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RESUMEN

Angeles Velazquez. Y. (2025). Evaluacion de un sistema de cama bioldgica
bioaumentado con Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2 como alternativa para la
degradacion de p-nitrofenol. [Tesis de maestria no publicada]. Centro de Investigacion en

Biotecnologia (CEIB), Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Morelos, México.

Los plaguicidas organofosforados son los mas utilizados a nivel mundial, siendo el
Paration Metilico (PM) el mas comiin en México. Por hidrolisis el PM genera p-nitrofenol
(PNF), el cual es mas toxico que el PM y su biodegradacion es limitada, por lo que ocasiona
dafio a organismos acudticos, terrestres y sobre todo a la microbiota del suelo. Por otro lado,
la cepa Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2, presenta potencial para la biorremediacion en
sistemas como las camas biologicas ideadas como una solucion in sifu para la mitigacion de
la contaminacién por plaguicidas en sitios puntuales. En este estudio se evalu6 la eficiencia
de degradacion de PNF mediante microcosmos con una biomezcla de paja, suelo y composta
(2:1:1) con y sin bioaumentacién bajo concentraciones de 25 y 50 mg/g de PNF, con
parametros de operacion de 70% de humedad, 30°C y pH de 6.8-8.4. Se extrajo el PNF
residual cada 12 horas durante 96 horas, calculando la concentracion por HPLC. La
biomezcla mostrd pardmetros fisicoquimicos adecuados de materia orgéanica (14.84%),
relacion C/N (33.57), densidad aparente (0.9 mg/cm?®) y pH (7.08-7.39). Hubo diferencias
significativas (p<0.05), entre tratamientos, en ambas concentraciones. Las tasas maximas de
degradacion con bioaumentacion fueron el doble (0.580 y 1.151 mg/g*h) respecto a las
determinadas en los sistemas sin bioaumentacion (0.287 y 0.612 mg/g*h). De acuerdo con el
modelo cinético de primer orden la eficiencia con bioaumentacion increment6 2.4 y 1.7 veces
respecto al sistema no bioaumentado, reduciendo la vida media del PNF de 40.93 y 34.15
horas a 19.40 y 19.42 horas para los tratamientos con 25 y 50 mg/g respectivamente.
Evidenciando asi, que la bioaumentacion con cepas especializadas en la degradacion de
compuestos orgdnicos persistentes dentro del sistema de camas bioldgicas es una alternativa

para la mitigacion de estos compuestos en sitios puntuales de contaminacion.



INTRODUCCION

La degradacion de plaguicidas es un tema crucial en la proteccion del ambiente y la
salud humana, ya que la agricultura se apoya de estas sustancias toxicas para aumentar y
mantener la produccion de alimentos alrededor del mundo, los plaguicidas controlan el dafio
por plagas en los cultivos y en el ganado, lo que beneficia a la seguridad alimentaria. Sin
embargo, existen evidencias de impactos negativos a la salud humana y al ambiente por su
uso (OMS, 2022). De acuerdo con Pesticide Action Network (PAN) International, a nivel
mundial los envenenamientos ocupacionales en personas pasaron de 25 millones en 1990 a
385 millones en el 2020, reportando un 44% de trabajadores agricolas intoxicados por
plaguicidas, y 11 mil muertes anualmente (Boedeker et al., 2020). Asi mismo el uso de
plaguicidas se ha incrementado en un 62% entre 2000 y 2021, a nivel mundial se utilizan
principalmente en cultivos de cafia de azlcar, maiz, trigo y arroz, mismos que representan la
mitad del total de la produccién de cultivos primarios (FAO, 2023).

Los principales plaguicidas que se usan en la agricultura son herbicidas, insecticidas,
fungicidas y bactericidas, entre otros (FAO, 2022; Miglioranza, 2021), de los cuales los
organofosforados (OF) son una de las categorias de plaguicidas sintéticos mas utilizadas
después de la prohibicion de los organoclorados (OC) (Carriquiriborde, 2021). Los
organofosforados a pesar de su toxicidad aguda en animales se introdujeron para poder
utilizarlos como insecticidas en los cultivos, sobre todo por su baja persistencia en el
ambiente (dias hasta varias semanas) a comparacion de los OC (décadas) (Goonasekera y
Karalliedde, 2022).

El modo de accion de los OF es la inhibicion de enzimas de la familia de las
colinesterasas (esenciales para la transmision normal de las sefiales a través de los nervios),
convirtiéndolos en agentes neurotoxicos (Dyro, 2020; Carriquiriborde, 2021;
Hernandez-Castellanos, 2021). El uso continuo y excesivo de OF es responsable de varios
problemas globales, como la contaminacién del aire, el agua y los ecosistemas terrestres, la
disminucion de la diversidad de la microflora productiva del suelo, la interrupcion de los
ciclos biogeoquimicos y la muerte de formas de vida macroscopicas no objetivo (Pailan et al.,
2020), llegando a estos ultimos a través de los alimentos, o puede absorberse facilmente a
través de la piel y los pulmones, lo que significa una gran amenaza para la salud humana y
del ambiente (Kamal et al., 2020).

En México, de acuerdo con el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climéatico

(INECC), en 2020 se reportd que entre los plaguicidas con mayor frecuencia de uso se



encuentran los organofosforados, especificamente el PM es el de mayor uso en 70 cultivos,
incluyendo vegetales, frutales, cereales y pastos. A pesar de tener una vida media teoérica de
semanas, el PNF principal producto de degradacion, generado por la hidrélisis del PM, es
persistente y recalcitrante en el ambiente, ademas de dafiino para la microbiota, siendo
necesario buscar alternativas para su degradacion (ATSDR, 2017). Ademas, este compuesto
se utiliza en la industria farmacéutica y en la produccion de tinturas para oscurecer el cuero
(ATSDR, 2023), por lo que no solo los trabajadores agricolas estan expuestos a este
xenobiotico.

Aunque se han establecido las directrices de Buenas Practicas Agricolas (BPA) para
evitar intoxicaciones por uso de plaguicidas, en ocasiones los agricultores las desconocen u
omiten, provocando una contaminacién no solo difusa, que es la aplicacion en campo, sino
desde el area destinada a la preparacion de mezclas y donde se vierten los residuos del lavado
de equipos de aplicacion, también llamado sitio de contaminacion puntual (Lopez-Barilllas,
2016; Quiroz-Medina, 2021), que si bien puede ser cerca de la bodega en donde se almacenan
estos agroquimicos, regularmente suele ser en la cercania del campo de cultivo, lo que
provoca una exposicion continua tanto de los trabajadores como de sus familias, asi como su
liberacion al suelo, agua superficial y subterranea, y a la atmosfera, afectando negativamente
a la flora y la fauna silvestres, lo que en el contexto integral, son el origen de graves
problemas no sélo ecoldgicos, sino agrondmicos; econémicos y de salud publica (GOBMX,
2021; IICA, 2018; SADER, 2019).

En este contexto, se desarrolld en Suecia en la década de los noventa un sistema
denominado biobeds o camas bioldgicas para prevenir la contaminacion puntual por
plaguicidas, originalmente la cama biolégica es un espacio fijo, confinado, aislado e
impermeable, efectiva para acumular, retener y degradar microbioldgicamente los derrames
de plaguicidas ocasionados al preparar las mezclas agricolas, el llenado de los equipos de
aplicacion, sobrantes de uso agricola y los enjuagues al lavar dichos envases (Castillo ef al.,
2008; Serpa-Vasquez, 2022).

El elemento principal de la cama bioldgica se conforma de una biomezcla la cual
contiene 25% de suelo agricola, 25% de turba y 50% de paja de trigo (Castillo ef al., 2008).
Hasta el momento se ha investigado e implementado diferentes disefios para diferentes
situaciones, tipos de produccion agricola, condiciones climaticas y disponibilidad de
recursos, con el objetivo de adaptarlos a cada realidad local (Universidad de La Frontera,
2013). Aunque los materiales de la biomezcla proveen naturalmente los microorganismos

necesarios para la degradacion de plaguicidas, existen estudios donde se ha inoculado la
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biomezcla con el hongo de la podredumbre blanca Trametes versicolor como estrategia de
bioaumentacion para la degradacion de fungicidas y de OF (Castro-Gutiérrez ef al., 2019), asi
mismo para compuestos OF en México se ha utilizado hojas y rastrojo de maiz, y algas
marinas (Gongora-Echeverria et al., 2018; Coérdova-Méndez et al., 2021) encontrando un
consorcio de microorganismos que interactian en la degradacion de plaguicidas comerciales.

Si bien esta tecnologia de biorremediacion comenz6 a investigarse en la ultima década
en Latinoamérica, en México los trabajos sobre este sistema son limitados y no existe
investigacion para la degradacion de PM bajo este sistema. No obstante existe evidencia de
que la bacteria aislada por Popoca-Ursino (2012) perteneciente a la especie Burkholderia
cenocepacia cepa S5-2, es capaz de hidrolizar plaguicidas organofosforados como el PM y de
degradar el PNF el cual es mas toxico que el mismo PM (Fernandez-Lopez et al., 2017,
ATSDR, 2017). En el presente trabajo propuso evaluar un sistema de camas bioldgicas con la
adicion de B. cenocepacia cepa S5-2 para la degradacion de p-nitrofenol resultante de la
hidrolisis del organofosforado PM, y que pueda servir como alternativa para reducir la

contaminacion puntual por este plaguicida.



I.  MARCO TEORICO
1.1 Plaguicidas: Usos, impacto ambiental y a la salud humana

Los plaguicidas son sustancias quimicas destinadas a prevenir, controlar o destruir
cualquier organismo que se considere como una plaga, ya sea en zonas agricolas, ganaderas o
urbanas, esto incluye a los vectores causantes de enfermedades humanas (Garcia-Hernandez
et al., 2018) y de acuerdo con el CODEX alimentarius de la FAO y la OMS (2024) el término
incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de la
germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para
proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte.

Los plaguicidas pueden ser clasificados de acuerdo con FAO y OMS (2022) segun su
composicidn quimica, persistencia o por su uso. Entre los principales grupos de plaguicidas
segin su composicion quimica se encuentran los organoclorados, organofosforados,
carbamatos, piretroides, compuestos inorganicos, bioldgicos y de composicion diversa (Ortiz
et al., 2014). Estos compuestos tienen uso industrial, urbano, doméstico, pecuario, forestal y
agricola, siendo este ultimo la actividad que més emplea este tipo de compuestos,
consumiendo hasta el 85% de la produccion mundial (Del Puerto-Rodriguez ef al., 2014).

En la actualidad el uso de plaguicidas en la agricultura ha ido en aumento, debido a la
necesidad de producir una mayor cantidad de alimentos y evitar pérdidas en los cultivos, de
los 3.7 millones de toneladas utilizadas en 2022 a nivel mundial, el 51% se utilizd en
América, siendo el continente con la tasa de aplicacion mas elevada (FAO, 2024).

Su uso ha demostrado que tiene consecuencias negativas para el ambiente, ya que los
plaguicidas se movilizan a través del aire, suelo y agua, provocando la contaminacion de
ecosistemas terrestres y acudticos, es decir de plantas y animales que no son el objetivo, lo
que puede reducir la biodiversidad y danar a los organismos, incluidos los humanos
(Arellano-Aguilar 'y Rendén-von Osten, 2016; Garcia-Herndndez et al, 2018;
Ordonez-Beltran et al., 2019; FAO, 2022).

Se han reportado efectos adversos en la salud de los trabajadores agricolas y sus
familias, como alteraciones hematologicas, hormonales, dafios genéticos, alteraciones del
comportamiento y dafios celulares; siendo los nifios el grupo mas vulnerable a la exposicion
(Ortiz et al., 2014; Garcia-Hernandez et al., 2018), asimismo el impacto en la salud en
poblacion no expuesta ocupacionalmente a plaguicidas resulta por la exposicion cronica a
pequefias cantidades de estos compuestos, donde los efectos a largo plazo, se manifiestan en

cancer, efectos neurotoxicos, endocrinos, de la reproduccion y otros (Silveira-Gramont et al.,
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2018). También se han encontrado residuos de plaguicidas en alimentos como leche,
hortalizas y granos (Garcia-Hernandez et al., 2018).

La recopilacion realizada por el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climético
(INECC, 2020) sobre el uso de plaguicidas en México entre los afios 1980 y 2018, indica que
los principales plaguicidas utilizados con el mayor numero de registros son: el Paration
Metilico (89), seguido del carbofuran (85), 2, 4-D (76), cipermetrina (74) y endosulfan (71);
los cuales se encuentran incluidos en la lista de Plaguicidas Altamente Peligrosos (PAPs), de
la PAN del 2021.

Entre los cultivos agricolas donde se aplica el mayor nimero de plaguicidas se
encuentran el maiz, chile, jitomate, cafia de azlicar y sorgo; especies de gran relevancia para
la dieta de los mexicanos; ademas del sorgo, de importancia forrajera para las actividades
pecuarias. Asimismo, destacan los cultivos floricolas, los cuales son tratados con cargas
importantes de plaguicidas, tal vez mas que en los cultivos alimentarios, ya que no son

plantas destinadas para el consumo humano o animal (INECC, 2020).

1.2 Plaguicidas organofosforados: Paration Metilico y p-nitrofenol

Los plaguicidas organofosforados (OF) constituyen una de las familias de compuestos
quimicos de plaguicidas sintéticos mas utilizadas a nivel mundial después de la prohibicién
de los organoclorados (Chowdhury et al., 2014; Ranjan y Jindal, 2022). Originalmente los
OF eran utilizados con fines bélicos, mas tarde se descubrid su efecto insecticida, uno de los
primeros plaguicidas OF producidos alrededor de 1944, fue el Paration y comercializado por
Bayer™®, a finales de la década de los 90s, y ya para 1998 la Environmental Protection
Agency (EPA) tenia registrado 20,000 productos plaguicidas (Prado-Flores et al., 2017).

Los plaguicidas OF son ésteres, amidas o tioles derivados de los 4cidos fosforico,
tiofosforico, ditiofosforico, fosfonico o fosfénico, inhiben enzimas con actividad de la
acetilcolinesterasa, lo que produce una acumulacion de acetilcolina y como consecuencia una
alteracion en el impulso nervioso (Marrero ef al., 2017; Prado-Flores ef al., 2017), en general
son compuestos apolares lo que significa que desde el punto de vista quimico la mayoria son
escasamente solubles en agua, aunque con grandes diferencias de un compuesto a otro, y
desde el punto de vista biologico son liposolubles. Por tal motivo, la piel, donde se encuentra
una importante capa de tejido con elevado contenido en lipidos, puede constituirse en una
importante via de entrada (Obiols-Quinto, 1999).

En casos de intoxicacion aguda en humanos con altas concentraciones de OF (entre

0.1 y de 5 g por kg) se produce una sobreestimulacion del Sistema Nervioso Central y de 24 a



96 horas se produce paralisis de los musculos respiratorios que si persiste provocara
insuficiencia respiratoria severa (Pino-Vazquez y Brezmes-Raposo, 2018; Richardson et al.,
2019). Por otra parte, la exposicion cronica a OF se ha asociado con desordenes
neuropsiquiatricos inducidos, este desorden aparece tardiamente y persiste por un largo
periodo, lo cual sugiere dafio permanente del Sistema Nervioso Central (SNC) (Jokanovi¢,
2018) lo que provoca el desarrollo a futuro, de las enfermedades de Parkinson
(Manthripragada et al., 2010) y de Alzheimer (Hayden et al., 2010).

Aunque los OF, tienen una menor persistencia ambiental que los OC, debido a que los
procesos de transformacion ambiental se efectian con mayor eficiencia sobre sus enlaces
fosfoéster, en numerosas ocasiones la degradacion parcial genera subproductos de mayor
toxicidad que los compuestos originales, los cuales presentan ademas mayor persistencia en
el ambiente (Vittozzi ef al., 2001), provocando que organismos no objetivo también se vean
afectados por la exposicion a OF, llegando a ellos a través de los alimentos, el aire, agua y
otros medios, o puede absorberse facilmente a través de la piel y los pulmones, lo que
significa una gran amenaza para la salud y el ambiente (Kamal et al., 2020; Ranjan y Jindal,
2022).

Los limites recomendados de exposicion laboral del PM son de 0.2 mg/m? en el aire
durante un turno laboral de diez horas diarias; y 40 semanales, de acuerdo con el Instituto
Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH). Mientras que la EPA permite 0.002
mg/L. de PM en agua potable y un maximo de 0.2 mg/kg en ciertos alimentos (ATSDR,
2001).

En México la importancia ambiental y sanitaria de los plaguicidas OF, radica en que
son el grupo quimico mas utilizado como insecticida, fungicida y herbicida en cereales,
frutales, leguminosas, pastos, hortalizas, oleaginosas, y cultivos de importancia comercial
como algodon, tabaco y café (Prado-Flores et al., 2017). Entre ellos, el PM es el mas
utilizado como insecticida. Este plaguicida presente en el aire, es transformado rapidamente
(aproximadamente 2 a 3 semanas) por la luz solar en un producto de degradacion llamado
paraoxon, una sustancia mas toxica que el PM. Por hidrolisis su vida media es de 1 a 4 meses
dependiendo la temperatura y acidez del agua, generando PNF y 4cido dimetiltiofosférico
(Pakala et al., 2006; ATSDR, 2017). Aunque el PNF es menos toxico que el PM para los
animales superiores, muestra una mayor toxicidad hacia la microbiota del suelo debido a su
acumulacion (Ortiz-Hernandez et al., 2021; ATSDR, 2023).

El PNF es un contaminante ambiental sintético nitro aromadtico, precursor de

productos farmacéuticos, plaguicidas y fungicidas, colorantes y como oscurecedor del cuero,
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por lo que, puede encontrarse en los efluentes de estas industrias. Actualmente, se encuentra
en la lista de sustancias altamente peligrosas y considerado posible cancerigeno en humanos
por la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés) (ATSDR, 2017,
Tchieno y Tonle, 2018).

Este compuesto se considera mas toxico que el PM en términos ambientales y
cronicos debido a su persistencia en suelos y aguas profundas, la Union Europea desde 2003
lo declara como uno de los tipos de contaminantes mas importantes en la gestion de aguas
residuales. Las personas estan expuestas a los nitrofenoles en el ambiente, 1) mediante la
respiracion de aire contaminado, 2) nitrofenoles presente en agua potable, 3) el consumo de
alimentos contaminados y 4) el contacto de la piel con los nitrofenoles. Cuando estos
compuestos entran en el cuerpo humano, la sangre presenta reduccion en la capacidad para
llevar el oxigeno a diversos 6rganos y tejidos, ademas tiene efectos sobre el sistema nervioso
(dolor de cabeza, ansiedad, debilidad, convulsiones e incluso la muerte), dafio en pulmones,
insuficiencia renal, hasta dafios en el ADN induciendo mutagénesis (Pena-Martinez, 2014;
INSST, 2018).

Hasta ahora, se han estudiado dos vias de degradacién del PNF mediante bacterias en funcion
de sus intermediarios. En la figura 1 se observa la via de degradacion del PNF a partir de PM,
donde, mediante bacterias Gram negativas se le conoce como via de la hidroquinona y
mediante bacterias Gram positivas, la via del hidroxiquinol.

En los ultimos afos se ha estudiado bacterias Gram negativas del género
Burkholderia capaces de degradar PNF por ambas vias (Zhang et al, 2012;
Castrejon-Godinez et al., 2019).
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Figura 1. Vias oxidativas del PNF mediada por bacterias Gram negativas y Gram positivas. Tomado y

modificado de Castrejon-Godinez et al., 2019.

1.3 Contaminacion puntual por plaguicidas

La contaminacion puntual por plaguicidas estd dada fundamentalmente por lavado
inadecuado de tanques contenedores, filtraciones en los depositos de almacenamiento y
residuos descargados y dispuestos en el suelo, derrames accidentales en los sitios para
preparar las mezclas agricolas en el llenado de los equipos de aplicacion (Castillo ef al.,
2008; Del Puerto-Rodriguez et al., 2014; FAO, 2016). Estos sitios suelen ser en campo, casas
o bodegas donde hay remanentes de estas sustancias toxicas, siendo un riesgo para la salud
humana y el ambiente, como fuente de exposicion. Se estima que entre el 50 y el 90% de los
plaguicidas causantes de contaminacion en fuentes hidricas provienen de fuentes puntuales
(Lopez-Barilllas, 2016).

El analisis de la contaminacion por plaguicidas en sitios puntuales en México revela
una situacion preocupante, de acuerdo con el INECC (2019), se han identificado 125 sitios
contaminados por plaguicidas en el pais. Estos sitios incluyen agua superficial (56 sitios),
agua subterranea (26 sitios) y suelo (43 sitios). Los sitios afectados se encuentran en 23
estados de la Republica Mexicana, donde los 10 estados con mayor nimero de areas
contaminadas por plaguicidas son: Campeche, Guerrero, Sinaloa, Chiapas, Sonora, Estado de

México, Morelos, Coahuila, Guanajuato y Yucatan (Figura 2).
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Figura 2. Localizacion de los sitios identificados en los que se reporta la presencia y niveles medidos de

plaguicidas.

Derivado de ello, se emitid6 un programa Nacional de Remediacion de sitios
contaminados 2021-2024, el cual indica que la contaminacidén tiene costos econdmicos
significativos, desde el punto de vista de la salud, la pérdida de productividad, costos en la
atencion médica y los dafios en los ecosistemas (PNUMA, 2017). Se espera que los costos
por la contaminacién aumenten debido a los efectos a largo plazo que tienen sobre la salud
humana, modificaciones en la forma de vida de las personas y pérdida en los servicios que
brindan los ecosistemas.

Si bien estos impactos podrian disminuir bajo Buenas Practicas Agricolas (BPA),
especialmente con el Buen Uso y Manejo de Plaguicidas, desafortunadamente a los
productores les resulta poco atractivo, a menos que sus productos sean de exportacion. Esta
situacion es preocupante, ya que los pequefios y medianos productores que representan en
Meéxico aproximadamente el 85% de trabajadores agricolas, y junto con sus familias, son
quienes producen la mayor parte de los alimentos y, quienes se ven mas afectados por los
costos en salud por dicha actividad, al mismo tiempo el ambiente y especificamente el suelo,
se ve comprometido disminuyendo sus servicios ambientales (Ortiz, et al., 2014;

Ordoiiez-Beltran et al., 2019).
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1.4 Biorremediacion

Las tecnologias de remediacion representan una opcion viable para controlar la
contaminacion por productos quimicos toxicos utilizados en diferentes actividades. La
remediacion es un conjunto de medidas a las que se someten los sitios contaminados para
eliminar o reducir los contaminantes hasta un nivel seguro para la salud y el ambiente o
prevenir su dispersion en el ambiente sin modificarlos (LGPGIR, 2023).

Entre las diferentes tecnologias de remediacion existe aquella que aprovecha la
capacidad de la naturaleza para transformar contaminantes, modificando las condiciones para
favorecer los procesos de biodegradacion, utilizando procesos fisicoquimicos, plantas y/o
microorganismos, ya sea bacterias, hongos o levaduras para convertir o degradar los
productos quimicos toxicos en compuestos menos toxicos o no toxicos, conocida como
biorremediacion (Singh, 2017; Dar et al., 2020).

En general los costos de operacion en la biorremediacion son bajos y otra de sus
ventajas en comparacion con métodos fisicoquimicos es que no se generan residuos
secundarios (Sun et al., 2017). La biorremediacion se puede clasificar de acuerdo con la
estrategia utilizada, de acuerdo con el sitio de contaminacion podria realizarse in situ, es
decir, alli mismo, o ex situ, donde la matriz contaminada se transfiere a otro lugar para su
tratamiento (Dzionek et al., 2016). A su vez, in situ se puede llevar la degradacion de manera
natural, por adicion de aire (bioventeo), nutrientes o modificando factores del medio para que
los microorganismos trabajen en una escala Optima, lo cual se conoce como bioestimulacion,
o por bioaumentacion que es la adicion de microorganismos con capacidad de degradar
compuestos especificos, buscando optimizar el proceso de remediacion (Cota-Ruiz et al.,
2019).

Los plaguicidas en el suelo y el agua pueden ser degradados por via biodtica y abidtica;
sin embargo, la biorremediacion por microorganismos es el principal mecanismo de
degradacion de plaguicidas y de descontaminacion de suelos (Hernandez-Ruiz et al., 2017).
Los principales microorganismos que emplea la biorremediacion son las bacterias, siendo el
grupo de mayor estudio, debido a su potencial metabdlico para degradar plaguicidas; se
consideran como una alternativa que ayude a la disminucidn de sus niveles en el ambiente.
En especial este grupo posee habilidades para detoxificar, mineralizar, transformar o
inmovilizar los contaminantes (Tropel y Vander Der Meer, 2004). En 1973 se describieron

las primeras bacterias con la capacidad de degradar compuestos organofosforados (OF)
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cuando la cepa Flavobacterium sp. fue aislada de un campo de arroz en Filipinas
(Sethunathan y Yoshida, 1973; Singh, 2009).

Entre las bacterias conocidas para degradar PM se conoce que Serratia marcescens
trabaja mejor en suelo arenoso, y Acinetobacter radioresistens que degrada el 100% (1.2 g/L)
cuando se suplementa con fosfato y urea (Hernandez-Ruiz et al., 2017). Liu et al., (2007)
demostraron que A. radioresistens incremento6 del 20 al 90% la eficiencia de degradacion de
PM con el aumento de pH de 5.0 a 8.0.

Por otro lado, las bacterias descritas para la degradacion de PNF por diversos
organismos tanto en condiciones aerobias como anaerobias, han ido en aumento, encontrando
que géneros como Moraxella G21, Protophormiae, y especies como Pseudomonas putida,
Sphingomonas sp., Corynebacterium sp., logran la mineralizacion del téxico, liberando nitrito
0 CO, (Tchieno y Tonle; 2018). En México, Popoca-Ursino en 2012, encontré que la cepa
Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2 aislada de un suelo agricola de Morelos, realiza la

hidrolisis tanto del PM como de su metabolito principal, PNF, en un periodo de 12 h.

1.4.1 Biorremediacion de plaguicidas a través del sistema de camas bioldgicas o
“biobeds”

Entre los sistemas de biorremediacion se encuentran las biobeds o camas biologicas,
las cuales surgieron en Suecia en los afios noventa como una respuesta a la necesidad de
encontrar un sistema sencillo y efectivo para minimizar la contaminacion por plaguicidas
especialmente durante el llenado de los equipos de aspersion, un ejemplo tipico de
contaminacion puntual (Torstensson y Castillo, 1997; Torstensson, 2000).

A pesar de que el sistema de cama biologica tiene un enfoque preventivo
(bioprofilaxis), los procesos de degradacion se pueden replicar en suelos contaminados para
reducir la concentracion de plaguicidas (CropLife, 2017). El disefio original consiste en una
excavacion en el suelo con una capa de arcilla en el fondo, una biomezcla y una capa de pasto

en la superficie (Figura 3).
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Biomezcla

Figura 3. Diagrama de una cama bioldgica (CropLife, 2017)

La biomezcla tradicional estd compuesta por paja de trigo, suelo y turba en una
proporcion de 50-25-25% en volumen. La paja estimula la actividad de hongos ligninoliticos
(hongos de pudricién blanca) y la formacion de enzimas degradadoras de lignina (manganeso
peroxidasa, lignina peroxidasa y lacasas), que también degradan plaguicidas. Otros estudios
demuestran que, en general, puede utilizarse cualquier material rico en ligno-celulosa, como
paja de trigo, maiz, mijo, cascarilla de avena y arroz, residuos de uva, de algodon, de jardin y,
fibra de coco, excepto madera y material verde (ramas) (Castillo y Torstensson, 2007;
Coppola et al., 2007; Castillo et al., 2008; Mussali-Galante, et al., 2023). Aunque los
microorganismos presentes en la biomezcla funcionan para la degradacion de plaguicidas,
existen estudios donde la adicion de microorganismos especificos (bioaumentacion) en la
biomezcla ha aumentado la tasa inicial de degradacion (Karanasios et al., 2010;
Rodriguez-Rodriguez et al., 2012).

El suelo provee de capacidad de retencion de otros componentes como: contaminantes
organicos, incluidos los plaguicidas, mediante adsorcion en particulas de arcilla y materia
organica; nutrientes, como foésforo, nitrégeno y carbono, necesarios para el metabolismo
microbiano, y es fuente de otros microorganismos degradadores de plaguicidas. Lo ideal es
que contenga humus y arcilla, sin ser demasiado este ultimo, para evitar que la biomezcla no
se homogenice adecuadamente y/o que la arcilla secuestre el plaguicida y evite su
degradacion (Centro Regional de Investigacion Carillanca, 2013; CropLife, 2017). La turba,
puede reemplazarse por abono orgéanico, otorga capacidad de adsorcidon, contribuye a la
retencion de humedad en la mezcla, favorece la degradacion abidtica de los plaguicidas y
contribuye a la disminucién del pH de la biomezcla (Karanasios ef al., 2012; Serpa-Vazquez,

2022). La capa de pasto o cobertura vegetal en la superficie, es importante para el equilibrio
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de la humedad y sirve asimismo como indicador de derrames de plaguicidas (Torstensson y
Castillo, 1997; Castillo et al., 2008). La capa de arcilla al fondo de la cama bioldgica actiia
como una capa impermeable; o siendo un sistema abierto se puede contar con un drenaje en
caso de derrames que provoquen lixiviacion (Figura 4).

El recambio de la biomezcla se sugiere sea de cinco a seis afios en regiones
templadas, y de 6 meses a 2 afios en climas tropicales, compostando durante un afio la
biomezcla retirada y pudiendo utilizar una parte como indculo en la nueva cama bioldgica

(Torstensson, 2000; Karanasios ef al., 2012).

Lavado de efluentes
de plaguicidas

/ Hongos de la Cubierta de pasto
I .
/ I " podredumbre blanca (opcional)
\ : 8 == L N Z = |~
Biomezcla
......... , « 50% Paja
» 25% Turba
» 25% Suelo
Arqueas y bacterias F - Drenaje

Figura 4. funcionalidad de la cama bioldgica. (Tomado y modificado de Mussali-Galante et al., 2023).

En la Unién Europea existen alrededor de 9,000 sistemas de cama bioldgica
instalados, en su mayoria en Suecia, Francia y el Reino Unido, mientras que en
Latinoamérica existen 3,000 camas bioldgicas instaladas en Guatemala (Biobeds.org,
consultado en abril de 2024). El disefio ha evolucionado de acuerdo con las condiciones
climaticas, los materiales disponibles y las necesidades de los productores en estos paises

(Figura 5).
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Figura 5. Disefios de camas bioldgicas en paises europeos y en Guatemala

De acuerdo con una revision de Mussali-Galante y colaboradores (2023) sobre camas
bioldgicas en los ultimos cinco afios, se resalta que no hay estudios sobre la degradacion de
PM, lo cual es importante, ya que este plaguicida atin se utiliza para el control de insectos en

diversas regiones del mundo, incluido México.
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II. ANTECEDENTES

El sistema de cama bioldgica se desarrollé en Suecia en la década de los noventa por
Torstensson y Castillo (1997). Estos sistemas biologicos fueron propuestos para el
tratamiento de efluentes residuales derivados de las operaciones para la preparacion de los
plaguicidas, la aplicacion y limpieza de los equipos involucrados en estas actividades durante
las practicas agricolas, con la finalidad de evitar que estos efluentes residuales, con elevadas
concentraciones de plaguicidas, se viertan directamente al ambiente, generando problemas de
contaminacion puntual (Mussali-Galante ef al., 2023).

De forma general el sistema de cama biologica tiene un disefio sencillo, basado en la
capacidad de degradacion de plaguicidas de microorganismos establecidos sobre una
biomezcla generada con suelo (25%), turba (25%) y paja de trigo (50%). Sin embargo, los
materiales que componen la biomezcla pueden sustituirse por otros de facil acceso en la
region de estudio; por lo que diferentes materiales lignoceluldsicos se han propuesto como
sustitutos de la paja de trigo, asi como composta y biocarbon como sustitutos de la turba, y el
suelo con las caracteristicas de la region (Karanasios et al., 2010; Diez et al., 2013; Urrutia et
al.,2013; Gao et al., 2015).

Los sistemas de camas bioldgicas se han aplicado de forma exitosa en Europa, y en
los Ultimos 10 afios estos sistemas han tomado relevancia en el contexto de América Latina
(Dias et al., 2020). En el contexto de México, los sistemas de cama biologica se han

implementado unicamente de forma experimental como se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Investigaciones sobre camas bioldgicas en México

Porcentaje de
Autor Biomezcla Condiciones Plaguicida degradacion y
tiempo

11 biomezclas Mezcla de 2,4-D
Gongora-Eche Fibras de sisal, 29.6+2°Cy atrazina 99%
verria et al., rastrojo de maiz,  humedad de 58.5 carbofuran En 41 :Iias
2018 algas marinas, +5.8% diazindén

compost:suelo glifosato

Mezcla de
0 2 i carbofuran
Co(reczio;/?;,l\;\end Suelo y nr:;;row de 35y 45°C e 994
2021 50:50 90% Humedad d2’4-D’ 14 dias
iazinon
glifosato
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Gongora-Echeverria y colaboradores (2018), realizaron un estudio en Yucatdn, en
donde evaluaron diversos materiales disponibles en la zona, residuos de maiz, fibra de sisal,
composta y algas marinas, para la preparacion de la biomezcla de sistemas de camas
bioldgicas, para la degradacion de una mezcla de plaguicidas mas utilizados en Yucatdn
(2,4-D, atrazina, carbofuran, diazinén y glifosato) encontrando una degradacion del 99% para
las diferentes biomezclas después de 41 dias.

En 2020 Gongora-Echeverria y colaboradores reportaron una variacion al sistema al
colectar de una biomezcla de suelo y paja 1:1 v/v un consorcio microbiano el cual aislaron
para colocar en un medio liquido y probar en el mismo una mezcla de plaguicidas, lo que dio
como resultado una degradacion de 80% en general a los 15 dias.

Observaciones mas puntuales sobre la temperatura la realizaron Cordova-Méndez y
colaboradores (2021) reportaron que a 45°C se alcanzd una tasa de disipacion del 99%
debido a que hay una mejor actividad bacteriana promotora de la degradacion de insecticidas
como carbofuran y diazindn, y de tres herbicidas: atrazina, 2,4-D y glifosato.

En cuanto a los materiales ligninoliticos, empleados para la elaboracion de la
biomezcla de sistemas de cama bioldgica, se ha reportado que los residuos agroindustriales
como el rastrojo de maiz, la paja de trigo y cascara de arroz son, los mas utilizados a nivel
internacional en la elaboracion de camas bioldgicas. Asimismo, los residuos agroindustriales
mas generados en México son: rastrojo de maiz, paja de trigo, esquilmo de sorgo y paja de
cebada. Por lo que, en funcidon de su composicion quimica y disponibilidad se han propuesto
como residuos con potencial para la generacion de biomezclas para sistemas de cama
bioldgica en México (Quiroz-Medina, 2021).

En México existen algunos estudios de biorremediacion bajo diversas técnicas y, con
microorganismos nativos para degradar organofosforados; sin embargo, en especifico para
PM y PNF bajo el sistema de cama biologica no hay reportes hasta el momento. No obstante
se conoce que la degradacion del PM por medio de hidrolisis enzimatica se puede realizar
mediante la enzima fosfotriesterasa (E.C. 3.1.8.1), para dar lugar a la liberacion de PNF
(Hernandez-Ruiz et al., 2017), un metabolito con gran toxicidad sobre la microbiota del
suelo. Hasta el momento se tiene conocimiento de pocas especies bacterianas que puedan
degradarlo al punto de mineralizacion (Gama-Martinez, 2019).

En la Tabla 2 se muestran a los microorganismos aerobios que se conocen hasta el momento,
capaces de degradar el PNF hasta intermediarios del ciclo del 4cido tricarboxilico (TCA), y

lograr su mineralizacion.
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1.4.2 Factores que afectan la biodegradacion en el sistema de cama biolégica.

El volumen para tratar en la cama bioldgica. Para un funcionamiento 6ptimo se debe
estructurar la cama bioldgica con base en el objetivo, por ejemplo 1) si solo se quiere utilizar
para tratar derrames accidentales durante el llenado de equipos con plaguicidas, o 2) para el
tratamiento de volumenes mayores de efluentes derivados del enjuague de equipos y de
envases, ya que el aumento de la carga de efluentes aumenta el riesgo de lixiviacion (Omirou
et al., 2012). Asi mismo, las condiciones climaticas y el tipo de materiales usados en la
biomezcla pueden afectar la retencion de agua. De igual manera, el tipo de plaguicida es un
factor a tener en cuenta, ya que existen plaguicidas altamente moviles y aquellos que se fijan
mejor a las particulas de suelo, como los organofosforados.

Volumen. Las recomendaciones existentes respecto a los volimenes son las
siguientes:

En Guatemala se calcula que se puede tratar un volumen igual a la mitad del volumen
de la cama bioldgica, es decir: profundidad (0.6 m) x ancho (m) x largo (m)= volumen a
tratar (m’)/2. En Inglaterra la recomendacion es 1 m? de superficie por 1,000 litros en una
cama bioldgica de 1 m de profundidad, donde el volumen méximo permitido es de 15,000
litros por afio por cama biologica (CropLife, 2017).

Biomezcla. La composicion de la biomezcla es un factor clave en la eficiencia de
degradacion de plaguicidas dentro de la cama biolégica, cada elemento (paja, suelo y
composta) aporta nutrientes esenciales para el crecimiento de hongos y bacterias, estimulando
la producciéon de enzimas ligninoliticas, como lacasas y peroxidasas, reportadas como
altamente eficientes en la degradacion de diferentes plaguicidas (Saez et al., 2018). La
composta brinda porosidad, haciendo que aumente la retencion de plaguicidas en el sistema
de camas bioldgicas, regula la humedad y reduce el pH, factores que favorecen la disipacion
de plaguicidas (Castillo y Torstensson, 2007; Karanasios et al., 2012).

Microorganismos. Las comunidades de hongos y bacterias que colonizan la
biomezcla son las responsables de la degradacion de plaguicidas dentro de la cama biologica.
Los microorganismos utilizan las moléculas de plaguicidas como fuentes de carbono,
nitrogeno, fosforo y de energia para su crecimiento. La degradacion eficiente de plaguicidas
por microorganismos esta relacionada con su gran plasticidad genética, la produccion de
diversas enzimas degradadoras de plaguicidas, su rapido crecimiento y su adaptabilidad para
vivir en ambientes contaminados (Bricefo ef al., 2018). Las bacterias actian en conjunto con
los hongos para mejorar la degradacion de los plaguicidas y sus metabolitos derivados,

produciendo diferentes enzimas degradadoras de plaguicidas, como deshalogenasas,
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hidrolasas, oxidorreductasas, oxigenasas y esterasas (Ortiz-Hernandez ef al., 2013; Kumar et
al., 2019).

Estudios recientes han evaluado la complejidad de la diversidad bacteriana que puede
existir en una cama biologica. Bergsveinson y colaboradores (2018), a través de un enfoque
metagendmico identificaron alrededor de 440 géneros bacterianos en cuatro sistemas de
camas biologicas empleadas para tratar enjuagues de plaguicidas con composicién y
concentraciones diferentes. Gongora-Echeverria y colaboradores (2018) identificaron varias
especies de arqueas (23), bacterias (598) y hongos (64) en sistemas de camas bioldgicas a
escala de laboratorio, en presencia de una mezcla de plaguicidas comerciales (2,4-D, atrazina,
carbofuran, diazinon y glifosato).

Parametros fisicoquimicos. Entre los parametros clave a tomar en cuenta al
establecer una cama biologica se encuentra el tiempo de maceracion de la biomezcla, la
humedad, la temperatura y la concentracion del plaguicida en el sistema. Fernandez-Alberti y
colaboradores (2012) encontraron que, a los 15 dias de reposo de la biomezcla con una
humedad de 60%, es que el insecticida clorpirifos se degrad6 arriba de un 70%. Por su parte,
Tortella y colaboradores (2012) para el mismo insecticida, encontraron que la madurez de la
biomezcla no influyd en su degradacion (50%), sin embargo, el aumento de la concentracion
redujo la eficiencia de degradacion. En cuanto a la temperatura, Cérdova-Méndez y
colaboradores (2021) observaron que la degradacion de dos fungicidas y tres insecticidas fue
mejor a 35 y 45°C, ya que en estas temperaturas la actividad microbiana fue mas alta.

Por lo que al establecer una cama biologica es necesario tener conocimiento de la
zona para poder acondicionarla lo mejor posible para el tipo de plaguicidas que se desea

remediar y contemplando los materiales disponibles en la zona.
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Tabla 2. Microorganismos aerobios degradadores de PNF.

Microorganismo Via de degradacion Referencia

Actinomicetos Mineralizacion a CO, Herman y Costerton, 1993

Moraxella G21 Mineralizacion completa Errampalli et al., 1999

Arthrobacter protophormiae,
HQ Bhushan et al., 2000
Burkholderia cepacia

Degradacion completa
Protophormiae Labana et al., 2005a
en suelo

Degradacion completa
Protophormiae en microcosmos del Labana et al., 2005b

suelo

Degradacion completa

Pseudomonas WBC-3 de Lieu et al., 2005
PNF
Burkholderia sp. BT hasta ciclo de TCA Chauhan et al., 2010
Burkholderia cenocepacia Martinez-Ocampo et al.,
Degradacion completa
CEIB S5-2 2016

BT: Hidroxiquinol =~ HQ: Hidroquinona
Existen hasta la fecha pocos reportes de microorganismos capaces de degradar o mineralizar
completamente el PNF; existen algunos, como Burkholderia sp., que son capaces de incluirlo
en la respiracion celular y utilizarlo como fuente de nutrientes (Tchieno y Tonle; 2018). Tal es
el caso de B. cenocepacia CEIB S5-2, aislada de un suelo agricola de Morelos. Se encontrd
que esta cepa realiza la hidrolisis del PM y degrada al metabolito principal el PNF en un

periodo de 12 horas (Martinez-Ocampo, 2016; Fernandez-Lopez |et al., 2017,
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Gama-Martinez, 2019). Asi mismo, se ha caracterizado a nivel del genoma y transcriptoma a
las cepas expuestas a PM en los ultimos anos lo cual ha permitido analizar los posibles genes
involucrados en las reacciones de degradacion (Castrejon-Godinez et al., 2019;
Ortiz-Hernandez |et al., 2021).

Por otro lado ,Fernandez-Lopez y cols. en 2017 reportaron el aumento de la eficiencia
de degradacion de PM y de PNF con la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 inmovilizada en tres
soportes diferentes (fibra de agave, fibra de nopal y zeolita en polvo), con respecto al cultivo
celular libre. Encontrando en esta ultima condicidn que a concentraciones superiores a 25 mg
/L, la viabilidad bacteriana se veia afectada; por el contrario, las células inmovilizadas
degradaron completamente el PNF a concentraciones de hasta 100 mg/L. Con base en este
antecedente se tomd como punto de partida las concentraciones de PNF para este proyecto,
esperando que la biomezcla pueda servir de soporte para la cepa y permita la degradacion

eficiente de este compuesto.
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M. JUSTIFICACION

La falta de aplicacion de las Buenas Practicas Agricolas (BPA) y del Buen Uso y
Manejo de Plaguicidas ante el uso de organofosforados, como el Paration Metilico ha
ocasionado que la acumulacion de su metabolito p-nitrofenol en el suelo afecte a las
comunidades microbianas en sitios puntuales de contaminacion. En México, se tiene registro
de que el PM es el insecticida de mayor uso; asi mismo, el estado de Morelos se encuentra
dentro de los primeros 10 sitios registrados con contaminacion puntual por plaguicidas,
identificados por el INECC. Por lo que, la aplicacion de un sistema de cama biologica se
presenta como una alternativa, econdémica, de facil operacion y adaptable a la region. ademas,
este sistema cuenta con pocos estudios en México; por lo que, la adicidn a la biomezcla de la
bacteria B. cenocepacia CEIB S5-2, caracterizada como eficiente en la degradacion de PNF,
puede ser una opcion para tratar los efluentes del PM utilizado en la agricultura y sobre todo

del PNF mitigando asi el impacto de la contaminacion al ambiente y la salud humana.

IV. HIPOTESIS
Debido a que la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 presenta la capacidad de hidrolizar
eficientemente el plaguicida paration metilico y degradar completamente el p-nitrofenol, la
bioaumentacion de un sistema de cama bioldgica con esta cepa permitira mejorar la eficiencia
de degradacion del p-nitrofenol con respecto a un sistema no bioaumentado.
V. OBJETIVOS
V.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la eficiencia del sistema de cama bioldgica bioaumentado con la cepa de

B. cenocepacia CEIB S5-2 en la degradacion de p-nitrofenol

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Caracterizar fisicoquimicamente los materiales de la biomezcla (suelo y
composta).
2. Determinar los porcentajes de degradacion de p-nitrofenol en un sistema cama
biologica aumentado con B. cenocepacia CEIB S5-2.
3. Establecer las condiciones y pardmetros de operacion de las camas biologicas que

permitan obtener los mayores porcentajes de degradacion de p-nitrofenol.
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VI.  MATERIALES Y METODOS

VI.1 Muestreo de suelo, obtencion de composta y paja

La muestra de suelo fue colectada en una parcela agricola en el estado de Morelos, en
el paraje denominado “La Joya”, en la localidad de El Higuer6én, municipio de Jojutla de
Juarez, Morelos (18.555374, -99.197087) (Figura 6), con un tipo de suelo vertisol,
representativo del estado y de la actividad agricola en México, el cual se caracteriza por su
alto contenido de arcilla expansiva, que se contrae en época de secas, siendo suelos
productivos y de buena fertilidad (SEMARNAT, 2012). Se consider6 que la parcela agricola
no hubiera tenido aplicacion de agroquimicos en los tltimos dos afos, lo cual fue confirmado
en entrevista con el productor, quien es miembro del programa sembrando vida, el cual, uno
de los requisitos es el no uso de agroquimicos.

La muestra de suelo se obtuvo en una superficie de 1.5 hectareas, con base en la
NOM-021-RECNAT-2000 que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y
clasificacion de suelos, estudios, muestreo y andlisis. Se descartaron las orillas, los puntos de
reciente fertilizacion y la parte superficial del suelo. Se tomaron en cinco de oros, muestras
de aproximadamente 1 kg a una profundidad de 0 a 20 cm, estas se homogeneizaron en
campo para formar una muestra compuesta y, por regla del cuarteo se fue descartando hasta
conseguir una muestra de 5 kg de peso, la cual se utilizd tanto para analisis, como para la

biomezcla del sistema de camas bioldgicas.

479000

Ubicacion parcela
paraje "La Joya"
| Localidad El Higuerén,
Jojutla de Juarez, Morelos

SIMBOLOGIA
Parcela de estudio
[ Municipio Jojutia
[ Municipios el
Estado de Morelos

Repablica Méxicana

Centroide de la parcela:
479203 , 2051644 UTM

Proyeccién: WGS 1984 UTM Zona 14N

Figura 6. Ubicacion de la parcela agricola “La Joya” en el municipio de Jojutla de Juarez, Morelos.
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Se adquirieron 5 kg de composta con la empresa “Tierra de Urbe”, dedicada al
composteo de residuos urbanos de jardin de manera estandarizada; esta empresa se localiza
en Cuernavaca, Morelos. En la composta se analizaron los parametros de pH, densidad
aparente, nitrégeno total, fosforo, potasio, calcio, y magnesio extraible, asi como el
porcentaje de materia organica, mediante la norma mexicana NMX-AA-180-SCFI-2018, que
establece los métodos y procedimientos para el tratamiento aerobio de la fraccion orgéanica de
los residuos solidos urbanos (RSU) y residuos de manejo especial (RME), asi como la
informacion comercial y de sus parametros de calidad de los productos finales, y bajo la
norma técnica estatal NTEA-006-SMA-RS-2006, que establece los requisitos para la
produccion de los mejoradores de suelos elaborados a partir de residuos orgénicos. Los
analisis para la caracterizacion de suelo y composta se realizaron en colaboracién con el
laboratorio de la Direccion General de la Comision de Recursos Naturales y Desarrollo Rural
(DGCORENADR) de la Ciudad de México.

La paja de trigo se obtuvo de una forrajera local del estado de Morelos. Se selecciond con
base en un analisis de los principales residuos agroindustriales disponibles en México y su
potencial de aplicacién en camas bioldgicas para el tratamiento de plaguicidas, ademas de

que es el residuo originalmente caracterizado para el sistema de camas bioldgicas.

V1.2 Preparacion de la biomezcla y establecimiento de las variables de operacion del
sistema de camas bioldgicas.

La paja se tritur6 con un molino para obtener particulas de 1 a 2 cm de tamafio, el
suelo y la composta se tamizaron con un tamiz No. 10 con malla de 2 mm. Para realizar la
biomezcla se utilizd una proporcion de 50:25:25 de paja, suelo y composta respectivamente
(Figura 7). La biomezcla se homogeneiz6 con agua destilada hasta alcanzar entre 60-70% de
humedad.

Se colocaron 50 g de biomezcla, en frascos de vidrio con capacidad de 110 ml, los
cuales se envolvieron en papel aluminio, para mantenerlas bajo condiciones de oscuridad,
para evitar la fotodegradacion del PNF y mantener la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2. La
biomezcla se mantuvo entre 70-80% de humedad, con un pH neutro a medianamente alcalino
(7.0-8.4), registrado al inicio y al final del experimento.

El microcosmos con la biomezcla se sometio a esterilizacion en autoclave (121°C por
15 minutos) en cinco ocasiones, dejando llegar a temperatura ambiente entre cada ciclo,

posteriormente se incubd durante 15 a 20 dias a 30°C.
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Figura 7. Composicion del microcosmos utilizado para el sistema de camas bioldgicas.

V1.3 Obtencion y determinacion del tamaifio de indculo de B. cenocepacia CEIB S5-2

La cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 utilizada en este trabajo fue aislada previamente
de suelo agricola del estado de Morelos, donde se aplicaban plaguicidas OF. La cepa fue
aislada y procesada para su adaptacion en medio de sales minerales (MSM) y suplementado
con PM (50 mg/L), después en cajas Petri, se aislaron colonias visibles presentaban halos
amarillos a su alrededor (indicativos de hidrélisis de PM a PNF); la colonia que mostrd
mayor degradacion tanto de PM como de PNF se identifico como S5-2 (Fernandez-Lopez et
al, 2017), la cual ha sido conservada en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales (LIA)
del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB), del cual se obtuvo para este estudio.

La cepa CEIB S5-2 se obtuvo de un stock conservado en glicerol, el cual fue
sembrado en cajas Petri con Agar Soya Tripticaseina (AST) suplementado con PM (50
mg/L). Después de 24 horas se colectd una colonia y se inoculd en un matraz Erlenmeyer de
500 mL con 250 mL de Caldo de Soya Tripticaseina (CST), el cual se colocd en agitacion a
120 rpm, a 30°C, por 15 horas, con la finalidad de obtener el inoculo. Las células fueron
cosechadas por centrifugaciéon (10 minutos a 4,000 rpm) y lavadas dos veces con una
solucion de MSM descrita originalmente por O'Reilly y Crawford (1989), utilizado con la
siguiente composicion: 0.82 g/l K,HPO,, 0.19 g/L KH,PO,, 0.20 g/L MgSO,-7H,0, 2.0 g/L
KNO;, 0.99 g/L. (NH,),SO,. Entre cada lavado las celulas se centrifugaron por 10 minutos a
4,000 rpm para colectar el pellet, posteriormente, se suspendié6 en MSM y se ajustd a una
densidad optica de 0.5 a 600 nm.

Para determinar el tamano del inoculo, se realizaron diluciones seriadas. Con el
indculo ajustado a una D.O. de 0.5 a 600nm, se colocaron 100 pL en un tubo Eppendorf de 1
ml con 900 uL de agua destilada estéril siendo estd la dilucion 10", De esta dilucion se
tomaron 100 pL y se colocaron en un tubo Eppendorf de 1 ml con 900 puL de agua destilada
estéril siendo esta la dilucion 107 y asi sucesivamente hasta la dilucién 10”7 como se observa
en la Figura 8. Posteriormente, en cajas Petri con AST, se cultivé con ayuda de un asa de

vidrio las diluciones 10* a la 10”7 para obtener el niimero de colonias a las 24 y 48 horas. Se

25



tomd en cuenta el crecimiento en la placa correspondiente a la dilucion 107 a las 24 horas,
determinando que la concentraciéon de UFC/mL de la cepa ajustada a D.O. de 0.5 600 nm fue
de 1.6x10° UFC/mL. Este procedimiento se realizé por triplicado y en condiciones de

esterilidad.

100p1 1001 100p1 1oou1 100yl 1ooul 100yl

900 pl de solucion amortiguadora 100pl de cada
> 3
o
(o]

dilucién

-

°
= Incubacion

Caja de colonias cuantificables

Figura 8. Técnica de recuento en placa para determinacion de UFC/mL de la cepa de B. cenocepacia CEIB
S5-2

V1.4 Establecimiento del sistema de camas biolégicas para la degradacion de PNF

Bajo condiciones de esterilidad y por triplicado, se colocé un tratamiento control, que
consistio en el microcosmos estéril con un contenido de 50 g de biomezcla, adicionado con
PNF a 25 y 50 mg/g; asi como un tratamiento donde el microcosmos estéril se bioaumentd
con la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 a una concentracion de 1x10° UFC/g biomezcla,
dejandola 72 horas en incubacion para posteriormente suplementar con PNF a 25 y 50 mg/g
(Figura 9). Partiendo de un stock a 10,000 mg /L. de PNF se estableci6 que 125 pL y 250 puL

se necesitan para lograr concentraciones de 25 y 50 mg/kg en las camas biologicas.

Tratamiento Concentracion de p-nitrofenol mg/g

Sistema
Sin bicaumentacion
(Biomezcla)

Sistema
Bioaumentado
(Biomezclat cepa
CEIB $5-2)

Figura 9. Disefio experimental del sistema de camas bioldgicas para degradacion de PNF
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V1.4.1 Cuantificacion de la concentracion de PNF en el sistema de camas biologicas

Para cuantificar los niveles residuales de PNF, se realiz6 la curva de calibracion donde
se realizaron inyecciones de diferentes concentraciones de PNF a 5, 10, 20, 50 mg/L, a través
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en el equipo Thermo Scientific Dionex
Ultimate ® 3000 con una columna cromatografica Thermo Scientific Acclaim 120, C18, (5
pum 4.6 x 150 mm) a una temperatura de 30°C. Se inyectd un volumen de muestra de 20 pL,
un flujo de fase movil de 1.0 mL/min, constituida por una mezcla de metanol 30:70 y 4cido
acético 1% (1:3 v/v).La identificacion y cuantificacion se realizaron a una longitud de onda
de 320 nm con un tiempo total de analisis de 25 minutos. El analisis de datos se realizo a
través del software Chromeleon © Dionex version 7.2.3.7553, generando una regresion para
conocer la relacion de la concentracion y el area bajo la curva del cromatograma integrado

que emite el HPLC (Figura 10).

Curva dosis respuesta de
p-nitrofenol
25 y=04879x +04534 .- .
2=09983 e
2 Rm0so® -
o
i | e
s L o
< | e
5 L
-
0
0 5 10 15 20 50
Concentracion (ng/L)

Figura 10. Curva de calibracion de diferentes concentraciones de PNF, que indican el area bajo la curva

obtenida mediante HPLC.

Con base en la metodologia aplicada por Yanez-Ocampo et al. (2011), Abdel-Razek
et al. (2013) y Moreno-Medina et al. (2014) para la cuantificacién del PNF, de la biomezcla
se extrajo 1 g de muestra de ambos tratamientos (con y sin bioaumentacién) a las
concentraciones de 25 y 50 mg/g, tomando el tiempo 0 al momento de adicionar el PNF y
cada 12 horas durante 96 horas, esto por triplicado. A la muestra se le adicionaron 3 mL de
acetato de etilo como reactivo de extraccion del PNF, llevando a agitacion en un vortex por 2
minutos en tres ocasiones, posteriormente la primera fase obtenida se filtré6 en embudos
empacados con fibra de vidrio y sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), colectando el liquido en
viales de color d&mbar, los cuales se dejaron abiertos durante 24 horas para su evaporacion.

Posteriormente se le adicion6 1 mL de metanol grado HPLC.
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La cuantificacion del PNF se realizo a través del equipo HPLC, siguiendo el mismo
proceso anteriormente descrito, donde se obtuvieron los cromatogramas integrados, de los
cuales se analizo6 el tiempo de retencion y el area bajo la curva, para realizar los calculos de la
concentracion de PNF.

VL.5 Obtencion de datos y analisis estadisticos.

Se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para conocer la distribucion de
los datos, con un nivel de significancia del 95% (p < 0.05). Derivado de ello, se aplico la
prueba no paramétrica de U Mann-Whitney para conocer si hay diferencias significativas
entre tratamientos y por tiempo de muestreo, con un nivel de significancia del 95% (p< 0.05).
Se calculd la tasa de degradacion (TD) para conocer la velocidad con la que se degrada el
compuesto, con base en la siguiente férmula:

TD=Ci-Cf/t
Donde: TD=Tasa de Degradacion
Ci=Concentracion inicial
Cf=Concentracion final

t= Tiempo

Se realiz6 un modelo de regresion lineal para conocer la relacion entre los porcentajes
de degradacion en los tiempos de muestreo. Asi mismo, se realizé el modelo de cinética de
primer orden, este modelo asume que la velocidad de degradacién es proporcional a la
concentracion del contaminante en ese momento. Este modelo es utilizado en estudios sobre
biodegradacion de compuestos organicos (Pignatello et al., 2006), calculado con base en la
siguiente formula:

C)=C,*e™
Modelo lineal /n(C(t))=In(C,)-kt
Donde: C(t)= Concentracion en el tiempo
C,= Concentracion inicial
k= velocidad de degradacion
t= tiempo

Con esta informacion se obtuvo la vida media del PNF dentro del sistema de camas

biologicas con base en la formula:

__In(2)
L=y

Donde: t;,= vida media del compuesto
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k= velocidad de degradacion

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Caracterizacion de los materiales de la biomezcla (suelo, composta y paja de

trigo).

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000, se obtuvo un suelo franco arcilloso,

medianamente alcalino (pH=8), con contenido medio de materia organica (2.05%), contenido

alto de nitrogeno (0.31%) y calcio (12, 900 mg/kg) y contenido bajo de fosforo (5.25 mg/kg).

La composta presentd niveles adecuados para pH (7.4), nitrégeno total (3.53%), y potasio

(7.419 mg/kg), fosforo con niveles bajos (543 mg/kg), y contenido de materia orgénica alto
(24.32%), de acuerdo con las normas NMX-AA-180-SCFI y NTEA-006-SMA-RS-2006

(Tabla 3).
Tabla 3. Parametros obtenidos del andlisis de suelo y composta
pH DA. NTotal P K Ca Mg Textura M.O.
g cm? % extraible  mg/kg mglkg  mglkg % %
mg/kg
Suelo 8.0 1.24 0.31 5.25 200.6 12900 179.7 Arena29.48 2.05
Limo 40.56
Arcilla 29.96
NOM-02 | -RECNAT- Med. Francos Alto Bajo Adecuado Alto Medio Franco arcilloso Medio
2000 alcaline
Composta 7.4 0.65 3.53 543 7419 13270 2991 N/A 24.32
NMX-AA-|80-SCFI- Adecuado NRN Adecuado Bajo Adecuado NRN NRN Alto
2018

D.A: Densidad Aparente, M.O. : Materia Organica, N/A: No aplica, NRN: No Reportado en la Norma

De acuerdo con lo descrito por Lopez-Clemente et al., (2015) y Toscano ef al., (2015)

la paja de trigo es ligeramente acida (pH 5.5-6.5), tiene un bajo contenido de nitrogeno

(<1%), carbono fijo de 18.45%, un contenido de celulosa de 57%, hemicelulosa de 17% y

lignina de 19%, y una relacion C:N alta de 70:1 (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de la paja de trigo.

pH Nitrégeno total: Bajo
Ligeramente acido (5.5-6.5) (<1%)
Humedad Materia volatil Cenizas Carbono fijo
6.65% 67.32% 7.48% 18.45%
Celulosa Hemicelulosa Lignina C:N
57% 17% 19% 70:1

Tomado de Lopez-Clemente et al., 2015 y Toscano ef al., 2015

Estos elementos conformaron la biomezcla empleada en el sistema de camas
bioldgicas, compuesta por 50% paja de trigo, 25% suelo agricola y 25% composta, con una
humedad ajustada al 70%. El contenido de la materia organica (M.O.) en la biomezcla fue de
14.84% en base humeda, resultado de la alta contribucion de la paja de trigo (85.77% M.O.
en base seca), en combinacion con la composta (24.32%) y el suelo (2.05%). Este nivel de
M.O. es considerado O6ptimo para procesos de biodegradacion, ya que proporciona carbono
facilmente disponible para el metabolismo microbiano. De acuerdo con Acosta y Paolini
(2006), la incorporacion de residuos organicos incrementa significativamente la biomasa
microbiana, lo que mejora la descomposicion de contaminantes; ademas, la materia organica
facilita la retencién de contaminantes, como el PNF. Coppola et al. (2010) y Karas et al.
(2016), han reportado mayor disipacion de plaguicidas en biomezclas con contenido alto de
materia organica (8.82-39.4%)).

La relacion C/N fue de 33.57 en base himeda, la cual se encuentra en el rango ideal
para mantener una actividad microbiana eficiente. Relaciones C/N entre 25 y 35 favorecen el
crecimiento de bacterias heterétrofas sin provocar inmovilizacién de nitrogeno (INTA, 2020).
Durante el proceso de degradacion de residuos lignoceluldsicos, la disponibilidad de
nutrientes para la microbiota esta ligada a la relaciéon C/N, donde en un intervalo de 10 a 30,
los microorganismos cuentan con carbono y nitrégeno suficiente para su mantenimiento. En
este caso la biomezcla se encuentra dentro de este intervalo y aunque el contenido de
nitrogeno es mayor, esto favorece en la maduracion a la biomezcla, ya que el nitrogeno estara
disponible para los microorganismos, lo que les permitird descomponer el rastrojo mas
rapidamente (USDA, 2011). En una relacion menor a 10, la actividad microbiana es aceptable
debido al alto contenido de nitrogeno, que, aunque en exceso en un inicio, favorece la
formacion de proteinas y de enzimas degradadoras, como las fenoloxidasas (lignina

peroxidasa, manganeso peroxidasa, lacasas). Por otro lado, una relacion mayor a 30 indica
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exceso de carbono, lo que provoca un crecimiento microbiano lento, menor produccion de
enzimas y, por ende, degradacion mas lenta (Méndez-Matias et al., 2018; CASAFE, 2020).

La densidad aparente estimada de la biomezcla es de aproximadamente 0.9 g/cm?,
valor que, de acuerdo con la norma, indica buena porosidad y capacidad de retencion de agua.
Este valor en conjunto con la relacion C/N en los residuos organicos de la biomezcla,
funciona como indicador clave de la calidad y durabilidad de esta. Si bien el suelo mejora la
capacidad de adsorcion en las camas bioldgicas, se debe tener cuidado que el suelo no sea de
clase textural arcillosa, arcillo limosa, o arcillo arenosa, ya que su alta capacidad de adsorcion
podria limitar la biodisponibilidad de los plaguicidas para los microorganismos (Pinto et al.,
2020; Diez Jerez, 2013; Fogg et al., 2004). En general, la biomezcla present6d una estructura
equilibrada que favorece la aireacion, la movilidad de nutrientes y capacidad de retencion de
agua.

De acuerdo con Goéngora-Echeverria et al., (2018), el conjunto de los parametros
fisicoquimicos, como contenido de lignina, la capacidad de retencion de agua (CRA), la
materia orgédnica y el pH, son importantes en la disolucion de plaguicidas, siendo el pH el
mas significativo. En este caso, el pH estimado de la biomezcla sin bioaumentar se encontro
entre 7.0 a 7.29, mientras que con la adicion de la cepa CEIB S5-2 oscil6 entre 7.0 a 7.36,
como resultado de la combinacion de los componentes y la interaccion microbiana.

Estos intervalos son favorables para la biodegradaciéon de PNF. Estudios como el de
Tempestti et al. (2023) reportan que el pH Optimo para la degradacion de PNF por bacterias
como Enterococcus gallinarum 'y Burkholderia spp. es cercano a 7. Ademas, Burkholderia
cenocepacia CEIB S5-2 ha demostrado capacidad para degradar completamente el PNF en 21
horas bajo condiciones neutras (Martinez-Ocampo et al., 2016). Asi mismo algunos autores
(Cooper et al., 2016; Karas et al., 2016; Pinto et al., 2016) han reportado las mayores
eficiencias en camas bioldgicas cuando presentan un pH alrededor de 7.

La caracterizacion fisicoquimica de los elementos que conforman la biomezcla es
muy importante ya que de estos depende su eficiencia para degradar residuos de plaguicidas
mediante los procesos abidticos (adsorcion y degradacion quimica) y bidticos (degradacion

microbiana) que ocurren en la biomezcla (Gongora-Echeverria et al., 2018).

VII.2 Condiciones para el establecimiento del sistema de cama bioldgica.
Derivado de las pruebas previas, se determin6 que el tamafio de microcosmos para 50
g de biomezcla fue un recipiente de vidrio de boca ancha, con un volumen de 110 mL

cubierto con papel aluminio para evitar la fotodegradacion del PNF. En la biomezcla se
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registrd un pH neutro (7.0-7.36), se ajustd la humedad entre 70-80%, a una temperatura de
30° C, condiciones donde el sistema promueve la degradacion y el crecimiento de la cepa.
Castillo y Torstenson (2007) reportan mayor disipacion de plaguicidas a una humedad mayor
al 60% y menor del 90%, considerando la movilidad de la particula. Dado que el PM y el
PNF son poco moviles en suelo, la humedad utilizada fue la adecuada para permitir la
permanencia de la cepa y su interaccion con la biomezcla, evitando lixiviacion.

Por otro lado, Cordova- Méndez et al. (2021) probaron el sistema con rastrojo de maiz
y suelo a diferente capacidad de retenciéon de humedad desde el 20 al 100% y diferentes
temperaturas (entre 5 a 45°C), concluyendo que la humedad no era un factor
significativamente importante, y que a 45°C se logré el 99% de disipacion de una mezcla de
plaguicidas. Sin embargo, se debe considerar que cuando la humedad es excesiva, la
proliferacion bacteriana puede detenerse, no exactamente por el exceso de agua, sino porque
tal exceso limita el intercambio gaseoso y disminuye el suministro de oxigeno disponible,
creandose un ambiente anaerobio (Lopez-Falcon, 2002). En el caso de las camas bioldgicas,
este factor debe cuidarse desde el disefio y la ubicacion de la cama, asi como mediante la

cobertura vegetal, que ayuda a regular los niveles de humedad en el sistema.

VIIL.3 Degradacion de PNF en sistema de camas biologicas.

Para evaluar la eficiencia del sistema de camas biologicas en la degradacion de PNF a
una concentracion de 25 y 50 mg/g, se realiz6 el analisis por cromatografia liquida de alta
resolucion (UHPLC), donde se obtuvo el area bajo la curva de la sefal del PNF, con un
tiempo de retencion entre 18.9 y 20.2 minutos. Con base en la ecuacion de la relacion
area-concentracion previamente realizada (Figura 10), se obtuvieron los datos de
concentracion en funcion del tiempo de muestreo (0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas).

Para la concentracion de 25 mg/g la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indico que
los datos no presentan una distribucion normal (W = 0.88962, p = 0.00013; p < 0.01); por lo
que, se aplicod la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney, encontrando diferencias
significativas entre los tratamientos (U = 198, p = 0.003971; p < 0.01), a partir de las 36 y
hasta las 60 horas donde se observa el efecto de la bioaumentacion (Figura 11).

Los porcentajes de degradacion fueron calculados con las medianas de concentracion
para cada tiempo de muestreo. El tratamiento con bioaumentacion (PNF25 + Bc) presento
una mayor eficiencia, con tasas maximas de degradacion de 0.460 mg/g-h a las 24 horas y
0.580 mg/g-h a las 36 horas, en comparacion con el tratamiento sin bioaumentacion (PNF25),

que mostrd tasas de 0.438 mg/g-h y 0.287 mg/g-h, respectivamente. Con estas tasas, el
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tratamiento con bioaumentacion alcanzé el 97% de degradacion a las 48 horas y el 100% a
las 60 horas, en comparacion con el tratamiento sin bioaumentacion que alcanzo el 45% y
61%, respectivamente, en el mismo tiempo, sin lograr la degradacion completa en el tiempo

del muestreo, evidenciando una mayor actividad metabdlica en el sistema bioaumentado.

Degradacion de PNF a 25mg/g en camas biologicas
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Figura 11. Porcentajes de degradacion de PNF con una concentracion inicial de 25 mg/g, por efecto de la cepa
CEIB S5-2 en un sistema de camas bioldgicas con y sin bioaumentacion. Los * indican las diferencias

estadisticamente significativas en los tiempos del tratamiento (36 a 60 horas) p<0.05.

Estudios similares como el de Chi er al, (2012) muestran el efecto de la
bioaumentacion con Pseudomonas sp. WBC-3 en la degradacion de PNF a una concentracion
de 40 mg/g en suelo esterilizado y sin esterilizar, donde reportan la degradacién completa a
los 2 y 8 dias respectivamente, mientras que los ensayos sin bioaumentacion reportan la
permanencia en suelo sin esterilizar y suelo esterilizado del 29% y 73%, respectivamente de
PNF.

Por otro lado, Min-Jun et al. (2017) reportaron la bioaumentaciéon en suelo con
Burkholderia sp. SJ98 en la degradacion de una combinacion de nitrofenoles,
3-metil-4-nitrofenol y 2-cloro-4-nitrofenol (3M4NP y 2C4NP), incluido el PNF, donde en
suelo sin esterilizar la remocidon completa sucedio a los 16 dias, mientras que en suelo estéril
fue en 20 dias, partiendo de una concentracion inicial de 45 mg/g. Los resultados indicaron
que los ensayos sin bioaumentacion presentaron PNF residual en un 22% y 81% en suelo sin

esterilizar y esterilizado, respectivamente, después de 30 dias.
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En ambos casos la bioaumentacion mostrdé una mayor eficiencia de degradacion en
comparacion con los sistemas donde no se inoculd con una cepa especifica. Cabe recalcar que
este proyecto es el primero en reportar la degradacion de PNF en un sistema de camas
biologicas; por tanto los estudios antes mencionados realizados en suelo son un acercamiento
a este modelo. Asi mismo, la bioaumentacion no solo depende de la capacidad catabdlica de
la cepa introducida, sino también de la supervivencia de esta en un medio complejo como lo
es la biomezcla, que en este caso fue bajo condiciones de esterilidad, que ayuda a resaltar el
efecto de la cepa CEIB S5-2.

Asi mismo, bajo un modelo de regresion lineal los resultados del tratamiento sin
bioaumentacion (R* = 0.9638) mostraron un mejor ajuste en comparacion al tratamiento
bioaumentado (R? = 0.7852), lo que sugiere un comportamiento mas lineal en el primero,
debido a la ausencia de actividad microbiana adicional a la nativa (Figura 12).

Adicionalmente, se aplic6 un modelo cinético de primer orden para describir la
degradacion de PNF. Los resultados mostraron que el tratamiento con bioaumentacion
presentd una constante de velocidad (k) de 0.0399 h', una vida media de 19.9 horas y una
eficiencia de degradacion 2.4 veces mayor que la del tratamiento sin bioaumentacion, que
tuvo una constante de 0.0157 h', vida media de 40.93 horas y una eficiencia relativa de 1. El
ajuste del modelo fue adecuado en ambos casos, con valores de R? ajustado de 0.95 para
PNF25 y 0.89 para PNF25 + Bc. Estos resultados sugieren que el tratamiento sin
bioaumentacion sigue una degradacion exponencial, tipica de procesos naturales con
microbiota nativa (Rodriguez-Gonzales et al., 2022), mientras que la bioaumentacion con
Burkholderia cenocepacia no solo acelera la degradacion del PNF, sino que modifica la
cinética del proceso, reduciendo el tiempo de degradacion y haciéndolo mas eficiente (Figura
12), lo cual es consistente con estudios previos que han reportado mejoras en la degradacion
mediante la incorporacion de cepas especializadas para este xenobidtico (Tempestti et al.

2023; Min-Jun et al. 2017; Chi et al, 2012).
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Figura 12. Modelo de degradacion de PNF con una concentracion inicial de 25 mg/g, en un sistema de camas

biologicas ajustado a un modelo cinético de primer orden.

Para la concentracion de 50 mg/g, la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicé
que los datos no presentan una distribucion normal (W=0.88251, p=0.00018), por lo que se
aplico la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney (U= 195 p=0.05513; p < 0.05). El
andlisis de los porcentajes de degradacidon mostré que el tratamiento con bioaumentacion
(PNF50 + Bc) present6 una mayor eficiencia en las primeras etapas del proceso. Las tasas de
degradacion fueron mas elevadas en este tratamiento, alcanzando 1.151 mg/g-h a las 12
horas, 1.090 mg/g-h a las 36 horas y 0.770 mg/g-h a las 60 horas. En contraste, el tratamiento
sin bioaumentacién (PNF50) mostrd tasas de 0.383 mg/g-h, 0.494 mg/g-hy 0.612 mg/g-h en
los mismos tiempos, respectivamente. Con base en estos resultados, el sistema bioaumentado
alcanzo6 el 92% de degradacion a las 60 horas y el 100% al final de la prueba, mientras que el
sistema sin bioaumentacion alcanz6 el 73% y 98% respectivamente (Figura 13).

Estudios como los de Samuel et al., (2014), Fernandez-Lopez et al, (2017) y
Marti-Tempestti, (2023), indican que la degradacion de PNF a concentraciones mayores de
50 y 100 mg/L provoca que la actividad microbiana de las cepas aisladas se vea fuertemente
disminuida, esto debido a que la mayoria de los compuestos nitro-aromatico, como el PNF,
los cuales son téxicos para la microbiota (Bhatti et al., 2002). Sin embargo, en este estudio se
observa que, a pesar de la concentracion inicial de PNF, el sistema bioaumentado fue capaz
de mantener una actividad degradativa eficiente, especialmente en las primeras 36 horas del
proceso y hasta las 60 horas, donde se logra el 92% de degradacion de PNF. Posteriormente

disminuyd, esto debido probablemente a la escasez del xenobiotico.
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Figura 13. Porcentajes de degradacion de PNF con una concentracion inicial de 50 mg/g, por efecto de la cepa
CEIB S5-2 en un sistema de camas bioldgicas con y sin bioaumentacion. Los * indican las diferencias

estadisticamente significativas en los tiempos del tratamiento (36 a 60 horas) p<0.05.

Este comportamiento pudo deberse a que el indculo de la cepa CEIB S5-2 se
incorpord a la biomezcla en fase exponencial, dejando 48 horas de incubacion antes de la
aplicacion del PNF, permitiendo su adaptacion y evitando asi, el efecto de inhibicion de
oxigeno/inhibicién de sustrato; es decir, la cepa ajustd su metabolismo a las condiciones de
oxigeno presentes en la biomezcla, evitando el estrés inicial que ocurre cuando se introduce
directamente junto con el contaminante. Asi mismo, la preincubacién permitid que
Burkholderia  cenocepacia  incrementara la  expresion de genes catabdlicos
(pnpABA’E1E2FDC) y sistemas de respuesta al estrés antes de exponerse al compuesto,
reduciendo el choque toxico y favoreciendo la biodegradacion eficiente (Mohapatra, 2011;
Ortiz-Hernandez et al., 2021). Esta estrategia también favorece la formaciéon de biofilm y la
estabilizacion del inoculo en la biomezcla, lo que mejora la resistencia frente a fluctuaciones
ambientales y a la toxicidad del contaminante (Silva-Santana et al., 2025).

Por otro lado, el estudio de Min-Jun et al. (2017) donde utilizd suelo estéril
bioaumentado con la cepa Burkholderia sp. SJ98 para la degradacion de PNF, reporto la
remocion completa a los 16 dias, partiendo de una concentracion inicial de 45 mg/g. Mientras
que en este estudio la degradacién completa sucedido en 4 dias en la biomezcla con una
concentracion inicial de 50 mg/g. Esta diferencia podria deberse a la naturaleza del sustrato y
la dindmica microbiana, ya que durante la maduracion de la biomezcla, mediante la actividad

de la microbiota autdctona se generan enzimas ligninoliticas, como lacasas y peroxidasas, las
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cuales han sido reportadas como altamente eficientes en la degradacion de diferentes
plaguicidas (Saez et al., 2018).

Asi mismo, la presencia de materia organica y de microorganismos nativos resistentes
al proceso de esterilizacién pudieron generar sinergia con la cepa CEIB S5-2 la cual cuenta
con el gen degradador de metil paration (mpd) y el cluster genético (pnpABA’E1E2FDC) que
codifica a las enzimas implicadas en la degradacion de PNF (monooxigenasas, dioxigenasas,
reductasas y deshidrogenasas), e incluye los genes relacionados con la percepcion de cambios
ambientales y la degradacién de compuestos aromaticos. Esto permite la degradacion del
PNF, a pesar de los efectos toxicos (Ortiz-Hernandez et al., 2021). Lo anterior sumado a las
condiciones fisicoquimicas Optimas en la biomezcla, permitié una degradacion mas rapida y
eficiente del compuesto, incluso a una concentracion inicial de 50 mg/g.

Al igual que en la concentracion de 25 mg/g, se aplicé un modelo de regresion lineal
y se observo el mismo comportamiento, en donde el sistema sin bioaumentacion presentd un
mejor ajuste (R? = 0.9794) en comparacion con el tratamiento bioaumentado (R? = 0.8402).
Esto sugiere que el sistema sin bioaumentacion sigue una cinética mas predecible de tipo
exponencial, tipica de procesos naturales con microbiota nativa, donde la degradacion en el
suelo ocurre mediante una sucesion de etapas: primero la adsorcién del contaminante a la
matriz organica y mineral, seguida por la adaptacion de la microbiota nativa, que activa rutas
metabolicas especificas para la transformacion del compuesto y una posterior mineralizacion
parcial o total (Rodriguez-Gonzales et al., 2022; Alidoosti et al., 2024). Mientras que un
sistema bioaumentado puede generar sinergias que aceleran la degradacion, optimizando
pardmetros cinéticos como la velocidad especifica y la constante de reaccion, como en este
caso.

Por otro lado, para demostrar la eficiencia de la cepa CEIB S5-2, se realiz6 un analisis
cinético de primer orden, el cual mostrd que el tratamiento con bioaumentaciéon (PNF50 +
Bc) presentd una constante de velocidad (k) de 0.0357 h'!, una vida media de 19.42 horas y
una eficiencia de degradacion 1.75 veces superior a la del tratamiento sin bioaumentacion
(PNF50), que tuvo una constante de 0.0203 h!, una vida media de 34.15 horas y una

eficiencia relativa de 1 (Figura 14).
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Figura 14. Modelo de degradacion de PNF con una concentracion inicial de 25 mg/g, en un sistema de camas

bioldgicas ajustado a un modelo cinético de primer orden.

Existen diversos estudios donde se ha reportado que la vida media del PNF en suelo
superficial llega a ser de hasta tres dias en condiciones aerobias y de 14 dias en condiciones
anaerobias, dependiendo de diversos factores como el contenido de materia organica, elpH, la
humedad y la actividad microbiana (ATSDR, 2019; Habekost, 2025). En contraste con el
presente estudio, se observo que el tiempo de vida media en el sistema bioaumentado fue de
19.9 y 19.42 horas para las concentraciones de 25 y 50 mg/g, respectivamente, lo cual
evidencia que la combinacion de la biomezcla con la bioaumentacion de la cepa CEIB S5-2,
bajo parametros fisicoquimicos adecuados, puede considerarse como una estrategia de
remediacion efectiva, ante compuestos fenolicos como el PNF en agroecosistemas, sobre
todo en los casos donde la aplicacion de paration metilico o PNF es recurrente, lo cual puede
evitar su acumulacion en sitios puntuales de contaminacion.

Estudios cémo el de Tortella ef al. (2012) y Castillo et al. (2008); donde se utiliz6 la
técnica de bioaumentacion en camas bioldgicas para la degradacion de atrazina y clorpirifos
respectivamente, se demostré que en ambos casos la bioaumentacion fue 1.5 veces mas
eficiente en comparacion con sistemas sin bioaumentaciéon. Asi mismo, Karpouzas et al.
(2000), Karas et al. (2015) y Castro-Gutiérrez et al. (2019) reportaron camas biologicas
bioaumentadas con bacterias y hongos con tasas de degradacion arriba del 75% en un tiempo
de 16 a 30 dias, utilizando biomezclas que incluian fibra de coco, paja de trigo o residuos
vegetales como materiales ricos en lignina.

Diversos estudios han revelado que el éxito de la bioaumentacién depende en gran

medida de factores ambientales como la temperatura (Fang et al., 2010, Hong et al., 2007), el
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pH (Gongora-Echeverria et al., 2018; Grundmann et al., 2007), la humedad (Schroll et al.,
2006), el contenido de materia orgéanica (Singh et al., 2006), la concentracion inicial del
plaguicida (Hong et al., 2007) y fuentes de carbono adicionales (Fang et al., 2010; Chen et
al., 2011; Peter et al., 2015). Si bien, Cycon et al., (2017) indican que la bioaumentacion
puede ser un proceso con resultados impredecibles, debido a los factores bidticos y abidticos
que influyen en el resultado final, es por ello muy importante este tipo de investigaciones que

contemplen dichos factores para asegurar el éxito de la bioaumentacion en el sistema.

VII1.4 Evaluacion del comportamiento de la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 dentro del
sistema de camas biolégicas.

Para determinar si la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 se encontraba en la biomezcla
se realizo una siembra por triplicado en placa con AST y placas suplementadas con PNF a 50
mg/L. Para ello se colocd la solucion acuosa con MSM obtenida de la biomezcla utilizando la
técnica de diluciones seriadas. Se observo que, en las placas suplementadas con PNF se pudo
diferenciar el crecimiento de la cepa en la quinta y sexta dilucion a las 48 horas, debido al
viraje del agar de amarillo intenso a transparente (Figura 15.A). Por medio de Tincién de
Gram, se observd la morfologia caracteristica de la cepa (bacilo corto Gram negativo).
Asimismo se calculd la concentracion después de 10 dias de haber colocado el indculo en
2.5x10"y 6.8x10” UFC/g para las concentraciones de 25 y 50 mg/g respectivamente.

Se pudo observar que, al séptimo dia, la cepa comenz6 la fase estacionaria, lo cual
coincidid con la reduccion del contenido de PNF dentro de la cama bioldgica (Figura 15.B),
Esto sugiere que la biomezcla en conjunto con el PNF funcionaron como soporte, fuente de
carbono y nutrientes, permitiendo la permanencia de la cepa en las camas biologicas

bioaumentdas.

Figura 15. A. Colonias aisladas de la biomezcla, dilucién 1-°en placa suplementada con 50 mg/L de PNF. B.

Morfologia bacilo Gram negativo observada caracteristica de la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2.
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Esto coincide con lo reportado por Fernandez-Lopez et al., (2017), en la
inmovilizacion de la cepa CEIB S5-2 en fibra de nopal y agave, donde la cepa se mantuvo
viable y capaz de degradar el PNF a una concentracion de 50 y 100 mg/g, con un tamafio de
indculo de 6x10% y 7x10® UFC/g en fibras de nopal y agave, respectivamente.

En este caso la biomezcla permitié actuar como soporte para el tamafio de indculo
(1x10° UFC/g), ademés le permitio la viabilidad de la cepa y la degradacion del PNF a una
concentracion de 50 mg/g. Probablemente si se incrementa el tamafio de inoculo de acuerdo
con la concentracion inicial de PNF se logre degradar concentraciones de 100 mg/g. Siendo
lo reportado en efluentes industriales de este xenobidtico por debajo de 190 mg/L (Tempestti
et al., 2023) lo que se puede asumir que incluso a esta concentracion del contaminante, la

degradacion seria considerable.
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Figura 16. Degradacion de PNF y crecimiento de la cepa CEIB S5-2 en el sistema de camas biologicas durante

8 dias. Condiciones experimentales: pH: 7.06-7.39; Temperatura: 30 °C; Humedad 70%.

En estudios de bioaumentacién en camas biologicas, Tortella et al. (2012, 2016) y
Karpouzas et al. (2000) han reportado el uso de un tamano de inéculo de Pseudomonas sp.
entre 1x10° a 1x10® UFC/g de biomezcla, lo que permite una colonizacion efectiva sin
generar competencia excesiva con la microbiota nativa, a la vez que se asegura la persistencia
de la cepa en la biomezcla. Por su parte, Karas et al. (2015) indican que, en consorcios
microbianos se recomienda una proporcion inicial de 1-5% del peso seco de la biobed, lo que
permite una distribucion homogénea y evita sobrepoblacion, que pueda alterar la estructura
de la cama bioldgica.

En el caso del uso de hongos, Castillo ef al. (2008) y Castro-Gutiérrez et al. (2019)
reportan que el tamafio de indculo en sistemas so6lidos varia de 5-20% (v/v) del tamaiio de la
cama biologica. Este valor dependera de la densidad del micelio y del contenido de humedad,

lo cual influira en la colonizacion y la expresion de enzimas ligninoliticas (Hickman, 2015).
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Chettri et al. (2024) indican que es importante calcular el tamafio de in6culo en la
técnica de bioaumentacion dentro de la biorremediacion de contaminantes, ya que este
determina la velocidad inicial de degradacion. Concentraciones bajas prolongan la fase de
adaptacién, mientras que concentraciones excesivas pueden generar inhibicidn por
acumulacion de metabolitos, alterar la estructura fisica del sustrato o en este caso, de la cama
bioldgica y aumentar los costos operativos. Asi mismo, un indculo adecuado favorece la
formacion de biofilm y la persistencia microbiana en la biomezcla, evitando pérdidas por
lixiviacion.

Por otra parte, la bioaumentacion como técnica de biorremediacion es una alternativa
sostenible, de bajo costo, capaz de superar las limitaciones metabdlicas de la microbiota
nativa mediante la introduccion de microorganismos especializados o consorcios adaptados,
lo que mejora la eficiencia global del sistema y disminuye el riesgo ambiental asociado a

contaminantes persistentes (Chettri et al., 2024; Muter, 2023; Esa y Nik Him, 2024).
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VIII. CONCLUSIONES

La biomezcla utilizada en los ensayos de camas biologicas, con y sin bioaumentacion
fue adecuada ya que los factores fisicoquimicos (pH, C/N, densidad aparente y
contenido de materia orgédnica) presentaron valores dentro de los intervalos
considerados 6ptimos.

El proceso de estandarizacion de las camas bioldgicas en microcosmos permitid
establecer las condiciones Optimas de operacion (pH neutro, 70% humedad, 30°C),
mas favorables para la degradacion de PNF en el sistema .

El sistema de camas biologicas permitido la degradacion de PNF con tasas de
degradacion maximas de 0.287 mg/g *h a las 36 horas y 0.612 mg/g *h a las 60 horas,
para las concentraciones de 25 y 50 mg/g, respectivamente.

En los ensayos de bioaumentacion con la cepa CEIB S5-2 el desempefio del sistema
mejord. Con una concentracion inicial de 25 mg/g de PNF, la eficiencia de
degradacion fue 2.4 veces mas, en comparacion con el sistema no bioaumentado,
alcanzando una tasa de degradacion méaxima de 0.580 mg/g *h, a las 36 horas.

De manera similar para una concentracion de concentracion inicial de 50 mg/g de
PNF, la bioaumentaciéon con la cepa CEIB S5-2 incrementd la eficiencia de
degradacion 1.7 veces mas, respecto al sistema no bioaumentado, con una tasa de
degradacion maxima de 1.151 mg/g *h, a las 12 horas.

El sistema de camas biologicas redujo significativamente la vida media del PNF,
disminuyendo de 40 a 20 horas y de 34 a 19 horas en las concentraciones de PNF de
25y 50 mg/g, respectivamente.

Este estudio es el primer reporte a nivel mundial sobre la degradacion de p-nitrofenol
en el sistema de camas biologicas bajo la técnica de bioaumentacion con la cepa CEIB
S5-2, demostrando el potencial de esta estrategia para el tratamiento de residuos

plaguicidas.
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IX. PERSPECTIVAS

Identificar los metabolitos derivados de la degradacion de PNF, detectados por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), mediante técnicas estandar de los
posibles metabolitos, como la hidroquinona o mediante metodologia de
espectrometria de masas-masas.

Evaluar el sistema de camas bioldgicas y de la cepa Burkholderia cenocepacia CEIB
S5-2 con diferentes plaguicidas o mezcla de ellos, sobre todo los mas utilizados a

nivel comercial para cultivos agricolas y de ornato.

Identificar los microorganismos presentes en la biomezcla bajo la exposicion de

diversos plaguicidas comerciales, sobre todo aquellos con liberaciéon de metabolitos
mas toxicos que el compuesto original, lo que permitird identificar microorganismos

con potencial biotecnoldgico y aplicaciones practicas en la agricultura.

Establecer un sistema piloto de cama bioldgica en un campo de cultivo y evaluar su

viabilidad en condiciones reales en campo.
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