Revista Politécnica ISSN 1900-2351 (Impreso), ISSN 2256-5353 (En linea), Afio 16, Nimero 32, paginas 96-110, Julio-Diciembre 2020

DOI: https://doi.org/10.33571/rpolitec.v16n32a9

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS BIORREMEDIADORES
DE SUELOS AGRICOLAS DEL NORTE DE ANTIOQUIA PARA
DEGRADACION DEL CLORPIRIFOS

Marta Lucia Hernandez Angel?, Ena Patricia Lopez?, Maria Camila Jaramillo Granda®, Anlly Paola Posada
Usuga*

1 Magister en ingenieria Ambiental, Instructora Sena Centro textil y de gestidon industrial, mhernan-
dez@sena.edu.co

2 Magister en quimica

3 Tecnologo en quimica aplicada a la industria

4 Tecnologo en quimica aplicada a la industria

RESUMEN

En los dltimos afios se ha encontrado cantidad de agroquimicos acumulados en suelos agricolas que los vuelven
infértiles, disminuye la calidad de los productos alimenticios, contaminan el suelo y aguas subterraneas. Un agro-
guimico utilizado de manera indiscriminada es el clorpirifos, principal producto de hidrolisis el 3,5,6-tricloro-2-piri-
dinol.

En este proyecto se unen dos estrategias de biorremediacién para mitigar la problematica de los agroquimicos,
se realiza analisis sobre capacidades de degradacién de microorganismos del suelo contaminado, identificacién
para potenciar la facultad de estos, determinacion de concentraciones viables para realizar biodegradacion en los
suelos agricolas y disminuir la tasa de contaminacion en el ecosistemay los niveles de intoxicacion al ser humano.
El objetivo de esta investigacion es analizar y evidenciar la biodegradacion del pesticida clorpirifos a diferentes
concentraciones de microorganismos y solucion de nutrientes, con el propésito de nivelar la sobrecarga de agro-
guimicos y evitar una mayor contaminacién en el suelo, cultivos y aguas subterraneas.

Palabras clave: Recuperacibn de suelos, contaminacion de suelos agricolas, organismos
biorremediadores, agroquimicos.
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IDENTIFICATION OF AGRICULTURAL SOIL BIOREMEDIATION MICROORGANISMS IN NORTHERN AN-
TIOQUIA FOR CHLORPYRIFOS DEGRADATION

ABSTRACT
In recent years, a quantity of accumulated agrochemicals has been found in agricultural soils that make them
infertile, decrease the quality of food products, and contaminate the soil and groundwater. An agrochemical used
indiscriminately is chlorpyrifos, the main hydrolysis product 3,5,6-trichloro-2-pyridinol.
In this project, two bioremediation strategies are combined to mitigate the problem of agrochemicals, analyzes are
carried out on the degradation capabilities of microorganisms in contaminated soil, identification to enhance their
ability, determination of viable concentrations to carry out biodegradation in agricultural soils and decrease the
pollution rate in the ecosystem and the levels of human poisoning.
The objective of this research is to analyze and demonstrate the biodegradation of the pesticide chlorpyrifos at
different concentrations of microorganisms and nutrient solutions, with the purpose of leveling the overload of agro-
chemicals and avoiding further contamination in the soil, crops and groundwater.
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1. INTRODUCCION

La zona norte de Antioquia se caracteriza por sus cultivos agricolas, entre los cuales se destacan papa,
frijol, frutales (uvas, guayaba, aguacate, mora, lulo, tomate de arbol, uchuva, entre otras) y de hortalizas
(zanahoria, lechuga, espinaca, cilantro, entre otras).

Alli el suelo tiene, en su gran mayoria, caracteristicas de suelos organicos, su espacio geografico presenta
procesos de urbanizacién poco densos lo que lo hace una zona rica en explotacién, principalmente ga-
nadera y agricola. El clima es frio, presentando una temperatura media mensual de 14,2°C, la maxima es
de 16°C y la minima de 12°C. (CMGRD, 2016) Estos suelos agricolas son constantemente fumigados con
clorpirifos para controlar diversas plagas

El clorpirifos es un insecticida organofosforado, insoluble en agua, con una toxicidad alta, liposoluble y
altamente volatil segun condiciones de temperatura. Estas caracteristicas facilitan su absorcion y permi-
ten una vida media en el suelo de 10-120 dias; si se tiene en cuenta que las aspersiones en estos cultivos
se realizan cada 45 dias, aproximadamente, se crea una problematica por bioacumulacion.

Como plan de mitigacion de este problema se plantean dos estrategias de biorremediacion, la atenuacion
natural que corresponde a activar las poblaciones microbianas propias de los suelos que poseen unas
caracteristicas de adaptacién a los plaguicidas y colocarles las condiciones que permitan que se multipli-
quen y asi poder desarrollar los procesos para una biorremediacion. Con lo que se logra una transforma-
cion parcial o total de los plaguicidas. (Vifias y col, 2001; Napoles, 2005).

Por otro lado, Vifias y col (2001) y Napoles (2005) indican que cuando se realiza una biorremediacién
dirigida se realizan los procesos de bioestimulacion, que es el proceso con nutrientes que estimulan el
crecimiento de los microorganismos, y la bioaumentacion que corresponde a la propagacion previa en
laboratorio de los microorganismos identificados como biorremediadores para agregarlos al suelo e in-
crementar la poblacion microbiana y acelerar el proceso natural de descontaminacién de los suelos.

Se conoce que las bacterias que presentan una mayor asociacion a la degradacién de compuestos orga-
nofosforados son: Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Rhodococcus y Streptomyces, Los microorganismos
de caracter fingico que se presentan un comportamiento de degradacién ante los compuestos organo-
fosforados son: Phanerochaete, Aspergillus, Absidia, Rhizopus, Penicillium.

Los microorganismos realizan multiples acciones en el suelo, al permitir las reacciones que hacen que
los nutrientes queden en estado biodisponible y la interaccion con las raices que aseguren la disponibili-
dad y movilidad de estos. Ademas, son responsables de la estructura, control de organismos patégenos,
degradacion de contaminantes diversos en el suelo”. (Gonzalez, 2019)

En esta investigacion se pretende evidenciar la biodegradacion del pesticida a diferentes concentraciones
de microorganismos y solucién de nutrientes adicionadas, con el fin de disminuir la carga de agroquimicos
en los suelos con utilidad agricola.

2. MATERIALES Y METODO

2.1 Aislamiento microbiano

Se selecciond una muestra de suelo que es utilizado para la actividad agricola, esta se buscé colocarla
en condiciones aisladas en un recipiente que fue debidamente adecuado para garantizar condiciones
normales de humedad y temperatura (entre 11°C y 22°C humedad 67%), a este se le agreg6 83,33 uL de
Clorpirifos a una concentracién de 200 ppm, que previamente fue diluida con agua desionizada en un
volumen de 50 mL. Esta muestra fue posteriormente homogenizada, sellada y almacenada durante 30
dias.

En el procedimiento que busca el aislamiento de los microorganismos se preparé una solucién de 200 mL

con medio minimo M9 (6 g de fosfato acido de sodio hidratado, 3 g de fosfato acido de potasio, 4 g de
cloruro de amonio, 0,5 g de cloruro de sodio, 0,25 de sulfato de manganeso heptahidratado, 0,0168 g de
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cloruro de calcio hidratado) y se utilizaron 83,33 pL de Clorpirifos a 200 ppm, como Unica fuente de
carbono. (Marin L. & Jaramillo Colorado, 2015).

En tres tubos de ensayo, se prepar6 la solucion y en cada tubo se colocé 9 mL de la solucién previamente
preparada con medio minimo (M9). A parte, en un erlenmeyer, se depositaron 10 g de suelo y se adicio-
naron 90 mL de la soluciéon de medio minimo (M9), con esta Ultima se realizé una dilucién progresiva de
concentracion hasta un factor de 10-4 para el cultivo de los microorganismos.

En el proceso de réplica microbiana se prepar6 un agar nutritivo, para la incubacion en 15 cajas Petri de
los microorganismos obtenidos de los factores de dilucidon previamente cultivados que se realizé a 37°C,
con una humedad de 65% después de 24 horas. Se escogieron 10 colonias de microorganismos que
habian crecido bajo condiciones de buena propagacion y mostrando alta densidad poblacional, fueron
usados especialmente la inoculacién de los microorganismos extraidos de las diluciones 10-3 y 10-4. A
estas colonias de microorganismos se les realizd un repique bajo concentraciones de Clorpirifos, para
verificar la capacidad de ellos a la degradacién de este plaguicida.

2.2 Caracterizacion de microorganismos

Se realizaron las pruebas de caracterizacion correspondientes tanto para bacterias (tincion de Gram,
catalasa, oxidasa, prueba de metabolismo respiratorio, pruebas con medios selectivos) como para hongos
(analisis taxonémicos). La tincién de Gram se realiz6 para clasificar a las bacterias en Gram (+) y Gram
(-) segun la capacidad de retencion del colorante cristal violeta durante la decoloracién con alcohol-ace-
tona. Se realiz6 la prueba de citocromo oxidasa que sirvié para determinar la presencia de enzimas
oxidasas.

Finalmente, se realizé un analisis taxonémico a un microorganismo al que se le observé una morfologia
de hongo, ya que era unico en lo observado y se realizé el montaje por imprenta con cinta translicida.

Las pruebas con medios selectivos se realizaron sélo con 5 colonias, que previamente fueron seleccio-
nadas por presentar buen crecimiento bajo concentraciones de Clorpirifos, en Cetrimide y VRBD.

2.3 Caracterizacion del suelo.

Conociendo las condiciones y caracteristicas del suelo y de las concentraciones de diferentes macronu-
trientes y micronutrientes presentes en el mismo, se identificaron los parametros nutricionales que requie-
ren los microorganismos para ser estimulados.

Previamente, para realizar esta determinacién, se llevé a cabo el respectivo muestreo de suelo agricola
en la zona norte de Antioquia, las muestras se tomaron al azar luego de cuartear el terreno y se tomaron
muestras de 10 a 20 cm de profundidad.

Los andlisis del suelo se realizaron con las técnicas y resultados que se presentan a continuacion.
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Tabla 1. Tabla de pruebas pertinentes para la caracterizacion de suelo agricola.

PARAMETRO

TIPO DE PRUEBA

pH

Potenciométrico agua 1:2

Porcentaje de humedad

Gravimétrico

Fésforo ppm

Bray Il modificado

Porcentaje de carbono orgéanico

Digestion via humeda Walkley-black

Capacidad de intercambio cati6-
nico meq/100g suelo

Extraccion acetato de amonio 1N, método IGAC

Calcio cmol/Kg suelo

Extraccién acetato de amonio 1N absorcion atbmica

Magnesio cmol/Kg suelo

Extraccion acetato de amonio 1N absorcion atbmica

Potasio cmol/Kg suelo

Extraccion acetato de amonio 1N absorcion atbmica

Zinc ppm Mehlich 11l espectrofotometria de absorcién atémica
Hierro oom Mehlich Il espectrofotometria de absorcion atébmica

PP Mehlich 11l espectrofotometria de absorcién atémica
Cobre ppm Mehlich 11l espectrofotometria de absorcién atémica

Manganeso ppm

Mehlich 11l espectrofotometria de absorcion atomica

%Arena 2 a 0,05 mm Bouyoucos
%Arcillas menor a 0,02mm Bouyoucos
%Limo 0,05 a 0,002 mm Bouyoucos

Hernandez, A. M., (2019). Laboratorio de servicios tecnologicos del SENA. Andlisis de suelos-ECAS, LST-

02214,

2.4 Disefio experimental

El disefio experimental, realizado para esta muestra de suelo agricola, se realiz6 con porciones de 1.0 kg
de suelo. Este fue recolectado donde se cultivan hortalizas y es fumigado con plaguicidas entre los que
se encuentran, principalmente, el Clorpirifos. Las muestras para los ensayos fueron obtenidas de tres
puntos de la zona agricola previamente establecida, el disefio experimental planteado fue de 23, con tres
niveles de concentracién y dos factores que son considerados fundamentales para el crecimiento de los

microorganismos:

e Nutrientes (con esta solucién se busca aplicar la estimulacion para que los microorganismos
cuenten con los macro y micronutrientes esenciales para poder realizar el proceso de biorreme-

diacién)

¢ Microorganismos (medio liquido con microorganismos para generar Bioaumentacion, obtenidos
de los aislamientos previamente realizados de la zona de cultivo)
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Estos factores se usaron en niveles o dosis diferentes como se presenta en la tabla siguiente y fueron
realizados por réplica.

Tabla 2. Niveles de los factores aplicados en ensayos pilotos.

DOSIS DE MICROORGANISMOS DOSIS DE NUTRIENTES
(Bioaumentacion) (Bioestimulacion)
0ml 0 mL
2ml 2mL
4 ml 4 mL

Nutrientes
——— T ——
omL
3
g
4
S
? 2mL
E 4 mL
omL 2mL 4mL

Figura 1: Boceto del disefio experimental.

En primera instancia, se prepar6 un medio liquido de microorganismos con las cepas que se tenian pre-
viamente seleccionadas de la siguiente manera: esterilizar el caldo nutritivo en autoclave a una tempera-
tura de 121°C durante 20 minutos, dejar reposar hasta que su temperatura disminuya y agregar las cepas
purificadas, triturar las cepas antes de afiadirlas en el caldo nutritivo y luego introducirlas al erlenmeyer
que contenga el caldo nutritivo, finalmente se llevan a un proceso de agitaciéon en un shaker a 37°C y 240
RPM hasta que esté homogéneo por 24 horas.

La solucién de nutrientes realizada fue la establecida en la tabla 3, por experiencia de los investigadores,
a esta se le agrego melaza como fuente de energia para los microorganismos.

Tabla 3. Micro y macronutrientes usados (Betancur et al., 2011, 5)

MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES
271.9 g de Fosfato de potasio 6.355 g de Acido bérico
213.7 g Nitrato de potasio 0.640 g de Sulfato de cobre
151.2 g Nitrato de sodio 16.295 g de Sulfato de manganeso
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MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES

247.4 g Sulfato de magnesio 6.550 g de sulfato de zinc

400 g Nitrato de calcio 0.985 g de Molibdato de sodio

Esta solucién nutritiva se prepara en solucion A, B, C, D. la Solucion A. Se pesa el fosfato de potasio,
Nitrato de potasio, Nitrato de sodio y sulfato de magnesio; se diluye cada uno de los reactivos en dos
litros de agua, se juntan y se completa a un volumen de 10 litros. La Solucion B. Se pesa Nitrato de calcio,
se diluye y lleva a un volumen de 10 litros. Para la solucion C, se pesa el acido boérico, el sulfato de cobre
y el sulfato de manganeso, cada uno se diluye en agua y finalmente se mezclan y llevan a un volumen de
1 litro. La solucion D. Se pesa el cloruro férrico, el EDTA y se diluye en 500 ml de agua y finalmente se
mezclan y empacan en un frasco opaco cubierto con papel aluminio. (Betancur et al., 2011).

Para la preparacion de la solucién para realizar la bioestimulacién para 10 litros se usa: 100 ml de solucion
A en 1 litro, 2 mL de solucidn C en 200 mL, 2 mL de solucién D en 200 ml, 100 ml de solucién B en 1 litro
y 10 g de melaza. (Betancur et al., 2011).

Para las condiciones nutritivas del suelo segun analisis realizado, se ajustan los macro y microelementos
del suelo que garanticen que los microorganismos tengan una bioestimulacién con estos nutrientes y
puedan propagarse en cantidades suficientes para bioaumentar la poblacion. Estos fueron tres semanas
muestreados, una vez cada semana y por medio de cromatografia de gases acoplado a masas, cuantifi-
cada la cantidad de clorpirifos en cada muestra.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Como resultado de los aislamientos e inoculacién microbiana, se logré observar un crecimiento notorio
en la totalidad de las cajas, como se evidencia en la figura 2.

De este aislamiento se seleccionaron 10 colonias (figura 3). para realizar posteriormente un repique mi-
crobiano, pero esta vez bajo concentraciones de Clorpirifos. Esto con el fin de hacer una purificacion de
microorganismos y una obtencion de ellos para generar la bioaumentacion.

El resultado de uno de ellos fue el crecimiento de un microorganismo con morfologia de hongo. (figura 4).

Figura 2: Resultados de los aislamientos microbianos.
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Figura 3: Seleccion de microorganismos para realizar el repique microbiano bajo concentraciones de
Clorpirifos.

=

Figura 4: Microorganismo con morfologia de hongo evidenciado en la purificaciéon del microorganismo.

Se realiz6 una caracterizacién macroscépica de 10 colonias que son el resultado de un aislamiento por
diluciones seriadas. Ver resultado en la tabla 4

Tabla 4: Caracterizacion macroscopica realizada a las 10 colonias de microorganismos seleccionados

previamente.
| vowowo | cawermerenJouaoy)
CLOR 1 Blanca e irregular 103
CLOR 2 De poco color, irregular-rizoide 104
CLOR 3 Color opaco, mediana, circular 104
CLOR 4 Color oscuro, mediana e irregular 104
CLOR S5 Blanca, pequefa, circular 104
CLOR 6 Blanca, pequena, circular 104
CLOR 7 Blanca, pequenfa, circular 103
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Del repique microbiano bajo concentraciones de Clorpirifos se realizé un segundo repique con el fin de
purificar y preservar los microorganismos; a estos morfotipos se les nombra de la siguiente manera:

“CLOR #.2”. Ejemplo, “CLOR 1.2".

Se realizaron pruebas de caracterizacién microscopica, cuatro de ellas no se lograron identificar debido

a su alta carga de microorganismos.

Con el fin de identificar mejor los microorganismos, y con la ayuda de los resultados de las pruebas an-
teriores, se pudieron identificar algunas familias de bacterias. Los resultados se evidencian en la tabla 5.

Tabla 5: Resultados de pruebas de caracterizacion microbiana

MICROORGAN- < MEDICION
- TINCION CATA- POSIBLE ORIGEN FA-
MORFOTIPO ISMO SEGUN SU CITOCROMO
FORMA DE GRAM LASA OXIDASA MILIAR BACTERIANO

CLOR 1.2 BACILOS GRAM - POSITIVA POSITIVO PSEUDOMONA-
DACEAE

CLOR 2.2 INDEFINIDO GRAM - NEGATIVA NEGATIVO INDEFINIDO

CLOR 3.2 INDEFINIDO GRAM - POSITIVA POSITIVO INDEFINIDO

CLOR 4.2 INDEFINIDO GRAM - POSITIVA NEGATIVO INDEFINIDO

CLOR 5.2 INDEFINIDO GRAM - NEGATIVA NEGATIVO INDEFINIDO

CLOR 6.2 ESTREPTOCOCOS GRAM + NEGATIVA NEGATIVO STREPTOCOCCA-

CEAE

CLOR 7.2 COCOS GRAM - NEGATIVA NEGATIVO ENTEROBACTERI-
ACEAE

CLOR 8.2 COCOS GRAM - POSITIVA POSITIVO PSEUDOMONA-
DACEAE

CLOR 9.2 COCOS Y BA- GRAM - POSITIVA NEGATIVO ENTEROBACTERI-

CILOS ACEAE
CLOR 10.2 ESTREPTOCOCOS GRAM + NEGATIVA POSITIVO STREPTOCOCCA-
CEAE

En la prueba de metabolismo respiratorio se evidencio que cinco de los morfotipos resultaron con carac-
teristicas microaerofilicas, lo que indica que son microorganismos que precisan niveles muy inferiores
de oxigeno a los que se encuentran en la atmdsfera de la tierra. Ver resultado en tabla 4

Tabla 6: Resultado de la prueba de metabolismo respiratorio (propia)
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MORFOTIPO | TIPO DE MICROORGANISMO EN MEDIO LiQUIDO
CLOR 1.2 MICROAEROFILICO
CLOR 2.2 ANAEROBIA
CLOR 3.2 MICROAEROFILICO
CLOR 4.2 MICROAEROFILICO
CLOR 5.2 ANAEROBIA
CLOR 6.2 ANAEROBIA
CLOR 7.2 ANAEROBIA
CLOR 8.2 MICROAEROFILICO
CLOR 9.2 MICROAEROFILICO
CLOR 10.2 ANAEROBIA

3.1 Seleccién de microorganismos:

Como resultado de las pruebas en medios selectivos, se seleccionaron cinco colonias de bacterias (figura
5), las cuales se sembraron en Cetrimide, VRBD y manitol.

En el Agar selectivo manitol no se obtuvo crecimiento en ninguna de las cepas expuestas a dicho medio
selectivo

De los aislamientos purificados, la cepa CLOR 8.2 presenté un comportamiento que muestra buen creci-
miento, pero cuando fue cultivado en medios selectivos que permitian establecer el potencial degradador,
no evidencid crecimiento.

: P
Figura 5: Grupo de bacterias seleccionadas para pruebas en medios selectivos.
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Se evidencié crecimiento en el medio de cultivo Cetrimide, que es selectivo para pseudomona, en los
morfotipos CLOR 3,2, CLOR 6,2 Y CLOR 9,2 y en VRBD, que es selectivo para coliformes, se evidencio
crecimiento en el morfotipo CLOR 3,2 (figura 6).

Figura 6: Medios selectivos Cetrimide y VRBD en los que se observo crecimiento bacteriano.
Se realizé una caracterizacion microscopica a las 4 cepas que presentaron crecimiento en los medios
selectivos y se clasificaron en Cocos y Bacilos a aquellas cepas que crecieron en Agar Cetrimide y, en la
cepa que presenté crecimiento en Agar VRBD, una clasificacién de Bacilos.

Otros analisis realizados fueron pruebas de tincion de Gram, donde se obtuvo un resultado de Gram (+)
para todas las muestras, a excepcion del morfotipo CLOR 6,2,. Esto se puede observar en la tabla 7.

Tabla 7: Resultado de pruebas de caracterizacién microscopica.

Cetrimide Clor 3.2 COCOS Y BACILOS GRAM -
Cetrimide Clor 6.2 COCOS Y BACILOS GRAM +
Cetrimide Clor 9.2 COCOS Y BACILOS GRAM -

VRBD Clor 3.2 BACILOS GRAM -

En el andlisis taxonodmico realizado al microorganismo con morfologia de hongo se logré observar hifas y
levaduras, como se evidencia en la morfologia basica de los hongos filamentosos Aspergillus flavus, los
cuales habitan en el heno y el compostaje. (figura 7).
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Figura 8: Acercamiento a las hifas y levaduras del Hongo.

Como resultado de los analisis del suelo, se obtuvieron los datos presentados en la tabla 8. Estos permi-
tieron identificar las condiciones de requerimientos de los macro y micronutrientes para asegurar los pro-
cesos de estos microorganismos

En la preparacién de la solucién de nutrientes, los materiales mas usados son sales solubles en agua que
permiten su conservacion y preservacion bajo condiciones controladas de luz y temperatura. Con esta se
buscé ajustar los macronutrientes y micronutrientes necesarios para la biorremediacion segin disefio
experimental, estos ensayos se realizaron por réplica.

Tabla 8. Resultados de la caracterizacion del suelo.

PARAMETRO RESULTADO
pH 6,25
Porcentaje de humedad 14,1
Fosforo ppm 3,0
Porcentaje de carbono orgéanico 27,7
Capacidad de intercambio catiénico meq/100g suelo 48,8
Calcio cmol/Kg suelo 8,7
Magnesio cmol/Kg suelo 9,5

106



PARAMETRO RESULTADO
Potasio cmol/Kg suelo 0,45
Zinc ppm 19,9
Hierro ppm 48,5
Cobre ppm 4,8
Manganeso ppm 43,3
%Arena 2 a 0,05 mm 68
%Arcillas menor a 0,02mm 28
%Limo 0,05 a 0,002 mm 4
Hernandez, A. M., (2019). Laboratorio de servg:iogzt;cnolégicos del SENA. Andlisis de suelos-ECAS,
LST- 14.

3.2 Disefio experimental.

En el desarrollo del disefio experimental, se usaron recipientes plasticos con tapas como se muestra en
la figura 9 y en cada recipiente se coloco el material de suelo de las muestras de zonas de siembra de
hortalizas con las correspondientes porciones de microorganismos en medio liquido y de nutrientes estos
fueron colocados a unas condiciones de temperatura de 24°C y un nivel de humedad relativo de 65% en
el laboratorio, en un ambiente favorable para su propagacion.

En los ensayos realizados, el nivel de humedad de los suelos es un factor importante y para evitar que
las muestras presentaran altos nivel de evaporacion y se secaran cada dos dias se le agregaban 3 ml de
agua destilada asegurando unas condiciones favorables para que los microorganismos pudieran repli-
carse y los procesos de los nutrientes fueran aprovechados en los procesos de estimulacién y multiplica-
cion de los microorganismos.

Figura 9. Montaje para ensayo de biorremediacion por duplicado

Durante tres semanas, para poder realizar el seguimiento de las muestras se realizé la medicion de Clor-
pirifos con un cromatdgrafo de gases acoplado a masas, modelo GC 2010, marca Shimadzu y también,
se hicieron algunos ensayos con suelos agricolas libres de clorpirifos, que fueron tomadas en la misma
finca en zona de cultivo de jardin.

Para la preparacién de las muestras para los analisis de clorpirifos se tomaron 2 g de muestra de suelo
se le agregaron 15 mL de una mezcla 1:1 de hexano: acetona (grado cromatografico), se agitaron en un
shaker por 12 horas a 240 RPM, posteriormente se dejaron decantar y se separé la parte organica reali-
zando la cuantificacion correspondiente. Zapata, M., & Maria, G. (2005).

107



IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS BIORREMEDIADORES DE SUELOS AGRICOLAS DEL NORTE DE ANTIOQUIA PARA
DEGRADACION DEL CLORPIRIFOS

En la gréfica siguiente se muestran para cada uno de los ensayos del disefio experimental planteado los
porcentajes de degradacion del clorpirifos en cada semana, donde N es la cantidad de nutrientes y M
corresponde a la cantidad de microorganismos para cada uno de los ensayos.
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Figura 10. Grafica de porcentaje de degradacién del clorpirifos en los diferentes ensayos.

De la gréfica se identifica que los ensayos realizados con nutrientes, aunque fueran en cantidades altas
(valores de 2 y 4 ml de nutrientes), pero sin presencia de microorganismos presentaron una degradacion
baja indicando que los procesos de bioestimulacién que se dan en este tipo de suelos es baja, indicando
que la bioestimulacion sola no es efectiva y ademas por la presencia de microorganismos que baja como
se deduce de los procesos de propagacion de los microorganismos previos a los ensayos.

Para los ensayos con microorganismos sin nutrientes se identifica que los procesos de reproduccion de
los microorganismos son muy bajos y por eso la degradacion es muy baja. Indicando que los procesos
de bioaumentacién sola tampoco son los mas eficientes.

Desde los resultados obtenidos se identifica que el ensayo con 4 ml de nutrientes y 4 ml de microorga-
nismos presento los mejores resultados, es importante resaltar que los microorganismos usados en la
totalidad de ensayos fueron los obtenidos de ese suelo de cultivo de hortalizas en la zona de San Pedro
del departamento de Antioquia y simplemente multiplicados en el laboratorio para obtenerlos en el medio
liquido en condiciones y cantidades mayores para generar la bioaumentacion.
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4. CONCLUSIONES

Tras analizar los resultados de las pruebas de caracterizacion, se observé la existencia de microorga-
nismos compatibles con pseudomonas y Coliformes que utilizaban como su Unica fuente de carbono el
Clorpirifos.

Se establece que la combinacion de las técnicas de bioestimulacién y bioaumentacion fueron mas efec-
tivas en los procesos de biorremediacion de los suelos agricolas de zonas frias.

Para los ensayos con nutrientes y microorganismos la concentracién de microorganismos y de nutrien-
tes mayor muestra unos resultados muy buenos de degradacién en las tres semanas de los ensayos
indicando que este proceso es eficiente cuando se combinan nutrientes y microorganismos en las can-
tidades requeridas.

En los procesos de biorremediacion involucrados de bioaumentacién y bioestimulacién las condiciones
en las que se encuentran los microorganismos son decisivas para que estos procesos se realicen sa-
tisfactoriamente en tiempos minimos.

Las cantidades de macro y micronutrientes, el pH acorde con el tipo de microorganismo, los factores
externos como humedad y la capacidad de intercambio catiénico de los suelos son variables que favo-
recen y permiten optimizar la correcta biorremediacién microbiana.

Es importante realizar este tipo de ensayos en zonas de cultivo directamente para identificar los cambios
y afectaciones de otras variables en estos procesos, que no se hayan identificado previamente.
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