion a
tebuconazol, 2,4-D o ciflutrina que son pesticidas, se observa dafio genotoxico con roturas

de la cadena de ADN (Barrén Cuenca et al., 2019).



En Bolivia no existe una forma adecuada de la eliminacion de pesticidas, por ello se puede
encontrar restos en el agua y alimentos. La dindmica de pesticidas en el ambiente tiene un
proceso de adsorcion por el suelo, entonces existe una interaccion entre estos compuestos
y las particulas del suelo. Este proceso tiene lugar en fase liquida, debido a que el pesticida
es transportado disuelto en el agua hasta la superficie de las particulas del suelo, las cuales
se encuentran a su vez recubiertas por una pelicula de agua (Nicolopoulou et al., 2016).
Luego la lixiviacion provoca un movimiento vertical de los pesticidas a través del suelo
originado por el agua de lluvia o del riego de los cultivos. EI proceso de lixiviacion es el
principal responsable de la contaminacion de las aguas subterraneas. Este proceso esta
asociado a dos fenémenos: Flujo preferencial, que permite el movimiento rapido de las
moléculas de pesticidas en el agua a través de los macro-poros del suelo (favorece el
movimiento vertical de los pesticidas en el suelo) y flujo matricial que permite el
movimiento lento de moléculas de pesticidas en el agua a través de los micro-poros del
suelo y por tanto mayor tiempo de contacto con las particulas del mismo, facilitando la

difusion en el medio ((Alvarez Martin, 2016)

Se demostrd que existe trazas de pesticidas en los rios como se muestra en un estudio
realizado en Cochabamba donde se encontré 30 tipos diferentes de pesticidas en los
acueductos que conectan al Rio Rocha, (D’Abzac etal., 2020) esta agua de rio
contaminada luego es consumida por los pobladores aledafios al rio o0 también usada para
regar cultivos, sin embargo los tratamientos para la eliminacion de los pesticidas no esta

en uso en ningun lugar en Bolivia.
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Existen muchos estudios que apuntan gue la mejor forma de eliminacion de pesticidas es
la fotoinactivacion quimica con luz solar o luz UV, pero también esta se puede combinar

con algun tipo de catalizador para acelerar la reaccion y acortar el tiempo de irradiacion.

Un catalizador potente es el éxido de titanio, por su produccion de radical hidroxilo, que
es capaz de oxidar y mineralizar casi cualquier molécula organica, produciendo CO2, H.O
e iones inorganicos. Ademas, solo se necesita la irradiacion solar o UV como fuente de
energia que proporcione los fotones necesarios para la excitacion de la molécula. (Cruz et

al., 2017).

La fotoinactivacién quimica es una tecnologia de oxidacion avanzada prometedora para
aliviar los problemas de contaminacién no solo producida por pesticidas, sino también por
microorganismos y otro tipo de materia organica que se encuentra en el agua y los

alimentos.
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5.2.MARCO TEORICO

5.2.1. Pesticidas
“Los pesticidas son compuestos 0 mezcla de compuestos que se aplican sobre un terreno
agricola para destruir, mantener alejados, prevenir o limitar la accion de hongos,
insectos, hierbas, plantas, animales o microorganismos que puedan afectar al desarrollo,

rendimiento y conservacion de los productos cultivados” (Bouaid, 2006).

5.2.2. Organofosforados

Los compuestos organofosforados (OP) son moléculas altamente toxicas utilizadas
principalmente como pesticidas. Los compuestos OP (organofosforados) también
incluyen gases nerviosos, utilizados en el pasado como agentes de guerra quimica. Un uso
intensivo y generalizado de pesticidas desde el siglo XX ha dado lugar a la aparicién de
un problema global, relacionado con el medio ambiente y la salud humana.(Manco et al.,

2018)

Los compuestos organofosforados son ésteres del &cido fosférico con varias
combinaciones de oxigeno, carbono, azufre y nitrogeno. El a&tomo central del fosforo esta
conectado a un 4tomo de azufre por un doble enlace y a los grupos de alcoxi 0 amino por
enlaces de éster y otro grupo quimico como haldgeno, alifatico y aromatico. Los
insecticidas (OP) son muy toxicos y liposolubles, su formula general deriva del &cido

fosforico, como se aprecia en la Figura 1 (Chesson, 2013).

12



Figura 1. Estructura quimica de los Organofosforados.

En nuestro medio los pesticidas organofosforados son muy usados en la agricultura sobre

todo el Metamidofo, este pesticida organofosforado tiene una categoria toxicologica I,

(Tabla 1), debido a que causa dafio neuroldgico, cancer, abortos, deformaciones,

hipotiroidismo y la muerte (Zanabria et al., 2018).

Tabla 1. Clasificacion de organofosforados, segun la Toxicologia.

Categoria Nombre Nombre
Toxicolégica genérico comercial
I Diclorvos Diclorvos, Vapona
I Mevinphos Mevinfos
I Monocrotofos Monocrotofos 600 SL

II
II
11
II
11
11

Metilparation
Paration
Metamidofos
Coumafos
Diazinon
Fenthion
Profenofos
Clorpirifos

Malathion

Metilparation, Folidol
Parawet, Folidol
Tamarén, Moenitor
Asuntol, CoRal
Basidon

Lebaycid 500 SC
Curacron, Tambo
Arriero 2,5, Lorsban

Malathion, Aucuafin

Fuente: Zanabria et al., (2018)

13



5.2.3. Metamidofos

El metamidofo, 0,S-Dimetil fosforoamidotioato (MAP) es un pesticida organofosforado
(Figura 2) con una actividad de amplio espectro como insecticida-acaricida a través de la

inhibicion de la actividad acetilcolinesterasa en los insectos y mamiferos (Dai et al., 2008).

(||)
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Figura 2. Estructura quimica de Metamidofos.

5.2.4. Toxicidad

La mayor parte de los pesticidas son liposolubles por ello facilitan su absorcion en los
humanos a través de la piel, vias respiratorias y via digestiva; existe clasificaciones de los
pesticidas segun el nivel de toxicidad de cada pesticida por su estructura quimica:
arsenicales, carbamatos, derivados de cumarina, derivados de urea, dinitrocompuestos,
organoclorados, organofosforados, organometalicos, piretroides, tiocarbamatos y
triazina, segun su accién especifica como ser, acaricidas, fungicidas, insecticidas,

herbicidas y bactericidas (Subils, 1998).
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Tabla 2. Clasificacion de la toxicidad de los pesticidas en la via oral y

dérmica.
OMS clase Nivel de toxicidad LDS0 (ppm) Ejemplo
Oral Dermal
extremadamente . e
clase la oeligroso <5 <50 paration, dieldrin
Clase Ib alta}mente 5a50 50-200 eldrin,diclorovos
peligroso
Clase ||~ moderadamente g4 5509 2002000  DDT, clodano
peligroso
ligeramente i
Clase 11l oeligroso >2000 >2000 Malation
no presenta peligro carbatimida,
Clase IV es normal >5000 cycloprofin

Fuente: Chandra & Linthoingambi, ( 2017).

5.2.5. Enfermedades relacionadas con los pesticidas organofosforados

Los estudios han revelado posibles relaciones entre la exposicion a plaguicidas
organofosforados y los efectos graves a la salud, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, efectos negativos sobre el sistema reproductor masculino, sistema
nervioso, demencia. Ademas, la exposicion prenatal a los organofosforados se ha
correlacionado con la disminucion en la duracion de la gestacion y los problemas
neuroldgicos que ocurren en los nifios (Nicolopoulou et al., 2016) también causan
interrupcion endocrina mediante la unidn a los receptores hormonales presentes en la
membrana celular, causando la interrupcion de la sefializacion celular. Los pesticidas

también pueden inducir sefiales inflamatorias o pueden generar especies reactivas de

15



oxigeno (ROS) que pueden causar estrés oxidativo conduciendo a la acumulacion de
proteinas a través de la deformacion del sistema de proteasoma ubiquitina, causando
modificaciones genéticas y epigenéticas que conducen a diversas enfermedades, la
toxicidad del pesticida puede alterar el funcionamiento de las mitocondrias y el reticulo

endoplasmaético (Sabarwal et al., 2018).
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Figura 1. El pesticida al ingresar a la célula, modula varias actividades celulares
y subcelulares que conducen a cambios genéticos y epigenéticos y causan diversas
enfermedades o muerte celular.

Fuente: Sabarwal et al., (2018).

Los dafios en el sistema nervioso provocan la inhibicion irreversible de la actividad
acetilcolinesterasa por sustancias como los pesticidas organofosforados, cuando existe
esta inhibicion conduce a la acumulacién de acetilcolina en la sinapsis que luego conduce
a la hiper-estimulacion de los receptores muscarinicos y nicotinicos en el sistema nervioso

central y periférico, que después conducen a la iniciacion del estado epiléptico, mientras
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que en otras personas solo se observan signos toxicos en los nervios periféricos

(Figueiredo et al., 2018).

Varias de las enfermedades causadas a nivel nervioso por los organofosforados son por

disfuncion mitocondrial, degeneracion axonal y estrés oxidativo.

Se han postulado mecanismos biologicamente admisibles que pueden causar la
enfermedad del Parkinson por pesticidas especificos, tales como la inhibicion del
complejo mitocondrial | por rotenona, la inhibicion del aldehido deshidrogenasa por los
fungicidas ditiocarbamatoferbam, mancozeb y maneb y la induccion de estrés oxidativo

por paraquat (Calvo et al., 2019).

En otro estudio se encontré que el deterioro de la memoria después de la exposicion
repetida al pesticida chorpyrifos se debi6 a la disminucion de la mielinizacion en las

neuronas (Peris et al., 2014).

No solo existe el dafio a nivel nervioso también se produce dafio de otros sistemas como
el sistema renal que es causa de la induccidn por estrés oxidativo que conduce al desarrollo
de enfermedad renal, alterando la filtracion glomerular e induciendo la proteinuria.
También se sugiere que el estrés oxidativo excesivo altera el citoesqueleto de los
podocitos y produce albuminuria, lesion tubular y, finalmente, fibrosis tdbulo intersticial

(Ghosh et al., 2017).

En el sistema cardiovascular los pesticidas piretroides afectan funciones de canales de
sodio, que estan presentes en células neuronales y células cardiacas, inactivando los
canales sodio a potenciales hiper-polarizandolos causando, riesgo de enfermedad

coronaria, al igual que los organofosfatos con la generacion de ROS en los tejidos
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cardiacos. Se encontr6 también que los piretroides aumentan la peroxidacién de lipidos,
alterando la capacidad antioxidante de las células cardiacas. La Permetrina se acumula en
miocitos causando dafio con un 0,1-0,2% en la ingesta dietética. Los organoclorados
causan hipotension y anomalias electrocardiograficas, infarto de miocardio y disfuncion
miocardica ventricular izquierda. EIl lindano se acumula en el corazon y causa estres
oxidativo al modificar la actividad de enzimas scanveger, (Georgiadis et al., 2018). La
atrazina inhibe la accién de la hemo-oxigenasa cardiaca y se ha encontrado que también

induce el estrés oxidativo celular y aumentan la apoptosis (Chiu et al., 2019).

Para el sistema reproductor, la alteracion del comportamiento por la ingestion de
concentraciones sub-letales de organofosforados puede alterar los niveles de
neurotransmisores en el hipotalamo, alterando las concentraciones de gonadotropina
hipotalamica y la capacidad de respuesta de las células pituitarias a GnRH por acciones
de esteroides gonadales, disminuyendo FSH y LH por retroalimentacién. Los
organofosforados también son inhibidores potentes de la produccién de metabolitos del
CYP3A4 y los principales metabolitos de la testosterona de manera no competitiva e

irreversible (Maitra, 2018).

Para el sistema hepatico, por exposicion a pesticidas organofosforados se observa aumento
en los biomarcadores séricos comunes de dafio hepéatico que son: aspartato transaminasa
(AST) y alanina transaminasa (ALT) y que a menudo se acomparian de aumento en el
mediador inflamatorio factor de necrosis tumoral alfa (TNF-0). Otros biomarcadores de
dafio hepatico incluyen acido fosfatasa (AcP) y fosfatasa alcalina (ALP). El flujo biliar
deteriorado y la excrecion biliar también podrian servir como indicadores indirectos de

dafio hepético (Somayyeh & Karami, 2017).
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Figura 2. Posibles vias de dafio hepatico por pesticidas organofosforados.
Fuente: (Somayyeh Karami-Mohajeri, 2017).

5.2.6. Mutagenicidad y genotoxicidad

Los pesticidas producen alteraciones genéticas, se ha demostrado una fuerte relacion entre
la exposicién y algunos proto-oncogenes, debido a los efectos cito-genéticos de los
pesticidas. Se ha propuesto que el estrés oxidativo y la produccion de radicales libres,
también puede afectar la capacidad antioxidante y los mecanismos de defensa. Las
exposiciones cronicas y agudas a pesticidas se evaltan por los niveles de biomarcadores
como las enzimas colinesterasas (Hilgert et al., 2018). En genotoxicologia, las variables
citogenéticas son: aberraciones cromosomicas y presencia de microndcleos, falla en
intercambios de cromatides hermanas y fragmentacion del ADN (Bianco et al., 2017;

Fatma et al., 2018).
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Se sabe que los pesticidas son sustancias que son reactivas a los enlaces en el ADN, lo
que causa cambios y, por lo tanto, pueden ser cancerigenos. Los dafios causados son:
enlaces cruzados en el ADN, descomposicion y aductos en el ADN, generando células

defectuosas (Marcelino et al., 2019).

5.2.7. Formas de eliminar pesticidas

El desarrollo de la industria agroquimica ha aumentado drasticamente y con ello el
aumento de la aplicacion de pesticidas y los métodos de eliminacion inadecuados de aguas
residuales son preocupacion para la calidad del agua dulce y alimentos. En vista de este
problema es aconsejable desarrollar tecnologias para promover la facil degradacion de

este tipo de compuestos.

5.2.7.1. Fotocatalisis

La degradacion fotoquimica es uno de los procesos mas frecuentes que afectan al destino
de los pesticidas en aguas superficiales. Se sabe que muchos pesticidas experimentan
varias transformaciones fotoquimicas a través de mecanismos directos y/o indirectos al
exponerse a la luz solar. La fotdlisis directa ocurre cuando el pesticida absorbe
directamente la irradiacion solar, lo que conduce a la formacion de su estado excitado

electronicamente que puede sufrir reacciones quimicas (Adachi et al., 2018).

5.2.7.2. Fotocatalisis heterogenia de proceso avanzado con oxido de titanio

Una forma prometedora de realizar la mineralizacion de este tipo de sustancias es la
aplicacion de catalizadores que aceleran los procesos de oxidacion, estos se caracterizan
por la generacion de radicales libres muy reactivos y oxidantes en soluciones acuosas que

logran un gran poder de destruccion (Abdennouri et al., 2016).
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Existen varias formas de eliminar compuestos organicos como los pesticidas utilizando el
peroxido de hidrogeno, un catalizador que ayuda a que la reaccion foto-catalizadora sea
eficaz ya que tiene dos funciones: La primera es una reaccion redox con la superficie del
catalizador, generando radicales libre, mientras que la segunda parte implica una cadena
de reacciones que finalizan con la formacion de oxigeno y agua, es decir, oxidacion

(Jiménez et al., 2015).

La ayuda de un catalizador como el TiO2 proporciona vacantes de superficie en los iones
de titanio formando sitios activos y formando grupos oxidrilos para la degradacion catalitica
de contaminantes organicos, el 6xido de titanio es un foto-catalizador que degrada
pesticidas en un 99% en condiciones adecuadas (Kanan et al., 2019) claro con ayuda de

luz UV o la luz solar que excita a las moléculas de TiO2 (Figura 4).

UV irradiation T

OH <=, 0,
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0,
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Figura 3. Mecanismo de accion del Oxido de Titanio con luz
UV y luz solar ante un quimico aromatico complejo

Fuente: (Cruz et al., 2017b)

Cuando TiO2 es irradiado con 390 nm aproximadamente, en el sistema acuoso, los

orificios reaccionan con H20 u OH adsorbidos en la superficie del semiconductor para
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producir OH radicales que son las especies mas oxidantes en este proceso (Szczepanik,

2017).

Una metodologia reciente, aplica el reciclaje de catalizadores de TiO2 con la intercalacion
de titanio en arcillas, existe ya el uso de laminas de vidrio, silica y carbon activo, pero

estas llegan a ser caras a comparacion del uso de arcilla (Kaur et al., 2018).

La reaccion que sigue el tratamiento con TiO2, empieza con la actividad fotocatalitica que
se origina en la superficie del TiO2 cuando existe la absorcion de fotones de energia, para
superar los umbrales de la banda de brecha, se ilumina con una energia de luz mayor que
su energia de separacion de banda (3.2 electrén Voltio) y se generan electrones de banda

de conduccion (e-), cuando se encuentra con oxigeno y agua.

La absorcidn de luz por el complejo produce un electrén en estado excitado que promueve
a la banda de conduccion, facilitando la reduccién de aceptadores de electrones como H2
y 02. Los electrones de la banda de conduccidn (e-) y los huecos de la banda de valencia

(h+) se generan (ecuacion 2) (Yu et al., 2019).

C2H802PSN + 702 + 2C0O2 + H3PO4 + H2SO4 + HNO3 + H20 (1)

TiO2 + hv — TiO2 + e~ + h+ (2)

El oxigeno que es absorbido en la superficie del TiO2, evita la recombinacion de pares de
electrones, atrapando electrones, asi se forman iones radicales superoxido (-O2),

(ecuacion 3).

02 +e—— 02— (3)
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Los radicales —OH se forman a partir de los agujeros que reaccionan con el H20 o el OH-

absorbidos en la superficie del TiO2 (ecuacion 4, 5).

H20 + h+ — «OH + H+ (4)

OH- + h+ — *OH (5)

En consecuencia, el H202 se forma:

02 —. *02 — + H+ — HO2 * (5)

HO2 + + HO2 + — H202 + 02 (6)

*O2 -+ HO2 « - HO2 —+ 02 (7)

HO2 -+ H+ — H202 (8)

El H202 también forma -OH y O2 2- H202 + e- — -OH + OH- (9)

H202 + +02 — — *OH + OH- + 02 (10)

H202 + hv — 2+0H (11)

H202 — 02 2— + 2H+ (12)

El OH y O2 son ampliamente aceptados como oxidantes primarios en fotocatalisis
heterogénea. El poder oxidante de la *OH es lo suficientemente fuerte como para oxidar
completamente al pesticida Metamidofo adsorbido en la superficie de TiO2 en PO3, H20
y otros minerales acidos. (Dai et al., 2008; Kanan et al., 2020; Szczepanik, 2017; Wei et

al., 2009).

En primer lugar implica la ruptura de los enlaces P-S, P-N y P-O. Cuando los enlaces P-S

y P-O del metamidofos se rompen, los atomos de P reaccionan con los radicales de metilo
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para formar [amino (metilsulfanilo) fosforilo] metano y [amino (metoxi) fosforilo]
metano, que se oxidan a su vez a P-formilfosfonidodioato y &cido fosfino carboxilico,
respectivamente. Cuando el enlace P-N del metamidofos se rompe, un dimero de O, S-
dimetil dimero de fosfonato, que es méas propenso a la degradacién hasta a los productos
intermedios 1-aminoetanol y el trimetoximetano forman los productos acetamida y
dimetoximetanol, respectivamente, dando lugar a una mineralizacion completa, el acido
fosfarico es el principal producto final (Dai et al., 2008). En cuanto a la degradacion de la
estructura quimica del Metamidofo se tiene entendido que se puede seguir diferentes vias

Figura 4.
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5.2.8. Pruebas de mutagenicidad

Test de Ames o ensayo de mutacion inversa bacteriana, con la Salmonella typhimurium
de diversas cepas TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535, TA1537 y TA1538. En
Escherichia coli las cepas son WP2 y WP2urvA, en ambas bacterias existe un gen
defectuoso (mutante) que inhibe la expresion del aminoécido esencial en el caso de la
Salmonella typhimurium histidina y en la Escherichia coli el triptéfano. La prueba se basa
en la induccién de mutaciones inversas en el gen defectuoso. Los agentes mutagénicos
provocan una mutacion inversa en el gen defectuoso que permite a las bacterias sintetizar
el aminoécido esencial (histidina o el triptéfano) para crecer en un medio minimo. La alta
sensibilidad del sistema permite la medicion de pequefios incrementos en la frecuencia de

mutacion debido a las caracteristicas especiales de las células (Turkez et al., 2017)

Los mutantes sobrevivientesde E. coli K-12 son defectuosos en SOS
(recA, lexAy polA). La respuesta SOS depende de un represor (proteina LexA), un
inductor (proteina RecA) y una molécula efectora (moléculas de ADN monocatenario,
producidas como resultado de un dafio). El ensayo implica la estimacion del dafio del
ADN causado por sustancias contaminantes mostrando asi su potencial

mutagénico (Khan et al., 2019).

5.2.9. Pruebas de genotoxicidad

El ensayo de cometa, se utiliza para detectar dafios en el ADN, en este ensayo las células
se cubren de agarosa en un portaobjetos de vidrio y se lisan en sal alta y detergente para
eliminar los componentes celulares solubles, es decir, las membranas. EI ADN queda en

forma de nucleoides, que consisten en bucles de ADN superenrollados unidos a una

26



matriz. Las roturas del ADN relajan el superenrollamiento, y Los bucles de ADN relajados
son capaces de extenderse durante la electroforesis, formando una "cola de cometa”, que
luego es observada mediante microscopia de fluorescencia. La intensidad de la cola de

cometa se refiere a la frecuencia de rotura (Stampar et al., 2021)

Test de Allium, es un excelente modelo de ensayo in vivo, donde es posible evaluar el
dafio producido por una sustancia de interés sobre el crecimiento de las raices y el ADN
vegetal. EI bulbo se sumerge en la solucién analito y luego se observa el crecimiento de
las células, lo cual permite la elongacion de las raices, pero cuando se sumerge en
presencia de sustancias toxicas, la division celular de los meristemos radiculares puede

inhibirse, retardando el proceso de mitosis o destruyendo las células (Sardi et al., 2016).

5. MARCO CONCEPTUAL

Organofosforado: Compuesto organico que contiene enlaces fésforo-carbono (excepto

los ésteres de fosfato y fosfito), utilizados principalmente en el control de plagas.

Oxido de titanio: Es un foto-catalizador, tanto en la forma de rutilo como la anatasa son
producidos a gran escala de forma industrial y se los usa principalmente como

catalizadores.

Catalizador: Es un semiconductor que puede ser excitado facilmente, formandose de esta
forma sitios donadores y captores de electrones, dando lugar a la aparicion de reacciones

de oxidacion-reduccion.

Fotodegradacion: Degradacion de la superficie quimica de un compuesto por la accion

de la radiacion ultravioleta del sol.
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Fotocatélisis: Es una reaccion fotoquimica que convierte la energia solar en energia
quimica en la superficie de un catalizador o sustrato, consistente en un material
semiconductor que acelera la velocidad de reaccion. Durante el proceso tienen lugar

reacciones tanto de oxidacion como de reduccion.

Fotoinactivacion: Inactivacion de propiedades toxicoldgicas como ser mutagenicidad,

citotoxicidad y genotoxicidad por medio de una reaccién fotoquimica.

Mutagenicidad: Capacidad de ocasionar alteraciones del material genético celular

(genes, cromosomas) o producir mutaciones sobre el ADN.

Genotoxicidad: Es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dafio en el material

genético, originando efectos bioldgicos adversos.

Bio-acumulacion: Es el proceso de acumulacion de sustancias quimicas en organismos
vivos de forma que estos alcanzan concentraciones més elevadas que las concentraciones

en su medio o en los alimentos.

6. FORMULACION DE LA HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Hipotesis nula

Los pesticidas Metamidofos son compuestos mutagénicos y genotdxicos, que luego de la

irradiacion con luz UV o luz solar no pierden su potencial mutagénico ni genotdxico.

Hipdtesis alterna

Los plaguicidas son compuestos mutagénicos y genotdxicos que después de la irradiacion
con luz UV o solar con la adiccion de catalizadores pierden su potencial mutagénico y
genotoxico.
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7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES EN ESTUDIO

Concentracion de
Metamidofos

Concentracién del
pesticida por la
Absorbencia a 237
nm de longitud de
onda

Relacidn de
absorbencia con la
concentracion de
metamidofos

Concentraciones en ppm
del metamidofo.

Absorbencia

Concentracién en ppm
del metamidofo

Cuantitativo

Tiempo de Diferentes tiempos | Tiempo de 1, 2,3y 4 horas de Tiempo de Horas Cuantitativo
irradiacion de exposicion ala | exposicion irradiacion con UV y luz | exposicion
luz solar y luz UV. solar
TiO; Diferentes tipos de | Concentracién de Screning con Absorbancia Concentracion de Cuantitativo
concentracion de TiO, absorbancia Tio2
TiO; para la
irradiacion.
Test de Allium Test para medir el | Se cuantifica el tipo | Indice mitético Actividad indice mitotico, Nivel de Cuantitativo
indice mitético y de aberracion Aberracion cromosomal | genotdxica, porcentaje de Riesgo
tipos de cromosomal y el aberraciones aberraciones genotoxico
aberraciones indice mitdtico. cromosomales cromosomales
cromosomales.
Test de Ames Test para medir el | Reversion de Mutaciones en cepas TA | Actividad indice de IM> 2 Cuantitativo
indice de Salmonella 100y TA 98 mutagénica mutagenicidad
mutagenicidad tiphimurium con
mutaciones
puntuales.
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8. DISENO METODOLOGICO
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8.2. Poblacidn en estudio, ambito y periodo de investigacion.

Para el estudio de inactivacion, se usO el pesticida organofosforado Metamidofo. El
estudio se realizo en el Laboratorio de la Catedra de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés, en el afio

2019.

9.2. Tipo de investigacion

El trabajo de investigacion es de tipo experimental.

10. MATERIALES Y METODOS

10.1. Productos agroquimicos
Los agroquimicos usados fueron los pesticidas Metamidofo comercial, que contiene 600
g/L, obtenido del mercado informal, el patron Methamidopho grado GC con una

concentracion de 25000 mg/L de Sigma Aldrick.

10.2.Analisis quimico por espectrofotometria

Se realizd un barrido espectral con un espectrofotometro (BOECO, Germany, S-22
spectrophotometer), las diluciones seriadas del pesticida Metamidofo comercial fueron las
siguientes: 1) 1:100, 2) 1:100, 3) 1:20, 4) 1:35) 1:2, 6) 1:2,7) 1:2, 8) 1:2,9) 1:2,10) 1:2y
para el barrido espectral del Metamidofo patron las diluciones seriadas fueron: 1) 1:100,
2)1:100, 3) 1:2, 4) 1:2, 5) 1:2, 6) 1:2, 7) 1:2, 8) 1:2, la lectura se realizé con cubetas de
cuarzo (VWR Spectrophotometer Cell, 10 mm). Para hallar la concentracion se uso la

férmula de linealidad.

31



Asumiendo que existe una fotoinactivacion del pesticida se uso la relacion matemaética

para poder identificar el porcentaje de inactivacion:

_(y_Cl—CZ 100
L% = c1 X

Donde C1y C2 son las concentraciones del Metamidofo al inicio y después de los diversos

tratamientos de inactivacion, respectivamente. (Jafari et al., 2016)

10.3. Elaboracion de perlas de arcilla con TiO2

La arcilla se obtuvo del mercado popular de la cuidad de La Paz, de acuerdo a la
comerciante procedente de Viacha, esta arcilla por coloracion marfil aparentemente es

denominada bentonita (Monica, 1997).

Se formaron perlas con un didmetro aproximado de 3,88 cm de manera manual con una
superficie irregular, con un peso promedio de 23,324g, posteriormente se deshidrato las
perlas a 120°C por 4 horas, luego se calcind a 400°C por 3 horas en mufla, para obtener
la dureza de la arcilla se Ilevd a una temperatura de 600°C por 3 horas. Seguidamente se
enfri6 a temperatura ambiente, para luego lavar con agua destilada, por ultimo se
deshidrato a 120°C durante 3 horas y finalmente se calcin6 a 400°C por 2 horas (Smith,

2001).

Para la inmovilizacion de las particulas de TiO2 en la superficie de las perlas de arcilla se
usé el método de fijacidn por calor, se prepard una suspension de TiO2 (P-25, Degussa)
al 2%. La suspension de TiO2 se colocd en agitacion maxima por 2 horas seguido de 30
minutos de sonicacion. Posteriormente se adicionaron las perlas de arcilla en la solucion

de TiO2 por 12 horas para la absorcion. Las perlas se secaron a 120°C seguidos de
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calcinacion a 400°C por 2 horas. Se efectud el procedimiento de inmovilizacion de TiO2
dos veces para obtener una capa consistente y uniforme (Kaur et al., 2018). Las perlas

fueron pesadas antes y después del procedimiento de inmovilizacion de TiO2 (Anexo 1)

Figura 5. Fotografia de las perlas de arcilla
realizadas manualmente con la inmovilizacion del
TiO2 al 2%.

10.4. Irradiacién con luz UV

La irradiacion se llevo a cabo por cuatro horas con luz UV (Ulix BALLAST, 220/240 V)
que emite una luz ultravioleta de aproximadamente 365nm de longitud de onda, la
solucidn de pesticida de 50 mL fue expuesta a 10 cm de la fuente de irradiacién, con una
agitacion moderada 500rpm (Thermo SCIENTIFIC) asi mismo fue medido el pH de inicio
entre 6-7 y se realizo el seguimiento de la temperatura de 19-20°C, la concentracion inicial

de la solucién fue de 1ppm de Metamidofo.

La segunda solucion a irradiar con luz UV tuvo sumergida cinco perlas de arcilla con
TiO2, se tuvieron las mismas condiciones de agitacion y concentracion del pesticida

anteriormente mencionadas.
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10.5. Irradiacién solar

La irradiacion solar se realizd en julio y agosto porque se tiene una mayor incidencia de
radiacion ultravioleta sobre todo en los horarios de 9 hasta las 14, en instalaciones del
laboratorio, la solucidn del pesticida se irradio por cuatro horas en agitacion constante con

una concentracion de 1ppm del pesticida (Grover et al., 2017).

De igual forma se hizo una solucion de pesticida de 1ppm, se irradi6 con cuatro perlas de

arcilla con TiO en un sistema similar al descrito anteriormente.

10.6. Cinética de la fotoinactivacion

Para la evaluacién de la cinética de fotoinactivacion del pesticida Metamidofo se uso la
formula de cinética de pseudo-primer orden, que puede ser representada por la simple
expresion como en la siguiente ecuacion (Affam & Chaudhuri, 2013).

In( 1>—k t
— —_ *
CcO

Donde, k es una constante de velocidad de pseudo-primer orden, t es el tiempo de
irradiacion en horas, Co es la concentracion inicial y C1 es la concentracion final del
Metamidofo. Posteriormente se determind la constante de velocidad (k) a partir de la

pendiente de la linea recta de los tratamientos efectuados a la solucién del pesticida.

10.7. Test de Ames: prueba de mutagenicidad

Se utilizo la cepa bacteriana modificada de Salmonella typhimurium (MOLTOX) TA 98
para el andlisis del marco de corrimiento y la cepa TA100 para la sustitucion de bases
(Farmacopea, 2017), las mismas fueron pre-incubadas por 16 horas a 37°C en caldo
nutritivo (OXOID N°2), posteriormente fueron caracterizadas fenotipicamente con las

pruebas de biotina histidina y su caracterizacion genotipica se realizé con la prueba de
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ampicilina (0.8%), tetraciclina (0.08%) y por ultimo, la prueba de rfa (sensibilidad al

cristal violeta) de concentracién 0.1%.

Para el andlisis de mutagenicidad del pesticida se prepard el medio minimo que contenia
agar bacterioldgico (OXOID), glucosa (OXOID) al 10% y medio salino Voget-Bonner
(MgS04x7H-0, &cido nitrico monohidratado, K:HPO4, NaNHsHPOsx4H,0) 0.2M. Se
afiadio el agar blando (agar, NaCl) 2 mL en tubos estériles, posteriormente se afiadié 0,5
mL de tampon fosfato, 0,1 mL de trazas de histidina-biotina, 0,1 mL de la muestra a ser

analizada y por altimo 0,1 mL del cultivo de 24 horas de S. typhimurium.

Luego se incubd por 72 horas y se conto el nimero de revertantes para luego calcular el

indice de mutagenicidad, con la siguiente formula:

N° de colonias revertantes inducidas

IM ,
N° de colonias revertantes espontaneas

Se considera mutagénico cuando el indice de mutagenicidad es igual o mayor a 2.

10.8. Test de Allium: prueba de genotoxicidad

10.8.1. Preparacion de bulbos de cebolla

Se selecciond bulbos de cebolla (Allium cepa) aproximadamente de 10 a 15 cm de
diametro, sin defectos observables, posteriormente se desechd las capas externas secas,
seguidamente se cort6 la zona del plato basal de la raiz, para luego remojar los bulbos

cortados en un bafiador con agua por aproximadamente 20 minutos (Datta et al., 2018).

En el pre-crecimiento se colocé los bulbos en agua destilada de forma que la zona basal
se encuentre en contacto con el agua destilada, posteriormente se dejo crecer las raices

durante 72 horas a 20°C en oscuridad, por triplicado.
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10.8.2. Evaluacion de la actividad genotdxica del Metamidofo

Para la evaluacion de la actividad genotdxica se coloco un volumen de 40 ml de la solucion
de Metamidofo (1ppm) en un vaso de vidrio y se puso los bulbos de cebolla en contacto

con la solucion. Posteriormente se dejaron crecer las raices por 72 horas.

Para el control negativo se usoé el agua destilada y como control positivo la solucion MMS

(metanosulfonato) 10 mg/L.

Luego del crecimiento de las raices en la solucion del pesticida, se procedio a realizar
cortes de 1 a 3 mm de la raiz, seguidamente se lavaron con agua destilada, posteriormente
se coloco el alcohol absoluto por 5 minutos, después se afiadio 0,5 mL de una solucion de
Carnoy (6:3:1 de etanol absoluto, cloroformo y acido acético glacial) dejandolo por una

hora (Felisbino et al., 2018).

A continuacién, los cortes de la raiz se lavaron con etanol absoluto y agua destilada,
consecutivamente se lo llevo a 1ml de HCI 5N por 20 minutos, se agit6 para tener una
exposicién homogénea, posteriormente se lavo los cortes de raiz con agua destilada y por
ultimo se coloc6 en una solucion de 400 uL de aceto-orceina 1% por 48 horas en la

oscuridad. (Leme & Marin-Morales, 2009).

Los cortes de la raiz se recogieron y se posicionaron sobre el portaobjetos, después se
situo el cubreobjetos, luego un trozo de papel toalla y finalmente, con ayuda de la goma,
se presion0 segura y rapidamente para extender el tejido de la raiz de la cebolla y
posteriormente se observaron con un microscopio de luz (Olympus, BX60). Se observaron

30 campos microscopicos en cada campo se tenia alrededor de 50 a 70 células en proceso
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de mitosis, haciendo una cobertura total de 1000 células por placa (Leme & Marin-

Morales, 2009).

10.8.3. Interpretacion de resultados de test de Allium

El indice mitético (IM) corresponde a las células en division en cualquier fase celular y
se calcula de la siguiente forma:

Numero de celulas en division
MI% = — — x100
Numero total de células obervadas

Las aberraciones cromosomales (AC) se registraron como: cromosomas fragmentados,
cromosomas agrupados, C-mitosis, puente cromosémico, cromosoma rezagado,
cromosomas pegajosos, pérdida de cromosoma y cromosoma vagabundo, todos se
representaron como el total de aberraciones cromosomales sobre el nimero total de células

observadas para obtener su porcentaje.

Numero total de aberraciones
AC% = — x100
Numero total de celulas observadas

El tipo de aberraciones cromosomales (AT) se rige de acuerdo a las aberraciones

reportadas anteriormente, de forma individual sobre el nimero de células observadas.

Numero del tipo de anormalidad
AT% = - x100
Numero de celulas observadas

Para determinar el riesgo genotdxico se comparo los valores con la siguiente tabla:

37



Tabla 3. Comparacion de niveles genotoxicos cuando se expone el pesticida en agua.

Nivel de genotoxicidad Nivel de Muestras de agua potable y
expresado en porcentaje de  amenaza algunos quimicos
acuerdo a defectos
cromosomicos

2 Natural Agua potable de calidad
3 Ceroa 5 mg NO3/I

5 bajo

9 Medio 0.1pg/L pesticida

12 Alto 0.1pg/l pesticida

15

20 Critico >0.1 pg/l pesticida
23

Fuente: Firbas P., (2016)

11. PROCESAMIENTO DE DATOS

11.1. Recoleccion

Todos los datos cuantitativos y cualitativos obtenidos durante el proceso de
experimentacién indicados anteriormente fueron colocados en una tabla formato Excel,
para posteriormente realizar los analisis estadisticos correspondientes, tablas y figuras de

los mismos.

11.2. Elaboracion
Se elaboraron tablas y graficas con los datos obtenidos en los experimentos realizados en
la investigacion, se uso el programa R studio version 3.6.2, Excel 2016 y Google

Colaboraty.

38



11.3.Anélisis

Los datos de inicio fueron analizados para determinar la normalidad con el test de Shapiro,
homogeneidad con Levenetest, posteriormente se realizé el analisis con un ANOVA de
dos vias, para la comparacion de grupos se uso la prueba Tukey. Cuando se observo que
no se cumplian los criterios normalidad y homogeneidad se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis, con la posterior prueba de Dunn para analisis comparativo

de grupos.

12. RESULTADOS Y DISCUSION

12.1.Curva de calibracién del Metamidofo

En un inicio se efectud la identificacion de longitud de onda apropiada mediante un
barrido espectral, con el pesticida comercial, también para el patrén, la longitud de onda
encontrada para la identificacién del Metamidofo, en ambos casos fue de 237 nm (Figura

6).
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Como se puede observar en la Figura 7 A, la curva de calibracion del patron Metamidofo,
tiene un coeficiente de correlacion de R?= 0,9979 demostrando una buena linealidad. El
limite de deteccion fue de 0,0006 ppm este valor nos permite detectar la presencia de
pesticidas Metamidofos a nivel de trazas ya que de esta forma se encuentran disueltos en
el agua. El limite de cuantificacion es de 0,0176 ppm. La sensibilidad de cada método se
tomd como la pendiente de la curva de calibracion, en general la curva tiene una buena
sensibilidad con un promedio de 0,0019 (absorbencia/ppm), dicha curva de calibracién se
uso para la cuantificacion del analito (Metamidofo) cuando se procedié a irradiar el
pesticida comercial bajo los diferentes tratamientos. En la Figura 7B la curva de

calibracion del Metamidofo comercial es R?= 0,9529.
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Figura 7. A) Curva de calibracion del patron Metamidofo. B) Curva de calibracién
del Metamidofo comercial, ambos a 237 nm.

12.2. Fotoinactivacion del pesticida Metamidofo

Se considero el tiempo de cuatro horas en los tratamientos porque previamente se realizd
un estudio con 8 horas (Anexo 4) donde se observo que a las cuatro horas existié una
disminucion en la concentracién de 1 ppm hasta 0,007 ppm aparentemente fotoinactivados
por la pérdida de absorcion del compuesto, ademas en este experimento inicial el TiO2 se
afiadié a una solucion acuosa sin ningun soporte, pero los rendimientos entorpecian los

procesos de analisis mutagénicos y genotoxicos por la dificil separacion del catalizador
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con la solucion acuosa del pesticida, por ello se considerd usar un soporte como la arcilla
para que no altere los metabolitos obtenidos y también se obtenga una mejor utilizacion

del TiO2 como se observa en el presente estudio.

12.3.Tratamiento con irradiacion UV artificial

El tratamiento con irradiacion UV artificial no presentd un descenso considerable de
concentracion, pues los resultados fueron de 1,07 ppm como inicio y 0,543 ppm como la
concentracion final, el porcentaje de fotoinactivacion el resultado fue en un inicio de
-16,7 % y finalmente 45,7% la eficacia de la eliminacion del pesticida Metamidofo solo

con luz UV artificial es casi la mitad del porcentaje de inactivacion.

En la Figura 8 A se observa como la concentracion del Metamidofo aumenta con el
tratamiento UV artificial en la segunda hora, este fendmeno se observa también en los
demas tratamientos, pero en la primera hora, por ello es importante mencionar que el
Metamidofo comercial tiene excipientes que pueden llegar a formar subproductos, dada
la excitacidn que sufre el compuesto inicial al estar irradiado y que provoca la capacidad
de absorber luz UV, logrando asi, un efecto hipercrémico, por ello también existen
resultados negativos en el porcentaje de fotoinactivacion por el aumento aparente del
pesticida debido a la formacidn de sub-productos (Malato et al., 1999; Parker et al., 2017).
Este fendmeno de hipercromia se presenta de forma tardia en la segunda hora quizés
porque solo se usa una longitud de onda de irradiacion y no una gama de rayos ultravioleta

como en la irradiacion solar.

Los resultados obtenidos se corroboran con estudios realizados acerca de la
fotoinactivacion de otro organofosforado llamado clorpirifo con una eliminacion del 50%
solo con la irradiacion UV artificial (Slotkin et al., 2009) o también en la eliminacion del
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metilfosfonato que tardo 10 horas de irradiacion con una concentracion inicial de 10 ppm

(Zhang & Ji 2019).

12.4. Tratamiento con irradiacién UV artificial con perlas de arcilla con TiO2

La irradiacion UV con perlas de arcilla y TiO2 muestra un descenso de la concentracion
de 1,09 ppm al inicio y 0,005 ppm al final, el porcentaje de fotoinactivacion fue -9 en un
inicio y 99,5% al final. También se muestra en la Figura 8 A'y B como la concentracion
del Metamidofo va en aumento en la primera hora y de forma negativa en el porcentaje de
degradacidn, posiblemente debido al efecto de hipercromia que sufre el Metamidofo al ser
irradiado con un catalizador a comparacion de la irradiacion UV que tiene un efecto tardio
en la segunda hora; por tanto, se podria decir que existe una aceleracion de la reaccion de
fotoinactivacion cuando se usa el catalizador TiO2. También se observa que la
concentracion en la primera hora no es tan alta a comparacion de la irradiacion solar, tal
vez porque el catalizador evita la formacién de una mayor cantidad de subproductos que

puedan absorberse en el espectro UV provocando un alto efecto de hipercromia.

Como resultado final al parecer en la 4ta. hora el pesticida Metamidofo es degradado casi
en su totalidad, lo cual reproduce un estudio donde la fotoinactivacion del Metamidofo

mediante UV y TiO2 catalizo el 95% de la degradacién en 4 horas (Dai et al., 2008).
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Figura 8. A) Concentracion del pesticida Metamidofo durante cuatro horas de irradiacion
con los distintos tratamientos. B) Porcentaje de inactivacion del pesticida Metamidofo
durante cuatro horas con los diversos tratamientos. Todos los tratamientos con irradiacion
solar, irradiacion solar con TiO2, irradiacion UV e irradiacion UV con TiO2 estan bajo las
siguientes condiciones experimentales: TiO2 al 2%, Metamidofo 1ppm, todos los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado.
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12.5. Tratamiento con irradiacion UV solar

La intensidad de la radiacién solar fue alta Ilegando a un orden de 10 UVI (intensidad de
radiacion UV-B solar) 1000 W/m2 segun WeatherOnline, (2019) lo cual garantiza la
energia necesaria para la fotoinactivacion del Metamidofo, también se debe recalcar que
ademas de la radiacion UV-B, también existe otros tipos de rayos como UV-A y UV-C
(Arista, 2017.) La concentracion en la hora cero fue de 1,02 ppm y en la 4ta. hora 0,9 ppm
como se observa en la Figura 8A. En la Figura 8B el porcentaje de degradacién en la hora
cero fue -20 y, finalmente, 9,70 %, otra vez en la primera hora se observa la mayor
absorcion quizas debido por la formacion de subproductos, pero la concentracion es
mucho mas elevada en comparacion con los otros tratamientos, lo que puede indicar que
cuando el pesticida se encuentra en el medio ambiente luego de una hora de fumigacion
este puede llegar a ser mucho mas reactivo que la molécula inicial, por lo cual se debe
tener cuidado, ademas, a lo largo del tiempo el pesticida con el tratamiento de luz solar

solo obtuvo un 9,70% de porcentaje de degradacion.

Dado los resultados el tratamiento solo con luz solar presenta un bajo porcentaje de
inactivacion completa del pesticida ya que la excitacion de las moléculas y produccion de
oxidantes en el medio no es suficiente (Vela et al., 2018), también porque no existe ningin
catalizador que elimine del todo los intermediarios, por otra parte los OH y e- del medio
no son lo suficientemente reactivos para llevar a cabo la fotoinactivacion de una manera
rapida y eficiente, como observaron Gatidou & latrou, (2011) quienes vieron que el
tratamiento solo con luz solar debe durar aproximadamente 61 dias con posible formacion

de subproductos.
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12.6. Tratamiento con irradiacién UV solar acompafiado con perlas de arcillay
TiO2

Con el tratamiento con luz solar acompafado de las perlas de arcillay TiO2, Figura 8A,
se observa la disminucion de la concentracion de 1,07 ppm y en la dltima hora 0,013 ppm,
en la Figura 8B se observa como el porcentaje de degradacion aumenta de -6,67 en la
primera hora hasta el 86,3% en la cuarta hora. Nuevamente se observa en la primera hora
el fendmeno de hipercromia, ademas los diferentes tipos de radiaciones solares ayudaron
a la fotoinactivacion del Metamidofo. Por tanto, se insinda que este tratamiento tiene un
mayor porcentaje de degradacién del Metamidofo por la irradiacion del sol con el
catalizador TiO2 que aumenta el porcentaje de degradacion con un 86.3%, por tanto, se
requiere mas tiempo al sol con las perlas con TiO2 para un porcentaje de degradacion mas
alto, como menciona Calin et al., (2021) donde se realizé la exposicion del pesticida por
3 horas obteniendo 65,5% de degradacion y con mas de 24 horas de exposicion se obtuvo
casi el 100% de degradacion. Con dichos resultados se muestra que la luz solar con el
catalizador es excelente para llevar a cabo la degradacion en localidades que presenten

problemas de contaminacion con pesticidas.

La comparacion de los tratamientos en la figura 9 muestra que el uso de perlas de arcilla
con TiO2 bajo ambos tipos de luz fue mejor que solo aplicar luz UV solar o luz UV
artificial como muestran los analisis estadisticos de ANOVA de dos vias (Anexo 4) p=

5.62e-12.

El tratamiento con irradiacion UV artificial presenta una gran diferencia estadistica segun
la prueba de Tukey entre la hora cero y segunda hora, atribuyéndose probablemente a la

formacion de subproductos con una posible hipercromia, con la misma diferencia
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significativa se observa los tratamientos de irradiacién UV con perlas de arcillay TiO2 ,
como en la irradiacion UV solar, pero este incremento se presenta entre la hora cero y
primera, en cambio mostrando una diferencia significativa de solo p=0,01 entre la hora
cero y primera se encuentra el tratamiento con irradiacion UV solar acompafiado perlas
de arcilla y TiO2, lo cual podria significar que en este tratamiento el incremento de

formacion de sub-productos no es tan elevado como en los otros tratamientos.

La diferencia estadistica en la prueba Tukey entre la concentracion inicial y final en los
tratamientos de irradiacion UV solar con perlas de arcillay TiO2 es p=0, con la irradiacion
UV solar con perlas de arcillay TiO2 es igual p=0y por ultimo la irradiacion UV artificial
es p=0,00016 lo cual muestra su efectividad como posibles tratamientos de

fotoinactivacion.
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La diferencia estadistica tan alta con los tratamientos que usaron las perlas con TiO2 se
da porque la reaccion de fotoinactivacion se produce en la superficie del TiO2 bajo la
iluminacidn creando pares de electrones y un hueco donde el oxigeno es absorbido y luego
impide la recombinacién de pares de electrones dejando otro hueco donde se forman los

—OH que reaccionan con el H20 o el OH- absorbido de la superficie (Vela et al., 2018).

Ademas el tratamiento con irradiacion UV artificial presenta una gran diferencia
estadistica entre la hora cero y segunda hora, atribuyéndose probablemente a la formacion
de subproductos con una posible hipercromia, con la misma diferencia significativa se
observa los tratamientos de irradiacion UV con perlas de arcilla y TiO2 , como en la
irradiacion UV solar, pero este incremento se presenta entre la hora cero y primera, en
cambio mostrando una diferencia significativa de solo 0,01 entre la hora cero y primera
se encuentra el tratamiento con irradiacion UV solar acompafiado perlas de arcillay TiO2,
lo cual podria significar que en este tratamiento el incremento de formacion de sub-

productos no es tan elevado como en los otros tratamientos.

12.7. Cinética de la fotoinactivacion

La fotoinactivacién siguid una cinética de pseudo-primer orden con constantes de
velocidad (k) de 1,276 min- con la irradiacién UV artificial y las perlas de arcilla con
TiO2 y 0,423 min-! con irradiacion UV solar y perlas de arcilla con TiO2 y un valor R? de

0,9039 y 0,8214 respectivamente.
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Figura 10. Cinética de la degradacion fotocatalitica del Metamidofo. A) Irradiacién
UV con perlas de arcillay TiO2 y B) Irradiacién UV solar con perlas de arcilla 'y
TiO2.

Luego del analisis de la velocidad de reaccion en la fotoinactivacion y el beneficio de los
tratamientos con irradiacion UV solar y artificial con las perlas de arcilla recubiertas con
TiO2, es importante tener conocimiento de la durabilidad y estabilidad de la reaccién de
las perlas de arcilla recubiertas con TiO2 sin ninguna reactivacion del catalizador
mediante lavado, secado en horno o calcinacién, para ello se realizaron 20 reciclados de
4 h bajo luz UV vy luz solar. La estabilidad del catalizador inmovilizado depende sobre
todo del material de soporte, en este contexto, la arcilla ha demostrado ser un excelente

material de union para la inmovilizacion de catalizadores, se ha comprobado en términos
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de numero de reciclados que las perlas recubiertas de catalizador TiO2 degradan el

metamidofo.

Como se muestra en la Figura 11, el mayor porcentaje de degradacion fue del 99,5% vy el
mas bajo de 90,4% de degradacién del Metamidofo en las ultimas horas de tratamiento.
Esto demostrd que el catalizador puede funcionar eficazmente para la degradacion del

Metamidofo bajo la luz solar y UV.

Ademas el material de las perlas es respetuoso con la naturaleza, por lo que después de
una reutilizacién, la arcilla puede desecharse en cualquier lugar sin contaminacion
ambiental, en contraste con los otros soportes no biodegradables como cuarzo, perlas de
vidrio, lana de vidrio, magnetita, etc. (Bansal & Verma, 2017). También el soporte de

arcilla es barato y su preparacion para afiadir TiO2 es mas facil que otros métodos.
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Figura 11. Durabilidad de las perlas de arcilla recubiertas con TiO2 para la
fotoinactivacion del Metamidofo, se muestra el porcentaje de degradacion.
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12.8. Test de ames
El Test de Ames evalua la actividad mutagénica de diferentes sustancias quimicas, con
una mutacion inversa a la original (Akyil et al., 2017). Para la evaluacion de los diferentes

tratamientos se usd la cepa TA98 y TA100.

Se observo que la cepa TA98 tuvo un cambio significativo en todos los tratamientos, en
todas las horas (0, 1, 2, 3y 4), la cepa TA98 segln bibliografia presenta una mutacion en
la secuencia —G-C- que tiene una delecion -1 de desplazamiento de cuadro hisD3052, que
afecta al marco de lectura de una secuencia repetitiva (Ozkara et al., 2019). Con la
irradiacion solar el indice de mutagenicidad (IM) fue alto durante todo el tratamiento; con
el tratamiento de irradiacién solar con las perlas de arcillay TiO2 el IM fue descendiendo
hasta llegar a 0,98; con la irradiacion UV el IM descendid, pero no lleg6 a ser significativo
3,93, finalmente, el tratamiento con irradiacion UV con perlas de arcilla y TiO2, el IM
descendié a 1,17, como se observa en la Tabla 4 donde se muestra una aparente

inactivacion del compuesto mutagénico.

La TA100 presenta un marcador hisG46, que resulta de una sustitucion de un par de bases
de una leucina (GAG/CTC) por una prolina (GGG/CCC), esta mutacion se revierte con
mutagenos que provocan sustituciones de pares de bases G-C (Ansari & Malik, 2009a).
Esta cepa no muestra un descenso o indice mutagénico alto, lo cual se sustenta en diversos
estudios donde TA98 es la cepa que tiene cambios ante los diversos tratamientos con
pesticidas organofosforados metamidofos. (Ansari & Malik, 2009b; Datta et al., 2018;

Zeyad et al., 2019).
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Tabla 4. Analisis de mutagenicidad de Metamidofo bajo diversos tratamientos de
fotoinactivacion, mediante el ensayo de S. typhimurium con las cepas, TA98 y TA100.

N° de His + revertantes/ placa

Sustancia Tiempo TA98 TA100
IM Mutagenicidad IM  Clasificacion

uv 0 8,90 Medio 1,57 no mutagénico alto
uv 1 6,43 Medio 0,71 no mutagénico medio
uv 2 6,58 Medio 0,71 no mutagénico medio
uv 3 7,29 Medio 0,73 no mutagénico medio
uv 4 3,94 Bajo 0,73 no mutagénico medio
UV+TiO2 0 10,40 Alto 1,72 no mutagénico alto
UV+TiO2 1 8,71 Medio 1,00 no mutagénico alto
UV+TiO2 2 7,25 Medio 0,72 no mutagénico medio
UV+TiO2 3 3,67 Bajo 0,22 no mutagénico bajo
UV+TiO2 4 1,17 no mutagénico 0,10 no mutagénico bajo
SOL 0 9,15 Alto 1,78 no mutagénico alto
SOL 1 6,66 Medio 0,73 no mutagénico medio
SOL 2 5,68 Medio 0,75 no mutagénico medio
SOL 3 7,46 Medio 0,72 no mutagénico medio
SOL 4 8,04 Medio 0,74 no mutagénico medio
SOL+TiO2 0 8,76 Medio 1,78 no mutagénico alto
SOL+TiO2 1 6,93 Medio 0,75 no mutagénico medio
SOL+TiO2 2 4,14 Bajo 0,72 no mutagénico medio
SOL+TiO2 3 2,85 Bajo 0,52 no mutagénico bajo
SOL+TiO2 4 0,98 no mutagénico 0,30 no mutagénico bajo
H20 (d) 1,00 no mutagénico 1,00 no mutagénico alto
SA 3,53 mutageénico bajo
2AF-2 6,16 medio

IM= indice de mutagenicidad

TA98, mutagenicidad. bajo= 2-5, medio= 6-9, alto >9
TA100, no mutagénico bajo= 0,091-0,29; no mutagenico medio= 0,51-0,74; no mutagenico

alto=1-1,77

En la Figura 12 se compara la mutagenicidad del Metamidofo entre la hora cero, la ultima

hora y el control negativo, la prueba de Dunn Test refleja que los tratamientos con

irradiacion solar y perlas arcilla con TiO2 junto a la irradiacion UV con perlas de arcilla
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con TiO2 son tratamientos eficaces para llevar a cabo un descenso en el recuento de

revertantes con la cepa TA98.

El tratamiento con irradiacion solar y perlas de arcilla con TiO2 en la hora 0 comparada
con la hora 4 tiene un p=0,014 y en el tratamiento de UV perlas de arcilla con TiO2 es de

p=0,012.

La cepa TA100 no tiene ninguna significancia estadistica en comparacion entre la hora

cero y la ultima hora.

El pesticida Metamidofo es un organofosforado que actia como inhibidor directo de la
acetilcolinesterasa. En su composicion quimica tiene P=S que adquiere propiedades
inhibidoras tras su conversion en forma oxo P=0. Por lo tanto, las sustancias quimicas
que contienen enlaces tioéster deben convertirse en la forma oxo para su activacion

(Maroni et al. 2000).

Los posibles mecanismos que pueden inducir a la mutagenocidad son: 1) La metilacion
del fragmento de guanina N7, los pesticidas organofosforados tienen al menos dos grupos
ésteres de metilo en su estructura molecular que inducen la actividad mutagénica con el
7-metilguanina como principal aducto de metilacion segun pruebas en Ames (Datta et al.,
2018). 2) La alquilacion directa de la guanina N7, los nucledfilos atacan el atomo de
carbono del metileno de carbono R al &tomo de oxigeno del éster, desplazando el anion
del &cido sulfonico. La reaccion puede producirse por un mecanismo SN1 con
carbocationes electrofilicos intermedios, o por una ruta SN2 que implica un
desplazamiento concertado (Benigni & Bossa, 2011). Ademas, las propiedades

fosforilantes se han asociado con su genohltoxicidad y se ha informado recientemente
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que estas sustancias pueden inducir estrés oxidativo en humanos y animales (Abaukaka et

al., 2020).
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Figura 12. Pérdida de la actividad mutagénica del metamidofo evaluada por la prueba
de Ames: A) TA 98y B) TA 100. Se cont6 el nimero de colonias revertidas por placa.
En estos experimentos se utilizaron las cepas TA98 y TA100 de Salmonella
typhimurium. Los valores se expresan como la media del reciento de bacterias
revertantes = SD. Diferencias significativas determinadas por Dunn Test *P < 0.05,

**p <0.01, ***P < 0.001.
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12.9.Test de Allium

En el presente estudio, (Tabla 5, Figura 13) se observa diferentes tipos de aberraciones
cromosomicas que fueron inducidas por el pesticida Metamidofo: a) cromosomas
fragmentados, b) cromosomas agrupados, ¢) C-mitosis, d) puente cromosémico, e)
cromosoma rezagado, f) cromosomas pegajosos, ¢) perdida de cromosoma e i)

cromosoma vagabundo.

Las anomalias cromosOmicas observadas con mayor incidencia en las raices tratadas con
Metamidofo, fueron: cromosomas fragmentados 12%, puente cromosomico 3,33%, rotura
cromosomica 2,93% y c-mitosis 2,73%. Estas aberraciones se observan en la hora cero,
luego de los diversos tratamientos de irradiacion existe una disminucién de aberraciones
mitoticas, especialmente en los tratamientos con irradiacién solar y UV acompafiados con

las perlas de TiO2.

Después de la cuarta hora de tratamiento con luz solar con perlas de arcilla y TiO2 la
fragmentacion cromosémica es 1,67%, el puente cromosomico 0,13%, rotura
cromosomica 0% y c-mitosis 1,53%, con un total de aberraciones de 4,07%.Después del
tratamiento con luz UV, con las perlas de arcilla y TiO2 la fragmentacion cromosomica
es de 2%, puente cromosémico 1,53%, rotura cromosomica 0,27% y c-mitosis 0,20%, el

total de aberraciones es de 4,80%.

Los tipos de tratamientos mencionados son los idoneos para la eliminacion de diversos
tipos de aberraciones en comparacion con el tratamiento con luz solar, con el cual se

vieron los siguientes resultados: las fragmentaciones cromosomicas estan en aumento con
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un 25,33% de fragmentacién cromosémica, mayor que a la hora cero y un 0,80% de puente

cromosomico, otro aumento relevante son los cromosomas agrupados con un 2,33%, el

total de aberraciones es de 32,37% mayor al de la hora cero. El tratamiento con luz UV

presenta los siguientes tipos de aberraciones: fragmentacion cromosomica 10,67% y

2,73% con cromosomas agrupados, el total es de 19,57%, mejor que a la hora cero, pero

no tan buenos como con los primeros tratamientos mencionados.

Tabla 5. Aberraciones cromosomicas en las células meristematicas de la raiz de Allium
cepa expuestas a diferentes tratamientos para la fotoinactivacién de Metamidofo.

Tratamiento Horas

N° de células

Tipos de aberraciones

en division Total de células con
clu fr C-met bri la bre lo va aberraciones (%)
Metamidofo 0 51+0,72 1,23 12,00 2,73 333 263 293 237 1,63 28,87
1.S. 1 3,67 £0,57 3,00 1833 1,43 1,97 137 120 1,17 0,60 29,07
I.S. 2 3,77 £0,98 150 15,67 1,37 1,37 207 143 137 1,23 26,00
I.S. 3 403+1,1 2,30 12,33 2,20 1,20 1,00 1,00 0,37 0,20 20,60
I.S. 4 49+16 2,33 2533 1,53 0,80 147 050 027 0,13 32,37
I.S. con TiO2 1 42+135 290 2333 197 150 090 150 1,40 0,60 34,10
I.S. con TiO2 2 533+141 2,40 22,67 1,60 1,70 143 160 1,57 1,07 34,03
I.S. con TiO2 3 75+0,1 1,97 3,00 0,43 0,20 063 023 0,00 0,00 6,47
I.S. con TiO2 4 15+0,28 0,37 1,67 1,53 0,13 037 0,00 0,00 0,00 4,07
LUV 1 1,2+1,56 1,57 5,67 1,77 097 223 117 117 0,07 14,60
LUV 2 6,63 £0,11 2,27 3,67 1,20 1,10 2,00 167 0,73 0,00 12,63
LUV 3 3,13+£0,5 2,97 7,67 1,57 1,13 1,30 1,43 0,40 0,00 16,47
LUV 4 5,37 +£0,77 2,73 10,67 2,07 1,33 09 1,27 0,60 0,00 19,57
LUVconTiO2 1 2,53 +£1,68 3,00 13,33 1,13 1,40 147 1,07 0,13 0,07 21,60
LUV conTiO2 2 3,47 £0,11 1,27 16,67 0,77 197 147 150 1,10 0,00 24,73
LUV conTiO2 3 7,33+£0,2 143 14,67 1,00 043 067 010 0,30 0,13 18,73
LUV conTiO2 4 19,53 +£0,32 0,50 2,00 0,20 153 0,30 0,27 0,00 0,00 4,80
H20 (d) 18,9 £0,72 0,20 4,33 0,50 0,27 027 020 0,13 0,00 5,90
MMS 533+0,8 1,03 16,00 3,17 347 173 190 137 043 29,10
SD=desviacion estandar, IT= cromosomas fragmentados, clu= cromosomas agrupados, C-me -MITosIS, Dri=

puente

cromosémico, la= cromosoma rezagado, bre=cromosomas pegajosos, lo= perdida de cromosoma, va= cromosoma vagabundo
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Se observaron varios tipos de anomalias cromosdémicas en las raices tratadas con
Metamidofo: cromosomas fragmentados, puente cromosémico, rotura cromosomica y c-
mitosis fueron las principales aberraciones cromosomicas, estas pueden surgir por la
formacion anormal del huso mitético debido al efecto del Metamidofo en la actividad de
las quinasas dependientes de ciclinas como explica Fatma et al. (2018) con los pesticidas

organofosforados.

Los puentes cromosémicos son provocados por el efecto clastogénico causado por la
agrupacion, el intercambio desigual de cromatidas y la rotura de cromosomas (EROGLU
et al., 2020). La c-mitosis puede deberse a la deformacidn estructural del huso mitético en

los microtdbulos alterados (Abaukaka et al., 2020; Zeyad et al., 2019).

Los fragmentos cromosomicos surgen de los cromosomas acéntricos o de la inversion de
los cromosomas o cuando las cromatidas no se separan hacia los polos (A. Khan et al.,
2021) y por ultimo la pegajosidad de los cromosomas observada en este estudio puede
producirse como resultado de la adhesion fisica de las proteinas no histonicas y periféricas
de los cromosomas (material de la cromatina) (Mercado & Calefio, 2020; Verma &
Srivastava, 2018). Estos hallazgos estan de acuerdo con los informes de otros pesticidas
como imazali (Alvarez Martin, 2016), glifosfato (Mercado & Calefio, 2020), amitraz

(Adesuyi et al., 2019), carbendazim (Verma & Srivastava, 2018).
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Figura 13. Tipos de aberraciones cromosomales encontradas en los tratamientos efectuados
al pesticida Metamidofo. A) puente cromosomico en la telofase, B) c-mitosis, C)
cromosoma rezagado, D) pérdida de cromosoma, E) cromosoma vagabundo, F)
cromosomas pegajosos, G) cromosomas fragmentados, H) cromosomas agrupados.

Después de realizar la irradiacion con luz UV y solar acompafiada con las perlas de éxido
de titanio, se vio que existe diferencia significativa en cuanto a la hora cero y ultima hora,
aumentando el indice mitético a lo largo del tiempo, siendo el mejor tratamiento la
irradiacion con luz UV vy perlas de arcilla con 6xido de titanio con un p de 0,0016 en
comparacion del tratamiento con luz solar y perlas de TiO2 con un p de 0,0012. Los
tratamientos solo con luz solar y UV no presentan significancia estadistica en comparacion

de la hora inicial y final.

Los resultados en la hora cero con la reduccién del IM indican la interferencia del pesticida
en el proceso de regulacion de la division celular; sin embargo, las inhibiciones mitoticas
por el pesticida, estdn notablemente asociadas a la inhibicion de la sintesis de proteinas y

sintesis de ADN (Singh & Roy, 2017).
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Figura 14. Resultados de Test de Allium A) Indice mitotico. B) Total de Aberraciones
Cromosomales. Tratamientos usados: Control + (MMS 100mg/L), control — (agua destilada),
irradiacion solar, irradiacion solar con TiO2, irradiacion UV e irradiacion UV con TiO2. La
diferencia es significativa con el test de Dunn p<0.05, las barras representan la desviacion estandar.
*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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El indice mitdtico es un criterio predecible para enumerar la frecuencia de la division
celular. La inhibicion dependiente del tratamiento y del tiempo y el IM describe la
potencialidad citotdxica del Metamidofo. Parece que la reduccion del IM fue un efecto del
pesticida Metamidofo. Los tratamientos presentan un IM diverso segun el tratamiento, por
ejemplo, con luz solar el IM a las 0 h fue de 5,1% y a las 4 h, de 4,9%; por otro lado, el
tratamiento con luz UV a 0 h fue de 5,1% y a 4 h fue de 5,37% mostrando que no existe

eficiencia de ambos, ademas de no existir una significancia estadistica (Figura 13 A).

Los resultados muestran que el aumento de horas de irradiacién junto con el tipo de
tratamiento, aumenta la actividad mitotica (Figura 14 A). El tratamiento con irradiacion
solar junto con perlas de arcilla y TiO2 durante 4 h, indujo un mayor IM (14.8%) en
relacion a la hora cero (5.1%) y el control (16%) cercano a la 4h. EI Dunn test muestra la

significancia estadistica entre la 4h y la Oh con (p=0,042).

El tratamiento con luz UV acompafiado de perlas de arcilla y TiO2 muestra que el IM de
la 4ta. hora es de 19,5%, mayor a la 0 h (2,07%) y comparado con el control negativo
(18,3%), se puede ver que existe una gran eficiencia cuando se aplica el tratamiento. La

comparacion de significancia entre la 4h y Oh es p=0,0016.

En relacion al total de las aberraciones cromosomales (Figura 14B) se observa que, de
igual manera, tienden a disminuir con el tratamiento de luz solar acompafiado con perlas
de arcilla y TiO2, habiendo, a la 0 hora un AB de 15,4% vy la 4ta. hora 2,57%, con un
p=0.048 comparando ambas horas. El tratamiento con luz UV con perlas de arcillay TiO2
tieneun ABenla0hde 14,8% Yy en la 4ta hora, 1,57% con un p=0,040 comparando ambas

horas.
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Los tratamientos que no muestran un descenso en el total del AB son la irradiacion solar
en la 0 hora (16,8%), en la 4ta. hora (9,6%) y UV en la 0 h (18,1%) y 4 h (9,97%), sin

significacion estadistica.

Dado que el Metamidofo es un pesticida organofosforado, inhibe la formacidn o la funcion
del complejo ciclina B-cdkl que inicia la condensacion del material genético y activa un
grupo de proteinas llamadas condensinas, responsables de inducir el ensamblaje del huso
mitético, asegurando que los cromosomas se unan Yy, en consecuencia, prosigan los
procesos de condensacién del material genético y de los microtibulos (Fioresi et al.,
2020); por ello, en los tratamientos solo con luz solar, UV y en las horas cero, el indice
mitdtico disminuye, pero las aberraciones cromosomales aumentan o se mantienen,

probando que el tratamiento no elimind la citotoxicidad.

12.10. Andélisis de resultados

Para un analisis de los factores y variables, en la Figura 15 se muestra la concentracion
del pesticida a lo largo del tiempo con los tratamientos mostrados en colores, el indice
mitotico se indica por tamafio del circulo y, por Gltimo, la mutagenicidad con la cepa

TA98, identificado, segln un signo de acuerdo a su grado de mutagenicidad.

Con el tratamiento con luz UV artificial, la concentracion en la hora 2 se incrementa
posiblemente debido a la formacion de subproductos. Aparentemente estos sub productos
mantienen la mutagenicidad en media (6-9) y con un indice mitotico de 8 en comparacion
de 4 en la primera hora; sin embargo, en la 4ta. hora no existe un gran descenso, por lo

que el indice mitético es 4, igual a la primera hora; en cambio la mutagenicidad se
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encontro relativamente baja (3.93 IM) aunque sigue siendo igual de mutagénico ya que es

mayor a 2.

La irradiacion con UV artificial, acompafiada con perlas de arcilla y TiO2, produjo
aumento el indice mitotico de 4% y del indice mutagénico medio (6-9), con el transcurso
del tiempo, la concentracion baja en la ultima hora, de igual manera al indice mutagénico
llegando a no ser mutagénico, ademas el indice mitético aumenta a 16%, lo cual
aparentemente indica la inactivacion de las propiedades mutagénicas y genotdxicas que

tenia el Metamidofo.

Con el tratamiento con irradiacion UV solar, la concentracion aumenta en la primera hora,
pero el indice mitdtico e indice mutagénico se mantiene a lo largo del tiempo con 4% de
MI y mutagenicidad media (6-9) hasta llegar a la ultima hora; sin embargo, la

concentracion desciende un poco en comparacién con la inicial.

En relacion a la irradiacion con UV solar, con perlas de arcilla y TiO2, la concentracion
en la segunda hora aumenta la mutagenicidad, el indice mit6tico es de 4% en la ultima
hora la concentracion desciende, el potencial mutagénico es nulo y el indice mitético

aumenta a 12%.
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Figura 15. Scatter plot del tiempo contra concentracion con los tratamientos: UV,
UV+TiO2 (irradiacion UV con perlas de arcillay TiO2), SOL, SOL+TiO2 (irradiacion
solar con perlas de arcilla y TiO2), indice mit6tico, mutagenicidad TA98 (bajo= 2-5,

medio=6-

9, alto>9 y no mutagénico <2 de indice de mutagenicidad).

En la figura 15 se muestra el parametro de mutagenicidad con la cepa TA100. En el

tratamiento con irradiacion UV artificial la concentracion aumenta en la segunda hora,

quizas por el efecto de hipercromia, en tanto el indice mitético es 8% y no se presenta

mutagenicidad en la cepa TA100, en este caso esta como no mutagenico medio, luego a

lo largo del tiempo existe un descenso en la concentracion, pero no es alto; en cambio el

indice mitdtico e indice mutagénico siguen igual.
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Figura 16. Scatter plot del tiempo contra concentracion con los tratamientos: UV,
UV+TiO2 (irradiacion UV con perlas de arcilla y TiO2), SOL, SOL+TiO2
(irradiacién solar con perlas de arcilla y TiO2), indice mitdtico, mutagenicidad
TAL00 (Alto=1-1.77, Medio= 0.51-0.74 y Bajo= 0.09-0.29).

En el scatterplot Figura 16, el tratamiento con irradiacion UV artificial muestra como la
concentracion aumenta, el indice mutagénico es medio (6-9) y las aberraciones
cromosomales estan en un 6%, luego en las horas 3 y 4, las concentraciones descienden
un poco, de igual manera el indice mutagénico, llegando a mutagenicidad baja (2-5), en

cambio las aberraciones cromosomales se incrementan hasta el 12%.

Posterior en el tratamiento con irradiacion UV con perlas de arcillay TiO2 se observa el

incremento de la concentracion, las aberraciones cromosomales son de 12% y la
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mutagenicidad es media (6-9). En la segunda hora la concentracion baja, pero solo existe
el incremento de las aberraciones cromosomales llegando a 18%, lo cual es preocupante
por su efecto genotdxico alto. Posteriormente, en la dltima hora, la concentracion
disminuye casi en su totalidad, no existe mutagenicidad y las aberraciones cromosomales

son menores de 6%.

Con la irradiacion UV solar en la primera hora la concentracién es mayor, de igual manera
las aberraciones cromosomales aumentan a 18%, muy por encima de los anteriores
tratamientos, su mutagenicidad es media, a lo largo del tiempo hasta acabar el tratamiento;
no asi las aberraciones cromosomales pues aumentan a 24%, lo cual posiblemente indique
que el compuesto no ha sido inactivado, de hecho, existe la posibilidad que el compuesto
inicial haya sufrio alteraciones en su composicidn quimica, que lo volvié mas genotoxico
en las 4 horas, este resultado es preocupante pues es la simulacién de lo que ocurre cuando
se procede a fumigar en el campo agricola, entonces luego de 4 horas el compuesto sigue

en la tierra y es mas genotdxico y mantiene su mutagenicidad.

El ultimo tratamiento es la irradiacion UV solar con perlas de arcillay TiO2, en la primera
hora la concentracién aumenta, las aberraciones cromosomales son mucho mas altas que
en los anteriores tratamientos llegando a 24%, la mutagenicidad en media y en la segunda
hora es mutagenicidad baja, posteriormente en la Gltima hora, la concentracion disminuye
y las aberraciones cromosomales son menores a 6%, sin mutagenicidad, aparentemente

existe una fotoinactivacion del Metamidofo.
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Figura 17. Scatter plot del tiempo contra concentracion con los tratamientos: UV,
UV+TiO2 (irradiacion UV con perlas de arcilla y TiO2), SOL, SOL+TiO2 (irradiacion
solar con perlas de arcilla y TiO2), aberraciones cromosomales, mutagenicidad TA98
(medio=6-9, bajo= 2-5, alto>9 y no mutagénico <2 de indice de mutagenicidad).

Figura 17, el indice mutagénico es nulo en todos los tratamientos dado que se considera
mutagénico cuando el indice de mutagenicidad es mayor o igual a 2, pues con la cepa
TA100 ninguno supera este indice, entonces se tomd como no mutagénico bajo, medio y
alto. La irradiacion UV artificial presenta el incremento de concentracion en la primera
hora, las aberraciones cromosomales son del 6% Yy el indice mutagénico esta como no
mutagénico medio, en la ultima hora existe un aumento del 12% en las aberraciones

cromosomales y el indice no mutagénico se mantiene.

La irradiacion UV artificial con perlas de arcilla y TiO2, muestra un incremento de

concentracion, las aberraciones cromosomales aumentaron a 12% y el indice no
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mutagénico es medio. En la Gltima hora desciende la concentracion casi en cero y ademas

las aberraciones cromosomales < 6% Y el indice no mutageénico es bajo.

Con el tratamiento con irradiacion UV solar, la concentracion aumenta en la primera hora
y las aberraciones cromosomales alcanzan a un 18%, el indice no mutagénico es medio y
a lo largo del tiempo se mantiene. Con el tratamiento con irradiacion UV solar con perlas
de arcillay TiO2, se presenta un 24% de aberraciones cromosomales en la primera hora,
el indice no mutagénico es medio y cuando llega a la hora final, este desciende siendo no

mutagenico bajo y las aberraciones cromosomales menores a 6%.
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Figura 18. Scatter plot del tiempo contra concentracion con los tratamientos: UV,
UV+TiO2 (irradiacion UV con perlas de arcilla y TiO2), SOL, SOL+TiO2
(irradiacion solar con perlas de arcillay TiO2), indice mitotico, mutagenicidad TA100
(Alto= 1-1.77, Medio= 0.51-0.74 y Bajo= 0.09-0.29).
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Segun los resultados mostrados, al parecer se debe tener un especial cuidado en la primera
y segunda hora de los tratamientos debido a sus indices de mutagenicidad con la TA98 y
porcentajes de aberraciones cromosomales altos, sobre todo con el tratamiento con
irradiacion solar dado que son varios tipos de irradiacion UV que tiene la radiacion solar,
puede provocar una mayor concentracion de subproductos que al parecer son mas

mutagénicos y genotoxicos a lo largo de cuatro horas de irradiacion.

El aumento de la concentracion en la primera hora de irradiacion puede deberse a la
interaccion entre productos intermediarios, el indice mitético, que representa el poder de
division celular que disminuye en la hora cero, revelando que el Metamidofo es toxico.
Algunos estudios sugieren que los organofosforados son metabolizados por la enzima de
la super familia CYP450, por lo cual produce genotoxicidad clastogénica (Prabhat Kumar
et al., 2020) visto también en lineas celulares hepaticas (Medina-Buelvas et al., 2019) y
células germinales de ratones albinos (Bagri & Kumar, 2020). También se observa que
con los tratamientos con irradiacion UV y solar, el Ml no disminuye, confirmando su
toxicidad y baja eficiencia para la eliminacion del pesticida Metamidofo, por el contrario,
con los tratamientos acompafados con las perlas de arcillay TiO2, se observa el aumento

del IM a lo largo del tiempo.

La mutagenicidad de la cepa TA 98, en la hora cero, se confirma con un estudio acerca de
la degradacion de metamidofos (Parker et al., 2017b) donde solo esta cepa presenta una

respuesta mutagénica ante este tipo de pesticida.

En la Tabla 4 la mutagenicidad de la cepa TA100 es inexistente consolidando asi que el
Metamidofo no presenta mutagenicidad en sustitucion por cambio de bases que afecta al
operon histidina, como también se confirma en Akyil et al., (2017) donde solo TA98
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presenta una reaccion mutagénica con el organofosforado Anilofos, o en Sharma et al.,
(2018) donde se reporta que en el tratamiento con fotdlisis los pesticidas
organofosforados, muestran al principio y durante el tratamiento, mutacion en la cepa

TA98.

13. CONCLUSIONES

El pesticida organofosforado Metamidofo sin ningln tratamiento, produjo un alto indice
de mutagenicidad (9.31 IM) con la cepa TA98, pero no produce mutagenicidad con la
cepa TA100, ademas genera aberraciones cromosomales (28.87%) y un bajo porcentaje
de indice mitdtico (5.1%), mostrando asi que es potencialmente mutagénico y cito-

genotoxico a una concentracion de 1ppm.

El tratamiento con irradiacion UV solar acompafiado con perlas de arcillay TiO2 tiene un
porcentaje de degradacion de 83% y su indice mutagénico con TA 98 (0.98 IM) es
alentador, de igual manera el indice mit6tico (15%) se incrementa cuando pasa las horas

de irradiacion y baja el porcentaje de aberraciones cromosomales.

Por otro lado, el tratamiento con irradiacion UV artificial con perlas de arcilla y TiO2
tiene un porcentaje de degradacion de 99,5%, superior al anterior, ademas la prueba de
mutagenicidad con TA98 (1.17 IM), la prueba de genotoxicidad con el porcentaje de
aberraciones cromosomales que va en decremento al pasar el tiempo, aunque el indice

mitotico (19.53%) aumenta.

Los tratamientos con irradiacion UV artificial y solar no presentan un gran descenso en la
concentracion, mutagenicidad y genotoxicidad del Metamidofo, incluso con el tratamiento

con irradiacién UV solar se incrementa el porcentaje de aberraciones cromosomales.
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Ademas, se debe recalcar que existe un posible aumento de la concentracion del pesticida
en la primera y segunda hora de los tratamientos debido a un aparente efecto de

hipercromia por la generacion de subproductos.

14. RECOMENDACIONES

e Sesugiere aumentar el tiempo de irradiacion en el tratamiento con irradiacién solar
acompariado con perlas de arcillay TiO2, para su eliminacion total.

e Se propone realizar un analisis quimico con un cromatdgrafo de gases durante los
tratamientos para observar qué tipo de quimicos se forman y cuéles pueden ser
potencialmente mutagénicos o genotdxicos.

e Se opina que es necesario realizar ensayos para saber hasta cuantas repeticiones

de irradiacion se pueden usar las perlas de arcillay TiO2.

15. ANALISIS PROSPECTIVO DEL IMPACTO DE LA INVESTIGACION

Los pesticidas organofosforados Metamidofos es uno de los méas usados en Bolivia segun
PLAGBOL ademas el aumento por via legal y de contrabando aumenta desde 25 millones
a 152 millones de kilos anuales siendo el 30 % de ingreso ilegal desde el 2017 (Chuquimia,
2018). Las diversas plagas que azotan a nuestro pais hacen que el agricultor use mas
pesticidas en sus cultivos, por ello cuando se fumiga existe el riesgo que cantidades del
pesticida se quede en el medio ambiente y que no se elimine por completo pues en nuestro
pais no existe una manera eficiente o normativa que diga como eliminar el pesticida, por
lo que en general la eliminacion del recipiente se quema o bota cerca de los cultivos o
rios, otra manera de contaminacion es que las personas lavan sus mochilas de fumigado
en los rios, de esta manera se contaminan diferentes fuentes de agua como rios, lagos y
acuifero. Al tener estas fuentes de agua contaminada el riesgo que se corre es la

bioacumulacidn en peces que luego llegan a nuestra dieta, también esta la acumulacion en
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los alimentos de consumo regados con este tipo de agua y con el mismo pesticida.

Los tratamientos para la eliminacion de pesticidas van desde la biorremediacion, que usa
bacterias para la eliminacion del pesticida, pero su alto costo en medios de cultivo no lo
hace tan 6ptimo para su uso, la eliminacién por métodos fisico no eliminan ni en un 50%,
dejando restos mas toxicos que la molécula inicial, sin embargo la eliminacién usando la
fotoinactivacion con un catalizador como es el TiO2 tienen grandes perspectivas pues la
eliminacidn llega casi a un 99% de eliminacidon del pesticida en un medio acuoso, por ello
los costos de produccion con una estimacion basica con una superficie como es la arcilla
es de 5bs con 1kg, el catalizador TiO2 500bs con 5009 el costo final de una perla de arcilla
es de 1,4 bs esta estimacion incluye materia prima como arcilla, oxido de titanio, &cido
clorhidrico y el costo de mano de obra, otros insumos como mufla, material de vidrio, sonicador
y agitador estdn excluidos del costo final. Sin embargo, es importante mencionar que el empleo
de perlas de arcilla con TiO2 es rentable pues es un método innovador y reutilizable. En la tabla
6 se muestra el costo de produccidn por perlas de arcilla desde una perla hasta 400000000 perlas

de arcilla con TiO2 para 10000000L de pesticida Metamidofo.

Tabla 6.Costo de produccién de la perla de arcilla con TiO2 para la fotoinactivacién de
1L a 10000000 L de pesticida Metamidofo

precio de costo del costo del costo del
Productos los costo del producto producto producto costo del costo del producto
productos  producto por  para 1L para100L  para1000L  producto para para 10000000L
(bs) unidad (bs) (bs) (bs) (bs) 100000L (bs) (bs)
Oxido de
titanio (P25, 358,16 0,014 0,014 1,432 14,32 1432 1432000
Degussa)
Arcilla 5 0,11 0,44 44 440 44000 4400000
Acido
clothidrico 300,27 0,60 0,60 60,05 600,54 60054,00 6005400,00
TOTAL 663,43 0,724 1,054 105,482 1054,86 105486 11837400
VENTA 14 5,6 560 5600 560000 56000000
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Actualmente al no tener ninglin método de eliminacion del pesticida Metamidofo en Bolivia, se
tiene como propuesta el método de perlas de arcilla con TiO2 que tienen una fotoinactivacion
del pesticida de un 86,3% con irradiacidn solar, dado los precios en la tabla 6, el tratamiento para

rios que tuvieron presencia de pesticida Metamidofo se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Costos de tratamiento con perlas de arcilla y TiO2 para cada rio que presenta
contaminacién con pesticida Metamidofo

Departamento Rio  caudal L/s ancho(m) Costos (bs)
Cochabamba Rio Rocha 26,1 245 35672
Ramis 76 3 1276,8

llave 39 8 1747,2

La Paz (Lago Coata 42 3 705,6
Titicaca) Catari 10 4 224
Huancané 20 4,6 515,2

Suchez 11 3 184,8

Santa Cruz  Rio Pirai 10,6 300 17808

Datos de caudal y ancho de rios obtenidos por los técnicos del SENAMHI
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17. ANEXOS
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Anexo 3. Peso de la arcilla antes y después de la impregnacién con TiO2.

. Perlas de P30 de la
Replica arcilla ar_C|IIa con
TiO2
1 23,325 25,456
2 23 25,002
3 23,324 25,876
4 23,325 25,865
5 23,326 24,876
6 23,325 25,034
7 23,325 25
8 23,326 25
9 23,326 24,47
10 23,325 25,073
11 23 25
12 23 24
13 23 24
14 23 25
15 23 24

Promedio 23,324 24,925



Anexo 4. Resultados de la fotoinactivacion por ocho horas, del pesticida Metamidofo

Horas
sustancia - 1 2 3 4 5 6 7 8
concentracion
0,50% 1,367 1,326 1,280 1,367 0,525 0,529 0,493 0,675
TiO?2 2% 1,440 1,007 0,079 0,007 0,006 0,006 0,006 0,006
10%

1,147 0,973 0,940 0,171 0,906 0,897 0,854 0,840

Los resultados de la fotoinactivacion presentan las concentraciones que se obtuvieron
durante las ocho horas de tratamiento, ademas el porcentaje de diferentes concentraciones
de TiO2 que se uso, donde la concentracion del 2% presenta un resultado eficiente en
cuanto a la inactivacion del Metamidofo, por ello en la impregnacion de las perlas de
arcilla se uso la concentracién de 2%, por otro lado, también se observa que a las cuatro
horas este tiene una concentracion baja, entonces igualmente se tom6 como tiempo

referencia para llevar acabo el disefio metodoldgico de cuatro horas de irradiacion.
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Anexo 5. Analisis estadistico

1. Anadlisis de la concentracion del Metamidofo durante las cuatro horas de

irradiacion por los distintos tratamientos.

Para evaluar la concentracion del Metamidofo durante el tiempo por los tratamientos se
recurrio a una two way ANOVA dado que se tienen dos factores (concentracion y
Tratamiento), para resultados paramétricos, porque se cumplen los supuestos de

normalidad (Shapiro Test) y supuestos de homogeneidad (Levenet test).

shapiro.test(ster$Concentracion)
Shapiro-Wilk normality test

data: ster$Concentracion

W =0.96418, p-value = 0.07548
shapiro.test(UV$Concentracion)
Shapiro-Wilk normality test

data: c$Concentracion

W =0.92789, p-value = 0.2537
shapiro.test(UVTI02$Concentracion)
Shapiro-Wilk normality test

data: b$Concentracion

W =0.91913, p-value = 0.1869
shapiro.test(SOL$Concentracion)
Shapiro-Wilk normality test

data: m$Concentracion

W = 0.84687, p-value = 0.01569
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shapiro.test(UVTI02$Concentracion)
Shapiro-Wilk normality test
data: n$Concentracion
W =0.8962, p-value = 0.08329
leveneTest(Concentracion ~ Tiempo*Tratamiento,data=ster) #todo es homogenio
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 19 1.3971 0.1832
40

Los resultados de la prueba ANOVA TWO WAY muestran que existe diferencia
significativa entre la concentracion a lo largo del tiempo y tratamiento (F12.40=16.76,

p=5.62e-12)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tiempo 414216 3.554 25556 < 2e-16 ***
Tratamiento 3 3523 1.174 84.44 <2e-16 ***
Tiempo:Tratamiento 12 2.796 0.233 16.76 5.62e-12 ***
Residuals 40 0.556 0.014
Signif. codes: 0 “***>(0.001 “**>0.01 “*>0.05 “.> 0.1 ‘1

Las pruebas post hoc muestran que los tratamientos con irradiacion UV con perlas de
arcillay TiO2y la irradiacion solar con perlas de arcilla con TiO2 presentan una diferencia
significativa a comparacién de la hora inicial y final. Ademas, que cuando se compara

entre tratamientos en las horas finales los tratamientos con eficacia UV-TI102.
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PRUEBA DE TUKEY

diff Iwr upr p adj
1:Sol-0:Sol 1.337396122 0.97263362 1.702158624 0.0000000
2:Sol-0:Sol 0.718744229 0.35398173 1.083506731 0.0000007
4:Sol+Tio2-4:Sol  -0.898047091 -1.26280959 -0.533284590 0.0000000
4:UV-4:Sol -0.360110803 -0.72487331 0.004651699 0.0563851

4:UV+Tio02-4:Sol  -0.766389658 -1.13115216 -0.401627156 0.0000002
1:Sol+Tio2-0:Sol+Tio2 0.429824561 0.06506206 0.794587063 0.0081035
4:Sol+Ti02-0:Sol+Tio2 -1.061666667 -1.42642917 -0.696904165 0.0000000
4:UV-4:Sol+Tio2 0.406278855 0.04151635 0.771041357  0.0160732

2:UV-0:Uuv 0.576638966 0.21187646 0.941401468 0.0000783
3:UV-0:uVv -0.235918744 -0.60068125 0.128843758 0.6243787
4:UV-0:UV -0.623730379 -0.98849288 -0.258967877 0.0000167

4:UV+Tio2-4:UV -0.537936288 -0.90269879 -0.173173786 0.0002764
1:UV+Ti02-0:UV+Tio2 0.671772853 0.30701035 1.036535355 0.0000034
3:UV+Ti02-0:UV+Tio2 -0.630166205 -0.99492871 -0.265403703 0.0000135
4:UV+Ti02-0:UV+Tio2 -0.953342567 -1.31810507 -0.588580065 0.0000000
4:UV+Ti02-4:Sol+Tio2 -0.131657433 -0.49641993 0.233105069 0.9969547

2. Andlisis de la cepa TA98 con el indice de mutagenicidad durante las cuatro

horas de irradiacion por los distintos tratamientos.

Para analizar la mutagenicidad de la cepa TA98 para los distintos tratamientos de
irradiacion, se recurrid a una prueba de Kruskal-Wallis debido a que la variable no cumplia
con los supuestos de la prueba de ANOVA (normalidad y homogeneidad). Los resultados
de la prueba de Kruskal-Wallis, muestran que existe diferencia significativa en la
mutagenicidad de la cepa TA98 ante los diversos tratamientos (x4 2 = 77.814, p=8.06e¢-
07)
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Kruskal-Wallis rank sum test
data: RECUENTO by interaction(TIEMPO, PRUEBA)
Kruskal-Wallis chi-squared = 77.814, df = 27, p-value = 8.063e-07

Las pruebas post hoc con Dunn test muestran que los tratamientos con irradiaciéon UV con
perlas de arcillay TiO2 y la irradiacion solar con perlas de arcilla con TiO2 en la ultima
hora con relacién a la hora cero y el control negativo, ellos presentan una diferencia
significativa. Los tratamientos con luz solar y UV solo presentan significancia entre la

hora cero y los controles negativos.

PRUEBA DE COMPRACION NO PARAMETRICO DUNN TEST
Pairwise comparisons using Dunn's-test for multiple

comparisons of independent samples

data: RECUENTO by interaction (TIEMPO, PRUEBA)
0.SOL 1.SOL 2.SOL 3.S0OL 4.SOL C-.SOL C+.SOL 0.SOL+TiO2 1.SOL+TiO2
C-.SOL 0.012 1.000 1.000 1.000 1.000- - - -
4.SOL+TiO2 0.439 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.014 1.000
C-.SOL+Ti02 0.160 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.012 1.000
2.SOL+TiO2 3.SOL+Ti02 4.SOL+TiO2 C-.SOL+TiO2 C+.SOL+TiO2 0.UV
C-.uv 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.508 0.001

2UV 3.UV 4UV C-UV C+UV 0.UV+TiO2 1.UV+TiO2 2.UV+TiO2
3.UV+TiO2

4.UV+TiO2 1.0001.000 1.000 1.0001.0000.012 1.000 1.000 1.000
C-.UV+TiO2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.018 1.000 1.000 1.000

P value adjustment method: bonferroni

3. Analisis de la cepa TA100 con el indice de mutagenicidad durante las cuatro
horas de irradiacion por los distintos tratamientos.
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Analisis de la cepa TA100 para los distintos tratamientos de irradiacion, contra el tiempo,
para ello se recurri6 a la prueba de Kruskal-Wallis porque no se cumplia con los supuestos
de normalidad y homogeneidad. Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, muestran
que existe diferencia significativa en la mutagenicidad de la cepa TA100 ante los diversos

tratamientos: Tiempo (x4 2 = 79.776, p=4.084¢-07)

Kruskal-Wallis rank sum test
data: RECUENTO by interaction(TIEMPO, PRUEBA)
Kruskal-Wallis chi-squared = 79.776, df = 27, p-value = 4.084e-07

El post hoc con Dunn test muestra que los tratamientos con irradiacién UV con perlas de
arcillay TiO2 y la irradiacion solar con perlas de arcilla con TiO2 en la ultima hora con
relacion a la hora cero y el control negativo, presentan una diferencia significativa. Los
tratamientos con luz solar y UV solo presentan significancia entre la hora cero y los

controles negativos.

Pairwise comparisons using Dunn's-test for multiple

comparisons of independent samples
data: RECUENTO by interaction(TIEMPO, PRUEBA)
0.SOL 1.SOL 2.SOL 3.SOL 4.SOL C-.SOL C+.SOL 0.SOL+TiO2 1.SOL+TiO2
C+.SOL 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.0028 - - -

2.SOL+Ti0O2 3.SOL+TiO2 4.SOL+TiO2 C-.SOL+TiO2 C+.SOL+TiO2 0.UV
C+.SOL+Ti02 1.000 0.240 0.120 0.001 - - -
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22UV 3.UV 4UV C-UV C+UV 0.UV+TiO2 1.UV+TiO2 2.UV+TiO2
3.UV+TiO2

C+UV  1.0001.0001.0000.010- - - - -
4.UV+TiO2 C-.UV+TiO2

C+.UV+TiO2 0.0034 1.000

P value adjustment method: bonferroni

4. Analisis del Test de Allium con las aberraciones cromosomales durante las
cuatro horas de irradiacion por los distintos tratamientos.

Para analizar el total de aberraciones cromosomales, se recurrié a una prueba de Kruskal-
Wallis, debido a que la variable no cumplia con los supuestos de (normalidad de residuos
y homogeneidad de varianzas). Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, muestran
que si existe diferencia significativa entre el total de las aberraciones cromosomales y

tiempo:tratamiento (x4 2 = 79.194, p=5¢-07)

Kruskal-Wallis rank sum test
data: CA by interaction(TIEMPO, PRUEBA)
Kruskal-Wallis chi-squared = 79.194, df = 27, p-value = 5e-07

Las pruebas post hoc muestran que el total de aberraciones cromosomales muestra una
diferencia estadistica en los tratamientos de irradiacion solar con perlas de arcillay TiO2

y la irradiacion UV con perlas de arcillay TiO2.

Pairwise comparisons using Dunn's-test for multiple
comparisons of independent samples

data: CA by interaction(TIEMPO, PRUEBA)

0.SOL 1.SOL 2.SOL 3.SOL 4.SOL C-.SOL C+.SOL 0.SOL+TiO2 1.SOL+TiO2
C-.SOL 0.043 1.0001.000 1.000 1.000 - - - -

2.S0L+TiO2 3.SOL+TiO2 4.SOL+TiO2 C-.SOL+TiO2 C+.SOL+TiO2 0.UVv

0.SOL+TiO2 - 0.045 0.048 0.046 - - 1.000
C-Uv  1.000 1.000 1.000 1.000  1.000 0.069 0.042
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0.UV+TiO2 1. UV+TiO2
4.UV+TiO2 0.040 -
C-.UV+TiO2 0.049 -
P value adjustment method: bonferroni

5. Analisis del Test de Allium con el indice mitotico durante las cuatro horas de
irradiacion por los distintos tratamientos.

La prueba de Kruskal Wallis muestra que si existe diferencia significativa entre la hora
cero y ultima con los tratamientos de irradiacion solar con perlas de arcilla TiO2 y la
irradiacion UV con perlas de arcilla TiO2, sin embargo solo se observa que los
tratamientos con irradiacion UV y solar presentan significancia estadistica entre el control

negativo y la hora cero.

Kruskal-Wallis rank sum test
data: MI by interaction(TIEMPO, PRUEBA)
Kruskal-Wallis chi-squared = 71.924, df = 27, p-value = 5.938e-06
DUNN TEST
Pairwise comparisons using Dunn's-test for multiple
comparisons of independent samples
data: MI by interaction(TIEMPO, PRUEBA)
0.SOL 1.SOL 2.SOL 3.SOL 4.SOL C-.SOL C+.SOL 0.SOL+Ti0O2 1.SOL+TiO2
C-.SOL 0.0010.2001.000 1.0001.000- - - -
4.SOL+TiO2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.042  1.000
C-.SOL+Ti0O2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.0012 0.309

2UV 3.UV 4UV C-UV C+UV 0.UV+TiO2 1.UV+TiO2 2.UV+TiO2
3.UV+TiO2

0.uv - - - 0.0008 - - - - -

2UV 3.UV 4UV C-UV C+UV 0.UV+TIO2 1.UV+TiO2 2.UV+TiO2
3.UV+TiO2

4.UV+TiO2 1.000 0.347 1.000 1.000 1.000 0.0016 0.317 0.899 1.000
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C-.UV+TiO2 1.000 0.678 1.000 1.000 1.000 0.0018 0.623 1.000 1.000

Conclusidn final

e El orden de los tratamientos para la eliminacion efectiva del Metamidofo es:
Irradiacion UV con perlas de arcillay TiO2> Irradiacion solar con perlas de arcilla
y TiO2> irradiacion UV> irradiacion solar.

e Lacepa TA100 no presenta ningun tipo de significancia estadistica en ninguno de
los tratamientos.

e La concentracién, mutagenicidad y genotoxicidad disminuye notablemente en el

tratamiento de irradiacion UV con perlas de arcillay TiO2
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