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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue determinar la biodegradación de los plaguicidas N-metilcarbamatos 
carbofuran y carbaril por Sphingomonas sp., cepa S8-M3-13. La biodegradación de carbofuran y de 
carbaril, fue evaluada mediante la medición del crecimiento bacteriano por recuento en placa de células 
viables y la concentración de los plaguicidas mediante cromatografía líquida de alta resolución con de-
tección UV (HPLC-UV). Los resultados demostraron biodegradación de carbofuran y carbaril como única 
fuente de carbono y nitrógeno a una tasa de 4,5 mg L-1 h-1 y 1,1 mg L-1 h-1, respectivamente. El principal 
metabolito de la degradación de carbaril fue el 1-naftol, el cual no fue degradado. 

Palabras clave: plaguicidas, aislamiento, crecimiento, fuente de carbono y nitrógeno.

SUMMARY
The objective of this study was to determine the biodegradation of N-methylcarbamate pesticides car-
bofuran and carbaryl, by Sphingomonas sp., strain S8-M3-13. The biodegradation of carbofuran and 
carbaryl, was evaluated measuring the bacterial growth by plate count of viable cells and the pesticides 
concentration with high resolution liquid chromatography and UV detection (HPLC-UV). The results 
showed that biodegradation of carbofuran and carbaryl, was made using the pesticides as carbon and 
nitrogen source at a rate of 4.5 mg L-1 h-1 and 1.1 mg L-1 h-1 respectively. The major metabolite of degra-
dation of carbaryl was 1-naphthol which was not degraded 

Key words; pesticides, isolate, growth, carbon and nitrogen source.
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INTRODUCCIÓN
El carbofuran y el carbaril son plaguicidas 

N-metilcarbamatos comúnmente utilizados 
en la agricultura para controlar plagas como 
Premnotrypes vorax, Epitrix sp., Elasmopal-
pus lignosellus, Phyllophaga sp., Pratylen-
chus sp., Meloidogyne sp., en cultivos como 
la papa, arroz, maíz, fresa, tabaco, entre otros 
(Proagro, 2015). La alta toxicidad de carbo-
furan y carbaril y de sus metabolitos en ani-
males y seres humanos, sumada a las malas 
prácticas de manejo asociadas entre otras a 
la sobredosificación, lo han convertido en un 
riesgo para la salud pública (Hmimou et al., 
2014; Bonner et al., 2005; Goad et al., 2004).

Las bacterias juegan un papel importante 
en la biodegradación de plaguicidas tóxicos 
en el ambiente. Se han reportado bacterias 
que presentan degradación de carbofuran 
y de carbaril como Bacillus sp. (Hamada et 
al., 2015), Acinetobacter baumannii (Abou-
Shanab et al., 2012), Burkholderia sp. PCL3 
(Plangklang y Reungsang, 2012), Aminobac-
ter ciceronei (McDonald et al., 2005), Rhi-
zobium sp. (Hashimoto et al., 2002), Micro-
coccus sp. (Doddamani y Ninnekar, 2001), 
Pseudomonas sp. (Bano y Musarrat, 2004; 
Mateen et al., 2002; Slaoui et al., 2001; Cha-
palamadugu y Chaudhry, 1991), Arthrobacter 
sp. (Hayatsu et al., 1999), Rhodococcus sp., 
(Larkin y Day, 1986). 

Los plaguicidas N-metilcarbamatos son 
degradados por los microorganismos me-
diante reacciones de hidrólisis, hidroxilación y 
oxidación (Castellanos et al., 2015 y 2013b). 
No obstante, la mayoría de las bacterias de-
gradan los plaguicidas N-metilcarbamatos 
carbaril y carbofuran parcialmente, generando 
metabolitos que podrían llegar a ser más tóxi-
cos que el compuesto parental (Desaint et al., 
2000; Mateen et al., 2002; Chapalamadugu y 
Chaudhry, 1991).

Las bacterias pertenecientes al grupo de 
las Sphingomonas sp., han llamado la aten-
ción de la comunidad científica, debido a que 
son microorganismos ubicuos, con una ex-

traordinaria versatilidad metabólica para de-
gradar aceleradamente compuestos xenobió-
ticos generando metabolitos menos tóxicos, 
característica que las hace atractivas para 
ser utilizadas en biorremediación (Waigi et 
al., 2015; Kolvenbach et al., 2012; Zhao et al., 
2008; Fang et al., 2007; Wu et al., 2006; Ya-
buuchi et al., 2000; Ogram et al., 2000; Feng 
et al., 1997). 

A nivel mundial se han aislado Sphingomo-
nas sp., degradadoras de carbofuran como 
Sphingobium sp., (Shin et al., 2012), Sphin-
gomonas sp., CFDS-1 (Xu et al., 2011), No-
vosphingobium sp., cepa FND-3 (Yan et al., 
2007), Sphingomonas sp., SB5 (Kim et al., 
2004), Sphingomonas sp., CF06 (Feng et al., 
1997). 

Se ha determinado que la ruta de degrada-
ción de carbofuran por las bacterias Sphingo-
monas sp., es la hidrólisis generando carbo-
furan 7-fenol metabolito menos tóxico que el 
carbofuran (Kim et al., 2004; Park et al., 2006). 
Sin embargo, Yan et al. (2007), determinaron 
que Novosphingobium sp., cepa FND-3, aisla-
da de un sistema de aguas residuales de una 
empresa manufacturera de plaguicidas en 
China, degradó carbofuran simultáneamente 
mediante tres rutas metabólicas diferentes a 
una tasa de 28 mg L-1 h-1. La primera ruta fue 
la hidrólisis del enlace éster de carbofuran, 
la segunda ruta fue la hidroxilación del anillo 
bencénico del carbofuran y la tercera ruta es 
la hidrólisis directa del enlace éter del anillo 
furanil (Yan et al., 2007). 

Por otro lado, son pocas las Sphingomonas 
sp., que degradan carbaril, según lo reporta-
do en la literatura. Investigaciones realizadas 
Yan et al. (2007), comprobaron que la bacte-
ria Novosphingobium sp., cepa FND-3 ade-
más de degradar carbofuran degradó 50 mg 
L-1 de carbaril en 12 h, pero no determinaron 
la ruta de degradación del compuesto. Yan et 
al., (2010), aislaron una bacteria caracterizada 
como Sphingobium qiguonii sp. nov., de una 
planta de tratamiento de aguas residuales, 
que degrada carbaril, y aunque no se determi-
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nó la tasa de biodegradación, no se evidenció 
degradación cruzada con otros plaguicidas. 

Estudios realizados por Castellanos et al. 
(2013a), aislaron diez bacterias degradadoras 
de carbofuran, de suelos cultivados con papa 
(Solanum tuberosum), con historia de aplica-
ción de plaguicidas de ocho años, ubicados en 
el municipio de Silos, Departamento Norte de 
Santander, Colombia. Una de las bacterias ca-
racterizada como Sphingomonas paucimobilis 
cepa S8-M3-13 degradó carbofuran como úni-
ca fuente de carbono y nitrógeno. Sin embar-
go, no se determinó que la bacteria degrade 
plaguicidas químicamente relacionados como 
carbaril. El objetivo de este trabajo fue deter-
minar las tasas de biodegradación de carbofu-
ran y carbaril por Sphingomonas paucimobilis 
cepa S8-M3-13 y su capacidad para degradar 
los metabolitos intermediarios originados en la 
degradación.

 MATERIALES Y MÉTODOS
Los reactivos utilizados fueron tripticasa de 

soya (Scharlau 2-200), glucosa (Merck 1.04074), 
leche descremada en polvo (Proleche), glicerol 
(Carlo Erba 453752), dimetilsulfóxido (Sigma-
Aldrich 276855), agar-agar (Scharlau 07-490), 
K2HPO4 (Carlo Erba 361757), KH2PO4 (Merck 
1048731000), NaCl (Merck 1.06404.100), 
MgSO4

.7H2O (Merck 1.05886), CaCl2.2H2O 
(Scharlau CA0194), Na2MoO4

.2H2O (Merck 
1065210100), H3BO3 (Merck 10043-35-3), 
ZnCl2 (Panreac 141779.1210), CuCl2 (Merck 
1088160250), FeCl3 (Merck 8451240500), car-
bofuran (Aldrich 18396-2, 99% de pureza), car-
baril (Aldrich 559814, 97% de pureza), 1-naftol 
(Alfa Aesar A11862, 99% de pureza), metanol 
(Honeywell 10071753 grado HPLC), acetonitri-
lo (Honeywell 10623134 grado HPLC), clorofor-
mo (Merck 1.02445.4000). El agua HPLC fue 
obtenida del sistema de purificación de agua 
(Cascada LS-water Pall Corporation). 

Los medios de cultivo que se utilizaron fue-
ron caldo Gherna, el cual fue preparado según 
Gherna, (1986), agar nutritivo (Oxoid CM0003) 

el cual fue preparado según las instrucciones 
del fabricante, medio mínimo de sales minera-
les con 200 mg L-1 de carbofuran como única 
fuente de carbono y nitrógeno (MMS-carbofu-
ran) preparado según Kim et al. (2004), medio 
mínimo de sales minerales con 200 mg L-1 de 
carbaril como única fuente de carbono y nitró-
geno (MMS-carbaril) y medio mínimo de sales 
minerales, sin carbofuran y sin carbaril, el cual 
se utilizó como control negativo.

Biodegradación de carbofuran 
Sphingomonas sp., cepa S8-M3-13 fue do-

nada por el laboratorio de Microbiología Agrí-
cola del Instituto de Biotecnología de la Uni-
versidad Nacional de Colombia, y fue aislada 
de suelos cultivados con Solanum tuberosum 
del municipio de Silos Norte de Santander, 
Colombia, con un historial de ocho años de 
aplicación de plaguicidas N-metilcarbamatos 
(Castellanos et al., 2013a). La bacteria fue 
cultivada en agar nutritivo a 25°C durante 24 
h y criopreservada en medio Gherna a -70°C, 
luego fue subcultivada en los agares MMS–
carbofuran, MMS-carbaril y MMS sin carbaril y 
sin carbofuran a 25ºC durante 8 días.

Para determinar la tasa de biodegrada-
ción de carbofuran, la bacteria Sphingomo-
nas sp cepa S8-M3-13., fue cultivada de for-
ma masiva en agar nutritivo a 25°C durante 
24 h. La biomasa bacteriana fue recolectada 
y dispersada completamente en caldo MMS-
carbofuran con 200 mg L-1 de carbofuran (cal-
do MMS-carbofuran), mediante agitación con 
vórtex. Posteriormente fue recuperada me-
diante centrifugación a 5000 r.p.m, durante 5 
minutos a 25ºC y ajustada a una absorbancia 
de 1,2 a 600 nm en espectrofotómetro. Luego 
1 mL de la biomasa fue inoculado en frascos 
con 100 mL de caldo MMS-carbofuran. El ex-
perimento fue realizado por triplicado. El cal-
do MMS-carbofuran, sin bacteria fue utilizado 
como control. Los frascos fueron colocados en 
una incubadora con agitación orbital a 25°C y 
150 rpm, bajo oscuridad. El crecimiento celu-
lar y la biodegradación de carbofuran fueron 
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evaluados simultáneamente. Para determinar 
el crecimiento celular, fueron tomadas mues-
tras de 100 µL periódicamente del medio de 
cultivo y diluidas de forma seriada en cloruro 
de sodio al 0,85% hasta 10-4. Las diluciones 
fueron sembradas por triplicado en placas de 
Petri con agar MMS-carbofuran, las cuales 
fueron incubadas a 25°C durante 8 días, pos-
teriormente fueron realizados los recuentos de 
UFC/mL. Para evaluar la biodegradación de 
carbofuran, fueron tomadas muestras de 1 mL 
del medio de cultivo periódicamente, con y sin 
bacteria, las cuales fueron tratadas con cloro-
formo volumen/volumen liquido-liquido (1 mL 
de la muestra: 1 mL de cloroformo) 5 veces, 
agitando con vórtex durante 90 segundos. 
Los extractos orgánicos obtenidos, fueron 
recolectados y evaporados en un desecador 
a temperatura ambiente y en oscuridad. Los 
residuos fueron disueltos en metanol, filtrados 
mediante membranas de nitrocelulosa esté-
riles de 0,22 µm y analizados por el método 
de cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC-UV) descrito por Park et al. (2006), con 
algunas modificaciones. El límite de detección 
y de cuantificación para carbaril y carbofuran 
fue de 0,01 mg L-1 y 1 mg L-1 respectivamente. 

Biodegradación de carbaril
Se empleó la metodología descrita para 

la biodegradación de carbofuran, con las si-
guientes modificaciones: el caldo MMS con 
200 mg L-1 carbofuran (MMS-carbofuran) fue 
reemplazado por el caldo MMS con 200 mg 
L-1 carbaril (MMS-carbofuran). El caldo MMS-
carbaril sin bacteria fue utilizado como control. 

Análisis estadísticos
Los datos de crecimiento y biodegrada-

ción fueron analizados usando un análisis de 
varianza de medidas repetidas con un α 0,05 
usando el software SPSS versión 16 para Win-
dows IBM® 2007. Para determinar diferencias 
entre los tratamientos y el control se aplicó el 
test de Dunnett. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Biodegradación de carbofuran

Se comprobó cualitativamente la degra-
dación de carbofuran por el crecimiento de 
colonias amarillas, pequeñas, convexas, de-
finidas, las cuales aparecieron sobre agar 
MMS-carbofuran después de un tiempo de in-
cubación de 72 h a 25°C. La bacteria no creció 
en el medio control.

Los ensayos de biodegradación determi-
naron diferencias significativas entre el control 
(sin bacteria) y los tratamientos con la bacte-
ria (p < 0,05). La bacteria alcanzó su máximo 
crecimiento a las 48 h, tiempo en el cual no se 
detectó carbofuran en el medio de cultivo. Los 
controles, no mostraron crecimiento, así como 
tampoco una disminución significativa de las 
concentraciones de carbofuran, lo cual indicó 
que la degradación de carbofuran se presentó 
únicamente por la bacteria, al utilizar el carbo-
furan como única fuente de carbono y nitróge-
no para su crecimiento (Fig. 1).

Sphingomonas sp., cepa S8-M3-13 degra-
dó carbofuran como única fuente de carbono y 
nitrógeno, a una tasa de 4,5 mg L-1 h-1 a 25ºC, 
150 rpm y pH 7, la cual es inferior a la reporta-
da por Kim et al. (2004), quienes determinaron 
una tasa de biodegradación de carbofuran de 
17 mg L-1 h-1 como única fuente de carbono y 
nitrógeno, en medio mínimo de sales minera-
les a 25ºC, 150 rpm y pH 7,2. Estudios reali-
zados por Yan et al. (2007), determinaron que 
Novosphingobium sp., cepa FND-3, degradó 
carbofuran a una tasa de 28,6 mg L-1 h-1, como 
única fuente de carbono y nitrógeno, en medio 
mínimo de sales minerales a 30ºC, 150 rpm y 
pH 7. La mayor tasa de degradación de No-
vosphingobium sp., podría estar fundamen-
tada por la capacidad de esta bacteria para 
degradar carbofuran mediante tres rutas me-
tabólicas diferentes. La primera ruta fue la hi-
drólisis del enlace éster de carbofuran, lo cual 
produjo carbofuran 7-fenol con la subsecuente 
producción de 2-hidroxi-3-(3-metilpropan-2-ol) 
fenol mediante la adición de una molécula de 
agua que rompe el enlace éter del anillo fu-
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ranil, la segunda ruta fue la hidroxilación del 
anillo bencénico del carbofuran resultando 
5-hidroxicarbofuran y la tercera ruta es la hi-
drólisis directa del enlace éter del anillo furanil 
produciendo el metabolito 2-hidroxi-3-(3-metil-
2-ol) (Yan et al., 2007).

Durante el experimento, se observó la apa-
rición de un color rojo en los matraces ino-
culados con las bacterias, los cuales fueron 
correlacionados con la disminución de las con-
centraciones de carbofuran. Este experimento 
confirma lo descrito por varios autores, en que 
el pigmento rojo es un producto del metabolis-
mo bacteriano del carbofuran 7-fenol (Caste-
llanos et al., 2013a; Shin et al., 2012; Yan et 
al., 2007; Wu et al., 2006) (Fig. 2). 

es 5-(2-hidroxi-2-metil-propil)-2,2-dimetil-2,3-
dihidrofnato [2,3-6-furan-4, 6, 7, 9-tetrona. Sin 
embargo aún no se ha investigado la toxici-
dad de este metabolito, ni tampoco sus posi-
bles aplicaciones biotecnológicas.

Biodegradación de carbaril
Por otra parte, la biodegradación de carbaril 

fue lenta. Los resultados indicaron que carbaril 
fue degradado a una tasa de 1,1 mg L-1 h-1. La 
bacteria alcanzó su máximo crecimiento a los 
5 días de incubación, se mantuvo y disminuyó 
lentamente. A diferencia de la biodegradación 
de carbofuran, en la biodegradación de carba-
ril, no se observó ningún pigmento en el medio 
de cultivo. El carbaril fue degradado completa-
mente después de 15 días a 1-naftol. Sin em-
bargo, se determinó que el metabolito 1-naftol 
no es degradado por la bacteria (Fig. 3). 

La degradación lenta de carbaril también 
fue descrita por Hamada et al. (2015) para 
las bacterias Bacillus sp, Morganella sp., y 
Corynebacterium sp., las cuales presentaron 
degradación de carbaril del 94,6%, 87,3% y 
48,8% respectivamente como única fuente de 
carbono y nitrógeno en medio mínimo de sa-
les minerales a 37°C y 220 rpm a los 10 días. 
Sin embargo, no se conoce si estas bacterias 
realizaron una degradación parcial o una mi-
neralización completa de la molécula.

Por otro lado, se ha determinado una tasa 
de biodegradación de carbaril de 4,16 mg L-1 
h-1 para Novosphingobium sp., cepa FND-3, 
superior a la de Sphingomonas sp., cepa S8-

Figura 1: Cinética de biodegradación de 
carbofuran por Sphingomonas sp., cepa S8-M3-
13. Los datos son el resultado del promedio de 
tres réplicas. Las barras verticales indican la 
desviación estándar de las tres réplicas.

Figura 2: Pigmento producido por el crecimiento de 
Sphingomonas sp., S8-M3-13 en medio mínimo de sales 
minerales con carbofuran como única fuente de carbono y 
nitrógeno. 

Experimentos realizados por Park et al. 
(2006), determinaron que el metabolito rojo 
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M3-13, sin embargo no se conoce la posible 
ruta de biodegradación (Yan et al., 2007).

Existen reportes en la literatura de cepas 
bacterianas como Aminobacter ciceronei cepa 
ER2 (Topp et al.,1993) y Pseudomonas sp., 
cepa 50581, (Chapalamadugu y Chaudhry, 
1991), que degradan carbaril a 1-naftol, sin la 
subsecuente degradación del 1-naftol. Sin em-
bargo, se han reportado bacterias que tienen la 
capacidad de degradar carbaril y 1-naftol hasta 
dióxido de carbono y agua. Estudios realiza-
dos por Larkin y Day (1986), demostraron que 
las bacterias Pseudomonas sp., cepa 12043 y 
Rhodococcus sp. cepa 12038, crecieron a par-
tir de carbaril en medio mínimo de sales mine-
rales, a 25ºC y 150 rpm, ambos aislamientos 
utilizaron 1-naftol como única fuente de carbo-
no produciendo salicilaldehído, ácido salicílico 
y ácido gentísico, como metabolitos interme-
diarios de la degradación. Por otra parte, Sato 
et al. (1999), reportaron dos cepas caracteriza-
das como Arthrobacter sp., cepa 19B, que de-
gradaron carbaril a una tasa de 2,1 mg L-1 h-1, 
en medio mínimo de sales minerales a 25ºC, 
150 rpm y pH 5,8. Análisis de cromatografía 
de gases y espectrofotometría de masas (GC/
MS), evidenciaron que el principal metabolito 
de la degradación de carbaril es el 1-naftol, el 
cual fue degradado posteriormente a 1,4-naf-
talenodiona y 1,4-naftalenodiol. Doddamani y 

Ninnekar (2001), evaluaron una cepa de Micro-
coccus sp., la cual fue capaz de biodegradar 
44,44 mg L-1 h-1 de carbaril como única fuente 
de carbono y nitrógeno en medio mínimo de sa-
les minerales, pH 6,8 y temperatura ambiente. 
Se comprobó que el microorganismo hidrolizó 
carbaril como única fuente de carbono gene-
rando los intermediarios metabolicos 1-naftol 
y metilamina, con la subsecuente degradación 
de 1-naftol a través de la ruta del salicilato, vía 
gentisato. Esta ruta de degradación también 
fue descrita para Pseudomonas sp., cepas C4, 
C5 Y C6 (Swetha y Phale, 2005).

Los estudios de biodegradación realizados 
con Sphingomonas sp., demuestran que son 
bacterias que presentan una extraordinaria 
versatilidad metabólica. Además de degradar 
los plaguicidas N-metilcarbamatos, carbaril y 
carbofuran, también poseen la capacidad para 
degradar otros compuestos como propoxur, 
aldicarb, gentisato y ácido procatecoico, fenol, 
nitrobenceno, anilina e hidrocarburos aromá-
ticos policíclicos como fenantreno (Waigi et 
al., 2015; Kolvenbach et al., 2012; Zhao et al., 
2008; Fang et al., 2007; Sakai et al., 2007; Wu 
et al., 2006; Yabuuchi et al., 2000; Feng et al., 
1997). Sin embargo, se recomienda evaluar 
los metabolitos generados durante la degrada-
ción y su toxicidad para mitigar el efecto sobre 
la salud de las personas y el medio ambiente.

Figura 3: Cinética de biodegradación de carbaril 
y 1-naftol por Sphingomonas sp., cepa S8-M3-
13. Los datos son el resultado del promedio de 
tres réplicas. Las barras verticales indican la 
desviación estándar de tres réplicas. 
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CONCLUSIÓN
Los resultados demostraron crecimiento y 

biodegradación de la bacteria a partir de car-
bofuran y carbaril, como única fuente de car-
bono y nitrógeno. Carbofuran fue degradado a 
una tasa de 4,5 mg L-1 h-1, mientras que car-
baril fue degradado a 1,1 mg L-1 h-1. Los re-
sultados indicaron que la bacteria no degrada 
el 1-naftol, principal metabolito de la degrada-
ción de carbaril, el cual sigue siendo tóxico. 
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