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Resumen

DDT al igual que otros pesticidas organoclorados
han sido utilizados extensivamente en Colombia
entre los afios 1970 y 1980 en cultivos de algoddn.
DDT es resistente a la degradacion y fuertemente
relacionado con numerosos problemas de salud y
actualmente esta prohibido su uso. El propdsito de
esta investigacion fue evaluar la biodegradacion de
DDT y de los productos DDD y DDE, presentes en
el suelo contaminado durante 16 afos en le munici-
pio Agustin Codazzi, Cesar, Colombia. Se llevaron
a cabo bioestimulacion, bioaumentacién y un trata-
miento de control bajo condiciones anaerobias y ae-
robias secuenciales. El proceso de biodegradacion
anaerobia duré 8 semanas y consecutivamente se
realizé el proceso aerobio por 20 semanas. En el
proceso de bioestimulacion se adiciond fosforo para
optimizar la proporcién C:N:P en el suelo tratado.
De las bacterias nativas se aislaron las cepas bac-
terianas con la capacidad biodegradadora del DDT
y fueron identificadas mediante las caracteristicas
morfolégicas y ampliacion por PCR de la region de

1465 pb del gen ribosomal 16S y secuenciacion. De
estas se seleccionaron cuatro cepas bacterianas
para el proceso de bioaumentacion: Burkholderia
cepacia, Pseudomonas fluorescens, Aeromona ca-
viae, y Bacillus sp, las cuales fueron bioaumentadas
en el laboratorio e inoculadas en el suelo tratado en
concentracién de 108 UFC/ml. La concentracion de
DDT, DDD y DDE se determiné por medio de cro-
matografia de gases. Los mejores resultados se
obtuvieron durante la fase anaerobia logrando una
remocién de DDT, DDD y DDE en un 56,2%, 17,1% y
44,5% respectivamente.

Palabras clave: bioaumentacion, bioestimulacion,
DDT

Abstract

DDT and other organochlorine pesticides has been
used extensively in Colombia between the years
1970 and 1980 in cotton fields. DDT is resistant
to degradation and strongly linked with numerous
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health problems and its use is currently forbidden.
The purpose of this research was to evaluate the
biodegradation of DDT, DDD and DDE, products
present in the soil contaminated during 16 years in
contaminated soil at Agustin Codazzi, Cesar, Colom-
bia. Biostimulation, bioaumentacion, and a control
under anaerobic and aerobic conditions sequential
treatment were carried out. The process of anaero-
bic biodegradation lasted 8 weeks and was conse-
cutively held the aerobic process for 20 weeks. In
the process of biostimulation added phosphorus to
optimize the ratio C:N:P in the treated soil. From na-
tive bacteria were isolated bacterial strains with the
ability biodegradadora of DDT and were identified
using morphological characteristics and expansion
by PCR of the region of 1465 pb of the gene 16S ri-
bosomal and sequencing. Of these we selected four
bacterial strains for the process of bioaumentacion:
Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens,
Aeromona caviae, and Bacillus SP., which were
bioaugmented in laboratory and inoculated into the
soil treated in concentration of 108 cfu/ml. The con-
centration of DDT, DDD and DDE was determined
by gas chromatography. The best results were ob-
tained during anaerobic achieving a removal of DDT,
DDD and DDE 56.2% 17.1% and 44.5% respectively.

Key-words: bioaugmentation, biostimulation, DDT

Resumo
DDT igual que outros pesticidas organoclorados
tém sido utilizados extensamente na Coldmbia

Introduccion

El municipio de Agustin Codazzi, Cesar, Colombia,
se convirtié en el primer productor nacional de al-
godédn al cultivar 60.000 ha en afio 1975 (Soler &
Prieto, 1982). El proceso empleado en este cultivo
correspondia a una agricultura extensiva, determi-
nada por la utilizacién indiscriminada de insumos
quimicos para el desarrollo de los monocultivos.
Entre estos insumos se aplicaba gran cantidad de
compuestos organoclorados como pesticidas. En
los afos noventa se termind la bonanza algodonera

entre 1970 e 1980 nas culturas de algodao. O DDT
é resistente a degradacao e fortemente relacionado
com numerosos problemas de saude e atualmente
esta proibido sua utilizagdo. O proposito desta pes-
quisa foi avaliar a biodegradacgéo do DDT e dos pro-
dutos DDD e DDE presentes no solo contaminado
durante 16 anos na localidade Agustin Codazzi, Ce-
sar, Colémbia. Foi feita bioestimulagao, bioaumen-
tacdo e um tratamento de controle baixo condi¢des
anaerodbias e aerdbias sequenciais. O processo de
biodegradagcao anaerdbia durou 8 semanas e con-
secutivamente foi realizado o processo aerdbio por
20 semanas. No processo de bioestimulagédo foi
adicionado fosforo para otimizar a proporgao C:N:P
no solo tratado. Das bactérias nativas, isolaram-se
as cepas bacterianas com a capacidade biodegra-
dadora do DDT e foram identificadas por morfolo-
gia e ampliagéo por PCR do gene ribossomal 16S
e sequenciamento. Selecionaram-se quatro cepas
bacterianas para o processo de bioaumentacgao:
Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens,
Aeromona caviae, e Bacillus sp, bioaumentadas
no laboratério e inoculadas no solo tratado, na con-
centracdo de 108 UFC/ml. A concentra¢do de DDT,
DDD e DDE determinou-se por cromatografia de
gases. Os melhores resultados foram obtidos du-
rante a fase anaerdbia conseguindo a remocao de
DDT, DDD e DDE em 56,2%, 17,1% e 44,5% respec-
tivamente.
Palavras-chave: bioestimu-
lacédo, DDT.

bioaumentacéo,

y quedaron atras miles de hectareas de suelo infértil
y grandes remanentes de agroquimicos, entre es-
tos compuestos organoclorados. La forma mas facil
de deshacerse de estas sustancias fue a través de
un simple enterramiento, sin control alguno, en las
zonas aledanas de antiguo cultivo (Barrios, 2013).
Corporacion Auténoma Regional del Cesar (COR-
POCESAR) ha realizado en afo 1997 estudios que
revelaron la presencia de gran cantidad de pesti-
cidas en el suelo y a los que se les atribuye hoy,
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la responsabilidad de los casos de cancer y otras
enfermedades presentadas en la region (CORPO-
CESAR & Geosismica y Ambiente, 1997).

Los pesticidas organoclorados son compuestos
quimicos organicos de origen sintético, donde al-
gunos o la totalidad de sus atomos de hidrégeno
se substituyen por cloro. Diversas investigaciones
destacan la gran persistencia de los pesticidas
organoclorados en el suelo, debido a su estabili-
dad estructural y lenta degradacion (Xuejun et al.,
2006). Los compuestos organicos generalmente
actian como donadores de electrones; sin embar-
go, debido a la electronegatividad de los sustituyen-
tes halogenados, los compuestos polihalogenados
pueden actuar como aceptores de electrones en
ambientes reductores. No obstante, una molécula
con un pequefio numero de halégenos podra ser
biodegradada por procesos oxidativos y asumir el
rol de donador de electrones en sistemas aerobios
(Arbeli, 2009). Lo anterior indica, mejores resulta-
dos en la biodegradacion de compuestos organo-
clorados, bajo sistemas de tratamiento de desha-
logenacién reductiva en condiciones anaerobias,
seguida de aireacién para generar condiciones ae-
robias (Eweis et al., 1999; Baczynski et al., 2010;
Betancur, 2013). Generalmente los pesticidas orga-
noclorados inhiben el crecimiento de los microor-
ganismos, haciendo dificil su biodegradacion. Sin
embargo largos tiempos de permanencia de estos
componentes en el suelo desarrolla la adaptacién
de los microorganismos a este tipo de sustancia y
la posibilidad de su uso como la fuente de carbono
primario. Esto conlleva a un crecimiento microbiano
y el proceso de biodegradacion consecuente (Cas-
tro, 2008; Fang et al., 2010; Tomasini, 2011; Xiaomin
et al., 2015). En la presente investigacion se compa-
ré la biodegradacion de pesticidas organoclorados
mediante la bioaumentacion y bioestimulacion, en
un suelo contaminado procedente del municipio de
Agustin Codazzi, Cesar, utilizando el consorcio bac-
teriano nativo desarrollado en este suelo. Los dos
métodos utilizados a escala de laboratorio recombi-
nan las condiciones anaerobias —reductoras- y ae-
robias —oxidativas-, secuenciales para lograr mayor
efectividad de la eliminacion de estos contaminan-
tes, acumulados en el suelo por mas de 16 afos.

Materiales y métodos

Muestreo de suelo

El muestreo de suelo se realizd en las antiguas ins-
talaciones del Instituto Técnico Agropecuario An-
tonio Galo Lafaurie (Figura 1), zona donde, segun
informes de la Corporacion Auténoma Regional del
Cesar (Corpocesar), registré la existencia de una
gran concentracién de pesticidas. Las muestras se
tomaron segun la metodologia expedida por la Cor-
poracion Colombiana de Investigacion Agropecua-
ria (CORPOICA, 2014). Inicialmente se delimitd la
zona, separando dos cuadrantes de 50x50 m para
aplicar el patron de zig-zag cada 12 m, marcando un
total de 80 puntos. En cada punto se tomaron apro-
ximadamente 3 kg de la muestra a una profundidad
de 40 cm. Finalmente se generd la muestra com-
puesta, cual fue homogenizada a través de opera-
ciones como el secado, la trituracién y tamizado.

Figura 1. Zona de muestreo de suelo contaminado

Fuente: Alcaldia de Agustin Codazzi.
www.agustincodazzi-cesar.gov.co

Determinacion de las condiciones iniciales

del suelo procedente de la zona de interés.

Se determinaron propiedades fisico-quimicas de la
muestra de suelo proveniente de la zona de interés
aplicando métodos estandarizados y/o propuestos
por la normativa de la Sociedad de Agricultura de
los Estados Unidos (USDA), Sociedad Americana
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para Pruebas y Materiales (ASTM) y las de Insti-
tuto Colombiano de Normas Técnicas (ICONTEC)
entre otras.

Identificacion de las bacterias presentes en el sue-
lo y las bacterias utilizadas en bioaumentacion.
Las bacterias nativas presentes en el suelo contami-
nado de interés se aislaron e identificaron mediante
la descripcién macro y microscépicas de las cepas
aisladas y la aplicacion del indice Analitico de Perfil
para Bacterias No Entéricas (APl 20 NE). Las cepas
utilizadas para el proceso de bioaumentacion se
aislaron y se purificd su DNA luego se realizé la am-
plificacion por PCR de la region 1465 del gen ribo-
somal 16S. Tras la purificacion de los fragmentos de
PCR y secuenciacion con los iniciadores 27F, 518F,
800R y 1492R del gen ribosomal 16S se realizo el
ensamblaje y obtencion de la secuencia proble-
ma. Analisis taxonédmico de la secuencia problema
se realizé aplicando la base de datos de National
Center for Biotechnology Information (NCBI), Gre-
engenes Laurence Berkeley National Laboratory y
Ribosomal Database Proyect (RDP).Finalmente se
realizé el alineamiento y generacion de un arbol de
distancias utilizando las secuencias con mayor simi-
litud a la secuencia problema.

Analisis de los compuestos organoclorados
Los compuestos organoclorados se identificaron
aplicando técnica de dispersion de la matriz en fase
sélida (MSPD), empleando como material de refe-
rencia la mezcla certificada de pesticidas organo-
clorados Part N° OCP508-1JM (ChemService, West
Chester, PA 19381 PO BOX 599, EE.UU). El anali-
sis cromatografico se realizd en un cromatégrafo de
gases AT 6890 Series Plus (Agilent Technologies,
Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detec-
tor selectivo de masas (Agilent Technologies, MSD
5973), operado en modo SIM [monitoreo de iones
seleccionados]. La columna empleada en el anali-
sis fue DB-5MS [5%-fenil-poli (metilsiloxano), 60 m x
0.25 m x 0.25 pm]. La inyeccién se realiz6 en modo
splitless con volumen de dos pL).

Dimensionamiento del sistema experimental
Para el desarrollo de proyecto se establecieron
tres condiciones experimentales: bioestimulacion,

bioaumentacién y control de las condiciones, cada
uno por triplicado, en bioreactores de plastico con
8.5 kg de suelo, tomado previamente en municipio
Agustin Codazzi. Al inicio del proceso de bioreme-
diacion se llevaron los reactores al 60% de su capa-
cidad de campo, mediante la adicion de un volumen
de agua que se determiné a partir de los analisis ini-
ciales para mantener el suelo en rango de 50 a 70%
de la capacidad de campo y de esta manera garanti-
zar el buen desarrollo de las bacterias (Mirsal, 2008).
El agua fue adicionada a los bioreactores mediante
un sistema de microaspersion por gravedad.

En el proceso de bioestimulacion se ajusté nivel de
fésforo en el suelo de interés y se aplicé condiciones
anaerobias durante 8 semanas y aerobias consecu-
tivas por 20 semanas adicionales. Para conocer el
requerimiento de fésforo, se determind la relacion C:
N: P, a partir de la caracterizacion inicial del suelo y
se considerd las recomendaciones de la literatura
100:10:1 (Fuentes, 1999; Blaine, 1993). En la técnica
de bioaumentacion, adicional a la nivelacion de fésfo-
ro se agrego caldo bacteriano de 4 bacterias aisladas
del suelo de interés, teniendo en cuenta su poten-
cial de biodegradacion de los compuestos organo-
clorados, reportado por la literatura (Betancur, 2013;
Nezha, 2013; Pensri & Alissara, 2011; Madigan et al.,
2009; Castro, 2008). Con el fin de comprobar la com-
patibilidad entre las cepas seleccionadas, se realizé
prueba de crecimiento o inhibicién en medio de Agar
Tripticasa de Soya- marca Merck, aplicando diferentes
combinaciones de estas bacterias. Iniciando el proce-
so de bioaumentacion se agrego las cepas bacteria-
nas seleccionadas al caldo nutritivo, en cantidad de su
crecimiento en una caja Petri. Finalmente se obtuvo
una concentracion bacteriana de 108 UFC/ml (deter-
minada por recuento en placa) recomendada por la
literatura (Vasquez et al., 2010; Rios, 2005). Este caldo
se adicionaba al suelo, sometido al proceso de bioau-
mentacion en un volumen de 300 ml con frecuencia
de cada mes. El resto de las condiciones se conser-
varon de igual manera que en los ensayos de bioes-
timulacién. Adicionalmente se tuvo en cuenta control
de las condiciones que fue un bioreactor con suelo
de interés, sometido unicamente al riego y las condi-
ciones anaerobias y aerobias consecutivas, analizado
durante el mismo tiempo que los otros experimentos.
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Condiciones anaerobias. Para mantener las con-
diciones anaerobias, se cubrid la superficie de sue-
lo con parafina y se colocaron las tapas en cada
uno de los reactores. Esta fase tuvo una duracién
de 8 semanas, donde el tiempo estipulado se tomo
con base a resultados reportados en la literatura
(Corona-Cruz, 1999).

Condiciones aerobias. Una vez terminada la fase
anaerobia, se cambiaron las condiciones en los mis-
mos sistemas de biodegradacion para proporcionar
un ambiente aerobio, durante un periodo de 20 se-
manas. Las condiciones aerobias se garantizaron
por medio de la introduccion aire al suelo. El aire fue
inyectado al suelo mediante mangueras adaptadas

a un tubo de PVC de V2" perforado “tipo flauta”, ubi-
cado de forma horizontal en el fondo del recipiente.
A cada uno de los reactores se le adaptaron tres (3)
tubos en su interior, produciendo en total, un caudal
de aire de 330 L/min.

Resultados y discusion

Determinacion de las condiciones iniciales del
suelo: El suelo utilizado para este estudio fue de
textura franca, (promedio + desviacidon estandar;
45,76% = 3,05% arena, 41.28%=+ 3,28%, limo y
12,96%+1,65% arcilla.) En la Tabla 1 se resumen
propiedades fisicoquimicas.

Tabla 1. Resumen de las propiedades fisicoquimicas de suelo en estudio.

Parametro Valor
Granulometria
pHen H,O 6.68+0,03
ApH -0,42
Conductividad eléctrica 204,57+6,6us/cm

Cloruros

Densidad Aparente
Humedad volumétrica
Capacidad de campo

Materia organica

Capacidad de intercambio catiénico

Nitrégeno

Fésforo

4008,2 mg/kg
1,60+0,02 g/cm?

2,4%=0,21

17.6+ 0,52 meqg-g/100 g
suelo

1.08%
1.604 g/cm?+ 0,02
1025.55 mg/Kg de suelo

1.33 mg/Kg de suelo

Fuente: Kopytko et al., 2016.

El suelo de interés fue clasificado como bien gra-
dado, con el pH cercano a la neutralidad y alta con-
ductividad relacionada con el alto contenido de los
cloruros. El suelo presentd una escasez de hume-
dad y compactacion ligera asi como muy bajo con-
tenido de materia orgénica y un desbalance entre el
contenido de nitrégeno y fésforo. La cromatografia
realizada en la muestra de suelo de interés reveld la

presencia de cinco pesticidas organoclorados: 4.4-
DDT (9,1 mg/kg), 4.4-DDD (2,4 mg/kg), 4.4-DDE
(1,1 mg/kg), Endrin (1,9 mg/Kg) y trans-Clordano (0,1
mg/kg). Relacionando las altas concentraciones de
cloruros presentes en el suelo estudiado y registro
de elevadas concentraciones de los productos de
degradacién del 4.4- DDT (como lo son: 4.4-DDD
y 4.4-DDE), se considerd que hay un progreso de
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biodegradacion del 4.4-DDT, realizado por las
bacterias nativas adaptadas a las condiciones en
el lugar. De igual manera la gran cantidad de DDT
y Endrin hallada en la muestra de suelo, donde se
enterraron estos pesticidas hace mas de 16 afos,
sefala la necesidad de buscar un método eficien-
te, cual puede acelerar el proceso natural de su
degradacién. En analisis microbioldgico inicial de
bacterias nativas, presentes en el suelo contami-
nado, se identificaron 37 cepas de los géneros:
Pseudomonas, Aeromonas, Burkholderia, Bacillus
y Enterobacter. Estos géneros bacterianos reporta
la literatura como microorganismos con alto po-
tencial para degradar compuestos organoclorados
(Xiaomin et al., 2015; Betancur, 2013; Nezha, 2013;
Tomasini, 2011).

Classifier :: Hierarchy View

Identificacion molecular de las cepas
bacterianas aisladas del suelo contaminado,
para el proceso de bioaumentacion

Para el proceso de bioaumentacion se seleccionaron
cuatro cepas bacterianas identificadas inicialmente
por observaciéon microscopica, macroscopica segui-
da por la aplicacién del indice Analitico de Perfil para
Bacterias No Entéricas (APl 20 NE). El interés en
uso de estas cepas fue la abundancia de estos mi-
croorganismos en el suelo contaminado asi como su
relacion con la biodegradacion de compuestos orga-
noclorados, reportada en literatura (Betancur, 2013;
Nezha, 2013; Pensri & Alissara, 2011; Madigan et al.,
2009; Castro, 2008). La identificacion molecular de
estas cepas bacterianas permitié determinar géneros
y especies. En la Figura 2 se reportan resultados de
la comparacion de la secuencia problema de la cepa
1F contra la base de datos RDP indicando la similitud
en la mayoria de su longitud con cepas identificadas
como Pseudomonas.

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.10, October 2014
Taxonomical Hierarchy:  RDP 165 rRNA training set 14
Query File:  classifier_seq_upload7530210716568372723.FASTA
Query Submit Date:  Sat Jun 20 15:50:14 EDT 2015
Display depth: "Auto ) Confidence threshold: (sox 3|  CopyNumber Adjusted: 'no & Refresh|
domain % Library
Bacteria 100.0

Hierarchy View (click a node to make it the root -- only show sequences assigned to that node with confidence above the threshold)

rootrank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root anly ]

» » domain Bacteria (1)

» » phylum "Proteobacteria” (1)
» » » » class Gammaproteobacteria (1)
»»»»» order Pseudomonadales (1)
» » family Pseudomonadaceae (1)
» » » » » » genus Pseudomonas (1)

» o o» o

download entire hierarchy as text filel

Figura 2. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la base de datos RDP.

Utilizando la base de datos de secuencias tipo, del
algoritmo Segmatch-RDP contra aislamientos culti-
vados indicé que la secuencia problema ensambla-
da es muy similar en la mayoria de su longitud con
cepas identificadas como Pseudomonas aeruginosa.
(Figura 3) La busqueda en la base de datos Greenge-
nes indicd que la secuencia problema es muy similar
a secuencias de Pseudomonas sp. y Pseudomonas

aeruginosa. Finalmente los resultados del analisis
taxondmico de la secuencia problema ensamblada
de 1467 pb contra la base de datos curada del NCBI,
Genomic Reference Sequences, RefSeq, indicé un
99,9% de identidad en el 100% de su longitud, con
secuencias del gen ribosomal 16s pertenecientes a
Pseudomonas aeruginosa.
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SeqMatch :: Detail Hierarchy

Save selection and return to summa:zl

Query Sequence: segmatch_seq, 1397 unique oligos

Match hit format:
short ID, corientation, similarity score, S_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

Lineage:
rootrank Root (0/5/10132) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/5/9729)
|+ phylum "Protecbacteria™ (0/5/3614)
class Gammaproteobacteria (0/5/1647)
order Pseudomonadales (0/5/231)
family Pseudomonadaceae (0/5/153)
genus Pseudomonas (0/5/132)

[ S000010427 - not_calculated 0.914 1460 Pseudomonas aeruginosa (T); DSM50071; X06684

[ S000428789 - not_calculated 0.898 1368 Pseudomonas stutzeri (T); ATCC 17588; AF094748

(] S000514601 - not_calculated 0.933 1444 Pseudomonas otitidis (T); MCC10330; AY953147

[ S000824948 - not_calculated 0.888 1344 Pseudomonas panipatensis (T); Esp-1; EF424401

() S003288366 - not_calculated 0.996 1456 Pseudomonas aeruginosa (T); type strain: DSM 50071; HE978271

Figura 3. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra SeqMatch-RDP

El arbol de distancias (Figura 4) construido a par- Pseudomonas aeruginosa, con un soporte de ra-
tir de las 20 secuencias de microorganismos cul- mas del 95%. Con base en el anterior andlisis se
tivables mas cercanas, disponibles en la base de afirmdé que la secuencia analizada pertenece a la
datos RDP, muestra que la secuencia problema especie Pseudomonas aeruginosa.

se agrupa en el mismo clado con secuencias de

o et e e s - P @udlOmOnas cltronellolis (T);...

Pseudomonas jinjuensis (T); Ps...
Pseudomonas knackmussii (T): B...
Pseudomonas nitroreducens (T);...
Pseudomonas delhiensis (T): RL...
Pseudomonas panipatensis (T); ...
Pseudomonas alcaligenes (T); I...

Pseudomonas resinovorans (T); ...
Pseudomonas anguilliseptica (T...

Pseudomonas psychrotolerans (T...
Pseudomonas stutzeri (T); ATCC...

Pseudomonas otitidis (T): MCC1...

Pseudomonas benzenivorans (T);...
[ woeneeeeeees Pseuwdomonas balearica (T); SP1...
Pseudomonas azotifigens (T); 6...

Aislamiento CEPA_1_F

Pseudomonas aeruginosa (T); DS...

T

Pseudomonas aeruginosa (T); ty...

— . Pseudomonas pseudoalcaligenes ...

[ oo s e e Pseudomonas alcaliphila (T); A...
Pseudomonas oleovorans (T); RS...
0.0070

Figura 4. Arbol filogenético de Pseudomonas aeruginosa, correspondiente a la cepa 1F
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Las otras cepas aisladas del suelo contaminado,
se analizaron con la misma metodologia. En la
Tabla 2 se resumen resultados de la identificacion

de las cepas de interés aisladas para el proceso
de bioaumentacion.

Tabla 2. Resumen de la identificacion molecular de las cepas aisladas para el proceso de bioaumentacion.

Resultados RefSeq

Resultado final

Longitud Genomic- NCBI
de la Resultados = Resultados
Muestra  ¢ocuencia o o RDP Greengenes
% de % de
ensamblada .. . . : . .
Microorganismo identi- cober- Género Especie
dad tura
Pseud Pseudomonas
Seuaomo-  aeruginosa . i-
CEPA1 14i5pp  Foeudomonas  g99 100 pasaerugi- Peeudo- | aerugi
g nosa Pseudomonas
sp.
Pseudomonas
Pseudomo-  SP
has sp Pseudomonas
Pseudomo-  tawianensis
nas tawia- Pseudomonas
CEPA2 1443 pb Pseudomonas sp. 99,8 100 nensis putida Pseudo-
Pseudomo-  pseudomonas Monas
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Pseud Pseudomonas
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Tratamiento de la muestra de suelo en condi-
ciones anaerobias y aerobias consecutivas.
Enla Tabla 3 se relacionan los porcentajes de remo-
cion del 4,4-DDTy de sus productos de degradacion

(4,4-DDE y 4,4-DDD) en los procesos de bioau-
mentacion, bioestimulacion y en el control al final de
la fase anaerobia (8 semanas).
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Tabla 3. Concentracion removida del 4,4’- DDT y sus metabolitos después del tratamiento anaerobio

Tratamiento

Porcentaje de remocion [%)]

4,4-DDT 4,4’-DDE 4,4-DDD
Bioaumentacion 56,48 44 54 17,08
Bioestimulacion 9,45 ND ND
Control* 27,25 ND ND

*Aplicacién de riego y un sistema anaerobio y aerobio consecutivo
ND no detectable

Durante la etapa anaerobia ocurre la sustitucion de
cloro por el atomo de hidrégeno en la molécula de
organoclorado y se considera que las condiciones
anaerobias generan mejores resultados que los am-
bientes aerobias, en el proceso de biodegradacion.
(Aislabie et al., 1997). Después de 8 semanas de
tratamiento anaerobio, se destacd el proceso de
bioaumentacion, en el cual se presenté 56,48% del
4,4’- DDT removido. De la misma manera los pro-
ductos formados 4,4- DDE y 4,4-DDD fueron utili-
zados por las bacterias, durante el proceso de bio-
degradacién, como la fuente primaria de carbono,
logrando al final un porcentaje de remocion de 44,54
y 17,08% respectivamente. Teniendo en cuenta que
en el proceso de bioaumentacién se adicionaba al
suelo un caldo bacteriano con los cuatro microorga-
nismos aislados de las bacterias nativas, se aumen-
t6 el potencial de biodegradacién de los pesticidas
organoclorados en este proceso, lo cual explica alto
porcentaje de su degradacion en esta fase. Consi-
derando que la bioestimulacion es la adicion de di-
ferentes tipos de nutrientes cuya falta podria limitar
el crecimiento de microorganismos nativos en este
estudio se adiciono el fosforo al suelo. (Ortiz, 2013;
Piehler et al., 1999; Rhykerd et al., 1999). Esto fue
debido a que el suelo proveniente de Agustin Coda-
zzi, contenia alta concentracion de carbono y nitro-
geno pero bajo nivel de fosforo, necesario para que
las células microbianas sinteticen acidos nucleicos
y fosfolipidos. Por lo anterior en el proceso de bioes-
timulacion se adiciond al suelo el elemento faltante,

para generar relacién C:N:P recomendada por la li-
teratura. (Fuentes, 1999; Blaine, 1993).

El rendimiento de remocién del DDT y de los pro-
ductos de su degradacion en el tratamiento de la
bioestimulacion bajo las condiciones anaerobias
no fue satisfactorio. Identificando las bacterianas
degradadoras de compuestos organoclorados
desarrolladas en los reactores donde se aplicé la
bioestimulacion se encontré Burcolderia cepasia,
Pseudomona putida, Enterobacteria y Bascillus sp.
Estas cepas podrian generar la competencia entre
ellos y otras bacterias desarrolladas después de ni-
velar las condiciones nutricionales en el suelo. En
el bioreactor que representé el control de proceso,
solo se agregaba el agua al suelo y fue sometido
a las condiciones anaerobias por 8 semanas. En
este caso se observd un porcentaje de remocion
del 4,4-DDT correspondiente a 27,25%, lo cual es
superior que en un proceso de bioestimulacién. En
este suelo, solo se encontré Enterobacteria adapta-
da a las condiciones de alta toxicidad de los pesti-
cidas organoclorados, cual utilizd 4,4-DDT como la
fuente primaria de carbono sin competir con otras
bacterias El tratamiento aerobio realizado durante
de 20 semanas permitidé la degradacién adicional
del 4,4-DDT. En la Tabla 4 se resumen porcentajes
de remocion de los pesticidas organoclorados del
suelo, después de 20 semanas de tratamiento aero-
bio consecutivo.
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Porcentaje de remocion [%]

Tratamiento

4,4-DDT
Bioaumentacion 46.5%
Bioestimulacion 39.11%
Control* 25.28%

4,4-DDE 4,4-DDD
17.8% 8.5%
4.3% ND
ND ND

Tabla 4. Concentracion removida del 4,4’- DDT y sus metabolitos después del tratamiento aerobio consecutivo.

*Aplicacién de riego y un sistema anaerobio y aerobio consecutivo
ND no detectable

El porcentaje de remocion reportado en la Tabla 4
presenta el resultado Unicamente de la fase aero-
bia. Hay que tener en cuenta que al aplicar en los
bioreactores aire con el caudal de 330L/min, se ge-
neré la expansion de los poros de suelo, liberan-
do los compuestos organoclorados, fendmeno re-
portado por otros autores (Betancourt, 2013). Las
concentraciones de estos compuestos al iniciar el
proceso aerobio, superaron la cantidad inicial en la
fase anaerobia, lo cual dejo ver la fuerte vincula-
cion y estabilizacion de estos pesticidas en el sue-
lo, creando su permanencia durante muchos anos.
(Agbeve et al., 2014).

Finalizando el proceso aerobio se detecté la re-
mocién de 46,5% del 4,4-DDT en el proceso de
bioaumentacién seguido por la bioestimulacién con
39.11%. Adicionalmente en esta etapa, la bioesti-
mulacion presenté un aumento mayor al 10 % con
respecto al proceso de control. Relacionando este

resultado con analisis microbioldgico en el suelo se
encontré que después del proceso aerobio los sue-
los tratados por bioestimulacion registraron presen-
cia de Bacillus sp y Pseudomona putida, pero en los
reactores de control solo se detectaron Bacillus sp
relacionados con la degradacién de los compues-
tos organoclorados. Altos porcentajes de remocion
de 4,4- DDT vy de sus productos de degradacion en
condiciones aerobias indican que este tratamiento
aporta una remocioén adicional de organoclorados
del suelo.

Analisis por cromatografia de gases acopada a es-
pectrometria de masas de la muestra tratada en
condiciones aerobias reveld la presencia de otros
compuestos clorados como: f-Lindano, Dieldrin,
Endrin cetona. En la Figura 5 se puede observar los
cromatogramas correspondientes a los tratamien-
tos Bioaumentacion, Bioestimulacion y control en la
muestra de suelo.
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Figura 5. Cromatogramas de los tratamientos aplicados a muestras de suelo después
de 12 semanas en condiciones aerobias A) Bioaumentacion, B) Bioestimulacion C) Control
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En los cromatogramas A, B y C se encuentran
presentes los compuestos 4,4-DDE, 4,4-DDD vy
4,4-DDT correspondientes a tiempos de retencion,
42.725, 43.564 y 45.143 respectivamente.

Conclusiones

El analisis fisicoquimico inicial del suelo contamina-
do con pesticidas organoclorados permitio clasificar
el suelo como franco, con predominancia de limos y
arenas. Este suelo presenta bajo contenido de ma-
teria orgéanica (1,83%) y de particulas coloidales que
desfavorece la capacidad de intercambio catiénico
produciendo deficiencias nutricionales para el cre-
cimiento de las plantas. El analisis microbioldgico
del suelo en estudio permitié identificar las cepas
nativas, destacando los géneros de Burkholderias
cepacia, Pseudomonas (fluorescens, putida, men-
docina), y Aeromonas caviae, los cuales se repor-
tan en la literatura como bacterias con alto poten-
cial degradativo de compuestos organoclorados. El
suelo analizado tiene presencia de altas concentra-
ciones iniciales de los metabolitos de DDT (1.1 mg/
kg DDE; 2.4 mg/kg DDD; 9.1 mg/kg DDT) indicando
un proceso de deshalogenacion en curso, realizado
por las bacterias nativas, adaptadas a los pesticidas
organoclorados presentes en el suelo.

Mejores resultados de bioremediacion estimulada
se obtuvieron mediante una bioaumentacion con un
56,2% de remocion de DDT, 17,1% de DDD y 44,5%
de DDE durante 8 semanas de tratamiento anaero-
bio y un 46.5% de remocion de DDT, 17.8% de DDD
y 8.5%de DDE adicionales después de 20 semanas
de tratamiento aerobio consecutivo.
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