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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo proponer un procedimiento de biorremediacion
microbiana para la potenciacion del proceso de compostaje a partir de residuos organicos con
presencia de trazas de plaguicidas provenientes del Mercado Mayorista de la ciudad de
Riobamba, para lo cual se utilizaron técnicas microbioldgicas para el aislamiento,
identificacion, purificacion, replicacion y almacenamiento de los microorganismos usados en
biorremediacion. En primera instancia se determind la diversidad microbiana presente en el
compost elaborado en San Gerénimo de Porldn, posteriormente dichos microorganismos fueron
descritos cualitativamente para elegir a los més frecuentes con la finalidad de someterlos a
ensayos con concentraciones conocidas de pesticidas para probar su accion degradadora. En el
compost se encontré un promedio de 650 bacterias entre benéficas y patdgenas y una escasa
cantidad de hongos (25 unidades). Se eligieron a 4 microorganismos para los ensayos con
pesticidas, sometiéndoles a concentraciones de 4,68 ppm, 4,4 pm y 4,13 ppm de glifosato,
chlorfenapyr y difenoconazole, respectivamente. De los microorganismos, el que degradé la
mayor cantidad de glifosato (50,85%) fue la actinobacteria ACP1, el que degrad6 la mayor
cantidad (52,27%) de chlorfenapyr fue Pseudomona spp. y el mayor porcentaje de degradacién
de difenoconazole (77,96%) se obtuvo con Pseudomona spp., segln se evidencia en resultados
analiticos de Cromatografia de gases-masas (GC-MS) de un laboratorio externo. Estos estudios
servirdn como base para la potenciacion del proceso de compostaje con una bioaumentacion de

microorganismos en el compost elaborado en San Ger6nimo de Porlon.

Palabras clave: <COMPOSTAJE>, <BIOAUMENTACION>, <BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL>, <RESIDUOS ORGANICOS>, <PESTICIDAS>.

0207-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The objective of this study was to propose a microbial bioremediation procedure to enhance the
composting process from organic waste with the presence of traces of pesticides from the
Wholesale Market of the city of Riobamba, for which microbiological techniques were used for
isolation, identification, purification, replication and storage of microorganisms used in
bioremediation. In the first instance, the microbial diversity in the compost made in San
Geronimo de Porlon was determined. Later, microorganisms were qualitatively described to
choose the most frequent to submit to tests with known concentrations of pesticides to test their
degrading action. In the compost, an average of 650 bacteria, between beneficial and
pathogenic, and a small number of fungi (25 units) were found. Four microorganisms were
chosen for pesticide tests, subjecting them to concentrations of 4.68 ppm, 4.4 pm, and 4.13 ppm
of glyphosate, chlorfenapyr, and difenoconazole, respectively. Of the microorganisms, the one
that degraded the highest amount of glyphosate (50.85%) was the actinobacteria ACP1, the one
that degraded the highest amount (52.27%) of chlorfenapyr was Pseudomonas spp. The highest
percentage of difenoconazole degradation (77.96%) was obtained with Pseudomonas spp., as
evidenced by the analytical results of Gas Chromatography-Mass (GC-MS) from an external
laboratory. These studies will be a basis for strengthening the composting process with

bioaugmentation of microorganisms in the compost made in San Gerénimo de Porlon.

Keywords: <COMPOSTING>, <BIOAUGMENTATION>, <ENVIRONMENTAL
BIOTECHNOLOGY>, <ORGANIC WASTE>, <PESTICIDES>.

Ing. Paul Obreg6n. Mgs
060192712-2
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INTRODUCCION

Riobamba es una de las ciudades que aporta al incremento de la economia del pais gracias a
su agricultura y ganaderia, bien vista por la poblacion ya que aporta productos frescos a los
mercados de la ciudad y del centro del pais. Sin embargo, las actividades productivas
generan residuos que, en muchos casos, no se les da una disposicion final adecuada. El
Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal de Riobamba (GAD M-Riobamba), en
conjunto con el Comité Europeo para la Formacion y la Agricultura (CEFA) vy la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), en su afan de resolver esta
problematica, ha dispuesto que los residuos generados en los mercados, especificamente en
el Mercado Mayorista, sean destinados a la elaboracion de compost para su posterior
aplicacién en cultivos organicos. Al someter el compost al analisis cuantitativo para
verificar su calidad se evidencid la presencia de trazas de plaguicidas de uso agricola
(Glifosato, Difenoconazol, Tebuconazole y Clorfenapir), mismos que no han sido
eliminados, en su totalidad, con la técnica del compostaje. Se conoce que los plaguicidas
en los alimentos son perjudiciales para la salud vy, al estar presentes en el compost, vuelven

a incorporarse al suelo, afectandolo y reduciendo la calidad de los cultivos.

Los plaguicidas han estado presentes desde la aparicion de la agricultura. Son productos
destinados al cuidado de las cosechas frente a plagas u otros organismos que las dafien. Sin
embargo, con el pasar de los afios estos agroquimicos se han convertido en un serio
problema al bioacumularse en los suelos o, simplemente, quedarse adheridos a la piel de los
alimentos cosechados. Estas frutas, vegetales y demas cultivos, estdn destinados a ser
comercializados en los mercados para su venta al publico, generando muchos residuos
organicos: cascaras, tallos, raices, hojas y productos en mal estado o de baja calidad. que
guedan en los mercados luego de las ventas. Gran parte de estos residuos son arrojados al
botadero municipal, una celda emergente o un relleno sanitario, incrementando la
contaminacion por la presencia de vectores. Entre las opciones de tratamiento de los
residuos organicos esta el compostaje que permite obtener abonos organicos, pasando de

una economia lineal a una economia circular.

El suelo es un recurso indispensable para el pais, por lo cual se busca su conservacion y
la eliminacion de plaguicidas, acusados de ser persistentes en el ambiente, propensos a
biomagnificacion y potencialmente toxicos para animales superiores. Al detectarse trazas
de plaguicidas en el compost obtenido, se deduce que los residuos organicos del mercado

mayorista estan contaminados. Con la biorremediacion propuesta se busca degradar dichos



contaminantes con ayuda de microorganismos, transformandolos en compuestos mas
simples y de menor peligrosidad, dando soluciéon asi a la probleméatica de estos
xenobioticos. La presente investigacion, pretende encontrar microorganismos degradadores
de plaguicidas como una propuesta para ser incorporados en el proceso de compostaje,
buscando potenciar la efectividad de este método, asi como la eliminacion de dichos
xenobiodticos. En este sentido, se realizara primero una investigacion bibliogréafica en busca
de los microorganismos deseados, se los aislard en condiciones de laboratorio, se realizaran
pruebas de efectividad in vitro de estos microorganismos en ensayos con los pesticidas en
cuestion, determinando como paso final su efectividad al momento de degradar pesticidas;

esto permitira obtener cultivos puros para futuros procesos de bioaumentacion.



OBJETIVOS

Objetivo General

Proponer una técnica de biorremediacidon para la potenciacién del proceso de compostaje a
partir de residuos organicos con presencia de trazas de plaguicidas provenientes del Mercado
Mayorista de la ciudad de Riobamba

Obijetivos Especificos

Identificar teorias y conceptos a través de una revision bibliografica sobre compostaje,
plaguicidas, biorremediacion y temas relacionados para la recopilacion de informacion y la

construccién de protocolos para la investigacion.

Determinar los microorganismos con potencial actividad biodegradadora de pesticidas presentes
en el compost.

Demostrar la capacidad de biodegradacion de los microorganismos del compost de las biopilas
elaboradas a partir de residuos organicos y de poda del Mercado Mayorista.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.  Compost

El compost es un material organico estable que se obtiene a través de un proceso bioldgico por
medio de microorganismos en condiciones aerdbicas, es decir con presencia de oxigeno, que
contiene nutrientes para las plantas como nitrogeno, fésforo, potasio, magnesio Yy
microelementos (Durmus y Kizilkaya 2022, p. 2). Es el resultado del proceso de compostaje, el
producto al ser incorporado al suelo mantiene la fertilidad de éste y mejora la produccion de
cultivo (Arango y Agudelo 2004, p. 4). EI compost se puede utilizar como fertilizante organico para

los cultivos y también para evitar la erosion del suelo (Velazquez, Hernéandez y Contreras 2020, p. 2).

La preparacién del compost varia dependiendo de la disponibilidad de ingredientes para su
produccion, de las necesidades o de acuerdo al uso requerido; en este sentido, segun la cantidad
de desechos organicos disponibles, éstos pueden ir 0 no mezclados con otros materiales
organicos como el estiércol de cerdos, ganado, etc. La mezcla con otros productos se realiza
principalmente por el aporte de nutrientes como el nitrégeno, el carbono, etc.

(Aguirre, Piraneque y Cabarcas 2022, p. 3).

El compostaje, es una estrategia practica para disminuir los residuos de los vertederos o rellenos
sanitarios, ya que los residuos organicos en condiciones anaerébicas se biodegradan lo que
conlleva a la proliferacion de gases de efecto invernadero que contribuyen al calentamiento
global, ademas se producen lixiviados que se infiltran en el suelo y pueden llegar a cuerpos de
agua de consumo humano (Pheakdey et al. 2022, p. 14). Esta tecnologia, bien disefiada, puede
contribuir a procesos de biorremediacién, es decir que se puede hacer compost a partir de
material contaminado con agroquimicos, petréleo, entre otros, y mezclar con otros materiales

biodegradables.

1.2.  Compostaje

El compostaje es un proceso por el cual el material organico de origen vegetal (residuos
orgénicos) y animal (estiércoles) se descomponen por la accion de factores biolégicos como los

microorganismos, los mismos que se encuentran en los desechos organicos y el estiércol
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(Vézquez et al. 2015, p. 2). Se puede dar tanto en condiciones aerobias como anaerobias (Durmus y
Kizilkaya 2022, p. 2). Al darse el proceso de descomposicion de los residuos, éstos se transforman
en CO,, biomasa, energia térmica y material orgénico estable rico en sustancias himicas como

producto final (compost) (Tortarolo et al. 2008, p. 2).

El compostaje se lleva a cabo en condiciones controladas, tales como: la proporcion de
carbono/nitrégeno de las materias organicas, la porosidad, y la poblacién de microorganismos,
asi como sus condiciones, la temperatura, la humedad, el oxigeno y el pH, que cominmente
tiene rangos ideales para que se dé el proceso de compostaje (Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 4).

1.2.1. Fases del compostaje
El compostaje se desarrolla siguiendo cuatro fases bien diferenciadas en funcion de la

temperatura generada por la actividad microbiana: fase mesofila, fase terméfila, fase mesofila o

de enfriamiento y fase de maduracién, como se aprecia en la Figura 1-1.
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Figura 1-1. Fases del compostaje

Fuente: (Moreno Casco y Moral Herrero 2007, p. 101)

1.2.1.1. Fase meséfila

La fase mesofilica, es la etapa en la que comienza el proceso de compostaje que consiste en la
adaptacion de los microorganismos al medio en el que se van a multiplicar y colonizardn los

residuos (Ho et al. 2022, p. 4). Esta etapa dura de 24 a 72 horas (Salazar 2014, p. 5). Se inicia con una
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temperatura ambiental, la cual incrementard de 20 a 40 °C, mientras el pH va disminuyendo
(Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino 2020, p. 3). En esta fase se degrada con mayor
rapidez el material organico méas sencillo, es decir, los aminoacidos, los azlcares, el almiddn,
las proteinas y las grasas, lo que conlleva a una mayor colonizacion de los microorganismos y a

un aumento de temperatura dando paso a la siguiente fase (Salazar 2014, p. 5).

El incremento de temperatura favorece principalmente a bacterias, levaduras, hongos y
actinobacterias, que descomponen los enlaces quimicos de la materia organica liberando asi

energia metabdlica (Ho et al. 2022, p. 4).

1.2.1.2. Fase termofila

Esta fase se considera como la etapa mas importante de compostaje, ya que se degradan las
moléculas estructurales de la materia organica, como grasas, proteinas, y carbohidratos
complejos (incluida la celulosa y hemicelulosa) por accién de microorganismos termofilos (Ho
et al. 2022, p. 2). Como consecuencia del intenso trabajo de los microorganismos la temperatura
sube de 40°C a 70°C, favoreciendo la muerte de microorganismos patégenos, higienizando el

medio con la eliminacion de larvas y semillas (Salazar 2014, p. 5).

Cuando se alcanza una temperatura de 65°C se favorece a las poblaciones mixtas de hongos,
bacterias y actinobacterias (Ho et al. 2022, p. 3). Se debe realizar volteos continuos para evitar que
la temperatura sobrepase los 70°C, puesto que a esa temperatura la mayoria de los
microorganismos mueren y no cumplirian con su funcion de degradar la materia organica,
resultando un producto final de mala calidad. Ademas, se debe controlar la humedad de la pila
de compostaje, porque al igual que ocurre con la temperatura, los microorganismos dejaran de
descomponer la materia organica si no encuentran una actividad del agua (a~) apropiada.
Dependiendo del material organico inicial, la fase termdfila puede durar 2 semanas en sistemas
acelerados, y de uno a dos meses en sistemas de fermentacion lenta

(Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino 2020, p. 2).

1.2.1.3. Fase de enfriamiento

En la fase de enfriamiento se agotan los nutrientes ricos en carbono y nitrégeno, por ende, los
microorganismos termdfilos mueren provocando un descenso de la temperatura que oscila entre
los 40°C y 45°C 0 menor rango (Ho et al. 2022, p. 3). Por lo tanto, los microorganismos mesoéfilos
como bacterias, hongos y actinobacterias vuelven a crecer retomando su actividad microbiana, y

el pH del medio disminuye quedando ligeramente alcalino (Ho et al. 2022, p. 3).
6



Dichos microorganismos se alimentaran de lignina y celulosa de la pila de compostaje que ha
quedado de la fase anterior (Salazar 2014, p. 5). El tiempo de enfriamiento de la pila puede durar

semanas, lo que a veces se puede confundir con la fase de maduracién (Ho et al. 2022, p. 3).

1.2.1.4. Fase de maduracion

La fase de maduracion es la Ultima etapa del proceso de compostaje, que consiste en la
estabilizacién y polimerizacion del compost. La temperatura es similar a la ambiente y

desciende el consumo de oxigeno, eliminando asi la fitotoxicidad (Salazar 2014, p. 5).

La actividad microbiana disminuye por la escasez de nutrientes, aunque se siguen dando
reacciones de condensacion y polimerizacion de carbono, formando acidos humicos y falvicos

(Ho et al. 2022, p. 3).

1.2.2. Factores que acttan en el proceso de compostaje

La actividad microbiana degradadora de la materia organica es modulada por factores
ecoldgicos que determinan su crecimiento, supervivencia o muerte en la matriz. Estos factores

se detallan a continuacion.

1.2.2.1. Factores fisicos

. Temperatura

La temperatura, es uno de los factores mas importantes del proceso de compostaje, su medicién
permite definir y detectar en qué fase se encuentra dicho proceso (Tortarolo et al. 2008, p. 2). Se
produce un gradiente de temperatura significativo debido a los balances de masa y energia no

lineales (Onwosi et al. 2017, p. 3).

La temperatura dptima para el crecimiento de los microorganismos depende de la fase en la que
se encuentre el compostaje, es asi que en la fase mesofila inicial la temperatura ideal es de 25 a
40 °C y en la fase mesdfila es superior a los 45°C (Ho et al. 2022, p. 4). La temperatura afecta la
actividad microbiana durante el proceso de biodegradacién, y también la supervivencia de los
microorganismos patdgenos que mueren si la temperatura llega a un rango de 45 a 55°C en un

tiempo aproximado de 30 a 60 minutos.



Si la temperatura supera los 60°C una gran parte de microorganismos se destruyen y mueren,

ademas se da la desnaturalizacién de las proteinas (Ho et al. 2022, p. 4).

Alcanzar el nivel ideal de temperatura en las pilas de compostaje es fundamental para que el
proceso sea efectivo (Onwosi et al. 2017, p. 3). ES asi que, a una temperatura menor a los 20°C se
puede detener el proceso de degradacion, si llega a los 60°C se detiene la actividad de los
microorganismos mesofilos dando lugar al establecimiento de los termofilos, en contraste, pasa
si la temperatura llega a ser mayor que los 82°C donde se dificulta la actividad (Tortarolo et al.
2008, p. 6). Las temperaturas que se encuentran en los 55°C optimizan la sanidad e higienizacion
debido a la muerte de pat6genos e inactivacion de las larvas y semillas; en el rango de 45-55°C
se maximiza el proceso de biodegradacion, y entre 35-40°C se favorece a la diversidad de

microorganismos (Tortarolo et al. 2008, p. 6).

e Humedad

La humedad o la cantidad de agua actia como medio de transporte y de solubilidad de los
nutrientes de la materia organica hacia los microorganismos (Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 7),
ademas es un punto clave en la tasa de consumo de oxigeno, el espacio de aire libre en la
materia particulada, la actividad microbiana y la temperatura del proceso (Onwosi et al. 2017, p. 3).
El rango 6ptimo de la humedad en el medio varia entre 45-60% del peso del compost, en donde
los microorganismos realizan sus actividades de manera eficaz (Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 7), pero
si el porcentaje es menor al 30% el proceso se ralentiza debido a la inoperatividad de los
microbios y a la disponibilidad de los nutrientes; si el porcentaje es mayor al 80%, la tasa de
difusion de gas y la del consumo de oxigeno se vuelve inapropiada para satisfacer las demandas
metabdlicas de los microorganismos (Onwosi et al. 2017, p. 3), el proceso se vuelve anaerobio dando
como resultado su ralentizacién, generando malos olores, dando lugar a la liberacion de gas
metano nocivo

(Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 7).

En el transcurso del compostaje, principalmente en las primeras fases, la temperatura
incrementa causando la pérdida de agua, por lo que se debe llevar un control tanto de la
temperatura como la de la humedad para poder corregir y mantenerlas en rangos Optimos (Salazar
2014, p. 6). Conviene tener presente que a medida que la temperatura incrementa el contenido de

agua disminuye, y si la humedad aumenta la temperatura disminuye (Onwosi et al. 2017, p. 3).



e Porosidad

La porosidad, es la cantidad de espacio poroso lleno de aire existente entre las particulas de la
matriz, ese factor guarda una relacion inversa con el contenido de humedad y con la densidad
aparente, de manera que, al aumentar la densidad aparente, la humedad aumenta y la porosidad

tiende a disminuir (Ho et al. 2022, p. 6).

El rango 6ptimo de la porosidad oscila entre el 35% al 60%, para obtener dichos valores es
recomendable mezclar particulas de tamafio mas grande y mas pequefio, incorporando
materiales como viruta de madera, periddicos o cartones triturados para mejorar y mantener una
porosidad ideal (Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 6). Si los valores de porosidad son inferiores a los
Optimos la actividad microbiana tiende a ralentizarse, ya que no existe una adecuada circulacion
de oxigeno lo que limita la liberacion de calor y la temperatura tiende a aumentar; caso
contrario, si la porosidad sobrepasa lo éptimo conlleva a que la temperatura disminuya, por lo
tanto, los microorganismos patégenos no mueren y los demas no realizan sus actividades
adecuadamente (Ho et al. 2022, p. 6). No obstante, la porosidad se puede corregir agregando

material organico como paja, aserrin, carton triturado o cascara de arroz (Azis, Rijal y Suhaimi 2022,

p.9).

o Tamafio de particula

La actividad de los microorganismos ocurre principalmente en la superficie del material a
descomponer, es decir que debe tener un tamafio adecuado para un efectivo proceso (Salazar 2014,
p. 6). El tamafio ideal de la particula oscila entre 5-20cm, si el tamafio es menor a 5cm las
particulas tienen a compactarse y reduce el espacio vacio por donde circula el oxigeno, también
se reduce la humedad promoviendo la inactividad microbiana (Ho et al. 2022, p. 6). Por el contrario,
si las particulas sobrepasan el tamafio de 20cm proporcionan suficiente oxigeno, pero limitan el
area de superficie para el proceso de descomposicion por lo que el proceso sera lento (Docampo
2013, p. 3).

El tamafio ideal de la particula ayuda al incremento de la actividad microbiana y la tasa de
compostaje, ademas influye en la porosidad del medio para mantener una aireacion y humedad

adecuada (Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 6).

Cuando el tamafio de las particulas difiere mucho, se debe realizar un proceso de tamizado para
separar y corregir el tamafio de las que sobrepasan el tamafio, ademas este proceso ayuda a

separar particulas que no son organicos, asi como los plasticos (Onwosi et al. 2017, p. 4).



1.2.2.2. Factores quimicos

e Relacién Carbono/Nitrégeno

Para obtener un compost de buena calidad debe existir una equivalencia en la concentracién de
carbono y nitrégeno, por ende, al formar la pila de compostaje se debe afiadir materia organica
de color verde como los restos de poda, restos de comida, y estiércol que son ricos en nitrégeno,
el cual es utilizado en la biosintesis de proteinas, enzimas y acidos nucleicos, que son necesarios
para el crecimiento y funciones celulares de los microorganismos (Azis, Rijal y Suhaimi 2022, p. 5).
Mientras que para el contenido de carbono es conveniente utilizar materia organica de color
marrén, como hojas secas, restos de madera, cartén, aserrin y ramas, dicho componente se
consume mucho mas rapido que el nitrégeno, por ende, es necesario colocar materia organica de

color marrén.

Se sabe que un aporte de nitrgeno limitado afecta negativamente al crecimiento microbiano,
reduciendo su velocidad, por lo tanto, la descomposicion de la materia organica se ralentiza
(Onwosi et al. 2017, p. 3). Si la relacion C/N es muy alta se retarda el proceso de compostaje, y si es
demasiado baja impide la descomposicion de la materia organica (Salazar 2014, p. 5). Se menciona
en la investigacion de (Ho et al. 2022, p. 5) que si la relacion es mayor de lo 6ptimo, el crecimiento
de microorganismos es restringido debido a la escasez de nitrogeno, es decir, los
microorganismos al realizar sus procesos metabdlicos oxidan el exceso de carbono hasta
alcanzar la relacién C/N adecuada, lo que provoca la pérdida de nitrdgeno, ademas el tiempo
necesario para el proceso de incubacion serd mayor y se producird menos humus; mientras
tanto, si la relacién C/N es baja, el nitrégeno se pierde como NH; , especialmente a altas

temperaturas.

La proporcion éptima de C/N para el producto terminado es de 15 partes de carbono con una
parte de nitrogeno, pero para la proporcion de partida (es decir, al armar la pila de compostaje)
es recomendable que sea de 25-35:1 (Ho et al. 2022, p. 5), para asegurar que no exista déficit de

ninguno de los dos componentes (Docampo 2013, p. 2).

° pH

El pH (potencial de hidr6geno) es un parametro que se toma en cuenta en el proceso de

compostaje. Segun (Salazar 2014, p. 6) al inicio del proceso, los desechos organicos frescos tienen
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un pH ligeramente &cido en un rango de 6-7, cuando empiezan las reacciones el pH se acidifica
alcanzando valores de 4,5 y 5,5, mientras se avanza a la fase termdfila el pH es bésico
alcanzando valores de 8 y 9, y al finalizar el proceso el pH se neutraliza.

El pH ideal para el crecimiento y desarrollo de las funciones de bacterias y hongos estan en un
rango de 6-7,5 y 5,5-8 respectivamente, cabe mencionar que un pH menor a 5 inhibe actividad

microbiana (Ho et al. 2022, p. 6).

Al inicio del proceso de compostaje el pH se acidifica levemente debido a la degradacién de
proteinas, &cidos grasos y compuestos acidos que se volatilizan para formar &cidos orgéanicos
dando lugar a un pH ligeramente acido (en donde se degrada la lignina y celulosa), luego estos
acidos se neutralizan convirtiéndose en CO, que como consecuencia el pH se eleva, el pH
también se vuelve basico debido a la formacion de amoniaco (Onwosi et al. 2017, p. 3). Al finalizar
el proceso de degradacion el pH vuelve a ser casi neutro por la formacion de sustancias
semejantes al humus que tienen propiedades amortiguadoras, sin embargo, hay ocasiones en
donde los &cidos organicos en lugar de descomponerse se acumulan durante el proceso de

compostaje si se dan condiciones anaerodbicas (Salazar 2014, p. 6).

e Oxigeno

La disponibilidad de oxigeno es otro de los parametros importantes para determinar si el
proceso de compostaje ha finalizado (Ho et al. 2022, p. 6). La concentracion ideal de oxigeno es del
18 % y minimo del 5%, en donde los microorganismos realizan su trabajo de manera eficiente,
es decir, descomponen la materia organica, se acelera la estabilidad y madurez del compost, y se
mantiene la temperatura adecuada, si es menor a lo éptimo la actividad microbiana es

deficiente, por lo tanto, el proceso de composteo es lento (Ho et al. 2022, p. 6).

Se reitera que el compostaje es un proceso aerdbico que requiere el aporte de oxigeno para que
la microbiota realice eficientemente sus actividades, liberando CO y agua (Salazar 2014, p. 6). La
tasa de suministro de oxigeno ayuda a mantener la temperatura ideal tanto en la fase mesdfila
como en la termdfila para la degradacion del material organico, ademas afecta a la conversion

de nitrégeno, es decir, aumenta la concentracion de NH4y disminuye la concentracion de NOx
(Onwosi et al. 2017, p. 3).

Cuando el proceso de aireacion es bajo o nulo afecta directamente la calidad del producto final,
asi como la pérdida de nitrogeno y el consumo de energia. Cabe destacar que la aireacion

proporciona el oxigeno necesario para la oxidacion de la materia organica y evapora el exceso
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de agua que hay en el sustrato, también influye en las propiedades bioquimicas, como el
contenido de humedad, de materia orgénica, temperatura y pH del compost final (Onwosi et al.
2017, p. 6).

1.2.2.3. Propiedades microbioldgicas

En el proceso de compostaje actlan casi toda clase de microorganismos, como bacterias,
hongos, actinobacterias, y a veces protozoos y algas, sin embargo, durante la mayor parte del
proceso de degradacion, existe un mayor porcentaje de bacterias y hongos, los cuales

representan un 80%y 90% (Ho et al. 2022, p. 6).

Las bacterias como Streptococcus sp, Bacillus sp, Vibrio sp, y actinobacterias se presentan al
quinto o séptimo dia después de haber comenzado el proceso de compostaje, dichas bacterias
utilizan diversas enzimas para degradar la materia organica por oxidacion (Ho et al. 2022, p. 6).
Como se menciona también hay Actinomycetes que son un orden de bacterias no métiles, de
forma filamentosa y se encargan especialmente de descomponer los materiales mas resistentes,
como los almidones, las proteinas y la celulosa, ademés proporcionan el aroma a tierra al
compost. Mientras que los hongos, levaduras y mohos transforman los residuos mas dificiles en
productos mas sencillos para que las bacterias continten con el proceso de descomposicion

(Ho et al. 2022, p. 6).

1.2.3. Plaguicidas

Los plaguicidas son compuestos quimicos usados para la eliminacion de plagas. Se consideran
agentes quimicos o bioldgicos que incapacitan, debilitan y matan plagas. Estos plaguicidas se
clasifican segln la plaga objetivo a la que sean destinados, dividiéndose en varios grupos:
insecticidas, herbicidas, rodenticidas, bactericidas, fungicidas y larvicidas (Raffay Chiampo 2021, p.
3). Ademas, los plaguicidas se dividen a su vez en subgrupos, por ejemplo, insecticidas que
contienen compuestos organoclorados, organofosforados, ésteres de carbamato, piretroides,
acetamidas, triazoles, triazinas y neonicotinoides. Estos subgrupos dependen de sus propiedades

hidrofdbicas, estructura molecular, propiedades idnicas o no i6nicas y modo de accién
(Wang et al. 2022, p. 3).

1.2.3.1. Impactos del uso de pesticidas
La aplicacion desmedida de pesticidas repercute en su persistencia en suelos agricolas,

reservorios de aguas y alimentos que poseen cierta residualidad de estos y atentan contra la
12



salud de los seres humanos. Por ejemplo, en lo referente a la contaminacion de suelo, la
concentracion residual de los pesticidas excede los limites permitidos por los organismos que
regulan el ambiente. EI pardmetro que se puede considerar para evaluar la persistencia de un
pesticida en el suelo es el tiempo medio (ti2), es decir, el tiempo necesario para que un

compuesto reduzca a la mitad su concentracion inicial (Raffay Chiampo 2021, p. 4).

La exposicion humana a los pesticidas puede ocurrir a través de la ingesta de agua y alimentos
contaminados, la inhalacién de aire contaminado y directamente del uso ocupacional, agricola y
doméstico. Los pesticidas pueden ingresar al cuerpo humano por vias: dérmica, oral, ocular y
respiratoria; su toxicidad se relaciona con la estructura de la molécula y sus propiedades

electronicas, la dosis y los tiempos de exposicion (Raffay Chiampo 2021, p. 4).

1.2.3.2. Propiedades de los plaguicidas

. Volatilidad

La volatilidad de un pesticida, determinada por la presién de vapor, es la tendencia de un
pesticida a cambiar al estado gaseoso. Los pesticidas con alta presién de vapor son mas
propensos a volatilizarse y escapar a la atmoésfera (Joern y Lohman 2019, p. 1).

. Sorcion

La sorcion es la atraccion de un pesticida a las superficies inorganicas y organicas del suelo.
Cuando los pesticidas se absorben a los suelos, es menos probable que se filtren

(Joern y Lohman 2019, p. 1).

o Solubilidad en agua

La solubilidad en agua expresa la cantidad de pesticida que se disolvera en una cantidad dada de
agua. Los pesticidas con gran solubilidad en agua poseen una menor sorcién. Esto los hace méas
moviles en el ambiente y méas facilmente disponibles para la lixiviacion a las aguas subterraneas

0 para escorrentia con el agua superficial (Joerny Lohman 2019, p. 1).
o Persistencia de los plaguicidas
Una de las propiedades de los pesticidas es la persistencia. Esta se refiere a la cantidad de

tiempo de un pesticida permanece en el ambiente. La vida media se utiliza para su medicion.
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Los pesticidas mas persistentes que tienen vidas medias mas largas pueden representar una
mayor amenaza, ya que permanecen por mas tiempo. La persistencia es una funcion de los
procesos de degradacion quimica y bioldgica, que descomponen el pesticida en compuestos

menos dafiinos (Joern y Lohman 2019, p. 1).

1.2.3.3. Tipos de pesticidas

Existen diversos pesticidas que se han clasificado segun su composicion quimica; estos han sido
elaborados para objetivos especificos, otros poseen amplio espectro y pueden usarse contra
muchas plagas o enfermedades en las plantas y en el suelo (Ajiboye, Kuvarega y Onwudiwe 2020, p. 3).
Los pesticidas mencionados en este trabajo de investigacion pertenecen al grupo de insecticidas,

herbicidas y fungicidas, cada uno de ellos se describe con méas detalle a continuacion:

1.2.3.4. Pesticidas como contaminantes mas frecuentes del compost en estudio

. Glifosato

Los herbicidas a base de glifosato son herbicidas sisteméaticos de amplio espectro y desecantes
de cultivos, utilizados principalmente en granos de cereales, maiz y colza. El acido
aminometilenfosfonatos (AMPA), metabolito significativo de herbicidas a base de glifosato,
posee una vida media de 76 a 240 dias, lo que muestra la toxicidad del glifosato materno de tres
a seis veces. La presencia de AMPA se reporta comunmente en aguas dulces, sedimentos y

particulas suspendidas, con mayor frecuencia que el glifosato (Tresnakova et al. 2022, p. 2).

El glifosato mata las malas hierbas a través de la inhibicion de la enzima 5-
enolpiruvylshikimate-3-fosfato sintasa (EPSPS), que también estd presente en hongos Yy

bacterias
(Freidenreich et al. 2022, p. 3).

o Clorfenapyr
El derivado pirrol 4-bromo-2-(4-clorofenil)-1-etoximetil-5-(trifluorometil) pirrol-3-carbonitril
(clorfenapyr) es una sustancia no neurotoxica que induce la fosforilacién oxidativa a las

mitocondrias e interrumpe la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP) (Skourti, Kavallieratos y

Papanikolaou 2020, p. 3).
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El clorfenapyr es un nuevo insecticida pirrol, ampliamente utilizado en diferentes productos
agricolas, como el repollo chino, el repollo, los citricos, la manzana, el té y otras verduras,
frutas y otros cultivos, debido a su alta eficiencia y caracteristicas de amplio espectro. El
clorfenapyr tiene una excelente capacidad para el control de varias especies como Liriomyza sp.,
Frankliniella occidentalis, Spodoptera exigua y Spodoptera litura; al ser un pesticida altamente
concentrado, puede ser tdxico para los humanos, las aves, los peces y los gusanos de seda, y
también puede dafar el ADN del higado, el bazo y las células renales de los ratones (Li et al. 2022,

p. 2).

. Difenoconazole

El difenoconazole es un fungicida triazol de amplio espectro perteneciente a la familia de los
principales activos azoles que acttan como inhibidores de la biosintesis de ergosterol, alterando

la estructura de la membrana celular flngica (Pal et al. 2022, p. 3).

Este fungicida podria ser facilmente absorbido por las raices de las plantas y entregado a otras
partes de las plantas a través del tejido del xilema. El uso de difenoconazole en la agricultura ha
aumentado mas rapido que el de otros fungicidas por su eficiencia en enfermedades, y
generalmente se usa por pulverizacién o recubrimiento de semillas, asi como aplicandolo
directamente a las raices. Sin embargo, los estudios existentes se centran en gran medida en los
residuos de difenoconazole en el suelo/cultivos y su efecto contra las enfermedades, mientras

que su fitotoxicidad rara vez se ha informado (Liu et al. 2021, p. 2).

. Tebuconazole

El tebuconazole, un fungicida triazol quiral de amplio espectro, es uno de los pesticidas mas
vendidos en el mundo y ampliamente utilizado para controlar muchas enfermedades de hongos

de plantas (Wang et al. 2022, p. 3).

Se ha demostrado que su mecanismo de accion inhibe la biosintesis fungica de ergosterol a
través de la inhibicion del citrocromo P450 (CYP) 51 (lanosterol 14 alfa-demetilasa) un
componente esencial de la integridad de la membrana fungica. Sin embargo, el uso excesivo de
este pesticida causa residualidad en los alimentos, el agua y el suelo, lo que resulta en varios

efectos nocivos para la salud humana (Kwon et al. 2021, p. 4).

1.2.4. Biorremediacion
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La biorremediacion es la eliminacion parcial o completa de sustancias toxicas por parte de
microorganismos con su conversion en sus componentes elementales. La biorremediacion
depende principalmente de la disponibilidad de residuos de plaguicidas y de la capacidad del
agente para descomponer estos residuos. Durante el proceso, los pesticidas se transforman en
productos de degradacién o son completamente mineralizados por microorganismos, que
utilizan los compuestos contaminantes como nutrientes para sus reacciones metabdlicas

(Wang et al. 2022, p. 3).

Varios estudios han demostrado la efectividad de los microorganismos expuestos a entornos con
concentraciones de pesticidas. Por ejemplo, para la degradacion de glifosato se puede utilizar
algunas especies de Fusarium (Castro, Joao, Peralba y Ayub 2007, p. 4), para la degradacion de
glifosato y sus metabolitos se puede hacer uso de la bacteria Pseudomonas fluorescens (Kaczynski
et al. 2020, p. 3), para la degradacion de tebuconazole se puede usar la bacteria Serratia

marcescens
(Wang et al. 2018, p. 2).

1.2.4.1. Tipos de biorremediacion

El aumento en el uso de pesticidas en el campo agricola ha resultado perjudicial para el suelo, al
generar serios problemas de contaminacién, trayendo consiguo graves problemas a la salud. Es
por esto que, con base en investigaciones cientificas se fueron generando técnicas que ayudan a
la mitigacién de los dafios ocasionados por estos xenobidticos, ya sea disminuyendo su cantidad
0 eliminandolos (Gongalves y Delabona 2022, p. 2). La técnica propuesta en este trabajo de

investigacion es la bioaumentacion, la cual se explica a continuacion:

. Bioaumentacion

El proceso de bioaumentacién comprende el uso de cepas microbianas especializadas o
consorcios de microorganismos, los cuales pueden ser autoctonos o modificados genéticamente;
éstos se introducen en exceso 0 mayor cantidad a las que se encuentran en el espacio a tratar
para mejorar la capacidad de reaccion de este frente a un contaminante. Su base principal se
centra en aprovechar las capacidades metabdlicas de los microbios para transformar los
contaminantes en compuestos inofensivos o menos peligrosos. Los microorganismos
degradadores se encuentran en la naturaleza, sin embargo, su potencial para degradar y
mineralizar los contaminantes objetivos puede estar limitado por su baja poblacion, condiciones
desfavorables para su crecimiento y la presencia de moléculas complejas o una mezcla de

compuestos que requieren microorganismos o vias especificas (Hawumba et al. 2010, p. 4).
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1.2.5. Microorganismos biodegradadores de plaguicidas

1.2.5.1. Hongos

Los hongos son importantes agentes geoactivos, desempefian papeles geolégicos muy
importantes en varios procesos, por ejemplo, en la descomposicion de la materia organica, el
ciclo biogeoquimico, la biotransformacién de elementos, las transformaciones de metales y

minerales, la biometeorizacién y la formacion del suelo (Ceci et al. 2020, p. 3).

Algunas de las ventajas de utilizar hongos para la biorremediacion, son la produccion de
enzimas y alta tolerancia a concentraciones elevadas de contaminantes quimicos, asi como su
capacidad de penetracién en el suelo, a través de una red de micelio, por otra parte, sus hifas
demuestran un crecimiento indeterminado, debido a la disponibilidad de nutrientes en el sustrato

(Gongalves y Delabona 2022, p. 3).

La degradacion fungica es promovida por su flexibilidad enzimética involucrada en procesos
degradativos. Estos microorganismos también pueden influir en las propiedades del suelo,
modificando la permeabilidad de éste y la capacidad de intercambio iénico. Los hongos pueden
ser mejores degradadores que las bacterias por sus caracteristicas, tales como: la bioactividad
especifica, la morfologia del crecimiento y la alta resistencia incluso a altas concentraciones de

contaminantes (Raffa y Chiampo 2021, p. 4).

Un enfoque comun en el tema de biodegradacion es utilizar tanto hongos como bacterias para
mejorar la degradacion, se conoce que los hongos pueden transformar los pesticidas en una

forma maés fécil y accesible para las bacterias (Raffay Chiampo 2021, p. 4).

1.2.5.2. Bacterias

Se sabe que las bacterias se encuentran entre la diversidad microbiana mas explorada vy
estudiada para los procesos de biorremediacién. Las bacterias poseen una alta capacidad para
degradar una variedad de toxicos, principalmente debido a la presencia de genes catabolicos y a

su aptitud para soportar condiciones ambientales extremas (Hlihor et al. 2022, p. 3).
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Varias cepas han sido identificadas como capaces de degradar pesticidas presentes en los suelos.
Cada bacteria tiene una especificidad que la hace particularmente adecuada para un proceso
degradativo. Las condiciones operativas, como la temperatura, el pH, el contenido de agua y los
tipos de contaminantes, afectan a la adaptacion, el desarrollo y a la funcién de una cepa
bacteriana. En muchos casos, la degradacion se facilita cuando se emplea un consorcio
bacteriano en lugar de un cultivo puro aislado. En la naturaleza las bacterias coexisten y
dependen unas de otras para su viabilidad. En las vias metabdlicas de degradacion de
plaguicidas, cada bacteria puede generar metabolitos que pueden ser utilizados como sustratos
por otros microorganismos

(Raffa'y Chiampo 2021, p. 3).

1.2.5.3. Actinobacterias

Las actinobacterias (anteriormente denominadas actinomicetos) son bacterias morfol6gicamente
complejas, dependiendo del taxon expresan diversas morfologias como bastoncillos
ramificados, estructuras miceliales complejas, cuerpos de esporas, bastoncillos moviles o
inmaviles. Se conoce que esas bacterias filamentosas degradan pesticidas y su actividad no esta

limitada a un género o familia en particular (De Schrijver y De Mot 1999, p. 2).

La mayoria de las actinobacterias degradadoras son saprofitas que se encuentran en el suelo o
gue proceden de él (McCarthy y Williams 1992, p. 2), es decir, est4n adaptados para su rapido
crecimiento, por lo que se estudian para la biorremediacion de plaguicidas de estructuras
guimicas muy diferentes (Gongalves y Delabona 2022, p. 3).

1.2.6. Pruebas bioguimicas para reconocimiento de microorganismos

1.2.6.1. Bacterias

o Pruebas de motilidad

La motilidad se define como el movimiento de las células debido a un mecanismo de
autopropulsion, mediante este movimiento pueden cambiar de un ambiente con condiciones

desfavorables a otro con nuevos recursos, pudiendo acceder a nutrientes y a nichos especificos

(Palma et al. 2022, p. 4).
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La prueba de motilidad se utiliza para determinar si un microorganismo posee la capacidad de
movilizarse o no. Los microorganismos mdtiles poseen flagelos que les permiten moverse a un
punto diferente al de su inoculacion. Generalmente, las bacterias métiles son bacilos, aunque
también se pueden encontrar cocos motiles. Para la realizacion de esta prueba se prepara un
medio semisélido en un tubo y con la ayuda de una aguja se inocula el microorganismo en
estudio en el centro del medio (Tankeshwar 2022, p. 1).

1.2.6.2. Actinobacterias

. Morfologia macroscopica

Para la caracterizacion macroscopica de las actinobacterias se utilizan medios de cultivo
especificos para observar la morfologia colonial, la aparicion o no de micelio aéreo y la
pigmentacion que adoptan (Rodriguez y Tipan 2011, p. 49).

. Morfologia microscopica

Esta prueba se lleva a cabo en las actinobacterias que son mas representativas, es decir, los mas
frecuentes o los que demuestren un buen crecimiento en los medios de cultivos usados en la

prueba macroscopica (Rodriguez y Tipan 2011, p. 50).

. Prueba de crecimiento en aminoacidos

Se conoce que los aminoacidos son unos de los sustratos mas nutritivos para el crecimiento de
los actinobacterias. El ensayo se realiza en un medio basal especifico, suplementando con
aminoacidos brindando al microorganismo fuentes de carbono y nitrégeno para su desarrollo

(Rodriguez y Tipan 2011, p. 51).

1.2.7. Medios de cultivo empleados para determinar la diversidad microbiana del compost
1.2.7.1. Agar EMB

El agar Eosina y azul de metileno (EMB) es un medio de cultivo diferencial que es utilizado
para el aislamiento de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias

nutricionales, y enterobacterias (Britania 2021, p. 1).

La formulacion de EMB contiene azul de metileno y eosina que permiten la diferenciacion de

organismos fermentadores de lactosa y no fermentadores, estos componentes inhiben
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parcialmente el crecimiento de bacterias Gram positivas. El uso de lactosa y sacarosa permite

detectar coliformes que fermentan la sacarosa més facilmente que la lactosa (Condalab 2018, p. 1).

1.2.7.2. Agar Pseudomonas

El agar Pseudomonas es un medio de cultivo utilizado para el aislamiento selectivo, deteccion e
identificacion de especies de Pseudomonas (Dickinson y Becton 2003, p. 1). La selectividad del agar
Pseudomona se debe a la presencia de cetrimida (amonio cuaternario) que inhibe el crecimiento
de bacterias diferentes a Pseudomonas. La peptona suministra carbono y nitrégeno para el

crecimiento y desarrollo (Britania 2021, p. 1).

1.2.7.3. Agar Nutritivo

El agar nutritivo es un medio de cultivo sélido utilizado frecuentemente para propositos
generales, asi como, para el aislamiento y recuento de microorganismos con escasos
requerimientos nutricionales. En agar nutritivo pueden crecer todo tipo de microorganismos,
tales como: hongos, bacterias, y levaduras que no requieren elementos especiales para su
nutricion. Ademas, no contiene inhibidores del desarrollo bacteriano, por ende, creceran

bacterias patdgenas y saprofitas (Laboratorio Medibac 2015, p. 1).

Normalmente se utiliza para mantener cepas, para subcultivos, para purificar los aislamientos,
previa aplicacion de pruebas bioguimicas, y como base para preparar agar sangre. También se
usa para la multiplicacion de microorganismos para producir vacunas y antigenos en general, en

pruebas de sensibilidad y resistencia (PanReac Quimica 2020, p. 2).

1.2.7.4. Agar GYM

El agar GYM se denomina asi por su contenido de glucosa, extracto de levadura y extracto de
malta, como fuente de carbono, que favorecen el incremento del crecimiento de Actinobacterias
(Dickinson 2007, p. 2). El contenido de extracto de malta proporciona un ambiente acido y los
nutrientes necesarios para el metabolismo de las actinobacterias (Laboratories HiMedia 2015, p. 1). El
contenido de extracto de malta proporciona un ambiente acido y los nutrientes necesarios para
el metabolismo de las actinobacterias (Laboratories HiMedia 2015, p. 1). También se lo conoce como

agar Streptomyces, experimentos de reaislamiento y seleccidn por resistencia a antibiéticos
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(Lépez y Lemus 2019, p. 3).

1.2.7.5. Agar Sabouraud

El agar Sabouraud es un medio de cultivo sélido enriquecido que se utiliza especialmente para
el aislamiento, identificacion y cultivo de hongos y levaduras, tanto patdégenos como no
patégenos (Laboratorio Britania 2017, p. 2). Se utiliza principalmente en las industrias de alimentos,

de cosméticos y farmacéutica, para comprobar su saneamiento (Laboratories Bio-Rad 2019, p. 2).

La dextrosa del medio es el carbohidrato fermentable que aporta la fuente de energia para el
metabolismo de los hongos, presenta un pH ligeramente &cido que inhibe el crecimiento de
varias especies bacterianas, formacion de esporas (conidios y esporangios), y también la
formacion de pigmentos tanto de levaduras como de mohos (Valtek Diagnostics 2020, p. 1). La
adicion de ciertos antibidticos, como cloranfenicol, estreptomicina o penicilina, restringen el
crecimiento bacteriano y mejora su selectividad al excluir a la microbiana acompafante de la
muestra

(Laboratories Bio-Rad 2019, p. 2).

1.2.7.6. Agar PDA

El Agar Papa Dextrosa (PDA) es un medio de cultivo ideal para hongos y levaduras, porque
permite la esporulacion. También pueden crecer bacterias, pero si requiere que sea mas
selectivo se usan antibioticos (DIBICO 2012, p. 2). La mezcla de dextrosa y papa es excelente para
la obtencién de energia y crecimiento de hongos (Gil 2015, p. 4). El agar PDA se usa para el
recuento de colonias de hongos, el medio permite observar la pigmentacion caracteristica en
dermatofitos (Insumolab 2015, p. 2). Ese medio se usa principalmente en las areas farmacéutica,
alimentaria, clinica y cosmética, asi como en fitopatologia, para determinar si existen hongos

que infectan con mayor frecuencia a los vegetales (Gil 2015, p. 4).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Tipo de investigacion

El presente proyecto es de tipo experimental, debido a la manipulacién deliberada de variables

para obtener ciertos resultados que contribuyan a la investigacion.

2.2.  Disefio de la investigacion

2.2.1. Disefio experimental

2.2.1.1. Planteamiento de la hipétesis

La biorremediacion de pesticidas presentes en el compost se logra a través de la inoculacion de

microorganismos capaces de degradar dichos contaminantes.
2.2.1.2. Localizacion del estudio
El relleno sanitario de Porlén se localiza en la parroquia Cubijies, ciudad de Riobamba,

provincia de Chimborazo. Se encuentra a una altura de 2720,5 msnm y en las siguientes
coordenadas WGS84: Este 767.652,641; Norte: 9°815.770,82.
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Figura 1-2 Relleno Sanitario “San Gerénimo de Porl6n”

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

2.2.1.3. Método de muestreo

No probabilistico dirigido. Este tipo de muestreo supone un procedimiento de seleccion
orientado por las caracteristicas de la investigacion, mas que por un criterio estadistico de
generalizacion.

Se asegurara la homogeneidad de las muestras mediante el uso del método de cuarteo, en el cual
se divide a la pila de compostaje en 4 bloques, y de cada bloque se toma una muestra,
posteriormente las muestras recolectadas se mezclan para obtener una muestra representativa y

homogénea con un peso mayor en 5 veces a la unidad de analisis.

2.2.1.4. Técnica de recoleccion de datos

. Diversidad microbiana del compost

Para mayor comprension se recomienda revisar el ANEXO L, donde se esquematiza el

procedimiento usado en esta investigacion.

. Recoleccion de las muestras de compost

Las muestras fueron tomadas por el técnico de la Municipalidad de Riobamba, encargado del
monitoreo y produccion del compost elaborado en el relleno sanitario de San Ger6nimo de
Porlon, aplicando el método de cuarteo en pilas de compost conformadas por 12 toneladas del

producto.
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o Aislamiento de microorganismos del compost por la técnica de dilucion en placa

El homogeneizado de la muestra se preparé adicionando 10g de compost a 90mL de agua
destilada esterilizada por autoclavado a 121°C por 15 minutos, la suspensién se agitdé a 1200
revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos. EI homogeneizado corresponde a la primera

dilucién o dilucién 10,

Para las diluciones seriadas consecutivas de orden 10 se esterilizaron por autoclavado 18 tubos
tapa rosca con 9 mL de agua destilada cada uno, luego se dejé enfriar y se inocularon 1000 uL
del homogeneizado al primer tubo con diluyente, rotulandose como dilucién 102, de esta
dilucion se tomé 1000 uL y se inoculé al segundo tubo con diluyente, formando la dilucién 1073,
se continué el mismo procedimiento hasta llegar a la dilucion 107°. Estas diluciones se

realizaron por duplicado.

o Inoculacién en medios de cultivo selectivos y Agar nutritivo

Se prepararon 6 medios de cultivo selectivos para determinar la diversidad microbiana del
compost, con base en la recuperacion de hongos, bacterias Gram negativas, Pseudomonas spp y
actinobacterias. Los medios fueron: PDA, Sabouraud, EMB, agar Pseudomonas, agar GYM, y
agar Nutritivo. De cada medio se prepararon 500 mL, se corrigio el pH, luego se autoclavaron a
121°C por 15 minutos. Posteriormente se afiadié los antibidticos respectivos como agentes

selectivos, segun el caso. Las formulaciones de lo agares se encuentran en el ANEXO A.

Cada medio de cultivo se vertié en 19 cajas Petri incluida la placa de control, se dejé enfriar y
solidificar, posteriormente se inocularon 100 uL de cada dilucién preparada anteriormente,
extendiendo el indculo con un dispersor en toda la superficie del medio.

o Monitoreo del crecimiento microbiano

El monitoreo del crecimiento desarrollado en las placas Petri se llevé a cabo a partir de las 24
horas desde su inoculacion hasta las 72 horas a temperatura ambiente, las placas que mostraron

un numero superior a 300 unidades formadoras de colonias fueron descartadas.

. Recoleccién de datos
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Los datos fueron recopilados usando el software Excel y se utilizaron tablas para su

organizacion.

o Ensayos con los agentes contaminantes del compost

Para realizar los ensayos con los compuestos contaminantes, se consideraron los analisis previos
de residualidad del compost que se produce en el Relleno Sanitario de Porlén, los datos
permitieron observar cuales contaminantes presentan mayor concentracion. Los andlisis previos

del compost se realizaron en un laboratorio externo; estos se aprecian en el ANEXO B.

o Adaptacion in vitro de los microorganismos del compost frente a los pesticidas
contaminantes

La experimentacién se llevd a cabo con 3 concentraciones diferentes de pesticidas, para la
primera concentracion (C1) se usé 90mL de medio mineral con 10 gramos de compost y 1g/L
de glifosato, se agitd a 150 rpm por 72h a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron
diluciones seriadas de 10-1 hasta 10-¢ y se sembraron en medios PCA y PDA por duplicado

con 100uL de indculo en cada caja Petri.

En la segunda concentraciéon (C2) se usaron 100 mL de medio mineral con 3g/L de glifosato
con 5mL de in6culo de la solucién anterior (es decir de la concentracion de 1g/L), se agit6 a 150
rpm por 72 h a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron diluciones seriadas de 10-1
hasta 10-6 y se sembraron en medios PCA y PDA por duplicado con 100uL de in6culo en cada

caja Petri.

En la tercera concentracion (C3) se usaron 100mL de medio mineral con 6g/L de glifosato con
5mL de indculo de la solucién anterior (es decir de la concentraciéon de 3g/L), se agité a 150
rpm por 72 h a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron diluciones seriadas de 10-1
hasta 10-6 y se sembraron en medios PCA y PDA por duplicado con 100uL de in6culo en cada

caja Petri.

El proceso anterior se aplicé por igual para los tres plaguicidas restantes: chlorfenapyr,

difenoconazole y tebuconazole.

La formulacion del medio mineral estd en el ANEXO A.
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Los célculos de la cantidad en microlitros de cada plaguicida se muestran en el ANEXO C.

o Monitoreo del crecimiento en las cajas Petri

El monitoreo del crecimiento desarrollado en las placas Petri se llevé a cabo a partir de las 24
horas desde su inoculacion hasta las 72 horas a temperatura ambiente, las placas que mostraron

un namero superior a 300 unidades formadoras de colonias fueron descartadas.

. Recoleccién de datos

Los datos fueron recopilados usando el software Excel, donde se utilizaron tablas para su

organizacion.

e Determinacion de microorganismos degradadores de plaguicidas

Para elegir cuales microorganismos utilizar en el ensayo de degradacion se tabularon los datos
con informacion sobre la morfologia macroscépica de las colonias formadas, donde se
describen caracteristicas tales como color, forma, relieve, entre otras, mencionando el medio de
cultivo y la concentracion de cada pesticida (ANEXO D); con estos datos se aplicaron filtros
para conocer los microorganismos mas frecuentes, es decir, los que mostraban las mismas
caracteristicas, esto en el caso de las bacterias. Para el caso de los hongos, las cepas
degradadoras de pesticidas se seleccionaron con base en informacion bibliografica, estos hongos
se aislaron del compost y se identificaron en el Laboratorio de Ciencias Biol6gicas de la
Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH.

¢ Aislamiento de bacterias degradadoras de pesticidas a partir del medio mineral

Como se menciond anteriormente, se realiz6 la tabulacion y filtracion de datos para el
reconocimiento de las bacterias méas repetitivas, en donde se encontré dos bacterias: la primera
presentd coloracion blanca con borde transparente, de forma circular, con borde entero y
elevacion convexa, de textura lisa y consistencia suave, present6 transparencia frente a la luz,

mostro fluorescencia bajo luz UV, y se etiqueté como Pseudomona,
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Por otra parte, otro aislamiento tipificado como colonia blanca y posteriormente etiquetada
como Gram negativa debido a la respuesta negativa a prueba de tincion Gram, presentd las
siguientes caracteristicas: con forma circular y coloracion blanca, con borde entero y elevacion

elevada, de textura lisa y consistencia suave, y con transparencia opaca.

¢ Aislamiento de hongos y actinobacterias del compost

En el presente estudio se emplearon hongos aislados del compost y de material vegetal, en agar
PDA y agar Sabouraud e identificados en el Laboratorio de Ciencias Biolégicas de la Facultad
de Recursos Naturales de la ESPOCH, las cepas fueron:

o Aspergillus niger: caracterizado por presentar colonias con micelio aéreo granular y
esporulacion de color negro y réapida.

e Aspergillus spp: que forma colonias planas, de textura aterciopelada, esporulacion verdosa
grisacea con hendiduras en el agar por el consumo de ciertos nutrientes.

e Trichoderma harzianum: este hongo no se encontrd en el compost, la cepa proviene de un
estudio anterior sobre una muestra de suelo de bosque de San Francisco de Chambo, se
utilizé por sus propiedades biodegradadoras de contaminantes

Las actinobacterias se aislaron mediante siembra por estrias en superficie de agar selectivo

suplementado con acronistina para el control de hongos. Se utilizaron dos actinobacterias con

caracteristicas diferenciales en cuanto en color y forma de la colonia en Agar GYM, y se los
etiqueté como:

e ACP1: Actinobacteria del compost de Porlén 1

e ACP2: Actinobacteria del compost de Porlén 2

¢ Recuento de microorganismos degradadores en el compost para preparar las

concentraciones como inoculantes

Conteo de bacterias

El conteo de bacterias se realiz6 mediante recuento directo al microscopio, usando la cdmara de
Petroff Housser en la que se colocd una gota de la suspension bacteriana y se cubrid con el
cubrecdmara sin formar burbujas, se observé con el objetivo de 40x. La cuadricula de la cdmara
se muestra en el ANEXO E. La camara consta de 25 cuadrados grandes, los cuales tienen 16
cuadrados pequefios, el conteo se realizé dentro del cuadro grande (16 cuadrados pequefios),
pero no se toman en cuenta las células que se encuentran en la frontera de cada cuadrado

grande.
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La formula para determinar el nimero de células por mililitro es la siguiente:
#células por mililitro = N X 25 x 50 x 103

Donde:

N: promedio de células contadas

25: nimero de cuadros grandes o nlimero por mm?

50: nimero por mm?3

103 ndmero por cm® o mL

Conteo de esporas de hongos y actinobacterias

El conteo de esporas tanto de hongos como de actinobacterias se realizé en la cdmara de
Neubauer (hemocitometro), para el efecto, se colocd una gota de suspensidn de esporas y se
colocd el cubrecamaras sin formar burbujas, se observé al microscopio con 40x. La cuadricula

de la cdmara se muestra en el ANEXO F.

La cdmara consta de 4 cuadrados grandes en las esquinas y un cuadro en el centro. Para su
conteo se puede elegir entre dos opciones: contar las esporas presentes en los cuatro cuadrantes
externos, o contar las esporas contenidas en el cuadrante central; debido a esto las férmulas para
conocer el nimero de esporas difiere.

El conteo se realizé en el cuadrante del centro, el cual consta de 25 cuadrados, y la férmula para
el calculo es la siguiente:

#células por mililitro = (N X 104 X 90)cel/mL

Donde:

N: promedio de células presentes en un mm? (0,1Ul)

90: factor de dilucion

10% conversién de 0,1u/L a1 mL

e Ensayos de BactoAgar con cada plaguicida y los microorganismos

Para el desarrollo de los ensayos se calcul6 los microlitros de cada plaguicida que se debian usar

en 500ml de Bactoagar, dichos calculos constan en el ANEXO G.
Como se observa, la cantidad de microlitros que se debian usar era demasiado pequefia, por

ende, se optd por colocar 2UI del plaguicida en 500MI de Bactoagar, dichos calculos constan en
el ANEXO H.
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Es asi como, en el caso de glifosato se preparé 500 mL de Bactoagar estéril por autoclavado a
121°C durante 15 minutos, en el agar a 45°C se colocé 2 pL de glifosato y se agito,
posteriormente se vertio en 20 cajas tripetri y se dejo solidificar. Se usaron cajas tripetri para
poder realizar los ensayos por triplicado. Finalmente, se colocé 50UL de indculo del
microorganismo con 5,25x10" cel/mL en cada compartimento de la caja tripetri, y se incubd a
temperatura de 26°C + 2 por 15 dias. Los datos se recolectaron diariamente midiendo el
didmetro de la colonia del microorganismo, en el caso de los hongos. ElI mismo procedimiento

se aplico para realizar los ensayos de los plaguicidas restantes.

La solucion del in6culo de cada microorganismo se realiz6 en 9 mL de agua destilada esteril,
colocando una colonia pura del microorganismo y agitando para obtener una mezcla
homogénea.

e Ensayos de BactoAgar con los 4 plaguicidas y los microorganismos

Se prepararon 500 mL de Bactoagar estéril por autoclavado a 121°C durante 15 minutos, luego
se dejo enfriar y se colocd 2 yL de cada plaguicida, es decir, 2 pL de glifosato, chlorfenapyr,
tebuconazol y difenoconazole, y se agit6. Posteriormente se vertié en 20 cajas tripetri y se dejé
solidificar. Finalmente, se coloc6 50 pL de inéculo microbiano en cada compartimento de la

caja tripetri, y se incubd a temperatura de 26°C + 2 por 15 dias. Los datos se recolectaron

diariamente midiendo el didmetro de la colonia, en el caso de los hongos.

e Pruebas aplicadas a los microorganismos degradadores

Pruebas macroscépicas:

. Bacterias

Pseudomona: Se realiz6 un cultivo puro en Agar Pseudomona para observar el color y forma de

la colonia.

Colonia blanca: Se realizé un cultivo puro en Agar PCA para observar el color y forma de la

colonia.

. Hongos
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Se realizaron cultivos puros en Agar PDA para caracterizar a las especies fungicas mediante la
morfologia macroscopica y microscépica de las colonias, lo cual comprende en el primer caso,
el examen visual de las colonias respecto a la forma, borde, tamafio, textura, consistencia, color,
pigmentos difusibles en el anverso y reverso de la placa, mientras el examen microscdpico

revela el tipo de hifas, esporulacion y otras estructuras celulares.

e Actinomicetos

Se realizaron cultivos puros en Agar GYM para observar el color, forma y colores difusibles de

la colonia.

Pruebas microscépicas:

o Bacterias

Tincion Gram

Se prepard un frotis bacteriano colocando una gota de agua en un portaobjetos, a la que se
adicion6 material bacteriano y se disemin6 en la mitad de la placa, se dejé secar, posteriormente
se fijé en la flama, a continuacién, se adicionaron los colorantes: crista violeta, durante 1
minuto, solucion de I-1IK (yodo-yoduro de potasio), 1 minuto de colorante alcohol-acetona, 5
minutos, y safranina 5 minutos, respetando sus tiempos, orden y enjuagado entre cada reactivo.
Finalmente se dejo secar y se observo al microscopio con la lente de 100x afiadiendo aceite de
inmersion.

Pruebas bioquimicas:

o Actinobacterias

Prueba de aminoacidos

Se realizo la prueba con 8 aminoécidos: cisteina, glicina, tirosina, urea, arginina, asparagina,

acido aspartico, y acido glutamico.

Se prepararon 100 mL de medio Basal (su formulacion esta en el ANEXO A) para 0,1g de cada

aminoacido, pero de la glicina se coloco 6,71g y de tirosina 3g porque son productos
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comerciales. Posteriormente, los 100 mL se vertieron en dos cajas tripetri, en el primer
compartimento se coloc6 50 pL de indculo de la actinobacteria ACP1, en el segundo
compartimento se colocé 50 pL de inéculo del actinobacteria ACP2, y el Gltimo compartimento
se tom6 como control.

Para la toma de datos se hizo el monitoreo del crecimiento a las 72h y a las 168h.

2.2.1.5. Andlisis estadistico inferencial

Para realizar el analisis estadistico, se llevé un control de crecimiento de microorganismos en
los diferentes agares selectivos ya mencionados para que sea mas facil conocer el porcentaje de

bacterias, hongos, actinobacterias, Pseudomonas, y enterobacterias que se encuentran en el

compost en estudio. A continuacion, se muestran las respectivas tablas de datos, y sus graficas.

Tabla 1-2: Conteo de colonias en agar Nutritivo

24 h 48 h 72h
Dilucién

R1 R2 R1 R2 R1 R2
10-1 >300 >300 >300 >300 | >300 >300
10-2 98 87 >300 242 >300 242
10-3 3 7 30 35 54 51
10-4 0 0 6 4 6 4
10-5 0 0 1 1 1 1
10-6 0 0 0 0 0 0
10-7 0 0 0 0 0 0
10-8 0 0 0 0 0 0
10-9 0 0 0 0 0 0
TOTAL 8,9x10* 3,4x10° 5,3x10°

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
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Tabla 2-2: Conteo de colonias en agar Pseudomonas

Dilucion 24 h 48 h 72h

R1 R2 R1 R2 R1 R2
10-1 >300 | >300 | >300 | >300 | =300 | >300
10-2 206 166 >300 | >300 | >300 | >300
10-3 4 3 50 46 80 68
10-4 0 0 3 4 7 5
10-5 0 0 1 0 1 0
10-6 0 0 0 0 0 0
10-7 0 0 0 0 0 0
10-8 0 0 0 0 0 0
10-9 0 0 0 0 0 0
TOTAL 1,7x10° 4,7x10° 7,3x10°

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
Tabla 3-2: Conteo de colonias en agar EMB
Dilucion 24 h 48 h 72h

R1 R2 R1 R2 R1 R2
10-1 226 | 145 | >300 >300 >300 >300
10-2 10 9 37 19 154 96
10-3 0 0 4 2 26 16
10-4 0 0 0 0 2 1
10-5 0 0 0 0 0
10-6 0 0 0 0 1 0
10-7 0 0 0 0 0 0
10-8 0 0 0 0 0 0
10-9 0 0 0 0 0 0
TOTAL 1,8x10* 2,8x10% 1,3x10°

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
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Tabla 4-2: Conteo de colonias en agar PDA y agar Sabouraud

Dilucion

15 dias

Y]
[y

10-1

-
(2]

10-2

10-3

104

10-5

10-6

10-7

10-8

10-9

ol O] O] ol o o] o] ©

TOTAL

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

Tabla 5-2: Conteo de colonias en agar GYM

Dilucion

24 h

48 h

72h

R1 |R2

R1

R2

R1

R2

10-1

>300

>300

>300

>300

10-2

>300

181

>300

>300

10-3

43

40

75

68

104

15

11

24

11

10-5

10-6

10-7

10-8

o m,| O] ©O

10-9

ol O] Ol O]l O] ol ©o| o| ©
ol O] Ol ol o] ol o| o| o©

0

o Ol ©O|] O

o Ol o] o N

TOTAL

3,7x10°

| O O ,r| O N

81

x10°

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
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Logaritmo en base 10 de UFC/g compost

9,0E+05
8,1E+05
8,0E+05 7,3E+05
7,0E+05
6,0E+05 5,36+
5,0E+05 4,7€+05
4,0E+05 - 3,7E+05
3,0E+05
1,7E+05
2,0E+05 sor 3E+05
,9E+

1,0E+05

SE+04 8E+04 I 2,9E+03
0,0E+00 — -

24 h 48 h 72 h 15d

B Nutritivo B Pseudomonas ®EMB PDA/Sabouraud B GYM

Graéfico 1-2. Logaritmo en base 10 de UFC/g compost

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2022
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados

Diversidad microbiana del compost

3.1.1.1. Bacterias

Como se mencion6 en el apartado 1.1.1.4. Técnica de recoleccion de datos — diversidad
microbiana del Compost, se realizaron diluciones seriadas de orden 102 hasta 10° del compost,
las cuales fueron cultivadas en agar Nutritivo y agar Pseudomonas. En los dias posteriores, se
llevd un control donde se registr6 el incremento de colonias de microorganismos que
aparecieron en cada uno de los medios de cultivo. Esto se realizé a las 24, 48 y 72 horas, como
se observa en las tablas, Tabla 1-2 y Tabla 2-2, se puede apreciar la evolucién a través del
tiempo de las colonias microbianas; la poblacion de bacterias viables es mayor a la poblacién de
bacterias Gram negativas desarrolladas en EMB debido a que la primera agrupa a las segundas;
sin embargo, la poblacion de Pseudomonas resulta més elevada debido al uso de un medio de
cultivo selectivo para este grupo, el cual permitié mayor recuperacién en comparacion al Agar

Nutritivo.

Como se puede observar en la Tabla 1-2 el mayor crecimiento se dio en las diluciones 107, 102
y 103, en las restantes hay un crecimiento nulo, es decir, que la cantidad y diversidad de las
colonias bacterianas es minima. De igual manera, la Tabla 2-2 muestra que el mayor
crecimiento se dio en las diluciones 107! y 102, en las restantes hay un crecimiento nulo, es

decir, que la cantidad y diversidad de las colonias bacterianas es minima.

En un estudio realizado por (Biyada et al. 2020, p. 5) sobre la evolucién de la composicion
microbiana y actividades enziméticas durante el compostaje de residuos textiles se encontraron
bacterias de los géneros Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Clostridium, Enterobacter,

Burkholderia, Flavobacterium y Microbacterium en gran cantidad.

Seguln (Palaniveloo et al. 2020, p. 2) se encontrd Pseudomonas en la etapa termdfila, pero no en la
etapa de maduracion y estabilizacion, mientras que en el compost donde se analizé la diversidad

microbiana se encontr6 en la Gltima etapa de estabilizacion.
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3.1.1.2. Hongos

Se realizd una caracterizacién macroscopica de los hongos que se encontraron tanto en Agar

PDA como en Agar Sabouraud, como se muestra en la Tabla 1-3
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Tabla 1-3: Diversidad fangica del compost en funcion de las caracteristicas macroscopicas

DIVERSIDAD FUNGICA DEL COMPOST

) ) i MOROFOLOGIA MACROSCOPICA
DILUCION (REPETICION) | CODIGO | DIVERSIDAD | ABUNDANCIA ]
COLOR PIGMENTACION BORDES RELIEVE
7 7 Gris azulado café oscuro Ovalado Plano
8 2 Verde grisaceo café oscuro Irregular leve | Plano
6 2 Naranja pardo café anaranjado Circular Plano
10-1(1) 6 —
11 1 Blanco café rojizo Irregular Plano
10 1 Blanco con gris verdoso Café claro Ovalado Cobncavo
12 3 Rosa pélido Ninguna Irregular Plano
16 1 Blanco Morado oscuro Irregular Plano
10-1 (2) 2 _ _
17 10 Verde oliva claro Café oscuro Circular Céncavo
9 3 Beige con tonos lilas amarillos y grises Negra y café Irregular Plano
10-2 (1) 14 3 1 Blanco con tonos beige Café Circular Plano
15 5 Blanco con tonos grises Ninguna Irregular Codncavo
1 2 Blanco Ninguna Irregular Irregular
2 13 Salmén Ninguna Irregular Céncavo
10-2(2) 3 5 2 Blanco Ninguna Circular Plano
4 5 Café claro Ninguna Irregular Irregular
5 4 Gris Ninguna Circular Céncavo
10-4(2) 13 1 1 Verde oscuro — Negro Ninguna Circular Irregular leve
10-7(2) 18 1 1 Blanco con negro Ninguna Ovalado Plano

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
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Como se observa, existe escasa variedad y cantidad de hongos en el compost; se conoce que no
todos los que se encontraron son benéficos, tanto para el suelo como para los cultivos al
momento de la aplicacion de dicho abono orgéanico, puesto que, al realizar observaciones al
microscopio de los cultivos puros de cada hongo, se identificé que los microorganismos con los
cadigos 3, 9, 11, 15, 17, 10, y 14 son del género Fusarium, el cddigo 2 pertenece a Aspergillus
sp, el codigo 13 es del grupo dematiaceo y el cddigo 18 corresponde a Aspergillus niger,
caracterizado por el tipico color negro de su esporulacion.

(Escobar, Mora y Romero 2012, p. 1) Escobar y Romero en su estudio sobre el anélisis microbiano del
compost, reportan la presencia de poblacién de hongos del género Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium y Rizhopus, siendo los méas frecuentes Aspergillus y Penicillium.

En un estudio realizado por (Palaniveloo et al. 2020, p. 2) se observo la presencia del hongo del
género Fusarium en la etapa mesofilica pero no en la etapa de maduracién o enfriamiento,
debido a que en la etapa termofila ese género se elimind. Mientras que (Biyada et al. 2020, p. 2) €n
su estudio sobre la evolucién de la composicion microbiana y actividades enzimaticas durante el
compostaje de residuos textiles en la comunidad fungica reporta: Ascomycota,, Mucoromycota,

Basidiomycota, Rozellomycota y Mortierellomycota.

3.1.1.3. Actinobacterias

Uno de los géneros de actinobacterias que mas se han encontrado en analisis microbiano del
compost en la etapa de termoéfila y de enfriamiento son los Streptomyces, los cuales son capaces
de degradar la lignina y la celulosa siendo un proceso muy importante en la descomposicion de
la materia organica, asi también, las sustancias que secretan son capaces de inhibir el
crecimiento de patdgenos tanto de vegetales como de humanos, asi lo menciona (Mironov et al.
2021, p. 3).

Segln (Biyada et al. 2020, p. 2) menciona que existen varias especies del filo Actinobacteria
presentes en el compost que son capaces de degradar la celulosa, como los Micromonospora y

Thermobifida, ya que, usan la celulosa para su crecimiento.

3.1.1.4. Enterobacterias

Se realizd una caracterizacion macroscépica de las colonias bacterianas como se muestra en la
Tabla 2-4:
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Tabla 2-3: Caracterizacion macroscopica de las colonias bacterianas en agar EMB

Colonia | Caracteristicas macroscopicas Posible
microorganismo

1 Colonias verdosas con brillo metalico Escherichia coli

2 Colonias rosa-purpura confluente Klebsiella spp

3 Colonias mucoides negra con matices Enterobacter spp

azulados

4 Colonias transparentes-incoloras Salmonella spp
Shigella spp
Proteus mirabilis
Enterococcus spp

Realizado por:

Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

Para corroborar los resultados obtenidos se consult6 la seccion Control de Calidad de algunos

laboratorios que formulan el agar EMB, donde (Laboratorio Britania 2021, p. 1) Y (Becton Dickinson

2013, p. 1) describen los microorganismos encontrados como se aprecia en la Tabla :

Tabla 3-3: Control de calidad: Microorganismos que crecen en agar EMB

Microorganismo

Crecimiento

Caracteristica de la colonia*

Escherichia coli

Satisfactorio

Colonias grandes, color negro azulado, brillo verde

metalico

Klebsiella pneumoniae | Satisfactorio

Mucosas confluentes, con centro oscuro

Proteus mirabilis

Satisfactorio

Incoloras

Salmonella Satisfactorio | Colonias grandes, desde incoloras hasta color &mbar
Shigella flexneri Satisfactorio | Incoloras

Pseudomona Satisfactorio | Incoloras

aeruginosa

Fuente: (Laboratorio Britania 2021, p. 1) y (Becton Dickinson 2013, p. 1) * Caracteristicas especificadas por el fabricante

Es probable que las bacterias no benéficas mencionadas anteriormente se encuentren en el

compost por una insuficiente gestion de las fases del compostaje, donde se presume que la

temperatura no fue la adecuada para destruir estos contaminantes en la fase termofila.
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3.1.2. Microorganismos biodegradadores de plaguicidas

Para conocer la efectividad de los microorganismos seleccionados para la biodegradacion de
plaguicidas se necesitan pruebas analiticas que demuestren con mayor exactitud el poder
biodegradador. Se contratd a un laboratorio externo para realizar esta fase. Los respectivos
andlisis se efectuaron en el laboratorio Agrolab Company, donde fueron utilizadas técnicas
analiticas como cromatografia de gases y espectrometria de masas, los cuales se encuentran en
el ANEXO I, y un resumen por microorganismo con los resultados, que se muestran a

continuacion:

3.1.2.1. Pseudomonas spp

Tabla 4-3: Porcentaje de biodegradacion de plaguicidas por Pseudomonas spp

Microorganismo Molécula Concentracion | Concentracion | Porcentaje de
inicial (ppm) final (ppm) degradacion
(%)
Glifosato 4,68 3,2 31,62
Chlorfenapyr 44 2,1 52,27
Difenoconazole 4,13 0,91 77,96
Tebuconazole 4,04 5 inconsistencia
(4) Plaguicidas 4,68 4 14,53
Pseudomona glifosato
(4) Plaguicidas 4,4 0,88 80
Chlorfenapyr
(4) Plaguicidas 4,13 0,91 77,97
difenoconazole
(4) Plaguicidas 4,04 2,2 4554
tebuconazole

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

Como se observa en la Tabla 4-3, cuando los pesticidas actian por separado se obtuvo una
degradacion del 31,62 % de glifosato, 52,27 % para chlorfenapyr, y 77,96% de difenoconazole,
mientras que cuando los 4 plaguicidas estdn mezclados se obtuvo el 14, 53 % para glifosato,

80% para chlorfenapyr, 77,97% para difenoconazole, y 45,54% para tebuconazole. Los
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pesticidas usados en esta investigacion se degradan mejor estando en conjunto con otros, pero

otros no, como es el caso del glifosato.

Las bacterias del género Pseudomona spp son empleadas ampliamente para procesos de
biorremediaciéon de contaminantes, entre estos los pesticidas. Uno de los més usados es el
glifosato, el cual se ha sometido a diversos ensayos de degradacion con microorganismos. Un
estudio realizado por (Ezaka et al. 2019, p. 6), donde se utiliz6 Pseudomona aeuginosa y Bacillus
cereus por separado y en cultivo mixto, con diferentes concentraciones de glifosato, registro
porcentajes de degradacion de 76,11%, 85,8%, y 75,8% respectivamente utilizando 3,1 mg/mL,
cuando usaron 7,2 mg/mL obtuvieron valores de 84,9%, 72,7%, y 66,4% respectivamente, y
finalmente usando una concentracién de 14,4 mg/mL se obtuvo el 47,15% para Pseudomona
aeuginosa , 57,26% para Bacillus cereus y 55,7% para el cultivo mixto. Como se aprecia, la tasa
de degradacién disminuye cuando la concentracion de glifosato aumenta, exceptuando el caso
de P. aeruginosa que mostr6 mayor degradaciéon a 7,2 mg/mL en comparacion con las otras
concentraciones, ademas existi6 variacion en los productos de degradacion obtenidos,
resultando asi la transformacion o descomposicion total de algunos de los productos
encontrados en las muestras iniciales en comparacion con los productos recuperados al final del
experimento. Comparando los porcentajes de degradacion obtenidos en esta investigacion con
los del estudio antes mencionado, se observa que se obtuvieron valores relativamente mas bajos

en comparacion con los expuestos por (Ezaka et al. 2019, p. 6).

En la investigacion realizada por (Castrejon-Godinez et al. 20212, p. 7) se alude que Pseudomona sp y
Bacillus sp son los mas utilizados para biodegradar glifosato presente en cuerpos de agua o en el
suelo, puesto que utilizan al glifosato como Unica fuente de fosforo, aunque lo ideal es que lo
utilicen como fuente de carbono para un proceso mas efectivo de biodegradacion. Pseudomonas
sp. PG2982 utiliza la enzima C-P liasa para romper el enlace carbono-fésforo, dando como
producto sarcosina, a esto le sigue la division de la sarcosina en glicina y formaldehido, luego
estos compuestos se metabolizan en otros procesos de biosintesis, como la oxidacion del
formaldehido a CO, siendo compuestos menos toxicos

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry 2020, p. 174).
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3.1.2.2. Trichoderma harzianum

Tabla 5-3: Porcentaje de biodegradacion de plaguicidas por Trichoderma harzianum

Microorganismo Molécula Concentracion | Concentracion | Porcentaje de
inicial (ppm) final (ppm) degradacién
(%)
Glifosato 4,68 3,9 16,67
Chlorfenapyr 4.4 2,3 47,27
Difenoconazole 4,13 11 73,37
Tebuconazole 4,04 5,6 Inconsistencia
(4) Plaguicidas 4,68 5,3 Inconsistencia
Trichoderma glifosato
harzianum (4) Plaguicidas 4,4 0,04 99,10
Chlorfenapyr
(4) Plaguicidas 4,13 0,5 87,90
difenoconazole
(4) Plaguicidas 4,04 1,7 57, 92
tebuconazole

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

Como se aprecia en la Tabla 5-3, el hongo Trichoderma harzianum ha influido en las
concentraciones de pesticidas a los que ha sido expuesto, notandose una reduccion de éstas al
transcurrir 15 dias contados desde el inicio del ensayo. Diversas investigaciones confirman la
efectividad de Trichoderma harzianum para degradar pesticidas. En Polonia, el grupo de
investigacion de (Podbielska et al. 2020, p. 6), utilizd el mismo hongo para degradar el fungicida
Penthiopyrad, pesticida de amplio espectro que es utilizado para controlar enfermedades en
cultivos de cereales, papas, legumbres, manzanas y hortalizas. Los autores del articulo
mencionan que la concentracion inicial de este pesticida fue de 106,7+5,4 ppm de Penthiopyrad;
al transcurrir 14 dias desde la inoculacion de Trichoderma harzianum, la concentracion
disminuy6 hasta 42,9+7,6 ppm. Otra investigacion realizada en Italia por (Dacco et al. 2020, p. 1)
confiere al género Trichoderma resistencia a la mayoria de agroquimicos, metales pesados,
pesticidas e hidrocarburos aromaticos policiclicos y, apuntando al microorganismos de interés,
T. harzianum puede reducir significativamente benceno, tolueno, etilbenceno, isémeros del

xileno y alquilbencenos; esto aporta consistencia a esta investigacion ya que, pesticidas como
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glifosato, difenoconazole, tebuconazole y clorphenapyr presentan estos componentes en su

estructura quimica, pudiendo ser degradados por T. harzianum. Para (Castrejon-Godinez et al. 2021b,

p. 12), el hongo mencionado posee un gran poder biodegradador. En México se expuso a T.

harzianum a concentraciones iniciales de 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm de glifosato a nivel de

laboratorio, transcurridos cierto nimero de dias el hongo exhibi6 una efectividad de 78,1% para

degradar el pesticida.

3.1.2.3. Actinobacterias

Tabla 6-3: Porcentaje de biodegradacion de plaguicidas por ACP1

Microorganismo Molécula Concentracion | Concentracion | Porcentaje de
inicial (ppm) final (ppm) degradacion
(%)
Glifosato 4,68 2,3 50,85
Chlorfenapyr 4,4 2,8 36,36
Difenoconazole 4,13 2 51,57
Tebuconazole 4,04 8,4 Inconsistencia
(4) Plaguicidas 4,68 2,3 50,85
glifosato
ACP1 (4) Plaguicidas 4,4 1,4 68,18
Chlorfenapyr
(4) Plaguicidas 4,13 1,3 68,52
difenoconazole
(4) Plaguicidas 4,04 3,3 18,31
tebuconazole

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
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Tabla 7-3: Porcentaje de biodegradacion de plaguicidas por ACP2

Microorganismo Molécula Concentracion | Concentracion Porcentaje de
inicial (ppm) final (ppm) degradacion
(%)
Glifosato 4,68 3,7 20,94
Chlorfenapyr 4,4 2,7 38,63
Difenoconazole 4,13 1,6 61,26
Tebuconazole 4,04 6,3 Inconsistencia
(4) Plaguicidas 4,68 4,7 Inconsistencia
glifosato
ACP2 (4) Plaguicidas 4,4 0,19 95,68
Chlorfenapyr
(4) Plaguicidas 4,13 0,28 93,22
difenoconazole
(4) Plaguicidas 4,04 15 62,87
tebuconazole

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

En la Tabla 6-3 y la Tabla 7-3 se observan datos numéricos donde las actinobacterias ACP1y
ACP2 demuestran su poder biodegradador frente a los pesticidas con los que se esta trabajando
en esta investigacion. Para corroborar los resultados obtenidos se realizd una revision
bibliografica donde diversos autores afirman la efectividad al usar actinobacterias en la
biodegradacién de plaguicidas. En China, (Lin et al. 2011, p. 8) realizaron una experimentacion en
donde se expuso a ciertas especies de actinobacterias a concentraciones de cipermetrina; ellos
recalcan que el microorganismo cumple su funcién degradadora cuando se les somete a
temperaturas éptimas que oscilan entre 26°-28°C y un pH de 7-8, obteniendo una degradacion
del 90% del contaminante en un lapso de 24 horas. Mencionan también que la degradacién fue
completa cuando la actinobacteria fue expuesta a concentraciones bajas de cipermetrina (20 y
50 mg/L); mientras que al aumenta la concentracion (150-250 mg/L), el microorganismo tarda

maés tiempo (48 h) en degradar de manera incompleta el plaguicida.

En Bélgica, (Schrijver y Mot 1999, p. 9) un estudio realizado con varias especies de actinobacterias,
comprobd su accion biodegradadora frente a lindano, clordano y metoxiclor; se colocd una
concentracion de 1,66 mg/L de cada compuesto, pasados varios dias se realizaron pruebas
analiticas para cuantificar la concentracion final de cada pesticida, arrojando los siguientes

resultados: entre 0,30-0,72 mg/L para lindano, 0,01-1,20 mg/L para metoxiclor y 0,107 pg/L
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para clordano, demostrdndose una vez mas que las actinobacterias cumplen un rol fundamental
en la degradacion de pesticidas con diferentes formulaciones.

3.1.2.4. Otros microorganismos

Para comprobar que otros microorganismos sirven como biorremediadores, se llevé un control
de crecimiento de didametro de la colonia, por ende, estas muestras no se llevaron a un analisis
para conocer su concentracion final del pesticida por cuestiones econémicas. El registro del
crecimiento diametral se realizd de los 3 hongos (Aspergillus niger, Aspergillus spp y
Trichoderma harziamun) y de las dos actinobacterias. Los registros se encuentran en el ANEXO
J.

o Aspergillus niger y Aspergillus spp

SegUn (Castrejon-Godinez et al. 20214, p. 4) en el caso de los hongos existen investigaciones limitadas
con respecto a la biodegradacion de pesticidas, es asi como los géneros Aspergillus, Fusarium,
Penicillium y Trichoderma tienen la capacidad de degradar el herbicida glifosato usandolo
como fuente de carbono, nitrégeno o fésforo. Las especies que presentaron menor eficiencia en
la degradacion del glifosato fueron Trichoderma sp. Aspergillus flavus EFBO1 y Aspergillus
2B112, los de degradacion intermedia fueron Aspergillus oryzae AM1 y Penicillium 4221, y las
especies que mostraron valores mayores de eficiencia en la degradacion fueron Aspergillus
oryzae A-F02, Trichoderma harzianum MT871998, Trichoderma gamsii P2-18, Aspergillus
fumigatus FJTA-31052, Penicillium simplicissimum SNB-VECD11G, Aspergillus niger
APBSDSF96, Aspergillus flavus JN-YG-3-5 y Aspergillus niger MT871999; es decir que el

género Aspergillus es una de las mejores opciones para la biorremediacién de glifosato.

3.1.3. Porcentaje de degradacion de pesticidas

3.1.3.1. Glifosato

Porcentaje de Glifosato degradado

60 31,62 % o
40 Pe 7 16.67 . 20:94
> B =
0 | I
Pseudomona spp  Trichoderma ACP1 ACP2
harzianum

= Microorganismo degradador

Graéfico 1-3. Glifosato degradado por cada microorganismo
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En la Grafica 1-3, se muestra los porcentajes de degradacién de los microorganismos frente al
pesticida glifosato. Se observa que la actinobacteria codificada como ACP1 mostr6 el mayor
porcentaje de degradacion frente a la bacteria Pseudomona spp, a la actinobacteria ACP2 y el

hongo Trichorderma harzianum. Los porcentajes de degradacion oscilan entre 50,85 %, siendo

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

este el mayor, hasta 16,67% como menor.

3.1.3.2. Chlorfenapyr

60
50
40
30
20
10

Porcentaje de Chlorfenapyr degradado

52,27

47,27
I I ]

Pseudomona spp Trichoderma ACP1
harzianum

® Microorganismo degradador

38,63

ACP2

Gréfico 2-3. Porcentaje de clorfenapyr degradado por cada microorganismo

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

En la Grafica 2-3, se muestra los porcentajes de degradacion de los microorganismos utilizados
frente al pesticida chlorfenapyr. Se observa que la bacteria codificada como Pseudomona spp.
mostré el mayor porcentaje de degradacion en comparaciones a las actinobacterias ACP1 y

ACP2 y el hongo Trichorderma harzianum. Los porcentajes de degradacion oscilan entre 52,27

%, siendo este el mayor, hasta 36,36% como menor.
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3.1.3.3. Difeconazole
Porcentaje de Difenoconazole degradado
90
77,96
80 13,37
70 61,26
60 51,57
50
40
30
20
10
0
Pseudomona spp Trichoderma harzianum ACP1 ACP2
= Microorganismo degradador

Gréfico 3-3. Porcentaje de difenoconazole degradado por cada microorganismo

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.

En la Grafica 3-3, se muestra los porcentajes de degradacion de los microorganismos utilizados
frente al pesticida difenoconazole. Se observa que la bacteria etiquetada como Pseudomona spp.
mostr6 el mayor porcentaje de degradacion en comparaciones a las actinobacteriasACP1 y
ACP2 y el hongo Trichorderma harzianum. Los porcentajes de degradacion oscilan entre 77,96

%, siendo este el mayor, hasta 51,57 % como menor.

3.1.3.4. Tebuconazole

Porcentaje de Tebuconazole degradado por
microorganismos.

0,8
0,6
0,4
0,2
0 0 0 0
0
Pseudomona spp Trichoderma ACP1 ACP2
harzianum

® Microorganismo degradador

Gréfico 4-3. Tebuconazole degradado por cada microorganismo

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2023.
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En la gréfica se observa que ningun microorganismo presenta accion degradado frente a
tebuconazole. Los anélisis para la cuantificacion de la concentracion final de los pesticidas
fueron realizados en un laboratorio externo, como se menciond en secciones anteriores. Los
microorganismos crecieron en el medio basal enriquecido con el pesticida, reforzando la idea de
que consumieron parte del tebuconazole para su desarrollo, es decir, degraddndolo. Sin
embargo, los resultados entregados por el laboratorio externo arrojaron concentraciones
mayores a las concentraciones iniciales, generando inconsistencias en este apartado por el

indebido tratamiento que se le dio al momento de cuantificar las concentraciones finales.

3.1.4. Pruebas bioquimicas para el reconocimiento de microorganismos

3.1.4.1. Pruebas de motilidad

Tabla 8-3: Evaluacion de motilidad bacteriana a las 18

horas y 24 horas

Bacteria

Motilidad (18 h)

Motilidad (24 h)

Pseudomona

+

+

Gram negativa

+

+

Control -

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2022.

Se conoce que la motilidad que presentan las bacterias es una caracteristica que les permite
trasladarse a entornos mas favorables para su supervivencia, crecimiento y posible colonizacion.
Se emplea agar semisolido donde se vera la dispersion bacteriana en torno al inéculo, si el
microorganismo posee motilidad. En la Tabla 11-3 se observa que las bacterias etiquetadas
como Pseudomona spp. y Gram negativa arrojaron resultados positivos en la prueba aplicada,
confirmando que en el ambiente pueden moverse a otros entornos favorables para su nutricion y

crecimiento (Palma et al. 2022, p. 2).

3.1.4.2. Actinobacterias

o Pruebas de crecimiento en aminoacidos

Para la identificacion de los microorganismos de los cuales se presumié que pertenecen al Filo y

clase Actinobacteria, se aplico otra prueba que consistio en la inoculaciéon de estas bacterias

encontrados en el compost en medio basal enriquecido con aminoécidos. Posteriormente, se
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registré el crecimiento de los microorganismos en estudio, como se observa en la siguiente
tabla:

Tabla 9-3: Crecimiento de actinobacterias ACP1Y ACP2

Aminodcidos Actinobacterias (72 h) Actinobacterias (168 h)
ACP1 | ACP2 | Control | ACP1 | ACP2 | Control
Urea 1 1 0 1 1 1
Acido glutamico | 1 1 0 1 1 1
Acido aspartico | 1 1 1 1 1 1
Asparagina 1 1 1 1 1 1
Arginina 1 1 0 1 1 0
Cisteina 0 0 0 0 0 0
Glicina 0 0 0 0 0 0
Tirosina 0 0 0 0 0 0

Realizado por: Barragan, Talia & Clemente, Jimmy, 2022.

Se evidenci6 que en gran parte de las pruebas realizadas existio6 crecimiento del
microorganismo, sin embargo, en algunos aminoacidos no hubo aparicion. Esta situacion se
debe por el uso de aminoacidos comerciales que en su formulacién contenian mas compuestos.
En las pruebas positivas se observo un leve aclaramiento del medio de cultivo utilizado, segin
(Uzcétegui-Negron et al. 2009, p. 1), los aminoacidos son aprovechados como fuente de carbono y

nitrégeno para el desarrollo de las actinobacterias.

3.2. Discusion

Esta investigacion tuvo como propdésito la biodegradacion in vitro de pesticidas utilizando
bacterias, hongos y Actinomyces. En México, un grupo de investigadores conformados por
(Gutiérrez et al. 2020, p. 2), utilizan tecnologias de degradacién como la bioestimulacion y la
bioaumentacion, siendo la segunda la que recomienda la suspensiones microbianas al suelo o al

entorno donde se pretenda realizar una biorremediacion.

Como se observa en el apartado 3.3, se muestra el porcentaje de biodegradacién de pesticidas
que alcanzaron los microorganismos en estudio. Asi, en el caso del glifosato, el microorganismo
que obtuvo mejor resultado es el actinomiceto ACP1 (50,85%), seguido de Pseudomonas sp
(31,62%), ACP2 (20,94), y por ultimo Trichoderma harzianum (16,67%). En el estudio de

(Ermakova etal. 2010, p. 1) se realiz la biodegradacion de glifosato con cepas bacterias
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de Achromobacter sp. Kg 16 (VKM B-2534D) y Ochrobactrum anthropi GPK 3 (VKM B-
2554D) teniendo alta viabilidad en suelos con contenidos de glifosato 10 veces mas altas que la
dosis recomendada, proporcionando una tasa de biodegradacion de dos a tres veces més alta
comparada con la de los microorganismos autoctonos, ademas se observé que de 1 a 2 semanas
de la inoculacion de las cepas bacterianas al suelo contaminado con glifosato la toxicidad
integral y fitotoxicidad disminuyo.

(Xu et al. 2019, p. 1) indica que con Providencia rettgeri GDB1 autdctona de un suelo
contaminado con glifosato (Taiwan) se obtuvo el 71,4% de eficiencia de biodegradacion,
mientras que (Manogaran et al. 2017, p. 1) mencionan que aislaron siete cepas microbianas de
diferentes sitios contaminados con glifosato, de las cuales solo dos cepas identificadas como
Burkholderia vietnamiensis y Burkholderia sp. degradaron el 91% y 74% de 50 ppm de
glifosato. Se puede mencionar varios microorganismos bacterianos que degradan glifosato, asi
tenemos, Alcaligenes spec. (Lerbs, Stock y Parthier 1990, p. 1), Rhodococcus soli G41 (Nguyen et al.
2022, p. 1), Bradyrhizobium jicamae y Bradyrhizobium elkanni (Hernandez Guijarro, De Gerénimo y
Erijman 2021, p. 1), Lysinibacillus sphaericus (Pérez Rodriguez et al. 2019, p. 1), Bacillus subtilis Bs-15
(Yu et al. 2015, p. 1), Erwinia billingiae B105, Pseudomonas fragi B328 y B295, y
Pseudomonas sp. 1 (cepa B93) (Nunes 2021, p. 1), Burkholderia cepacia y Escherichia coli
(Montaluisa Alvarez y Rojas Chévez 2019, p. 1), Microbacterium sp, Pseudomona aeruginosa, Serratia
sp, y Arthrobacter sp (Andrighetti 2011, p. 1), Chryseobactrium sp. Y16C, Bacillus aryabhattai,
Pseudomonas azotofromans y Spfingomonas pseudosanguini (zhang et al. 2022, p. 1) entre otros.
En tanto en el caso de los hongos, (Carranza et al. 2019, p. 1) realizaron ensayos in vitro de
degradacion de glifosato con Aspergillus oryzae y las cepas AM1y AM2, la cepa AM1 degrado
el 50% de 10 mM de glifosato siendo la mas efectiva; (Castro, Joao V., Peralba y Ayub 2007, p. 1)
investigaron la biodegradacion de glifosato por medio de un hongo filamentoso del género
Fusarium, donde al adicionar el herbicida no se inhibié el crecimiento de las cepas ni a
concentraciones altas, es asi que la biodegradacion se dio mejor en un biorreactor que en el
agitador, alcanzando hasta el 41% de reduccion del glifosato en el quinto dia; (Arfarita et al. 2013,
p. 1) aislaron una cepa de Trichoderma viridae FRP3 a la cual sometieron a concentraciones de
glifosato evaluando el perfil de crecimiento y la concentracién de fosforo total en el medio de
cultivo, mostré crecimiento disminuyendo asi la concentracion total de fosforo, indicando que
puede poseer mecanismos de degradacion del herbicida. Entre otros microorganismos flngicos
biodegradadores de glifosato se encuentra Trichoderma sp. 2(cepas F54) (Nunes 2021, p. 1),
Penicillium notanum (Bujacz et al. 1995, p. 1), Aspergillus spp. (Carranza et al. 2017, p. 1), Fusarium
verticillioides C-2 (Guo et al. 2022, p. 1), Penicillium chrysogenum (Klimek et al. 2001, p. 1), Fusarium

solani (cepas H30 y H50) y Fusarium oxysporum (Cepa 80) (Krzysko-Lupicka y Sudol 2008, p. 1),
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Purpureocillium lilacinum (Spinelli et al. 2021, p. 1). Comparando los resultados obtenidos en esta
investigacion con los diferentes estudios previos de otros autores, se puede apreciar cierta
diferencia, ya que los porcentajes obtenidos son menores a los de otros estudios, tanto con
bacterias como con hongos.

Con respecto al insecticida chlorfenapyr, el microorganismo que alcanzé mayor porcentaje de
biodegradacion es la bacteria Pseudomonas con el 52,27%, seguido del hongo Trichoderma
harzianum con el 47,27%, y los actinomicetos ACP2 con el 38,36% y el ACP1 con el 36,36%.
Contrastando nuestros resultados con articulos cientificos, se puede mencionar a (Wu et al. 2020, p.
1), quienes realizaron ensayos de biodegradacion con la bacteria Rhodopseudomonas capsulata,
de aguas residuales mixtas que contenian chlorfenapyr, mencionando que anteriormente hay
escasos estudios sobre la biodegradacion de este insecticida. El ensayo lo realizaron en un
fotorreactor con el agua residual mezclada con 0,16g/L de concentracion inicial de
Rhodopseudomonas capsulata por 5 dias, con 3 concentraciones del chlorfenapyr mas el grupo
control, 3mg/L, 7,5 mg/L, y 15mg/L, por triplicado. En la concentracion 3mg/L a los 5 dias se
obtuvo una tasa de eliminacién del 100% del chlorfenapyr, observaron que después del dia 1 de
la inoculacion de la bacteria las 3 concentraciones iban disminuyendo. En otro estudio se utilizé
la técnica de nano-fitorremediacion, en donde (Romeh y Ibrahim Saber 2020, p. 1) utilizaron
nanoparticulas circulares de Fe-FeO con didmetros de 2,46 nm-11,49 nm, mientras que las
nanoparticulas de ipomoea-plata (Ip-Ag 0) y bréssica-plata (Br-Ag 0) tenian forma circular,
hexagonal triangular y bastoncillo con tamafios que oscilaban entre 6,27 y 21,23 nm en Ip-Ag0,
y en Br-Ag0 entre 6,05-15,02 nm, después de 24 h de tratamiento con Fe-Fe0, Ip-Ag 0 y Br-Ag
0 soportados con carbén activado, el chlorfenapyr en solucién acuosa se redujo al 86%, 79,70 y
79,70% respectivamente; mientras que al acompafiar dichas nanoparticulas con Plantago major,
se consiguieron valores méas altos de reduccion del chlorfenapyr, de 93,7%, 91,3% y 92,92%

respectivamente.

El fungicida difenoconazole se redujo en un 77, 96 con la bacteria Pseudomonas siendo el
porcentaje mas alto, 73, 37% con Trichoderma harzianum seguido de los actinomicetos ACP2
con 61,26% y ACP1 51,57%, obteniendo valores relativamente altos en comparacion con los
otros pesticidas. (Yeon et al. 2022, p. 1) estudiaron la biodegradacion de difenoconazole con la
bacteria Sphingomonas hystidinilytica (Cepa C8-2) y el efecto sobre la reproduccion de las
lombrices de tierra y la restauracion de la actividad microbiana, en el estudio se consiguid la
degradacion del fungicida; la cepa C8-2 aplicada a suelos contaminados con difenoconazole
impidio la disminucién de la reproductividad de las lombrices de tierra, la actividad fungica y

las actividades de Arthtobacter y Humicola, por medio de la degradacion del fungicida, es decir,

51



que el metabolito producido por la biodegradacion no tiene efectos toxicos sobre los organismos
de suelo. Mientras que (Cheng et al. 2017, p. 1), realizaron ensayos con biocarbon a base de tallos de
tabaco, que aplicaron en 4 concentraciones 0% (control), 1,0%, 2,5% y 5% (p/p) en un suelo
con y sin plantas de tabaco (K326). Luego de 90 dias de incubacion, el difenoconazole se
degradd el 99% tanto en los suelos plantados como en no plantados, pero con la concentracion
al 5% solo se degrad6 el 88% con la planta de tabaco, y el 83% en ausencia de esta, es decir que
mientras se aumenta la cantidad de biocarbon al suelo, aumenta la persistencia del fungicida y la
absorcion de las plantas disminuye. Es asi, que al aplicar biocarbén en suelos plantados,
aumenta la abundancia relativa media de Sphingomonadaceae en un 18% vy
Pseudomonadaceae, en un 63 %, mientras que en ausencia de plantas aumentaron en un 46% y
110% respectivamente, las cuales son degradadoras de difenoconazole, es decir que el
biocarb6on aumenta la disponibilidad de las bacterias, cambia las propiedades del suelo, y reduce

la biodisponibilidad del difenoconazole de suelos contaminados.

Respecto a la biodegradacion del tebuconazol, los resultados obtenidos son inconsistentes como

se muestra en el Grafico 4-3, por lo tanto, se omite la comparacién con otras investigaciones.
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CONCLUSIONES

o Los resultados expuestos del estudio in vitro orientan a usar la bioaumentacién como
técnica de biorremediacion para solucionar el problema de la contaminacién del

compost con pesticidas.

o La revision de literatura contribuy6 a la elaboracion de un protocolo adecuado para la
determinacion in vitro de microorganismos degradadores de pesticidas en compost,
resaltando a Pseudomonas sp., Actinomyces y Trichoderma harzianum, que dan
porcentajes altos de degradacion y son mencionados en investigaciones sobre suelos

realizadas por otros autores.

o Una vez reconocido un estimado de la biodiversidad del compost en base al estudio de
caracteristicas fenotipicas y a la adaptacion de la microbiota en caldos enriquecidos con
pesticidas, se concluye que Pseudomonas presenta el mayor potencial de bioactividad
degradadora de los pesticidas ensayados, seguida de Actinobacterias, y Trichoderma

harzianum

o La capacidad biodegradadora de los microorganismos fue demostrada mediante ensayos
in vitro. Los resultados de los ensayos sobre medio basal fueron evidenciados por
técnicas analiticas de vanguardia (GS-MS) ejecutadas en un laboratorio externo

certificado.
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RECOMENDACIONES

o Para aplicar la técnica de bioaumentacién, la inoculacion de los microorganismos a la
biopila de compost debe respetar las etapas que este presenta. Asi, Pseudomona spp. debe
inocularse en la etapa meséfila y Trichoderma harzianum, ACP1 y ACP2 deben

inocularse en la etapa termdfila del proceso de compostaje.

o Para la produccion en masa de Trichoderma harzianum se recomienda utilizar el olote de

maiz (inflorescencia femenina) como sustrato para su crecimiento.

o Es importante continuar con las investigaciones referentes a la biodegradacién de

Tebuconazole.
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ANEXOS

ANEXO A. FORMULACIONES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

AGAR NUTRITIVO

Agar 23¢9
Agua destilada 1000 mL
Acrostina/Nistatina (antibidtico) 2mL

AGAR PSEUDOMONA
Agar 3849
Agua destilada 1000 mL
AGAR PDA
Agar 394¢
Agua destilada 1000 mL
Cloranfenicol (antibi6tico) 1lg
AGAR EMB
Peptona 109
Lactosa 54
Sacarosa 59
Fosfato dipotasico 29
Eosina 049
Azul de metileno 0,06 g
Bactogar 135¢
Agua destilada 1000 mL
AGAR GYM
Glucosa 49
Extracto de levadura 10g

Extracto de malta

109




Carbonato de calcio 20
Bactoagar 159
Agua destilada 1000 mL
Acrostina/Nistatina(antibiético) 2mL
AGAR SABOURAUD

Digerido enzimético (caseina) 10¢
Dextrosa 4049
Bactoagar 15¢g
Agua destilada 1000 mL
Cloranfenicol 1lg

MEDIO DE CULTIVO MINERAL

Compuesto g
KH2PO4 15
NaCl 05
Na2HPO4 0.6
NH4S04 2
MgS04.7H20 0.2
CaCl2 0.01
FeSO4.7H20 0.001
Glifosato 1
Agua 1Litro

MEDIO BASAL PARA AMINOACIDOS

Compuesto g
Aminoécido 1
K2HPO, 0,5
MgSO..7H.0 0,5

Agar 15

Agua destilada 1000 mL




ANEXO B. ANALISIS PREVIOS DE RESIDUALIDAD DE PLAGUICIDAS EN

EL COMPOST

INFORMACION DE LA MUESTRA*

Descripcion : Compost

Pais de origen : Ecuador

Cadigo cliente : EC2002746

Marca : CEFA

Cédigo seguimiento  : AGO-2020-001

Agricultor . GAD Municipal de Riobamba . Direccion de caldiad Ambiental
Terreno : San Geronimo de Porlon

Los resultados de este informe vienen dados solo para la muestra analizada.

RESULTADOS ANALISIS
Meétodo Compuesto Unidades ?&2?::
LC-MSMS Difenoconazol mg/kg 0.31
LC-MSMS Tebuconazole mg/kg 0.043
GC-MSMS Clorfenapir ma/kg 0.011
Numero de sustancias activas: 3
INFORMACION DE LA MUESTRA*
Descripcion : Compost
Pais de origen : Ecuador
Cadigo cliente : EC2002746
Marca : CEFA
Codigo seguimiento  : AGO-2020-001
Agricultor : GAD Municipal de Riobamba . Direccion de caldiad Ambiental
Terreno : San Geronimo de Porlon
Los resultados de este informe vienen dados sélo para la muestra analizada.
RESULTADOS ANALISIS
Método Compuesto Unidades ?rg?:?:r?
Glifosato AMPA mg/kg <0.01
Glifosato Glifosato mg/kg 0.20
Glifosato Glufosinato mg/kg <0.01
Numero de sustancias activas: 1




ANEXO C. VOLUMEN EN MICROLITROS DE CADA PLAGUICIDA PARA EL MEDIO

MINERAL
Densidad | Volumen de C1 Cc2 C3
Plaguicida del medio 1g 3g 6g
plaguicida | mineral (mL)
90mL+10g 78 uL -
Glifosato 1,16 g/mL compost
100 mL - 259 uL 517 uL
90mL+10g 82 uL - -
Chlorfenapyr 1,02 g/mL compost
100 mL - 272 uL 545 uL
1,02 g/mL | 90mL+10g 88 uL - -
Difenoconazole compost
100 mL - 294 uL 588 uL
1,008 g 90mL+10g 89 uL - -
Tebuconazole /mL compost
100 mL - 297 uL 595 uL




ANEXO D. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE COLONIAS MICROBIANAS PARA LA ELECCION DE MICROORGANISMOS
DEGRADADORES DE PLAGUICIDAS.
Concentracion 1

Glifosato
- PDA
DILUCION PIVERSIDAD COLOR FORMA BORDE ELEVACION TEXTURA CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA BRILL
1|hongo penicillum
2|hongo blanoc filamentoso
3|blanco durazno irregular |ondulado |convexa lisa mucoide opaca
10 (-1) C1 4|crema irregular |ondulado plevada lisa dura opac
5|blanco circular |entero plana lisa dura
6| marrdn con centro blanco circular |entero convexa lisa suave
7|crema oscuro circular |entero convexa lisa suave
8|blanco irregular |ondulado |elevada lisa
9 [amarillo patito irregular |ondulado |elevada rugos
10 |amarillo intenso fusiforme [entero convexa
11 |blanco circular |entero convexa
10(-2)C1 12 |blanco con borde transparente irregular |ondulado le
13|salmén con borde blanco irregular |rizado
14]amarillo irregular
se repite la 3, 4
15|amarillo transparente
16|amarillo opaco con borde transpa
17|blanco
10(-3)C1 18|rosa durazno
19|blanco
20[amar
10(-4)Cl |—
| 10(-5)C
10




PCA

DILUCION |DIVERSIDAD [COLOR FORMA [BORDE [ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA [BRILLO
1{amarillo palido transparente irregular |ondulado |elevada lisa suave trasldcida si
2|blanco irregular |ondulado |plana rugosa dura translicida no
3|crema circular |entero |elevada lisa suave translicida si

10n1C1 4|crema irregular |rizado |elevada rugosa mucoide traslicida si
5|blanco irregular |ondulado |plana rugosa suave opaca no
6|amarilo mostaza circular |entero |plana lisa suave translicida si
7|blanco circular |entero |elevada lisa suave opaca si
8|blanco irregular |ondulado |elevada lisa suave opaca si
9|amarilo mostaza circular |entero |plana lisa suave trasldcida si
10|blanco rizoide |rizoide [plana rugosa suave opaca no
10n-2C1 11|crema con borde blanco irregular |ondulado [plana lisa suave opaca si
12|crema irregular |rizado  [plana lisa suave translicida si
13|crema transparente irregular |ondulado [plana lisa suave trasldcida si
serepitelal,3,7
14|blanco peludo circular |entero  |convexa rugosa dura opaca no
15|crema con bordes blancos en medio de la colonia  [irregular |rizado  [plana lisa mucoide opaca no
10n-3C1 16|crema con punto en medio transparente irregular |ondulado |elevada lisa suave opaca si
17(blanco con borde transparente circular |entero |elevada lisa mucoide trasldcida si (fluorescente)
se repite: 9
18 amarillo pastel con borde transparente irregular |ondulado |plana lisa mucoide traslicida si
19 blanco circular |entero |convexa lisa suave trasldcida si (fluorescente)
10nM4CL 20 amarillo pastel con borde transparente irregular |ondulado |plana lisa mucoide trasldcida si
21 amarillo verdoso circular |entero |plana lisa mucoide traslicida si
22 blanco con borde transparente circular |entero |elevada lisa mucoide opaca si
23 aspergillus
24 penicillum
10n-5C1 - - — -
25 rosado crema irregular |ondulado [convexa lisa suave traslucida si
se repite: 18
10"-6 C1 26|rosado [circular Jentero  [convexa [lisa [mucoide [opaca si




Clhorfenapyr

-  PDA
DILUCION [DIVERSIDAD [COLOR FORMA |BORDE |ELEVACION [TEXTURA [CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA |BRILLO
1{blanco irregular [rizado [elevada lisa mucoide opaca si (fluorescente)
2|amarillo palido irregular |ondulado [plana lisa dura opaca si
3|blanco irregular [rizado |plana lisa suave opaca Si
4|marron claro irregular |ondulado [plana rugosa mucoide opaca si
5|crema irregular {ondulado [convexa lisa suave opaca Si
6|blanco irregular |ondulado [plana rugosa suave traslicida si
7|blanco circular |entero  [convexa lisa mucoide opaca Si
8| centro palo rosa con borde blanco irregular [ondulado [umbilicada rugosa suave opaca no (fluorescente)
101 9 amar?llo f:ircular entero  [elevada r_ugosa suave opaca s?
10{amarilo irregular |ondulado [plana lisa suave opaca si
11|blanco circular |entero  [convexa lisa suave opaca Si
12{amarillo verdoso irregular [ondulado [umbilicada rugosa dura opaca si
13|amarillo palido irregular [ondulado |elevada lisa mucoide opaca Si
14(blanco irregular |ondulado [plana rugosa mucoide traslicida si
15(blanco irregular |ondulado [plana rugosa dura opaca no
16(blanco irregular |ondulado [convexa rugosa suave traslicida si (fluorescente)
17|palo rosa irregular [ondulado [plana rugosa suave opaca no
18(palo rosa en un costado, lo demas es blanco irregular |ondulado [plana rugosa mucoide opaca si
19|blanco con alos irregular [ondulado |plana rugosa dura opaca no
20{amarilo palido circular |entero  |pulvinada lisa mucoide opaca si
10n-2 21|amarillo circular |entero  [convexa lisa dura opaca no
22(blanco irregular [rizado [elevado rugosa mucoide traslicida si (fluorescente)
se repite: 1,2,5,7,9, 11, 12, 13, 16, 17,
107-3 se repite: 5,11, 16
10n-4 sin crecimiento
10n-5 se repite: 11
10"-6 sin crecimiento




PCA

DILUCION |DIVERSIDAD| COLOR FORMA BORDE |[ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA |BRILLO
1lamarillo pastel |circular entero plana lisa dura opaca no
2|amarillo patito  |circular entero plana lisa suave traslicida si
3|blanco circular entero elevada lisa mucoide traslicida si
4{blanco irreqular ondulada elevada lisa suave trasltcida si (fluorescente)
10M1C1 5|blanco irregular ondulada plana rugosa suave opaca no
6[crema irregular ondulada plana lisa suave traslucida si
7lamarillo filamentosa |filamentoso |elevada rugosa dura opaca si
8|crema irregular lobulada plana rugosa mucoide traslucida si
9|crema circular entero plana lisa dura opaca no
1072 C1. 10|crema irregular rizada plana rugosa mucoide traslucida si (fluorescente)
se repite 2,3,6,7,8
11|amarilla circular entero convexa rugosa suave traslucida si
10n-3C1 12|amarilla irregular lobulada plana rugosa dura traslucida si
se repite 1a 3,4,7, 8
1074 C1 13|blanco irregular  |rizada convexa [lisa suave traslucida si
se repite la 3,5
10n-5C1 SIN CRECIMIENTO
10M-6 C1 SIN CRECIMIENTO




Difenoconazole

-  PDA
DILUCION |DIVERSIDAD [COLOR FORMA |BORDE ELEVACION [TEXTURA |CONSISTENCIA |TRANSPARENCIA |BRILLO
1l{crema circular entero plana lisa suave transllcida si
10n-1C1 2|crema irregular ondulado plana rugosa suave translucida si
3|blanco irregular lobulado plana lisa mucoide translucida no
4{crema irregular ondulado elevada lisa mucoide opaca si
10n-2C1 5|amarillo irregular ondulado plana lisa mucoide opaca si
se repite la 1, 2y3
6|amarillo patito  |filamentosa |filamentoso |elevada lisa suave opaca si
10n-3C1 7|amarillo patito  |circular entero elevada lisa dura traslucida Si
se repitelaly 4
Lon4CL 8|crema y blanco [irregular  ondulado  [convexa [lisa |mucoide |opaca [si
serepitelal,6y7
L1on5 Ol 9|crema y blanco [irregular  [rizado |convexa _ [lisa |mucoide |opaca [si
se repite la 7
Lon6Cl 10[crema |circular  [entero |convexa . |lisa |suave lopaca |si
se repite la 5




PCA

DILUCION [DIVERSIDAD |[COLOR FORMA |BORDE ELEVACION|TEXTURACONSISTENCIA |TRANSPARENCIA [BRILLO
1{blanco circular entero plana lisa dura transllcida si
10n-1C1 2|crema irregular ondulado |plana rugosa mucoide translicida si
3|blanco irregular ondulado |plana lisa mucoide translicida si
10n-2C1 serepitelal,2y3
4|amarillo patito  |irregular ondulado |plana lisa mucoide translicida si
10n-3C1 5|crema circular entero plana lisa suave translicida si
serepitelaly?2
6|crema filamentosa |filamentoso [plana rugosa mucoide translicida si
10n-4C1 7|amarillo patito  |circular entero elevada lisa suave translucida si
serepitelal,2y4
10n-5C1 serepitelal,2,4,6y7
L0M6 CL 8|blancoy crema |rizoide  [rizoide  [plana [rugosa  [dura |translicida si

serepitelaly6




Tebuconazole

- PDA
DILUCION [DIVERSIDAD |COLOR [FORMA |BORDE ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA|TRANSPARENCIA|BRILLO
1071 1|crema irregular ondulado [elevada lisa mucoide opaco si
2|blanco circular entero elevada lisa mucoide opaco si
107-2 se repite 1y 2
10n.3 3lamarilla [filamentosa |filamentoso |elevada |lisa suave lopaco sf
se repite 1y 2
4{blanco irregular rizada convexa lisa mucoide opaco si
1074 5(blanco irregular ondulado ([plana rugosa suave trasldcida no
6|amarilla |circular entero plana lisa suave traslicida si
se repite 2
107-5 serepite la1,4,5
107-6 serepitelaly4




PCA

DILUCION |DIVERSIDAD [COLOR FORMA |BORDE |[ELEVACION [TEXTURA [CONSISTENCIA |[TRANSPARENCIA |BRILLO
1{blanco circular |entero plana lisa suave opaca si
10n-1 2|blanco irregular |ondulado |convexa lisa mucoide opaca si
3|crema irregular |ondulado |convexa lisa mucoide opaca si
1072 4{amarillo patito irregular |ondulado [plana lisa suave trasltcida si
serepitelal,2y3
5|crema irregular |ondulado [plana rugosa dura traslicida si
103 6|crema rizoide |rizoide [plana rugosa dura traslicida si
7|crema circular |entero plana lisa dura traslicida no
serepitelal,2,3y4
8|crema rizoide |rizoide [plana rugosa dura opaca no
9lamarilla circular |entero |elevada lisa suave opaca si
1074 10{crema circular |entero plana rugosa suave traslicida no
11{crema circular |entero plana lisa dura opaca no
12{amarillo patito rizoide |rizoide [plana rugosa dura opaca no
serepitalal, 6
L0n5 13|amarillo verdoso |irregular [rizada  [plana lrugosa  [suave |traslicida si
serepitelal,8,11
10"-6 serepitelal, 2,9




Concentracion 2

Glifosato
- PDA
DILUCION |DIVERSIDAD |COLOR FORMA |BORDE |[ELEVACION|TEXTURACONSISTENCIA [TRANSPARENCIA |[BRILLO

1lamarillo patito circular |entero |plana lisa mucoide translucida si
10 (-1) 2|blanco ?rregular ondulada|plana lisa suave translucida si
3|crema con blanco irregular [ondulada|plana rugosa suave opaca si
4{blanco irregular [ondulada|plana lisa suave opaca si
10 (-2) 5|amarillo circular |entero elevgda lisa suave opaca si

se repite 1,2, 4
6|amarillo patito circular |entero |elevada lisa mucoide opaca si
7|blanco con borde transparente  |circular |entero |elevada lisa suave translicida si
10 (-3) 8|blanco rizoide |[rizoide |plana rugosa suave translucida si
9(crema circular |entero |elevada lisa mucoide opaca si

se repite la 2,5
10|rosa pélida circular |entero |elevada lisa suave translucida si
10n-4 11|naranja irregular [ondulada|pulvinada lisa mucoide opaca si
12|coral circular |entero |elevada lisa mucoide opaca si

se repite la 1,5, 6,7
1075 13]blanco con borde transparente |irregular |rizado |e|evada |rugosa |mucoide |transll]cida si
se repite: 7,9
10"-6 se repite: 5




- PCA

DILUCION |DIVERSIDAD [COLOR FORMA |BORDE [ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA |[TRANSPARENCIA [BRILLO
1{crema irregular [ondulado |elevada lisa mucoide transllcida Si
10M1 2|blanco irregular [ondulado |plana lisa dura transllcida Si
3|crema irregular [ondulado [plana lisa mucoide opaca si
4|blanco irregular [ondulado |plana lisa mucoide opaca Si
1072 5|amarillo mostaza irregular [ondulado |elevada lisa mucoide opaca Si
se repite: 1,2, 3,4
107-3 6|amarillo transparente |rizoide  |rizoide [plana lrugosa  |mucoide |tranltcida si
se repite: 1,2, 3,4,5
7|amarillo circular |entero |elevada lisa suave translucida Si
8| palo rosa circular |entero |elevada lisa mucoide translUcida si
9|amarillo patito circular |entero |elevada lisa dura translucida Si
1074 10{amarillo pastel circular |entero |elevada lisa dura opaca Si
11|naranja circular |entero elevada lisa suave transllcida Si
12|amarillo fusiforme |entero elevada lisa suave opaca Si
13|crema con 3 aros circular |entero umbilicada lisa mucoide translucida si
se repite: 2,3,4,6
107-5 se repite: 1, 3,
10"-6 14|HONGO




Clhorfenapyr

- PDA
DILUCION |DIVERSIDAD |COLOR FORMA [BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA |BRILLO
10--1 1|blanco irregular |izada plana rugosa suave transldcida si
2 HONGO
3|amarillo pastel irregular |ondulada |plana lisa suave opaco si
4{blanco circular |entero [|elevada lisa suave opaca si
5|amarillo irregular |ondulada |elevada lisa suave translicida si
6|lamarilla circular |entero |plana lisa suave opaca si
10--2 se repite: 3, 4,5, 6
10--3 7|centro blanco con borde transparente irregular |ondulado |umbilicada rugosa suave translicida no
8|blanco con borde transparente irregular |ondulado |elevada lisa suave transldcida si
9|centro crema con borde transparente irregular |ondulado |plana rugosa suave transldcida no
10(centro café con borde blanco irregular |ondulado |elevada lisa suave opaca si
11{marrén irregular |ondulado |lana isa suave translicida si
12|blanco irregular |ondulado |plana lisa dura opaca si
13[crema irregular |ondulado |plana lisa suave translicida si
se repite: 3, 4,5
10--4 14|amarillo mostaza irregular |ondulada |plana rugosa suave translicida si
15|blanca con borde transparente rizoide |rizoide |umbilicada lisa suave transldcida si
16|crema circular |entero [pulvinada lisa mucoide transldcida si
17|blanco circular |entero [pulvinada lisa suave opaca si
se repite: 3,4,5,8,9
10--5 18|amarillo pastel irreqular |ondulada [umbilicada lisa mucoide translicida si
19|crema con aros y bordes transparentes  |irregular [rizada plana rugosa suave translicida si
20|crema con centro amarillo patito irregular |ondulada [umbilicada lisa suave translicida si
21|crema con bordes transparentes irregular |ondulada |plana rugosa suave transldcida no
22|crema irregular |rizada pulvinada lisa suave opaca si
se repite la 17
10--6 se repite 20, 21, 22




PCA

DILUCION |DIVERSIDAD COLOR FORMA [BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA |TRANSPARENCIA |BRILLO
1|blanco circular [entero |convexa lisa mucoide translucida si
10--1 2lamarillo irregular |ondulado |plana lisa mucoide translucida si
3lamarillo circular [entero |convexa lisa mucoide translucida si
10--2 4|{amarillo palido [irregular |rizado plana lisa suave translicida Si
se repite: 1, 2, 3
5lamarillo irregular |ondulado |elevada lisa mucoide translicida si
10--3 6[blanco irregular |ondulado |plana lisa suave translicida Si
7|blanco rizoide rizoide |plana rugosa suave translicida si
se repite: 1, 2, 3,4
10--4 se repite: 1,5, 7
110--5 8|blanco fusiforme |entero plana lisa suave translicida Si
se repite: 1, 6, 7
10--6 se repite: 6




Difenoconazole

-  PDA
DILUCION |[DIVERSIDAD COLOR FORMA |BORDE |[ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA|TRANSPARENCIA BRILLO
1{blanco irregular |ondulada|plana lisa suave translicida si
2|blanco irregular |rizada |[plana rugosa suave translicida si
10--1 3|blanco circular |entera [convexa lisa mucoide opaca si
4|crema con blanco irregular |ondulada|elevada lisa mucoide transldcida si
5|blanco irregular |ondulada|plana rugosa suave translicida si
10--2 6|café circular |entero |elevada lisa suave transldcida si (fluorescente)
se repite: 2, 3,4
7|HONGO
8| café irregular |[lobulada [plana lisa mucoide translicida si
9|amarillo patito circular |entero |plana lisa mucoide opaca si
10--3 - - — -
10(centro verde y borde blanco circular |entero |elevada lisa suave transldcida si
11|café irregular |ondulada|plana lisa suave opaca si
serepite lal,3,4,6
12|palo rosa irregular |[rizada [plana lisa suave opaca si
13|centro amarillo y borde blanco fusiforme |entero  |plana lisa suave opaca si
10--4 14|centro café oscuro y borde marrén  [irregular |lobulada [umbilicada rugosa mucoide translicida si
15{azul indigo con borde crema circular |entero |elevada lisa transldcida si
se repite la 4,8
16{azul indigo con borde crema circular |entero |elevada lisa transldcida si
10--5 -
se repite 10, 12, 13
17|centro café rojizo y borde marrén irregular |ondulada|plana rugosa suave translicida si (fluorescente)
10--6 18[HONGO




- PCA

DILUCION |[DIVERSIDAD [COLOR FORMA |BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA [BRILLO
1{blanco irregular |ondulado [plana lisa mucoide translucida si
10--1 2|blanco circular |entero convexa lisa dura translicida Si
3|blanco transparente circular |entero plano lisa suave translucida Si
4|crema irregular |rizado plana rugosa suave translucida Si
10--2 5|crema con borde blanco irregular |rizado plana lisa mucoide translicida si
6/blanco circular |entero plana lisa mucoide translicida si
se repite: 1,2, 3

7|crema irregular |rizado umbilicada rugosa suave translucida Si
10--3 8|crema con bordes blancos irregular |ondulado [plana rugosa suave translicida si
9|blanco transparente irregular |rizada plana rugosa dura translicida no

se repite: 1,2,3,4,5,6
10--4 10{blanco [rizoide [rizoide [plana [rugosa dura translucida no

se repite: 1,2,5,6,7,9
105 11{crema con borde transparente |irregular [rizada |plana rugosa dura transllcida no
12|crema circular |ntero convexa lisa mucoide opaca si




Tebuconazole

-  PDA
DILUCION [DIVERSIDAD |COLOR FORMA |BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA |TRANSPARENCIA [BRILLO
1{crema irregular [rizada [plana rugosa mucoide opaca si
10--1 2|crema transparente irregular [ondulada|plana lisa mucoide translacida si
3|borde blanco con centro transparente irregular [ondulada|plana lisa mucoide transldcida si
4|blanca irregular [ondulada |elevada lisa mucoide opaca si
10--2 se repite 1, 2
5|blanca irregular [rizada [elevada lisa mucoide opaca si
6|blanca con borde transparente irregular [ondulada |elevada lisa mmucoide opaca si
10--3 se repite 2, 3, 4,
10--4 se repite 5
10--5 se repite 5
10--6 SIN CRECIMIENTO




- PCA

DILUCION [DIVERSIDAD |COLOR FORMA (BORDE ELEVACION [TEXTURA [CONSISTENCIA TRANSPARENCIA |BRILLO
1{verde blanquesino |irregular ondulada elevada lisa mucoide transldcida si (fosforescente)
2|blanco verdoso circular entero convexa lisa mucoide translicida si (fosforescente)

101 3|blanco verdoso irregular ondulado |elevada lisa mucoide opaco si (fosforescente)
4verde blanquecino |circular entero convexa lisa mucoide opaco si (fosforescente)
5{amarillo verdoso  |irregular ondulado  |elevada lisa mucoide opaco si (fosforescente)
6|blanco rizoide rizoide plana rugosa suave transldcida si
7|blanco irregular ondulado |elevada lisa mucoide opaca si

10--2 8|blanco bajo el agar [fusiforme |entero plana lisa - opaca no
9|blanco circular entero convexa lisa mucoide opaca Si

10|crema irregular lobulado plana rugosa suave transldcida no
10--3 11|blanco filamentosa |filamentoso |plana rugosa ddura transldcida no
12|crema circular entero plana lisa ssuave translicida Si
se repite: 7,9
13|crema filamentosa |filamentoso |umbilicada rugosa centro mucoide, lo filamentoso es duro opaca si
10--4 14|HONGO
se repite: 7
10--5 se repite: 7

sin crecimiento




Concentracion 3

Glifosato
- PDA
DILUCION DIVERSIDAD |COLOR |FORMA|BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA |TRANSPARENCIA BRILLO
1 HONGO Aspergillus
2|blanco circular [entero |[plana lisa suave opaca Si
101 3|blanco irregular |ondulado |convexa lisa suave opaco Si
4|lamarillo irregular |ondulado |plana lisa mucoide opaco Si
5|blanco irregular |ondulado |elevada lisa dura opaco Si
6|blanco irregular |rizado |plana lisa mucoide opaco Si
7|amarillo irregular |ondulado |plana lisa mucoide opaco Si
10--2 8|blanco irregular |ondulado |elevada lisa mucoide transldcida Si
se repite: 2, 4,5, 6
9|amarillo transparente  |irregular |ondulado |plana lisa suave transldcida Si
10--3 10[blanco transparente irregular |rizado plana rugosa suave translicida Si
se repite: 2, 3,4, 8
11{blanco circular |entero pulvinada lisa mucoide opaca Si
10--4 12|amarillo irregular |rizado plana lisa suave translicida Si
se repite: 5,9
13|crema irregular |ondulado |convexa lisa mucoide opaca Si
10--5 14{amarillo circular [entero |convexa lisa mucoide opaca Si
se repite: 9, 11, 12
10--6 se repite: 13




PCA

DILUCION |DIVERSIDAD COLOR FORMA [BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA | TRANSPARENCIA|BRILLO
1{blanco irregular |ondulado|plano rugosa dura transldcida Si
10-1 2|blanco amarillento irregular |ondulado |elevada lisa dura translicida Si
3|amarillo patito irregular |ondulado |elevada lisa suave translicida Si
4lamarillo irregular |ondulado|plana lisa mucoide transldcida Si
5|blanco circular |entero |convexa lisa mucoide translicida Si
10--2 6|blanco circular |entero plana lisa suave transldcida Si
se repite: 1,2, 4
10-3 7|amarillo circular |entero levada lisa suave translicida si
se repite: 3,4, 5, 6
8|amarillo pélido irregular |rizada |plana rugosa duro translicida Si
10--4 9| centro crema con borde blanco [circular |entero  |convexa lisa mucoide translicida Si
10{amarilla con borde tansparente  [irregular |rizado |umbilicada rugosa duro translicida si
se repite: 5,7
10--5 se repite: 5,9
10--6 se repite: 5, 8,9




Clhorfenapyr

- PDA
DILUCION|DIVERSIDAD COLOR FORMA |BORDE ELEVACION|[TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA |BRILLO
1{amarillo pélido irregular ondulado  |plana lisa dura opaca Si
101 2|blanco irregular ondulado  |plana rugosa suave transllcida no
3|blanco irregular ondulado |elevada lisa suave transllcida si
4]blanco irregular ondulado  |convexa lisa mucoide opaca Si
10--2 5|amarillo mostaza irregular ondulado  |plana lisa suave translicida si
se repite: 1, 2,3
6(amarillo irregular ondulado |elevada lisa suave opaca Si
7|centro blanco con borde crema irregular ondulado  |umbilicada lisa suave opaca si
10--3 8|amarillo circular entero elevada lisa mucoide opaca Si
9|amarillo mostaza irregular ondulado  |elevada rugosa suave opaca Si
se repite: 2, 3,4, 5
10|crema irregular rizado plana lisa dura translicida si
10--4 11|amarillo palido irregular rizado plana rugosa dura translicida Si
12|blanco casi transparente irregular rizado plana rugosa dura translicida no
se repite: 6, 9
13|crema con bordes trasparentes filamentosa |filamentoso |plana rugosa dura transldcida si
14|amarillo patito irregular ondulado |elevada lisa suave translicida si
15|blanco con bordes transparentes irregular rizado umbilicada lisa mucoide translicida si (fluorescencia)
16/amarillo filamentosa |filamentoso |convexa rugosa mucoide transldcida si
10--5 17|amarillo pélido rizoide rizoide plana lisa suave translicida si
18|amarillo circular entero elevada lisa suave opaca si
19|rosa palido circular entero convexa lisa suave opaca Si
20[blanco circular entero plana lisa suave translicida si
se repite: 12
21{amarillo pastel con centro naranja irregular ondulado |elevada lisa mucoide opaca si
10--6 22|blanco irregular rizado plana rugosa suave translicida no
se repite: 14, 18, 20




PCA

DILUCION |DIVERSIDAD COLOR FORMA [BORDE |ELEVACION [TEXTURA |CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA |BRILLO
1{blanca irregular |ondulado |plana lisa dura translicida si
101 2|amarillo circular [ntero plana lisa suave translicida si
3lamarilla irregular |ondulada |plana lisa suave transldcida Si
4|crema irregular |ondulada |plana lisa dura transldcida Si
10--2 se repite: 1, 2, 3,4
5(amarillo irregular |ondulado |elevada lisa suave translicida si
6[blanca circular |entero  |convexa lisa suave translucida Si
10--3 7|blanco transparente irregular |rizado |plana rugosa suave transldcida si
8[blanco irregular |ondulado |elevada rugosa dura translicida si
se repite: 2, 4
9(amarillo circular |entero  |convexa lisa suave translucida Si
10--4 10| centro crema con borde blanco  [irregular |rizado  |elevada rugosa suave transldcida si
11{blanco circular |entero |plana lisa suave translicida si (fluorescencia)
se repite: 8
12|amarillo circular [entero  |convexa lisa mucoide opaca si
10-5 13|amarillo irregular |ondulado |plana rugosa dura translicida si
14|amarillo circular [entero |plana rugosa suave trnasldcida si
se repite: 7, 10, 11
10--6 se repite: 7,11




Difenoconazole

-  PDA
DILUCION |DIVERSIDAD |COLOR FORMA [BORDE [ELEVACION|[TEXTURA[CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA [BRILLO
1{blanco circular [entero [plana lisa suave opaca si
10--1 2|blanco irregular |ondulado |elevada rugosa suave opaca si
3|crema irregular |ondulado |elevada lisa suave opaca si
4|crema circular [entero  [convexa lisa mucoide opaca si
10--2 5|blanco irregular |ondulado |elevada lisa mucoide transldcida si
se repite: 1,2, 3

6| centro oscuro con borde blanco irregular |ondulado |plana lisa suave translicida si
7|crema con borde transparente irregular [lobulado |plana lisa mucoide transldcida si
10--3 8|crema circular [entero  [convexa lisa mucoide opaca si
9|crema irregular |ondulado |plana rugosa suave translicida si

se repite: 1, 4,5
10| centro amarillo con borde blanco irregular [rizado |plana lisa suave opaca si
11|marrdn con borde transparente irregular |rizado |elevada rugosa suave opaca si
10--4 12|amarillo mostaza con borde transparente irregular |rizado |elevada lisa mucoide opaca si
13|crema circular [entero [elevada lisa mucoide opaca si
14|marrén circular [entero [plana lisa suave translicida si

se repite: 5, 6, 7
15|amarillo irregular |rizado  |umbilicada rugosa suave translicida Si
16|azul indigo con centro morado y borde crema irregular |ondulado |elevada lisa suave translicida si
17]azul indigo con borde crema circular [entero [elevada lisa suave translicida si

10--5 18|centro café rojizo con borde marrén irregular |ondulada |plana rugosa suave translicida si (fluorescente)

19|amarillo con borde blanco fusiforme |entero  |elevada lisa mucoide translicida Si
20[crema irregular |ondulado |plana rugosa suave trnaslicida si

se repiten: 8,10

10--6 se repite: 17, 19




PCA

DILUCION [DIVERSIDAD |COLOR FORMA [BORDE |ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA [BRILLO
1 crema irregular (ondulado |elevada lisa mucoide opaca Si
101 2 blanca irregular [ondulado |plana lisa suave transllcida Si
3 blanca irregular (ondulado |elevada lisa suave transllcida si (fluoresscencia)
4 blanca irregular (ondulado |plana lisa mucoide transllcida Si
10--2 5 blanca irregular [ondulado|convexa lisa mucoide transllcida Si
se repite: 3, 4
6 blanca transparente |irregular |rizado |plana rugosa mucoide transllcida si (fluorescente)
10--3 7 blanca irregular (rizado |plana rugosa suave transllcida Si
se repite: 4,5
8 blanca circular |entero [plana lisa suave transllcida Si
10--4 9 blanca circular |entero [convexa lisa mucoide translucida Si
se repite: 6
10--5 se repite: 6, 8, 9
10--6 10 amarillo pastel circular |entero [convexa rugosa duro opaca no




Tebuconazole

-  PDA
DILUCION |DIVERSIDAD COLOR FORMA |[BORDE [ELEVACION|TEXTURA|CONSISTENCIA [TRANSPARENCIA [BRILLO
1{amarillo patito con borde crema irregular [ondulado |convexa lisa mucoide opaca si
2|crema circular |entero  [plana rugosa suave opaca no
101 3|café con centro blanco irregular {ondulado |plana lisa suave translicida si
4]blanca irregular (ondulado |elevada lisa suave translicida si
5|café con centro café oscuro irregular ondulado |elevada lisa mucoide translicida si
6|café claro rizoide [rizoide |elevada rugosa mucoide transldcida si
7|blanca irregular [rizado |elevada lisa suave opaca si
8|centro café rojizo con borde marrén irregular {ondulado |plana rugosa suave transldcida si
10--2 9|blanca irregular |ondulado [convexa lisa suave opaca si
10|amarillo patito irregular [ondulado |convexa rugosa suave opaca si
11|marrén con bordes transparentes irregular [ondulado |plana rugosa suave transldcida si
10--3 _ 12|blanca circular |entero  [convexa lisa mucoide opaca si
se repite: 9
10--4 SIN CRECIMIENTO
10--5 SIN CRECIMIENTO
10--6 SIN CRECIMIENTO




- PCA

DILUCION |DIVERSIDAD COLOR FORMA |BORDE [ELEVACION|TEXTURA [CONSISTENCIA |TRANSPARENCIA [BRILLO
1|café transparente irregular |rizado |plana rugosa dura transldcida no
10--1 (agar 2|verde grisaseo transparente irregular |ondulado |elevada lisa suave transldcida si
con 3|verde grisasea transparente circular [entero  |plana lisa mucoide transltcida si
pigmentacion 4fverde grisaceo circular |entero  |convexa lisa mucoide opaca si
verde 5|verde grisaseo circular [entero lana rugosa suave opaca no
0SCUuro) 6|verde grisaseo irregular |lobulado [plana rugosa suave transltcida no
7|crema irregular |ondulado [convexa lisa mucoide opaca si
8| café transparente con bordes amarillos transparentes irregular |ondulado |plana rugosa suave transldcida no
9|blanca irregular |ondulado |elevada lisa mucoide transldcida si
10--2 10|crema irregular |ondulado |elevada rugosa mucoide transltcida si
11|amarilla transparente irregular |ondulado |plana rugosa suave transldcida no
12|blanca circular [entero  [convexa lisa mucoide opaca si
13|amarillo patito con crema fusiforme [entero  |elevada lisa suave transltcida si (fluorescente)
14]blanca circular [entero  [plana rugosa suave transltcida si
10--3 se repite: 8, 10
10--4 SIN CRECIMIENTO
10--5 15|amarilla circular [entero  [convexa rugosa dura opaca no

10--6

SIN CRECIMIENTO




ANEXO E. CUADRICULA DE LA CAMARA DE PETROFF HOUSSER
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ANEXO F. CUADRICULA DE LA CAMARA DE NEUBAUER
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ANEXO G. CALCULOS DE LA CANTIDAD EN MICROLITROS DE CADA
PLAGUICIDA PARA LOS ENSAYOS CON LOS MICROORGANISMOS

DEGRADADORES
% Glifosato
Pglifosato = 1,16 g/mL

mg
0,22 ppm = 0,22T
mg
1 =12
ppm T
0,22 ppm 1000 mL
x 500 mL
0,22 mg x 500 mL 1g
x = 10007 —0,11mgxm—0,00011g
_m
Pmy
m 0,00011g
=—=_———=0,0000948 mL = 0,0948 uL
p 116 g/mL

< Difenoconazole

pdifenoconazole =1,02 g/mL

mg
0,31 ppm = 0,31T
mg
1 =12
ppm I
0,31 ppm 1000 mL
x 500 mL
0,31 mg x 500 mL 1g
x = 1000 7L = 0,155mg x T000mg 0,000155 g
_m
Pry
m 0,000155 g
=_—=——  _ =0,00015196 mL = 0,15196 uL
p 102g/mL

«» Tebuconazole

Ptebuconazole = 1'008 g/mL

mg
0,43 ppm = 0,43 I
mg
1 =1_=
ppm I
0,43 ppm 1000 mL

X 500 mL




_ 043 mgxS00m s 9 _ 0000215
T 1000mL 7™  T000mg T 7
m
p =

4
m _ 0,000215 g

=———=10,000213 mL = 0,213 uL
p 1,008 g/mL

/7

<& Chlorfenapyr

pchlorfenapyr = 1'10 g/mL

myg
0,011 ppm = 0,011 T
mg
Ippm=1—
L
0,011 ppm 1000 ni
x 500 mL
0,011 mg x 500 mL 1g
x = 000 L = 0,0055mg x 1000mg ~ 0,0000055 g

p= 7
m 0,0000055 g

o 1,10 g/mL

= 0,000005 mL = 0,005 uL




ANEXO H. CALCULO DE LA CONCENTRACION INICIAL EN ppm DE UN VOLUMEN
DE 2 yL DE CADA PLAGUICIDA

*

%+ Glifosato
0,22ppm  0,000094 mL

X 0,002 mL
x = 4,68 ppm

«+ Difenoconazole
0,31ppm  0,000094 mL

X 0,002 mL
x = 4,13 ppm

.0

Chlorfenapyr

L)

0,011ppm 0,000094 mL
X 0,002 mL
x = 4,4 ppm

e

» Tebuconazole
0,43ppm  0,000094 mL

x 0,002 mL
x = 4,04 ppm




ANEXO |. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INICIAL Y FINAL DE
PLAGUICIDAS USADOS EN LOS ENSAYOS (AGROLAB COMPANY S.A)
Concentracion inicial

*® niome wntio por  Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U
N CiAed Einston, of 7 FTA 04131 Anerla
% Tesdorer 3 (50 250057 www a4l con

INNOVACION ANATTICA
& A vetams coneany

INFORME DE ENSAYO
Clisnte:
TALIA BARRAGAN
Codgo chere
4741 N’ Muestra |
ks el A2251747
Fafornrcia clianty OT ECI005614. Tipo de Matrex: T inrio biclégico. Variedad Mecdio de Cultive - AGAR
Prod Lab © Cienciss Biologices - Fecutad de RRNN - ESPOCH Lote/Cusel:
AGARBacto_PLAG Localidad: Riobamba (#)
Tpo de mussra Ageri(¥)
Dwscripeion LAB Agar
Pezo muesam (Kg): 02

Modo conservacion en transporte.  Temperatuns Ambisnes

Extado de la musstn Apropisde

Toma de muestra: Extarna

Procadmianto toma de muestra Extarns

Lugar toma de muestra No fsciitads (¥)

Fecha / Hora toma de muesva No Faciltada (#)

Fecha | Hora de recepcion 22072022 243

Feche nicio ensays 22072022

Fechs fin ansayo 26072022

Fachs amisidn niceme 26072022

(%) fornacon taaktads por ol cherte LAR no se hisos resporsatie de la mesms

Resultados Detectados

Poramers Fesurado c Procadment Téonica
s o 4,68 mgyng Q0T mo%g LAB 101-13) uPLs
Cldnapr AAmakg 0T mRwy TAETOV-T05 TOWaNS |
Dfmoconaxt 4,33 mghg 0,07 mokyg LAR 181305 GOMSNS
Tabuconseo 404 mgag 00T mokg LAB 101105 Do NSNS

Resukado c Procedmento Tenica

[T 15 mohy 00T mykg LAR 101101 UPLC MSMS

wa'a 001 Mo TR (L3 EQBK] TS |
Teilosnaks g wmano e 01 mpkg 10T gy (ECAFRE) UPEENS

Poagiew 1de 2 N A5V NT

Fl laboratona despooe dn s Incafaimbins astingidas pars Cada W00 0 06 AISHY0S 138 (kG S/ eNCUaniian 3 ASPESCon del clanis




Concentracion final

Pseudomonas
- Glifosato
R riom et por. - Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
s C/Ament Enston, o 7 PITA. 04131 Akmeria
Q‘/’ Tobotoro +34 960 2500 57 www Sb-51 com
NCVALION ANACTIICA
Py Efxeion
INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cera
Codigo oberea 441
N* Muestra | Informe: A2238289
Rederencia cliente: EC2005415. Tipo de Matriz : Tratamiento m:tmm (AGAR), Producsor: Laboraterio Clencias
Bioldgicas - Facultad de RRNN - ESPCCH. V| ; Medio de Cultve - AGAR. Lotelcuartal.
AGARSBacio_Pseudomona_POR_GL_001. Predio: Compost Porion. L Idad- Ricbamb
Tipo de muestra: Agar (#)
Descripesn LAB Ager
Peso mueares (Kg) 028
Medo conservecicn en ransporie: . Temperstura Ambiante
Estacdo de la muestrs: Apropado
Toma de musstra. Extarnn
Frocedimients toms de musstra:  Extame
Lugartoma de muestra: Neo facittade ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitads (¥)
Fecha / Mara de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02082022
Fecha fin ensayo: 03082022
Fecha emision Informe: 06062022
) Momaatn ollada por ol clanie LAB no w8 Nics esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados
Parienetc Resultade L Frocadimients Técnica I
[ELS= 37 moig 0,01 mghg LAR 10113
)
Resultado Lc Procedmisnto Tence I
p T 0T mgsa
AR 0T moha 0T Mo TAB TOTTH RGeS |
Tk ralo 3s amuomn S 00 kg T g TAB 101131 TG MRS |
TROISNa 00 SMomo <001 mghky 001 mg'hy [ EEIER 1 MSMS J!
TN AGEGiminde 007 ok 0T kg TAR TaT 131 TFC WS |
LR <007 moky 60T mg'ky CAB TN me_‘
J
Pégpen 1 de 2 N* AZZ3E28Y




Chlorfenapyr

AB

INNOVALKEN ANALITRA

& ATwetamus conpeme

Cliente:
CEFA

Codgnchante: 4741

N® Muestra / Informe:
Referancia chentea:

Tipo de muestra:

Dwacripeidn LAB:

Peaoc muasira (Kg)

Moda conservaciin an transperts;
Estado de la muestra:

Toma de muestra

Procedmiento toma de muestra:
Lugartoma de muestra:

Facha / Hors 1oma de muestre
Fecha / Hora de recepcion’
Fecha inicio ensayo:

Feche fin ensayo:

Fecha amision informe

i wionse emido por Laboratono Analitico Bioclinico, S.L.U.
CAIbent Enstak n® 7 PTTA 04131 Anda
Tedforn 434050 2590 57 www 1ah-sl com

INFORME DE ENSAYO

A2238287

EC2005413. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologico (AGAR]. Productor: Laboratorio Ciencias
Biologices - Facultad de RRNN - ESPOCH. Variedad: Medio de Cultivo - AGAR. Lota/cuartel:
AGARSecto_Pseudomons_POR_CR_001. Predio: Compost Perlon. Localided: Riobamba.
Agar (#)

Agar

025

Temperatura Ambiente

Apropisde

Extema

Externo

No faciktads (#)

No Faclitada (#)

01062022 1644

02/06:2022

03/06/2022

06062022

) Informacdn facilad por ol clieols. LAB no e hace responsable de ts mama

Resultados Detectados
Parametro Resultado Lc Procedimiento Tecnica
Clortanage 2.1 gy [ LAB1-01-105 GC-MSMS
Perametro Resultado Lc Procedimiento Térica
m A I TOT FaRs TAE 0T 105 T
Eld des Las i das oo cada uno de ks ensdvos, S cudkes Ss enoueninen & dsposodn dal chenke

Pagina: 1de 2 N&: A2238287




Difenoconazole

AB

ANOVALION ARALITICA

5 & retams Conpany
Cliente:
(=173
Codigo oberea 44

N* Muestra | Informe:
Refarencia cliente:

® woom emtcopor  Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
CAent Ensten, of 7 PITA 04131 Ameria
Tobohono +34 960 2500 57 www Sb-s! com

INFORME DE ENSAYO

A2238288

EC2005414. Tipo de Matriz : Tratamiento w (AGAR), Producsar: Laboratorio Clencias
Biolbgicas - Faculiad de RANN - ESPOCH. V. : Medio de Culve - AGAR. Lote/cuartal.

AGARSacio_Pseudomona_POR_DF_003. Predio: Compost Parion. Localdad: Ricbamb
Tipo de muestra: Agar (#)
Descripein LAB Agar
Paso muestrs (Kg) 025
Medo conservecicn en transporie: . Temperstura Ambiente
Estaco de la muestra: Apropado
Tama de musstra; Extarnn
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No facittade (1)
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02/082022
Fecha fin ensayo: 03082022
Fecha emesion Informe: 060612022
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados
Parkenetic Resultado e Procadimiento Tocnica I
Ddenoconazl 091 Mg T mgikg LART 01105 GO MSMS
|
J
a Resultado Lo Procedimiento Tenice I
) RO EIT) T Tmgeg
a oo las PR CH3A UNO Ge 10K MESYOS, Las cuaks 52 anomnlran a dsposicon def chenio

Pagen 1 de 2 NY AZZIEIUN




Tebuconazole

NCVALION ANACTIICA

. rom emiopor. Laboratono Analitico Bioclinico, S.LU.
y /Aert Ensten, ot 7 PITA_ 04131 Akmeria
Tobdhoro +34 950 2500 57  www Sb-s! com

5 & retams Conpany

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cesa
Codigo oberea a4
N* Muestra | Informe: A2238291
HAeferencia cliente” EC2005417. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiolagice (AGAR). Productor: Laboraterio Clencias

Bioldgicas - Faculad de RRNN - ESPCCH. Varledad: Medio ge Cultve - AGAR. Lote/cuartal.
AGARSacio_Pseudomona_POR_TB_001. Predo: Compost Porlon. Localided: Riobambe

Tipo de muestra: Agar ()
Descripein LAB Agar
Paso muestrs (Kg) 025
Medo conservecicn en transporie: . Temperstura Ambiente
Estado de la muestrs: Apropado
Toma de musstra: Extarna
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No faciltada ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensayo: 02062022
Fecha fin ensayo: 03082022
Fecha emision Informe: 060612022
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados

Paramevo Resultado L’ Procedeniento Tecnica I
Tebuconarol 5.0 moRg 0,01 mg%g LART 01105 GO MSMS

|
J

a Resultado e Procedimiento Tenice I
azi 50 moRG L0 mTE

)

LC Limse de Clantésacdo do la dotwrminacién

E11abotitonn dapons (0 s PendiLmbas asimadang pans cads 1 O D8 snsayon, Las culing si sncasniian i Asposodn Gl chwnia
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4 plaguicidas mezclados (Glifosato, chlorfenapyr, difenoconazole y tebuconazole)

- wioom emitopor Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
CiAert Ensten, ot 7 PITA. 04131 Almeria
Totohono +34 960 2500 57 www Sb-s! com

MNCVAL IO‘c ARALITICA

5 & retams Conpany
INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cesa
Codigo oberea 44
N* Muestra | Informe: AZ2238290
HAeferencia cliente” EC2005416. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologice (AGAR). Productor: Laboraterio Clencias

Bioldgicas - Facultad de RRNN - ESPOCH. Variedad: Medio de Cutive - AGAR l.ab'eumll
AGARSBacto_Pseudomona_POR_PLAG 001 Predic: Compost Poran. Localidad: Riob

Tipo de muestra: Ager (#)
Descripcon LAB Ager
Peso muestra (Kg) 035
Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente
Estaco de la muestrs: Apropiada
Toma de musstrs Extarna
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: Neo facittade ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02082022
Fecha fin ensayo: 060582022
Fecha emision Informe: 060612022
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados
Partenetc Resultade e Frocadimients Téenica
[EL=0) &0 mohg 0.01 mghg LAR Q1137 I
Tlodenape T makg OO mgvg TETAT 1S tsx:-l!:ﬁ's_4
MEenoconanc DA LT LA msg_mmm—ms—‘
Tebuconazol 22 mohy 007 mgig LAB 101108 GL-MaMS
%.m:h Resultado e Procedimiento Tenica |
T moky TOT g’y TABTOT Ty > 1
AR SRS 0T kg TAB 11137 TRC s 1
RHGI0 36 AMONRO Sl <007 Mok 0T mgiig TAB 70110 TS
J

Pagew 1002 NY AD232200




Trichoderma harzianum

Glifosato

ANOVALION ARACITICA

€ & vemtans Conpany
Cliente:
cesa
Codigo oberea: 441

N* Muestra | Informe:
Rederancia cliente:

Tipo de muestra:

Descripcon LAB

Peso muestra (Kg)

Medo conservecicon en transporie:
Estacdode la muestrs:

Toma de musstrs
FProcedimients toms de mussira:
Lugar toma de musstra:

Fecha / Hora toma de muestra:
Fecha / Mara de recepcion
Fecha inicio ensayo:

Fecha fin ensayo:

Fecha emesion Informe:

wrom et por. Laboratono Analitico Bioclinico, S.L.U.
CiAment Enston, of 7 PITA. 04131 Almeria
Tolobono +34 960 2500 57 waw Sb-5! com

&,

INFORME DE ENSAYO

A2238294

EC2005420. Tipo de Matriz - Tratamiento microbiologice (AGAR). Produsior: Laboratorio Ciencias
Bioldgicas - Facultad de RRNN - ESPOCH. Vanedad: Medio de Cutiva - AGAR. Lete/cuartel:
AGARBacto Trichoderma CHA GL 001, Predic Susio de bosgue - Chasmbe, Localidad: Riobamba.
Ager (#)

Ager

025

Temperatura Ambiente

Apropuado

Extarnn

Extarmne

No faciitade (1)

No Faciitada (¥)

01082022 1644

02062022

03082022

06/062022

1 Miometn Sollada por ol clanie LAB no w8 lics mesponsalie 06 fa msess

Resultades Detectados

— i TR i e

Tl 39 moRg 0,01 mgha TAR G113
Ly TOTE mokg T0T moig m
s it ACa
0 PORG TOT ) TAG 101131 » l
AR 078 mowa T g TAB 107131 TG MomS |
THUIGSINID 00 AMONG ST 001 mgky 001 mg'hy TAB 101137 m
Thdosinata gn amono 07 ok T kg AR 141731 TR eS|
N ADIuRITED 007 moNg o7 mg'g TAB 70113 Wm—‘
)

Pagen 1 de 2 NY ADZIE294




Chlorfenapyr

- wtoom emicopor  Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
CAent Ensten, of 7 PITA 04131 Ameria
Tekohono. +34 550 2500 57 www Sb-51.oom

PNOVALION ARACTTICA T
5 & retams Conpany

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cera
Codigo oberea 44
N* Muestra | Informe: A2238292
HAeferencia cliente” EC2005418. Tipo de Matnz: Tratamwento microbiologico (AGAR). Productor: Laborsterio Ciencins
Bioldgicas - Faculad de RRNN - ESPOCH. Varieded. Medio de Cutiva - AGAR. Lote/cunrtel:
AGARBacte Trichoderma CHA CR_001. Pradio: Susio de bosque - Chambo | fidad Riobambe

Tipe de munsstrs Agar (¥)

Descripoion LAB: Ager

Pase muestrs (Kg): 028

Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente

Estaco de la muestra: Agpropado

Tama de musstra; Extarnn

Frocedimienss tome de musstra:  Extame

Lugar toma de musstra: No facittade (1)

Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)

Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644

Fecha inicio ensaya: 02062022

Fecha fin ensayo: 03082022

Fecha emesion Informe: 06062022

1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess

Resultades Detectados

Parkenetic Resultado L’ Procadimiento Tocnica I

Clodonaps FELT) 007 mgkg LARTOT 105 GO MSMS
|
J

3 Resultado Lc Procedmiento Tenice I
T mong T o'
a pooa o las PRI CR3E UNO C8 10K SNSSYOs, L cuakes 92 noniran a dsposiaon del chenlo

Pagen 1 de 2 N AZZIEG2




Difenoconazole

AB

ANOVALION ARALITICA

5 & retams Conpany
Cliente:
(=173
Codigo oberea 44

N* Muestra | Informe:
Refarencia cliente:

Tipe de mussirs

Descripoion LAB:

Pase muestrs (Kg):

Medo conservecicn en transporte:
Estaco de la muestrs:

Toma de musstrs;
Frocedimianis tomas de mussire:
Lugar toma de musstra:

Fecha / Hora toma de muestra:
Fecha / Mora de recepcion
Fecha inicio ensaya:

Fecha fin ensayo:

Fecha emesion Informe:

» wtoom emicopor  Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
CAment Ensten, ¥ 7 PITA 04131 Almeria
Tobohono +34 960 2500 57 www Sb-s! com
INFORME DE ENSAYO

A2238293

EC2005419. Tipo de Matnz: Tratamwento microbiologico (AGAR). Productor: Laborsterio Ciencins
Bioldgicas - Faculad de RRNN - ESPOCH. Variadad: Medio de Cultive - AGAR. Lote/cusrtel:
AGARBacio Trichoderma CHA DF 001, Predic Susio de bosque - Chamnbe. Localdad. Ricbamba

Agar (%)

Ager

028

Temperatura Ambiente
Agpropado

Extarna

Extarne

No faciktada (1)

No Facilitada (¥)
01082022 1644
02062022
03082022
06062022

1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess

Resultados Detectados
Paramevo Resultado L’ Procadeniento Tecnica I
Deenoconazol 1.1 moRg .1 mg%g TAR a7 105 GC MaMS
[
J
a Resultado Lc Procedmiento Tenice I
OCONSZE] TYmong T mgeg
a do las PRI CHIA UNO G0 10K ANsSYos, L cuakes 49 enomnlran a dsposain def cenlo

Pagen 1 de 2

NY AD2322G3




Tebuconazole

5 rom emiopor. Laboratono Analitico Bioclinico, S.LU.
CAment Enston, o 7 PITA. 04131 Almeria
Tobdhoro +34 950 2500 57  www Sb-s! com

PINOVALION ARACITICA
5 & retams Conpany

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cesa
Codgooborea 4741
N* Muestra | Informe: AZ238296
Referencia cliente: EC2005422 Tipo de Matriz: Tratamento microbiologico (AGAR). Productor: Laboratorio Ciencias
Bioldgicas - Facultad de RRANN - ESPOCH. Varieded: Medic de Cultvo - AGAR Leote/cuanal.
AGARSacte Trichoderma CHA T8 001 Predia: Susie de bosque - Chambe L lidnd: R o
Tipo de muestrs: Ager ()
Deseripoidn LAB Ager
Peso muestra (Kg). 025
Medo conservecicn en transporie: . Temperstura Ambiente
Estado de la muestrs: Apropado
Toma de musstra: Extarna
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No faciltada ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensayo: 02062022
Fecha fin ensayo: 03082022
Fecha emesion Informe: 06082022
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados
Paramevo Resultado L’ Procedeniento Tecnica I
Tebuconazol 56 moikg 0,01 mg%g LART 01105 GO MSMS

|
J

a Resultado e Procedimiento Tenice I
e TEmgRg WO ma'sa

)

LC Limse de Clantésacdo do la dotwrminacién

E11abotitonn dapons (0 s PendiLmbas asimadang pans cads 1 O D8 snsayon, Las culing si sncasniian i Asposodn Gl chwnia
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4 plaguicidas mezclados (Glifosato, chlorfenapyr, difenoconazole y tebuconazole)

QAB

NCVALION ANACTIICA
5 & retams Conpany

Cliente:
cesa

Codigo oberea 44

Laboratono Analitico Bioclinico, S.L.U.

. Irformn eiliso por
» CAment Ensten, ¥ 7 PITA 04131 Almeria
% SR AR Tobohoro: +34 960 2500 57  www Sb-5!com
INFORME DE ENSAYO

N* Muestra | Informe: A2238295
Rederencia cliente: EC2005421. Tipo de Matnz: Tratamwento microbiologico (AGAR). Productor: Lab Ca Biolog
Facultae de RRANN - ESPOCH. Vanedad: Medio de Cultive - AGAR. Late/cuanel.
Trichoderma CHA PLAG 00T, Pradio: Suelo de beague - Chamba, | d; Rick
Tipo de musstrs; Agar (%)
Deacripoion LAB: Ager
Pase muestrs (Kg): 028
Medo conservecicn en transporie: . Temperatura Ambiente
Estaco de la muestrs: Apropiada
Toma de musstrs Extarna
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No facistada ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02082022
Fecha fin ensayo: 06052022
Fecha emision Informe: 06082022
1 Mlomeatn ollade por ol clanie LAB no w8 lics esponsatie 0 fa msess
Resultades Detectados
Partenetc Resultade e Frocadimients Téenica
[EL=0) 53 mohg 0,01 mg%g LAR Q1137 I
Tlodenape T3 maky OO mogvg TETAT s tsx:-lﬂ;ﬁ's_4
MEenoconanc T NG LA msg_mmwm—ms—‘
Tebuconazol 1.7 mo%g 007 mgig LAB 101108 GC-MaMS
T Ry TOT g’y TABTOT Ty > 1
AR SRS 0T kg TAB 1O 137 TRC s 1
Tk OF AMON S 007 moND o7 mgig TAB 70113 TRE SRS
J
Pagion 1de 2 NY AZZIE205




ACP1

- Glifosato
P wromm emtcopor. Laboratono Analitico Bioclinico, S.L. U,
;) CiAtert Ensten, o 7 PITA. 04131 Abmeria
Toboboro +34 950 2500 57 www Sb-51.com
t'ﬂt(nﬁ' 10N ARALITICA 2 8 b an
5 & vemtams Conpany
INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cgra
Codigo oberea 44
N* Muestra | Informe: AZ2238279
RAeferencia cliente: EC2005405. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologice (AGAR). Productor: LnbonmCmclu

Biolbgices - Facultad de RRNN - ESPCCH. Variedad: Medio de Cutiva - AGAR
AGARBacto_ACP1_POR_GL_001. Predio: Compost Porlon. Locabde b

Tipo de muestrs: Ager (#)
Descripeidn LAB Ager
Peso muestra (Kgi 025
Modo conservecicn en transporie: . Temperstura Ambiente
Estaco de la muestrs: Agpropada
Toma de musstrs: Extarna
Frocedimients toms de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No facittade ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensayo: 2 22
Fecha fin ensayo: 03052022
Fecha emision Informe: 06082022
1 Momeatn follade por ol clanie LAB no 58 lics esponsalie 0 fa msess
Reasultades Detectados
Cliosan 23 mohg 0,01 mg%g LAR 1013
L) TG0 mokg T mogvg m
— e
23 PG TOT g TAD 107137 s l
i TR Mok T mohg TAB 141131 TGRS 1
THUGSIND G0 AMONG STl <001 mghy T01 mg'hyg TAB 0110 TAEWEHs
Gulusinaio de amono <0 0% moSy 00T mg'kg AR 101137 TR WS 1
N AGHURSINAD 007 moND o7 maig TAB 0113 Wm_‘
J

Pagew 1de 2 NY A2




Chlorfenapyr

QAB

PINCPALION AWALITICA
& & revtams congany

Clients:
cesa

Codgo oberoe 4741

N* Muestra / Informe:
Referencia chente

Tipo de musestre:
Onserpodn LAS

Peso muestra (Kgr

Moda conservacicn en transparte.
Estaco de la muestra:
Tomn de musstra
Precedimiento toma de mussire:
Lugar toma de muestra:

Fecha / Mora toma de muestra:
Fecha ! Mora de recepcion
Fecha inicio ensaya:
Fecha fin ensayo:

Fecha emision informe:

Infome em o por Laboratorio Analitico BOOC"'IIOO, S.LU.
CAbert Exsston, 17 7 PITA 04131 Aimaoria
Totono: +34 050 250057  www Lab-sl com

INFORME DE ENSAYO

A2238277

EC2005403. Tipo de Matriz Tratamiento microbiclogeo (AGAR). Procucior. Laboratorio Crenclaa
Bicidgicas - Facutad de RANN - ESPOCH. Varedad: Medie de Cultive - AGAR. Lote/cuartal:
AGARBacta ACP1_POR CR 00! Predio: C Porién, L idad Riobamb

Agar (%)

Agar

025

Temperatura Ambuente

Apropiado

Extarme

Exvemnc

Mo faciitada (#)

Ne Faclleads (¥)

0062022 1644

o20e2022

03/06/2022

06/06/2022

1 mlomecidn faltads por of chonte LAS no 86 hecs maporsatm s 1s msma

Resultados Detectados
Parkmetro Resuzedo Lc Procedimionto Técnca l
Clordenag 70 Moy a01 mgwg AR 101 105 GC-MSMS
a Resultsdo e Procedimisnto Tence I
TR o O.0T mayva 508800107 GC
a SPOna O lxs Noas Pila da W0 00 108 ensayos. s 0les 30 @ncuondan & depos i dol cheots

Pagina: 1de 2 NY A2238277




Difenoconazole

wtom emtco por:. Laboratono Analitico Bioclinico, S.L.U.

CiAment Enston, o 7 PITA 04131 Ameria
Tobdhono +34 960 2500 57 www Sb-5! com

INFORME DE ENSAYO

»
./
INNCIVALION ARRCITICA E
5 4 vemtans Conpany
Cliente:
cesa
Codigo oberea: a4
N* Muestra | Informe: A2238278

EC2005404. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologice (AGAR). Productor: Laboratoria Cienclas

Bioldgicas - Facuhad de RRNN - ESPOCH. Variedad: Medic de Cutivo - AGAR. Lota'cunrtal:
AGARSBacio_ACP1_POR_DF_001, Predic: Compost Porlon. Locefidad: Riobemba

Redarencia cliente:

Tipo de muestra: Agar ()

Descrpean LAB Agar

Peso mueares (Kg) 028

Modo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente
Estaco de la muestra: Agropado

Toama de musstra: Extarna
Procedimienis tome de musstra:  Extame

Lugar toma de musstra: No facittade (1)
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mara de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02/062022

Fecha fin ensayo: 03082022

Fecha emesion Informe: 060612022

1 Miomestn ollade por ol clanie LAB no w8 lics esponsalie 0 fa msess

Resultades Detectados
Pardmetc Resultado e Procadenients Técrica I
ol 70 mORg .1 mgkg LA 107 105 GO MaMS
|
-
3 Resultado Lc Procedmisnto Tenice |
Tocenazey T T Tmghg v IR0 D v (2107
a Sspooa du las e £AI3 CR32 UNO Co 0K nsSyos, L cuakes 99 en0niran a Sisposiaon def clenlo

Pagew 1de 2 NY AD23R2TH




Tebuconazole

» wioom emtopor Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
AB GiAtoert Ensten, ot 7 PITA. 04131 Almeria
Tokdtoro +34 950 72500 57 www 5b-510om
NCVALION ANACTIICA "
5 & retams Conpany
INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cera
Codgoolersa 4741

N Muestra | Informe: A2238281

6 (AGAR), Producsor: Laboratorio Clencias
. Medio de Culwe - AGAR. Lote/cuartal.
Porion. Localided: Ri £

HAeferencia cliente” EC2005407. Tipo de Matriz : Tratamiento microbicl
Biolbgicas - Faculad de RANN - ESPOCH. Varied,
AGARSacio_ACP1_POR_TB_001. Predio: Ci

Tipo de musstrs Agar ()

Descripoion LAB: Ager

Pase muestrs (Kg): 028

Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente

Estado de la muestrs: Apropado

Toma de musstra: Extarna

Frocedimienss tome de musstra:  Extame

Lugar toma de musstra: No faciltada ()

Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)

Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644

Fecha inicio ensayo: 02062022

Fecha fin ensayo: 03082022

Fecha emesion Informe: 06082022

1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess

Resultades Detectados
Parkeneue Resultade i Frocadimients Téenica I
Tebuconarol B4 mokg 0,01 mghg AR TO1 100 GO MSMS
|
J
3 Resultado c Procedmisnto Tenice I
e T3 mong WO ma'sa
!

LC Limse de Clantésacdo do la dotwrminacién

E11abotitonn dapons (0 s PendiLmbas asimadang pans cads 1 O D8 snsayon, Las culing si sncasniian i Asposodn Gl chwnia
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4 plaguicidas mezclados (Glifosato, chlorfenapyr, difenoconazole y tebuconazole)

MNCVAL IO‘c ARALITICA

» wioom emtopor Laboratonio Analitico Bioclinico, S.LU.
CAent Ensten, of 7 PITA 04131 Ameria
Totohono +34 960 2500 57 www Sb-s! com

5 & retams Conpany

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cesa
Codgooborsa 4741
N Musstra | informe: A2238280
Rederencia cliente: EC2005406. Tipo de Matriz: Tratammento microbiologico (AGAR). Productor: Laboratorio Cienciss

Bioldgices - Facultad de RRNN - ESPOCH Vareded: Medo de Cutivo - AGAR. Loh‘cumnl
AGARBecto. ACP1_FOR_PLAG 001, Predio: Compoat Parién, Localdad: Ricb

Tipo de musstr: Ager (W)
Descrpcan LAB Agar
Pesc musstre (Kg) 035

Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente

Estaco de la muestrs: Apropiada
Toma de musstrs Extarnn
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No facittade (1)
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02/082022
Fecha fin ensayo: Q7082022
Fecha emision Informe: 070612022
1 Momeatn ollade por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msens
Resultades Detectados
Partenetc Resultade e Frocadimients Téenica
Gl 70 moRg 0,01 mg¥g AR G111 I
Tlodenape TA mokn OO mgvg TETAT 1S GCHEMS l
MTEehnconandt T oG LA} msg_mmwm—ms—‘
Tebuconazol 3.3 mony 007 mgig LAB 101108 GL-MaMS
%.m:h Resultado e Procedimiento Tenica |
T Ry TOT mg'hg TABTOT Ty > 1
AR SRS 0T kg TAB 11137 TRC s 1
RHGI0 36 AMONRO Sl <007 Mok TOT mgiig TAB 70113 TS
J
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ACP2

- Glifosato
» rom et por. - Laboratono Analitico Bioclinico, S.LU.
CAent Enston, of 7 PITA. 04131 Almeria
Y/ Tobohono +34 960 2500 57 www Sb-51 com
INCIVALION AR ITICA E o
€ & vemtans Conpany
INFORME DE ENSAYO
Cliente:
czra
Codigo oberea: a4
N* Muestra | Informe: A2238284
Referencia cliente: EC2005410. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologice (AGAR). Productor: Laboratoria Ciencias

Bioldgicas - Facultad de RRNN - ESPOCCH. Variedad: Medic de Cutive - AGAR. Lote/cunrtal:
AGARSBacio_ACP2_PCR_GL_001. Predio: Compost Porlon. Localidad: Riobamba.

Tipo de muesira: Ager (#)
Descripcon LAB Ager
Peso muestra (Kg) 025
Medo conservecicn en renzporte:  Temperstura Ambiente
Estaco de la muestrs: Agroprada
Toma de musstra. Extarnn
FProcedimienis tome de musstra:  Extarmc
Lugar toma de musstra: No facittade ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 2 22
Fecha fin ensayo: 03052022
Fecha emison Informe: 06052022
1 Miometn Sollada por ol clanie LAB no w8 lics mesponsalie 06 fa msess
Resultades Detectados
Parieneve Resultado e Frocadimiento Tacrica I
Gl 3.1 mokg 0,01 mg%g LARTG1 131
A TOTT mokg TOT mgvg m
metra Resultado e Procedimients Terica
S QNG TOT Moy TAD 107131 mm—l l
Fia TOTT mowa AT g TAB 141130 TRLG WS 1
THalosraio 9 Amane Siana Sy TaT g T REAREY eV
Chudusinaio gn amono 000 mokg 0T mgkg AR a1 10 TRC s
|
R As T R T T TAETOTTT TAE RS
J

Pagew 1de 2 NY AD23E084




Chlorfenapyr

QAB

ANOVALION ARALITICA

5 & retams Conpany
Cliente:
(=173
Codigo oberea 44

N* Muestra | Informe:

Refarencia cliente:

Tipo de muestra:

Deseripeian LAB
Paso muesstrs (Kg)

Mecdo conservecicn en transporte:

Estaco de la muestrs:

Toma de musstrs;

Frocedimianis tomas de mussire:

Lugar toma de musstra:

Fecha / Hora toma de muestra:

Fecha / Mora de recepcion
Fecha inicio ensaya:

Fecha fin ensayo:

Fecha emesion Informe:
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess

. oo emtco por Laboratono Analitico Bioclinico, S.L. U,
CAment Enston, o 7 PITA. 04131 Almeria
Tobdhoro 34 950 2590 57  www Sb-s! com
INFORME DE ENSAYO
AZ2238282

EC2005408. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologice (AGAR). Productor: Laboraterio Clenclas
Biolbgicas - Faculad de RRNN - ESPOCH. Variedad: Medic de Cuitivo - AGAR. Lote/cuartal:
AGARSacio_ACP2_POR_CR_001. Predic. Compost Porlan. Locelided: Riob

Agar (#)

Agar

025

Temperatura Ambiente

Agpropado

Extarnn

Extame

No faciitade (1)

Ne Facilitada (¥)

01082022 1644

02/082022

03082022

D6/08/2022

Resultados Detectados
Paramevo Resultado L’ Procadeniento Tecnica I
Clodonane 7.7 MORg 0,01 mghg TAR 101 1058 GC MaMS

|
J

a

Resultado L Procedmiento Tenice I
yEETLT T o'

PAI3 CHZE UNO 08 10K SNE3Y0s, L8 CUARS 99 S00NITaN A SEpOsOON def chenio

Pagew 1de 2 NY AD232042




Difenoconazole

CiAment Enston, o 7 PITA. 04131 Ameria
Tobddhono. +34 960 2500 57 www Sb-5! com

B e oo emtco por Laboratono Analitico Bioclinico, S.L. U,

ANCVALION ARACTIICA
5 & retams Conpany

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cera
Codigo oberea 44
N* Muestra | Informe: AZ2238283
Refarencia cliente: EC2005405. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiolagice (AGAR). Productor: Laboratoria Clenclas
Biolbgicas - Facuhad de RRNN - ESPOCH. Variedad: Medio de Culve - AGAR Loweuml
AGARSBacio_ACP2_POR_CR_001. Predic. Compost Porlan. Localided: Riob

Tipo de musstra Agar (¥)

Descripoion LAB: Ager

Pase muestrs (Kg): 028

Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente

Estaco de la muestra: Agpropado

Tama de musstra; Extarnn

Frocedimienss tome de musstra:  Extame

Lugar toma de musstra: No facittade (1)

Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)

Fecha / Mara de recepcion 01082022 1644

Fecha inicio ensaya: 02062022

Fecha fin ensayo: 03082022

Fecha emesion Informe: 060612022

1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess

Resultades Detectados

Parkenetic Resultado L Procadimiento Tocnica

Ddenoconazl 1 6 mohg T mgikg LART 01105 GO MSMS
|
J

3 Resultado Lc Procedmiento Tenice I
[ TEmong T mgeg
a pona do las PRI CHIA UNO G0 10K ANsSYos, L cuakes 49 enomnlran a dsposain def cenlo

Pagen 1 de 2 NY AZZ3E243




Tebuconazole

» wioom emtopor Laboratonio Analitico Bioclinico, S.L.U.
CAent Ensten, of 7 PITA 04131 Ameria
Totohono +34 960 2500 57 www Sb-s! com

NCVALION ANACTIICA LU
5 & retams Conpany

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cesa
Codgooborea 4741
N* Muestra | Informe: AZ2238286
HAeferencia cliente” EC2005412. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiolagice (AGAR). Productor: Laboratorks Cienclas
Biolbgicas - Facultad de RRNN - ESPOCH. Varledad: Medic de Cutivo - AGAR. Lote'cuartal:
AGARSacio_ACP2_PCR_TB_001. Predio: C: Parion, Localidad: Ricbamb
Tipo de musstre: Ager (#)
Descripoan LAB. Agar
Peso muestra (Kg) 028
Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente
Estado de la muestrs: Apropado
Toma de musstra: Extarna
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No faciltada ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensayo: 02062022
Fecha fin ensayo: 03082022
Fecha emision Informe: 060612022
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados
Paramevo Resultado L’ Procedeniento Tecnica I
Tebuconarol 0.3 moRg 0,01 mg%g LART 01105 GO MSMS

|
J

a Resultado e Procedimiento Tenice I
azi LR L0 mTE

)

LC Limse de Clantésacdo do la dotwrminacién

E11abotitonn dapons (0 s PendiLmbas asimadang pans cads 1 O D8 snsayon, Las culing si sncasniian i Asposodn Gl chwnia

Pagew 1002 NY AD232286




4 plaguicidas mezclados (Glifosato, chlorfenapyr, difenoconazole y tebuconazole)

@AB ¢ T

NCVALION ANACTIICA
5 & retams Conpany

Laboratono Analitico Bioclinico, S.L. U,
CAert Enston, o 7 PITA. 04131 Ameria
Tolohoro +34 960 2500 57 waw Sb-5! com

INFORME DE ENSAYO
Cliente:
cesa
Codigo oberea 44
N* Muestra | Informe: AZ2238285
HAeferencia cliente” EC2005411. Tipo de Matriz: Tratamiento microbiologico (AGAR). Productor: Laboratoria Cienclas

Boldgicas - Facultad de RRNN - ESPOCH. Varledad: Medic de Cutivo - AGAR. Lote/cunrtal:

AGARSBacto_ACP2_POR_PLAG_007. Predio: Compost Porion. Localdad: Riobamba

Tipo de muestra: Ager (#)
Oescrpcon LAS Ager
Pesoc muestra (Kg) 025
Medo conservecicn en transporte: . Temperstura Ambiente
Estaco de la muestrs: Apropiada
Toma de musstrs Extarna
Frocedimienss tome de musstra:  Extame
Lugar toma de musstra: No faciltada ()
Fecha / Hora toma de muestra: No Faciitada (¥)
Fecha / Mora de recepcion 01082022 1644
Fecha inicio ensaya: 02082022
Fecha fin ensayo: 060582022
Fecha emision Informe: 060612022
1 Momeatn Sollada por ol clanie LAB no w8 s esponsatie 06 fa msess
Resultades Detectados
Partenetc Resultade e Frocadimients Téenica
[EL=0) 4.7 moig 0.01 mghg LAR Q1137 I
Tlodonape U15 makg U107 mgig AR 10T 168 tsx:-l!:ﬁ's_4
MIenoconaza TNy Y ..m_mmm—m:—‘
Tebuconazol 15 mohy 007 mgig LAB 101108 GL-MaMS
T moky TOT g’y TABTOT Ty > 1
AR SRS 0T kg TAB 11137 TRC s 1
RHGI0 36 AMONRO Sl <007 Mok 0T mgiig TAB 70110 TS
J
Pagion 1de 2 NY AZZIEIES




ANEXO J. DIAMETROS DEL CRECIMIENTO DE LAS COLONIAS DE HONGOS Y
ACTINOBACTERIAS

Trichoderma harzianum



. - Plaguicidas .
Tiempo de crecimiento Glifosato |Chlorfenapyr |Difenoconazole |Tebuconazole 4 plaguicidas
1,3cm 1,3cm 1,7cm 1,6 cm 1,4cm
Oh 1,3cm 15cm 15cm 2,3cm 1,6cm
1,2cm 1,2cm 14cm 2,2cm 15cm
1,3cm 1,7cm 1,6 cm 1,4cm
24 h 1,5cm 1,5cm 2,3cm 1,6cm
1,2cm 14cm 2,2cm 1,5cm
3,5¢cm 1,8cm 1,2cm 14cm
48 h 3,2cm 1,5cm 2,0cm 1,6cm
3,8cm 1,4cm 2,2¢cm 1,5¢cm
18,92cm2 1,8cm 1,9cm
72h 18,92cm2 1,5cm 2,1cm
18,92cm2 1,4cm 2,3cm
3,0cm
96 h 3,5¢cm
3,5¢cm
4cm 1,6cm
120h 4,5cm 1,6cm
3,9cm 1,6cm
18,92cm2 1,6cm
144 h 18,92cm2 1,6cm
18,92cm2 16cm
18,92cm2 [18,92cm2 2,lcm 2,0cm 1,6cm
168 h 18,92cm2 [18,92cm2 1,7cm 2,1cm 1,6cm
18,92cm2 |18,92cm2 15cm 2,3cm 16cm
18,92cm2 [18,92cm2 2,lcm 2,0cm 1,6cm
192h 18,92cm2 [18,92cm2 1,7cm 2,lcm 1,6cm
18,92cm2 |18,92cm2 15cm 2,3cm 16cm
18,92cm2 2,1cm 2,0cm 16cm
216h 18,92cm2 1,7cm 2,1cm 1,6cm
18,92cm2 15cm 2,3cm 16cm
18,92cm2 2,1cm 2,0cm
240h 18,92cm2 1,7cm 2,1cm
18,92cm2 1,5cm 2,3¢cm
264 h
18,92cm2 1,6cm
288h 18,92cm2 16cm
18,92cm2 1,6cm
18,92cm2 |18,92cm2 2,1cm 2,0cm 16cm
312h 18,92cm2 |18,92cm2 1,7cm 2,2cm 16cm
18,92cm2 [18,92cm2 1,5cm 2,3¢cm 1,6cm
18,92cm2 [18,92cm2 2,1cm 2,0cm 1,6cm
336h 18,92cm2 (18,92cm?2 1,7cm 2,2¢cm 1,6cm
18,92cm2 (18,92cm?2 1,5cm 2,3cm 1,6cm
18,92cm2 [18,92cm2 2,1cm 2,0cm 1,6cm
360h 18,92cm2 (18,92cm?2 1,7cm 2,2¢cm 1,6cm
18,92cm2 (18,92cm?2 1,5cm 2,3cm 1,6cm

Aspergillus niger




Plaguicidas

Tiempo de crecimiento Glifosato |Chlorfenapyr | Difenoconazole | Tebuconazole |4 plaguicidas
1,2cm 1,3cm 1,1cm 1,4cm 1,8cm
Oh 1,2cm 1,3cm 1,3cm 1,4cm 1,5cm
1,5cm 1,2cm 1,2cm 1,0cm 1,7cm
1,3cm 1,1cm l4cm 1,8cm
24 h 1,3cm 1,3cm l4cm 15cm
1,2cm 1,2cm 1,0cm 1,7cm
1,6 cm 1,1cm 1,5cm 1,8cm
48 h 2,5¢cm 1,3cm 1,5cm 1,5cm
2,3cm 1,2cm 1,3cm 1,7cm
3,6¢cm 1,1cm 15cm
72 h 3,7¢cm 1,3cm 15cm
3,7¢cm 1,2cm 1,3cm
2,3¢cm
96 h 2,4cm
2,5¢cm
3,8cm 19cm
120 h 3,9¢cm 1,6cm
3,9cm 1,8cm
4,7cm 1,9cm
144 h 4,7cm 1,6 cm
4,9cm 1,8cm
6,0cm 15cm 19cm
168 h 5,7¢cm 1,5cm 1,6cm
58cm 1,3cm 1,8cm
18,92cm?2 1,5¢cm 1,9cm
192 h 18,92cm?2 15cm 1,6 cm
18,92cm2 1,3cm 1,8cm
15cm 1,9cm
216 h 1,5cm 1,6 cm
1,3cm 1,8cm
1,5¢cm
240 h 1,5cm
1,3cm
264 h
1,9cm
288 h 1,6 cm
1,8cm
15cm 1,9cm
312h 1,5cm 1,6 cm
18,92cm?2 1,3cm 1,8cm
18,92cm?2 1,5¢cm 1,9cm
336 h 18,92cm?2 1,5cm 1,6 cm
18,92cm2 1,3cm 1,8cm
18,92cm2 1,5cm 1,9cm
360 h 18,92cm2 1,5cm 1,6cm
18,92cm?2 1,3cm 1,8cm




Tiempo de crecimiento

Repetecidn de contaminados

4 plaguicidas

Glifosato |Chlorfenapyr |Difenoconazole |Tebuconazole
1,4cm 1,3cm 1,3cm 1l4cm 1,8cm
Oh 1,3cm 1,3cm 1,2cm 1,4cm 1,5cm
1,2cm 1,1cm 1,2cm 1,0cm 1,7cm
1,4cm 1,3cm 1,3cm 14cm 1,8cm
24 h 1,3cm 1,3cm 1,2cm 1,4cm 1,5¢cm
1,2cm 1,1cm 1,2cm 1,0cm 1,7cm
2,3cm 3,0cm 1,3cm 15cm 1,8cm
48 h 26cm |3,5cm 1,2cm 15cm 1,5cm
2,2cm 3,5¢cm 1,2cm 1,3cm 1,7cm
3,5¢cm 3,8cm 1,3cm 15cm
72h 3,6cm [3,8cm 1,2cm 15cm
3,7cm 3,9cm 1,2cm 1,3cm
96 h
19cm
120 h 1,6 cm
1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 19cm
144 h 18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,6 cm
18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 19cm
168 h 18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 15cm 1,6 cm
18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,3cm 1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 19cm
192 h 18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 15cm 1,6 cm
18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,3cm 1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 1,9cm
216 h 18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 15cm 1,6 cm
18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,3cm 1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm
240 h 18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 15cm
18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,3cm
264 h
1,9cm
288 h 1,6cm
1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 1,9cm
312h 18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 1,5cm 1,6cm
18,92cm2(18,92cm?2 1,2cm 1,3¢cm 1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 1,9cm
336h 18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 1,6cm
18,92cm2(18,92cm?2 1,2cm 1,3¢cm 1,8cm
18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 1,9cm
360 h 18,92cm2(18,92cm2 1,3cm 15cm 1,6cm
18,92cm2(18,92cm2 1,2cm 1,3cm 1,8cm




Aspergillus spp

. . Plaguicidas .
Tiempo de crecimiento Glifosato (Chlorfenapyr |Difenoconazole |Tebuconazole 4 plaguicidas
1,2cm 1,0cm 1,3cm 1,6cm 2,1cm
Oh 1,3cm 1,0cm 1,0cm - 1,8cm
1,2cm 1,2cm 1,2cm 14cm 1,8cm
1,0cm 1,3cm 1,6cm 2,1cm
24 h 1,0cm 1,0cm - 1,8cm
1,2cm 1,2cm 1,4cm 1,8cm
1,3cm 1,3cm 1,5cm 2,1cm
48 h 1,3cm 1,2cm - 2,3¢cm
1,4cm 1,3cm 1,4cm 2,0cm
2,3cm 1,3cm 1,5cm
72h 2,1cm 1,2cm -
2,3cm 1,3cm 14cm
19cm
96 h 2,0cm
1,7cm
2,5cm 2,1cm
120 h 2,5¢cm 2,3cm
2,4cm 2,0cm
2,8cm 2,1cm
144 h 2,9cm 2,3cm
2,6cm 2,0cm
3,1cm 3,6cm 1,3cm 15cm 2,1cm
168 h 3,5¢cm 3,3cm 1,2cm - 2,3cm
2,9cm 4,0cm 1,3cm 1,4cm 2,0cm
3,1cm 3,7cm 1,3cm 15cm 2,1cm
192 h 3,5¢cm 3,3cm 1,2cm - 2,3cm
2,9cm 4,0cm 1,3cm 14cm 2,0cm
3,7¢cm 1,3cm 15cm 2,1cm
216h 3,3cm 1,2cm - 2,3cm
4,0cm 1,3cm 1,4cm 2,0cm
3,7¢cm 1,3cm 1,5cm
240 h 3,3cm 1,2cm -
4,0cm 1,3cm 1,4cm
264 h
3,1cm 2,1cm
288h 3,5¢cm 2,3cm
2,9cm 2,0cm
3,1cm 18,92 cm2 1,3cm 15cm 2,1cm
312h 3,5¢cm 3,3cm 1,2cm - 2,3cm
2,9cm 18,92 cm2 1,3cm 1,4cm 2,0cm
3,1cm 18,92 cm3 1,3cm 1,5cm 2,1cm
336h 3,6 cm 3,3cm 1,2cm - 2,3cm
2,9cm 18,92 cm3 1,3cm 1,4cm 2,0cm
3,1cm 18,92 cm4 1,5cm 2,1cm
360h 3,7cm 3,3cm - 2,3cm
3,2cm 18,92 cm4 1,4cm 2,0cm




ACP1

. . Plaguicidas
Tiempo de crecimiento Glifosato |Chlorfenapyr|Difenoconazole | Tebuconazole |4 plaguicidas
1,3cm 1,3cm 1,2cm 1,7cm 1,8cm
Oh 1,3cm  |1,3cm 1,2cm 1,6cm 1,7cm
1,3cm 1,3cm 1,3cm 14cm 1,5cm
1,3cm 1,3cm 1,2cm 1,7cm 1,8cm
24 h 1,3cm  |1,3cm 1,2cm 1,6cm 1,7cm
1,3cm 1,3cm 1,3cm 14cm 1,5cm
1,8cm
48 h 1,7cm
1,5cm
72h
96 h
1,3cm 1,3cm 1,7cm 1,8cm
120h 1,3cm 1,3cm 1,6cm 1,7cm
1,3cm 1,4cm 14cm 1,5cm
1,5cm 1,3cm 1,3cm 1,7cm 1,8cm
144 h 1,5cm 1,4cm 1,3cm 1,6cm 1,7cm
1,6cm 14cm 1,4cm 14cm 1,5cm
1,5cm 1,4cm 1,4cm 1,7cm 1,8cm
168 h 16cm |l4cm 1,3cm 1,6cm 1,7cm
1,6cm 1,7cm 1,4cm 14cm 1,5cm
1,5cm 14cm 1,4cm 1,7cm 1,8cm
192 h 1,6cm 15cm 1,3cm 1,7cm 1,7cm
1,7cm 1,7cm 1,4cm 1,5cm 1,5cm
1,8cm
216 h 1,7cm
1,5cm
240h
1,4cm 1,7cm
264 h 1,4cm 1,7cm
1,5¢cm 1,5cm
1,5cm 1,8cm 1,9cm
288 h 1,4cm 1,7m 1,8cm
1,5¢cm 1,5cm 1,7cm
1,5cm 1,8cm
312h 1,4cm 1,7m
1,5¢cm 1,5cm
1,5cm 1,8cm
336h 1,4cm 1,7m
1,5cm 1,5cm
1,5cm 1,8cm
360 h 1,4cm 1,7m
1,5cm 1,5cm




. - Repeticién de contaminadas
Tiempo de crecimiento Glifosato |Chlorfenapyr |Difenoconazole | Tebuconazole |4 plaguicidas
1,7cm 1,2cm 1,2cm 1,7cm 1,8cm
Oh 1,3cm  [1,3cm 1,2cm 1,6 cm 1,7 cm
1,3cm 1,3cm 1,3cm 1,4cm 1,5cm
1,7cm 1,2cm 1,2cm 1,7cm 1,8 cm
24 h 1,3cm (1,3cm 1,2cm 1,6 cm 1,7 cm
1,3cm 1,3cm 1,3cm 1,4cm 1,5cm
1,7cm 1,2cm 1,8cm
48 h 1,3cm [1,3cm 1,7 cm
1,3cm 1,4 cm 1,5cm
1,7cm 1,2cm
72 h 1,4cm (1,3cm
1,3cm 1,4cm
1,3cm
96 h 1,4cm
1,6 cm
1,3cm 1,7cm 1,8cm
120 h 1,3cm 1,6 cm 1,7 cm
1,4cm 1,4cm 1,5cm
1,8cm 1,3cm 1,7cm 1,8cm
144 h 1,6 cm 1,3cm 1,6 cm 1,7 cm
1,5cm 1,4cm 1,4cm 1,5cm
1,9cm 1,4cm 1,4cm 1,7cm 1,8cm
168 h 1,6cm [1,5cm 1,3cm 1,6 cm 1,7 cm
1,5cm 1,6 cm 1,4cm 1,4cm 1,5cm
1,9cm 1,4cm 1,4cm 1,7cm 1,8cm
192 h 1,6cm [1,5cm 1,3cm 1,7 cm 1,7 cm
1,5cm 1,6 cm 1,4 cm 1,5cm 1,5cm
2,0cm 1,4cm 1,8cm
216 h 1,7cm [1,5cm 1,7 cm
1,6 cm 1,6 cm 1,5cm
2,1cm 1,4 cm
240 h 1,8cm [1,5cm
1,6 cm 1,6 cm
1,4cm 1,4 cm 1,7cm
264 h 1,5cm 1,4cm 1,7 cm
1,6 cm 1,5cm 1,5cm
1,5cm 1,8cm 1,9cm
288 h 1,4cm 1,7 m 1,8cm
1,5cm 1,5cm 1,7cm
2,3cm 1,5cm 1,8cm 1,9cm
312h 2,2cm 1,4cm 1,7 m 1,8cm
1,8cm 1,5cm 1,5cm 1,7cm
2,3cm 1,4cm 1,5cm 1,8cm 1,9cm
336h 2,2cm  |1,5cm 1,4cm 1,7m 1,8cm
1,8 cm 1,6 cm 1,5cm 1,5cm 1,7cm
2,3cm 1,4 cm 1,5cm 1,8cm 1,9cm
360 h 2,2cm |1,5cm 1,4cm 1,7 m 1,8 cm
1,8cm 1,6 cm 1,5cm 1,5cm 1,7cm




ACP2

. - Plaguicidas L
Tiempo de crecimiento Glifosato |Chlorfenapyr|Difenoconazole | Tebuconazol 4 plaguicidas
1,4cm 1,3cm 1,2cm 1,6cm 1,6 cm
Oh 1,3cm  |1,2cm 1,2cm 1,4cm 1,9cm
14cm 1,3cm 1,2cm 1l4cm 2,1cm
14cm 1,3cm 1,2cm 1,6cm 1,6 cm
24 h 1,3cm 1,2cm 1,2cm 1,4cm 1,9cm
1,4cm 1,3cm 1,2cm 1,4cm 2,1cm
1,6cm
48 h 1,9cm
2,1cm
72h
96 h
1,6cm 1,3cm 1,3cm 1,6cm 1,6 cm
120 h 1,4cm 1,2cm 1,3cm 1,4cm 1,9cm
1,7cm 1,3cm 1,2cm 1,4cm 2,1cm
1,6 cm 1,4cm 1,3cm 1,6cm 1,6 cm
144 h 15cm |1,3cm 1,3cm 1,4cm 19cm
1,7cm 1,4cm 1,2cm 15cm 2,1cm
1,6cm 1,4cm 1,3cm 1,6cm 1,6 cm
168 h 1,6cm 1,3cm 1,3cm 1,4cm 1,9cm
1,8cm 1,4cm 1,3cm 1,5¢cm 2,1cm
1,7cm 1,4cm 1,3cm 1,6cm 1,6 cm
192 h 16cm |1,3cm 1,3cm 1,4cm 1,9cm
1,8cm 1,4cm 1,3cm 15cm 2,1cm
1,6 cm
216 h 19cm
2,1cm
240 h
14cm 1,6cm
264 h 1,4cm 1,5cm
1,4cm 1,6cm
1,4cm 1,6cm 1,6 cm
288 h 1,5cm 1,5cm 2,0cm
1,4cm 1,6cm 2,2cm
1,4cm 1,6cm
312h 1,5cm 1,5cm
1,4cm 1,6cm
1,4cm 1,6cm
336h 1,5cm 1,5cm
1,4cm 1,6cm
1,4cm 1,6cm
360 h 1,5cm 1,5cm
1,4cm 1,6cm




Tiempo de crecimiento

Repeticién de contaminadas

Chlorfenapyr | Difenoconazole | Tebuconazole |4 plaguicidas
1,2cm 1,2cm 1,6cm 1,6cm
Oh 1,2cm 1,2cm 1,4cm 19cm
1,1cm 1,2cm 14cm 2,1cm
1,2cm 1,2cm 1,6cm 1,6cm
24 h 1,2cm 1,2cm 1,4cm 1,9cm
1,1cm 1,2cm 1,4cm 2,1cm
1,2cm 1,6cm
48 h 1,2cm 1,9cm
1,1cm 2,1cm
1,2cm
72h 1,2cm
1,1cm
1,3cm
96 h 1,3cm
1,3cm
1,3cm 1,6cm 1,6cm
120 h 1,3cm 1,4cm 1,9cm
1,2cm 14cm 2,1cm
1,3cm 1,6cm 1,6cm
144 h 1,3cm 1,4cm 1,9cm
1,2cm 1,5¢cm 2,1cm
1,3cm 1,3cm 1,6cm 1,6cm
168 h 1,3cm 1,3cm 1,4cm 1,9cm
1,3cm 1,3cm 15cm 2,1cm
1,3cm 1,3cm 1,6cm 1,6cm
192 h 1,3cm 1,3cm 1,4cm 19cm
1,3cm 1,3cm 15cm 2,1cm
1,3cm 1,6cm
216 h 1,3cm 1,9cm
1,3cm 2,1cm
1,3cm
240 h 1,3cm
1,3cm
1,3cm 14cm 1,6cm
264 h 1,3cm 1,4cm 1,5cm
1,3cm 14cm 1,6cm
l4cm 1,6cm 1,6cm
288 h 1,5cm 1,5cm 2,0cm
1,4cm 1,6cm 2,2¢cm
1l4cm 1,6cm 1,6cm
312h 1,5cm 1,5cm 2,0cm
1,4cm 1,6cm 2,2¢cm
1,3cm 1,4cm 1,6cm 1,6cm
336 h 1,3cm 1,5cm 1,5cm 2,0cm
1,3cm 1,4cm 1,6cm 2,2cm
1,3cm 1l4cm 1,6cm 1,6cm
360 h 1,3cm 1,5cm 1,5cm 2,0cm
1,3cm 1,4cm 1,6cm 2,2¢cm




ANEXO K. RECUENTO DE ESPORAS EN LA CAMARA DE NEUBAUER

Numero de esporas de Trichoderma

harzianum

755 |528 [572 [548 | 542
598  |604 | 541 |453 |590
657 |602 |649 [595 |623
663 [597 |661 |643 |635
667 |681 |643 |654 |662

Numero de esporas de Aspergillus spp.

217 291 304 277 328
234 240 243 347 322
250 233 267 245 323
215 230 244 236 269
244 221 283 269 293

Numero de esporas de Aspergillus niger

Células /mL = (N x 104 X 90)
Células/mL = (614 x 104 X 90)cel
/mlL
Células/mL = 5,5 x 108
Célulasen 50 uL = 2,75 X 107células

Células/mL = (N x 104 X 90)
UFC/mL = (265 X 104 X 90)cel/mL
UFC/mL = 2,4 x 108
UFCen50ulL = 1,2 x 107células

269 197 191 209 199
UFC/mL = (N x 104 X 90)cel/mL
165 181 216 159 203
UFC/mL = (184 X 104 X 90)cel/mL
185 182 169 201 147 UFC/mL =1,7 x 108
179 192 182 197 197 UFC en 50 ulL = 8,3 x 10¢células
180 206 240 185 177




NUmero de esporas de ACP1

099

014

(o] ~o]

ocA

813 838 874 876 833
826 857 871 865 890
836 843 817 807 895
836 865 832 813 809
NUmero de esporas de ACP2

233 297 273 255 291
242 274 268 289 270
228 253 250 288 244
239 250 293 261 235
255 289 261 287 273

UFC/mL = (N x 104 X 90)cel/mL
UFC/mL = (843 X 10* X 90)cel/ml
UFC/mL =17,6 X 108
UFCen 50 ulL = 3,8 x 107células

UFC/mL = (N x 104 X 90)cel/mL
UFC/mL = (263 x 10* x 90)cel/ml
UFC/mL =2,4x 108
UFCen50ulL = 1,2 x 107células




ANEXO L. RECUENTO DE BACTERIAS EN LA CAMARA DE PETROFF HAUSSER

Pseudomonas

992 895 830 867 1002

832 915 871 962 941

733 813 755 775 7

764 797 868 749 796

814 854 798 828 783

Bacterias Gram negativa

Células/mL = N x 25 x50 x 103

Células/mL = 840,44 x 25 x 50
x 103

Células/mL = 1,05 x 10°
Célulasen 50 uL = 5,25 x 107células

573 630 647 691 643

638 704 723 683 712

655 669 635 684 671

601 693 701 722 658

651 702 733 680 636

Célulals/mL = N x 25 X 50 x 103
Células/mL = 669 x 25 x 50 x 103

UFC/mL = 8,3 x 108

Célulals en 50=u!" 15 x 107células




ANEXO M. EVIDENCIA FOTOGRAFICA DE LA INVESTIGACION REALIZADA EN
EL LABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVERSIDAD MICROBIOLOGICA DEL COMPOST.

Preparacion de medio de cultivo y medicion de pH




Etiquetado y vertido de medio de cultivos en cajas Petri




Inoculacion y dispersion de microorganismos en el medio de cultivo
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Agar PDA con hongos Agar GYM con Actinobacterias

Incubacion a temperatura ambiente por 3 dias para bacterias, 5 dias para actinobacterias y 15
dias para hongos. Rotular con e nombre de los cultivos y el medio




ADAPTACION DE MICROORGANISMOS EN MEDIO BASAL ENRIQUECIDO CON

PESTICIDAS
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Diluciones preparadas a partir del medio basal con pesticidas




Crecimiento de microorganismos en el medio de cultivo enriquecido con 1g/L, 3 g/L y 6 g/L de

cada pesticida




ELECCION DE MICROORGANISMOS PARA ENSAYO DE DEGRADACION.




Purificacion y almacenamiento de Actinobacterias




ENSAYOS DE MICROORGANISMOS SOMETIDOS A PESTICIDAS
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Inoculacién de microorganismos en medio basal con pesticidas







Microorganismo creciendo en medio basal con pesticidas




ANEXO N. ESQUEMA DE LA METODOLOGIA USADA PARA LA DETECCION DE
MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE PESTICIDAS

ADAPTACION DE MICROORGANIMOS EN
CALDOS ENRIQUECIDOS

DILUCIONES SERIADAS PREVIAS A LA
SIEMBRA

SIEMBRA DE MICROORGANIMOS
ADAPTADOS EN CALDOS ENRIQUECIDOS

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE
MICROORGANISMOS

TABULACION DE DATOS DE
MICROORGANISMOS ENCONTRADOS

ELECCION DE MICROORGANISMOS
DEGRADADORES

- "y

INOCULACION DE MICROORGANISMOS
EN MEDIO BASAL CON CONCENTRACION
CONOCIDA DE PESTICIDAS

OBSERVACION DE ENSAYOS

-

ANALISIS CUANTITATIVO DE PESTICIDAS
EN LABORATORIO EXTERNO

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
DEGRADACION




ANEXO O. COTIZACION PARA ANALISIS DE PESTICIDAS

TABLA COMPARATIVA PARA ADQUISICIONES

Proyecto: Las Organizaciones Rurales y los mecanismos de produccién y comercializacidn Asociativa - Un modelo de Desarrollo Integral para el agro
ecuatoriano FOOD/2016/380-060
Adquisicidn: Analisis de residuos de pesticidas en muestras de AGAR - Evaluacion de Fecha 11/5/2022 =, CEFA
tratamientos con microorganismos @
La semilla de lo solidaridad
AGROLAB AGROCALDIAD
Item Unidad
Preciof/unidad Cantidad Subtotal Preciofunidad Cantidad Subtotal
Glifosato Analisis | $ 295,00 4 S 1.180,00 $ -
Chlorfenapyr Analisis S 225,00 4 S QDO,DU' S -
difenoconazole Analisis S 225,00 4 5 90’0,00 S 96,14 4 $ 384'57
Tebuconazole Analisis | S 225,00 4 S 900,00| S 96,14 4 S 384,57
Difenoconazole + Tebuconazole Andlisis S -1 5 144,21 4 S 576,86
Glifosato + Chlorfenapyr + Difenoconazole fps
+ Tebuconazole Analisis S 445,00 4 S 1.780,00 S -
S 5.660,00 S 1.346,00

todo el estudio.

Resolucién: En el proceso se convocd a 8 laboratorios del Pais. Sélo AGROLAB presentd una oferta completa. AGROCALIDAD presentd una oferta parcial. En funcion del analisis
bajo cuatro escenarios adjunto al presente, se resuelve contratar los serivicios de AGROLAB porque tienen la capacidad para analizar las cuatro moléculas en cuestion, cuenta con
las certificaciones de calidad vy es el mismo aboratorio que se contratd para el analisis de residuos de pesticidas, con lo que se asegura el cumplimiento del mismo estandar para

Firmamos, El Comité de Adquisiones.

Coordinador Proyecto Cadenas de Valor

CEFA

Hesponsable Cadersa Quinua en Chimborazo

CEFA
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CEFA

Decente Investigadora
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