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INTRODUCCION

Las camas bioldgicas, o biobeds, son sistemas de biopurificacion de bajo costo utilizadas
para la recoleccién y descontaminacion de residuos liquidos con alta concentraciéon de
agroquimicos. Estos sistemas consisten en espacios impermeabilizados (que pueden ser
excavaciones o contenedores) que incluyen una matriz biolégicamente activa, llamada
biomezcla (Castillo et al., 2008).

Numerosos estudios muestran la capacidad de esta tecnologia para degradar una amplia
variedad de contaminantes empleando diferentes sustratos para el armado de las
biomezclas. Sin embargo, se presentan ciertas limitaciones cuando se pretende mineralizar
compuestos recalcitrantes, persistentes o muy toxicos, en periodos cortos de tiempo (Pinto
et al., 2020).

Teniendo en cuenta que el corazon de este sistema es la degradacién biologica, en los
ultimos anos se comenzaron a estudiar estrategias de bioaumentacién para optimizar el
proceso de descontaminacién de agroquimicos recalcitrantes (Pinto et al., 2020). El objetivo
de la bioaumentacion es aumentar el numero de microorganismos capaces de metabolizar
contaminantes en los sistemas de biopurificacion (Xu et al., 2019).

Es importante destacar que la técnica de bioaumentacion esta estrechamente relacionada
con los materiales con los que se construye la cama biolédgica, ya que van a actuar también
como fuente de carbono y nitrégeno para los microrganismos que se desarrollen (Pinto et
al., 2020). Resultan de gran interés los residuos de la industrializacion del mani (céscaras) y
de la soja (cascarillas), que representan mas de un millon de toneladas al ano para cascaras
de mani (CM) y 56 millones de toneladas para cascarilla de soja (CS) (Bolsa de Comercio
de Cérdoba, 2016; FAOSTAT, 2018, USDA Foreign Agricultural Service, 2020).

Es por eso que en este trabajo se disefaron camas biologicas bioaumentadas para la
degradacion de agroquimicos recalcitrantes tales como imidacloprid y tiametoxam
(neocotinoides), y atrazina empleando biomezclas que contienen suelo con historial de
aplicaciones de agroquimicos, y cascaras de mani y soja como materiales lignocelulésicos.

OBJETIVOS

e Disefar y construir camas biolégicas compuestas por residuos de la industrializacién de
la soja y el mani

e Desarrollar técnicas analiticas para la determinacién simultanea de atrazina, imidacloprid
y tiametoxam en medio liquido y en biomezclas

e Preparar inéculos bacterianos y/o fungicos para evaluar la estrategia de bioaumentacion.

Titulo del proyecto: Disefio de camas biolégicas para degradar efluentes con agroquimicos:
estrategias de bioaumentacion y empleo de materiales agricolas residuales.

Instrumento: Proyecto de Investigacion Orientada (10). Cédigo: 10-2019-00186.
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METODOLOGIA

Caracterizacion y acondicionamiento de los materiales empleados.

El suelo empleado consistié en un suelo agricola con historial de aplicaciones de atrazina,
proveniente de la localidad de Campo Andino (Santa Fe). Por otro lado, las CM y las CS fueron
provistas por empresas productoras de la zona. Para ser empleados en las camas bioldgicas,
se trituraron finamente en un tamano aproximado de 3-4 mm. Se tercerizé la caracterizacion
del suelo (en cuanto a contenido de carbono organico y materia organica), y de los materiales
celuldsicos (en cuanto a contenido de proteina y fibra bruta), al Laboratorio Camara Arbitral
de Cereales de la Bolsa de Comercio de Santa Fe.

Diseno y construccion de camas biolégicas a pequeia escala.

Se construyeron por duplicado camas bioldgicas en cajas de vidrio de 6 litros con diferente
composicion: Suelo-Cascara de mani (S:CM) 50:50; y Suelo-Cascarilla de soja (S:SC) 50:50.
Las biomezclas preparadas se maduraron durante 3 meses controlando la humedad
diariamente para alcanzar valores de entre el 60-70%. En este punto se pretendié alcanzar
una alta actividad microbiana. Paralelamente se registr6 el pH de las mismas durante todo
este proceso, el cual es un parametro importante a tener en cuenta para el crecimiento de
microorganismos.

Determinacion de concentraciones de agroquimicos mediante HPLC-DAD.

Para la seleccién de programa de Cromatografia Liquida de Alta Presion acoplado a un
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), se evaluaron diferentes relaciones de solventes
de acetonitrilo (ACN) y agua (W) como fase movil. El criterio de seleccion del programa fue
obtener picos resueltos y bien separados para la determinacion simultanea de atrazina,
tiametoxam e imidacloprid. Se realizaron las curvas de calibrado correspondientes teniendo
en cuenta la longitud de onda de maxima absorcion de cada agroquimico.

Para evaluar la performance de las camas bioldgicas es necesario poder extraer los
agroquimicos seleccionados de las biomezclas y asi determinar por HPLC-DAD la
degradacion de los mismos. Es asi que se evaluaron diferentes solventes de extraccion tales
como ACN (100%) y ACN-W (80-20%) acidificada con acido acético (2,5%). Ademas, se
evaluaron relaciones de 1:2 y 1:4 de masa de muestra:solvente de extraccion
respectivamente, calculando la recuperacion (%) en todos los casos, evaluando diferentes
concentraciones de agroquimicos. Las muestras se analizaron por triplicado.

Aislamiento de microorganismos.

Se tomaron muestras a partir de la biomezcla contaminada con imidacloprid y tiametoxam con
1 mes de maduracién. Se extrajeron todos los microorganismos presentes en esta muestra y
se realizaron ensayos de crecimiento durante 30 dias para evaluar la degradacion de los
contaminantes.

El medio de cultivo liquido utilizado fue el descrito por Castillo-Dias et al., en 2016 (medio
MSM). La muestra contenia como fuente de carbono y nitrégeno 20 mg/L de cada
contaminante. En paralelo se evalu6 una muestra control que contenia glucosa y cloruro de
amonio como fuente de carbono y fuente de nitrégeno respectivamente.

La degradacion de los agroquimicos se sigui6 en el tiempo mediante medicion en HPLC-DAD.
Ademas, se midieron la turbidez (NTU) y densidad 6ptica a 620 nm (D.O.) de las muestras, y
se realizé recuento en placa de los microorganismos viables.

Luego de 30 dias de cultivo, se seleccionaron y aislaron en el medio Agar Nutritivo (AN) y
Hongos y Levaduras (HyL) las bacterias y hongos, respectivamente, adaptadas a altas
concentraciones de los contaminantes.

Preparacion del inoculo.

La bioaumentacién de las camas biolégicas se realizara a partir de una muestra liquida de
microorganismos aislados en fase exponencial de crecimiento. Para ello se pusieron a punto
las condiciones de crecimiento éptimas (tiempo y temperatura) para obtener la concentraciéon
deseada de los microorganismos a inocular.
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El crecimiento microbiano se realiz6 en el medio MSM suplementado con glucosa y cloruro
de amonio como fuente de carbono y nitrégeno.

Analisis de datos.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza ANOVA empleando un
software libre (Programa R version 2.3.3.3). Se calcularon los parametros Linealidad,
Sensibilidad (S), Limite de Deteccién (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ), los cuales se
evaluaron de acuerdo a los criterios de la guia SANTE (2019) para andlisis de agroquimicos.

RESULTADOS

Caracterizacion de los materiales empleados.

Se determin6é que los materiales lignocelul6sicos empleados para construir la biomezclas
presentan un contenido de proteina del 6% para CMy 10,3% para CS, y fibra bruta del 73%
CMYy 33,5% CS, lo que es fundamental para el crecimiento microbiano. El suelo empleado
contiene materia organica en un 5,8% y carbono organico en un 10,4%.

Luego de 3 meses de maduracion se obtuvo un promedio de pH de 8,7 para CM:S y un pH
de 4,5 para CS:S.

Determinacion de concentraciones de agroquimicos mediante HPLC-DAD.

Para la determinacién simultanea de los tres agroquimicos en estudio se seleccioné un
programa de HPLC descrito en Tabla 1, a temperatura ambiente, empleando ACN y W como
solventes. La columna utilizada fue Nova-Pak C18, 60A, (4um, 3,9mm x 150 mm).

Se realizaron curvas de calibrado correspondiente a los 3 contaminantes seleccionados a
partir del programa de elucion resuelto. Las determinaciones se realizaron a longitud de onda
221nm para detectar atrazina, 250nm para tiametoxam y 270nm para imidacloprid.

Los parametros de validacion, tales como LOD, LOQ y S, se muestran en la Tabla 2.

La linealidad obtenida por el analisis de regresion de las curvas de calibrado realizadas fue
satisfactoria, alcanzando un coeficiente de correlacion mayor 0,999 para cada curva.
Ademas, los p-valores obtenidos (< 0,05) mediante el test ANOVA demuestran una relacion
estadistica significativa entre las concentraciones de los estandares y la respuesta (area) en
cada curva de calibrado.

Tabla 1. Programa de HPLC-DAD. Tabla 2. Parametros analiticos de curvas de calibrado.
Fase movil ACN:W Atrazina Tiametoxam Imidacloprid
Flujo 1 ml.min"! R? 0,9994 0,9971 0,9981
Programa 0 20:80 Isocratico Sxy 38151,2  24520,82 33801,85
de elucion 3’ 20:80 Gradiente LOD (mg/l) 0,688 1,30 1,096

6 60:40 Isocratico LOD (mg/kg) 1,376 2,6 2,192

10’ 60:40 Gradiente LOQ (mg/) 2,29 4,34 3,65

12’ 20:80 Isocratico LOQ (mg/kg) 4,58 8,68 7,3

14’ 20:80. S 166358 56542 92843

Extraccion de agroquimicos en muestra solida.

La relacion biomezcla:solvente elegida fue 1:2 y el solvente de extraccion ACN-W 80-20%,
acidificada con &cido acético al 2,5%, ya que ambas condiciones presentaron mayores
valores de recuperacion y mayor sensibilidad para la deteccion de los analitos de interés en
las dos biomezclas (S:CS y S:CM). Los valores de recuperacion obtenidos para estas
condiciones variaron entre 80 y 110% para todas las muestras ensayadas. Las muestras se
analizaron por triplicado y los valores de RDS% (Desviacion estandar relativa) estuvieron
siempre por debajo del 15%. Finalmente, los mismos se compararon con los valores que se
describen en la guia SANTE (2019) para analisis de agroquimicos. Los criterios que adopta
esta guia son valores de RSD menores al 20% y recuperaciones medias entre el 70 y 120%.
Sin embargo, teniendo en cuenta la heterogeneidad de las muestras, el rango de
recuperaciones puede oscilar entre el 30 y el 140% siempre y cuando los valores de RSD no
superen el 20%. En este sentido, los valores obtenidos son satisfactorios.
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Aislamiento de microorganismos adaptados.

Se obtuvo una gran diversidad de microrganismos (Figura 1) a partir de las muestras de
biomezcla analizadas. Se diferenciaron y seleccionaron las colonias bacterianas y fungicas
presentes en los recuentos realizados para muestra de cultivo de 30 dias de incubacion, que
contiene como fuente de carbono y nitrégenos los agroqwmlcos seleccionados. Los
aislamientos se conservaron en heladera 4

a 4°C hasta la preparacion del inéculo.
Preparacion de inoculo.

Los cultivos correspondientes a los
aislamientos de bacterias presentaron
un maximo de crecimiento en el dia 2 de : ; ,
incubacion, donde se obtuvo una Flgura 1: Recuento en placa de hongos (1) y
concentracién de 2 x 108 UFC ml'. En  bacterias (2) incubados en el medio HyL y AN
cuanto al cultivo de hongos filamentosos  respectivamente, durante 48hs. 1a)-2a) fuente de

se alcanzé una concentracion maxima  carbonoy nitrégeno control y 1b)-2b) ensayada con
de 4 x 10’ UFC ml" al dia 6. agroquimicos. Las diluciones ensayadas se
Se realizaron las diluciones describen al pie de foto correspondiente.

correspondientes para bioaumentar las camas biolégicas en 108 UFC/g de bacterias y 10°
UFC/g de hongos.

CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollé satisfactoriamente un método analitico confiable de extraccidén
y cuantificacién simultanea de atrazina, tiametoxam e imidacloprid para diferentes
biomezclas con la finalidad de monitorear la degradacioén de cada uno de estos analitos en
camas biolégicas a escala laboratorio. Los aislamientos obtenidos de los microorganismos
se adaptan a concentraciones altas de atrazina, tiametoxam e imidacloprid, potenciales para
degradar contaminantes recalcitrantes. Las biomezclas maduradas proporcionaran la matriz
necesaria para promover el crecimiento microbiano, esperando que el crecimiento bacteriano
se favorezca en biomezclas con pH neutros (6,5-7,5) y el crecimiento fungico en biomezclas
con pH levemente acido (5-6,5).
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