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RESUMEN

Se realizaron ensayos in vifro para de-
terminar el efecto toxico de los herbicidas
glifosato y paraqual sobre el proceso de
nitrificacion con suelo franco-arenoso
(pH: 5.8, Humedad:13.05%), en el co-
rregimiento de Rio Frio. Magdalena. Los
experimentos se realizaron por cuantifi-
cacion espectrofométrica (método del
acido fenoldisulfonico) de la concentra-
cion de nitratos producidos durante un pe-
riodo de incubacion de 30 dias usando el
producto comercial y el principio activo
grade estindard, en concentraciones de
10, 100 y 1000 ppm de cada uno de los
herbicidas. Se observd una reduccién de
la nitrificacién v un incremento en el pe-
riodo de retardo al aumentar las concen-
traciones, sin embargo, solamente con
altas dosis del glifosato comercial (100 y
1000 ppm de Round Up) y paraguat co-
mercial (1000 ppm de Gramoxone) hubo
inhibicidon de la nitrificacién. Tanto el pa-
raquat comercial como el estandard, a 10
y 100 ppm, causaron leves disturbios so-
bre la nitrificacion, la cual retornd a una

normalidad relativa después de 30 dias de
incubacion. Se observé una diferencia
significativa (p <0,001)entre el glifosato
comercial (concentracion maxima de ni-
trato 55,0ug/g) y el glifosato estandard
(510,12pg/g NOs') a una concentracion
de 1000 ppm, lo cual sugiere que los ad-
yuvantes en el producto comercial contri-
buyen a aumentar el efecto toxico del
herbicida. Estos datos son de interés para
desarrollar técnicas de utilizacién de pla-
guicidas que permitan la recuperacion de
las poblaciones microbianas importantes
para la fertilidad de los suelos.

ABSTRACT

Several assays were performed to in-
vestigate the toxic effects of Glyphosate
and Paraquat herbicides on soil nitrifica-
tion in Rio Frio, Magdalena (pH and
moisture soil, 5.8 and 13.05% respec-
tively).The experiments were done with
the commercial and standard product, in
concentrations of 10, 100 and 1000 ppm.
A reduction of nitrification and an in-
crease of the slow phase were observed
with increasing concentrations of the her-
bicide. However, an inhibition of soil ni-
trification was obtained only with high
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concentrations of commercial glvphosaie
(Round Up in concentrations of 100 and
1000 ppm) and commercial paraquat
(Gramoxone in concentrations of 1000
ppm). Interestingly. commercial and
standard paraguat in concentrations of
10 and 100 ppm caused only short lasting
disturbances and nitrification usually re-
turned to a relative equilibrium after 30
days, In addition, significant difference
between the effects of commercial gly-
phosate (production of NO3", 55,0 pg/g)
and standard glyphosate (510,12 ng/g
NOs) was observed. These results sug-
gest that adyuvants in the commercial
glyphosate contribute significantly to the
toxicity of the herbicide. These data are
important for the development of proce-
dures for using plaguicides that allow the
recovering of microbial populations in-
volved in soil fertility.

INTRODUCCION

Los procesos de produccion agricola,
encaminados a buscar insumos mas efi-
cientes v una mayor produccion, han
llevado a un aumento en el uso de
agroquimicos, cuyos efeclos negativos
sobre la fertilidad de los suelos se derivan
de las perturbaciones que producen en la
microflora (1). Estudios previos donde se
determina la influencia de los herbicidas
sobre la microflora del suelo (2,3), han
demostrado que los impactos negativos
sobre microorganismos, fijadores de ni-
trogeno y sobre los procesos de amonifi-
cacion y mnitrificacion se dan a altas
concentraciones de plaguicidas. El-
Abyad v Abou-Taleb (4) demostraron
que los efectos sobre las poblaciones mi-
crobianas dependen del tipo y concentra-
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c10n de herbicida usado, asi como de la
naturaleza del suelo tratado.

En la zona bananera del Magdalena, el
glifosato y el paraquat son dos de los pla-
guicidas de amplio usoen el control de las
malezas anuales y perennes. El glifosato
(N-fosfonometilglicina), se clasifica en-
tre los plaguicidas miscelaneos; la pre-
sencia de (res grupos polares en la
molécula lo hacen muy soluble en agua y
oiros compuestos polares (5). Es un her-
bicida postemergente, no selectivo, de
amplio espectro. Hay poca informacion
sobre su destino ambiental, uno estos es
¢l conocimiento del tiempo que farda en
desaparecer de los campos tratados, para
delerminar una rotacion segura en culti-
vos sencillos. Ademds, presenta poca len-
dencia a fotodegradarse; sin embargo,
sus residuos son susceptibles a degrada-
cion microbiana, con una vida media me-
nor de dos semanas. No obstante, los
residuos pueden persistir por'mas tiempo
en suelos anaerobicos v permanece activo
en suelos que no lo absorben ficilmente,
persistiendo su efecto fitotdxico (6).

El paraquat pertenece al grupo quimi-
co de los bipiridilos. Es un solido alta-
mente soluble en agua, no volatil y se
descompone a luz UV. La formulacién
mas comun es el dicloruro L, 1’-dime-
til-4 4" bipiridilo, en concentraciones so-
lubles al 20% y al 24%. Es un defoliante
y herbicida no selectivo, post-emergenie
de contacto, posee la caracteristica de en-
lazarse fuertemente a las arcillas del sue-
lo, donde es dificil desplazarlo, por lo
cual se asume que es “inactivade”. Este
paraquat enlazado es perjudicial para mi-
croorganismos, lombrices ¥ microartro-
pados y tiene und impacto negativo sobre
el manejo del nitrogeno proveniente de
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fuentes no quimicas, en varios sistemas
de cultivo (7).

En este trabajo se evalud el impacto de
los herbicidas glifosato y paraquat sobre
el proceso de nitrificacion del suelo de la
zona bananera del Magdalena, emplean-
do un método de incubacién (8) y técni-
cas quimicas espectrofotométricas para la
determinacion de nitratos. Los experi-
mentos se realizaron con el producto co-
mercial y el estindard de cada herbicida;
se uso suelo de textura franco-arenosa,
los cuales se caracterizan por tener es-
tructura granular, consistencia suelta y li-
viana, ademds son moderadamente
profundos, fértiles y de caracteristicas
que permiten una agricultura diversifica-
da y segura.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo

El estudio se realizé con muestras de
suelo franco-arenoso de la zona agricola
del corregimiento de Rio Frio en el depar-
tamento del Magdalena, las cuales s¢ re-
colectaron segtin lo establecido en la
referencia 9, A estas muestras se les hizo
analisis preliminares de contenido de hu-
medad y PH.

Reactivos

Se utilizo glifosato comercial (Round
Up de Monsanto), Estandar N-(phospho-
nomethyl)Glycine 99,5 %de Sigma; Para-
quat comercial (Gramoxone de Basf
Quimica), Estindar Methyl Viologen
(Gramoxone; paraquat dichloride) 95.5
% de Sigma.

Incubacion

Se pesaron muestras equivalentes a
10 g de suelo en base seca y se tamizaron
en una malla de 2-4 mm, ajustando a un
60% la capacidad de retencion de agua
(calculada teniendo en cuenta la subse-
cuente adicién de soluciones acuosas).
Las muestras se recolectaron en frascos
de 250ml.

A la muestrade suelo de cada frasco se
agreg6 un mililitro de una solucién de
2000 ppm de ion amonio suministrado
como (NHs )2 SO4&. El procedimiento
incluye un blanco de agua destilada, un
control con sulfato de amonio, un sistema
tratado conteniendo 10, 100 y 1000 ppm
de paraquat comecial (Gramoxone) vy
otro sistema tratado conteniendo 10, 100
y 1000 ppm de paraquat estindard. Las
soluciones se prepararon de tal forma que
la:concentracion de ingrediente activo es-
tuviese en un volumen de 0,1 ml, Debido
a gue el paraquat se presenta en forma de
cloruro altamente soluble, el solvente uti-
lizado en la preparacion de las soluciones
fue el agua, tanto para el estandard como
para ¢l comercial. Los frascos fueron se-
llados con un tapdn de corcho y el agua
perdida por evaporacion se reemplazo pe-
riddicamente. Posteriormente se escogie-
ron muestras al azar para analizar su
conienido de nitrato. El mismo procedi-
miento se usd para el glifosato (estandard
y comercial).

Extraccion y determinacion
colorimétrica de nitratos

Los nitratos se extrajeron en 100 ml de

agua destilada, con agitacion de 1 horay
filtracion en papel Whatman # 42. La de-
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terminacion colorimétrica de los nitratos
se hizo a partir de | ml del filtrado. Los
iones cloruro fueron eliminados con 0,2
ml de solucion de Sulfato de Plata 0,02 N.
Luego se agrego agua destilada hasta
completar un volumen de 5 ml, la materia
suspendida se precipité con solucion satu-
rada de oxido de calcio y se llevo a seque-
dad. Los nitratos se determinaron por el
método del acido fenoldisulfénico a una
longitud de onda de 410 nm (8,10). Cada
muestra se analizé por triplicado v el pro-
medio de las lecturas se usé para el cilcu-
lo de la concentracion por medio de una
curva de calibracion.

Los resultados se expresaron como jig
de NOsz producidos y eomo mg de NH;4 A
transformados por gramo de suelo en
base seca, el tiempo en el cual no se detec-

t6 produccidn de nitratos fue designado
como periodo de retardo. Estos datos
fueron sometidos a un analisis de regre-
sion lineal y analisis de varianza factorial
mediante el programa Statview (Version
4.5 Abacus).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo un.corto periodo de retardo
(2 dias) en los sistemas control, ocasiona-
do posiblemente por el cambio brusco
que sufren las bacterias al variar su habi-
tad natural. El nivel miximo de actividad
de las bacterias se observo a los 29 dias
del ensayo, cuando se alcanzé una con-
centracion de 638,08 mg de NO3 /g de
suelo en base seca (humedad del sue-
10:13.05 %) equivalente a 186,25 ug de

Tabla 1. Produccion de nitrato (pg/g suelo base seca) en muestras de suelo
imoculadas con Gramoxone y Paraquat estindard en concentraciones de 10,
y 1000ppm, durante 29 dias de incubacién. El menor tiempo de retardo y la
mas produccion de nitratos es observado en el sistema control y en los siste-
mas ensavados con la menor concentracion de herbicida.

DIAS |CONTROL G N PARAQUAT

10ppm | 100ppm | 1000ppm | 10ppm | 100ppm [1000ppm

1 0.0 0.0 0.0 0 0.0 o 0
2 0.0 0.0 0.0 0 0.0 0 0
3 58.7 0.0 0.0 0 0.0 0 0
4 B7.5 57.5 0.0 0 754 0 0
5 1068 BO.9 0.0 0 103.3 840 0
G 128.8 1013 0.0 0 103.6 7.8 0
9 2384 1705 111.8 0 2226 158.1 143.8
10 276.4] 1948 165.3 147.4 275.9 207.5 152.2
1 3014 3437 1701 183.5 317.6 2638 171.1
12 3388 2500 206.3 1129 329.3 3037 215.3
16 4485 28BB.6 280.3 215.3 340.3 312.8 251.2
17 4519] 3358 292.0( 2532 364.4 304.5 285.5
18 450.7| 398.2 377.0 271.3 408.5 393.2 318.2
18 5175 4881 4271 283.8 4843 411.8 307.0
20 §51.1) 4584 385.8 296.9 546.6 4323 320.3
23 558.7| 4598 4702 3196 571.8] 418.8| 366.5
24 588.6| 4912 4840 3695 579.3 4851 3806
25 6045 517.4 437 4] 470.2 581.4 598.1 468 9
28 621.7| 5759 4805 4748 6141 615.0 5311
29 638.1] 5924 525.2| 4872 6258 615.1 555.0
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Tabla 2. Produccién de nitrato (pg/g suelo base seca) en muestras de
suelo inoculadas con Round Upy glifosato estindard en concentraciones
de 10, 100y 1000 ppm durante un peirodo de incubacién de 29 dias.

DIAS | CONTROL ROUND UP__ _G TO SD
10ppm | 100ppm [1000ppm| 10ppm | 100ppm |1000ppm
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0 0 0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0 0 0
3 58.7] 0.0 0.0 0.0 50.2 0 0
4 86.1 0.0 0.0 00 74.0 55.7 33.5
5 106.8( 90.7 62.3 18.7 83.1 69.7 5.7
6 127.4| 109.9 733 7.6 97.3 B82.7 62.0
9 239.4| 204.9 117.6 10,5, 1843 184.3 1222
10 276.4| 2351 2175 20.6| 2402 240.0 165.3
1 301.4| 256.3 1922 101.0| 266.6| 205.8 192.0
12 338.6| 2948 381.3 20.7| 3059 268.6 226.1
16 4495 2828 2354 327 3479 292.8 217.0
17 451.9| 300.0 2549 29.6| 3308 310.7 241.2
18 450.7)| 29689 330.7 48.9| 428.1 352.2 2895
19 517.5| 447.8 266.9 257 4679 4458 390.7
20 551.1] 462.2 313.4 26,1 4707 468.4 324.5
23 559.7| 488.4 3324 447 488.5] 486.4 363.7
24 588.6| 502.9 336.5 53.6] 4604 510.0 3737
25 604.5| 5029 399.5 47.5] 590.0] 540.0 4425
26 621.7| 4888 415.0 475 5976 527.5 499.8
29 641.5] 522.5 445.0 55.0] 625.0 555.6/ 510.1

NHs "/ g de suelo en base seca, del total
de 200 pg de ion amonio adicionado por
gramo de suelo en base seca (Tablas | y 2).

El paraquat adicionado como Gramo-
xone mostrd un efecto inhibitorio sobre el
proceso de nitrificacion similar al del pa-

g

g Nitratos producidos/g suelo b.s
]

DHAS

raquat estandard. Con Gramoxone, a una
concentracién de 10 ppm de ingrediente
activo, el periodo de retardo fue de 3 dias
y la produccion maxima de nitrato fue de
592,44ng/g (172pg/g NHs "), A una con-
centracion de 100 ppm el periodo de re-
tardo se incrementd a 6 dias y la

b phm

G D) gigrer

GHAMCIONE Hmam

Figura la. Efecto del
paraquat comercial so-
bre el proceso de nitri-
ficacion del suelo.
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produccion maxima de nitrato fue de
525,14 ugle (152,46 pg/g NHy'). A
1000 ppm, el periodo de retardo fue de 9
dias y la produccion de nitrato se redujo a
487,21nglg (141,45pg/g NHs™). En
comparacion con el Gramoxone, el para-
quat estandard exhibe un periodo de re-
tardo menor a concentraciones de 100 y
1000 ppm, y los niveles de produccion
méxima de nitrato fueron de 615,00pg/g
(178,59 ug/g NH4") y 555ng/g (161,13
ug/g NHs") respectivamente (Figuras la
v 1b).

Por su parte los sistemas ensayados
con Round Up presentaron un periodo de
retardo de 4 dias, este periodo es mayor al
exhibido por la formulacién estindard en
cada concentracion. Los niveles maximos
de produccion de nitrato para Round Up
fueron de 522.5 pgle (151,70 pglg
NHs7); 445.00 pglg (129,20 pg/s
NH: "), y 55,00 pg/g (15.97 uglg
NH; ™), para las concentraciones de 10,
100 y 1000 ppm de ingrediente activo,
respectivamente. Para el glifosato como
formulacion estindard, los niveles maxi-
mos de produccion de nitrato fueron leve-
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mente mayores que para Round Up en
concentraciones de 10 y 100 ppm ingre-
diente activo: 625 ng/g (181,45 pglg
NHs"): 555.6 ug/g (161,30 pglg de
NHa:"); Sin embargo a una concentracion
de 1000 ppm la produceién de nitrato fue
mucho mayor 510,12 pg/g (148,00 pg/g
NH;") (Figuras 2a y 2b).

Al aumentar las concentraciones de
principio activo de cada herbicida se in-
crementa la fase de retardo del proceso de
nitrificacion, posiblemente como conse-
cuencia de la reduccién de poblaciones
microbianas, ya que el periodo de retardo
refleja el tiempo requerido por estas para
recuperarse. A medida que transcurre el
tiempo, hay una recuperacion gradual de
la actividad microbiana, esta recupera-
cion puede resultar de la degradacion del
plaguicida o por la destoxificacion de las
mismas poblaciones.

Gramoxone y paraqual estandard a
concentraciones de 10 y 100 ppm no mos-
trardn efecto inhibitorio significativo so-
bre el proceso de nitrificacion (p > 0.05),
notindose un completo restablecimiento
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Figura 2a. Efecto del
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g Nitrates producidos /g suelo bus.

DiAS

de la actividad microbiana después de 30
dias de incubacion; mientras que, Gramo-
xone a 1000 ppm, con una diferencia sig-
nificativa con respecto al control (p =
0.032), causd un efecto inhibitorio mas
evidente. Round Up, aplicado en altas
concentraciones (100 ppm, p = 0.041 y
1000 ppm, p<0.0001) causd una inhibi-
cion estadisticamente significativa del
proceso de nitrificacion; menos del 8%

CONTRG
LLIF:
G IFOSATO S11008mm

GLIFSATD SD1000p3i

T2 8hIC pim

Figura 2b. Efecto del
glifosato
subre el proceso de
nitrificacion del

estiandar

suelo,

del total de ion amonio adicionado fue re-
cuperado después de 30 dias de incuba-
cién, en muestras inoculadas con 1000

ppm.

Aunque el suelo tratado con los estan-
dares mosird una recuperacion ligera-
mente mayor que el fratado con los
comerciales, no existe diferencia signifi-
cativa entre ellas (Figura 3), con excep-

93



REVISTA COLOMBIANA DE OQUIMICA, VOLUMEN 928, Na _ 1

DE 1999

g de nitratos/g de suelo b.s.

MESTANDARD
il COMERCIAL

liff

Figura 3. Concentracion maxima de nitrato producida en los sistemas ensayados con la formula-
cion Estindard y comercial de cada herbicida. 1,2 v 3 corresponden a 10, 100y 1000 ppm de
Glifosato; 4,5, y 6 a 10, 100 y 1000 ppm de Paraquat.

cion del glifosato de 1000 ppm donde si
hay significancia (p <0,001). Esta dife-
rencia puede ser por los efectos iteracti-
vos entre los  wvarios  solventes,
cosolventes y otros componentes dentro
del producto comercial Round Up (6).
Las formulaciones comerciales contienen
coadyuvantes para aumentar o reforzar la
eficacia del ingrediente activo; todos es-
tos ingredientes son xenobidticos y por
consiguiente poseen el potencial para ser
toxicos para la nitrificacion (8).

CONCLUSIONES

1. Concentraciones de 100y 1000 ppm
de Round Up y 1000 ppm de Gramoxone
causaron una inhibicion estadisticamente
significativa en el proceso de nitrificacion
del suelo framco-arenoso del corregi-
miento de Rio Frio, Magdalena. 2- Las
muestras de suelo franco-arenoso trata-
das con paraquat estindard y glifosato es-

94

tindard en concentraciones de 10, 100y
1000 ppm no muestran inhibicion signifi-
cativa del proceso de nitrificacion. 3-
Debe anotarse que el procedimiento de
incubacién esta clasificado como un siste-
ma cerrado y heterogéneo, donde los pro-
ductos acumulados durante el experimento
y los niveles de sustrato estan continuamen-
te cambiando, haciendo imposible mante-
ner una rata de crecimiento microbiano
constante, y donde la distribuciéon homo-
génea entre el sustrato y el suelo es difi-
cil; aun asi, el procedimiento permite
estimar la toxicidad de los herbicidas en-
sayados, debido a su gran sensibilidad a
los xenobioticos, lo cual es una ventaja
para los estudios de impacto ambiental.
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