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Resumen

En la actualidad la contaminacién por plaguicidas es uno de los problemas ambientales més
importantes y relevantes que enfrentan diferentes paises. La misma puede ser originada
mediante fuentes puntuales o difusas, las cuales muchas veces no estdn claramente
diferenciadas. Los residuos de los plaguicidas se dispersan en el ambiente y se convierten en
contaminantes para el suelo, aire y agua, lo que representa un gran riesgo para la salud de la

poblacién y el ambiente.

Los Biolechos o Camas Bioldgicas (CB) son sistemas de biorremediacion desarrolladas con el
fin de aportar a la gestion responsable del uso de plaguicidas. Estdn constituidas por un
receptaculo o depdsito impermeabilizado, que contiene una biomezcla activa compuesta por
suelo, material lignoceluldsico y un sustrato orgdnico humidificado. La finalidad de esta
tecnologia es que la manipulacion de los plaguicidas durante el llenado del equipo de aspersion
sea realizada sobre la cama, de manera que los plaguicidas derramados puedan ser retenidos y
degradados dentro del biosistema. Si bien son sistemas muy estudiados y aplicados en Europa,

en Latinoamericana su desarrollo es incipiente.

El objetivo principal del presente trabajo de tesis fue el disefio, construccién e implementacion
de camas bioldgicas a escala mediana como sistemas de tratamiento de las corrientes residuales
de plaguicidas generadas en un predio del cinturén horticola santafesino.

Para la realizacion del presente trabajo se disefiaron dos tipos de camas bioldgicas (CBI y CBII)
de diferente composicion utilizando contenedores de 200 litros sin recirculacién. Ademds, se
utilizaron dos contenedores mds pequefios que funcionaron como blancos (sin aplicacién de

plaguicidas).

La composicion de la CBI fue del 25% de compost (obtenido a partir de cama de pollo y residuo
horticola), 25% de suelo, 15% de residuo horticola 'y 35% de rastrojo de maiz mientras que la
CBII estuvo compuesta por 50% de suelo, 15% de residuo horticola y 35% de rastrojo de maiz.
Estas camas bioldgicas fueron maduradas por 70 dias manteniendo la humedad adecuada.
Posteriormente, se regaron con la solucion colectada de las mochilas de aplicacién que utilizan
los productores en el predio productivo. Los plaguicidas encontrados en la solucion fueron: £
cialotrina, azoxistrobina, carbendazim, imidacloprid, metaloclor, tebuconazole y abamectin
B1la. El ensayo se extendi6 por 120 dias y se realizaron las siguientes determinaciones: andlisis
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de plaguicidas al inicio y al final, determinaciones enzimdticas (hidrdlisis de la Fluoresceina
Diacetato (FDA) y actividad fenoloxidasa (FOX)), ensayos de germinacién con semillas de
lechuga y prueba de huida o de evasidon con lombrices. Ademds, se realizaron recuentos de
bacterias totales y de hongos y levaduras antes y después de la aplicacién de la solucion de

plaguicidas.

En ambas camas biolégicas se obtuvieron buenos porcentajes de degradacion. Particularmente,
en la CBI se obtuvo una degradacion superior al 70% para los siete plaguicidas analizados,
superior al 80% en el caso del abamectin Bla y al 90% para el carbendazim. No es posible
realizar una comparacion del desempefio de ambas camas ya que las concentraciones iniciales
(luego de la aplicacién) fueron muy diferentes. La CBII present6 concentraciones de
plaguicidas aproximadamente un 30 % mas bajas que las halladas en la CBI, a pesar de haber
aplicado el mismo volumen de la solucién colectada de las mochilas. Esta diferencia podria
deberse a los caminos preferenciales por los que hayan discurrido los plaguicidas aplicados, a

las diferencias entre las densidades de los sustratos, entre otras.

En cuanto a la actividad enzimética debida a enzimas hidroliticas (FDA) en ambas camas
bioldgicas para el dia 120 se observd una disminucidn significativa de la actividad respecto del
inicio. Sin embargo, en las enzimas de origen lignoceluldsico la disminucién no fue tan
marcada y los valores obtenidos al final del ensayo indican que las camas bioldgicas se

encontraban activas y podrian ser utilizadas para una nueva aplicacion de plaguicidas.

Tanto los bioensayos de germinaciéon como el de huida coinciden en evidenciar una
“recuperacion” de la calidad llegando al dia 120 del ensayo lo que muestra una buena calidad

de las biomezclas para su re utilizacién y/o incorporacién al medio como abono o enmienda.

Las camas bioldgicas ensayadas resultaron ser eficientes para la descontaminacién de las
corrientes residuales de plaguicidas generadas en el predio. La CBI presenté mayor dificultad
en su construccion, por el tiempo que insumio la preparacion del compost adicionado. Si bien
la biomezcla tuvo una buena estructura, el contenido de humedad presenté las mismas
variaciones que la CBII, es decir, la retenciéon de humedad fue similar.

Se destaca especialmente el alto porcentaje de degradacion obtenido para el imidacloprid en
comparacion con trabajos previos publicados en los que se reportan tanto concentraciones
iniciales como porcentajes de degradacién menores.
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Es importante remarcar que esta experiencia fue realizada enteramente en campo, con residuos
reales, en tiempos y procesos propios de la actividad agricola, no de una programacion ajena a
la realidad cotidiana de quienes utilizan los plaguicidas. En este sentido, los tipos y las
concentraciones de plaguicidas utilizados no fueron diagramados como parte del proceso
experimental y tres de los siete plaguicidas presentes fueron fungicidas, que, por su funcién
inherente, podrian haber generado inhibicién en el desarrollo de hongos asociados a la

presencia de enzimas lignoceluldsicas.

Los componentes de las biomezclas se eligieron basiandose en la disponibilidad, manejo y
factibilidad estacional, por lo que no todos ellos responden a los de mejores aptitudes
comprobadas, sino a la posibilidad certera de formar parte de un cotidiano que permita
reproducir la experiencia en manos de quienes necesitan instalar la tecnologia en su labor

diaria.
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Abstract

Agrochemical pollution is one of the most important and relevant environmental issues faced
by different countries nowadays. It can be generated by point or diffuse sources, which are
often not distinct. Pesticide residues spread into the environment and become pollutants that
affect the soil, air and water, which represents a great risk to the health of people as well as the

environment.

Biobeds are bioremediation systems which have been developed in order to contribute to
responsible management of agrochemicals. They consist of a receptacle or pit lined with an
impermeable layer which contains an active biomixture of soil, lignocellulosic material and a
humidified organic substrate. The purpose of this technology is that agricultural chemicals are
handled above the biobed when filling sprayers, so that spilled pesticides are collected, retained
and degraded within this biosystem. Despite the fact that these systems have been extensively

studied and applied in Europe, their development in Latin America is still at an incipient stage.

The main purpose of this thesis has been the design, construction and implementation of
medium-scale biobeds as treatment systems for residual currents of agricultural chemicals

generated in an area of the horticultural belt in the province of Santa Fe, Argentina.

For this project, two types of biobeds with different compositions were built (BBI and BBII)
using 200-liter containers with no recirculation. In addition, two smaller containers were used

as controls (with no application of agrochemicals).

Composition of BBI was 25% compost (obtained from poultry litter and horticultural waste),
25% soil, 15% horticultural waste and 35% corn stubble, while composition of BBI was 50%
soil, 15% horticultural waste and 35% corn stubble. These biobeds had a 70-day period of
maturation, during which proper humidity was maintained. Afterwards, they were watered with
the solution collected from knapsack sprayers used by producers in the productive area. The

agrochemicals found in the solution were: A cyhalothrin, azoxystrobin carbendazim,
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imidacloprid, metolachlor, tebuconazole and abamectin Bla. The test lasted for 120 days and
the following determinations were made: agrochemical analysis at the beginning and at the
end, enzyme determinations (hydrolysis of Fluorescein Diacetate, FDA) and phenol oxidase
activity), lettuce seed germination tests, and avoidance tests with earthworms. Moreover,
counts of total bacteria, fungi and yeast were performed before and after applying the

agrochemical solution.

Both biobeds showed good degradation percentages. Particularly, on day 120 BBI reached
levels of degradation above 70% for the seven agrochemicals analysed, above 80% in the case
of abamectin Bla and 90% for carbendazim. It is not possible to compare the performance of
both beds since the initial concentrations (after application) were very different. BBII had
agrochemical concentrations approximately 30% lower than those found in BBI, which may
be due to the preferred paths through which the applied agrochemicals flowed or the different

densities of the substrates used, among other reasons.

Regarding enzymatic activity due to hydrolytic enzymes (FDA), by day 120 activity decreased
significantly in both biobeds relative to the beginning. However, the decrease of lignocellulosic
enzymes was not so dramatic and the values obtained at the end of the test indicate that the

biobeds were active and could be used for a new application of agrochemicals.

Germination tests as well as avoidance tests both show a quality “recovery” by day 120 of the
test, which makes it clear that the biomixtures present good quality for reuse and/or

incorporation into the environment as fertilizer or soil improver,

The biobeds tested turned out to be efficient for decontamination of residual currents of
agrochemicals generated on site. BBI presented the greatest challenge in its construction due
to the amount of time required to prepare the added compost. Even though the biomixture
presented a good structure, the humidity content showed the same variations as in BBII; that is

to say, humidity retention was similar.
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The high percentage of degradation reached for imidacloprid is particularly remarkable relative
to previously-published works in which smaller initial concentrations were used and the

degradation reached was lower.

It is important to highlight that this experience was entirely a field experiment, carried out with
actual waste, following and respecting the times and processes which are typical of agriculture,
not with parameters far removed from the everyday reality of those who use agrochemicals. In
this respect, the types and concentrations of agrochemicals used were not designed as part of
the experimental process, and three of the seven agrochemicals present were fungicides, which,
because of their inherent function, could have inhibited the development of fungi associated

with the presence of lignocellulosic enzymes.

Biomixture components were chosen based on availability, handling, and seasonal feasibility,
which is why not all of them are the ones with the best verified capabilities, but rather those
which are more likely to be readily available so that those who need to implement this

technology in their daily work can reproduce the experience.
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1. Introduccién

1.1. La actividad horticola y el uso de plaguicidas en Argentina

Argentina tiene una superficie continental de 2,8 millones de kilometros cuadrados y cuenta
con unas 34 millones de hectédreas cultivadas, principalmente con cultivos extensivos (soja,
trigo, maiz, girasol, sorgo y arroz). Si bien la produccién de hortalizas y legumbres ocupa
solamente el 1,5 % de la superficie cultivada del pais (500.000 hectéareas) se producen de 8 a
10 millones de toneladas de hortalizas por afio. La produccion fisica (y en algunos casos la
calidad) ha aumentado en los dltimos afios debido a innovaciones tecnoldgicas, como el uso de
variedades mejoradas y la incorporacion de hibridos, mayor empleo de fertilizantes,
mejoramiento en la tecnologia de riego y difusién de cultivos bajo inverndculo. Su
participacion en el Producto Bruto Agropecuario (agricultura y ganaderia) es de

aproximadamente el 10 %. !

Por agroquimicos entendemos al total de sustancias abarcando insecticidas, fungicidas y
bactericidas (incluidas las sustancias para el tratamiento de las semillas), herbicidas,
reguladores del crecimiento de las plantas, rodenticidas, aceites minerales, desinfectantes,

fertilizantes minerales y otros utilizados en la produccién de alimentos.

En este trabajo se puntualiz6 en los plaguicidas, por ser los productos que se aplicaban en el

establecimiento a la hora de realizar las experiencias.

Segtn el articulo 2° del Cédigo Internacional de conducta para la Distribucion y Utilizacion de
Plaguicidas (FAO, 1990) se define plaguicida como ‘“cualquier sustancia o mezcla de
sustancias destinada a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o animales que
causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracidn,
almacenamiento, transporte o comercializacién de alimentos, productos agricolas, madera y
productos de madera o alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales
para combatir insectos, ardcnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,

desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida prematura

Informes Sectoriales del Consejo Federal de Inversiones Sector Horticola CFI 2016
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de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger

el producto contra la deterioracion durante el almacenamiento y transporte.

El tamafio medio de los establecimientos horticolas es de 5,2 ha. Lo que distingue a la
produccion horticola de las tradicionales producciones extensivas de cereales y oleaginosas es
su elevado valor econémico por unidad de peso, su alta produccion por unidad de superficie
cultivada y su alto grado de intensidad en cuanto a la utilizacién de los factores de produccion:
tierra, trabajo, capital y tecnologias. Si se la compara con el sector agropecuario extensivo, la
horticultura demanda 30 veces mds mano de obra, 20 veces mas uso de insumos y 15 veces
mads inversion en maquinaria y equipos por unidad de superficie. Las hortalizas y las legumbres
sin elaborar absorben mas del 36 % de la demanda de mano de obra del sector de la produccion
primaria de la Argentina: unas 350.000 personas. Esta cifra debe sumarse a aquellas personas
ocupadas en el resto de la cadena de valor (seleccion, empaque, comercializacion, proveedores
de insumos, asesores, transportistas, etc.). Es posible afirmar que se encuentran horticultores
en todas las provincias del pais y que sus sistemas de produccién son en su mayoria de origen
familiar, sean estos pequefios o grandes, diferencidndose por las formas sociales del trabajo y

la organizacion laboral presentes en ellas (asalariados, medieros, etc.).

El sector horticola argentino engloba la produccion de las "hortalizas pesadas y de raiz” de la
produccion de "hortalizas de hojas y frutos”, y de la produccion de “hortalizas cruciferas”. En
el caso de las hortalizas pesadas (papa, zanahoria), éstas se cultivan, generalmente, en grandes
espacios y su cosecha estd en buena parte mecanizada, para lo cual se requiere de una
gran inversién de capital. En tanto que las de hoja (lechuga, acelga) y de frutos (tomate,
pimiento), y las cruciferas (brécoli, coliflor, repollo) se realizan generalmente, por su
perecibilidad, cerca de los centros urbanos, con acceso rapido al mercado, y no se requiere, por
lo general, de grandes inversiones; aunque también tienen diferente comportamiento y
tratamiento segun los cultivos sean realizados “a campo” o "forzados" (bajo cubierta). Estos
ultimos requieren mayor inversion de capital, por la tecnologia que deben utilizar, aunque
pueden redituar mayor ganancia. El clima y el suelo tienen alta incidencia en los rendimientos,
en las épocas de oferta y en el acceso a mercados, sean estos nacionales o internacionales.
Teniendo en cuenta la interaccion de factores ecoldgicos, econdmicos, politicos,
sociales, y sus variaciones en el marco de la amplia y variada geografia del pais, se ha

elaborado una tipologia de ocho regiones representativas de la horticultura argentina:
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Noroeste, Noreste, Central, Andina, Valles del Rio Negro y Neuquen, Litoral, Patagonia Sur,

Buenos Aires.

La distribucion territorial de la produccién de hortalizas permite detectar zonas horticolas a lo
largo del pais, no solo conformadas por bloques de provincias, sino apuntando también a la
importancia que se le adjudica a los cinturones verdes que rodean a los grandes aglomerados
urbanos, sean estos capitales provinciales o no. A su vez, es importante considerar la variedad
de producciones que muestran las regiones Buenos Aires (en particular los cinturones
horticolas que en ésta se detectan), con 16 tipos de hortalizas, y Litoral (Santa Fe y Entre Rios),
con 13. En tanto que otras regiones, como la Patagonia Sur (Chubut, Santa Cruz y Tierra del
Fuego), se caracterizan por la especializacién en sélo 3 productos, pero basicamente lo hacen
en papa y ajo para semilla. Entre ambos extremos, se encuentran diversas situaciones. Por
ejemplo, en el caso de las regiones Noroeste (Salta, Tucuman y Jujuy) y Andina (Catamarca,
La Rioja, Mendoza y San Juan) adquiere importancia la produccién de tomate para
industria.

Segtin el Censo Horticola del Cinturén Verde de Santa Fe (INTA) llevado a cabo en el afio
2012 la extension del cinturén horticola de la ciudad de Santa Fe abarca aproximadamente 870
hectdreas. Las mismas se ubican en el departamento La Capital y se distribuyen entre las
localidades de Santo Tomé, Chaco Chico, Angel Gallardo, Monte Vera, Campo Crespo, Recreo
y Candioti.

Respecto de las condiciones de trabajo de los horticultores y su relacién con el uso de
plaguicidas, segtin Casadinho (2009), los mismos estan sometidos a condiciones de trabajo en
las cuales priman la ausencia de jornadas laborales fijas y dependen de factores externos que
no dominan, como la determinacién de sus ingresos y la convivencia permanente con los

plaguicidas.

Los horticultores recrean y depositan en el cuerpo la aceptacion de las condiciones de vida y
trabajo imperantes, la autoexplotacion, la explotacién de otros miembros de su clase que se
hallan jerdrquicamente por debajo de ellos en el campo, la creencia en la necesidad de presentar
un producto de alta calidad formal para obtener ingresos adecuados y la adhesiéon a una
agricultura basada en alta cantidad de insumos, como los plaguicidas. De acuerdo con
informacién del Censo Horti-Floricola de la Provincia de Buenos Aires (CHF) 2005, esta
situacion se produce en la provincia de Buenos Aires en el 73,0% de los horticultores. La venta
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de insumos a precios accesibles, el estilo de asesoramiento y la falta de conocimiento profundo

acerca del efecto de estos toxicos en el medio ambiente, influyen sobre la cantidad de casos de

intoxicacion.

Segun la Division de Estadistica de la FAO (FAOSTAT) si tomamos los datos de uso de

plaguicidas (promedio total) desde el afio 1990 al 2019, tanto en la produccion intensiva como

horticola, Argentina ocupa el 4to puesto a nivel mundial habiendo pasado de consumir 26156

toneladas en 1990 a 204559 toneladas en el 2019 como se aprecia en las Figuras 1 y 2. Esto

representa un uso de cerca de 5 kg de plaguicidas por hectdrea de superficie de tierra de cultivo,

cuando en 1990 este valor era de 1 kg ha™ (Figura 3).
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Figura 1: Evolucidn del uso de plaguicidas (tn) desde 1990 a 2019 en la Argentina
Fuente: Modificado de FAOSTAT
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Figura 2: Uso de plaguicidas (tn) promedio entre 1990 y 2019 a nivel mundial
Fuente: Modificado de FAOSTAT
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Figura 3: Uso de plaguicidas (kg) por hectirea de tierras de cultivo
Fuente: Modificado de FAOSTAT

En el informe “La Horticultura en la Argentina” presentado por el Ministerio de Educacion
de la Nacion y el Instituto Nacional de Educacién Tecnoldgica en el aio 2010 se menciona
que, entre los factores que incrementan el riesgo en la manipulacién de plaguicidas, se
pueden citar:

-la persistencia del producto quimico en el ambiente (suelo y agua)

-la capacidad de acumulacién en las cadenas tréficas

-la movilidad del producto en el ambiente

-la forma de presentacion del plaguicida

-la facilidad de dosificacidén, el modo de aplicacién del producto quimico y

-la cantidad recomendada en el marbete y realmente aplicada del plaguicida.

Con respecto a la aplicacion de plaguicidas, el informe plantea que las y los productores se

hallan condicionados por los siguientes actores y procesos:

-Los consumidores que, a partir de un cambio en las pautas de consumo, enfatizan en la calidad

formal del producto, buscando hortalizas de tamafio homogéneo, sin manchas, ni restos del
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ataque de insectos u hongos. La presion sobre estos indicadores de calidad lleva a los

productores a extremar la proteccion de los cultivos realizando un uso abusivo de plaguicidas.

-Los procesos globales, en especial el de modernizacion productiva, que lleva a los productores
a utilizar cada vez mayor cantidad de insumos sintéticos, con origen en  empresas

transnacionales.

-Los proveedores de insumos quienes, en la bisqueda de un mayor volumen de venta y a partir
de las necesidades y temores especificos de los productores, refuerzan la dependencia hacia los
toxicos, sostenida por una profusa publicidad y permanentes visitas a las quintas, durante el
transcurso de las cuales asesoran sobre el estado de los cultivos y recomiendan los plaguicidas

“mas adecuados” para solucionar los problemas ocasionales.

-Sus temores de perder el cultivo 0, cuando menos, las posibilidades de comercializacion. Los
productores presentan y expresan un sentimiento de vulnerabilidad cuando se ven
imposibilitados de aplicar plaguicidas, ya sea por su precio o por la presencia de condiciones

climaticas adversas.

-La necesidad de incrementar los rendimientos en una actividad caracterizada por una
permanente caida en los precios de los productos. Ante esta merma o amenaza de reduccion
econdmica, los productores oponen estrategias que llevan a un incremento en la produccion.
En éstas combinan el aumento de la superficie bajo cultivo con la aplicacién de tecnologias

quimicas y bioldgicas.

-El proceso de descapitalizacion, que se manifiesta de manera selectiva segin zonas y tipos
sociales, que obliga a realizar aplicaciones de plaguicidas discontinuas y selectivas. Todas estas
circunstancias impregnan de manera decisiva las estrategias productivas y comerciales de los

horticultores.

1.2. La contaminacion por plaguicidas: las camas bioldgicas
como buenas précticas agricolas

La contaminacién del ambiente por plaguicidas puede ser originada mediante fuentes puntuales

o difusas, las cuales muchas veces no estdn claramente diferenciadas y puede darse antes,

21



durante o posterior a la aplicacién de los plaguicidas. La contaminacion difusa ocurre
principalmente por pérdidas por escorrentia y deriva. La contaminacion puntual se origina en
el lugar de preparacion de los plaguicidas, previo a su aplicacién o cuando se produce el manejo
inadecuado de los plaguicidas y sus envases. Los residuos de los plaguicidas se dispersan en el
ambiente y se convierten en contaminantes para el suelo, aire y agua lo que representa un gran
riesgo para la salud de la poblacién y el ambiente.

En este contexto surge la necesidad de implementar actividades y buenas pricticas que
impulsen un desarrollo sustentable de la produccién agricola de la region y el pais. Para ello es
necesario desarrollar tecnologias simples, de bajo costo y eficientes para la remocion in situ de

los residuos generados.

Las Buenas Practicas Agricolas (BPA), segtin la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) “consisten en la aplicacion del conocimiento disponible
a la utilizacién sostenible de los recursos naturales basicos para la produccion, en forma
benévola, de productos agricolas alimentarios y no alimentarios, inocuos y saludables, a la vez
que se procura la viabilidad econémica y la estabilidad social”. Segiin la Camara de Sanidad
de Agropecuariay de Fertilizantes (CASAFE), las BPA son un “conjunto de principios, normas
y recomendaciones técnicas aplicables a la produccion, procesamiento y transporte de
alimentos, orientadas a asegurar la proteccién de la higiene, la salud humana y el medio
ambiente, mediante métodos ecoldgicamente seguros, higiénicamente aceptables y
econémicamente factibles”. En ese marco, la gestién responsable de plaguicidas tiene como
objetivo lograr el manejo y uso responsable de dichas sustancias durante todo su ciclo de vida:
desde su descubrimiento y desarrollo, ciclo comercial y uso en el campo, hasta su eliminacién

por el uso y disposicién final de envases.

Una de las tecnologias desarrolladas con el fin de aportar a la gestion responsable del uso de
plaguicidas son los “Biolechos”, “Camas Bioldgicas (CB)” o “Sistemas de biopurificacién™
(también denominados BPS por su sigla en inglés). Son sistemas de construccion sencilla y
econdmica disefiados para colectar y degradar derrames de agroquimicos. Las camas bioldgicas
estdn constituidas basicamente por excavaciones impermeabilizadas rellenas con una matriz
activa bioldgicamente (denominada biomezcla) que consiste en suelo, material lignoceluldsico
y un sustrato organico humidificado, mezclados en relaciones de volimenes variables y

cubiertas por una capa vegetal. La biomezcla es el componente mds importante de los lechos
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bioldgicos ya que permite la retencidn y posterior degradacion de los agroquimicos por accion

de los microorganismos que se desarrollan en la misma.

La tipica biomezcla (en su disefio original) estd compuesta por paja, suelo y turba. La paja
estimula la actividad de hongos ligninoliticos y la formacién de enzimas que degradan la
lignina y que también degradan una amplia variedad de plaguicidas. El suelo provee capacidad
de retencion y es fuente de otros microorganismos degradadores de plaguicidas. La turba
contribuye también con capacidad de retencién y a su vez ayuda a mantener la humedad de la
mezcla. La capa de césped en la superficie es importante para mantener la humedad y sirve
asimismo como indicador de derrame de plaguicidas. En Europa, las camas bioldgicas
adquirieron importancia por su sencillez y eficacia en degradar y retener altas cargas de
plaguicidas que son descargados durante los periodos de fumigaciéon (Antonious 2012;
Karanasios y col. 2012; Tortella y col. 2012). En estos paises se realizaron estudios de
adaptacion a las condiciones de cada region y se los conoce como sistemas de biopurificacion,
biofiltros, biobac, phytobac, entre otros. Asimismo, en algunos paises centroamericanos se
estdn comenzando a implementar para minimizar el efecto negativo de las practicas agricolas
citadas (Lizano-Fallas y col. 2017; Géngora-Echeverria y col. 2017; Castro-Gutiérrez y col.
2017) asi como en producciones horticolas y fruticolas (Cesio y col. 2021; Acosta-Sdnchez y

col. 2020; Delgado-Moreno y col. 2021)

Reino Unido, Suecia (pais de origen de la tecnologia de camas bioldgicas con mas de 1500
unidades instaladas), Francia, Bélgica, Guatemala y Polonia estin entre los paises que
oficialmente usan esta tecnologia. En Espafia actualmente no estdn siendo utilizados, mientras
que en América Latina, los estudios sobre camas bioldgicas estan centrados en Chile, Costa

Rica, Brasil, Argentina, México y Uruguay.

A diferencia de los demds paises latinoamericanos y debido a la demanda agroindustrial,
Guatemala fue el primer pais de América Latina en adoptar este tipo de sistemas como una

tecnologia oficial para la disposicién de residuos de plaguicidas (Dias y col. 2020).
Las camas bioldgicas pueden ser directas o indirectas segiin como se apliquen en ellas los
plaguicidas. En las directas, generalmente preparadas para equipos traccionados, se preparan

bajo el nivel del suelo para que la aplicacién de los sobrantes de plaguicidas y/o los residuos
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provenientes de la limpieza de los equipos caiga directamente sobre la cama bioldgica, como

se puede apreciar en las Figuras 4 y 5.

Cama Biologica en linea (de manejo sobre ella)

Terraplén Anclaje segun instrucciones )
0 del fabricante Terraplén

Tamanio acorde al vehiculo

Conduccién sobre una grilla
para colectar el liquido
| Ll 1|

Capa artificial

1000|mm

Frmmmm—————

A
---....-.______gfv/

, Cimientos acordes

Cimientos acordes ] al tamafio

al tamano

Capa de soporte geotextil

Drenaje de 100 mm
de diametro para
bombear al tanque
de almacenamiento

Aislante de arena
de 25 mm

Figura 4: Componentes de una cama bioldgica directa
Fuente: Modificado de Pesticide Handling Area and Biobed Manual?

Lecho Biolégico

Figura 5: Componentes de una cama bioldgica directa. Biomezcla (A), cubierta vegetal
(B), capa de gravilla (C), sistema de impermeabilizacion (D), sistema de recirculacién
(E), techo de proteccioén (F) y sistema de soporte para el equipo de aplicacion (G)
Fuente: Modificado de MANUAL DE CONSTRUCCION Y OPERACION DE LECHOS
BIOLOGICOS Editorial Universidad de la Frontera

2 El manual fue preparado por Environment Agency, The Voluntary Initiative and Catchment

Sensitive Farming with expert help provided by ADAS, Bill Basford and Horticultural Development
Company (HDC). Versién de 2015
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Por otro lado, las camas biolégicas indirectas, como las mostradas en las Figuras 6 a 14, son

generalmente usadas para el depdsito de los sobrantes de plaguicidas provenientes de equipos

manuales, como mochilas de fumigacion o residuos provenientes de enjuagues y preparaciones

anteriores o posteriores al proceso de aplicacion de plaguicidas en los que la maquinaria se

estaciona sobre plataformas impermeables y los lixiviados son transportados hacia las camas

bioldgicas.

Cama Bioldgica indirecta

Vista de Planta

 —— Area para el rociado con terraplenes
l Flujo gravitacional

i Trampa de sedimentos
l Flujo gravitacional
Almacenamiento previo a la cama

biolégica 1500 | aprox.

Incluye la bomba 1

Bombeo hacia riego por goteo
sobre la cama biologica

| E— T

Biomezcla en cama biolégica

Revestimiento de la cama biologica

H Bombeo (bomba 2) a irrigacion
sobre area vegetal

Figura 6: Componentes de una cama bioldgica indirecta

Fuente: Modificado de Pesticide Handling Area and Biobed Manual®

3

El manual fue preparado por Environment Agency, The Voluntary Initiative and Catchment

Sensitive Farming with expert help provided by ADAS, Bill Basford and Horticultural Development
Company (HDC). Versién de 2015
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Figura 7: Cama bioldgica indirecta con recirculacion.

Fuente: Modificado de Manual de Construccién y Operacion de Lechos Biolégicos
Editorial Universidad de la Frontera

Figura 8: Cama bioldgica indirecta sin recirculacion.

Fuente: Modificado de Manual de Construccién y Operacion de Lechos Bioldgicos
Editorial Universidad de la Frontera
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Figura 9: Cama bioldgica indirecta con recirculacién construida en INTEC en el predio del
CONICET Santa Fe

Figura 10: Una miquina fumigadora estacionada sobre una plataforma impermeable por la
que escurre el liquido hacia la cama bioldgica indirecta

Fuente: Modificado de Pesticide Handling Area and Biobed Manual
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Figura 11: Cama bioldgica indirecta en construccion.

Fuente: Modificado de Pesticide Handling Area and Biobed Manual

Figura 12: Cama bioldgica indirecta experimental.

Fuente: Modificado de la Tesina de grado de la alumna de Licenciatura en Biotecnologia Nerina
Fussoni (FBCB-UNL): “Tratamiento de un efluente real proveniente de una planta productora de
plaguicidas mediante Procesos Avanzados de Oxidacion y Camas Biologicas”

28



Figura 13: Cama bioldgica indirecta instalada en Brasil.

Fuente: Modificado de Review Destination of pesticide residues on biobeds: State of the art and
future perspectives in Latin America. Dias y col. 2020

Figura 14: Camas bioldgicas indirectas experimentales instaladas en Brasil.

Fuente: Modificado del Review: Destination of pesticide residues on biobeds: State of the art and
future perspectives in Latin America. Dias y col. 2020

A pesar de su simplicidad, Karanasios y col. (2012) muestran que, en Argentina, este tipo de
sistema atn no se ha implementado, pero ya hay algunos estudios a escala laboratorio y piloto
que muestran la factibilidad de su utilizacién (Lescano y col. 2020, 2022, Masin y col. 2018,
Lescano y col. 2018, Pioli y col. 2020).

Para ello, es importante proponer disefios que tengan en cuenta materiales residuales
disponibles y econémicos para preparar la biomezcla y los plaguicidas mds empleados y tipos

de efluentes generados junto a las condiciones climdticas locales (temperatura, humedad). Un
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aspecto a estudiar es ensayar materiales que reemplacen la turba ya que es un recurso escaso y
de alto valor econémico (Gao y col. 2015) por lo que su incorporacién no aportaria a una
practica agricola sustentable (Karanasios y col. 2012). En este sentido, uno de los principales
sustratos que puede reemplazar la turba es el compost obtenido a partir de diferentes materiales

agricolas (Castillo y col. 2008; Karanasios y col. 2012).

Cuando se habla de compost, se hace referencia al abono organico equilibrado en nutrientes y
con buenas propiedades fisicas, quimicas y biolégicas como resultado de la descomposicion
por fermentacion aerdbica/respiracion oxidativa (Garra y col. 2011). En general las biomezclas
preparadas con compost poseen mayor capacidad de degradacién que las biomezclas que
contienen turba (Karanasios y col. 2012; Coppola y col. 2011; Omirou y col. 2012). Si bien las
propiedades de cada compost dependen en gran medida de las pricticas de compostaje,
generalmente, en comparacion con la turba utilizada en las biomezclas originalmente, el
compost se caracteriza por poseer contenidos bajos de carbono, mayores niveles de
macronutrientes (nitrégeno, fésforo y potasio), niveles de pH neutros o basicos (Zmora-Nahum
y col. 2007) y contener una comunidad microbiana metabdlicamente activa (Karanasios y col.
2012). El origen y caracteristicas del compost utilizado pueden afectar significativamente el
comportamiento de la degradaciéon de los plaguicidas. Por ejemplo, se comprobd que el
compost de residuos de jardin es mds eficiente que el compost de residuos urbanos para la
degradacion de clorpirifos y su principal metabolito, 3,5,6-tricloro-pirinidol (TCP) (Coppola y
col. 2007).

En Latinoamérica se estin evaluando diferentes composts para reemplazar la turba,
tradicionalmente usada en las camas bioldgicas europeas. En Costa Rica, por ejemplo, se estan
evaluando biomezclas compuestas de fibras de coco, compost de residuos vegetales y suelo
(Chin-Pampillo y col., 2016; Rodriguez-Castillo y col., 2018). En México se estdn testeando
biomezclas de pulpa sisal, compost de residuos vegetales, chala de maiz y algas marinas
(Gongora-Echeverria y col. 2018). En la Tabla 1 se resumen los trabajos en los cuales se

utilizaron diferentes composts para la degradacion de diversos plaguicidas.
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Tabla 1: Materiales agricolas compostados utilizados como reemplazo de la turba

Sustratos

Plaguicidas

Referencias

Compost de champifion comiin;
compost de hojas de olivo; turba

dimetoato,indoxacarb, buprofezin, terbutilazina,
metalaxyl, metribuzin,
azoxistrobina, iprodiona

Karanasios y col.
(2012a)

Compost de orujo de uva;
compost de hojas de olivo; turba

terbutilazina, metalaxyl, metribuzin, clorpirifés,
iprodiona

Karanasios y col.
(2012b)

Compost de hojas de olivo; turba

clorpirifés, indoxacarb, buprofezina, terbutilazina,
metalaxyl, metribuzin, azoxistrobina, iprodiona

Karanasios y col.
(2010a)

Compost de champifion comiin;
compost de hojas de olivo;
compost de algas de mar;
compost de residuos de cultivo
de algoddn; compost de semillas
de algodén; turba

dimetoato,lindoxacarb, buprofezina, terbutilazina,
metalaxyl, metribuzin,
azoxistrobina, iprodiona

Karanasios y col.
(2010b)

Podas de olivos-; poda de la vid;
orujo de uva; compost de
semillas y piel de uva

deltametrina, cipermetrina, clorpirifés, orto-
fenilfenol, tiabendazol, imazalil

Omirou y col.
(2012)

Compost de flores y residuos de
las semillas de algodén.

terbutilazina, clorpirifés

Kravariti y col.
(2010)

Compost sin turba

isoproturén, pendimetalina, clorpirifés,
clorotalonil, epoxiconazol, dimetoato

Fogg y col.
(2003); Fogg y
col. (2004a, b)

Compost de desperdicios de
jardin; turba

linurén, isoproturén, metalaxyl, bentazén

De Wilde y col.
(20090, c)

Turba

azoxistrobina, bentazon, bromoxinil, ioxinil,
dimetoato, diuron,
fenpropimorf, fluazifop-p-butil,
glifosato, kresoxim-metil, mcpa, mecoprop-p,
pirimicarb, propiconazol,
propizamida, prosulfocarb, metamitrona,

cloridazon, metribuzina, metabenztiazuron,

isoproturén, terbutilazina, linurén, metalaxyl,

clorpirifés

Spliid y col.
(20006), Castillo y
Torstensson
(2007), De Wilde
y col. (2010c),
De Wilde y col.
(20104),
Tortella y col.
(2012)

Compost de residuos urbanos;
Compost de residuos de jardin;
turba

clorpirifés, metalaxyl, isoproturén, bentazén

Vischetti y col.
(2004, 2008),

Coppola y col.
(2007, 2011a)

Compost de podas

penconazol, dimetomorf, iprovalicarb, metalaxy],
azoxistrobina, fludioxinil, ciprodinil

Monaci y col.
(2009)
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1.3. Determinaciones de actividad enzimética para seguimiento
de la actividad de las Camas Bioldgicas.

Las enzimas son relativamente resistentes a los procesos de desnaturalizacién (Ladd 1978), por
lo que es dificil extraerlas del suelo y, por tanto, se estudian indirectamente, midiendo su
actividad.

Las actividades enzimaéticas relacionadas con el procesamiento del nitrégeno, fésforo, carbono
y azufre en los suelos proporcionan informacion sobre el estado microbiolégico del mismo y
sobre sus propiedades fisico-quimicas (Aon y Colaneri 2001), siendo indicadores tempranos
de cambios en la calidad del suelo. La fluctuacién en la presencia y/o ausencia de las enzimas
de un suelo o biomezcla puede ser considerada como un indicador de una posible perturbacién
ambiental, en este caso por la contaminacion con plaguicidas.

Las actividades enziméticas de las peroxidasas (lignina peroxidasa (Lip), actividad lacasa (Lac)
y manganeso peroxidasa (MnP)) en su conjunto se denominan actividad fenoloxidasas. Son
enzimas que degradan la lignina, polimero orgdnico complejo que forma materiales
estructurales importantes en los tejidos de soporte de plantas vasculares. Estas enzimas son
producidas por Phanerochaete chrysosporium o el “hongo de la pudricion blanca” reconocido
también por su habilidad para degradar una amplia variedad de contaminantes organicos, entre
ellos algunos plaguicidas (Castillo 2001).

La hidr6lisis de diacetato de fluoresceina (FDA) es una reaccioén que involucra diversos grupos
de enzimas hidrolasas tales como: proteasas, lipasas, esterasas; constituyendo un indicador
sensible de la actividad microbiana total de la hojarasca y el suelo (Adam y Duncan 2001;
Green y col. 2006).

Monitorear FDA y FOX en las biomezclas de las camas bioldgicas es solo uno de los
acercamientos a los efectos de los plaguicidas sobre la actividad biolégica, considerando que
la degradacion de plaguicidas en las biomezclas o el suelo es una serie de interacciones fisicas,
quimicas y bioldgicas (Tortella y col. 2011). Ademas, aportan informacién sobre la capacidad
de las biomezclas para continuar degradando nuevos contaminantes y, por lo tanto, tomar

decisiones sobre su reemplazo parcial o total.
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1.4. Uso de Bioensayos para monitoreo de Camas Bioldgicas

Un aspecto muy poco abordado es la implementacion de bioensayos para poder determinar si
las biomezclas usadas estdn correctamente descontaminadas al final del proceso de
biorremediacion (Roffignac y col. 2008). Un ejemplo es el trabajo de Ruiz-Hidalgo y col.
(2014) donde se evalia la toxicidad de los lixiviados de una biomezcla utilizada para la
degradacion del pesticida carbofuran con el microcrusticeo de agua dulce Daphnia magna. Sin
embargo, la aplicacion de organismos que puedan utilizarse directamente sobre la biomezcla
monitoreando su toxicidad durante el proceso es un aspecto practicamente no estudiado.

Los ensayos con oligoquetos (en particular las lombrices de tierra), permiten determinar la
inocuidad de las biomezclas usadas. De los invertebrados que habitan en el perfil del suelo, las
lombrices cobran importancia pues intervienen en el mantenimiento de la estructura y servicios
ecosistémicos de los suelos, permanecen en el perfil todo el ciclo de vida y constituyen cerca
del 80 % de la biomasa total eddfica. Ademads, son un componente esencial de la trama tréfica
terrestre como presa para numerosos organismos depredadores. Por estar expuestas a los
contaminantes que llegan y permanecen en el suelo son susceptibles a la accién de xenobidticos
como los plaguicidas, cuyos efectos pueden sentirse a nivel de especie, poblacién y comunidad
(Edwards y Bohlen 1992, Paoletti 1999). Cualquier cambio o influencia con respecto a su
nimero poblacional o rol que ocupan en la transferencia tréfica de energia repercute en
adversos efectos ecoldgicos del sistema terrestre. Debido a ello, las lombrices son organismos
clave para evaluar la toxicidad de los plaguicidas presentes en el suelo o biomezclas mediante
pruebas de laboratorio, son ampliamente usadas como organismos para evaluar la
contaminacién y son consideradas indicadores sensibles del dafio al ambiente (OECD, 2004;
Eisenhauer y col. 2008; Rombke y col. 2005¢, Xiao y col. 2006; Ricardo y col. 2010;
Lorenzatti, y col. 2016).

Entre todas las especies de lombrices, Eisenia fetida y Eisenia andrei son los organismos
estdndar mds usados en ecotoxicologia terrestre (OECD N° 207 1984; ISO 11268-1 1993, ISO
11268-3 1999, ISO 17512 2008).

La variable respuesta de evasion se basa en la presencia de quimiorreceptores en el prostomio
y en el segmento anterior, asi como la distribucion de tubérculos a lo largo del cuerpo, los

cuales hacen a las lombrices muy sensibles a los agentes quimicos en el ambiente y les permiten
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evitar condiciones ambientales desfavorables gracias a su capacidad locomotriz (Curry y
Schmidt 2007, Udovic y Lestan 2010).

Otros bioensayos de aplicacion directa sobre la biomezcla son los que utilizan plantas
vasculares. El uso de semillas de plantas terrestres permite evaluar el efecto de los
contaminantes en el proceso de germinacion, desarrollo y establecimiento de la plantula en los
primeros dias de crecimiento. Estas pruebas son aplicadas para muestras ambientales,
monitoreo de procesos de detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o reutilizacion de
biosdlidos (OECD 2003; IDRC/IMTA 2004). Los protocolos para evaluar fitotoxicidad de
contaminantes en semillas, proponen diferentes organismos vegetales siendo Lactuca sativa 'y
Eruca sativa, especies ampliamente difundidas para su aplicacion en este tipo de ensayos, tanto
por la sensibilidad a diferentes tipos de compuestos como por la simplicidad en la ejecucion

del bioensayo (OECD 2004 y 2010).

La importancia de los bioensayos para la presente investigacion radica en su simple
implementacién por parte de los productores agricolas en quienes se estd pensando para
facilitar la puesta en marcha de las camas bioldgicas: los bioensayos son faciles de llevar
adelante y econdmicos. Todo lo contrario ocurre con las técnicas analiticas para determinar y
cuantificar la presencia de plaguicidas o de sus metabolitos en los sustratos, las cuales son

complejas y costosas.

En relacidn a la linea de camas bioldgicas en el grupo de investigacion donde se desarroll6 este
trabajo de tesis existe experiencia en el uso de camas bioldgicas para tratar efluentes con altas
concentraciones de glifosato y su principal metabolito de degradacién, el d4cido
aminometilfosfénico-AMPA -, empleando biomezclas basadas en materiales de la regién, como
el rastrojo de trigo, la paja de alfalfa y la resaca de rio (Lescano y col. 2020; Lescano y col.
2018, Masin y col. 2018). Ademas, también se evaluaron otros sustratos como los rastrojos de
trigo/soja, maiz, repollo y moha para la degradacion de 2,4-D y atrazina en altas
concentraciones a escala laboratorio (Pioli y Lescano 2021). En relacion a la escala piloto, se
disefié un contenedor de 1 m? con recirculacién para la degradacién de atrazina, imidacloprid,
prometrina, carbendazim y glifosato provenientes de un efluente de origen industrial (Lescano
2022). Este ultimo trabajo se realizé en el marco de un convenio de Investigacion y Desarrollo
con una empresa de la region con el objeto de implementar, en su planta de produccion de
plaguicidas, alternativas tecnoldgicas fundadas en procesos de biorremediacién (camas

biolégicas y vermirremediacidn), para optimizar el proceso de tratamiento de sus efluentes, y
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asi poder sumar a la gestion sustentable de su produccion (Convenio Red Surcos - CONICET).
Por otra parte, algunos integrantes del grupo estdn participando de la comision de suelo de
IRAM (Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacién) con el objetivo de normalizar la
construccion y funcionamiento de camas bioldgicas en el pais (IRAM 29561 “Guia para la

construccion y el manejo de camas biologicas™).

A pesar de la concrecién de estos trabajos de investigacion, a la fecha no se ha concretado la
aplicacion de esta tecnologia en los predios horticolas de la regidn, por lo que el desarrollo de
este trabajo de tesis permitird implementar esta tecnologia a campo trabajando en forma
conjunta con los productores horticolas santafesinos de manera de lograr incorporar practicas

que contribuyan a la sustentabilidad ambiental.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general
El objetivo principal es el disefio, construccién e implementacion de camas bioldgicas a escala
mediana como sistemas de tratamiento de las corrientes residuales de plaguicidas generadas en

un predio del cinturdn horticola santafesino.

2.2. Objetivos especificos
Entre los objetivos especificos se encuentran:
-Relevar la zona de estudio: tipo de produccion, plaguicidas mads usados, formas de
manipulacidn, tratamiento de residuos, medidas de seguridad.
-Disefiar e implementar sistemas de biopurificacién (camas bioldgicas a escala media) para el
tratamiento de corrientes residuales de plaguicidas provenientes de equipos aplicadores de
pequeia dimension.
-Interactuar con los productores de la zona y brindar capacitacién sobre el uso y mantenimiento
de las camas bioldgicas.

-Incorporar bioensayos para el monitoreo de los sistemas de biopurificacion.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Caracterizacion del drea y el modulo rural en estudio

El trabajo de campo de coleccion de los materiales necesarios para el armado de las camas
biol6gicas y sus respectivos blancos se realizé en el predio del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria INTA ubicado en la localidad de Angel Gallardo, el cual conforma junto con el
Ministerio de la Produccién de la provincia de Santa Fe un Centro Operativo Experimental

cuya localizacién puede observarse en la Figura 15.

(b)

Figura 15: (a) Localizacion del Predio experimental respecto de la ciudad de Santa Fe

(b) Paraje de Angel Gallardo, perteneciente a la Comuna de Monte Vera
Fuente: Modificado de Google Earth 2020

En las Figuras 16 a 18 pueden observarse imagenes del Predio experimental INTA.
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Figura 16: Vista del Predio experimental INTA Angel Gallardo

Figura 17: Vista del Predio experimental INTA Angel Gallardo

Figura 18: Vista del Predio experimental INTA Angel Gallardo
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El predio posee un programa de Transicion Agroecoldgica para las producciones horticolas
intensivas. Uno de sus objetivos especificos es el de “Aumentar la eficiencia de las practicas
convencionales para reducir el uso y consumo de insumos costosos, escasos o daifiinos para el
ambiente, sustituir insumos y pricticas convencionales reemplazdndolas por practicas
alternativas.” Algunos avances logrados en este sentido pueden verse en la Tabla 2, respecto

de la cuantificacion y disminucién de los plaguicidas utilizados.

En el marco de esos objetivos es que la implementacion de las camas biolégicas como ejemplo
de buenas practicas agricolas fue bien recibida e integrada con las necesidades y expectativas

de ambas instituciones.

El predio experimental lo constituyen 11 hectareas. En ellas se llevan adelante varias practicas
agroecoldgicas. La diversificacién y rotacién de los cultivos, no solo en el predio sino por
parcela de 4200 m2. Se siembran 4 cultivos por parcela y se rotan. Esto ha permitido diversificar

la produccion de 9 especies a 21 desde el afio 2014 a la actualidad.

Tabla 2: Evolucién en el Centro Operativo Experimental de Angel Gallardo

Uso de
Afio Hectareas plaguicidas
Sembradas L ha'! cultivadas
2016 17,3 sin datos
2017 20,6 1,8
2018 22,8 1,1

El proyecto de transicién agroecoldgica incluye la implementacién de corredores bioldgicos,
abono verde (sorgo) y un apiario cuya miel se utiliza como indicador de la presencia o ausencia

de plaguicidas.

El sistema de produccién horticola en el centro Angel Gallardo estd sostenido por tres

horticultores: Joaquin, Florindo y Patroncho que tienen parcelas diferentes asignadas. De todas

Programa de Transicién Agroecoldgica en Producciones Agricolas intensivas. INTA
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maneras, los equipos utilizados para preparar los plaguicidas y fumigar son de uso colectivo.
Segun las entrevistas personales realizadas, ninguno de los productores realiza el lavado de las
mochilas utilizadas para la aplicacion de los productos. Para un uso mas eficiente de los
recursos y generar menos agua de lavado, utilizan una mochila diferente para cada tipo de
producto (herbicida, fungicida, etc). Si hay sobrante dentro de las mochilas una vez terminada
la aplicacion, admiten realizar un “repaso” sobre zonas ya aplicadas o verter la preparacion al

borde del lote trabajado.

Las aplicaciones son realizadas por los mismos productores o contratan peones para la tarea,

dependiendo de la época y de las posibilidades fisicas y econdmicas del momento.

Los plaguicidas utilizados por los tres productores son comprados y administrados por los
técnicos del INTA que realizan el acompanamiento de las producciones. En la eleccion de los
productos a comprar favorecen productos de bajo tiempo de carencia. Los mismos son
almacenados en una pequefia sala dentro del predio que cuenta con ventilacion, piso y paredes
recubiertas. Los productos utilizados se pueden observar en la Tabla 3.

En la misma sala se guardan las mochilas ya que la aplicacién de los productos se realiza
generalmente por ese medio. De manera excepcional, se utiliza una fumigadora conectada a un

tractor de unos 600 litros de capacidad.

40



Tabla 3: Plaguicidas utilizados en el predio del INTA

Producto Estado Tipo Marca Clase
Cheminova Clase toxicolégica
clorotalonil Sélido Fungicida TALONE 1V: Normalmente
no ofrece peligro
Merpan Clase toxicoldgica
captan Sélido Fungicida ADAMA III:' Poco
Peligroso
Clase toxicoldgica
.. .. Red Surcos II:
profenofos Liquido Insecticida TROMPO moderadamente
peligroso
azoxistrobina 20 g Lo . Acento Red Clase toxicoldgica
Liquido Fungicida III: Poco
tebuconazole 12 g Surcos .
Peligroso
carbendazim Lo .. Arbus Red Clase toxicolbgica
Liquido Fungicida IV: Normalmente
tebuconazole Surcos .
no ofrece peligro
Clasificacion
imidacloprid-3-fenoxibencil Liquido Insecticida | Nero Surcos toxicologica II:
moderadamente
peligroso.
Clase toxicoldgica
abamectin: >80% Liquido Insecticida- Mectina II:
avermectina bla q Acaricida Forte moderadamente
peligroso
Clase toxicoldgica
metolaclor 96%p/v Liquido Herbicida Bagual III: Poco
Peligroso

A continuacién, se presenta la Tabla 4 con las caracteristicas principales de los plaguicidas
encontrados en la mezcla de residuos proveniente de las mochilas de fumigacion. La mayoria
son insecticidas y fungicidas, ya que el uso de herbicidas en el predio es muy bajo. Todos ellos
presentan una movilidad en el suelo de moderada a nula siendo los tiempos de vida medio en

suelo desde 6 dias a 1200 dias.
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Tabla 4: Propiedades de los plaguicidas analizados

Fuente: Elaboracién por parte del equipo INTEC en base a las Hojas de Seguridad de los formulados

comerciales.
P . PM Solubilidad Log Movilidad Tyz en aguas | Tiz en suelos
Agroquimico Tipo (/mol) en agua Kow Log Koc I (dias) (dias)
(20°) (mg/L) en suelo
Imidacloprid Insecticida 255,70 0,61 0,57 2,64 Moderada Mayor 30 30a 1200
Carbendazim Fungicida 191,07 0,006 1,50 2,35 Moderada 60 40 a 200
. . .. . 5,19 .
A cialotrina Insecticida 449,35 Baja 5.5 Inmoévil 30 6a40
(aprox)
Azoxistrobina Fungicida 403,4 6 2,5 2,5 Moderada 214 72-164
Abamectin Bla Insecticida 873,09 0,01 2,02 3,75 Baja 3 14-20

Metolaclor Herbicida 283,80 530 3,4 2,079 Moderada 97-200 15-70

Tebuconazole Fungicida 307,82 36 3,7 2,88 Moderada 365 47

Una de las primeras actividades en el predio (que se sostuvo a lo largo del tiempo de realizacion

de la presente tesis) fue charlar, indagar y consultar con los productores sobre sus practicas

habituales y en especial, relacionarse con ellos a la hora de la aplicacion de diversos productos

quimicos en sus lotes. Se registr6 a través de entrevistas la frecuencia de aplicacion, medidas

de seguridad tenidas en cuenta, horarios, costumbres y equipos utilizados. En las Figuras 19 a

23 se muestran algunas imagenes que revelan estas actividades.
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Figura 19: Entrevistas y charlas con los productores en el predio experimental Angel
Gallardo.

Figura 20: Acompafiamiento de las tareas en el predio experimental Angel Gallardo.
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Figura 21: Acompafiamiento de las tareas en el predio experimental Angel Gallardo.
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Figura 22: Charla con los productores que ademds viven en el predio experimental Angel

Gallardo.
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Figura 23: Colecta de envases con restos de plaguicidas junto a los productores.

Conocer sus practicas y rutinas fue fundamental para disefiar e instalar el sistema de camas
bioldgicas y que fueran realmente utilizados y tenidos en cuenta como algo titil y positivo para
su salud y la del ambiente de trabajo. Establecer esta relacién fue esencial para que los
productores no interpretaran la utilizacion de estos sistemas como un trabajo extra a sus

jornadas laborales.

Para probar la eficacia de las camas bioldgicas instaladas, ya que no hay efluentes de lavado
del material utilizado, se pidi6 la colaboracién de los productores para colectar esos restos de
plaguicidas ya preparados y no utilizados. De esta manera, no solo se evita su llegada al
ambiente, sino que no se realiza una sobredosis a la produccién vegetal evitando su llegada a

los consumidores.

Para acopiar estos efluentes se colocaron dos bidones provistos por el equipo de trabajo del
INTEC en la sala donde se guardan los plaguicidas y las mochilas y otros elementos de trabajo
al finalizar las jornadas (Figura 24). Esta sala se encuentra dentro del predio experimental. Su
organizacion y orden formé parte de las tareas realizadas dentro del predio, para mejorar las
condiciones de higiene y seguridad del trabajo con plaguicidas (Figuras 25, 26 y 27). Se
separaron por tipo de producto, identificando los sectores para cada tipo y a su vez se
incorporaron las hojas de seguridad correspondientes. Asimismo, se retiraron objetos y
materiales en desuso.
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Figura 24: Contenedores identificados para recolectar los restos de plaguicidas preparados y
no utilizados.

Figura 25: Estado inicial del sector de acopio de plaguicidas.
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Figura 26: Mejoras en el orden de la sala de guardado de plaguicidas.

Figura 27: Mejoras en el almacenamiento de los plaguicidas.

La muestra residual es un coctel de 20 litros correspondiente a la totalidad de “sobrantes” de
los productos aplicados en el predio por los tres productores en un lapso de tres meses de
trabajo. Esto determind que no haya certezas de las cantidades, tipos o concentraciones de los
preparados, situacidén que le otorga al trabajo la posibilidad de tratar con efluentes reales que
se originan en las parcelas horticolas del cinturén verde de la ciudad de Santa Fe. De todas
formas, esta muestra fue caracterizada para conocer la concentracién de plaguicidas presentes
tal como se indica en la seccion Materiales y Métodos, Determinaciones Quimicas, Bioldgicas

y Bioensayos, Determinacién de plaguicidas.
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3.2. Construccion de camas bioldgicas para una produccion
horticola del periurbano santafesino

Para la preparaciéon de la biomezcla se utilizaron materiales del mismo predio agricola del
INTA, favoreciendo tanto la adaptabilidad de los microorganismos presentes en las matrices
como la facilidad de coleccidn y preparacion por parte de quien lo quisiera implementar en sus

parcelas (Figura 28).

Figura 28: Colecta de residuo horticola en un lote atacado por un hongo, sin posibilidades de

comercializacion. Mayo 2019

3.2.1. Materiales empleados

3.2.1.1. Compost

En este trabajo el compost se obtuvo de compostar la mezcla de cama de pollo y residuos
horticolas, en particular de repollo colorado y achicoria durante un lapso de 5 semanas. Fueron
los vegetales de estaciéon que mds se cultivaron y su abundante disponibilidad facilité su uso
en los meses de preparacion de las camas bioldgicas. La cama de pollo provino de un
establecimiento avicola de la localidad de San Agustin, provincia de Santa Fe y los residuos
horticolas fueron colectados en el mes de febrero en el predio del INTA, de uno de los lotes en

produccion.
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En el predio se utiliza cama de pollo para realizar el abono de los lotes que es comprada en
grandes cantidades. Es el abono que se utiliza en el predio con normalidad y, por lo tanto, para

los productores de la zona, es de facil acceso.

El proceso de compostaje de la mezcla de cama de pollo y residuos horticolas se realiz6 en un
sector de las instalaciones de la Planta Piloto del INTEC (UNL-CONICET) bajo condiciones
de intemperie, al resguardo de lluvias, durante 28 dias. La mezcla fue puesta en 4 bateas
plasticas de 10 litros de capacidad total (Figuras 29 y 30). De forma periddica (semanalmente)
y en el mismo rango horario, se controlé la humedad (alrededor de 60 %) y la aireacion
(mediante volteo manual), de manera que estos factores se mantuvieran relativamente
constantes durante todo el proceso de compostaje. También se midieron la temperatura y el pH

de cada uno de los recipientes (Figura 31).
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(b)
Figura 30: Bandejas del material compostando en las instalaciones del INTEC.

a) Mayo 2019 b) Junio 2019

e

Figura 31: Control de temperatura y humedad del compost ya madurado. Mayo 2019

Durante el proceso de compostaje, el rango de temperatura registrado en el sustrato mezcla
oscild entre 24,1 £ 1,9y 32,2 + 1,2 °C, siendo en general valores superiores a 10 °C e inferiores
a 40 °C. Por otra parte, el pH inicial registré6 un valor cercano a la neutralidad (6,7),
incrementandose a levemente alcalino con valor de 7,7 a los 35 dias. En consideracion a los
valores de ambos pardmetros, la mezcla se caracterizé por transitar una prolongada etapa
mesoéfila (10 — 45 °C), con un rango de pH dentro del 6ptimo (5,5 — 8,0), donde los
microorganismos (bacterias y hongos) mesofilos desarrollados tienen el potencial para actuar
en procesos de oxidacion aerdbica y nitrificacion de compuestos carbonados y de aquellos
resistentes a la biodegradacion (tales como restos de celulosa y lignina) (Moreno y Moral 2008;

Lavado 2012). Lo mencionado puede apreciarse en las Figuras 32 y 33.

El volteo periddico contribuyé a una aireacion adecuada ya que, mediante esta técnica, se

reactiva el proceso debido a la incorporacion, al interior del sustrato, del material expuesto en
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la superficie del mismo, proporcionando un sustrato degradable para la biomasa microbiana
(Garcia Gomez et al., 2003). Por otra parte, el mantenimiento del contenido de humedad de los

sustratos beneficio el sostenimiento de la actividad microbiana.

Por el tiempo de compostaje que se aplicé a los materiales de la mezcla, con desarrollo de
temperaturas mesofilas (no mayores a 40 °C) y valores de pH 6ptimo, el compost obtenido no
lleg6 a un estado de madurez, de estabilidad, sino de inmadurez. Esta condicién de la mezcla
compostada fue la requerida, donde todavia presenta fuentes de carbono y nitrégeno a
degradarse y una carga diversa y activa de microorganismos (bacterias y hongos), que
aportardn actividad bioldgica a los materiales de un tipo de cama bioldgica (CBI). Monaci y
col. (2007) reportan que la maduracion prolongada de un compost generalmente reduce la
eficiencia de degradacion en camas bioldgicas, ya que un compost de 12 meses fue superado
por un compost menos maduro.

Las propiedades fisicoquimicas del compost a los 35 dias se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Propiedades fisicoquimicas del compost utilizado

Propiedades Unidades Valores
pH unidades de pH 7,3
Humedad % 30
Materia organica % en masa seca 20
i i i l 1
35 - 40
o 304 F35
o s
g 25- -30 <
E 20 5 g
o 20 2
=
; 15 15 %
- 10 - 10
|¢_ 5 L5 r_
] ]
7 14 21 28 35

Tiempo (dias)
Te S Comp =@=T2 amb min =@=T2 amb max

Figura 32: Evolucién de la temperatura (°C) en el sustrato mezcla durante el periodo de
compostaje’. Las flechas negras indican los volteos.

5 Los registros de T ambiente fueron los registrados por el Centro de Informacién Meteoroldgica (CIM) de la Facultad de
Ingenieria y Ciencias Hidricas de la UNL.
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Figura 33: Registro del pH en el sustrato mezcla durante el periodo de compostaje.

3.2.1.2. Residuo Horticola

Se trabajé con el residuo que se encontraba en los lotes en el momento de realizar el trabajo.
En ese sentido se pudo colectar residuo proveniente de tres cultivos horticolas de amplia
produccion en el predio: repollo morado, achicoria y lechuga. En los tres casos, los cultivos
contienen un alto porcentaje de humedad por lo que hubo que someterlos a procesos de secado.
En este punto es interesante resaltar que el método mds efectivo fue el secado a la intemperie:
al sol y al viento. Esta experiencia permite recomendar que la preparacion del residuo horticola
y de las camas bioldgicas en general aproveche los meses mds cédlidos y de mds horas de sol

para poder colocar a secar las hojas y tallos colectados.

Figura 34: Secado de residuo horticola (lechuga). Mayo 2019
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En este trabajo se colocaron las hojas del residuo horticola en una capa, teniendo en cuenta que
no quedaran pilas del material, sobre un silobolsa extendido y colocado a secar al sol directo,
aproximadamente 12 dias durante de 3 o 4 horas por dia (Figura 34).

Cabe destacar que la reduccién del material es muy importante, lo que constituy6 uno de los
problemas centrales de la preparacion previa de las camas bioldgicas, fundamentalmente por

el tiempo que insumio.

3.2.1.3. Rastrojo

Para aportar material lignoceluldsico se eligi6 trabajar con rastrojo de maiz proveniente de un
lote en Aldea Santa Maria, Departamento Parand, Entre Rios, con el cual se tenfa contacto
previo. Si bien es un cultivo presente en la zona y al que facilmente se puede tener acceso, en
el momento del armado no estaba disponible en el predio del INTA y por eso fue colectado y
llevado al INTEC. El rastrojo se encontraba ya seco en el campo, por lo que no fue necesario
someterlo a secado. En dichas instalaciones se procedié a cortarlo, a mano y con tijeras de

podar hasta alcanzar el tamano de chips de aproximadamente 10 cm (Figura 35).

Figura 35: Rastrojo de Maiz.

3.2.1.4. Suelo

El suelo colectado para las biomezclas provino del mismo predio del INTA y se tomé de lotes
en produccion, es decir que es suelo de uso agricola, que ya no cuenta con cubierta vegetal. La

profundidad a la que se recolect6 el suelo nunca excedi6 los 15 cm (Figura 36).
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El suelo elegido ha sido expuesto previamente a los plaguicidas, un aspecto critico a ser
considerado, para poder lograr una poblacion microbiana adaptada en las biomezclas.

(Rodriguez-Castillo 2018).

Figura 36: Colecta de suelo de un lote activo. Septiembre 2019

La caracterizacion del suelo se obtiene de datos proporcionados por el INTA en sus Cartas de

Suelo. Los valores de las variables de interés para el presente proyecto se detallan en la Tabla

6.
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Tabla 6: Caracteristicas del suelo. Serie Ascochinga (ASC) - Datos analiticos

Fuente: Carta de suelos Hoja 3160-26 y 25; Esperanza-Pilar; 1991.

INTA Estacién Experimental Agropecuaria Rafaela

Horizonte A E
0 24
Profundidad muestra cm
24 34
Mat. organica % 1,55 0,33
C organico % 0,90 0,19
N total % 0,120 0,075
Relacion C/N --- 8 3
pH pasta (1:1) --- 5,2 5,4
pH agua (1:2,5) --- 5,3 5,9
Ca** intercambio me/100g 5,7 4,2
Mg** intercambio me/100g 1,3 1,7
Na™ intercambio me/100g 0,3 0,8
K* intercambio me/100g 0,5 0,5
C.I.C.(T) me/100g 94 9,1

En la Tabla 7 se pueden ver las propiedades fisicoquimicas de los materiales horticolas

colectados y utilizados en las biomezclas.
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Tabla 7: Propiedades fisicoquimicas de materiales utilizados en las biomezclas.

Fuente: Elaboracion por parte del equipo INTEC

Parametro (%) Repollo Rastrojo de Maiz
Materia Orgénica 89,5 83,7
Materia Seca 90 87
Cenizas 0,6 33
Fibra bruta 3,6 36,1
Fésforo 0,023 0,03
Nitrégeno 0,41 0,74

3.2.2. Diseno de camas bioldgicas

Para la realizacion del presente trabajo se disefiaron dos tipos de camas bioldgicas con sus
respectivos blancos o controles (sistemas sin aplicacién de plaguicidas). Las camas bioldgicas
fueron estancas, realizadas en tachos de 200 litros, adquiridos en la empresa Tambores Trod
con sede en la ciudad de Esperanza, Santa Fe. Se disefiaron en este tipo de contenedores de
facil acceso para los productores, ya que se debe tener en cuenta que uno de los objetivos es
que los productores se apropien de la técnica y la aplique en sus predios (Figura 37). La

composicion de las camas bioldgicas se especifica en la Tabla 8.
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Figura 37: Camas bioldgicas y blancos instalados en el predio

Tabla 8: Composicién de las camas bioldgicas

Porcentaje en volumen (%)
Cama Biolégica
Rastrojo de Residuo Compost Suelo
Maiz Horticola

Cama Bioldgica I 35 15 25 25
(CBI)

Cama Biolégica Il 35 15 0 50
(CBII)

Para cada una de las camas bioldgicas se construy$ un correspondiente blanco de un volumen
de 25 litros.

El armado fue realizado en el mismo lugar en el que las camas quedarian fijas ya que se debe
tener en cuenta que una vez armadas el traslado se torna dificultoso por el peso y la estructura
de los tachos utilizados como base de las mismas. Es clave identificar en un comienzo un lugar
accesible, al resguardo del sol directo y principalmente de las lluvias. También se debe tener
en cuenta que el espacio elegido no sea de alto transito ni dificulte las tareas cotidianas de los
productores a fin de que la tecnologia propuesta sea aceptada y no una complicacién a su
jornada. En este caso el sitio elegido fue dentro del invernadero del predio, bajo las mesadas

de trabajo.
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En primer lugar, se prepar6 la totalidad de los materiales, tanto los que se estaban
acondicionando en las instalaciones del INTEC, como los que se tenian en el mismo predio del
INTA (Figura 38). Se rotularon todos los tachos para que sean correctamente identificados en

todo momento (Figura 39).

Se eligi6 una ubicacion al resguardo de las inclemencias climdticas. Esto es sumamente
importante ya que una lluvia copiosa puede inundar la cama bioldgica o generar un exceso de
humedad que no permita al sistema funcionar de la mejor manera. En esta experiencia, ademas
de trabajar bajo el invernadero y poder asistir al lugar de manera asidua, se contaba con las
tapas de los tachos para las dos camas bioldgicas y una tapa armada con material impermeable
para el caso de los blancos (Figura 44). Cuando el prondstico meteoroldgico anunciaba
condiciones desfavorables las camas bioldgicas eran resguardadas para destaparlas una vez
pasado el temporal. Asimismo, el fortalecimiento del vinculo con los productores permitié
acceder a sus niameros telefonicos para, en caso de emergencia, solicitar que taparan las camas

y los blancos.

El relleno de los tachos se realiz6 comenzando con una capa de canto rodado y una de arena
de manera de constituir el fondo de las camas biolégicas y generar un soporte de la biomezcla
en su parte inferior. A su vez, si se piensa en la colocacién de algin tipo de coleccién de

lixiviados, el canto rodado actuaria de filtro para retener particulas sélidas (Figura 40 y 41).

Se realiz6 la homogeneizacion de los materiales descritos en la Tabla 8 mediante técnicas y
herramientas manuales segtin los porcentajes correspondientes a la CB Iy I y sus respectivos
blancos para ser incorporados finalmente a los tachos (Figura 42). Una vez llenos con los
materiales se los regd con agua potable hasta alcanzar una humedad del 80%, la cual se
mantuvo a lo largo de toda la experiencia (Figura 43). A partir de este momento comenzo la
maduracién de las camas bioldgicas por un periodo de 70 dias previos a la aplicacién de los
plaguicidas. Esta etapa se realiza fundamentalmente para favorecer el desarrollo de los

microorganismos presentes en la biomezcla.
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Figura 39: Etiquetado de los camas bioldgicas y sus blancos

Figura 40: Disposicion de grava gruesa sobre la base
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Figura 43: Riego para llevar la humedad al 80%
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Figura 44: Funcionamiento de la cobertura de uno de los blancos después de una Iluvia

3.2.3. Plaguicidas

Se regaron ambas camas bioldgicas con 8 litros de solucién colectada de plaguicidas y se
controlan, nuevamente, la humedad a fin de mantenerla siempre a un nivel no menor del 60%.
Los blancos fueron regados de manera proporcional a su volumen con agua de red.

Asimismo, de la mezcla de plaguicidas colectados, se tom6 una muestra lo mas homogénea

posible en frasco de vidrio color caramelo de 200 mL y se la refriger6 hasta su anélisis.

3.3. Determinaciones fisicoquimicas, biologicas y bioensayos

Para poder realizar un seguimiento de la evolucidn de la fitotoxicidad, la actividad microbiana,
la degradacién de los plaguicidas y evaluar de esta manera el desempefio de las biomezclas se

plantearon y realizaron los ensayos presentados en la Tabla 9.

El dia -1 corresponde al momento inmediato anterior del ingreso de los plaguicidas al sistema.

El dia O corresponde a 24 horas después de la incorporacion de los plaguicidas.

Para la totalidad de ensayos a realizar se tomé una muestra compuesta de cada cama bioldgica

y de cada blanco. Las muestras se colectaron con muestreador metélico de barrena intentando
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tomar una muestra representativa de la totalidad del perfil y en 4 puntos por cada cama

bioldgica y blanco.

Para la determinacién de las enzimas y los bioensayos las muestras fueron guardadas en bolsas
plésticas herméticas rotuladas con la fecha, el nimero de cama bioldgica y el nombre de la
operaria. En el caso del recuento de bacterias, hongos y levaduras se tomaron las muestras en
colectores estériles de 100 mL de capacidad con las mismas anotaciones. Al finalizar el
proceso fueron llevadas al laboratorio y colocadas en estufa a 25° C y posterior procesamiento

segun la técnica a realizar.

Tabla 9: Ensayos planificados y realizados sobre las camas bioldgicas

Dias de Muestreo
Ensayos realizados
Inicial -1 0 30 60 90 120
Recuento de bacterias X «
mesdfilas totales y hongos
Hidrodlisis de fluoresceina X X X X X X
diacetato (FDA)
Determinacién de Actividad X X X X X X
Fenoloxidasas (FOX)
Germinacion X X X X X
Test de Huida X X
Determinacién de plaguicidas X X

3.3.1. Recuento Bioldgico

Se realiz6 el recuento de bacterias mesdfilas totales y hongos y levaduras en dos ocasiones:
antes de adicionar la mezcla de plaguicidas y 24 horas después de su incorporacion (Figura

45).

Para realizar el recuento bioldgico en las biomezclas se utiliz6 la técnica adaptada de Bortoli

2012 y Ratcliff 2016 (recuento en placa) por el grupo de investigacion.
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Para el recuento de bacterias mesofilas totales, las placas se incubaron a 30°C durante 24 a 48
horas y para los hongos y levaduras se empled la misma temperatura en un periodo de 5 a 7

dias.

Para el recuento, luego del tiempo de incubacién, se tuvieron en cuenta aquellas diluciones

cuyas UFC estuvieran entre 30 y 300 UFC g biomezcla ! por placa para las Bacterias y entre

15y 150 UFC g biomezcla ! en cada placa para los hongos y las levaduras.

Figura 45: Recuento de levaduras y hongos presentes en las camas bioldgicas.

3.3.2. Determinacion de Actividad Fenoloxidasas (FOX)

Figura 46: Hongo blanco encontrado en el sustrato el dia 0.
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Para la determinacion de la actividad fenoloxidasas en la biomezclas se utiliz6 la técnica de
Castillo y col. 1994 y Tortella y col. 2012 con algunas modificaciones. El detalle de la técnica
utilizada puede consultarse en el anexo.

La medicién espectrofotométrica se realiza a 590 nm, con coeficiente de extincién de 53000
M cm! (de Castillo y col. 1994) siendo la longitud de paso cubeta de 1 cm.

En la figura 46 se aprecia una muestra de la biomezcla en la que se puede observar al “hongo

planco”.

3.3.3. Determinacion de Hidrdlisis de fluoresceina diacetato (FDA)

Para la determinacién de FDA en el presente trabajo se utiliz6 una adaptacion de Schnurer y
Rosswall, 1982; Adam y Duncan, 2001 para aplicar en suelos y biomezclas (Lescano y col.
2018). El limite de deteccion es de 0,04 ppm y el limite de cuantificacién de 0,14 ppm. El

detalle de la técnica puede consultarse en el Anexo.

3.3.4. Bioensayos de toxicidad aguda con semillas

Para la realizacion de estos ensayos se siguié un procedimiento para el cual se utiliza como
base la técnica para muestras liquidas de la USEPA (1996) con algunas modificaciones para

muestras solidas y para su andlisis, se emplean los trabajos de Bagur-Gonzdles y col. (2011).

Se utilizaron semillas de Lechuga L. sativa (variedad grand rapid) provistas por el programa
Pro-Huerta® del INTA (cosecha 2018). Las mismas se clasificaron manualmente, tratando de

trabajar con semillas de tamafio, forma y color lo mas homogéneas posible.

Mediante este procedimiento se expusieron las semillas a las biomezclas de las dos camas
bioldgicas y sus respectivos blancos a través de los sucesivos muestreos. Luego se colocaron
las placas en estufa a 24°C durante cinco dias. Finalmente, se midi6 la elongacion radicular y
se contabiliz6 el nimero de semillas germinadas por placa (Figura 47). Asimismo, se

registraron posibles anomalias como alteraciones en el color o morfologia radicular.

6 El programa ProHuerta depende del Ministerio de Desarrollo Social de la Nacién asi como del

INTA y celebra en el 2020 30 afios de vida acercando a las familias argentinas semillas seguras para la
produccién de alimentos.
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Figura 47: Secuencia del ensayo de germinacion.

La experiencia se realizé también sobre el suelo del predio (sin madurar con otros componentes
de la biomezcla) a modo de referencia. Cada muestra se ensayé por quintuplicado (n =100

semillas).

3.3.5. Bioensayo de Huida

En este proyecto se utilizé el bioensayo de conducta llamado de huida o evasion con la lombriz
E. fetida. Esta prueba se usa como herramienta de monitoreo de alerta temprana de toxicidad
de suelos, ya que permite evaluar en corto tiempo (48-72 horas) el efecto de éstos sobre la
capacidad de las lombrices para seleccionar un hébitat para sus procesos bioldgicos y

ecoldgicos.

Los bioensayos se realizaron siguiendo la norma ISO 17512-1 (2008), el detalle de la técnica
puede consultarse en el Anexo. El ensayo se realiz6 en contenedores de vidrio, cada uno
dividido en dos compartimentos por un separador removible. Una mitad contenia 250 g de la
muestra contaminada (biomezclas I o II) y la otra igual cantidad pero de suelo control (de una
zona sin actividad antrépica). El separador fue removido y en el espacio se colocaron 10
ejemplares clitelados de E. fetida, criadas en el bioterio de INTEC. Transcurridas 72 h (con un
régimen de 16 h luz/8 h oscuridad a una temperatura ambiental de 22 + 2 °C), se dividié
nuevamente el sustrato mediante separador y se contabiliz6 el nimero de individuos presentes

en cada una (Figura 48).
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Figura 48: Secuencia de la realizacién del Test de Huida

3.3.6. Analisis de plaguicidas

La composicién de la mezcla de plaguicidas aplicados, asi como su presencia se determiné a
las 24 horas después de la realizacion del riego con plaguicidas y luego de transcurridos 120
dias de la experiencia. En ambos casos la caracterizacion de los plaguicidas presentes en las
dos camas bioldgicas se realizé en el Programa de Investigacion y Andlisis de Residuos y
Contaminantes Quimicos, PRINARC de la FIQ-UNL utilizando dos réplicas por muestra. Los
andlisis se llevaron a cabo aplicando métodos estdndares aprobados por organismos
internacionales (EPA, SM, entre otros), y técnicas oficiales validadas en el laboratorio,
alcanzando los niveles establecidos en las regulaciones internacionales. Estas determinaciones
fueron realizadas por el equipo de la profesora Maria Rosa Repetti, responsable del Area
Cromatografia-Espectrometria de Masa. El detalle de las técnicas utilizadas se encuentra en el

Anexo.

34. Analisis estadistico de los datos
Los datos obtenidos se sometieron al andlisis de la varianza de una via (ANOVA), y los
promedios se compararon mediante el test de Duncan, con un 95 % de confianza. Se emple6 el

software de uso libre R (versién 2.3.3.3).

66



4. Resultados y discusion

4.1. Relevamiento inicial

Esta experiencia, la primera en terreno por fuera de los laboratorios y el predio del INTEC
CONICET, permiti6 en primera medida conocer los tiempos y algunas de las necesidades de
los productores del cordén horticola santafesino.

La primera instancia de relevamiento abri6 las puertas a la realizacién de un convenio con el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria quienes pusieron a disposicion el centro
Experimental de Angel Gallardo y nos dieron libertad y autonomia para ingresar y

relacionarnos con el personal que trabaja en el predio.

El desafio de construir las camas bioldgicas en parcelas productivas, en condiciones reales de
tiempos, inclemencias climdticas y prioridades temporales y econdmicas de los procesos
productivos demostraron que la estacion preferencial para preparar los residuos horticolas
debia ser el verano, permitiendo que las altas temperaturas y el sol efectivicen el proceso, sin

atravesar pérdidas de material ni de tiempo.

Asimismo, luego de las entrevistas, se cambid la idea de utilizar las camas bioldgicas para tratar
el agua de lavado, ya que ese proceso es casi inexistente en las parcelas de interés. En lugar de
intentar cambiar un hdbito muy comun entre los productores, se cambia el disefio experimental,
ya que la aceptacién de los sistemas por parte de los trabajadores y el éxito de la
implementacién en mds parcelas productivas depende realmente de que el sistema aporte a la
solucién de problematicas sociales y ambientales, no a sumar dificultades o tareas que generen

su abandono.

La presencia constante durante seis meses previos a la instalaciéon de las Camas Bioldgicas y
el relevamiento llevado adelante gener6 también que se pudiera intervenir en el orden y la
limpieza del sector destinado al guardado de los plaguicidas y que se pudiera implementar una

carpeta con las hojas de seguridad de todos los productos utilizados.
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4.2. Difusion de las actividades realizadas en el predio

4.2.1. Jornadas Institucionales en el INTA

El viernes 2 de agosto de 2019 se realiz6 una “Jornada Interna de Capacitacion™ para los
coordinadores del Centro Experimental Angel Gallardo (Figura 49).

En esta jornada se presento el proyecto, los alcances y avances realizados hasta ese momento.

Figura 49: Jornada interna de capacitacién en el Centro Operativo Angel Gallardo

El 9 y 10 de septiembre de 2019 se publicaron desde INTA Informa dos videos explicativos
del trabajo que se venia realizando, en los que se incluye una entrevista a la Dra. Cristina
Zalazar y a la autora de esta Tesis y una visita a los laboratorios del INTEC (UNL-CONICET)

por parte del drea de comunicacién del INTA (Figura 50).
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l!!l INTA Monte Vera
= 10 de septiembre de 2013 - @

PRUEBA DE SUSTRATOS EN #ANGELGALLARDO

Con los residuo horticola recolectados de los lotes de referencia se procedic al
armado de la bicmezcla en tambares de 200 litros, para lograr su aislamiento.
Asi lo contd “Luciana’Maneli quien lleva adelante su Tesis basado en la linea de
investigacion schre “camas biclogicas”, consistente en tecnologias gue buscan
prevenir la contaminacion del suelo y el agua.

Figura 50: Imégenes de la difusion institucional del proyecto por el INTA

Fuente: Facebook INTA Monte Vera

Por dltimo, el 22 de octubre del mismo afio se formo parte del Ciclo de Actualizacién Técnica
para Profesionales en Producciones Intensivas que se llevé a cabo en el Centro Operativo

Experimental Angel Gallardo (Figura 51).

En esta instancia se pusieron en comun la actualizacién de programas, ensayos e
investigaciones que técnicos y profesionales llevan adelante desde INTA, en articulacién con
el Gobierno de la Provincia de Santa Fe, SENASA, CONICET y Facultades de la region.

Presentamos el panel “Camas bioldgicas para reducir la contaminaciéon ambiental por el uso de

plaguicidas™.
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Mértes 22 de Octubre 2019
g A partir de las 9 Hs.

ntfo Operativo Experimental
“85" ANGEL GALLARDO

Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca

Presidencia de la Nacién 3

Figura 51: Imagen de difusién de la actividad mencionada

Fuente: Modificada de INTA Monte Vera

4.2.2. Taller “Lechos Bioldgicos en tiempos de COVID-19”

Los dias jueves 3 y viernes 4 de diciembre de 2020 a través de la plataforma ZOOM se llevo
adelante el Taller “Lechos Bioldgicos en tiempos de COVID-19” organizado por el Grupo de
Andlisis de Compuestos Traza (GACT) del Departamento de Quimica Organica de Facultad
de Quimica y del Departamento de Quimica del Litoral, CENUR del Litoral Norte de la
Universidad de la Republica, Uruguay, en conjunto con el “Proyecto Plaguicidas”(MSP-
MGAP-MA-FAO-GEF), con el apoyo de la Red Latinoamericana de Lechos Bioldgicos y la
Red Analitica de Latino América y el Caribe (RALACA). Este taller reemplazé al IV
Workshop Latinoamericano sobre Lechos Bioldgicos 2020, que deberia haber tenido lugar en

Montevideo, Uruguay, en forma presencial debido a las repercusiones de la pandemia.

Se particip6 del taller presentando un e-poster (Figura 52), el cual fue aprobado y publicado en
la pdgina web del evento que se puede visitar en el link:

http://www.lechosbiologicos2020.com/
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Figura 52: Miniatura del e-poster presentado

4.3. Resultados de los ensayos

4.3.1. Analisis de plaguicidas

Se realizé en primera medida el anélisis de una porcién del céctel utilizado para aplicar sobre
las camas bioldgicas. El mismo arroj6 como resultado la presencia de A cialotrina,
azoxistrobina, abamectin bla, carbendazim, imidacloprid, metolaclor y tebuconazole en las
concentraciones que se observan en la Tabla 10. De todos ellos, el tinico registrado en trabajos

anteriores con biomezclas con incorporacién de compost (Tabla 1) fue Azoxistrobina.
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Tabla 10: Ensayo sobre la muestra liquida

Compuesto Concentracion (mg L)

A cialotrina 39
Azoxistrobina 1,4
Abamectin Bla 0,2
Carbendazim 28
Imidacloprid 69
Metolaclor 42
Tebuconazole 23
Captan n.d.
THPI n.d.
Clorotalonil n.d.

Profenofos n.d.*

Lufenuron n.a.**

*n. d. No detectado. Limite de deteccion 1 parte por billén (ppb)
**n.a. No analizado

Asimismo, se realizé la extraccidn a los sustratos que componen las camas bioldgicas en el dia

inicial y final para la determinacion de plaguicidas (Figura 53).

Figura 53: Detalle de una de las muestras al ser extraidas de la cama bioldgica

La Tabla 11 y la Figura 54 presentadas a continuacidn, ilustran las concentraciones en mg kg~
! que se detectaron en el dia inicial y 120 de la CBI incluyendo el porcentaje de degradacién

alcanzado.
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Tabla 11: Ensayos sobre muestras sélidas de la Cama Bioldgica I

Cama Biolégica I (mg kg™)
Compuesto Degradacion %
Dia 0 Dia 120
A cialotrina 8,4+1,5 1,740,3 79,76
Azoxistrobina 1,25+0,07 0,255+0,007 79,60
Abamectin Bla 0,45+0,01 0,08+0,01 82,81
Carbendazim 24,4+0,7 0,09+0,03 99,63
Imidacloprid 41,0+0,1 11,0+0,3 73,17
Metolaclor 48,3+1,3 9,85+0,5 79,61
Tebuconazole 24,05+3,32 7,15+0,49 70,27
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Figura 54: Concentracién de plaguicidas en los dias 0 'y 120 en CBI

Es importante remarcar que las concentraciones presentes en la CB II en el dia inicial son un
30% menor (en promedio) que lo encontrado en la CBI. La diferencia entre las concentraciones
determinadas en el dia O puede deberse a las diferentes densidades de los sustratos presentes, a
la forma de aplicar el coctel sobre las camas bioldgicas (vertido con una probeta de un litro
pero sin rociar la totalidad sobre la superficie) lo cual puede haber resultado en la eleccién de
caminos preferenciales debido a la heterogeneidad de la biomezcla o a la tortuosidad que haya

experimentado el efluente con plaguicidas al discurrir por la matriz.
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Asimismo al conformar la mezcla de muestra a través de la extraccién de submuestras, si bien

se tomaron porciones cubriendo toda la cama bioldgica tanto en su altura como en su superficie,

puede haber ocurrido una no representatividad absoluta de la matriz en su conjunto para cada

una de las muestras.

La Tabla 12 y la Figura 55 presentadas a continuacién ilustran las concentraciones en mg kg'!

que se detectaron en el dia inicial y 120 de la CBII.

Tabla 12: Ensayos sobre muestras s6lidas de la Cama Bioldgica II

o 3z e -1
Compuesto Cama Bioldgica I (mg ke) Degradacion %
Dia 0 Dia 120
K cialotrina 2,7+0,3 3,3+0,4 -
Azoxistrobina 0,3+0,1 0,355+0,007 -
Abamectin Bla 0,05+0,01 n.d. 100
Carbendazim 8,5+0,6 0,27+0,01 96,82
Imidacloprid 13,5+0,6 5,0+0,3 62,83
Metolaclor 24,1+0,6 10,9+1,2 54,98
Tebuconazole 6,8+0,01 9,55+0,07 -
*n. d. No detectado. Limite de deteccién 1 parte por billén (ppb)
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Figura 55: Concentracion de plaguicidas en los dias 0 y 120 en CBII
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En el caso de la Cama Bioldgica I en 120 dias se obtuvo una degradacién superior al 70% para
los siete plaguicidas analizados, superior al 80% en el caso del abamectin bla y al 90% para el
carbendazim. Se destaca especialmente el alto porcentaje de degradacion obtenido para el
imidacloprid con respecto a trabajos previos publicados donde se utilizaron concentraciones
iniciales mucho menores y la degradacién lograda fue menor.

Para el caso de la Cama Biologica II en 120 dias se produce una degradacion superior al 50%
para todos los plaguicidas, superior al 60% en el caso del imidacloprid y superior al 90% en el
caso del carbendazim. en el caso de los plaguicidas £ cialotrina, azoxistrobina, abamectin bla
y tebuconazole para los cuales no se observé degradacion, y los valores finales fueron atin un
poco mayor a los iniciales, se puede explicar en las propiedades de la biomezcla y la forma de

aplicacion de los plaguicidas como fue mencionado anteriormente.

En este punto es importante resaltar que tanto el compostaje de residuos horticolas utilizados
en el presente trabajo como los plaguicidas degradados son diferentes y complementarios de lo

registrado en la bibliografia (resumido en la Tabla 1).

Es interesante comparar los datos de degradacién propios con los obtenidos por otros trabajos
y estudios previos, en los que se puede observar porcentajes de remocion similares o menores
a los mostrados con anterioridad, lo que supone una elevada efectividad de las biomezclas para
los compuestos analizados en los tiempos que durd el andlisis, considerando ademads que tres
de los compuestos son fungicidas, que por su funcién inherente, dificultan el desarrollo de la

comunidad microbiana responsable, entre otros factores, de la degradacion de los plaguicidas.

Rodriguez-Castillo y col. (2018) midieron la remocién de imidacloprid y thiamethoxam en
biolechos y suelo. Al finalizar 228 dias de tratamiento, los niveles de remocién identificados
fueron bajos, pasando de 7 mg kg! a 5 mg kg! para el primer compuesto (porcentaje de
remocién del 28,57%) y de 4 mg kg' a 2,5 mg kg! aproximadamente para el segundo
(porcentaje de remocion del 37,5% aproximadamente) en biomezclas conteniendo suelo pre

expuesto a imidacloprid.

En Uruguay, luego de 196 dias se demostré que las concentraciones de metolaclor decrecian
considerablemente, logrando una remocién cercana al 90%, pasando de 85000 ug kg™ a 5000

pg kg'! aproximadamente (S. Rezende y col. 2020)
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Otro estudio llevado adelante en Chile demostré que, para un tratamiento de 40 dias, partiendo
de una concentracién de 100 mg kg™ se logra una degradacién de poco mds del 60% del
carbendazim, en biomezclas de arcilla con 5% de biocarbén y 20% de turba, otra biomezcla
con 15% de biocarboén y 10% de turba y finalmente una biomezcla arenosa con 5% de

biocarbon y 20% de turba (Diez y col. 2013).

4.3.2. Recuento biolégico en sustratos

El recuento de hongos y levaduras y bacterias mesofilas se expone en la Tabla 13. Las
diferencia en las unidades formadoras de colonias contabilizadas entre los dias iniciales (dia -
1) y 24 hs después de la aplicacion de los plaguicidas (dia 0) resulté estadisticamente
significativa en todos los casos excepto en la Cama Bioldgica I para Hongos y Levaduras
(Tabla 14). Es decir que tanto las Bacterias Mesofilas Totales en las CBI y CBII como los
Hongos y Levaduras de la CB II fueron afectados por el agregado de la mezcla de plaguicidas,
si bien no se tiene certeza de cudles son esos microorganismos puntualmente y que rol juegan

especificamente en la degradacion de los compuestos adicionados.

Lo que se observa pasadas 24 horas del agregado de los plaguicidas en la CBI es que, tanto la
concentracion de hongos y levaduras como la de bacterias decrecen, lo cual indica sensibilidad
hacia la mezcla de plaguicidas. Por el contrario, en la CBII se observé un aumento en las UFC
lo cual indicaria el uso de plaguicidas como fuente de energia y/o de materia. Hay que tener en
cuenta que en este caso la concentracion de plaguicidas en la biomezcla fue significativamente
menor y probablemente sea la causa de que no se visualice un efecto negativo sobre la

comunidad microbioldgica.

Tabla 13: Recuento de hongos y levaduras y bacterias mesofilas totales

Hongos y Levaduras UFC g’ Bacterias [1\;[1:2621133 Totales

Dia inicial -1 Dia 0 Dia inicial -1 Dia 0
Cama Bioldgica I 1.35%107 1.44%106 1,34x10" 1,59%x10°
Cama Bioldgica II 8,35%x10° 4,5x10° 1,44x10° 8,85%10"
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Tabla 14: Estadisticos para hongos, levaduras y bacterias mesdfilas totales

Hongos y Levaduras UFC g! |Bacterias Mesdfilas Totales UFC g!

Valor p Promedio Valor p Promedio
Cama Biolégica I 0,1422 7,47x10° 0,0011 7,5x10° *
Cama Biolégica II 0,0043 2,66x10%%* 0,0009 1,02x108 *

* indica una diferencia significativa.
4.3.3. Determinacion de Actividad Fenoloxidasa

Tanto para la CBI como para la CBII los valores p, luego de aplicar ANOVA fueron menores
a 0,05, es decir, que existié una diferencia estadisticamente significativa entre la media de las

enzimas cuantificadas entre un nivel de dias y otro, con un nivel del 95% de confianza.

En la Figura 56 se muestra la evolucién de la actividad biolégica (FOX), paralas CB Iy Il y

sus respectivos blancos.

Al realizar la prueba de Duncan de multiples rangos se obtiene que en la CBI hay tres grupos
homogéneos con diferencias estadisticamente significativas (-1-0), (30-60) y (90-120). Para la
CBII hay diferencias significativas entre los valores obtenidos en el dia -1y el diaOy a su vez,

de éstos con los muestreos realizados en los dias 90 y 120.

Para la CBI los niveles de FOX al dia 120 fueron aproximadamente 4 veces mayores al valor
inicial, habiendo partido de un valor inicial muy bajo en dicha cama. Para el caso de la CBII
por el contrario los valores de FOX al finalizar el ensayo representan el 69,15% del valor

inicial, habiéndose reducido en un 30,85%.
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Figura 56: Evolucién de la FOX durante los dias de muestreo

Los valores obtenidos en el dia 120 de muestreo indican que las camas bioldgicas se encuentran

activas y podrian ser utilizadas nuevamente para otra aplicacioén de plaguicidas.

En trabajos previos realizados por el grupo se puede constatar valores de FOX similares; en un
ensayo de 180 dias. Los valores de FOX reportados fueron siempre superiores a 0,10 pero no

llegaron nunca a 0,20 U kg biomezcla! (Lescano 2022).

Respecto de valores que se encuentran en la bibliografia, en un estudio de 40 dias para tres
tiempos de maduracién diferentes de una biomezcla compostada, los valores finales reportados
fueron entre 7y 14 U kg™! (Tortella y col. 2012). En otro estudio realizado en Chile en el 2016,
en una biomezcla compuesta de suelo Andisol mezclado con rastrojo de trigo y turba en
proporciones volumétricas de 1:2:1 y aplicada con atrazina se midieron valores de actividad
fenoloxidasa (U Kg™!), registrando valores menores a 1 para el dia inicial y el dia 7 y valores

menores a 2 para el dia 15 y 30 (Elgueta y col. 2016).

Respecto de la evolucion de la FOX en las CB y sus blancos, en el caso de la CBII los valores
del control siguen una tendencia similar en el tiempo con los valores registrados para la
biomezcla aplicada (con un poco mds de dispersion en los dias 30 y 60). Para el caso de la CBI
los valores de FOX del control siguen la misma tendencia de la biomezcla aplicada solamente

hasta el dia 30 ya que a partir del dia 60 el control siempre registr6 menor valor que la
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biomezcla aplicada (aproximadamente la mitad). Este comportamiento podria deberse a un
mejor aprovechamiento de los plaguicidas como fuente de energia y/o materia por parte de los
microorganismos presentes, ya que esta biomezcla se caracterizO por tener mayor

concentracion de todos los plaguicidas (en promedio un 30 % mayor).

4.3.4. Determinacion de Hidrolisis de fluoresceina diacetato (FDA)

En la Figura 57 se muestra la evolucion de la Hidrolisis de fluoresceina diacetato (FDA) en el

tiempo, para las CB I'y Il y sus respectivos blancos.

Las diferentes concentraciones de FDA, tanto en la CBI como en la CBII, tienen diferencias
significativas entre un nivel de dias de muestreo y otro (-1, 0, 30, 60, 90 y 120) arrojando un

valor del estadistico p=0,0000 para la CBI y un valor de p=0,0108 para la CBII.

Para la CBI, aplicando la prueba de multiples rangos (Duncan) se puede observar que hay
diferencia significativa entre cada muestreo, teniendo entonces seis grupos homogéneos. Por
el contrario, en el caso de la CBII solo se puede afirmar que hay dos grupos homogéneos

formados por el dia -1 y el resto de los dias (0, 30, 60, 90 y 120).

En el caso de la CBI a las 24 horas de haber aplicados los plaguicidas (dia 0) la concentracién
de 1a FDA es de 252,48 ug ¢! h'! y a los 120 dias el valor es de 25,02 ug g' h'!, es decir un

90% menor.
En este mismo periodo, entre el dia 0 y el dia 120 para la cama bioldgica 1 se obtiene una
degradacion superior al 70% para los 7 plaguicidas analizados (ver apartado Andlisis de

plaguicidas).

En la Cama Bioldgica II para estos mismos periodos de tiempo el valor de FDA varia desde

55,97 ug g h'' a 7,44 ug g h'! registrando una disminucién del 86,7%.

En ese mismo periodo de tiempo en el caso de la Cama Bioldgica II se produce una degradaciéon

superior al 50% para todos los plaguicidas (ver apartado Analisis de plaguicidas).
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Estos resultados muestran que ambas biomezclas disminuyeron notablemente la actividad
enzimatica debida a enzimas hidroliticas para el dia 120, a diferencia de lo que ocurre con las

enzimas de origen lignoceluldsico en las cuales su disminucién no fue tan marcada.
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Figura 57: Evolucién de la FDA durante los dias de muestreo

Estos niveles de FDA son comparables a los reportados en trabajos previos por el grupo.
Partiendo de niveles de 95 ug g”' h! para una biomezcla de suelo y moha en una proporcién en
volumen de 50 % de cada componente, tratada con una mezcla de plaguicidas compuesta de
glifosato, atrazina, imidacloprid, prometrina y carbendazim luego de 180 dias se tuvieron

niveles menores a 10 ug g h'! (Lescano 2022).

En otro estudio realizado por el grupo en el que se construyeron 7 biomezclas compuestas por
50% de suelo, 25% de distintos rastrojos (maiz, trigo, trigo-soja,repollo y moha) y 25% de
material humidificante (resaca de rio) se encontraron valores iniciales entre 50 y 90 ug ¢! h'!
y valores finales al dia 50 de entre 10 y 30 ug g h'! . Estas biomezclas fueron tratadas con

atrazina y 2,4-D (Pioli y Lescano 2020).
Los valores finales de FDA son similares también a los reportados por otros autores. En un

estudio de 40 dias para una biomezcla compostada durante tres periodos de maduracion

diferentes, los valores finales rondaron los 40 ug g' h'! (Tortella y col. 2012).
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También se evidencia un acompafiamiento de los valores registrados en las biomezclas y sus
blancos en el inicio de la experiencia, pero luego de la aplicacion de plaguicidas en la CBII los
valores son muy diferentes para el control y la biomezcla tratada. Esto podria deberse a un
efecto inhibidor en la produccién de este tipo de enzimas por la presencia de plaguicidas que
posteriormente mejora restableciendo un valor mds cercano al control en los muestreos

posteriores.

4.3.5. Bioensayos de toxicidad aguda con semillas

Se calcularon tres pardmetros para evaluar los resultados obtenidos en este bioensayo. El
primero de ellos fue el porcentaje de germinacién (%G) que expresa qué porcentaje de las
semillas sembradas germinan. Los resultados se muestran en la Figura 58. Tanto para el dia -1
como para el dia 0 en la CBI no se ha producido la germinacién de semillas en ninguna de las
5 réplicas, a diferencia de la CBII que en el dia -1 ha tenido un porcentaje de germinacién de
mas del 50%. Esto puede deberse a la presencia de compost en la CBI. El compost es utilizado
como enmienda orgdnica una vez que las plantas han germinado y crecido, y puede haber
aportado una carga orgéanica o de nutrientes demasiado elevada para que el proceso de
germinacion sea viable. Esto se ve sustentado si se observa el mismo comportamiento en los
blancos de cada una de las CB. Al avanzar la maduracién de los sustratos, a partir del dia 30
ya pudo observarse porcentajes de germinacion en ambas CB, siendo siempre superior en la
CB II. Puede observarse que en cada blanco la germinacién sigue la tendencia de lo que sucede
en la CB respectiva, lo que puede significar que, para el caso de la germinacién, posee mayor

importancia el tipo de sustrato que la concentracién de plaguicidas.

— 100 — CBI

g o

c mCBI

Nl 75 L o

o I

o s S Blanco CB |
£ ® Blanco CB ||
(’cTD: 50 —

.0 L - -

T

c 25 —

@

5] —

e

s

o

-1 0 30 60 90 120
Tiempo (dias de muestreo)

Figura 58: Evolucién del porcentaje de Germinaciéon G% durante los dias de muestreo
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El segundo pardmetro utilizado fue la Inhibicién de la elongacion de la raiz (ELr). Segun el
trabajo de Bagur-Gonzalez 2011, la toxicidad de un sustrato puede evaluarse a partir de los
rangos de valores obtenidos que se muestran en la Tabla 15. Estos valores surgen del promedio
de la elongacioén radicular de todas las semillas germinadas en las 5 réplicas respecto de los

valores obtenidos para el control segtn la férmula:

ELr = (EL muestra — EL control) / ELcontrol

Tabla 15: Evaluacién de la elongacién de la raiz.

Fuente: Modificado de Bagur-Gonzalez 2011

Inhibicién de la elongacion de la raiz Toxicidad

>0 Nula - Estimulacién de la
elongacién de la raiz

0a-0,25 Baja
-0,25 a -0,50 Moderada
-0,5a-0,75 Alta

-0,75a-1 Muy Alta

Para el caso en estudio para los dias -1 y 0 no se registraron valores, pues para la CBI no hubo
germinacion y en el caso de la CB II los obtenidos para la cama bioldgica y su respectivo blanco

fueron iguales.

La CBI present6 valores de toxicidad moderada en los muestreos de los dias 60 y 90, pasando

a obtener valores de estimulacién de la elongacién radicular para el dia 120 (Figura 59).

La CBII presento valores de toxicidad moderada en el dia 60 y alta en el dia 90, pasando a ser

baja en el dia 120 (Figura 59).

Este aumento de la toxicidad alrededor del dia 90 podria explicarse por el proceso de
degradacion de los diferentes plaguicidas aplicados que da lugar a la formacién de metabolitos

que, en algunos casos, presentan mayor toxicidad que la de los propios compuestos de partida.
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Figura 59: Evolucién de la Inhibicién de la Elongacion de la Raiz durante los dias de
muestreo

Por dltimo, el tercer pardmetro evaluado fue la elongacion radicular (E) que se calcula como el
promedio en milimetros de las mediciones de las raices de todas las semillas que han germinado
en una determinada fecha. En este caso se observa un desarrollo similar para los diferentes dias
de muestreo, observandose un detrimento en el dia 90, que puede estar correlacionado con lo
explicado anteriormente (Figura 60). Asimismo, excepto en ese muestreo, la E se mantuvo
relativamente cercana a la obtenida con el sustrato “Suelo de Referencia” que corresponde a

suelo de uso agricola del mismo predio.
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Figura 60: Evolucién de la elongacién radicular durante los dias de muestreo
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Existen pocos estudios que incluyan ensayos ecotoxicoldgicos para evaluar la detoxificacion
de las biomezclas o para monitorizar la detoxificacion durante el proceso de degradacion en
las camas bioldgicas. El ensayo de germinacién con Lactuca sativa sobre lixiviados se ha
utilizado para evaluar biomezclas contaminadas (Rodriguez-Rodriguez et al., 2018, Acosta-
Sénchez et al., 2020). Solamente hay un trabajo del propio grupo donde se evalud la
fitotoxicidad de una cama piloto con recirculacion tanto sobre la biomezcla como sobre el agua
de recirculacion para degradar seis plaguicidas (glifosato, atrazina, imidacloprid, prometrina,
carbendazim y AMPA) (Lescano et al. 2022). Si bien en el trabajo citado se evaluaron otros
plaguicidas los resultados obtenidos en ambos estudios muestran que la aplicacion del ensayo
de germinacion de semillas directo sobre biomezclas demostré ser una herramienta sencilla y

de bajo costo para poder determinar el punto final del proceso.

4.3.6. Bioensayo de Huida
Los sustratos se consideran toxicos si hay un porcentaje de evasion de mas del 80 % en las
biomezclas en andlisis. (Hund-Rinke y Wiechering 2000). A continuacion, se discuten los

resultados obtenidos de la aplicacion de este bioensayo para cada dia de experiencia evaluado.

4.3.6.1. Dia 90

Como puede observarse en la Tabla 16, algunos ejemplares se encontraron muertos en el
compartimento del sustrato correspondiente a la CBI por lo que no es posible calcular un
promedio o realizar un anélisis estadistico, ya que el objetivo de este ensayo fue contabilizar la
evasion o huida de las lombrices. Sin embargo, se pudo obtener informacién valiosa analizando

los datos obtenidos de forma cualitativa.

En dos de las réplicas la evasion fue total, es decir, todas las lombrices escogieron el sustrato
control (R2 y R4). En la réplica R3 la mayoria de las lombrices escogi6 el control y el unico
ejemplar que eligid el sustrato contaminado aparecid muerto mientras que en R1 hubo 8
lombrices en el control y 2 en el sustrato contaminado, aunque una de ellas estaba muerta. Por

lo tanto, la CBI contaminada a los 90 dias no es un sustrato apto para E. fetida.
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Tabla 16: Evaluacién de la Cama Bioldgica I vs Suelo de Referencia dia 90

R1 R2 R3 R4
Suelo R CB1 Suelo R CB1 Suelo R CB1 Suelo R CB1
N° lombrices 8 1 10 0 9 0 10 0
vivas
N° lombrices 0 1 - - 0 1 - -

muertas

En el caso de la CB II también se encontraron ejemplares muertos. Como puede observarse en
la Tabla 17, en una de las réplicas hubo 9 lombrices que escogieron el control y una el sustrato
contaminado (R1), mientras que en el resto de las réplicas si bien va aumentado la cantidad de
lombrices que escogen el sustrato contaminado ninguno de los ejemplares logré sobrevivir. Por
lo tanto, también para este caso se puede decir que la CB II contaminada a los 90 dias no es un

sustrato apto para E. fetida.

Tabla 17: Testeo de Cama Bioldgica II vs Suelo de Referencia dia 90

R1 R2 R3 R4
Suelo R CB 11 Suelo R CB 11 Suelo R CB1I Suelo R CB1I
N° lombrices 9 1 8 0 7 0 6 0
vivas
N° lombrices 0 1 - 2 0 3 - 4
muertas
4.3.6.2. Dia 120

Los datos obtenidos con la CBI a los 120 dias no mostraron mortalidad, pero la evasion fue

del 100 %, es decir, la biomezcla contintia siendo no apta para las lombrices, si bien en esta

oportunidad no resulta letal (Tabla 18).
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Tabla 18: Testeo de Cama Bioldgica I vs Suelo de Referencia dia 120

R1 R2 R3 R4
Suelo R CB1 Suelo R CB1 Suelo R CB1 Suelo R CB1
N° lombrices 10 0 10 0 10 0 10 0
vivas
N° lombrices 0 0 0 0 0 0 0 0
muertas

En el caso de la biomezcla II solamente en una de las réplicas se desplazaron 2 ejemplares al
compartimiento del sustrato contaminado (R1), mientras que en el resto de las réplicas los 10
ejemplares eligieron el control, con lo cual el promedio fue una evasién del 95 %, lo que se
muestra en la Tabla 19. Segtin Hund-Rinke y col. (2000) cuando el porcentaje de evasion es
mayor al 80 % se considera que el sustrato tiene un efecto sobre el comportamiento de las

lombrices y, por lo tanto, es toxico o de baja calidad para su desempeio.

Tabla 19: Testeo de Cama Bioldgica Il vs Suelo de Referencia dia 120

R1 R2 R3 R4
Suelo R CBII Suelo R CB1II Suelo R CB1II Suelo R CBII
N° lombrices 8 2 10 0 10 0 10 0
vivas
N° lombrices 0 0 0 0 0 0 0 0
muertas

A pesar de los resultados numéricos obtenidos con este bioensayo, el hecho de que a los 120
dias no haya mortalidad de lombrices en ninguna de las biomezclas indica una evolucion
positiva en el tiempo. A su vez, este resultado tiene correlacion con la degradacion de

plaguicidas observada para el dia 120 en ambas camas bioldgicas.

Esta mejora en la calidad del sustrato significa que, una vez agotada la capacidad degradativa
de las Camas Bioldgicas, esta especie podria ingresar a los sustratos para transformarlos en

abono a través del proceso conocido como vermicompostaje. Otra estrategia posible es realizar
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el proceso de vermicompostaje con el agregado de materiales residuales vegetales que
contribuyan a una accién transformadora favorable por parte de las lombrices. De esta manera,
cuando sea necesario reemplazar la biomezcla, se puede tratar apropiadamente con este

proceso, para luego ser esparcida en el predio como enmienda orgédnica.
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5. Discusion integradora de los Resultados Obtenidos

Analizando en su conjunto los resultados expuestos en el apartado anterior, no parece
apropiado realizar una comparacioén entre ambas camas bioldgicas, ya que si bien la primera
de ellas (CBI) pareciera tener un mejor desempefio en la degradacién de plaguicidas, la segunda
(CBII) presenta resultados mas favorables a través de los bioensayos aplicados aunque las

concentraciones iniciales de plaguicidas fueron muy diferentes para las dos.

La CBI, cuya composicién posee un 25% de compost, un 25% de suelo, un 15% de residuo
horticola y un 35% de rastrojo de maiz presenté mayor dificultad en su construccion, por la
cantidad de tiempo de preparacion que el 15% en volumen de compost requirié. Si bien la
biomezlca presenta una buena estructura (que se evidencia al momento de retirar las muestras
con el muestreador), el contenido de humedad presenté las mismas variaciones que en la CB
II. Se observa una muy buena degradacion de los siete plaguicidas presentes, en todos los casos

mayor al 70% y en promedio 80%.

La construccién de la CBII, cuyos componentes son un 50% de suelo, un 15% de residuo
horticola y un 35% de rastrojo de maiz, no presenté mayores dificultades, siendo un proceso
que depende principalmente del secado de los residuos horticolas para su posterior mezclado.
Se observa una buena degradacién de cuatro de los plaguicidas presentes (carbendazim,

imidacloprid, metaloclor y abamectin Bla), en todos los casos mayor al 50% y en promedio

78,6%.

En la CBI estos porcentajes se correspondieron con la presencia de enzimas de manganeso
peroxidasa, lignina peroxidasa y actividad lactasa (FOX) medidas al comienzo (dias -1 y 0),
durante (dias 30 y 60) y al final (dias 90 y 120) de la experiencia, aumentando su presencia en

este dltimo tramo, finalizando con valores 233% mayores que al inicio.

Por el contrario, los niveles medidos en la CB II fueron disminuyendo, finalizando con valores
un 30% menores que al inicio. En ambos casos fueron valores bajos -no se super6 el 0,2
microgramo de enzima por miligramo de muestra- lo que podria mejorarse incrementando el

porcentaje de rastrojo incorporado a la biomezcla.
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Lo sucedido con las enzimas hidroliticas (medicion de FDA) en la CBI demostré que la
actividad microbiana fue descendiendo a medida que avanz6 la experiencia, llegando a valores
del 10% de la concentracion inicial en el dia 120, presentando un pico de actividad luego del

agregado de los plaguicidas.

En la CB II se observa una brusca disminuciéon de los valores de FDA en el dia 0, lo cual no
ocurrié en la CBI, y se puede explicar debido a un efecto buffer del compost adicionado. En
este caso la actividad microbiana tiene fluctuaciones, finalizando con una disminucién del

86,7% respecto de los valores iniciales

Por tltimo, si analizamos la calidad del sustrato para su re utilizacién y/o incorporacion al
medio como abono o enmienda, tanto los bioensayos de germinacién como el de huida
coincidieron en evidenciar una “recuperacion” de la calidad para estas formas de vida llegando

al dia 120 del ensayo.

La CBI logré una categoria de “estimulante para la raiz” en el Test de Germinacion y la CB 11
la categoria de “baja toxicidad” y en el Test de Huida tanto la CBI como la CB II no producen

mortalidad a las lombrices, evidenciando una evolucién positiva del sustrato.

Es importante remarcar que esta experiencia fue realizada enteramente en campo, con residuos
reales, en tiempos y procesos propios de la actividad agricola, no de una programacion ajena a
la realidad cotidiana de quienes utilizan los plaguicidas. En ese sentido, los tipos y las
concentraciones de plaguicidas utilizados no fueron diagramados como parte del proceso
experimental. Es importante resaltar que tres de los siete plaguicidas presentes son fungicidas,
que por su funcién inherente, podrian haber generado inhibicién en el desarrollo de hongos en

particular y de la comunidad microbiana en general.

En este mismo sentido, los componentes de las biomezclas se eligieron basdndose en la
disponibilidad, manejo y factibilidad estacional, por lo que no todos ellos responden a los de
mejores aptitudes comprobadas, sino a la posibilidad certera de formar parte de un cotidiano
que permita reproducir la experiencia en manos de quienes necesitan instalar la tecnologia en

su labor diaria.
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6. Conclusiones

El trabajo demuestra que es factible econdmica y operativamente llevar adelante este tipo de
instalaciones en predios horticolas manejados por pequefios productores ya que tienen una
capacidad de degradacion satisfactoria para los tipos y volimenes de plaguicidas manejados.
Asimismo, y no menos importante para su exitosa apropiacion, su instalaciéon y mantenimiento
no requirié tecnologia por fuera de lo que se encuentra en cualquier taller u hogar rural. En el
plano personal, considero y apuesto a un sistema de produccién de alimentos libre de
plaguicidas, sobre todo para los mercados frutihorticolas y de cercania. Méas alld de eso, la
presente tesis permite brindar herramientas para las productoras y productores que estdn
apostando a una transicién agroecoldgica y quisieran incorporar buenas practicas de manejo

para los plaguicidas que atin utilizaran en sus producciones.

Como una consideracion especial, es factible realizar el control de la evolucién de las camas
biol6gicas mediante bioensayos que no requieren un adiestramiento profesional y pueden
comenzar a realizarse a partir de los cuatro meses de tratamiento para determinar el estado de
las biomezclas, ya sea utilizando bioensayos de germinacion o bioensayos de huida. En ambos
casos, las pruebas son reproducibles en el ambito rural y doméstico sin mayores

complicaciones.

Seria interesante repetir la construcciéon de la CBI adicionando compost de residuos agricolas,
tal vez de mayor contenido lignoceluldsico, para incorporar mayores cantidades de materia
orgdnica a las biomezclas y probar su efectividad, ya que el origen y caracteristicas del compost

pueden afectar significativamente la degradacion y el comportamiento de la adsorcion.

Seria interesante optar por otras técnicas para aplicar los plaguicidas en las camas bioldgicas,
como las mismas mochilas que se utilizan para aplicar en los cultivos, teniendo en cuenta que
una fraccion siempre va a ser vertida sin pulverizar al finalizar la capacidad de bombeo del

equipo.

En el caso de los andlisis realizados, tanto para la CBI como para la CBII, se podria realizar un
segundo uso ya que los valores de FDA y de FOX alcanzados al dia 120 segtin la bibliografia

consultada permitirian seguir aprovechando la capacidad de degradacién de las biomezclas.
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Una vez que el proceso de degradacion estd llegando a su fin, ademds de los procesos que se
estuvieron analizando las biomezclas, van disminuyendo su volumen. Se recomienda adicionar
un 25% de biomezcla fresca a la ya utilizada para “refrescarlas” y poder entonces continuar su

uso.

Una vez disminuida la capacidad de los sustratos de las camas bioldgicas al punto de no
permitir reutilizarlas, se puede realizar su mezcla con rastrojo fresco y suelo para disponerlas
como abono. Las proporciones de sustratos frescos a agregar se pueden determinar utilizando
como indicador la no reticencia de las lombrices a ingresar e ir transformando y compostando

los sustratos.
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8. Anexos

Fichas con las técnicas utilizadas para las determinaciones en laboratorio

8.1.1. Bioensayo de conducta llamado de huida o evasion con la lombriz
E. fetida, (ISO 2008)

En cada ensayo se emplean cuatro recipientes de vidrio de 15x10x10 cm, donde cada uno es
dividido en dos secciones con un separador removible (lIdmina plastica), colocando en una
seccion 250 g de sustrato de prueba (biolecho tratado) y en la otra la misma cantidad, pero de

suelo control.
Humedecer los sustratos con agua destilada considerando una humedad del 60%.

Posteriormente se remueve el separador de cada recipiente y se colocan 10 ejemplares (de igual
tamano y cliteladas) de E. fetida en la linea media que separaba las dos secciones. Las lombrices

se obtuvieron del bioterio propio del grupo de INTEC.

Para evitar que las lombrices se escapen de los recipientes, se cubren con papel film
transparente con agujeros para permitir el intercambio de gases y paso de la luz. La duracién
de cada ensayo es de 72 h de exposicién, con un régimen de 16 h luz/8 h oscuridad a una

temperatura ambiental de 22 + 2 °C.

Al cabo de tres dias, los separadores son reinsertados en los recipientes y se cuenta el nimero

de lombrices en cada seccion.

Los ensayos de evasion reflejan la propiedad de las lombrices de evitar suelos contaminados.
Los sustratos se consideran toxicos (funcién del habitat reducida) si > 80 % de las lombrices

permanecen en el suelo control (Hund-Rinke y Wiechering 2000).

8.1.2. Determinacion de plaguicidas

M¢étodo de particion (GC)
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ler extraccion

5 ml muestra + 5 ml EP: agitar 10 min; centrifugar 10 min; trasvasar fase etérea a

tubo 1

2da extraccion

Residuo de la ler extraccion + 5 ml EP/EE (85/15): agitar 10 min; centrifugar 10 min;

trasvasar fase etérea a tubo 1

Lavado

Armar cartuchos con 2g Sulfato de Sodio
Lavar con 10 ml EP y 5 ml EP/EE (85/15)
Pasar lo recolectado en tubo 1

Enjuagar con 5 ml EP y 3 ml EP/EE (85/15)

A sequedad y reconstituir para GC.

Dilucién (UHPLC)

Se realiz6 una inyeccion directa de la muestra, y dos diluciones (1 en 100 y 1 en 1000)

Biolechos

Paso 1

ler extraccion

1 g muestra + 5 ml MeOH: agitar 2 horas; centrifugar 10 min; trasvasar

sobrenadante a tubo 1

2da extraccion

Residuo de la ler extraccion + 5 ml MeOH: agitar 2 horas; centrifugar 10 min;

trasvasar sobrenadante a tubo 1
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Paso 2

Residuo  de la 2da extraccién + 3 ml H>O: agitar vortex

Agregar 10 mL MeCN (1% 4c. Acético); agitar en vortex

Agregar 3 gMgSO4  Anhidro: Agitar 3 min; centrifugar

Trasvasar sobrenadante a tubo 1

De tubo 1: tomar alicuota para UHPLC (inyeccion directa) y una alicuota a sequedad y

reconstituir para GC.

Condiciones instrumentales GC

Inyector
° Modo: Splitless
° Volumen de inyeccion: 1 ul
. Temperatura: 280°C
Columna
° Flujo: 1 ml/min
° Gradiente de temperatura
Tiempo de
Velocidad | Temperatura | Tiempo de
corrida
°C/min °C espera min
min
Inicio 60 1 1
Rampa 1 40 170 0 3,75
Rampa 2 10 310 3 20,75

Espectrometro de masa
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Temperatura de interfase: 310°C
Voltaje de ionizacion: 70 eV
Temperatura de ionizacién: 230°C

Caudal del gas de colisién: 1,5 mL/min

Condiciones instrumentales UHPLC

Sistema UHPLC

Fase movil A: HO 5 mM NH4F + 0,1 % acido férmico.
Fase movil B: MeOH 5 mM NH4F + 0,1 % acido férmico.

Comienzo con 5% fase B (durante 0,5 min), incremento lineal hasta hasta 100% de fase B (en
6,5 min). Permanencia en 100% de fase B (durante 1,5 min). Regreso a condiciones iniciales

(en 0,5 min) y reequilibracién durante 1 min. Tiempo total de corrida 10 min.

Flujo: 0,35 mL/min.

Volumen de Inyeccién: 4ulL.

Columna: ACQUITY UPLC® BEH C18 RP Shield (1.7 um x 2.1 x 100 mm) de
Warers.

Temperatura de Columna: 40°C

Espectrometro de masa

MRM ESI (+) y ESI (-)

Voltaje de Cono: 40 V

Voltaje Capilar: 1 kV

Dwell Time: 0,008-0,05 ESI (+) / 0,05 (ESI-)

Temperatura de Fuente: 120 °C

Temperatura de Desolvatacién: 390°C

Flujo Gas de Cono (N>): 48 L/h

Flujo Gas de Desolvatacion (N2): 900 L/h
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8.3 Desarrollo del método de medicion de actividad fenoloxidasas para suelo

y biomezclas (Adaptado de Castillo y col. 1994 y Tortella y col., 2012)

En este método no se hace ninguna correccién por la posible presencia de lignina peroxidasa
(Lip) y actividad lacasa (Lac), la mediciéon puede representar la suma de manganeso
peroxidasa, Lip y Lac (Castillo y Torstensson y col.) y se expresa como “Actividad

fenoloxidasas”

Preparacion del buffer de acido succinico/lactico 100 mM pH 4,5 (500 mL finales):

1. Pesar 5,9 gr de 4cido succinico.

2. Disolver en aprox. 250 ml de agua ultrapura.

3. Llevar a agitacion.

4. Cuando el 4cido esté bien disuelto agregar 4 ml de 4cido lactico 85-90%.

5. Agregar un poco mds de agua ultrapura hasta llegar a aprox. 400 ml totales.

6. Colocar el pH metro en el recipiente, medir pH y comenzar a agregar gota a gota con pipeta
NaOH 1 N para llevar la solucién al pH deseado (serdn aprox. 50 ml de NaOH para llegar al
pH de 4,5).

7. Habiendo llegado al pH deseado, pasar la solucién a matraz de 500 ml y enrasar con agua

ultrapura.

Preparacion de los reactivos:

Se realizaron los cédlculos de las cantidades necesarias en funcién de obtener un volumen de
100 ml finales de cada uno:

30,198 mg de MBTH en 100 ml de agua ultrapura

109,025 mg de DMAB en 100 ml de agua ultrapura

113 pl de H2Oz al 30% en 100 ml de agua ultrapura

338,04 mg de MnSO4 en 100 ml de agua ultrapura

Procedimiento:

1. Si el grado de humedad de la muestra es elevado, se deja en campana (secado “al aire™)

2. Se tritura la mezcla con mortero y/o molinillo para obtener tamafio de particula entre 2 'y 5
mm

3. Pesar 10 gr de muestra y colocar en tubos de 50 mL.
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4. Medir 25 ml de solucién buffer de acido succinico/lactico 100 mM (pH 4,5) y colocar en
cada

uno de los tubos con muestra.

5. Cerrar los tubos y agitar manualmente durante 1 min

6. Llevar los tubos a agitador orbital a 150 rpm durante 2 horas.

7. Llevar los tubos a centrifuga a 4000 rpm durante 20 min.

8. De aqui en adelante se contintia el proceso de a una muestra por vez ya que
inmediatamente después de haber filtrado debe realizarse la medicion.

9. Filtrar el sobrenadante con filtro de nylon de 0,45 pm e inmediatamente llevar a medir.

10. En la misma cubeta que se utilizard para hacer la medicién en el espectrofotdmetro se
realiza la mezcla de los reactivos, incorporarlos en el orden que se indica a continuacion:

a. 3,120 mL del sobrenadante filtrado

b. 600 ul de DMAB

c. 200 ul de MBTH

d. 60 pl de MnSOq4

e. 20 pl de H2O»

Tapar la cubeta, invertir un par de veces para homogeneizar el contenido y colocar en el
espectrofotometro (se realiza previamente el autozero con la solucién buffer de pH 4,5).

La medicion se realiza a 590 nm, durante 30 min con un intervalo de tiempo de 30 segundos.

Repetir pasos 9 a 12 con todas las muestras que se tengan que analizar.

11. Se grafica la curva de Absorbancia vs tiempo (min) de todas las muestras realizadas.

12. Se hace un regresion lineal de la curva y se anota la pendiente (AAbs/min). Con este dato
y teniendo en cuenta las diluciones realizadas, los gramos de muestra, el coeficiente de
extincion molar y la longitud de la cubeta, se realiza el cdlculo que se expresa en U/kg de
muestra . Se define la unidad de actividad enzimaética (U) como la cantidad de enzima que

cataliza la conversion de 1 umol de sustrato en un minuto.
Ciélculos

Coeficiente de extincion= 53000 M -1 cm - 1 (de Castillo y col. 1994)

Longitud de paso cubeta =1 cm

107



. umoles Abs
Uenzima(— —=) —*mol*1lcm 1000000pmoles 0,025L  4mL

kg muestra 53000 L+cm 1mol 00lkg 3,120 mL

8.4 Desarrollo del método de hidrdlisis de fluoresceina diacetato -FDA- (Adaptacion de

Schnurer y Rosswall, 1982; Adam y Duncan, 2001 para aplicar en suelos y biomezclas)

Preparacion de los reactivos

1. Buffer fosfato de potasio 60 mM pH 7,6: pesar 8,7 g de KoHPOs y 1.3 g de KH2PO4 y
disolver en 800 ml de agua destilada. Llevar a 1 L y almacenar a 4°C, chequear el pH el dia de
uso.

2. Solucién stock 1000 pg FDA/ml: se disuelve 0,1 g de FDA en 80 ml de acetona y se lleva a
100 ml con acetona. Se almacena a -20°C.

3. Solucidn stock de 2000 pg Fluoresceina/ml: la sal de sodio de la fluoresceina (0,2265 g) se
disuelve en 80 ml del buffer de fosfato de 60 mM y se lleva a 100 ml con el buffer.

4. Solucién estandar de 20 pg Fluoresceina/ml: de la solucidn stock (2000 pg Fluoresceina/ml)
se tomd 1 ml para colocarlo en un matraz de 100 ml y llevar a volumen con el buffer fosfato
para obtener la solucién estdndar.

A partir de ésta, se preparan soluciones estandar de 1-5 pg/ml diluyéndolas en el buffer de
fosfato, las cuales se emplean para realizar la curva de calibrado a partir de la cual se obtendrin

las concentraciones de fluoresceina producidas por las biomezclas al aplicar la técnica.

Procedimiento

1. Si el grado de humedad de la muestra es elevado, se deja en campana (secado “al aire™).

2. Se tritura la mezcla con mortero y/o molinillo para obtener tamafio de particula entre 2 'y 5
mm.

3. Pesar 1 g de muestra por duplicado y colocar en tubos de ensayo de 15 mL. Anotar los pesos
finales y rotular cada tubo.

4. Medir 6 ml de solucién buffer de fosfato de potasio 60 mM y colocar en cada uno de los
tubos con muestra.

5. Con pipeta automdtica (de 100-1000 pl), medir 100 pl de solucion stock de FDA (sacar del

freezer al momento de usar) y colocar en los tubos para comenzar la reaccidn.
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6. Agitar manualmente durante un minuto los tubos para homogeneizar el contenido y dejar
incubando a temperatura ambiente (aprox. 250C), durante 1 hora. Se puede usar aire
acondicionado para regular la temperatura del ambiente si fuera necesario.

7. Cumplida la hora, se agregan 6 ml de acetona y se agitan manualmente durante un minuto
los tubos para finalizar la reaccion (la hidrélisis de la FDA da como producto fluoresceina,
dando un color amarillento/verdoso intenso en la muestra).

8. Se llevan los tubos a centrifugacion, 2 veces a 2000 rpm durante 5 minutos.

9. Con pipeta automatica (de 1000-5000 ul) colocar parte del sobrenadante de cada muestra en
cubeta de cuarzo (previo filtrado si fuese necesario) y medir la absorbancia en
espectrofotometro a 490 nm. Medir contra un blanco de agua destilada todas las muestras.

10. La concentracién de fluoresceina liberada se calcula a partir de la curva de calibrado
realizada con las soluciones estindares de fluoresceina teniendo en cuenta ademds los
volumenes de buffer y acetona empleados y el peso (determinado en 1) de las biomezclas

ensayadas.

Observaciones:

-Las muestras que dan un valor de absorbancia mayor a 0,9 se diluyen previamente a su lectura;
ésta dilucion debe tenerse en cuenta en el cédlculo de la concentracion final.

-Deben prepararse blancos sin la adicién de FDA para cada sustrato ensayado y medirlos como
una muestra mds. Para esto seguir los pasos indicados anteriormente del 1 al 9 con la diferencia
de agregar 6, | mL de Buffer y no agregar 100 pL. de FDA. La Absorbancia real de cada muestra

serd entonces Abs Muestra-Abs Blanco para todos los casos.
La concentracion final del Fluoresceina se informa como pg* g -1 h -1 ya que es la fluoresceina

liberada en 1 hora de incubacion.

, ng Abs real muestra+A
Conc.Fluoresceina [@] = 5

ne
ug ] _ Conc.F [mL]*Volumen total (12 mL)
g muestra

Conc. Fluoresceina [
g muestra
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Siendo A la ordenada al origen y B la pendiente de los datos graficados.
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