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RESUMEN

El Oro es una de las principales provincias con mayor actividad bananera en el Ecuador,
impulsando el crecimiento econémico de esta zona, el area de estudio de la presente
investigacion son los cantones de Machala y Santa Rosa, donde se encuentran los
productores y exportadores bananeros mas importantes de la provincia, donde se
utilizan hasta la actualidad pesticidas de uso prohibidos y restringidos por las Agencias
Nacionales Ambientales del pais, ocasionando contaminacion ambiental que perjudica
la salud humana y provoca la muerte de diversos animales acuaticos, por el vertimiento
de agua residuales a cuerpos de agua dulce y canales de mar sin ningun tipo de
tratamiento, el cual, contiene trazas de pesticidas consecuencia del proceso de lavado de
la fruta, por tal razon, el objetivo de esta investigacion es evaluar la toxicidad del agua
del proceso de lavado de banano por medio de la identificacion de pesticidas
organoclorados y asi mismo un bioensayo toxicologico utilizando como modelo
experimental el nematodo Caenorhabditis elegans dentro del cual se analiza la
mortalidad de este bioindicador. Para este estudio se tomaron 2 muestras de agua del
proceso de lavado de banano perteneciente una muestra de la bananera convencional
situada en el canton Machala y otra muestra de la bananera organica localizada en el
canton Santa Rosa. Para la determinacion de la presencia de pesticidas se enviaron
muestras al laboratorio CILAB Salud perteneciente a la Universidad Andina Simoén
Bolivar en la ciudad de Quito, a través, de la técnica de extraccion de fase solida SPE
con cartucho C18 y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas GC-MS
se identifico pesticidas organoclorados (OCP) ya que estas sustancias son consideradas
como contaminantes organicos persistentes (COPs) de acuerdo al Convenio de
Estocolmo, estos resultados son considerados positivos cuando el valor de Qvalue es
mayor al 80% y para el analisis estadistico se lo realizé mediante el método PROBIT en
el programa Statgraphics. Para el bioensayo toxicologico se emplearon 10 nematodos C.
elegans, que fueron expuestos a diferentes diluciones de las muestras y en tiempos
determinados 12, 24, 36 y 48 horas evaluando la mortalidad en cada lapso de tiempo y
estableciendo asi el Cly, cuando la muestra presenta mas del 50% de mortalidad del

nematodo.



Los resultados de presencia de pesticida en las muestras de agua del proceso de lavado
de banano fueron los siguientes: en la bananera orgénica no se identifico presencia de
ningun pesticida organoclorado y en el bioensayo toxicoldgico dio como resultado 0%
de mortalidad debido a que no se observd ninguna mortalidad en el nematodo,
indicando asi que no existe ninguna sustancia toxica que perjudique al ser humano y el
medio ambiente, mientras que en el andlisis del agua de proceso de lavado de banano
convencional se identificé la presencia de un pesticida organoclorado, endosulfan I
siendo una sustancia agrotoxica prohibida y restringida por las Agencias Nacionales
Ambientales del Ecuador, por considerarse una sustancia peligrosa, afectando la salud
humana causando alteraciones endocrinas, hematoldgicas y neuroldgicas, asi mismo,
que es extremadamente toxico para vertebrados e invertebrados acuéticos, y en el
bioensayo toxicologico dio como resultado una concentracion letal media de 54,01% de
mortalidad, siendo asi la bananera que presenta toxicidad fue la bananera convencional
en comparacidon con la bananera organica. Se recomienda realizar un andlisis
cuantitativo de pesticidas organoclorados para garantizar cantidades minimas permitidas
por las Agencias Ambientales del pais, asi mismo, se sugiere el analisis cualitativo y
cuantitativo de pesticidas carbamatos y organofosforados, que a pesar de no ser
contaminantes persistentes como los pesticidas organoclorados también son de alta

toxicidad para los seres vivos y el medio ambiente.

Palabras Claves: bananera convencional, bananera organica, Caenorhabditis elegans,

pesticidas organoclorados, bioensayo



ABSTRACT

El Oro is one of the main banana Provinces in Ecuador, boosting economic growth in
this area, the study area of this research is the cantons of Machala and Santa Rosa,
where banana producers and exporters are located important in the province, where
pesticides for use prohibited and restricted by the National Environmental Agencies of
the country are used until now, causing environmental pollution that harms human
health and causes the death of various aquatic animals, by the discharge of residual
water to bodies of freshwater and sea canals without any treatment, which contains
traces of pesticides as a result of the process of washing the fruit, for this reason, the
objective of this investigation is to evaluate the toxicity of the water of the banana
washing process by means of the identification of organochlorine pesticides and also a
toxicological bioassay using as an experimental model the Caenorhabditis elegans
nematode within which the mortality of this bioindicator. For this study 2 samples of
water from the banana washing process belonging to a sample of the conventional
banana plantation located in the canton Machala and another organic banana plantation
located in the canton Santa Rosa were taken. For the determination of the presence of
pesticides, samples were sent to the CILAB Salud laboratory belonging to the
Universidad Andina Simén Bolivar in the city of Quito, through the solid phase
extraction technique (SPE) with C18 cartridge and gas chromatography coupled to GC
mass spectrometry (GC-MS), the OCP organochlorine pesticides were identified since
these substances are considered as persistent organic pollutants (COPs) according to the
Stockholm Convention, these results are considered positive when the value of Qvalue
is greater than 80% and for statistical analysis it was carried out by means of the
PROBIT method in the Statgraphics program. For the toxicological bioassay, 10 C.
elegans nematodes were used, which were exposed to different dilutions of the samples
and at determined times 12, 24, 36, 48 hours evaluating the mortality in each period of
time and thus establishing the Clso when the sample presents more than 50% mortality
of the nematode. The results of the presence of pesticides in the water samples of the
banana washing process were the following: in the organic banana plantation no

presence of any organochlorine pesticide was identified and in the toxicological



bioassay it resulted in 0% mortality due to that was not observed no mortality in the
nematode, indicating that there is no toxic substance that harms humans and the
environment, while the presence of an organochlorine pesticide was identified in the
analysis of the conventional banana washing process water, endosulfan I, being an
agrochemical substance prohibited and restricted by the National Environmental
Agencies of Ecuador, as a hazardous substance, affecting human health by causing
endocrine, hematological and neurological disturbances, it is also extremely toxic to
vertebrates and aquatic invertebrates, and in the toxicological bioassay resulted in a
lethal concentration 54,01% mortality. It is recommended to perform a quantitative
analysis of organochlorine pesticides to ensure minimum quantities allowed by the
country's Environmental Agencies, the qualitative and quantitative analysis of
carbamate and organophosphorus pesticides is also suggested, which are not persistent
contaminants such as organochlorine pesticides are also highly toxic to living beings

and the environment.

Keywords: conventional banana, organic banana, Caenorhabditis elegans,

organochlorine pesticides, bioassay.
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I.  INTRODUCCION

La toxicidad por el uso de agrotoxicos a nivel mundial ha aumentado notoriamente
afectando al medio ambiente, a través, de las actividades agricolas con un porcentaje
maximo del 80% con la finalidad de eliminar la maleza, acaros, insectos, babosas,

nematodos, hongos, entre otros, que afectan al cultivo '

. En paises subdesarrollados
como Colombia, Pert y Ecuador, se ha reflejado que en haciendas de baja y alta
produccion poseen una mayor utilizacion de los productos quimicos empleados en
grandes cantidades y que en ocasiones son restringidos por aquellos reglamentos que

prevalecen en cada pais debido a su facil acceso y bajo costo *.

Ecuador es uno de los paises con mayor produccion de banano en el mundo y sus
cultivos tienen una gran demanda de pesticidas en los ultimos afios, entre los cuales, el
mas utilizado son los insecticidas y fungicidas, seguido de herbicidas y nematicidas,
entre otros, siendo estos regularizados por las normas INEN, MAGAP vy

AGROCALIDAD?

La mala manipulacién de los pesticidas utilizados en las bananeras ocasiona un impacto
ambiental, debido a que no tienen un control de los mismos, siendo sus residuos
desechados a brazos de mar, rios y en el suelo, pudiendo llegar asi a las aguas
subterraneas el cual su destino final es el mar, provocando la contaminacion y muerte de

animales marinos.

En diferentes investigaciones realizadas en el 2016 por el autor Clavijo demostro que el
nematodo C. elegans es un modelo experimental eficaz para evaluar la toxicidad en
muestras de aguas y también en sedimentos *, por lo expuesto anteriormente se ha visto
la necesidad de utilizar como bioindicador este nematodo para establecer la toxicidad en
el agua de proceso de lavado de banano en las bananeras pertenecientes al canton

Machala y Santa Rosa de la Provincia de El Oro.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1 Problema General

1.1.2.

(Es posible evaluar la toxicidad en las muestras de agua del proceso de lavado
del banano organico y convencional mediante el uso del bioindicador el

nematodo Caenorhabditis elegans?

Problemas Especificos

(Existe la presencia de pesticidas organoclorados en las muestras de agua del
proceso de lavado de banano orgédnico y convencional?

(El nematodo Caenorhabditis elegans sera afectado al ser expuesto a las
diferentes diluciones de las muestras de agua del proceso de lavado de banano
organico y convencional? En caso de verse afectado. ;Cudl es el porcentaje de
mortalidad y la concentracion letal media CL50 en el nematodo Caenorhabditis
elegans en las diferentes diluciones de las muestras de agua del proceso de

lavado de banano orgénico y convencional?



1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

e Evaluar la toxicidad del agua del proceso de lavado del banano organico y
convencional utilizando como bioindicador el nematodo Caenorhabditis

elegans.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Identificar la presencia de pesticidas organoclorados en el agua del proceso de
lavado del banano convencional y organico.

e Determinar el porcentaje de mortalidad en diferentes diluciones de las muestras
de agua del proceso de lavado de banano orgénico y convencional mediante el
bioindicador Caenorhabditis elegans.

e Determinar la concentracion letal media (CL;)) de la muestra de agua del
proceso de lavado de banano organico y convencional mediante el bioindicador
Caenorhabditis elegans.

e Comparar la toxicidad del agua del proceso de lavado entre la bananera orgéanica

y convencional estableciendo cudl es mas toxica.
Hipotesis

La actividad de las bananeras en la Provincia de El Oro, representa un problema para el
medio ambiente, por el uso de sustancias quimicas, las bananeras convencionales
ocasionan mayor contaminacion ambiental debido al gran uso de pesticidas en relacion
con las bananeras organicas, que utilizan sustancias no quimicas, minimizando la
contaminacion, por lo tanto, la exposicion del nematodo a las muestras de agua del
proceso de lavado del banano posibilitara establecer la toxicidad por medio de su

mortalidad.



1.3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha incrementado la utilizacion de pesticidas en la industria
bananera, para evitar pérdidas de la cosecha, y asi no afectar su economia. Sin embargo,
no se ha percatado del uso desmedido e inadecuado de estas sustancias agrotoxicos
afectando seriamente al medio ambiente en la contaminacion del suelo, del agua y

atmosfera *.

Se considera que aproximadamente 1,8 billon de personas en todo el mundo trabajan en

la agricultura *

, segun datos proporcionados del Instituto Nacional de Estadistica y
Censos (INEC), en el Ecuador aproximadamente 1°320.988.68 de hectareas dedicadas a
la actividad Agricola emplea algtin plaguicida quimico y de cada 10 hectareas 1 emplea
plaguicidas de propiedad extremadamente toxico. Se estima que el 47% de la poblacién
Agraria realiza la aplicacion de agrotdxicos cerca de cuerpos de agua sin tener
consideracion de las normativas establecidas por la Organizacion de la Naciones Unidas

para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), que aconseja que los plaguicidas deberan

ser aplicados a una distancia mayor a 200 metros de extensiones de agua °.

Los plaguicidas producen graves consecuencias para el medio ambiente causando
efectos en la superficie terrestre y contaminan el agua por medio de la escorrentia de
estos agrotoxicos. El agua contaminada desemboca en el mar y va causando dafios en el
medio acuatico siendo los més perjudicados los peces y en varias ocasiones la muerte

del mismo *.

Este proyecto tiene como objetivo evaluar la toxicidad del agua del proceso del lavado
del banano perteneciente a la bananera convencional del canton Machala y la bananera
organica del canton Santa Rosa, utilizando como modelo experimental el bioindicador

C. elegans.



1.4. MARCO TEORICO
1.4.1 Datos generales del area de estudio

1.4.1.1 Canton Machala

Machala cuenta con una extension de 37.275,23 hectareas, lo que representa el 6,49%
total de la superficie de la Provincia de El Oro a la cual pertenece. Tiene como limites al
Norte con El Guabo. Al Sur con Santa Rosa. Al Este con Pasaje y al Oeste con el

Océano Pacifico y el Archipiélago de Jambeli °.

Se conoce como la Capital Mundial del Banano y es considerada una de las ciudades
mas importantes del pais gracias a la produccion bananera, que es uno de los principales
rubros de exportacion en el Ecuador, ya que se encuentra ubicada en planicies de
deposicion aluvial, con relieve plano y suelos de buena fertilidad, lo cual es favorable

para la actividad agricola, por los grandes depositos de nutrientes que existen en el suelo

6

1.4.1.2 Canton Santa Rosa

Santa Rosa cuenta con una superficie de 944.41 Km?, esta ubicado en la Provincia de El
Oro, a 33 kilémetros de la ciudad de Machala en la planicie costera centro occidental.
Tiene como limites al Norte con Machala, Pasaje. Al Sur con Arenillas, Pifias. Al Este

con Pasaje y Atahualpa y al Oeste con el Océano Pacifico y Arenillas .

El cantén comprende de unas vastas dreas donde se realizan actividades importantes,
como lo es el desarrollo exhaustivo de la agricultura, ya que las condiciones climéaticas
y geograficas han posibilitado y beneficiado a esta actividad. Un claro ejemplo de ello
es la produccién de banano, ya que mas de la mitad de la superficie del Canton son
destinadas a este fin, demostrando asi que es la mayor fuente de produccion y riqueza de

la zona ’.



Figura 1. Provincia de El Oro, Cantén Machala y Santa Rosa. Area de estudio

VIR RAOINAL

Fuente: Google Earth.
1.4.2 Industria bananera en el Ecuador y en la provincia de El Oro

En el Ecuador, la industria bananera se extendio después de que la industria cacaotera
cayera a pique en 1920. La produccion de banano se da mayormente en paises en
desarrollo con clima tropical como lo es nuestro pais, el cual, es considerado uno de los
mas importantes productores y exportadores de este cultivo ya que representa el 22%
total de las exportaciones mundiales, 27% total de exportaciones agricolas y 8% de las
exportaciones de todos los sectores para la economia ecuatoriana. Segun datos
expuestos por MAGAP, el 10% de la extension agraria del pais representa la totalidad

de la produccion de banano ocupando asi mas de 165.000 ha ®.

La produccion de banano se encuentra establecida mayormente en tres provincias de la
costa ecuatoriana, como lo son El Oro, Guayas y Los Rios ®. A partir del afio 1930 en la
provincia de El Oro, se da inicialmente la produccion y exportacion de banano de
variedad Gros Michel a los mercados internacionales °. Actualmente en la provincia se
representa principalmente por medianos y pequefios duefios de haciendas productoras de
banano, considerandose asi el 70% de las funciones econdmicas y mercantiles del sector

agricola en el pais '°.



1.4.3 Industria del banano convencional y banano organico

Las bananeras convencionales son aquellas que emplean productos de sintesis quimica

causantes de la contaminacion ambiental !!.

Es muy frecuente el uso considerable de plaguicidas para la eliminacion de plagas, con
el paso del tiempo los insectos adoptan resistencia a estos tipos de productos de sintesis
quimica por lo que los agricultores optan por aplicar en grandes cantidades los
plaguicidas y muchas veces utilizan producto con mayor toxicidad para asegurar la

muerte de las plagas y asi su cultivo no sea afectado '%.

Ecuador esta lejos de dejar la dependencia de los plaguicidas aun conociendo que el uso
constante de plaguicidas puede ocasionar graves consecuencias en el medio ambiente y

la salud humana '%.

El banano orgénico, se enfoca en el manejo holistico del ecosistema ya que no utiliza
productos quimicos o fertilizantes sintéticos para proporcionar nutrientes y combatir
alguna plaga presente en el cultivo. La utilizacion de técnicas y métodos organicos
permite beneficios como lo es la reduccion de los riesgos a la salud y al medio ambiente

a largo plazo .

Las diferencias entre el sector de produccion de banano convencional y orgénico pueden
influir en la propiedad de la calidad y fisiologia del banano. En el 2018, un estudio en
Brasil demostré que la diferencia mas significativa entre los dos tipos de cultivo, fue el
tamafio de la fruta en donde se dio una mayor longitud del 70% en el banano
convencional y ademas que las practicas de cultivo también puede influenciar en la
composicion fotoquimica del banano '*. Existen diferentes variedades de banano son:
Cavendish, Lady’s Finger, Gros Michel, Lacatan, Grand Nain, Roja. Sin embargo el

banano de tipo Cavendish es la que se cultiva con mayor proporcion ',



1.4.4 Pesticidas

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
define a los pesticidas como sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga o vector que interfiere con la produccion,

procesamiento o comercializacion de productos agricolas '°.

Clasificacion de los pesticidas

Se basa principalmente en ':

e Naturaleza quimica: organoclorados, organofosforados, etc '’.
e Requisito de solicitud: agricultura, salud pablica, nacional, etc '’

e Organismo objetivo o uso especifico: insecticidas, herbicida, fungicida, etc .

1.4.4.1 Pesticidas Organoclorados

Grupo de compuestos quimicos clorados muy utilizados como pesticidas, estas
sustancias quimicas pertenecen a la clase de contaminantes orgdnicos persistentes en el
ambiente (COP’s), son de baja solubilidad acuosa, baja polaridad, y alta solubilidad en
lipidos. Su estructura quimica es muy relacionada, muestra anillos alifaticos o
aromaticos sustituidos con cloro. Debido a sus semejanzas estructurales, estos
compuestos comparten caracteristicas  fisicoquimicas como la persistencia,
biocumulacion y toxicidad. La vida media o persistencia de los pesticidas
organoclorados varian de una persistencia moderada de aproximadamente 60 dias hasta
una alta persistencia con una vida media de hasta aproximadamente 10 - 15 afos.
Debido a esto el Convenio de Estocolmo ha clasificado la mayoria de los compuestos
organoclorados como peligrosos para el medio ambiente y ha prohibido su uso, pero en
muchos paises en desarrollo aun siguen utilizandolos, lo que hace que esta prohibicion

sea inutil V.



1.4.4.2 Pesticidas utilizados en las bananeras de estudio

Cuadro 1. Pesticidas utilizados en la Bananera Convencional

FUNGICIDAS
Nombre | Principio Activo | Grupo Quimico Funcion Categoria
Volley Fenpropimorf Morfolina Control de IV (Producto que
hongo no ofrece peligro)
NEMATICIDA
Verango Fluopyram Benzamides Control de IIT (Ligeramente
nematodos peligroso)
INSECTICIDA
Thionex Endosulfan | Organoclorado Control de | II (Moderadamente
insecto peligroso)
Fuente: Propietario de la bananera convencional
Elaboracion: Autores
Cuadro 2. Pesticidas utilizados en la Bananera Organica
BACTERICIDA Y FUNGICIDA
Nombre Principio Activo Funcion Categoria
Dioxipac Clo, Control de bacterias IV (Producto que no
y hongo ofrece peligro)
Ausoil 23 | Aceite de arbol de té Control de hongo IV (Producto que no

australiano

ofrece peligro)

Fuente: Propietario de la bananera orgénica

Elaboracion: Autores




1.4.4.3 Pesticidas prohibidos y restringidos en el Ecuador

Cuadro 3. Pesticidas prohibidos y restringidos en el Ecuador

Acuerdo/Resolucion

Productos

Justificativo

Acuerdo Ministerial N°
0112-1992

Aldrin, dieldrin, Endrin, BHC, Toxafeno,
Clordimeform, Clordano, DDT, DBCP,
Lindano, EDB, 2,4,5 T, Amitrole, Comp. Hg y
Pb, TCC, Leptophos, Heptacloro,
Chlorobenzilato

Nocivos para la salud y
prohibido su
fabricacion y

comercializacion en
varios paises

Methyl Parathion, Diethyl Parathion, Ethyl
Parathion, Mirex, Dinoseb

Contaminacion
ambiental

Pentacloro-fenol

Solo para uso industrial

Acuerdo Ministerial N°
333-1999

Aldicarb Temik 10% y 15% G

Aplicacion restringuida
en banano

Acuerdo Ministerial N°
123-2001

Zineb o combinaciones con otros fungicidas

Potencialmente nocivo
para la salud humana

Registro N° 015-2005

Binapacril, Oxido de etileno, Bicloruro de

Riesgos carcinogénicos

etileno y nocivos para la salud
humana, animal y
ambiente
Monocrotofos Nocivo para la salud y

ambiente

Dinitro Orto Cresol

Producto peligroso

Resolucion N° 073-2009

Captafol, Fluoroacetamida, HCH, HCB,

Daiiinos para la salud y

Paration, Pentaclorofenol, Formulaciones de ambiente
polvo seco, Methamidophos, Fosfamidén
Resolucion N° 178-2011 Endosulfan y sus mezclas Contaminantes

organicos persistentes

Resolucion N° 136-2013

Carbofuran y sus mezclas

Nocivos para el medio
ambiente y la salud

Resolucion N°
0298-2015

Metamidofos y mezclas

Resolucion N° 136-2015

Alaclor y sus mezclas

Resolucion N° 150-2017

Carbofuran y sus mezclas, Trichlorfon y sus
mezclas

Convenio de Rotterdam
por ser nocivo para la
salud y ambiente

Fuente: AGROCALIDAD; Coordinacion General de Insumos
Agropecuarios, Direccion de Registros de Insumos Agricolas, Quito-Ecuador, mayo de

2017 '8,

registros de



1.4.5 Uso de pesticidas en la industria bananera — impacto ambiental

La industria bananera es una de las actividades de la agricultura en donde han
identificado que la utilizaciéon de algunos productos quimicos a largo plazo y
constantemente son un riesgo para la salud humana y el medio ambiente por lo que
convenios internacionales han llegado a restringirlos pero aun hay casos en que
haciendas productoras de banano hacen caso omiso a estas leyes y peor alin es que en
esta actividad se da mayormente descargas de sus efluentes deliberadamente en el
medio ambiente tales que las sustancias quimicas utilizadas podrian acabar con algunas

formas de vida en el mundo ' "°.

En la provincia de El Oro la produccion de banano convencional se produce
mayormente, la cual se ve afectada por hongos, insectos y acaros, para combatir estas
plagas se requiere la utilizacion intensiva de pesticidas, para ello la aplicacion de estos
productos quimicos se lo realiza con mochilas rociadoras y con avionetas los cuales
frecuentemente no cumplen con los métodos legislados resultando asi en una exposicion

generalizada de estos productos ocasionando dafios al ecosistema y a la poblacion %,

Aunque se conoce de los beneficios de estos productos cabe destacar que no solo tiene
este fin, ya que alteran en menor o mayor grado a los demds seres vivos
inconscientemente, esto se debe a que del 100% de la aplicacion de las aspersiones
aéreas de pesticidas Unicamente el 10% alcanzan al organismo objetivo mientras que el
90% de la aspersion no cubre las demas superficies afectadas por la plaga, dando como
resultado que los ecosistemas terrestres y acuaticos proximos presente algin nivel

toxicoldgico ' 2.

Estos productos quimicos estan incluidos en el grupo de destructores ambientales que
estan llevando a un peligro a la biodiversidad de las aguas superficiales mundiales. El
ambiente acuatico frecuentemente estd expuesto a combinaciones de pesticidas con
compuestos y concentraciones fluctuantes **. Esto se debe a que las sustancias quimicas
utilizadas derivan directamente al medio acuatico ya sea por transporte aéreo, drenaje
que conlleva a una lixiviacion de estos pesticidas al agua subterrdnea o por ultimo los
residuos de las aguas con estos productos lo depositan directamente a canales de agua

que van a brazos de mar . Por tal razon estos ecosistemas (lagos, estanques, rios,



mares) estan experimentando una gran contaminacidon con estas sustancias lo que trae
consigo una numerosa pérdida de especies marinas como son los peces y hasta plantas
acuaticas, sin saber que esto trae consigo grandes repercusiones, por ejemplo tales
plantas acuaticas suministran cerca del 80% del oxigeno disuelto el cual es necesario
para mantener la vida en el medio acuatico por lo que la destruccion de ellas ocasionan

un gran peligro de extincion de las especies marinas .

Tenemos entre ellos también los contaminantes organicos persistentes que se almacenan
en el cuerpo del ser humano por medio del consumo de los organismos acuaticos
contaminados, agua potable y suplementos agricolas. Se ha demostrado que los
animales marinos tienen la baja capacidad de metabolizar los COP's acumuldndose asi
en mayores concentraciones que los animales terrestres. Estos contaminantes pueden
causar varios efectos adversos para la salud humana y de los animales, como trastornos

endocrinos, reproductivos, del desarrollo hasta efectos neurotdxicos y cancerigenos '°.

1.4.6 Caenorhabditis elegans como bioindicador experimental

1.4.6.1 Descripcion

Nematodo que habita en los poros intersticiales del suelo. Su ciclo de vida es corto
generalmente de 3 a 4 dias a una temperatura de 20°C. Su tamafio es de Imm y es
transparente por lo que se puede observar todas las clases de células que presenta en

todos sus estadios de desarrollo %.

Los nematodos mayormente se presentan como hermafroditas, de ahi un 0,3% son
machos. La fertilizacion de las hermafroditas se da en un tiempo promedio de 2 a 3 dias,
y la vida del nematodo adulto es de 2 a 3 semanas a 20°C. El ciclo reproductivo es de

2.5 a 4 dias y su esperanza de vida es de 12 a 20 dias a temperatura ambiente *’.

La evaluacion de toxicidad puede agruparse por diferentes efectos biolodgicos en el
nematodo como lo son: locomocidn, reproduccion, letalidad, crecimiento, entre otros.
La prueba mas comin que se realiza es la de letalidad, la cual permite determinar la tasa
de mortalidad resultante de la toxicidad aguda en una curva de concentraciéon —

respuesta %,



1.4.6.2 Caenorhabditis elegans en calidad de agua

Es uno de los bioindicadores de toxicidad mas importantes y ampliamente utilizado en
diversos campos de la investigacion actual ». Para que un organismo sea adoptado
como bioindicador este debe cumplir con ciertos requisitos, como lo es que el
organismo debe ser sensible a las sustancias de prueba, de facil manejo en el laboratorio
y disponible durante un amplio periodo de tiempo *. Como es el caso del nematodo
Caenorhabditis elegans, el cual cumple todo estos requisitos ya que es de facil manejo
tiene un ciclo de vida corto y es de bajo costo para procedimientos experimentales y es

sensible a sustancias y elementos quimicos *.

Diversos autores, como Peredney y Williams han demostrado que este nematodo, es un
importante modelo de bioindicador para la evaluacion toxicoldgica in vivo de muestras
ambiental para conocer la toxicidad de ambientes acuaticos y terrestres basados en el
uso de las afecciones del nematodo como lo son la letalidad, locomocion, estrés
oxidativo, reproduccion, desarrollo, entre otros *3' *2, Lo cual esto contribuye a mejorar
la gestion de la calidad del agua para su conservacion y garantizando el cuidado del

ecosistema acudtico **.



II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de diseiio de investigacion

La investigacion realizada es cuasi experimental debido a que se utiliz6 métodos y
procedimientos confiables que ya han sido empleados en diferentes investigaciones de

revistas cientificas.

2.2 Identificacion de variables
2.2.1 Variable independiente

e Concentraciones de la muestra de agua

2.2.2 Variables dependientes

e % Mortalidad del nematodo Caenorhabditis elegans

e Concentracion letal media (CL,)

2.3 Poblacion y muestra

2.3.1 Poblacion

e Bananeras organica y convencional pertenecientes a la provincia de El Oro.

2.3.2 Muestra
e Agua del proceso de lavado de banano organico del Cantdon Santa Rosa y del

banano convencional del Cantén Machala

2.4 Materiales, equipos y sustancias
2.4.1 Materiales de laboratorio

e Frascos de vidrio ambar 1000 ml

® Vasos de precipitacion 50 ml, 100 ml
e (ajas Petri

e Probeta 25 ml, 100 ml

e Erlenmeyer 500 ml, 1000 ml

e Tubos de ensayo



e Tubo Falcon de 2 ml, 15 ml

e Micro puntas

e Micropipetas

e Pipetas Pasteur

e [ampara de alcohol

e Lampara de luz blanca

e Espatula

e Viales de almacenamiento de 4mL

e Viales de inyeccion de 2mL

e Gases: Helio, Nitrogeno — calidad comercial estdndar alta pureza (99.9990%)

e (Cartuchos Thermo Scientific C18 para extraccion SPE

2.4.2 Equipos

e [Estereoscopio binocular marca Labomed Ref. CZM6

e Cromatografo de Gases Agilent 6890N, acoplado a espectrometro de masas
5973N, autosampler 7683 series, MSD Productivity ChemStation, Revision
D.02.00.SP1, NIST, Mass Espectral Library, Revision 2005, NBS, Wiley, NIST
98, NISTOS.

e (Centrifuga marca Dynac

e Autoclave modelo YX-18 LM

e Estufa

e Refrigerador Electrolux

e Incubadora

e Balanza analitica

2.4.3 Reactivos

e Medio K

o AgarK

e Agua destilada
e Agua MiliQ

e Solucion Bleach



e Alcohol industrial

e Alcohol potable

e Peptona

e NaCl

e NaOH

e n-hexano grado analitico

e Acetato de etilo grado analitico

e Diclorometano grado analitico

e Metanol grado analitico

e Sulfato de sodio anhidro granular
e Estindar analitico de pesticidas organoclorados, SS CLP Organochlorine

Pesticide Mix. 2000 ug/ml in tolueno:hexano (50:50), SUPELCO 4S7426-U.
2.4.4 Material biologico

e Nematodos Caenorhabditis elegans cepa N2

e Escherichia coli OP50
2.5 Localizacion del Area de estudio
+ Bananera Convencional
Ubicacion sectorial y fisica de la investigacion
Pais: Ecuador, Provincia: El Oro; Canton: Machala; Sector: Pajonal

La investigacion se llevo a cabo en la hacienda 1, la cual posee una extension de
35 hectareas, dedicada a la explotacion del banano convencional de variedad
Cavendish.

+« Bananera Organica

Ubicacion sectorial y fisica de la investigacion

Pais: Ecuador, Provincia: El Oro; Cantén: Santa Rosa; Sector: Jumon



La investigacion se llevo a cabo en la hacienda 2, la cual posee una extension de

43 hectareas, dedicada a la explotacion del banano orgdnico de variedad

Cavendish.

2.6 Técnicas y Métodos

2.6.1 Recoleccion de muestras de agua
Se recolectaron muestras de agua de las piscinas donde se realiza el proceso de lavado
de banano, tanto en la bananera convencional del Canton Machala como la bananera

organica del Canton Santa Rosa.

Las muestras de agua fueron recolectadas en botellas de vidrio color ambar como lo
establece la Norma INEN 2169:2013 ** en 5 puntos diferentes y tomadas a 10 y 50 cm
de la superficie de la piscina, fueron transportadas en un cooler con hielo para mantener
las muestras a una temperatura de -4°C y en el laboratorio fueron almacenadas a -10°C

en un freezer.

2.6.2 Equipo Analitico

Para la identificacion de la presencia de pesticidas se emple6 la técnica de extraccion en
fase solida (SPE) con cartuchos C18, y con el equipo de cromatografia de gases con

columna capilar acoplada a espectrometria de masas GC-MS *¢.
Pretratamiento de la muestra

e [as muestras de agua se filtraron a través de filtros hidrofilicos de 0,45um para

eliminar cualquier particula suspendida *.
Extraccion de la muestra

e Previo a la extraccion, al cartucho C18 se lo acondiciona primero con 6 ml de
diclorometano y 6 ml de acetato de etilo, luego con metanol y agua ultrapura
(Tipo I) cada 10ml, respectivamente *¢.

e Se carga las muestras de agua (500ml) en el cartucho C18 filtrandose en ella a

través de un caudal de 10ml/min™ al vacio °.



e Después de la extraccion, la columna con los analitos se eluyeron con 10 ml de
diclorometano para producir una fraccidbn que contenga pesticidas
organoclorados (OCP). Los eluyentes se secaron pasando a través de sulfato de
sodio anhidro y luego se concentraron bajo una corriente suave de nitrégeno de
alta pureza *°.

e Finalmente, los extractos se reconstituyeron agregando 100 ml de n-hexano para
el andlisis en cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(GC-MS) 3.
Analisis de la muestra

e Para el andlisis cualitativo de los OPC se lo llevo a cabo en el laboratorio
CILAB Salud, mediante el equipo de cromatografia de gases Agilent 6890N
equipado con un espectrometro de masas, utilizando una fuente de iones en el
modo de monitorizacion de iones (SIM) el cual se desarrolla utilizando los
parametros ya establecidos en el modo SCAN anteriormente, utilizando los
cuatro iones principales generalmente estos son los mas altos para cada uno de
los componentes *°.

e Sc utiliza 1ml del extracto de la muestra en el cual se inyecta automaticamente
en una columna capilar HP — 5MS (30.0 m x 0,25 mm x 0.25 pm). El gas
utilizado como portador fue el gas helio a un flujo constante de 1,0 ml/min. El
inyector y detector funcionaron a una temperatura de 250°C y 300°C
respectivamente ¢,

e La fuente de iones y las temperaturas de la interfaz del espectrometro de masas
se establecieron en 230°C y 150°C, respectivamente. La temperatura del horno
del cromatografo de gases se program6 de la siguiente forma: Temperatura
inicial se mantuvo a 70°C (1min), y luego se programé a 30°C/min a 190°C
(4min) a 10°C/min, manteniendo la temperatura final durante 0,5 min a 270°C.
Por ultimo, los datos fueron adquiridos y procesados con el Software

ChemStation .



Criterios de aceptacion — rechazo

e [os resultados se aceptardn como positivos cuando el valor de Qvalue es mayor

a 80%.

2.6.3 Mantenimiento de la cepa del nematodo Caenorhabditis elegans

Para el crecimiento y reproduccion optima del nematodo se prepard un agar selectivo
denominado Agar K, planteado en el protocolo de la CGC (Centro Genético de
Caenorhabditis), para preparar este medio de cultivo se utiliza peptona, agar, CINa, CIK
respectivamente disueltos en agua milliQ y se autoclava a 120°C por 1 hora. Luego se le
afiade Colesterol, MgSO, y CaCl,, finalmente el Agar K es vertido en las cajas Petri, y
en su superficie se coloca bacterias Escherichia coli OP50, el cual sirve de alimento

para el nematodo *°.

2.6.4 Sincronizacion

La finalidad de este proceso es obtener nematodos en un estadio larvario L4, para ello se
verific en las cajas Petri la presencia considerable de huevos, por consiguiente se lavo
con medio K, se transfiri6 con mucho cuidado en los tubos Falcon y se centrifugd a
2200 rpm por aproximadamente 2 min, para ello se colocd los tubos Falcon en hielo
durante por 5 minutos, luego se elimina el sobrenadante con la ayuda de una
micropipeta y se procede a afiadir hipoclorito de sodio juntamente con hidroxido de
sodio agitando suavemente por un tiempo determinado de 6 minutos, esta solucion
ayudaré a destruir por completos las larvas, nuevamente se procede a centrifugar a 2200
rpm por 2 min, se elimina el sobrenadante y se agrega de 13 a 15 ml de medio K, se
procede a centrifugar y se elimina el sobrenadante, este procedimiento se lo repite
aproximadamente 3 veces y como paso final los huevos seran colocados en una nueva

caja Petri respectivamente con su alimento *.

2.6.5 Ensayo de Mortalidad

Para evaluar la toxicidad del agua del proceso de lavado de banano se utiliz6 una
microplaca de 96 pocillos en donde se realizo la respectiva dilucion de las muestras de

agua, a una concentracion del 100%, 75%, 50%, 25% y 5%, en cada pocillo de dilucién



se colocaron 10 nematodos C. elegans en estadios L4 con la ayuda de una pipeta Pasteur
de vidrio que posee un filamento de platino en la punta previamente esterilizado para
evitar cualquier contaminacion. El ensayo se lo realizé con la ayuda de un estereoscopio
binocular que nos permitiéo observar el nimero de nematodos muertos y vivos, esta

lectura se lo realiz6 en tiempos establecidos, a las 12, 24, 36 y 48 horas.

2.6.6 Analisis Estadistico

Con el fin de establecer las curvas de respuesta entre mortalidad del nematodo C.
elegans vs la concentracion de la muestra de agua del proceso de lavado de banano
organico y convencional y determinar los valores de concentracion letal media (CL,)
con limites de confianza de 95% fue aplicado mediante el método de PROBIT
Dosis-Respuesta, que es una manera especializada de andlisis de regresion para
variables de respuesta binomial, es decir, variables con un solo resultado posible

(positivo/negativo) *’, con el empleo del programa Statgraphics.



III. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 4. Pesticidas identificados en el agua del proceso de lavado del banano

orgéanico y convencional.

ANALISIS DE PESTICIDAS IDENTIFICADOS EN EL AGUA DEL
PROCESO DE LAVADO DE BANANO CONVENCIONAL Y ORGANICO

Pesticidas Rango Resultado
minimo
CONVENCIONAL Endosulfan I 80% 97% POSITIVO
ORGANICA - - NEGATIVO

Fuente: Laboratorio CILAB Salud

Elaboracion: Autores

El cuadro 4, muestra que en la muestra de agua de la bananera organica no se hallé la
presencia de ningln pesticida, en conjunto con el cuadro 2 se evidencia que en esta
bananera utilizan productos organicos y biodegradables en el ambiente que no causan
ningn dafio ni perjudica al ser humano. Por el contrario, en la bananera convencional
se encontro la presencia de endosulfan I, un pesticida organoclorado considerado como
un contaminante organico persistente, que es ampliamente utilizado como insecticida a
nivel mundial * * y su utilizacion se ha prohibido en Ecuador debido a que afecta la

salud humana causando alteraciones endocrinas, hematologicas, neuroldgicas *° *!

,y es
extremadamente toxico para el medio acudtico, acumuldndose en los tejidos de los
peces, afectandolos aun en niveles bajos de 4,9 ugL™' a vertebrados e invertebrados

marinos +* .



Cuadro 5. Mortalidad de nematodos C. elegans en la muestra de agua del banano

organico en diferentes concentraciones.

TIEMPO DE EXPOSICION
12 h 24 h 36 h 48 h
% Concentracion | Expuestos
M [ %M | %MT [ M |%M | %MT [ M | %M | %MT | M | %M | %MT

100 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 10 0 0 0 0 0 0 0 0
100 10 0 0 0 0 0 0 0 0

75 10 0 0 0 0 0 0 0 0

75 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
75 10 0 0 0 0 0 0 0 0

50 10 0 0 0 0 0 0 0

50 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 10 0 0 0 0 0 0 0 0

25 10 0 0 0 0 0 0 0 0

25 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 10 0 0 0 0 0 0 0 0

5 10 0 0 0 0 0 0 0 0

5 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 10 0 0 0 0 0 0 0 0

0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 10 0 0 0 0 0 0 0 0

0 10 0 0 0 0 0 0 0 0

M=Mortalidad; %M=Porcentaje de Mortalidad; %MT= Porcentaje de Mortalidad Total

Fuente y Elaboracion: Autores




Cuadro 6. Mortalidad de nematodos C. elegans en la muestra de agua del banano

convencional en diferentes concentraciones.

TIEMPO DE EXPOSICION
12h 24h 36h 48 h
% C Concentracién | Expuestos
%M | %MT %M | %MT %M | %MT %M | %MT

100 10 20 50 60 70
100 10 20 20 30 40 60 63 80 73
100 10 20 40 70 70

75 10 10 40 50 60

75 10 20 16 20 30 60 50 70 66
75 10 20 30 40 70

50 10 0 20 30 40

50 10 20 10 30 26 30 33 50 50
50 10 10 30 40 60

25 10 0 10 20 20

25 10 0 3 10 10 10 16 20 20
25 10 10 10 20 20

5 10 0 0 10 10

5 10 0 0 0 0 0 3 0 3
5 10 0 0 0 0

0 10 0 0 0 0

0 10 0 0 0 0 0 0 0 0
0 10 0 0 0 0

M=Mortalidad; %eM=Porcentaje de Mortalidad; %MT= Porcentaje de Mortalidad Total

Fuente y Elaboracion: Autores




En los cuadros 5 y 6 se muestran los resultados de los porcentajes de mortalidad del
nematodo C. elegans observados durante lapsos de tiempo de 12, 24, 36 y 48 horas de
exposicion para cada una de las bananeras (organica y convencional). Debido a que la
bananera organica no presentdé muerte del nematodo no fue posible establecer las
relaciones concentracion vs mortalidad para calcular la concentracion letal media CL,,
en todos los lapsos de tiempo, razoén por la que se presentan Unicamente los analisis
PROBIT para la bananera convencional a las 36 y 48h de exposicion, ya que en estos

tiempos ya se presenta el 50% de mortalidad.

Figura 2. Modelo ajustado con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (36h)
del nematodo C. elegans y concentraciones de la muestra de agua del lavado de banano

convencional.
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Fuente y Elaboracion: Autores

Figura 3. Modelo ajustado con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (48h)
del nematodo C. elegans y concentraciones de la muestra de agua del lavado de banano

convencional.

08

06| ; .

% MORTALIDAD
1

02— 5

L] 20 40 60 Bo 100
% CONCENTRACION

Fuente y Elaboracion: Autores



Las figuras 1 y 2 muestran el modelo ajustado con intervalos de confianza del 95% para
la mortalidad del nematodo vs la concentracion de la muestra de la bananera

convencional en los lapsos de tiempo de 36 y 48 horas de exposicion.

Cuadro 7. Valores de CL,, para bananera convencional con sus respectivos limites de
confianza obtenidos a partir de Predicciones Inversas para Concentracion del andlisis

PROBIT.

Bananera Tiempo (h) CL,, R?
36 77,92 0,9748
Convencional
48 55,01 0,9829

Fuente y Elaboracion: Autores

En el cuadro 7 se indican los valores correspondientes a CL,, con intervalos de
confianza al 95% para la muestra de la bananera convencional a las 36 y 48 horas de
exposicion. Demostrando asi que en la bananera convencional tanto a las 36 y 48 horas
de exposicion presenta mayor toxicidad, ya que se requirié6 de menor dilucion en estos
tiempos para producir el 50% de mortalidad en el nematodo bajo las condiciones de

bioensayo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cuadros 1 y 7, evidencian que el agua del
proceso de lavado de banano convencional presenta toxicidad debido a que se identificd
un pesticida organoclorado, el Endosulfan I y present6é un CL,,de 55,01%, mientras que
el agua del proceso de lavado de banano organico no presenta toxicidad ya que no se
encontr6 ningun pesticida organoclorado y su CL,, no se logro determinar por la
ausencia de mortalidad de los nematodos por lo que indica que no presenta sustancias

agrotoxicas.



IV.  CONCLUSIONES

e En la bananera orgdnica no se encontrd la presencia de residuos de algun
pesticida, sin embargo, en la bananera convencional si se evidencio la presencia

de un pesticida organoclorado, endosulfan I.

e Se logré demostrar que el bioindicador Caenorhabditis elegans fue util para
establecer el porcentaje de mortalidad en el agua de proceso de lavado de

banano tanto en la bananera organica como la convencional.

e [La concentracion letal media (CLy,) fue de 77,92% a las 36 horas y de 55,01% a
las 48 horas en la muestra de agua de proceso de lavado de banano
convencional, sin embargo no fue posible determinar el CL,, en la muestra de la
bananera organica debido a la ausencia de mortalidad de los nematodo C.

elegans.

e De acuerdo a los resultados obtenidos tras aplicar la identificacion de pesticidas
organoclorados y ensayo toxicologico se determind que si presenta toxicidad la
muestra de agua del proceso de lavado del banano convencional evidenciando
que existe un riesgo toxicologico tanto para la salud humana como para el medio
ambiente en comparacion con la muestra de la bananera orgéanica que no
presentd toxicidad, por lo que se considera que estd libre de sustancias

agrotoxicas.



V.  RECOMENDACIONES

e Realizar un andlisis cualitativo y cuantitativo de pesticidas carbamatos y
organofosforados, que a pesar de no ser contaminantes persistentes como los
pesticidas organoclorados, son de alta toxicidad para los seres vivos y el medio

ambiente.

e Incentivar el cultivo de banano orgénico para preservar la salud humana y el
cuidado del medio ambiente motivando asi a un hébitat libre de sustancias

contaminantes.

e (Capacitar a los trabajadores agricolas mediante conferencias acerca del uso
adecuado de pesticidas y los grados de toxicidad de cada uno de ellos, de esta
manera concientizando el riesgo al que estd expuesto su salud y el medio

ambiente.
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ANEXOS

ANEXO A. Evidencia Fotografica

Figura 4. Agar para el andlisis




Figura 7. Diluciones de la muestra para el analisis de mortalidad

Figura 8. Traspaso de nematodos C. elegans a pocillos de analisis

Figura 9. Ensayo de mortalidad




Figura 10. Equipo de Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de Masas para

el analisis de la presencia de pesticidas en las muestras de estudio




ANEXO B. Modelo de Ficha de Levantamiento de la Informacion

UNIVERSIDAD TECNICA DE MACHALA
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS Y DE LA SALUD
Calidad, Pertinencia y Calidez
CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA
FICHA DE LEVANTAMIENTO DE LA INFORMACION

Tema: Evaluacion de la toxicidad del agua del proceso de lavado del banano organico
y convencional utilizando como bioindicador Caenorhabditis elegans.

Autores: Katherine Cecibel Arciniegas Montenegro; Madelaine Vanessa Cruz
Guaman

Tutor de Tesis: Dr. Victor Hugo Gonzalez Carrasco

Nombre del Lugar:

Fecha de la Visita:

Ubicacion:

(Cuantas hectareas posee la bananera?

(Qué productos orgénicos utilizan para el cultivo del banano?

(Qué productos utilizan cuando existe alguna plaga en el banano?

(De qué lugar proviene el agua que utilizan para el riego del sembrio?

(De qué lugar proviene el agua que utilizan para el lavado del banano?
(Someten a algin tratamiento el agua que utilizan para el lavado del banano?
[ Qué capacidad de volumen tiene la piscina de lavado de banano?

(Cada qué tiempo cambian el agua de la piscina de lavado de banano?
(Cuantos racimos de banano lavan diariamente?

(En qué lugar desechan el agua utilizada en el lavado del banano?




ANEXO C. Resultados de andlisis de la presencia de pesticidas organoclorados en las

muestras de estudio

Figura 11. Resultados de analisis de la presencia de pesticidas organoclorados en la

muestra de agua perteneciente a la bananera organica.
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Figura 12. Resultados de analisis de la presencia de pesticidas organoclorados en la

muestra de agua perteneciente a la bananera convencional.
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