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INTRODUCCIÓN 

Costa Rica es uno de los principales importadores de agroquímicos (Figura 

1 ), en el año 2016 se importaron un total de 9620 distintos tipos de fertilizantes, 

plaguicidas, herbicidas y abonos (PROCOMER, 2016). En 2016, esta entidad 

reportó el uso de 11 ,4 kg/ha, por debajo de lo utilizado en China 17 kg/ha , y 

mucho mayor que el utilizado en Estados Unidos, 2,5 kg/ha. 

500 1 

2011 

Costa Rica: balanza comercial de agroquímicos 
Millones USO 

2011-2015 

2012 2013 2014 2015 

• Exportaciones 

lm portaciones 

Figura 1. Balanza Comercial de Agroquímicos. Costa Rica. Fuente: Estudios de 

Mercado. Agroquímicos en Nicaragua. PROCOMER. 2016. 

Según la confederación internacional OXFAM (2016), el uso de estas 

sustancias en nuestro país es sobreutilizado, principalmente en piña y banano, 

ocasionando problemas en la salud humana y en el ambiente. En 2013, Cabrera 

señaló que la creciente expansión del monocultivo de piña provoca graves 

problemas socio-ambientales en diversos cantones del país, como carencias de 

viabilidad ambiental de los sitios de cultivo, irrespeto de zonas de protección de 

ríos, nacientes y quebradas así como la contaminación de aguas. No obstante, 

entidades como el Ministerio de Agricultura y Ganadería y el Ministerio de 

Comercio Exterior, aseguran que se cumple con todos los estándares de calidad y 
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que la piña es uno de los productos con menos problemas de residuos 

(CANAPEP, 2016). 

La producción de piña (Ananas sp) en Costa Rica se convirtió en un 

sistema agrícola intensivo desde los años 80, y para el año 201 ?se contabilizaron 

43 000 ha de plantaciones de este producto, lo que incrementa el área de 

influencia de este cultivo sobre los cuerpos delo agua (INCAE, 2017). La creciente 

demanda de los mercados estadounidense y europeo, provoca que se deba 

acelerar e intensificar la producción y por ende cada vez es mayor la aplicación de 

herbicidas, fungicidas, nematicidas, insecticidas, fertilizantes y compuestos 

agroquímicos, (Aguirre & Arboleda 2008). En el año 201 O se reportó el uso de 

cerca de 14 tipos de agroquímicos en este cultivo (Cuadro 1) y se espera que para 

el año 2017 el uso de los mismos no haya cambiado significativamente. 

11 



Cuadro 1. Principales agroquímicos utilizados en el cultivo de piña en Costa Rica. 

Tipo Nombre en el 
Mecanismo de Acción 

mercado 

Diazinón 

Etoprofos Inhibición de enzima colinesterasa 
Insecticidas 

Carbaril 

Ametrina Bloquea el transporte de electrones 

Bromacil Inhibición del fotosistema 11 

Herbicidas Diuron Inhibición del fotosistema 11 

Paraquat Inhibición del fotosistema 1 

Regulador de 
Etefón 

Alteraciones en procesos fisiológicos y 

crecimiento bioquímicos 

Mancozeb 
Inhibición y desnaturalización 

enzimática. 

Aceites 

agrícolas 

Fungicidas Tridemorf Inhibición de la síntesis de ergosterol 

Conazoles Interrumpe la función de la membrana 

Clorotalonil Inhibición síntesis de ATP 

Inhibición de la biosíntesis de esterol 
Fungicidas pos-

Triadimefon en las membranas 
cosecha 

Fuente: Modificado de Importación y Uso de Plaguicidas en Costa Rica: período 

2006-2012. Informe Área Diagnóstico, Instituto Regional de Estudios en 

Sustancias Tóxicas. 2012. 
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Las malas prácticas de cultivo provocan que ciertos residuos se incorporen 

al flujo hidráulico de muchos cuerpos de agua y por escorrentía a lagos y ríos, 

dependiendo del grado de pendiente y el uso de agroquímicos (Ruepert et al. 

2005). El Cuadro 2 resume los diferentes agroquímicos encontrados en cuerpos 

de agua según publicaciones científicas y reportes en medios de comunicación en 

los últimos años. Como se puede observar se ha detectado la presencia de 

agroquímicos en ríos, cuencas, acueductos y humedales. 

Cuadro 2. Agroquímicos encontrados en cuerpos de agua de los principales 

cantones productores de piña en Costa Rica. 

Cantón Localidad Compuestos Referencia 

encontrados 

Escurrimento al Limón bromacil, diuron, REPcar, 2011 

Mar Caribe clorpirifós, endosulfan, 
(CICA-

(Agua superficial y 
cx.-clordano, HCH, y 

CIMAR) 
fenbuconazol 

sedimentos en 

ríos) 

Siquirres El Cairo, Milano y bromacil, diuron y otros Informe del 

Luisiana de plaguicidas Estado de La 
(Fuentes de agua 

Siquirres Nación, 2013. 
y ríos) 

Periódico La 

Nación 2008. 

ametrina, carbofuran, 

clorotalonil, diazinon, Castillo et al. 

Cuenca Río diurón, 2011 

Madre de Dios, 
epoxiconazole, 

Laguna Madre de 
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San Carlos 

(Fuentes de agua) 

Guatusa 

(Río) 

Pococí · 

(Ríos, fuentes de 

agua) 

Guácimo 

(Ríos) 

Los Chiles 

Dios, Limón etoprofos 

Acueducto de agroquímicos 

Vera cruz 

bromacil 

Pita! 

Río Barbudero plaguicidas 

Instituto de 

Acueductos y 

Alcantarillados 

(Ay A). La 

Nación (2016) 

Semanario 

Universidad 

(2009) 

Llano 

Sector 

Bonito, varios plaguicidas, entre Periódico La 

Libre Nueve, ellos los herbicidas Prensa 

Santa Rosa de La ametrina y bromacil, el (2013) 

Rita, Aguas Frías fungicida propiconazole 

de Roxana, La y el insecticida diazinon 

Curia, San Luis de 

Jiménez y 

Parismina 

Cuenca del Río 

Jiménez 

Humedal de Caño 

carbaril, diazinón, 

etoprofós, Bromacil, 

ametrina, hexazinona, 

diurón, triadimefón y 

clorotalonil 

ametrina, bromacil, 

Laboratorio de 

Análisis de 

Residuos de 

Plaguicidas 

de la 

Universidad 

Nacional 

(UNA) 

Echeverría et 

al. 2012 

Fournier et al. 
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(Ríos y Negro diuron, diazinón, 2017 

Humedales) 
Río Frío la 

etoprofos 
y 

Muerte 

Buenos Aires Humedal Térraba- bromacil y ametrina Semanario 

Sierpe Universidad 
Perez Zeledón 

CICA, 2014 

Además de sus efectos en el ser humano, Echeverría y colaboradores 

(2012) señalan que la presencia de agroquímicos provenientes de piñeras afectan 

a las comunidades de peces e insectos acuáticos. Otros estudios demuestran 

efectos negativos de los agroquímicos como inhibición de crecimiento y 

peroxidación lipídica en microalgas, bacterias, protozoos y crustáceos (Ma et al. 

2002) (Tsui &Chu. 2003). Esto revela la necesidad urgente de implementar o 

desarrollar tecnologías limpias, con el propósito de asegurar la calidad de la 

descarga de Jos procesos agrícolas a los cuerpos de agua (Torzillo et al. 2012). 

Se han desarrollado diversos métodos para eliminar los agroquímicos de 

los ambientes acuáticos (Cuadro 3), los cuales utilizan procesos térmicos, 

químicos, físicos y biológicos. Una alternativa inno.vadora, es la incorporación de 

microorganismos como cianobacterias a sistemas de tratamiento, que al ser 

pequeños, con altas tasas de reproducción y con una gran relación entre la 

superficie y el volumen celular ofrecen ventajas sobre otras técnicas de remoción 

de compuestos contaminantes tanto orgánicos como inorgánicos (Zinicovscaia & 

Cepoi 2016). Estas características les confieren ciertas ventajas en la capacidad de 

remover agroquímicos, como los que se utilizan en la industria piñera. 
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Cuadro 3. Métodos convencionales para el tratamiento de aguas con 

agroquímicos 

Método Descripción Ventajas Desventajas Referencia 

Altos costos 

No Complejo 
Combustión Hattab & 

Térmico subproductos No útil para 
controlada Ghaly. 2012. 

tóxicos algunos 

agroquímicos 

Malina et al. 
Oxidación 

2014. 
Reducción 

Agentes 

catalíticos e 
Formación de 

Químico hidro líticos Rápido 
subproductos Misra et al. 

Coagulación y 
2013. 

Floculación 

Redi & Kim. 
Fotoquímico 

2015. 

Hattab & 
Absorción 

compuestos Formación de 
Ghaly. 2012. 

Físico In situ 
inórganicos subproductos 

Sarlak et al. 
Nanopartículas 

2014. 

Formación de Maqbool et al 
Biológico Degradación In situ 

subproductos 2016 

Las cianobacterias tienen un gran potencial para ser utilizadas en sistemas de 

biorremediación. En la actualidad existen cerca de 4500 especies identificadas 

dentro del filo Cyanobacteria (Guiry & Guiry 2017). Se han propuesto diversas 
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clasificaciones ya que la clasificación taxonómica de las cianobacterias es confusa 

y se necesita más investigación para lograr un consenso. 

Dentro de las clasificaciones más aceptadas se encuentra la de Rippka y 

colaboradores (1979) (Cuadro 4). Esta clasificación plantea cinco grupos 

diferenciados por estructuras, formas y tipo de división celular, lo que hace más 

sencillo su identificación a nivel de microscopio. Se han propuesto otras 

clasificaciones como la de Komarek (2006) donde se toman en cuenta aspectos 

moleculares, pigmentos, características morfológicas, bioquímicas, 

ultraestrusturales y ecofisiológicas, lo que se denomina análisis polifásico 

(Komarek, 2006), y otras como la de Ruggiero y colaboradores (2015), en donde 

se presenta una clasificación concenso tomando en cuenta más de 1,6 millones de 

especies, en donde se incluye la clasificación taxonómica de las cianobacterias. 

17 



Cuadro 4. Clasificación taxonómica de cianobacterias según Rippka et al. (1979). 

Subgrupo Estructura Particularidades Algunos géneros 

Fisión binaria o 

gemación. La Synechococcus 

Chrococcales división ocurre en G!oeothece G!oeobacter 
Unicelular o 

formación de 
uno, dos o tres Gloeocapsa Synechocystís 

colonias. 
planos. 

Forma 
Fisión binaria y 

esférica, 
múltiple. 

Formación de Dermocarpa Nostoc 
cilindrica u 

Pleurocapsales 
ovalada 

pseudofilamentos Dermocarpel!a 

. Algunas veces Chroococcídíopsís 

presencia de 

baeocitos 

El tricoma posee 
Spírulína 

solo células 

Oscillatoriales vegetativas y la 
Oscíllatoría Grupo A- LPP 

división ocurre en 
Pseudoanabaena Grupo B-

LPP 

Filamentosas 
un solo plano 

Presencia de 
, forman 

acinetos y 
tri comas. Nostoc Anabaena 

heterocistes. 
Nostocales Formación de Nodu!aría Ca!othríx 

Ramificación 
hormogonios 

falsa en algunos 
Scytonema 

de los géneros 

Presencia de 
Ch!orogeopsis Físchere!!a 

Stigonematales acinetos y 

heterocistes 
Mastígoc!adus 

18 



Al igual que las bacterias gram negativas, las cianobacterias tienen una pared 

celu lar con una capa de peptidoglicanos delgada, de composición y el 

entrecruzamiento variable. (Lee, 2008). Algunas poseen una cubierta o cápsula de 

polímeros extracelulares (EPS) compuesta de mucilago y pequeñas cantidades de 

celulosa (Lee, 2008). Además, poseen dos membranas, una externa que forma la 

pared celular y es rica en mureína, y una capa interna que conforma la membrana 

plasmática, la cual separa el citoplasma del periplasma (Fig.2). 

Clorofila a r::--' Membrana 

Ti!as,gt<!!tl Fotosíntesis 
Respiración celular 

Lumen 

Protones H+ .. 11~-~~?il~!I 

Citoplasma 

Carotenoides 
Periptasma ..,._., 
~ Respiración 

Pared Celular 

Membrana 
Citoplasmática 

celular 

Figura 2. Célula cianobacteriana, membrana celular y compartimentos. Fuente: 

Modificado de Photosynthesis and Respiration in Cyanobacteria. 2001 . 

Las cianobacterias, además tienen la capacidad de secretar polisacáridos, 

que les proveen protección contra otros organismos, luz, desecación, también les 

proporciona la capacidad de agregación para formar biotapetes y de movilización 

en superficies sólidas (Lee, 2008) . El proceso de excreción de polisacáridos como 

mecanismo de protección, adhesión y estructura también ha sido reportado en 

bacterias (Whitfield , 2006; Parkar et al. 2017). Esto les ha permitido a ambos 

grupos a adaptarse exitosamente a diferentes tipos de ambientes. 

La principal diferencias entre las bacterias y las cianobacterias, es que 

estas últimas son organismos fotosintéticos. El mecanismo fotosintético en 
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eucariotas cianobacterias es similar al que utilizan las cianobacterias (Hohmann & 

Blankenship, 2011 ), ya que la evidencia indica que los eucariontes fotosintéticos 

se originaron de la endosimbiosis de microorganismos similares a cianobacterias 

(Raven & Allen 2003). La endosimbiosis originó el intercambio de material 

genético entre el hospedero y el hué.sped, lo cual generó una dependencia 

evolutiva entre los mismos (Keeling, 2009). Las cianobacterias darían origen a lo 

que hoy se conoce como el cloroplasto. 

La mayoría de los organismos fotosintéticos comparten: el centro de 

reacción único (CRs); el fotosistema 1 (PSI); el fotosistema 11 (PSI!) y el mecanismo 

de transferencia de electrones desde el H20 hacia una molécula de NADPH+ 

(Nicotinamida adenina dinucléotido fosfato), cuya forma reducida, NADPH, es 

usada en la síntesis de carbohidratos (Fig. 3) (Kumar et al.2012). Al igual que las 

plantas y algas, las cianobacterias contienen pigmentos fotosintéticos como la 

clorofila a, b, d y f (Airs et al. 2014; Behrent et al. 2015). Algunos grupos 

contienen carotenoides y ficobilinas (ficocianina, allopicocianina y ficoeritrina), 

estos compuestos están organizados en complejo multiproteicos llamados 

ficobilisomas (Lee, 2008). En la Figura 4 se muestra la estructura de los tipos de 

clorofila que se pueden encontrar en cianobacterias. 
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Figura 3. Representación esquemática del complejo de proteínas involucrado en la 

fotosíntesis de cianobacterias. Fuente: Modificado de The Manganese calcium 

oxide-cluster of Photosystem 11 and its assimilation by the Cyanobacteria (2006) . 
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Figura 4. Tipos de clorofila presentes en cianobacterias. Fuente: Chlorophylls d 
and f and their role in primary photosynthetic processes of cyanobacteria. 2016 
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La fotosíntesis en cianobacterias inicia cuando los ficobilisomas unidos a la 

superficie de la membrana fotosintética absorben la luz en forma de fotones. Estos 

sistemas antena están formados por ficobiliproteínas unidas covalenternente por 

ficob\\inas. Las ficobilinas canalizan la energía absorbida hacia el Fotosistema 1 y 11 

(CRs: proteínas-pigmentos). En la mayoría de las cianobacterias la cantidad de 

complejos PSI! es menor que la de los complejos PSI (relación 3:: 5.8). Las 

ficobiliproteínas se asocian primero con el fotosistema 11 (Figura 5a), sin embargo 

en algunas condiciones pueden asociarse el fotosistema l. 

La conversión de energía solar en energía química es el resultado de 

reacciones en tándem que ocurren en los centros de reacción, la energía se 

transfiere a las moléculas de clorofila P680 (PSI!) y luego al complejo 

heterodimérico P700 (PSI) en donde inicia el proceso de conversión energético. 

En ambos fotosistemas se encuentran cofactores redox y sistemas de 

transferencia de electrones que provienen del agua y son transferidos a NADP+ 

(Figura 5b) 
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Figura 5. A. Sistema de transferencia de energía de fícobilisomas al fotosistema. 

B. Esquema Z de la fotosíntesis oxigénica en cianobacterias representando la 

transferencia de electrones del agua a NADP+. Modificado de Stress Biology in 

Cyanobacteria. 2013. 

Las investigaciones relacionadas con las características de la membrana y 

la pared celular, así como de sistemas con la fotosíntesis en cianobacterias han 

sido de gran interés para estudiar los mecanismos que utilizan en la degradación y 

acumulación de compuestos contaminantes (Zinicovscaia & Cepoi, 2016). Además 

de estudiar el efecto de estos compuestos en la fotosíntesis, respiración celular, 

expresión genética, división celular y producción de enzimas con el fin de conocer 

la sobrevivencia y la tolerancia a los diferentes compuestos (lbrahim et al. 2014). 

Los microorganismos tienen la capacidad de remover sustancias contaminantes 

del medio, entre ellas compuestos orgánicos como los agroquímicos. El potencial 

de las cianobacterias en la remoción de estos compuestos ha sido reportado para 

varias cepas (Cuadro 5) , las cuales son capaces de remover y degradar del medio 
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compuestos tan tóxicos para los ambientes acuáticos como lo son los 

agroquímicos. 

Cuadro 5. Estudios sobre capacidad de remoción de agroquímicos en diferentes 

microalgas (algas verdes y cianobacterias). 

Organismo Compuesto Referencia 

Diuron 

Microcystís aeruginosa 
Ácido2,4-diclorofenoxiacético 

Fernoxone Swain et al. 1994 

BHC 

Scenedesmus sp. 

Scenedesmus sp 2 

Ch!amydomonas sp 

Stíchococcus sp 

Ch/ore/la 

Nostoc sp 1 

Nostoc sp 2 
Fenamiphos Cáceres et al. 2008 

Nostoc sp 3 

Nostoc muscorum 

Anabaena sp 

Anabaena sp 

Arthrospíra fusíformis 

Lepto!yngbya boryana 

Mícrocystís aerugínosa 

Nostoc punctíforme Herbicida (Glifosato) Forlani et al. 2008 

Spiru/ina platensis 

Paraquat 

Oscí!!atoria sp Ácido2,4-diclorofenoxiacético 
Kumar et al. 201 O 
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Synechocystis sp. 
Anilofos Singh et al. 2011 

PUPCCC 64 

Westiellopsis 

prolífica, Nostoc hatei, Carbofuran, Clorpírifos y 
Jha et al. 2005 

y endosulfan 

Anabaena sphaerica 
- Anabaena 

oryzae, Nostoc 
Malatión lbrahim et al. 2014 

muscorum, and 

Spirulina platensis 

Dentro de los mecanismos que utilizan las cianobacterias para remover 

estas sustancias se encuentra la absorción y la adsorción. La absorción es el 

proceso mediante el cual se incorporan sustancias dentro de una célula; mientras 

que adsorción se refiere a la adherencia de alguna sustancia en la superficie 

celular (Gadd, 2008) (Fig. 6). Ambos son procesos efectivos y generalmente de 

bajo costo, que puede ser usados para la remoción de contaminantes como 

agroquímicos y metales pesados. 

Membrana 
Ce lular 

Capa de __-
peptidoglicanos 

Adsorción 

• • 9 e • • e 

Figura 5. Representación de la localización de las moléculas luego del proceso de 

absorción y adsorción en células cianobacteriana. 
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La absorción y la adsorción son procesos que involucran la participación de 

la membrana y la pared celular. En la biorremediación de agroquímicos se han 

propuesto además otros mecanismos como lo son la unión a complejos proteícos 

(Zimmermann et al. 2006), la degradación (Lipok et al. 2009) y la mineralización 

(Lipok et al. 2007). 

Los agroquímicos son sustancias que no solo afectan la estructura celular si 

no que alteran procesos fisiológicos y bioquímicos, tales como la síntesis de 

enzimas y la fotosíntesis (Zheng et al. 2013). En cepas de cianobacterias se ha 

demostrado que afectan la tasa de crecimiento, la fotosíntesis, la fijación de 

nitrógeno y las actividades metabólicas (Singh et al. 2013) 

El estudio de la alteración morfológica y fisiológica de las células después 

de estar en contacto con las sustancias contaminantes es muy importante para 

conocer su potencial en sistemas de biorremediación, ya que se debe determinar 

los efectos inhibitorios o estimulantes en la tasa de crecimiento y los procesos 

fisiológicos (Dubey et al. 2013). Se han considerado diversos criterios para 

determinar la viabilidad en cianobacterias, entre ellos los cambios morfológicos, 

bioquímicos, modificaciones en el citoesqueleto y cambios ultraestructurales 

(Zheng et al. 2013). 

La metodología utilizada para determinar los cambios morfológicos es la 

microscopia de luz y la de fluorescencia ultravioleta. Según Zheng y colaboradores 

(2013) mediante estas técnicas se puede identificar el proceso de muerte celular y 

viabilidad en células vegetativas, hormogonios, heterocistes y acinetos. En los 

últimos años la citometría de flujo ha emergido como herramienta útil para 

determinar la viabilidad celular. 

La citometría de flujo, es una técnica de análisis automatizado de células o 

partículas biológicas, es capaz de analizar múltiples parámetros de una célula y ha 

sido ampliamente utilizado para evaluar y cuantificar las condiciones de estrés a 

nivel celular, así como la toxicidad de diversas sustancias en cianobacterias 
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(Franklin, 2001 )(Hadjoudja et al. 2009),(Prado, 2009). Esta técnica también ha 

sido utilizada para separar células mutantes de Synechococcus sp. strain PCC 

7942 (Perelman et al. 2002), estudios de afloramientos de Mícrocystís (Zhou et al. 

2012) y análisis de fitoplancton (Dijk et al. 201 O). 

El sistema estándar BD FASCalibur de citometría incluye un láser (15mW, 

488 nm, argón) y detectores para dos parámetros de dispersión y tres parametros 

de fluorescencia. Adicionalmente, puede tener un láser adicional (635 nm) y 

detector de diodos (FL4) (BD FACSCalibur lnstructions For Use, 2007). La luz del 

láser se enfoca en el flujo de células por un lente, esta es interceptada por 

detectores, Jos cuales envían Jos datos a un programa informático que permite 

analizarlos. La fluorescencia y la dispersión proveen inforrhación acerca de la 

forma, el tamaño, la granularidad del citoplasma y la intensidad de la fluorescencia 

en cada célula. La dispersión frontal (FSC siglas en inglés) es colectada por el 

diodo frontal y la dispersión lateral (SSC siglas en inglés) es colectada por lentes 

colectores de fluorescencia, espejos dicroicos (DMs) y fotomultiplicadores (BD 

FACSCalibur lnstructions For Use, 2007) (Figura 7) 
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Figura 6. Diagrama funcionamiento básico de la citometría de flujo. Se señalan las 

etapas de entrada de fluidos o células, la sección óptica, la electrónica y la 

selección de células y desechos. Fuente: Modificado de Basic Principies in Flow 

Cytometry. Universidad de Berkley. 

La dispersión frontal es proporcional al área y tamaño de la superficie 

celular, por lo que es útil para distinguir poblaciones celulares de diferente tamaño 

y forma; la dispersión lateral es proporcional a la granularidad del citoplasma 

celular o la complejidad interna de la misma, al menos en eucariotas. Un gráfico 

bivariado de FSC y SSC permite diferenciar tipos de células en poblaciones 

heterogéneas (BD FACSCalibur lnstructions For Use, 2007) . El láser de argón es 

utilizado en citometría de flujo debido a que emite luz a 488 nm lo cual genera la 

excitación de más de un fluorocromo. Uno de estos es el isocianato de 

fluoresceína, el cual tiene un pico de absorción máximo de 488 nm (lntroduction to 

Flow Cytometry: A Learning Guide, 2000) . 

Dentro de esta técnica, los principales parámetros que se utilizan para 

determinar la viabilidad celular son la medición de la autoflorescencia y el 

procesamiento celular del isocianato de fluoresceína(FDA), es cula es un indicador 
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de la integridad de la membrana (Hyka et al. 2013). La autoflorescencia permite 

evaluar pigmentos como clorofila a, b, c y d, ficoeritrinas y carotenoides; todos 

estos pigmentos absorben radiación a 488 nm y presentan un pico de emisión a 

longitudes de onda mayores a 600 nm, todos son detectados por el filtro FL3. 

El ensayo con diacetato de fluoresceína (FDA) ha sido utilizado en estudios 

fisiológicos de diferentes tipos de células y fitoplancton (Latour et al. 2004), así 

como en evaluaciones de la toxicidad de diferentes agroquímicos y metales 

pesados en microalgas (Prado et al. 2009). Es un compuesto no polar, hidrofóbico 

y sin fluorescencia, su absorbancia máxima es a 490nm y la emisión máxima de 

513 nm (Hyka et al. 2013) (Fig. 8), tiene una alta absorción, excelente energía de 

fluorescencia y alta solubilidad en agua (Straüber & Müller, 201 O), 

Una vez dentro de la célula, el FDA es hidrolizado por esterasas no 

específicas que generan la fluoresceína, que sí es fluorescente (Li et al. 2011) 

(Fig. 9). Las esterasas son principalmente lipasas y acilasas, las cuales son 

esenciales para el metabolismo de fosfolípidos en las membranas celulares (Prado 

et al. 2009). Debido a la alta polaridad de la fluoresceína es atrapada dentro de las 

células mostrando la integridad de la membrana, y la intensidad de la 

fluorescencia se incrementa en el tiempo dependiendo de la actividad metabólica 

de las esterasas (Prado et al. 2009). De esta manera, la observación de una señal 

fluorescente en células que fueron tratadas con FDA indica que aún se mantiene 

una función celular, y por lo tanto se interpreta como evidencia de viabildiad 

celular. 
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B. Espectro de emisión de los cuatrofluorocromos 

FITC= lsotioc1.ari.ato de fluoresceína 
PE= Fk:o~r1trina 
PerCP= Proteína Clorofila Perlfina 
APC= Aloficocianlna 

Figura 7. Intensidad Normalizada en relación con la longitud de onda (nm) de los 

fluorocromos lsotiocianato de fluoresceína, Ficoeritrina, Proteína Clorofila Perifina 

y aloficocianina. A. Espectro de absorción. B. Espectro de emisión. Fuente: 

Modificado de lntroduction to Flow Cytometry: A Learning Guide. 2002. 
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Figura 8. Transformación del diacetato de fluoresceína en fluoresceína por acción 

de las enzimas esterasas .. Fuente: Modificado de A Fluorimetric Sensor for 

Detection of One Living Cell. 2007. 

Se ha reportado la citometría de flujo como una técnica para determinar la 

viabilidad celular de las cianobacterias expuestas a agroquímicos (Yamagami et 

al. 1994; Du et al. 2017) . No existe reporte de investigaciones que hayan utilizado 

está técnica en nuestro país para determinar la viabilidad celular en 

cianobacterias. Igualmente, no hay investigaciones relacionadas con la remoción 

de agroquímicos utilizando estos microorganismos. 

Las cepas que se utilizaron en esta investigación forman parte de la 

colección de cianobacterias y microalgas del laboratorio de Microbiología 

Ambiental. Estas cepas se han identificado basándose en técnicas moleculares 

(Morales, 2008) y se han utilizado en diferentes proyectos para la biorremediación 

de metales como aluminio, zinc y cobre (Núñez, 2012). 
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JUSTIFICACIÓN 

Los agroquímicos son sustancias muy tóxicas que alteran los procesos 

fisiológicos de las células. El uso intensivo de los mismos en la producción de piña 

en nuestro país es un grave problema, ya que ocasiona que residuos de estos 

compuestos lleguen a los cuerpos de agua y afecten a organismos como peces, 

macroinvertebrados, plantas acuáticas y microorganismos; así como a la 

población en general. En los principales cantones piñeros del país se ha reportado 

la presencia de estos compuestos en ríos, lagunas y humedales. 

La utilización de mecanismos químicos y físicos para remover estos 

compuestos ha sido reportada en la literatura, sin embargo el empleo de 

microorganismos como las cianobacterias en sistemas de biorremediación es un 

proceso alternativo y novedoso. Estudios demuestran que las cianobacterias 

tienen la capacidad de remover agroquímicos del medio en el que viven. Las 

características de estos microorganismos las hacen buenas candidatas para ser 

incorporadas en sistemas de tratamiento, con el fin de reducir y eliminar estos 

compuestos. 

Las cepas de la colección de ambientes extremos del Centro de 

Investigación en Biología Celular y Molecular han demostrado su capacidad en la 

remoción de diversos metales pesados, por lo que pueden tener un alto potencial 

en la biorremediación de agroquímicos; proceso que ha sido demostrado en la 

literatura utilizando otras cepas de cianobacterias. ·Este estudio es el primero en 

Costa Rica en utilizar estas cepas de cianobacterias para remover agroquímicos 

del medio. 

La citometría de flujo es una técnica utilizada en análisis de células 

humanas, sin embargo este es el primer estudio en nuestro país que utiliza está 

técnica para determinar la viabilidad celular en suspensiones libres de células de 

cianobacterias. Además del establecimiento de un protocolo de preparación de 

las muestras y análisis de resultados que pueden ser útiles para futuras 

investigaciones. 

32 



OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar la capacidad de remoción de Paraquat® (Gramoxón), Diuron® y 

Bromacil® de dos cepas de cianobacterias aisladas de fuentes termales de Costa 

Rica para la recuperación de aguas residuales. 

Objetivos Específicos 

1. Determinar la isoterma de adsorción de los agroquímicos sobre las dos 

cepas de cianobacterias. 

2. Estimar la cinética de adsorción y el efecto del pH en dicha cinética, de la 

cepa que presente la mayor absorción de los agroquímicos. 

3. Evaluar el efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular de las cepas 

de cianobacterias utilizando citometría de flujo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas de cianobacterias 

Se utilizaron dos cepas de cianobacterias pertenecientes a la colección de 

cianobacterias termofílicas del área de Microbiología Ambiental del CIBCM, 

aisladas de fuentes termales. Dichos morfotipos han sido identificados como 7M 

M04 Leptolyngbya sp 2 (Morales, 2008) y M03 Nostoc (Fig.10). El género 

Leptoylyngbya pertenece al orden Synechococcales, se caracteriza por ser una 

cepa filamentosa, con células vegetativas alargadas y en algunos casos presencia 

de hormogonios. El género Nostoc, por otro lado forma parte del orden Nostocales 

y se caracteriza por la presencia de heterocistes y acinetos, las células tienen 

forma esférica. 

• 

- _J 

Figura 9. Fotografía microscopio de luz.A.Cepa 7M M04 Leptolyngbya sp 2. 

Fuente: Morales (2008). B. Fotografía microscopio de luz Cepa M03 Nostoc sp 

Preparación de la biomasa de cada cepa 

Las cianobacterias se mantuvieron en medio modificado BG11 Rippka et al. 

(1979). Cuando la biomasa fue suficiente, fue filtrada y, lavada 3 veces con agua 

Milli-Q y secada a 45ºC durante 24 h (Fig. 11). La biomasa seca se morterizó y 

almacenó en tubos cónicos estériles de 15 ml en una desecadora para su 

posterior utilización. Se hicieron pruebas preliminares con diferentes 

concentraciones de los agroquímicos para obtener las isotermas de absorción. 
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Figura 1 O. A. Escalamiento de biomasa en Erlenmeyer. B. Secado de biomasa a 

45ºC durante 24 h. 

Preparación de los herbicidas 

Se utilizó la versión comercial de los herbicidas Paraquat® y Bromacil®. El 

Paraquat® (20SL) , es distribuído por la casa comercial Colono Agropecuario y el 

Lote utilizado fue el A0431502, el Bromacil® (80 WP) por su parte está registrado 

por la casa comercial Agromart. INQUISA dentro del lote 0703815. El Paraquat® 

tiene una presentación líquida espesa de color verde, por lo cual para obtener las 

concentraciones utilizadas (O, 28. 76, 71.42, 114.28, 157.15, 200.01, 244.69, 

285.70 mg /L) se hicieron diluciones con agua MilliQ estéril. El Bromacil®, tiene 

una presentación en polvo blanco, que fue disuelto en agua MilliQ para obtener 

disoluciones utilizadas (O, 100, 200, 300, 400, 500 mg/L). El herbicida Diuron® 

es distribuido por la casa comercial Agromart. INQUISA con el número de lote 

2030714, y tiene una consistencia líquida blanca espesa. 

Se utilizaron envases plásticos previamente lavados con jabón Alconox y 

agua destilada para eliminar las posibles sustancias contaminantes de los tubos. 

Los patrones para la elaboración de la curva estándar en el espectrofotómetro de 

luz ultravioleta fueron faci litados por el Centro de Investigación en Contaminación 

Ambiental (C ICA). 
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Las principales características de los agroquímicos se muestran en el Cuadro 6 

Cuadro 6. Principales características y propiedades de los herbicidas Paraquat®, 

Bromacil® y Diuron®. 

Paraquat® Bromacil® · Diuron® 

Dicloruro de 1, 1 '-
5-Bromo-3-sec-buti 3-(3,4-Diclorofenil)-

dimetí/-4,4'-
Nombre 1-6-metiluracil 1, 1-dimetilurea 

bipíridilo 
Uracil Fenilurea 

Bípírídí/o 

Fórmula 

Molecular 
C12H14C'2N2 CgH13BrN202 C9H10Cl2N20 

ci H,J'~, 
CI 

Estructura ~c-fJ-O"-cH1 c•-QH,"-
química 

N 1 - N-CH 

CI O~N CH3 
HN--{ 

3 

H o 

Peso Molecular 274, 17 261, 12 233,09 

Solubilidad en 

agua5 (mg/L a 62 815 42 

20ºC) 

Hidrolíticamente 

estable en Se descompone 
Estable con bases 

condiciones entre 180 y 190 ºC 
acuosas. Se 

ácidas, neutras y 
descompone 

librando gases 

Características alcalinas, no hay tóxicos de cloro y 
levemente con ácidos 

de hidrólisis una disminución nitróxidos. 
concentrados. 

significativa de la Poco estable en 

concentración a condiciones 

pH 5,7 y 9 alcalinas8 

después de 30 
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días a 25ºC y 

40ºC1 

Vida media 

estimada en agua 

bajo ambientes 

Europeos fue Vida media en suelo 
Se descompone 

Características calculada entre 2 275 días 
levemente en 

de fotólisis y 280 años, Baja descomposición 
presencia de luz7 

dependiendo de en presencia de luz6 

la intensidad de 

luz y la 

profundidad1 

Toxicidad;¿ 11 IV IV 

Herbicida de 

contacto no 

selectivo que se 

absorbe por 

follaje. Destruye 
Herbicida sistémico 

el tejido de la 
Herbicida sistémico de amplio espectro. 

planta, es un 
de amplio espectro. Inhibe la fotosíntesis 

Modo de acción disruptor de la 
Inhibe la fotosíntesis y el crecimiento de 

en plantas fotosíntesis y de 
y el crecimiento de la la planta. Ocasiona 

la membrana 

celular. Esto 
planta peroxidación lipídica 

provoca la salida 

de agua y la 

rápida 

desecación del 

follaje3 

Efecto en Ligeramente No tóxico para peces Moderadamente 

organismos tóxico para peces y tóxico para peces e 
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acuáticos Embriotoxicida y macro invertebrados. 

teratogenicidad No se bioacumula4 

en peces y 

anfibios. 

Afecta especies 

de algas de agua 

dulce y plantas 

acuáticas3 

.. 
FAO Spec1ficat1ons and Evaluat1ons far Agricultura! Pest1c1des, 2003. 

2Clasificación según el Servicio Fltosanitario del Estado, Costa Rica. 
3PANAP. http://www.panna.org/sites/default/files/Paraquat®%20monograph% 20final%202011-1. pdf 
4
http://www.wsdot.wa.gov/NR/rdonlyres/7004073 D-DBAD-46 BA-B32D-04082C699136/0/Bromacll®.pdf 

5 PubChem Open Chemistry Database. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.qov/ 
6Moilanen & Crosby. 1974. The photodecomposition of Bromacil®. Arch Enviran Contam Toxico!. 2:3-8 

invetebrados 

acuáticos9 

Utilizado como 

alguicida 

7 Okamura. 2002. Photodegradation of the antifouling compounds lrgarol 1051 and Diuron®released from a commerclal antifouling p ainl 

Chemosphere. 48:43-50 

8 Djebbar, K. et al. 2008. Comparison of Diuron®degradation by direct UV photolysis and advanced oxidation processes. Journal of 

Environmental Management. 88:1505-1512. 

9 Environmental Fate of Diuron®. http://www.cdpr.ca.gov/docs/emon/pubs/fatememo/Diuron®.pdf 

Análisis de adsorción y análisis residual del contenido del pesticida en la 

solución 

Se utilizó el protocolo publicado por Kumar y colaboradores (201 O). La 

adsorción de los herbicidas fue determinada en lotes con tres réplicas. Se 

colocaron 200 mg de la biomasa seca en cada tubo y se agregaron 1 O ml de la 

disolución del herbicida en una concentración conocida (Fig. 18a), se mantuvo en 

agitación 100 rpm durante 96 horas a temperatura ambiente (25 ± 2 ºC). Antes de 

realizar las isotermas se hicieron evaluaciones previas con diferentes rangos de 

concentraciones y pH en placas de cultivo plásticas con 5mg de biomasa y 5 mL 

del herbicida durante 3 h de exposición. 

La biomasa se separó por centrifugación a 5,000 rpm. El sobrenadante se 

colocó en tubos limpios para la determinación de la concentración residual de 

pesticida. La absorbancia en la disolución se obtuvo en un espectrofotómetro de 
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luz ultravioleta. El Paraquat® fue cuantificado a 257 nm (Sannino et al. 2007) y el 

Bromacil® a 405 nm Bromacil® (Linde et al. 1996). Los resultados de las 

concentraciones remanentes en la isoterma de Paraquat® fue validado mediante 

Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (HPLC) en colaboración con el CICA El 

pH utilizado en todos los experimentos fue de 7, ya que se trató de modificar el pH 

utilizando ácido clorhídrico a 1 % y se observó una disminución en la concentración 

del mismo. 

Cinética y modelos de isotermas de los datos de adsorción 

Se realizó un modelo de la aproximación a ecuaciones empíricas como las 

de Freundlich y Langmuir ya que se ha encontrado previamente que los datos 

siguen este tipo de curva (Kumar et al. 201 O). Una vez encontrada la capacidad de 

absorción máxima, se determinó la ecuación de la cinética solamente a la reacción 

de la cepa Lepto!yngbya sp 2 con el herbicida Paraquat®. La escogencia de la 

misma se basó en la cantidad de biomasa, y que la concentración remanente del 

herbicida se comprobó por HPLC. Se utilizó 200 mg de biomasa en cada tubo, el 

volumen total del agroquímico fue de 15 ml a una concentración de 100 mg/L. 

Análisis de viabilidad celular 

Después de los análisis de cuantificación de adsorción se tomaron las 

células y estas fueron lavadas con agua destilada estéril y maceradas levemente. 

Posteriormente se filtraron con un tamiz de 40 µm (Fig. 12a y b) y el filtrado fue 

colocado en tubos Corning Falcan Round Bottom de poliestireno. En cada tubo se 

agregaron 3 gotas de fluoresceína al 1 % en agua destilada minutos antes de la 

medición, se agitó levemente en un agitador. Se utilizó como referencia el 

protocolo establecido por Hadjoudja y colaboradores (2009). El citómetro marca 

BD FACSCalibur™. 
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Figura 11. A. Macerado de la muestra antes de ser filtrada para citometría. B. 

Sistema de filtración con tamiz de menos de 40 µm. 

El análisis posterior de los datos se realizó con el software B O 

FACSComp™, para obtener el porcentaje de células considerado como viables y 

no viables, los gráficos de dispersión de las células y el promedio en cada 

medición según el fluorocromo utilizado. Se utilizó como control las cepas que no 

habían sido expuestas a los herbicidas, y con esto se determinó la medición 

estándar para FL 1 y FL3, que corresponden a la fluoresceína y a la clorofila 

respectivamente (Fig. 13). Como control positivo se utilizaron cianobacterias 

expuestas a cloro al 3% durante 30 min. 

Se tomó una de las réplicas expuestas a los herbicidas de cada 

concentración y se tomaron fotografías utilizando un microscopio de fluorescencia 

ultravioleta para evaluar el efecto de los mismos en la fluorescencia y los 

pigmentos. 
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Figura 12.Resultados del tratamiento control en el análisis de citometría que 
se utilizó como medición estándar. FL 1 corresponde a la fluoresceína y FL3 
a la clorofila. Se midieron 100000 eventos. La línea azul señala las células 

no afectadas o viables (M1) y la línea roja las células afectadas (M2) o no 
viables. A. Diagrama de dispersión. Cada punto representa la medición de 

una célula. B. Cuadro de resultados que se obtienen en cada medición. 

Análisis estadístico 

Los datos se analizaron con un anál isis de variancia para determinar si 

existe una diferencia entre los tratamientos utilizados. En caso de un resultado 

positivo, se utilizó una prueba post-hoc de Tukey-Kramer. El análisis se realizó con 

el paquete estadístico R con la interfase R studio para comparar los resultados 

obtenidos en el anál isis de citometría de flujo. Los gráficos de este anál isis 

también fueron elaborados en este programa. Los valores de las ecuaciones de 

las isotermas y la cinética se obtuvieron en el programa OriginPro y se graficaron 

en el programa estadístico R. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Isoterma de adsorción del herbicida Diuron® con las cianobacterias 

Leptolyngbya sp y Nostoc sp. 

Se hicieron evaluaciones previas para encontrar las concentraciones a 

utilizar y con esto determinar la isoterma de adsorción utilizando Diuron®, sin 

embargo se dió la formación de un precipitado de color blanco que se mantenía 

adherido a la placa utilizada en este ensayo (Fig. 14). Esto dificultó el análisis de 

los datos ya que no fue posible cuantificar con precisión la concentración 

remanente. La formación del precipitado se observó en todas las concentraciones 

evaluadas a pH 7, por lo que no se pudo determinar la capacidad de remoción de 

Diuron® de las dos cepas de cianobacterias. 

1 Durante la exposición del agroqufmlco 

7M Paraquat 

7M Oiuron 

M03 Paraouat 

M03 o;uron 

Después de la exposición del agroquímico 

7 M Parac1ua t 

7M Oiuron 

M03 Paraqvat 

M03 Oiuron 

Figura 13. Evaluación previa del efecto de los herbicidas Paraquat®y Diuron® en 

placas de cultivo plásticas. 
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En la foto superior se muestra la formación de un precipitado de color blanco. En 

la placa inferior se observan las cianobacterias después de la exposición a 

Diuron®. 

Isoterma de adsorción del Paraquat®y Bromacil®con las cianobacterias 

Leptolyngbya y Nostoc 

La isoterma de adsorción del Paraquat® y del Bromacil® se ajusta al 

modelo de Langmuir (Fig. 15 y Fig. 16). El ajuste a estos modelos sugiere una 

distribución heterogénea de los sitios de unión del Paraquat® en la superficie de la 

biomasa (Kumar et al. 201 O). Los valores de qmax, y ajuste del modelo se 

describen en el cuadro 7. 

La cepa Leptolyngbya tiene la capacidad de remover hasta 11,72±0.002 

mg/g del agroquímico Paraquat® en disolución ac~osa a pH 7,0, mientras que la 

cepa Nostoc puede remover hasta 17,59 0.002 mg/g del compuesto a pH 7.La 

cepa Nostoc tiene una mayor capacidad de remoción de Bromacil® que la cepa 

Lepto!yngbya, sin embargo estás diferencias no son significativas. Ambas pueden 

remover una mayor cantidad de Bromacil® que de Paraquat®. Lepto!yngbya tiene 

la capacidad de remover hasta 52,33 mg/g del herbicida en disolución acuosa y 

pH 7, la cepa Nostoc puede remover hasta 53,33 mg/g del compuesto a pH 7. 
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Cuadro 7. Parámetros, coeficientes de determinación y ajuste de los modelos 

Langmuir a las isotermas de adsorción de las dos cepas de cianobacterias. 

Paraquat® Bromacil® 
Modelo 

Leptolyngbya Nostoc Lepto/yngbya Nostoc 

qmax 
11,72±0,91 17,59±1 52,33±3 53,33±1,46 

Langmuir (mg/g) 

y 
b (g/L) 0,006±0,0014 0,012±0,035 0,00713±0,009 0,00514±0,004 

Freundlich 

r2a 0,779 0,796 ·o,887 0,878 

El modelo de absorción de agroquímicos en superficies biológicas y 

soluciones acuosas ha sido reportado en algunos estudios. Tsai y colaboradores 

(2005) señalan que la carga negativa de la superficie de las células interactúa con 

la propiedad catiónica que tienen los agroquímicos. Otras hipótesis propuestas 

para plantas sugieren la existencia de transportadores, vesículas y mecanismos 

de secuestro en las paredes celulares (Hawkes, 2013). 

En otros estudios con metales pesados utilizando cepas de la misma 

colección se ha observado que la capacidad de retención aumenta hasta alcanzar 

una curva cóncava donde la biomasa alcanza un punto de saturación (Núñez 

2012). En este caso no se alcanza con tanta precisión ese punto de saturación y 

algunos de los datos se desvían del ajuste matemático de Langmuir. La desviación 

de los datos obtenido según el ajuste de Langmuir y Freunlich representa la 

heterogenidad de los sitios de unión en la superficie de la biomasa (Kumar et al. 

201 O). 
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La cepa Nostoc tiene una mayor capacidad de remoción del herbicida 

Paraquat® que la cepa Leptolyngbya, sin embargo ambas presentaron valores 

mayores que los reportados en otras cianobacterias como Oscillatoria (0,3 mg/g) 

(Kumar et al.201 O) y capacidad similar a la encontrada utilizando hidrogeles de 

poliacrilamida y metilcelulosa (14.3 mg/g) (Aouada et al. 2009), pero menor a la 

reportada para cenizas (30mg/g) (lgwe et al. 2012) , carbón activado (116 mg/g) 

(Lerdsirivichai 2011) y materiales microsporosos (Ronqchapo et al. 2013). 

No se encontraron estudios relacionados con la remoción del herbicida 

Bromacil® utilizando cianobacterias, es la primera vez que se reporta para las 

cepas de esta ·colección la capacidad de remover estos herbicidas. Algunos 

estudios de los años 80 señalan la tolerancia de cepas de Mastigoc!adus 

!amínosus y To/ypothríx teníum a concentraciones de 100 ppm and 500 ppm de 

agroquímicos del grupo de los uracilos (Khalil et al.1980), sin embargo no reportan 

si estas cepas puede remover o no el compuesto del medio. 

Análisis de viabilidad celular mediante citometría flujo utilizando 

fluoresceína y clorofila 

El análisis indca que para ambas cepas, conforme aumenta la 

concentración del herbicida Paraquat®, el porcentaje de células vivas disminuye 

significativamente utilizando el indicador fluoresceína (Nostoc: gl=23, F=510.9, 

p<0.001; Leptolyngbya: gl=23, F=138.5, p<0.001) (Fig. 17), por lo que se utilizó un 

análisis de contraste de Tukey-Kramer para determinar en cuales concentraciones 

se observaban estas diferencias. Para Leptolyngbya el menor porcentaje de 

células vivas se obtuvo cuando se utilizaron 285,70 mg/L de agroquímico (Cuadro 

8), no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento control sin 

agroquímico y la concentración de 28, 76 mg/L. 

El menor porcentaje de células vivas de Nostoc se encontró en la máxima 

concentración (285, 70 mg/L) se obtuvo cerca del 40% de eventos positivos 

(Cuadro 9). En este caso hay diferencias entre el tratamiento control sin herbicida 
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y la concentración de 28,76 mg/L. Para ambas cepas la dosis que afecta a la 

mitad de la población es de 144,69 mg/L. Según este indicador la cepa Nostoc es 

más sensible al agroquímico, ya que en bajas concentraciones se observa un 

menor porcentaje de eventos positivos en comparación a la cepa Lepto!yngbya. 

Por otro lado utilizando el indicador clorofila se observó que en ambas 

cepas, se mantuvo constante conforme aumentaba la concentración del herbicida 

Paraquat®, sin embargo a la concentración de 285,70 mg/L se observó una 

disminución significativa en comparación a los otros tratamientos (Nostoc: gl=23, 

F=41.9, p<0.001; Lepto!yngbya: gl=23, F=30.7, p<0.001) (Fig. 17). Al analizar el 

resultado de la prueba de contraste de Tukey- Kramer, se encontró que no hay 

diferencias entre algunos tratamientos a lo largo del tiempo. Según este indicador, 

la dosis media en donde podemos encontrar el 50% de células vivas en Nostoc 

está en el rango de 244,69 mg/L y 285,70 mg/L , en la cepa Leptolyngbya este 

valor se encuentra a una concentración de 285,70 mg/L (Cuadro 9). 

La disminución significativa de la clorofila en presencia de Paraquat® para 

ambas cepas solo se observó cuando se exponía la cepa al agroquímico 

comercial puro. A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, Prado y 

colaboradores (2011) encontraron una disminución significativa de la clorofila en 

células de Ch!amydomonas conforme aumentaba la concentración del herbicida 

Paraquat®, tanto en la concentración en la biomasa como en la autoflorescencia, 

además plantean que la fluorescencia de la clorofila es un parámetro muy 

sensitivo. Resultados similares se han descrito para la cepa Haematococcus 

donde se encontró una disminución significativa de la clorofila después de 12 

horas de exposición al herbicida utilizando concentraciones menores a las 

utilizadas en este estudio (Rioboo et al. 2012). 

En plantas se ha observado un fenómeno similar a los resultados obtenidos 

con \a clorofila en esta investigación. En plantas de frijol con deficiencia de 

magnesio se ha descrito cierta resistencia a las especies de oxígeno reactivas 

mediante la producción de enzimas y antioxidantes, la clorofila en estas plantas 

no disminuye significativamente en comparación con el tratamiento control 
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(Cakmak & Marschner et al. 1992). En otras plantas resistentes al Paraquat® se 

ha planteado la presencia de mecanismos de secuestro del agroquímico en el 

cloroplasto, esto provoca que la disminución de la clorofila sea un proceso más 

lento que lo observado en plantas no resistentes (Fuerst et al. 1985). 
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Cuadro 8. Porcentaje de células vivas de la cepa Leptolyngbya, desviación 

estándar según los indicadores fluoresceína y clorofila en relación a la 

concentración del herbicida Paraquat®. 

Fluoresceína Clorofila 

Concentración 
Tratamiento Porcentaje 

Desviación 
Porcentaje 

Desviación (mg/L de Células de Células 
estándar estándar 

vivas vivas 

1 28,76 84,37ª'b 0,34 77,72ª'b 3,26 

2 71,42 81 66b,c 
' 

0,19 80 73 a,b 
' 

4,01 

3 114,28 76 88c,d 
' 

0,21 81,44b 4,56 

4 157, 15 74,59d 0,43 78,87b 1,91 

5 200,01 65, 158 0,52 84, 12b 2,76 

6 244,69 53,96t 0,3) 73,82° 1,53 

7 285,70 43,709 O, 15 50,24c 1, 19 

Control 

negativo 
89,94ª 0,09 91, 70 ª 2,19 

Control 

positivo 
58,61 0,35 55,92 3,80 

Las letras iguales indican similitud según Análisis de contraste de Tukey-Kramer 

(q=3,46). 
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Cuadro 9. Porcentaje de células vivas de la cepa Nostoc, desviación estándar 

según los indicadores fluoresceína y clorofila en relación a la concentración del 

herbicida Paraquat®. 

Fluoresceína Clorofila 

Concentración Porcentaje Porcentaje Tratamiento Desviación Desviación (mg/L) de Células de Células 
estándar estándar 

vivas vivas 

1 28,76 74,4b 1 ,25 77,72b 3,14 

2 71,42 70,82c 1 ,06 70,73b 4,63 

3 114,28 67,33d 1 ,68 71,44b 2,28 

4 157, 15 65 7ª , 1 ,32 68,87° 3,38 

5 200,01 58,678 1 74,11 b 4,01 

6 244,69 51,46r 1,26 63,82° 3,76 

7 285,70 40,349 0,46 40,24c 1 ,65 

Control 

negativo 
90,61 ª 0,78 91 ,61 ª 2, 16 

Control 

positivo 
57,21 0,39 57,21 0,39 

Las letras iguales indican similitud según Análisis de contraste de Tukey-Kramer 

(q=3,46) 

A diferencia de lo observado con el Paraquat®, los porcentajes de células 

vivas encontrados en ambas cepas no disminuye significativamente en relación a 

las concentraciones utilizadas de Bromacil®. No se observaron diferencias 

significativas en la cantidad de células vivas entre el tratamiento control y los 
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tratamientos para ninguna de las dos cepas utilizando la fluorescencia de la 

clorofila (Lepto/yngbya: g/L= 5/12; F=1,02; p> 0,05 ; Nostoc: g/L= 5/12; F=2, 1 O; p> 

0,05). Por el contrario en ambos casos, el porcentaje de células vivas tuvo un leve 

aumento (Fig. 18) 

La fluoresceína si disminuye conforme aumenta la concentración del 

agroquímico Bromacil®, sin embargo está disminución no es significativa para 

ninguna de las dos cepas. En la cepa Leptofyngbya1 el menor porcentaje de 

células vivas utilizando el indicador fluoresceína se obtuvo a una concentración 

de 400 mg/L, sin embargo en concentraciones más altas del agroquímico se 

observa porcentajes cercanos al 90% de células vivas (Cuadro 1 O). En todos los 

tratamientos se encontró un menor porcentaje de células vivas en comparación 

con el control, sin embargo no se encontraron diferencias significativas (g/L= 5/12; 

F=0,39; p> 0,05) 

Este mismo comportamiento se observó en la cepa Nostoc, en donde el 

menor porcentaje de células vivas utilizando el indicador fluoresceína se observó 

en la concentración máxima utilizada 500 mg/L(Cuadro 11 ), sin embargo en las 

concentraciones más altas el porcentaje de células vivas es cercano al 90% por lo 

que es similar al tratamiento control. No se encontraron diferencias significativas 

entre el control y las diferentes concentraciones (g/L= 5/12; F=1,02; p> 0,05) 
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Figura 17. Porcentaje de células vivas según la concentración del herbicida 
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Cuadro 1 O. Porcentaje de células vivas de la cepa Lepto!yngbya, desviación 

estándar según los indicadores fluoresceína y clorofila en relación a la 

concentración del herbicida Bromacil®. 

Fluoresceína Clorofila 

Concentración Porcentaje Porcentaje 
Tratamiento Desviación Desviación 

(mg/L) de células de células 
estándar estándar 

vivas vivas 

1 500 91 ,03 0,33 99,30 O, 19 

2 400 88,51 0,41 99,29 0,48 

3 300 89,13 0,28 98,90 0,89 

4 200 83,86 0,41 98,94 0,37 

5 100 90,69 0,48 99,53 0,22 

Control 

negativo 
86,82 8,00 97,46 1,86 
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Cuadro 11. Porcentaje de células vivas de la cepa Nostoc, desviación estándar 

según los indicadores fluoresceína y clorofila en relación a la concentración del 

herbicida Bromacil®. 

Fluoresceína Clorofila 

Concentración Porcentaje Porcentaje 
Tratamiento Desviación Desviación 

(mg/L) de células de células 
estándar estándar 

vivas vivas 

1 500 99,94 1,75 99,91 0,040 

2 400 99,84 1,02 98,43 13,53 

3 300 99,86 1,46 99, 10 8,23 

4 200 99,7 0,44 98,82 4,04 

5 100 99,8 1, 18 98,48 12, 10 

Control 

negativo 
97,0 6,33 95,79 3,67 

Los filamentos de Lepto!ygnbya poseen una cubierta mucilaginosa que 

podría ser capaz de remover el agroquímico y a la vez proteger a las células de 

estrés oxidativo, lo que se ve reflejado en el aumento de la capacidad de remoción 

del herbicida Bromacil® y la cantidad tan baja de células afectadas tanto 

cuantificando clorofila como fluoresceína. El herbicida Paraquat® posee· 

detergentes que van degradando las membranas por lo que la protección que esta 

le da a las células va disminuyendo conforme aumenta la concentración del 

mismo. 

La tolerancia al Paraquat® se ha relacionado a organismos capaces de 

resistir situaciones de desecación, altas concentraciones de sal y fuertes 

intensidades luminosas (Lascano et al. 2012). Estas características son similares a 

los que enfrentan estas cepas de cianobacterias de ambientes termofílicos, con 

altas concentración de iones y situaciones de de?ecación. Además se ha 

reportado la presencia de regulación positiva en la síntesis de pigmentos y las 
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enzimas asociadas a la protección contra especies reactivas de oxígeno como 

superóxido dismutasa, ascorbato peroxidase, catalasa y glutation reductasa 

(Muller et al. 2004). 

En cepas mutantes de Nostoc punctíforme ATCC 29133 con alta tolerancia 

al Paraquat® se ha encontrado altos niveles de actividad en la enzima catalasa y 

bajo nivel de ROS en comparación a cepas silvestres (Moirangthem et al. 2014). 

Por otro lado, análisis bioinformáticos del genoma y pruebas moleculares con 

mutantes de Synechocystís sp PCC Demu6803 tolerante a Paraquat®, sugieren la 

presencia de genes que codifican para diferentes subunidades de la enzima 

permeasa, la cual transporta al agroquímico fuera de la célula (Prosecka et al. 

2009). Estos genes tambiéh se han encontrado en cianobacterias como 

Synechococcus, Anabaena variabi/is y Thermus thermophi/us. 

En este estudio la cuantificación de la actividad de la fluoresceína es un 

mejor indicador de la viabilidad celular de las cianobacterias utilizando la 

citometría de flujo. Conforme aumenta la concentración del agroquímico se puede 

observar una disminución en la actividad de las enzimas esterasas debido a la 

peroxidación de los ácidos grasos en las membranas y la presencia de especies 

reactivas de oxígeno (Muller et al. 2004). 

Aunque no se pudo realizar la isoterma de abs.orción para el caso de las 

muestras tratadas con Diuron®, el experimento de las cianobacterias en las placas 

de Petri mostraron algunos resultados. Para ambas cepas el porcentaje de 

eventos positivos a diferencia de los resultados coh los otros dos agroquímicos 

muestran una mayor toxicidad en concentraciones más bajas, a concentraciones 

intermedias se observa un aumento en el porcentaje y luego disminuye hasta casi 

el 80%. Tanto la clorofila como la fluoresceína tienen comportamientos similares, 

siendo la clorofila levemente mayor. En la cepa Nostoc se observa un menor 

porcentaje de células vivas, alrededor d·e1 60% en la concentración mayor. En la 

Figura 19, se muestran los resultados del análisis de citometría en cada 

concentración. Estos resultados no fueron analizados estadísticamente pues 

solamente se tenía una réplica por concentración. 

56 



Oms / L j :·:; r--t -----:-!¿i§:~ .... ;:..:...· -_-Aj 
.... .. ... . .... . ... 

~:~'.: t ._._. ~ 1 
8 ., ,,._-_ _ '"'""""""__,.'---_ -·---~,,--d...;_; 

". f f • • • ~.,... • ~ · • 

O ,Smg/ L. 

.n 
• 1 • •• 

25 m ,:,l L ~ :? t·----¡~~fia"''-.' 1•1:t1l ... CP~1 .... . . .. .. .,-..• , ..... 

! "~l M~~··d 
~ 11 •• , 1q _.,-

t 1 " •• 

..as.m~/L 

S O rn.g/L 

Figura 18. Resultados Análisis de Citometría de la cepa Leptolyngbya expuesta a 

diferentes concentraciones del herbicida Diuron.®. La concentración de 50 mg/L 

es la que se encuentra en la presentación comercial. 

Dentro del grupo de bacterias, las cianobacterias de ambientes extremos se 

consideran como el grupo mejor adaptado, ya que pueden desarrollarse en 

ambientes hipersalinos y alcalinos (Margesin, 2001 ), soportar altas 

concentraciones de metales pesados, pH ácidos y to lerar la desecación 

(xerofílicas) (Horikoshi & Bull, 2001), son capaces de formar comunidades 

endolíticas en regiones desérticas (Rampelotto, 2013). 

Algunas expresan ciertas proteínas en presencia de contaminantes como 

agroquímicos y mutagénicos (Ausc et al. 2011). Otras investigaciones demuestran 

que la biorremediación a altas temperaturas de hidrocarburos clorinados, como el 

agroquímico 2,40, genera la mineralización del mismo (Michael et al. 1995). La 

presencia de lo que Leal y colaboradores (2015) llaman extremoenzimas es de 

gran importancia para adaptarse a condiciones físicas y químicas extremas lo que 

las hace útiles en aplicaciones industriales y biotecnológicas. 
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Cinética de Adsorción de la cepa Leptolyngbya expuesta al herbicida 

Paraquat® 

La cinética de remoción del Paraquat® fue realizada con la cepa 

Lepto!yngbya utilizando 200 mg/L del herbicida. Paraquat®.En la Figura 20 se 

muestra la variación de la concentración remanente del compuesto en función del 

tiempo. Se encontró que es una cinética de degradación de pseudo primer orden 

(Fig.21 ). 

Las cinéticas químicas permiten explicar· que tan rápido ocurren los 

procesos químicos y los factores que los afectan. Los sistemas de absorción en 

los sistemas naturales dependen de características físicas y químicas del 

absorbente y de las condiciones del sistema (Kumar 2006). Kumar y 

colaboradores (2005) plantean que las cinéticas más usadas para explicar los 

procesos de adsorción solido/líquido son de pseudo primer orden o de pseudo 

segundo orden. 
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Figura 19. Variación de la concentración de Paraquat®en función del tiempo 

luego de la exposición a la cepa Leptolyngbya y su ajuste al modelo 

experimental. 
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Figura 20. Variación dela concentración remanente del herbicida Paraquat® 

en relación al tiempo. 
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Este tipo de cinética de adsorción de agroquímicos se ha encontrado en 

otras investigaciones utilizando diversos bioabsorbentes. Tsai & Chen (2013) 

mostraron que la cinética de adsorción del Paraquat® en carbón activado es de 

pseudo primer orden, por otro lado Baup y colaboradores (201 O) señalan que la 

biomasa inicial es un factor importante .para determinar la tasa de remoción de 

agroquímicos, debido a la disponibilidad de sitios de unión en la membrana e 

internalización dentro de las células. 

Fluorescencia ultravioleta 

Las células de las cianobacterias que no estuvieron en contacto con los 

herbicidas o se expusieron a bajas concentraciones se observaban de color rojo, 

lo que indica la presencia de pigmentos fotosintéticos. Roldán y colaboradores 

(2014) estudiaron cianobacterias endolíticas del desierto de Ata cama y observaron 

dos ámbitos distintos de emisión de señal de fluorescencia. Los 

celulares emiten fluorescencia roja cuando hay presencia de 

fotosintéticos autoflorescentes (PAF) tales como la clorofila 

agregados 

pigmentos 

a y las 

ficobiliproteínas. La emisión de color verde (GAF) sugiere la degradación de los 

pigmentos y el daño celular. 

Se observaron las células de todas las concentraciones de los tres 

herbicidas sin embargo solamente a concentraciones cercanas a los 285 mg/L se 

observaron cambios en la fluorescencia de la clorofila en las células de las 

cianobacterias. En la cepa Nostoc expuesta al herbicida Paraquat®, se observa 

una reducción en el número de células en las colonias y cambio en la coloración 

de las células, sin embargo la cubierta mucilaginosa se mantiene (Fig.22). En la 

cepa Lepto/yngbya expuesta al Paraquat® se observaron células de color amarillo 

y rojo muy tenue, lo que es indicador de la perdida de pigmentos como la clorofila 

(Roldan et al. 2014) (Fig.23). Es importante considerar que no todas las células del 

mismo filamento son afectadas de igual manera, pues en un mismo filamento se 

observan diferentes colores. 
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Figura 21 . Imágenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Nostoc 
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Paraquat®. Las 

imágenes superiores corresponden al tratamiento control. 

Figura 22 .. Imágenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Leptolyngbya 

después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Paraquat®. Las 

imágenes superiores corresponden al tratamiento control. 
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En cuanto a las cepas expuestas a Bromacil®, se encontraron resultados 

similares a los obtenidos con el Paraquat®. En la cepa Nostoc se observaron 

células de color rosado en el tratamiento con 500 mg/L. En la imagen de luz se 

observa el mucilago de las células vacío, protegiendo las células que se 

encuentran en el interior (Fig . 24). En la cepa Leptolyngbya se observan algunas 

células de los filamentos de color amarillo, rosado y anaranjado en lugar del rojo 

que indica clorofila sana (Fig. 25) . 

Figura 23 Imágenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Nostoc 

después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Bromacil®. Las 

imágenes superiores corresponden al tratamiento control. 
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Figura 24. Imágenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Leptolyngbya 

después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Bromacil®. Las 

imágenes superiores corresponden al tratamiento control. 

Las cepas que fueron expuestas a Diuron® también mostraron efectos 

negativos, específicamente a concentraciones cercanas a los 50 mg/L (Fig. 26). 

En la cepa Leptolyngbya se observan células dentro de los filamentos de color 

anarajando. En Nostoc se muestra un color rojo poco intenso y células de color 

verde (Fig . 27) . 
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Figura 25. Imágenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Nostoc 

después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Diuron®. Las 

imágenes superiores corresponden al tratamiento control. 

.. 

Figura 26. Imágenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Leptolyngbya 

después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Diuron. Las 

imágenes superiores corresponden al tratamiento control. 
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Según Zheng y colaboradores (2013), la fluorescencia ultravioleta es 

utilizada como criterio morfológico para identificar el proceso de muerte celular y 

viabilidad en células vegetativas, hormogonios, heterocistes y acinetos. Frankling y 

colaboradores (2012) señalan que la pérdida de pigmentos fluorescentes se 

correlaciona con una reducción de la eficiencia del fotosistema 11, un incremento 

de la abundancia de productos de oxidación de la clorofila como metoxiclorofila a e 

hidroxiclorofila y un aumento de la permeabilidad de la membrana. Además, puede 

ser indicador de senescencia (Airs et al. 2014 ). 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Las suspensiones celulares de las cepas Leptolyngbya 7M M04 y Nostoc 

M03 son capaces de remover los herbicidas Paraquat® y Bromacil®. La cepa 

Nostoc tiene una mayor capacidad de remoción sin embargo no existen 

diferencias significativas entre el valor de q max entre ambas cepas. El valor de q 

max en la remoción del herbicida Paraquat® obtenido en las cepas de 

cianobacterias es mayor al reportado en la literatura para algunas cepas de 

cianobacterias, sin embargo es menor en comparación con otros adsorbentes no 

biológicos. Es importante continuar con las investigaciones de remoción de 

agroquímicos utilizando otras cepas de la colección. 

El Paraquat® afecta al fotosistema 11 y produce una letalidad mayor que el 

Bromacil®. Esto se puede atribuir a la alta toxicidad del mismo y a los detergentes 

que coadyudan a la desintegración de la membrana. La remoción del agroquímico 

del medio se alcanza alrededor de las 96 h de exposición con la cianobacteria. 

La citometría de flujo es una técnica que permite cuantificar la viabilidad de 

cada célula lo que ayuda a medir el efecto de los compuestos tóxicos sobre cada 

individuo y no sobre todo el cultivo como se hace con otras técnicas como 

medición de clorofila utilizando espectrofotometría. Además permite cuantificar la 

viabilidad de cada célula por separado, sin embargo muestra una fotografía del 

momento y no permite cuantificar el daño de las mismas células a largo del 

tiempo. La fluorescencia es una técnica cualitativa que ayuda a visualizar el 

estado de las células según los diferentes tipos de pigmento, es útil si se tiene un 

cultivo control con el cual comparar. 

En este estudio solamente se cuantificó la concentración del agroquímico 

remanente en el medio, sin embargo para determinar si en realidad existe un 

proceso de internalización del compuesto se debe hacer una lisis celular y 

cuantificar la concentración dentro de las células. Además se propone la utilización 

de otros agroquímicos y cepas que permitan validar los resultados. 

66 



Debido a que los resultados de la isoterma no se ajustan completamente al 

modelo de Langmuir, se propone el aumento de las réplicas y el tiempo de 

exposición al agroquímico para mejorar el ajuste a los modelos. Para próximas 

investigaciones se debe hacer varios· experimentos para la cinética utilizando 

diferentes concentraciones iniciales de biomasa, además de evaluar el efecto del 

pH que no fue posible en esta investigación debido a la cantidad de biomasa 

disponible. 

Las cepas de cianobacterias utilizadas en esta investigación tienen 

potencial para ser utilizadas en sistemas de biorremediación donde se encuentren 

agroquímicos, ya que su alta tolerancia a estos compuestos y su capacidad de 

remoción sería de utilidad en dichos sistemas. Es importante para futuras 

investigaciones incluir el estudio de genes relacionados con la degradación de 

agroquímicos y tolerancia a estos compuestos. Además del planteamiento de 

sistemas de escalamiento que permitan obtener altas cantidades de biomasa. 
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