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RESUMEN. La degradacion del suelo es uno de los mayores problemas en la agricultura
debido a sus malas préacticas, sobrexplotacion y el uso constante de productos agroquimicos
para acelerar la produccion y eliminar las plagas que los atacan. Existen técnicas de
biorremediacion (bioestimulacion y bioaumentacién) las cuales se han aplicado para la
reduccion de diferentes compuestos organicos toxicos. Esta investigacion se enfoca en la
biorremediacion de un suelo contaminado aplicando los procesos de bioestimulacion y de la
combinacién de los procesos de bioestimulacion-bioaumentacion. Los experimentos se
Ilevaron a cabo en charolas de 2 Kg con suelo arcilloso, el cual se contaminé con boscalid,
bifentrina y fenvalerato. Para la bioaumentacion se utiliz6 un consorcio microbiano aislado
de la presa El Bote, en el estado de Zacatecas, el cual se encuentra contaminado con
metales pesados. Para el proceso de bioestimulacion los factores se eligieron basandose en
las funciones de los macronutrientes y la relacién éptima carbono, nitrégeno y fosforo
(C/N/P) para suelo. Se determin0 el porcentaje de remocion de estos plaguicidas a partir al
disefio experimental factorial fraccionado 23 establecido. El proceso de biorremediacion
durdé 30 dias y se ajusté la humedad entre el 20 al 25% durante todo este tiempo. Los
resultados indican que la combinacién de los procesos de bioestimulacion-bioaumentacion
generan una remocion del 7% para bifentrina, 16% para boscalid y 11% para fenvalerato,
en el tratamiento con la concentracién baja de contaminantes y con la adicién de
microorganismaos.
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INTRODUCCION

El suelo, a través de su poder de amortiguacion o desactivacion natural de la
contaminacion, filtra, almacena, degrada, neutraliza e inmoviliza substancias orgénicas e
inorganicas toxicas, impidiendo que alcancen las aguas subterraneas, el aire o que entren en
la cadena alimenticia, sin embargo, los procesos que contribuyen a su degradacion,
deterioro y destruccion son mas rapidos puesto que su velocidad de formacion y
regeneracion es muy lenta. El uso de plaguicidas permite controlar la proliferacion de
plagas y enfermedades de los cultivos y del ganado, pero es necesario destacar que su
aplicacion indiscriminada y sin control puede ocasionar dafios al ambiente; por ejemplo,
deterioro de la flora y fauna silvestre, contaminacion de suelo, mantos freaticos, aguas
continentales y costeras (Eden y col., 2016). El empleo en la agricultura de fungicidas
como el boscalid y de insecticidas/acaricidas como la bifentrina y el fenvalerato, se ha
incrementado notablemente debido a la resistencia que generan algunas plagas (Alvarez-
Medina y col., 2017; Landeros y col., 2010). Para equilibrar el dafio que estos ocasionan al
suelo existen diferentes técnicas de biorremediacion (bioestimulacion y bioaumentacion)
los cuales han demostrado un alto porcentaje de reduccién de diferentes compuestos
organicos toxicos (Betancur y col., 2015; Pimmata y col., 2013; Wang y col., 2013)

Por esta razén se tiene la necesidad de buscar alternativas amigables con el medio ambiente
que nos permita la recuperacion de este recurso y una de estas alternativas es la
biorremediacion mediante el proceso de bioestimulacion que consiste en la estimulacién de
la actividad microbiana natural, se realiza mediante el control de parametros como el
potencial redox, las condiciones de humedad y la adicién de oxigeno u otros aceptores de
electrones (como nitrato o sulfato) y nutrientes (nitrégeno y el fésforo) y el proceso de
bioaumentacion que consiste en la introduccién de microorganismos especificos con
potencial degradadores (indigenas o no indigenas) permitiendo que su seleccion se realice
en base a los compuestos que deseamos degradar.

En consecuencia, este estudio investigd los efectos de dos técnicas de biorremediacién, es
decir, bioestimulacion y bioaumentacion combinada con bioestimulacion en la degradacion
de bifentrina, boscalid y fenvalerato en suelos contaminados.
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METODOLOGIA

1. Disefio del experimento, establecimiento de tratamientos y monitoreo.

Todos los andlisis fisicoquimicos se realizaron en el Laboratorio de Tecnologias para la
Sustentabilidad de la Division Ciencias de la Vida, Campus Irapuato-Salamanca, de la
Universidad de Guanajuato y la cromatografia de gases en el Laboratorio de Plaguicidas y
sus Residuos (LAPYR), perteneciente al Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de
Guanajuato, CESAVEG.

1.1. Suelo

Para la degradacion de estos plaguicidas, se utilizd un suelo de tipo arcilloso libre de
contaminantes el cual fue proporcionado por el Centro de Riego, de la Division Ciencias de
la Vida (DICIVA), de la Universidad de Guanajuato. Para cada tratamiento se necesitd una
muestra de suelo de 2 Kg, las cuales se depositaron en charolas de plastico y se ubicaron en
el Area Experimental para la Sustentabilidad de la Universidad de Guanajuato en la
DICIVA.

1.2.  Preparacion del suelo contaminado

Para contaminar el suelo se disolvié el contaminante previamente en agua y luego se aplicd
al suelo mediante un atomizador moviendo manualmente el suelo, de esta manera se
asegura que la mezcla de los plaguicidas penetre homogéneamente a toda la muestra. Se
trabajo con dos tipos de mezcla de contaminantes que son:

M1: concentracion de plaguicidas sera el limite maximo de residuo permitido LMR,
boscalid 1,2 ppm, bifentrina 3 ppm y fenvalerato 2ppm (Eden y col., 2016).

M2: concentracion de plaguicida sera el 20% mas de lo permitido en LMR, boscalid 1,44
ppm , bifentrina 3,6 ppm y fenvalerato 2,4 ppm.

Los productos comerciales utilizados contenian como ingrediente activo a los compuestos
estudiados, por ejemplo: boscalid: Cantus®, bifentrina: Starion® 20 ME y fenvalerato:
Fenvalerato®300 CE.

1.3.  Preparacion de los microorganismos

Se hicieron dos cultivos de 120 ml de cada cepa. Se crecieron por 20 h, y se contaron el
namero de células por ml, obteniendo los siguientes valores (Tabla 1).
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Tabla 1. Numero de células de cepas de los microorganismos.

Cepa cel/ml
S114 - 1A 1.68E+07
S103 1.44E+07

S404 -2 2.24E+07
S114 -2 3.20E+07

120 mL
2.02E+09
1.73E+09
2.68E+09
3.84E+09

Se unieron los dos cultivos para asegurar un numero suficiente de células para el
experimento. Se centrifugaron y la pastilla se resuspendio en 10 ml de glicerol al 10%,
manteniendo una temperatura de 4°C para su conservacion (Vazquez, 2017).

Antes de adicionar las cepas se realiza el proceso de centrifugado a 4000 rpm, para la
eliminacion del glicerol, lavando 2 veces con la solucion salina 0.9% estéril, se adicion6
1E+8 células de cada cepa por tratamiento, por lo que se diluye las muestras en solucion
salina 0.9% estéril hasta el volumen indicado, (tabla 2) y se agrega 1 ml de cada solucién

celular a cada muestra (Vazquez, 2017).

Tabla 2. Volumen de dilucién de cepas de microorganismo

Cepa
S114-1A
S103
S404 -2
S114 -2

1.4.  Disefio del experimento

mL
40.32
34.56
53.76

76.8

Para saber el porcentaje de degradacion de los procesos de bioestimulacion y de
bioestimulacion combinada con bioaumentacion, se trabajo con diferentes mezclas de
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plaguicidas (M1 y M2), relaciones de nutrientes baja (100:10:1) y alta (100:20:1) y con la
aplicacion de microorganismos (Sin  m.o: sin  microorganismos 'y m.o: con
microorganismos) se utilizd6 un porcentaje de humedad constante para los diferentes
tratamientos del 20 al 25%, la humedad se ajusta agregando agua estéril y corroborando su
contenido con ayuda de una balanza por diferencia de peso todos los dias durante el
tratamiento. Se colocaron 2kg de suelo en cada charola y se aplico 4 tratamientos en base al
disefio experimental factorial fraccionado 23 ver tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos para evaluar el porcentaje degradacién de la mezcla compuesta por
bifentrina, boscalid y fenvalerato en suelo.

Tratamientos Relacion C-N-P  Microrganismos I\/Iezc.la_ de
plaguicidas
Adicion de M1 Boscalid 1,2

C:N:P (100:10:1)+ m.o + (100:10:1) microorganismos ~ PPM, bifentrina 3

M1. ppm y fenvalerato
2 ppm.
M1: Boscalid 1,2
C:N:P (100:20:1)+ Sin 100:20°1 Sin adicion de ppm, bifentrina 3
m.o + M1 o microorganismos. ppm Yy fenvalerato
2 ppm
M2: Boscalid 1,44
CINWP (100:20:0)+ mo+ 000, Adicién de PP ST
M2 o microorganismos ’ Ppm y
' fenvalerato 2,4
ppm.
M2: Boscalid 1,44
C:IN:P (100:10:1)+ Sin " Sin adicion de PPM.  Dbifentrina
m.o + M2 100:10:1. microorganismos 3,6 Ppm y
' ' fenvalerato 2,4
ppm.
A continuacion, se describe las especificaciones de cada control.
o C1: Este control se define para simular las condiciones de un proceso de atenuacion

natural. Se contaminé el suelo con la mezcla 2, se mantuvo bajo las mismas condiciones
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ambientales y no se adiciono ninguna fuente de nutrientes. La humedad se mantuvo igual a
los demaés tratamientos

o C2: Control abiotico. Se esterilizd 14kg de suelo en autoclave operando a una
temperatura de 125°C durante 1 hora por 3 dias alternados, para eliminar cualquier
microorganismo vivo. Adicionalmente se agreg6é una dosis de quinoline como inhibidor
microbiano, se tom6 como referencia la maxima concentracion efectiva (CE 50: 29 mg/kg).
o C3: Para este control, se contamind el suelo con la mezcla 2 y se adicioné 1ml de
cada solucién celular de las 4 cepas bacterianas, se mantuvo bajo las mismas condiciones
ambientales y no se adiciond ninguna fuente de nutrientes. La humedad se mantuvo igual a
los tratamientos.

Se evaluo en 2 tiempos (t), inicial (1 dias) y final (30 dias). Cada tratamiento se hizo por
triplicado para obtener datos estadisticos confiables. Los resultados se analizaron de forma
estadistica con ayuda del software Statgraphics Centurion XV, considerando un valor de
p=95%. La dosificacion de nutrientes fue calculada mediante relaciones de molalidad de
C:N:P, partiendo que el suelo ya posee la cantidad de carbono organico necesario,
adicionando la cantidad de nitrogeno (urea) y fosforo (KH2POa4) requeridos para cada
relacion. Los anélisis fisicoquimicos y cromatografico se evaluaron para cada tratamiento al
inicio y final del periodo de incubacion.

1.5.  Andlisis fisicoquimico del suelo contaminado

Se realizo analisis fisicoquimicos del suelo antes de ser contaminado y después de cada
tratamiento establecido para la degradacion de los plaguicidas en el tiempo inicial y tiempo
final, nitrégeno (N), fosforo (P), potencial hidrégeno (pH), conductividad eléctrica (CE),
porcentaje de humedad (%humedad), contenido carbono organico (CO), materia organica
(MO), y textura del suelo. Siguiendo lo propuesto por la norma NOM-021-SEMARNAT-
2000.

RESULTADOS Y DISCUSION

o Caracterizacion fisicogquimica y determinacion de textura antes de la
contaminacion.

Se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica antes de contaminar el suelo y se clasifico de
acuerdo con la norma NOM-021-SEMARNAT-2000, como un suelo con caracteristicas
agricola. Los valores de los parametros fueron los siguientes: pH 7.18, C.E. 0.19 mS (no
significativa), %N 0.05 (muy bajo), contenido de fésforo 7.63 ppm (medio), contenido de
carbono organico 2.37 % (alto), materia organica 4.08% (alto), hidrogeno 15%. Ademas, se
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determiné la textura del suelo donde se obtuvo un contenido del 25.62 % de arena, 57,8%
de arcilla y 16,58% de limo, clasificando el suelo de tipo arcilloso de acuerdo con el
triangulo de textura. La textura del suelo determina la capacidad de almacenamiento de
agua del suelo, lo que afecta el oxigeno disponible, el potencial redox y la actividad
microbiana. Por lo tanto, la composicion de especies microbianas en un suelo depende de la
disponibilidad de agua. De manera similar, la biodisponibilidad de un contaminante
afectado por la textura del suelo determina la naturaleza de la poblacion que degrada los
contaminantes (Friedrich y col., 2000), por lo tanto, la adsorcién de un plaguicida por el
suelo puede extenderse desde poco o0 nada, hasta una inactivacion total, dependiendo de la
naturaleza de la fraccion coloidal y de la estructura quimica del compuesto. Asi, estudios
experimentales han demostrado que de los plaguicidas de uso mas frecuente (clorados,
fosforados, carbamatos), han permitido establecer el mecanismo de interaccion entre estos
compuestos y los minerales de la arcilla que tiene una gran capacidad de adsorcion
(Eguizabal y col., 2013).

e Conductividad en tratamientos y controles

En la figura 1 se puede observar que la conductividad aumento tanto en los tratamientos

como controles. Se considera que al aumentar la conductividad se podria estar

evidenciando un proceso de salinizacién, por lo tanto, un aumento en la conductividad

puede sugerir una interaccion importante entre las particulas del suelo con la adsorcion de
040

sustancias organicas (Agudelo y col., 2013).
035
I
010 I
:

C:N:P (100:10:1)+ C:N:P(100:20:1)+ C:N:P(100:20:1)+ C:N:P(100:10:1)}+ C1:Suelo+ M2, C2: Suelo esteril + C3: Suelo + M2 +
m.o+M1. Sinm.c+ M1, m.o + M2 Sinm.o+ M2 M2 + m.o.
Biocida(Quincline
12,4 pg/ml).

m$

# Inicial

mFinal

Figura 1. Variacion de la conductividad en los diferentes tratamientos y controles
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e pH en tratamientos y controles

El pH por lo general al aplicar un proceso de remediacion disminuye por la formacion de
acidos, los cuales pueden ser por la degradacion de la materia organica (Figura 2), al
disminuir estos posteriormente aumenta los compuestos nitrogenados cuando se liberan
como metano (Martinez y col., 2008).

10,0

90

pH

#nicial

mFinal

80

70

C:N:P(100:10:1)+ C:N:P(100:20:1)+ C:N:P(100:20:1)+ C:N:P(100:10:1)+ C1:Suelo+ M2. C2:Suelo esteril + C3: Suelo + M2 +
m.o +M1. Sinm.o+M1. m.o +M2. Sinm.o + M2. M2 + m.o.
Biocida(Quinoline
12,4 pg/ml).

Figura 2. Variacion de pH en los diferentes tratamientos y controles

e Nitrdgeno en tratamientos y controles

En la figura 3. Podemos observar que el nitrdgeno aumenta para el tratamiento C:N:P
(100:10:1)+ m.o + M1 y el control C3: Suelo + M2 + m.o. El nitrogeno es un elemento
fundamental en el metabolismo de los microorganismos debido a que es incorporado en las
células bacterianas con el fin de producir aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos, al
aumentar el nitrogeno se le atribuye a que tiene una alta actividad microbiana. Sin embargo,
en los deméas tratamientos y controles, se evidencia una disminucién de éste. La
concentracion de nitrogeno puede disminuir en mayor proporcion que la del fésforo durante
la aplicacion de tratamientos, debido a que los microorganismos necesitan una proporcion
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de nitrégeno y fdésforo de 10:1 para la asimilacion y la sintesis del nuevo material celular
(Metcalf y col., 1996).
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0,40
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% Nifrogeno
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C1: Suelo + M2. C2: Suelo esteril C3: Suelo + M2 +

0,05

0,00

C:N:P C:N:P C:N:P C:N:P

(100:10:1)+ m.o + (100:20:1)+ Sin (100:20:1)+ mo + (100:10:1)+ Sin + M2+ m.o.
M1, m.o +M1. M2, m.o + M2. Biocida(Quinoline

12,4 pgiml).

Figura 3. Variacion de nitrdgeno en los diferentes tratamientos y controles

e Fosforo en tratamientos y controles

El fosforo aumento en los cuatro tratamientos y en el control C2 (figura 4). CEste aumento
se puede atribuir a la liberacion de fosfatos por medio del proceso de actividad microbiana
y la muerte inicial de la poblacion de microorganismos (Yaohui y col., 2010).
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i 5
C:N:P(100:10:1)+ C:N:P(100:20:1)+ C:N:P(100:20:1)+ C:N:P(100:10:1)+ C1:Suelo+M2. C2:Suelo esteril + C3: Suelo+ M2 +
m.o +M1. Sinm.o + M1. m.o + M2. Sinm.o+ M2 M2 + m.o.
Biocida(Quinoline
12,4 pg/ml).

Figura 4. Variacion de fosforo en los diferentes tratamientos y controles

e Carbono organico y materia organica en tratamientos y controles

En la figura 5 y 6 se observa que obtuvimos un aumento significativo del contenido de
carbono y materia organica lo cual muestra evidencia que la adicion de nitrégeno y fésforo
a suelos contaminados con compuestos organicos, estimula la biodegradacion y aumenta la
diversidad de especies microbianas (Betancur y col., 2015). La cantidad de nitrogeno y
fosforo necesaria para la biodegradacion, refleja la cantidad de estos elementos que deben
ser incorporados por microorganismos para usar el contaminante como fuente de carbono
para el crecimiento (Atagana y col., 2003).
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C:N:P CN:P C:N:P CN:P C1: Suelo + M2. C2: Suelo esteril C3: Suelo + M2 +
(100101)+mo+ (100:20:1)+ Sin (100:20:1)+ m.o + (100:10:1)+ Sin +M2+ m.o.
m.o+M1. M2. m.o +M2. Biocida(Quinoline
12,4 pg/ml).

Figura 5. Variacion de carbono orgéanico en los diferentes tratamientos y controles
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Zinicial

% M.O.

ufinal

C:N:P C:N:P C:N:P C:N:P C1:Suelo + M2. C2: Suelo esteril C3: Suelo + M2 +
(100:10:1)+ m.o + (100:20:1)+ Sin (100:20:1)+ m.o + (100:10:1)+ Sin +M2 + m.o.
M1. m.o+M1. M2. m.o +M2. Biocida(Quinoline
12,4 pg/ml).

Figura 6. Variacion de materia organica en los diferentes tratamientos y controles
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e Degradacion de los contaminantes

En la figura 7 podemos observar que la combinacion de los procesos de bioestimulacion-
bioaumentacion para el tratamiento con la concentracion baja de contaminantes y con la
adicion de microorganismos, se generd una remocion del 16% boscalid y 11% fenvalerato.
Sin embargo, la remocion de la bifentrina fue igual a nuestro control abidtico. A pesar de
ello, se considera que este porcentaje de degradacion para estos contaminantes en suelo
arcilloso y en un tiempo de 30 dias es bueno.

15%

13%

11%

9%

% degradacion

7%

5%

3%

1%

i

Bifentrina
@Boscalid

[ Fenvalerato

C:N:P (100:10:1)+ m.o + M 1. C2: Suelo esteril + M2 +
Biocida(Quinoline 12,4 pg/ml).

Figura 7. Degradacion de los plaguicidas en tratamiento y control.

CONCLUSIONES

Se logré establecer

un proceso de biorremediacion combinando dos

técnicas

(bioestimulacion y bioaumentacién), el cual es efectivo para la degradacion de una mezcla
compuesta por boscalid, bifentrina y fenvalerato bajo condiciones muy cercanas a los
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procesos reales, durante un periodo de 30 dias. Es importante tener en cuenta que los
factores bidticos y abioticos influyen para el éxito de recuperacion de suelos contaminados.
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