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RESUMEN

El DDT y sus intermediarios (DDX) son compuestos organicos clorados recalcitrantes,
téxicos y persistentes que estan ampliamente distribuidos en el ambiente. En los suelos, la
degradaciéon del DDT puede ocurrir por procesos biéticos y abioticos. ElI conocimiento de
los mecanismos de degradacion, para inducir estos procesos, es de gran importancia para
establecer las mejores estrategias de remediacién de suelos contaminados.

En el presente trabajo se evalud la técnica de bioestimulacion mediante el uso de
cosustratos organicos de estructura aromatica y no aromatica. El estudio se enfocé en
identificar los mecanismos de degradacién de los DDX. Los experimentos se llevaron a
cabo con suelo contaminado obtenido de la exfabrica de plaguicidas “Tekchem” con y sin
pretratamiento con hierro cero valente. Los tratamientos de bioestimulacion se realizaron en
condiciones aerobias y anoxicas utilizando 3g de suelo, relacion suelo/agua de 1:1, pH 7,
30 °Cy 100 rpm.

Los experimentos mostraron que la degradacién de los DDX en el suelo ocurre através de
dos mecanismos: uno que causa la degradacion de compuestos intermediarios
(DDNS>DDD>DDE) y otro que induce la transformacién del DDT a DDD. El primer
mecanismo se presentd por la estimulacion de microorganismos que oxidan tolueno
(Rhodococcus y Pseudomonas) en condiciones aerobias; el segundo mecanismo se
present6 por la estimulacibn de bacterias sulfato reductoras (Desulfosporosinus
auripigmenti) que utilizan compuestos no aromaticos de facil asimilaciéon, como el glicerol,
en condiciones anoxicas. En este caso, el proceso sulfidogénico produce la formacién de
mackinawita (Fe1+xS), que es el compuesto que genera la deshalogenacion reductiva
abiética del DDT. El estudio demostré que el acoplamiento del mecanismo andxico con
glicerol para producir la transformacién del DDT a DDD y el mecanismo aerobio con tolueno
para degradar los compuestos intermediarios del DDT fue la mejor técnica de
bioestimulacién para eliminar DDX del suelo contaminado.

Asimismo, se demostr6 que el proceso sulfidogénico, que es el paso importante para
generar mackinawita, se produce mediante el uso de diferentes cosustratos no aromaticos
de facil asimilacién (acido lactico, etanol y glucosa); asi como materiales lignocelulésicos
(bagazo de cafia). Lo que demuestra que el mecanismo de degradacion de DDX, en
condiciones anoxicas, también puede ser inducido por subproductos agroindustriales.

La degradacién de DDX en el suelo original (sin tratamiento con hierro) fue viable mediante
los mecanismos descritos. Sin embargo, en este caso no se logro disminuir las altas
concentraciones de DDX (principalmente DDT) por debajo de los limites maximos
permisibles reportados por la EPA. Por consiguiente, queda demostrado que el suelo
original requiere de un tratamiento fisicoquimico con HCV previo al empleo de técnica de
bioestimulacion.

En conclusién, este trabajo aporta evidencia sobre los mecanismos de degradacion de los
DDX que se en condiciones aerobias y andxicas al utilizar cosustratos organicos de
estructura aromatica y no aromatica. Los mecanismos descritos en este estudio son
importantes para establecer las bases de la estrategia de remediacion a gran escala del
suelo contaminado con DDX de la exfabrica “Tekchem”.



ABSTRACT

DDT and its intermediates (DDX) are recalcitrant, toxic and persistent chlorinated organic
compounds widely distributed in the environment. In soils, degradation of DDT can occur
through biotic and abiotic processes. The knowledge of degradation mechanisms, to induce
these processes, is of a great importance to establish the bests soil remediation strategies.

In the present work, biostimulation technique was evaluated through the use of aromatic
and non-aromatic cosubstrates. The study focused on mechanisms of degradation of DDX.
The experiments were carried out with contaminated soil from exfactory of pesticide
"Tekchem" with and without pretreatment with zero-valent iron. Biostimulation treatments
were performed under aerobic and anoxic conditions using 3g of soil, soil/water ratio of 1:1,
pH 7, 30 °C and 100 rpm.

The experiments showed that degradation of DDX occurs through two mechanisms: one
that causes the degradation of intermediate compounds (DDNS> DDD> DDE) and another
that induce the transformation of DDT to DDD. The first mechanism was presented by the
stimulation of microorganisms that oxidize toluene (Rhodococcus and Pseudomonas) under
aerobic conditions; the second one was carried out by the stimulation of sulfate reducing
bacteria (Desulfosporosinus auripigmenti) using non-aromatic compounds, such as glycerol,
under anoxic conditions. In this case, the sulfidogenic process induced the formation of
mackinawita (Fe;.xS), which produced an abiotic reductive dehalogenation of DDT. The
coupled of the anoxic mechanism with glycerol to produce the transformation of DDT to
DDD and the aerobic mechanism with toluene to degrade the intermediates of DDT was the
best biostimulation technique to eliminate DDX from the contaminated soil.

This study also demonstrated that the sulfidogenic process, which is the important step to
generate mackinawite, was produced by the use of different non-aromatic cosubstrates
(lactic acid, ethanol and glucose); as well as lignocellulosic materials (cane bagasse). This
shows that the degradation mechanism of DDX, under anoxic conditions, can be also
induced by agroindustrial byproducts.

The degradation of DDX in the original soil (without zero valent iron treatment) was viable by
the described mechanisms. However, in this case it was not possible to reduce the high
concentrations of DDX (mainly DDT) below to the maximum permissible limits reported by
the EPA. It demonstrated that the original soil requires a physicochemical treatment with
HCYV prior to the use of biostimulation technique.

In conclusion, this work provides evidence on the degradation mechanisms of DDX that are
produced in aerobic and anoxic conditions when using aromatic and non-aromatic organic
cosubstrates. The mechanisms described in this study are important for establishing the
basis of the large-scale remediation strategy for soil contaminated with DDX from the
exfactory "Tekchem".



ESQUEMA RESUMEN DE LOS MECANISMOS DE
DEGRADACION PROPUESTOS

Mecanismos de degradacion de DDX
inducidos por bioestimulacion al utilizar

cosustratos aromaticos* y no aromaticos**
@Tolueno ﬂGlicerol
Condiciones aerobias Condiciones anoxicas
Estimulacion de bacterias Estimulacion de bacterias

que oxidan al tolueno sulfato reductoras
Proceso
sulfidogénico

Degradacion de DDX Formaciéon de mackinawita
(DDNS>DDD>DDE>DDT) (Agente abiético de deshalogenacion reductiva)

Transformacion de
DDT a DDD

*Tolueno y difenilmetano
** Glicerol, glucosa, acido lactico, etanol y bagazo de cafa

ETAPAS EXPERIMENTALES:

1) Identificacion de los mecanismos de degradacién de los DDX en el suelo pretratado con HCV.

1.2) Evaluacion de los mecanismos de forma acoplada (anoxica/aerobia).

1.3) Evaluacion del mecanismo de formacion de mackinawita utilizando diferentes cosustratos (glucosa,
acido lactico, etanol y bagazo de cafa) en condiciones andxicas.

2) Evaluacion de los mecanismos utilizando el suelo sin tratamiento de HCV (suelo original).
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|. INTRODUCCION

El 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT) y sus compuestos intermediarios
(Ilamado en conjunto DDX) son Compuestos Organicos Persistentes (COP) que se
encuentran prohibidos o restringidos en 176 paises signatarios del Convenio de
Estocolmo. No obstante que el DDT se dejé de fabricar, comercializar y utilizar a
partir de la entrada en vigor del Convenio de Estocolmo en 2004, hoy en dia
existen estudios que demuestran que los derivados de la transformacion parcial de
DDT se encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente. El principal
destino ambiental del DDT es el suelo y es, por lo general, un reservorio de DDX
por su alta recalcitrancia.

El impacto adverso sobre la salud humana y el medio ambiente, que causan los
suelos contaminados con DDT y sus subproductos derivados, ha propiciado el
desarrollo cientifico y tecnoldgico de tratamientos para eliminar los DDX de esta
matriz ambiental. Sin embargo, a pesar del progreso a nivel mundial, aun existen
diversas limitaciones econémicas y normativas en paises en vias de desarrollo
para poder utilizar las tecnologias de remediacion comerciales disponibles
(desorcién térmica, incineracion, entre otros). En este contexto, en nuestro pais
existe la necesidad de desarrollar tecnologias de remediacion de suelos
contaminados con DDX que sean técnicamente viables, eficientes y de bajo costo.
Uno de los sitios contaminados que requiere del desarrollo de este tipo de
tratamientos de remediacion es el predio industrial conocido como la exfabrica de
fertilizantes y plaguicidas “Tekchem”, ubicada en Salamanca, Gto., lugar donde se

fabrico el DDT de 1958 y hasta 1998. Actualmente, este predio esta catalogado
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como un sitio prioritario por la SEMARNAT, debido al alto riesgo de exposicion a
los residuos de plaguicidas que tiene la poblacion aledafia. Por esta razon, el
grupo de investigacién considero importante realizar pruebas de remediacion del
suelo procedente del sitio mencionado.

En un trabajo previo a nivel laboratorio, usando este suelo contaminado, se
demostré que es posible reducir las concentraciones de DDT, 1,1-dicloro-2,2-
bis(p-clorofenil)etano (DDD) y 1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)eteno  (DDE)
utilizando un tratamiento fisicoquimico con hierro cero valente (HCV) (INE-UAM,
2013). Sin embargo, en el suelo tratado se registr6 la acumulacion de un
compuesto intermediario. Es decir, el tratamiento con HCV solamente transformé
parcialmente el DDT, en tanto que concentraciones remanentes de DDT, DDE y
DDD continuaron detectdndose después del tratamiento.

Estos resultados demostraron la necesidad del uso de un tratamiento
complementario para eliminar los residuos de DDT en el suelo pretratado con
HCV. El tratamiento seleccionado para este propédsito fue la tecnologia de
biorremediacion conocida como bioestimulacion.

La bioestimulacién es un tratamiento que estimula el crecimiento y la actividad
metabodlica de los microorganismos autoctonos del suelo para mejorar la
biodegradacion de los contaminantes. La bioestimulacion se produce mediante el
uso de donadores de electrones, aceptores de electrones, nutrientes, surfactantes
0 mezclas de ellos. El uso de donadores de electrones (cosustratos organicos) es
la técnica de bioestimulacion mas utilizada para remediar suelos contaminados
con DDX. Esto se debe al hecho de que la mayoria de los suelos contaminados

tienen un déficit de materia organica que restringe el crecimiento y la actividad de
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los microorganismos, ademas de que esta técnica fomenta el crecimiento de las
poblaciones microbianas que estdn adaptadas para funcionar o sobrevivir en las
condiciones ambientales del sitio.

Debido a lo anterior, la estrategia de bioestimulacion seleccionada para este
trabajo fue la suplementacion de compuestos organicos. Los cosustratos
organicos utilizados para fomentar la bioestimulacion pueden ser compuestos
estructuralmente simulares o no a los compuestos a degradar. El uso particular de
un cosustrato debe evaluarse en cada estudio de remediacion, debido a que la
técnica de bioestimualcion no es un tratamiento que puede utilizarse de manera
estandar en suelos contaminados. En este sentido, cabe mencionar, que la
eficiencia de degradacion de los DDX no depende sélo del tipo de cosustrato
utilizado, sino también de diversas variables como las capacidades metabdlicas
intrinsecas de los microorganismos, las condiciones aerobias y andxicas del
sistema, las caracteristicas del suelo, la biodisponibilidad del contaminante, entre
otros.

El presente trabajo de investigacion doctoral tuvo como objetivo evaluar la técnica
de bioestimulacion utilizando compuestos organicos arométicos (difenimetano y
tolueno) y no aromaticos (glicerol, acido lactico, glucosa y etanol), para fomentar la
degradacion de los DDX en el suelo. La investigacion se enfocé en determinar los
mecanismos de degradacion de los DDX en condiciones aerobias y andxicas en
un suelo previamente tratado con HCV. Los mecanismos descritos en este estudio
son importantes para establecer las bases de la estrategia de remediacién a gran

escala del suelo contaminado con DDX de la exfabrica “Tekchem”.
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2. ANTECEDENTES
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2. ANTECEDENTES

En este capitulo se presenta informacion general sobre los plaguicidas
organoclorados con énfasis en el DDT (seccion 2.1), ademas, se pondra en
contexto las causas de la probleméatica ambiental del DDT y su prohibicion a nivel
internacional (apartado 2.1.1). En el apartado 2.1.2, se presenta informacion sobre
los sitios contaminados con plaguicidas organoclorados en nuestro pais.
Posteriormente, en la seccion 2.2, se presenta el comportamiento ambiental del

DDT.

2.1. Plaguicidas organoclorados y DDT

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés) define a un plaguicida como “cualquier sustancia o
mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las
especies de plantas o animales indeseables que causan perjuicio o0 que
interfieren de cualquier otra forma en la produccién, elaboracién,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o que
pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras
plagas en o sobre sus cuerpos” (FAO/OMS, 2004).

Los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo con su composicion quimica, al
uso al que se destina, al organismo que controlan, al modo de accioén, a su
tiempo de persistencia en el ambiente y a su presentacion comercial. Para fines

de estudios ambientales, la clasificacion mas importante es la de su composicion
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qguimica. Esto permite agrupar a los plaguicidas de acuerdo con su principal
ingrediente activo. Esta clasificacion incluye a los compuestos inorganicos,
organoclorados,  organofosforados,  carbamatos, piretroides, triazinas
(CICOPLAFEST, 2004; Greene y Pohanish, 2005). En este estudio nos
enfocamos en los plaguicidas organoclorados, dado que el DDT y sus
intermediarios fueron los compuestos detectados en el suelo de la exfdbrica
“Tekchem” y son los contaminantes objetivos del presente estudio.

Los plaguicidas organoclorados son moléculas organicas con atomos de cloro en
su estructura. Su numero Yy la localizacion determinan la toxicidad y persistencia
en el medio ambiente (Castelo-Grande y col., 2010). Los plaguicidas
organoclorados son insecticidas, herbicidas, fungicidas y acaricidas, y se agrupan

en tres categorias de acuerdo con su estructura molecular (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas organoclorados.

Plaguicidas

Ejemplos Estructuras
organoclorados

1, 2-dicloropropano, acido

. ! 0
2,2- dicloropropanoico, cl HeC
oo acido (2)-2,3,5,5,5- ° %J\OH
Alifaticos (Z) chfl\/m cl” ¢l
pentacloro-4-oxopent-2-
enoico, entre otros. , Acido 2,2-
1, 2-dicloropropano dicloropropanoico
Aldrin, dieldrin, endrin, a_f B
Lo clordano, endosulfan, a
Aliciclicos heptacl lind " a e
eptacloro, lindano, entre £ De=o
otros.
Endosulfan
DDT, metoxiclor, OH el
cl cl Cl
pentaclorofenal, S
Aromaticos 2,4 ,5-triclorofenol o N e 0" COOoH
hexaclorobenceno, entre cl cl
otros. Pentaclorofenol 2,45-T
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El DDT fue el plaguicida organoclorado mas utilizado por su bajo costo de
produccion y gran efectividad contra la eliminacién de plagas de cultivos agricolas
y de insectos vectores causantes de diversas enfermedades humanas y de
animales (Castelo-Grande y col., 2010).

El DDT se sintetiz6 por primera vez en 1874 por el aleman Othmar Zeidler. No
obstante, su accién como insecticida fue descubierta por el suizo Paul Herman
Mueller, en 1939, quien recibié el premio Nobel en Fisiologia y Medicina, en 1948
(Greene y Pohanish, 2005). Por lo general, el reactivo grado técnico del DDT era
una mezcla de p,p-DDT (~85%) y de sus isomeros: 0,p’-DDT en una cantidad de
alrededor del 15% y de 0,0’-DDT, en cantidad traza. Generalmente, cuando se
hace alusion al DDT, se trata del p,p-DDT que es el compuesto con actividad
insecticida significativa (Caballero, 2001). La estructura molecular del DDT tiene
una gran estabilidad quimica conferida por dos estructuras aromaticas y una

alifatica cloradas (Figura 1).

cl cl

Figura 1. Estructura quimica del p,p’-DDT.
Numerosos estudios han demostrado que el DDT se transforma por reacciones
guimicas, fotoquimicas o biol6gicas en dos compuestos intermediarios primarios,
conocidos como p,p-DDE(1,1-dicloro-2,2’bis(p-clorofenil)etileno) y p,p-DDD (1,1-
dicloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano) (ATSRD, 2002;). Por una parte, el p,p-DDD

(DDD) se genera cuando el DDT sufre un proceso de deshalogenacion reductiva
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en condiciones anaerobias; el p,p-DDE (DDE) se genera principalmente por
dehidrohalogenacién en condiciones aerobias (ATSRD, 2002).

Ambos compuestos intermediarios se han detectado en matrices ambientales
(suelos, sedimentos, agua y aire) y en matrices biolégicas (sangre, orina, tejidos
grasos, plantas, frutas), como resultado de la transformacion del DDT. Asimismo,
la presencia de los residuos del DDD en el medio ambiente se debe a su uso
comercial como insecticida en el control de plagas agricolas. En cambio, el DDE
no tuvo un uso comercial como insecticida, por lo que la presencia de residuos se
debe esencialmente a la transformacion del DDT (ATSRD, 2002).

La Tabla 2 muestra que los productos principales de degradacion del DDT poseen
caracteristicas  fisicoquimicas similares al compuesto parental. Estas
caracteristicas similares se debe a que durante la trasformacién del DDT a DDD o
DDE se mantiene la estructura aromatica de la molécula, que es la parte que le

confiere gran estabilidad quimica a este tipo de compuestos (Greene y Pohanish,

2005).
Tabla 2. Datos técnicos del DDT y sus principales intermediarios.
Caracteristicas p,p’-DDT p,p’-DDE p,p’-DDD
o PPODT LI Drogtenidicoroe. 2.2dcioosians,
Sinénimos | tileno; 1,1- dicloro- 1,1-dicloro-2,2-bis

clorofenilletano; 5 5 s clorofenil)  (p-clorofenil)

4,4’ DDT etileno etano; TDE
Genitox, Anofex, . .
Nombres comerciales Detoxan, Dicofano, No comercializado DDD’ Rotano;
Dileno, TDE
Clorofenotano
Férmula quimica C14HoCls C14HgCly C14H10Cly
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atq

c . el al a
;. 1l
Estructura quimica
cl Cl Cl Cl ci cl

Peso molecular 354.49 318.03 320.05
Color _polvo planco, blanco Polv_o blanco,
cristales incoloros cristales
Estado fisico solido solido cristalino solido
Punto de fusion 108-109 °C(p,p"), 88.4-90°C 109- 1 10°C
Punto de ebullicion 260°C NR 193°C a 1 mmHg
Densidad 0.98-0.99 g/cm® NR 1.385 g /m®
Solubilidad en Insoluble 0.12 mg/L Insoluble

agua a 24°C (max. 0.0034 mg/L) (max.0.16mg/L)

inodoro, aromatico
ligero

Presion de vapor (torr) 5.5 X 10° a 20°C 6.5 X 10° a 20°C 1.02 X 10° a 30°C

Olor inodoro inodoro

Coef. de adsorcion de

carbono orgéanico- 2.4 X 10° 4.4 X 10° 7.8 X 10°
agua (KOC)

Constante de la 5.13 X 10™ atm- 6.8 X 10° atm- 2.16 X 10® atm-
Ley de Henry m°/mol m*/mol m*/mol

Fuente: ATSRD, 2002. NR. No reportado

Por otra parte, se han reportado alrededor de 10 compuestos generados de la
trasformacion posterior de los compuestos intermediarios primarios (DDD y DDE),
que se presentan en la Tabla 3. Algunos de estos intermediarios se han detectado
en suelos, agua, sedimentos, sangre, orina, leche materna, asi como en érganos
internos de animales y seres humanos (tejidos adiposos, higado, rifiones, entre
otros) (Huckle y Millburn, 1990; ATSRD, 2002). Por ejemplo, dentro del cuerpo

humano, el DDD se transforma con el paso del tiempo en acido bis(p-
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clorofenil)acético (DDA), el cual se elimina del cuerpo humano por medio de la
leche materna y la orina (ATSRD, 2002; Ware y Whitacre, 2004).

Tabla 3. Compuestos intermediarios del DDT.

Acrénimo Nombre

DDD 1,1-dichloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano
DDE 1,1-dichloro-2,2-bis(pp-clorofenil)eteno
DDNS 2,2 bis (p-clorofenil) etano

DDMU 1-chloro-2,2-bis(p-clorofenil)eteno
DDMS 1-chloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano
DDNU 2,2-bis(p-clorofenil)eteno

DDM bis(p-clorofenil)metano

DDA acido bis(p-clorofenil)acético

DBP Diclorobenzofenona

2.1.1. Efectos adversos del DDT en el medio ambiente y Convenio
de Estocolmo

El DDT esta clasificado como un compuesto moderadamente téxico clase II
(valores de toxicidad aguda LDsy de 113 a 800 mg/kg en ratas), el cual puede
causar intoxicaciones agudas y cronicas en los seres humanos (ATSRD, 2002). El
valor de la LDsg es la concentracién de una sustancia que al ser administrada por
cualquier via de ingreso, en un periodo determinado, produce la muerte del 50%
de individuos de una poblacién expuesta, la cual se expresa en peso de la
sustancia por unidad de peso del individuo (miligramos por kilo, mg/kg) (ATSRD,
2002). Cuando el DDT ingresa al organismo, se acumula principalmente, en
tejidos adiposos, sistema nervioso central, ganglios nerviosos y glandulas

suprarrenales (ATSRD, 2002; Ware y Whitacre, 2004). Al ingresar el DDT al
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organismo ejerce su accion neurotoxica y modifica la funcibn normal de los
canales de sodio de la membrana neuronal para generar alteraciones de la
transmision del impulso nervioso, produciendo la pérdida de coordinacién y
afectaciones en el sistema respiratorio hasta causar la muerte (Tordoir y Van
Sittert, 1994). Otros efectos reportados causados por la exposicion al DDT, son
problemas inmunol6gicos, neurolégicos, reproductivos, genotoxicos, de desarrollo
y los carcinogénicos, entre otros. El grado de afectacién de cada individuo
depende de la dosis, la via, el tiempo y la frecuencia de exposicién, entre otros
factores (ATSRD, 2002). La ingesta de alimentos contaminados con DDT es la
principal causa de intoxicacion crénica a nivel mundial, debido a que el DDT se
biomagnifica en la cadena trofica. En cambio, las intoxicaciones agudas por DDT
se presentan por inhalacion y exposicion dérmica directa a este compuesto.

Los compuestos intermediarios primarios del DDT, también, son compuestos
causantes de efectos crénicos e intoxicaciones agudas. En general, la exposicion
cronica al DDE y DDD produce una amplia gama de consecuencias de tipo
metabdlicas, endocrinas, reproductivas y mutagénicas (Hodgson y Levi, 2001;
Repetto, 2009). Actualmente, el DDD y DDE estan clasificados como probables
compuestos carcinogénicos en humanos por la Agencia de Proteccion Ambiental
de EE.UU. (EPA, por sus siglas en inglés) (ATSRD, 2002).

De estos dos compuestos intermediarios, s6lo el DDD mantiene propiedades
toxicas e insecticida similares al DDT. Esto se debe a que los enlaces C-C de la
parte alifatica de la molécula del DDD tienen una forma tridimensional analoga al
DDT (estructura tetraédrica para cada carbono); en cambio, el DDE, al tener un

doble enlace entre sus carbonos, genera una estructura tridimensional distinta al
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DDD y DDT, lo cual causa de la pérdida de su accion insecticida (ATSRD, 2002;
Greene y Pohanish, 2005). No obstante, el doble enlace en la parte alifatica de la
estructura del DDE le confiere una mayor estabilidad quimica que el DDD y DDT:
por lo que, el DDE es mas persistente. Debido a esta caracteristica, la
concentracion de DDE en tejido adiposo puede ser usada como biomarcador de la
exposicion a DDT (ATSRD, 2002). EI DDE se ha identificado como disruptor
enddcrino con capacidad para afectar a la vida reproductiva y los procesos de
desarrollo tanto de humanos como de animales. La mayor causa de estos efectos
cronicos es la persistencia y la bioconcentracion de este compuesto en los
organismos vivos (Tordoir y Van Sittert, 1994; Ware y Whitacre, 2004).

Los numerosos estudios cientificos realizados confirmaron que los plaguicidas
organoclorados constituyen uno de los grupos de compuestos mas peligrosos que
se liberan al medio ambiente, debido a sus caracteristicas de persistencia,
toxicidad, acumulacion y biomagnificacién en la cadena trofica. En 1997, el Foro
Intergubernamental sobre Seguridad Quimica (IFCS, por sus siglas en inglés)
presentd sus recomendaciones para restringir, prohibir, reducir y eliminar el uso de
12 COP al Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA). A
partir de esta iniciativa, el 22 de mayo de 2001, se cre6 el Convenio de Estocolmo,
con el objetivo de proteger la salud humana y el medio ambiente de estos 12
COPs (Romero y col., 2009; UNEP, 2011). El Convenio de Estocolmo entré en
vigor el 17 de mayo de 2004. Hoy en dia, 176 paises han ratificado el convenio,
entre ellos México. En un inicio, el Convenio de Estocolmo incluy6 a 9 plaguicidas
organoclorados y, ademas, otros 3 grupos de contaminantes organicos prioritarios,

conocidos como la docena sucia. En 2009, se afiadieron 5 plaguicidas
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organoclorados mas a la lista de los COPs (UNEP, 2001). En la Tabla 4, se
muestran los 14 plaguicidas organoclorados que actualmente estén listados en el
Convenio de Estocolmo.

Tabla 4. Plaguicidas organoclorados listados en el convenio de Estocolmo.

Plaguicida organoclorado N° de CAS:
Aldrina 309-00-2
Clordano 57-74-9
Dieldrina 60-57-1
Endrina 72-20-8
Heptacloro 76-44-8
Hexaclorobenceno 118-74-1
Mirex 2385-85-5
Toxafeno 8001-35-2
DDT 50-29-3
a-hexaclorociclohexano 319-84-6
-hexaclorociclohexano 319-85-7
Lindano 58-89-9
Pentaclorobenceno 608-93-5
Clordecona 143-50-0

Aunado al Convenio de Estocolmo, existen otros acuerdos y planes de acciones
regionales para reducir y eliminar sustancias designadas como contaminantes
prioritarios para ciertas regiones del mundo. Un ejemplo de estos acuerdos es la
resoluciébn n® 95-05, que establece medidas sobre el manejo adecuado de
sustancias quimicas en América del Norte. Esta resoluciéon se establecio en el
marco del Acuerdo de Cooperacion Ambiental de América del Norte (ACAAN)
entre los gobiernos de Canada, EE.UU. y México (Cortinas, 2003). Dentro de este
instrumento juridico, se logr6 la creaciéon de Planes de Accion Regional de

América del Norte (PARAN) para eliminar el uso del DDT, -clordano,
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hexaclorobenceno, lindano, entre otros compuestos prioritarios para la region

(Cortinas, 2003).

2.1.2. Sitios contaminados en México

El DDT se utilizé por primera vez en nuestro pais en 1945 y tuvo su principal
aplicacion en campafas sanitarias para la erradicacion del paludismo (Caballero,
2001). Su uso extenso durante la década de los afios cincuenta en campafas
sanitarias, asi como en actividades agricolas y ganaderas, propicié que en 1959,
se iniciara la produccion nacional de DDT (L6épez-Carrillo y col., 1996). El
ingrediente activo del DDT se fabricé en dos empresas: Diamond Shamrock de
México y Montrose Mexicana. La razon social de esta ultima se modifico en 3
ocasiones: primero, en Fertilizantes Mexicanos (Fertimex, S.A.); después, en
Velpol S.A. de C.V., y finalmente, en Tekchem, S.A. de C.V. Entre 1971 y 1984,
Fertimex, S.A., Unica paraestatal de su tipo, cubri6 el 73% de la demanda nacional
de DDT (alrededor de 6 000 toneladas/afio). Entre 1980 y 1990, el DDT fue
comercializado por 23 empresas de la pequefia y mediana industria que cubrian el
total de la demanda nacional (Caballero, 2001). La dependencia del DDT fue tal
que México ocupd el sexto lugar mundial en el consumo de este plaguicida entre
1971 y 1993 (L6épez-Carrillo y col., 1996). Para 1994, la produccion y el consumo
de DDT disminuyeron a 1 500 toneladas/afio debido a la crisis econdmica que
atravesaba el pais; finalmente, en 2001, el DDT se dejo de fabricar y comercializar
para cumplir con las medidas establecidas por el Convenio de Estocolmo, ademas
la Secretaria de Salud prohibié el uso del DDT para fines agricolas y restringié su

uso en campafas sanitarias (Caballero, 2001).
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A pesar de estas medidas, estudios recientes (Acosta-Ramirez y col., 2009; INE-
UAM, 2010; Velasco y col., 2014) sobre el monitoreo de plaguicidas, realizados en
diferentes Estados de la Republica Mexicana demuestran que aun existe
presencia de residuos de DDT y sus intermediarios en matrices ambientales y
biolégicas, a pesar de que su uso se prohibid/restringié desde el afio 2001.

Los estudios de monitoreo en suelos reportados en los ultimos 10 afios, revelan
gue los compuestos que se detectan con una mayor frecuencia son DDT, DDE, [3-
HCH y heptacloro (INE-UAM, 2010). Los resultados de los estudios muestran que
los niveles de DDT en zonas agricolas se encuentran por debajo de los limites
maximos permisibles establecidos en la normatividad internacional para suelos
agricolas y urbanos (0.7 ppm, para Canad4a; 1.9 ppm, para EE.UU.) (CCME, 2007;
US-EPA, 2016). Sin embargo, el muestreo de suelos urbanos en comunidades con
problema de salud publica por paludismo del estado de Chiapas mostré
concentraciones de DDT de hasta 15 ppm. Es decir, muy por arriba de los limites
maximos permisibles establecidos por la normatividad internacional (Acosta-
Ramirez y col., 2009; Herrera-Portugal y y col., 2005). Esto indica que, muy
probablemente, el mayor grado de contaminacion por residuos de DDT se
presenta principalmente en las zonas paludicas de México.

En el 2010, se detectaron un total de 563 sitios contaminados en 26 estados de la
Republica Mexicana, de los cuales, solo 45 sitios tienen una probable
contaminacion con plaguicidas (INE-UAM, 2010). De los 45 sitios listados, el 27%
corresponde a tiraderos; el 22%, a bodegas de almacenamiento de plaguicidas; el
16%, a zonas agricolas; el 13%, a predios industriales. Los estados con mayor

namero de sitios contaminados registrados son el Estado de México, Guanajuato,
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Sinaloa y San Luis Potosi (INE-UAM, 2010). No obstante, estos resultados, cabe
sefialar que aun hace falta generar mayor informacién para establecer un
diagndstico nacional sobre la situacion actual de la contaminacion de suelos con

DDT y otros plaguicidas.

La exfabrica de agroquimicos Tekchem, S.A. de C.V., ubicada en Salamanca,
Guanajuato, es uno de los sitios industriales mas contaminados por residuos de
DDT vy otros plaguicidas, a nivel nacional (PNRSC, 2009). De 2001 al 2015, se
realizo el retiro de residuos peligrosos (24 000 toneladas), trabajos de contencion
de la contaminacion y el desmantelamiento de la fabrica (PNRSC, 2009). Sin
embargo, en el predio industrial, aln quedan toneladas de suelos contaminados
con residuos de DDT vy otros plaguicidas que requieren medidas de remediacién
para eliminar o reducir los altos niveles en el sitio (concentraciones de DDT > 20

ppm) (INE-UAM, 2010).

2.2. Comportamiento ambiental del DDT

2.2.1. Procesos de transporte

Una vez que los plaguicidas son esparcidos en las zonas paludicas o agricolas,
éstos se distribuyen en el ecosistema por medio de diversos procesos de
transporte (Gavrilescu, 2005). El transporte ambiental de los plaguicidas involucra
el intercambio de fases (sélido, liquido y gas) dentro de un medio determinado, asi
como su transferencia entre matrices ambientales (aire, suelo, agua, biota)
(Gavrilescu, 2005). Entre los procesos de transporte se encuentran la sorcion, la
volatilizacion, la difusion-arrastre, la erosion, la lixiviacion y la escorrentia (ATSDR,

2002; Gauvrilescu, 2005). No obstante que los procesos de transporte son parte
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importante de la reparticion de los plaguicidas en las diferentes matrices
ambientales, la permanencia y acumulacion del compuesto en un determinado
medio dependen principalmente de las propiedades fisicoquimicas intrinsecas de
los plaguicidas, como la presion de vapor, la solubilidad, la constante de la Ley de
Henry (H), el coeficiente de particion octanol-agua (Kow) Yy el coeficiente de
adsorcion de carbono organico (Ko.) (Gavrilescu, 2005; Seiber, 2001). Por
consiguiente, los procesos de transporte y las propiedades fisicoquimicas son
importantes para conocer el destino ambiental de un plaguicida. El destino
ambiental de un contaminante involucra también los procesos de degradacién, los
cuales se mencionan mas adelante en esta seccion. A continuacion, se describe el

comportamiento del DDT en aire, agua, sedimentos y suelo:

® Aire: EI DDT es un compuesto semivolatil o de volatilidad moderada (presion
de vapor de 5.5 X 10°® torr a 20°C). Durante las campafias de fumigacion, la
presencia del DDT en el aire, se presentaba por las constantes aplicaciones
via aérea del plaguicida; posteriormente, su presencia en el aire se debid a
procesos de transporte como volatilizaciéon y erosion (Xu y col., 2009; Zagury y
col., 2002). La erosion es el proceso de transporte mas importante debido a
gue el DDT se mantiene sorbido en las particulas del suelo. Las corrientes de
aire mueven estas particulas por grandes distancias, hasta que estas son
depositadas nuevamente en otros sitios por precipitacion hiumeda o seca

(ATSDR, 2002).

® Aguay sedimentos: La baja solubilidad del DDT en agua (3.4 yg/L a 25 °C),

indica que este compuesto no se acumula de forma importante en esta matriz
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ambiental. La via de ingreso en los sistemas acuaticos es a través de las
particulas que son lavadas y arrastradas por los escurrimientos pluviales. Por
lo general, los niveles de DDT en este sistema son amortiguados por procesos
de sorcion en sedimentos, plantas y animales acuaticos (Stephenson y col.,
2002). La sorcion del DDT en sedimentos es el principal mecanismo de
amortiguamiento de los cuerpos de agua. Los sedimentos son considerados,
al igual que el suelo, los principales reservorios de DDT. La afinidad del DDT
y, en general, de todos los plaguicidas organoclorados en estas matrices
ambientales, se debe al coeficiente de adsorcion Kq.. Un alto valor de este
coeficiente indica una fuerte sorcidn de los plaguicidas organoclorados en los

suelos y sedimentos. (Stephenson y col., 2002).

® Suelos: EI DDT tiene una fuerte afinidad por los suelos al poseer un valor
de Ko mayor de 100 000 (ATSDR, 2002). La fuerte union del DDT con el suelo
impide que este sea liberado facilmente de dicha matriz. Asimismo, el valor de
la constante de Henry (H) del DDT (5.13x10™* atm-m®mol) indica que este
compuesto no se evapora facilmente del suelo (Bollang y Liu, 1990; Greene y
Pohanish, 2005), ademas debido a la baja solubilidad del DDT en agua
tampoco es facilmente percolado o lavado del suelo (Zagury y col., 2002). Por
estas razones, una cantidad apreciable de DDT se acumula y permanece en el
suelo por un tiempo prolongado (Zagury y col., 2002). La vida media del DDT
en los suelos puede ser de 2 a 15 afios (ATSDR, 2002; Xiaofei y col., 2008; Xu
y col., 2009). El tiempo de permanencia del DDT en los suelos es funcién de

los procesos de transporte y degradacién; ambos procesos definen el destino
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ambiental del DDT en el suelo (Figura 2). Los procesos de transporte implican
la transferencia del contaminante de un medio a otro, mientras que los
procesos de degradacion (abidtico o bidtico) generan un cambio en la
estructura quimica del DDT que puede ser parcial (transformacién) o total

(mineralizacion) (Sudharshan y col., 2012).

otodegradacion

Volatilizacion

Escorrentia

Figura 2. Destino ambiental de los plaguicidas en el suelo (Adaptado de Arnold y Briggs,
1990).

Una vez que el suelo ha sido impactado ocasionalmente por una baja
concentracion de plaguicidas, éste puede ser retenido por el mismo suelo
(proceso de sorcion) o bien disminuir por procesos naturales como son la
fotdlisis, la hidrolisis, la biodegradacion, la volatilidad y/o por el lavado del suelo
debido a la presencia de corrientes de agua en épocas de lluvia. Sin embargo,
cuando existe una contaminacion recurrente, el suelo pierde su propiedad de
amortiguamiento y hace que algunos procesos de atenuacion natural lleguen a
ser poco efectivos para disminuir la concentracion del contaminante y, por

consiguiente, sufre una contaminacion. Esta consecuencia origina, en primera
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instancia, infertilidad del suelo y, posteriormente, afectaciones a la vida silvestre

y humana (Castelo-Grande y col., 2010; Gavrilescu, 2005).

2.2.2. Procesos de degradacion

Los procesos de degradacion de los plaguicidas son de 2 tipos: abiético o bidtico.
Por una parte, los procesos abiéticos incluyen todas aquellas reacciones que no
estan catalizadas enzimaticamente (Sudharshan y col., 2012). Los procesos
abidticos son catalizados, principalmente, por cationes polivalentes, Oxidos e
hidroxidos metélicos y sulfuros metalicos, entre otros (Sayles y col., 1997; Amir y
Lee, 2011; Chiu y Reinhard, 1996). Por el contrario, los procesos bidticos incluyen
todas aquellas reacciones que son catalizadas por enzimas en el interior o en el
exterior de las células (Gavrilescu, 2005). El proceso de biodegradacion de un
plaguicida involucra al metabolismo directo o cometabolismo microbiano. El
metabolismo directo se produce cuando el plaguicida es utilizado como fuente de
carbono y energia por los microorganismos, mientras que el cometabolismo se
presenta cuando el plaguicida se degrada en presencia obligada de una fuente de
carbono y energia alterna. Un cosustrato puede incrementar la poblacién de los
microorganismos e inducir la activacibn de enzimas que participan en la
degradacion de un contaminante. Es decir, cuando dos sustratos son
metabolizados simultaneamente, la degradacion del compuesto que esta presente
a bajas concentraciones (contaminante) se mejora si el crecimiento de la biomasa
con capacidad metabdlica para degradarlo se incrementa por la presencia del otro
sustrato de facil asimilacion (cosustrato); asimismo, un cosustrato puede promover

las transformaciones cometabdlicas que ocurren cuando la enzima de un
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microorganismo que crece a partir de un sustrato “A” reconoce al compuesto “B”
como sustrato (contamiante) y lo transforma (Bollang y Liu, 1990; Gauvrilescu,
2005; Sudharshan y col., 2012). En este sentido, el uso de cosustratos es de gran
importancia para fomentar la biodegradacion de contamiantes recalcitrantes,
como los plaguicidas.

Los procesos bioticos y abidticos involucran una serie de reacciones quimicas y
bioguimicas para llevar a cabo la degradacion parcial o total del DDT (oxidacion,
deshalogenacion, dehidrocloracion, hidrélisis, hidroxilacién y descarboxilacién). De
estas reacciones, al menos 3 son de gran importancia para iniciar el proceso de
degradacion: la oxidacion, la deshalogenacion reductiva (hidrogendlisis) y la

dehidrocloracién (ATSDR, 2002). A continuacion se describen estas reacciones:

®  Oxidacién: La reaccion de oxidacion involucra la generacion y uso de
especies oxidantes. Los principales agentes oxidantes utilizados son el oxigeno

y el ozono. La reaccién de oxidacion ocurre en forma bidtica y abidtica.
Bidtica: La reaccién de oxidacion del DDT se produce cuando el oxigeno
molecular (O,) actia como reactivo y aceptor final de electrones. La etapa
clave es la ruptura del anillo aromatico del DDT, la cual se genera por la
incorporacion de uno o dos atomos de oxigeno por via enzimatica (Foght y

col., 2001).

Abidtico: La oxidacion del DDT por procesos abibticos ocurre mediante el
uso de sistemas avanzados de oxidacion (fotocataliticos, ozonizacion,
plasma, entre otros) o por tratamientos de incineracion a temperatura entre

850 y 1 200 °C (PNUMA, 2004).
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® Deshalogenacion reductiva: La deshalogenacion reductiva es la reacciéon de
degradacion mas importante del DDT en condiciones reductoras. En este
proceso, el DDT se transforma principalmente a DDD en condiciones anéxicas
como son suelos inundados, lodos y sedimentos. La transformacion del DDT a
DDD se produce por la remocién de un atomo de cloro y por la adicidon
simultdnea de un atomo de hidrégeno en la parte alifatica de la molécula
(ATSDR, 2002). Esta reaccion ocurre en forma bidtica y abidtica en presencia
de un donador de electrones (Sudharshan y col., 2012).
Bidtica: La deshalogenacion reductiva del DDT es catalizada por coenzimas
gue contienen metales de transiciéon (FAD, NADH, corrinoides, factor F430) y
por lo general, los microorganismos utilizan un sustrato organico alterno
como fuente de carbono y energia (lactato, glucosa, etanol, entre otros).
Abidtica: Uno de los procesos abidticos de deshalogenacion reductiva mas
estudiados en los ultimos 10 afios es el uso del HCV, como donador de
electrones, el cual se ha utilizado para tratar agua, sedimentos y suelos
contaminados con DDT. En este caso, el HCV actia como un donador de

electrones.

® Dehidrocloracién: La reaccion de dehidrocloraciéon del DDT a DDE se genera
por procesos bidticos o abidticos. La transformacion se produce, principalmente,
en condiciones aerobias y en un menor grado en sistemas anoxicos (Thomas y
col., 2008). La transformacién del DDT a DDE procede por la remocién
simultdnea de un atomo de cloro y un atomo de hidrégeno de la parte alifatica

de la molécula para formar un doble enlace entre los atomos de carbono
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(Thomas y col., 2008). La dehidrocloracion del DDT a DDE se ha registrado,
principalmente, en procesos abioticos de tipo fotoquimicos (Brown y col., 1986;

Chu, 1999).

El avance y la tendencia del desarrollo cientifico y tecnoldgico para eliminar los
residuos de DDT de matrices ambientales se han presentado principalmente en la
aplicacion de tratamientos biolégicos (procesos bidticos), puesto que son
tecnologias ambientalmente méas seguras que las tecnologias térmicas y
fisicoquimicas. En este sentido, numerosos estudios se han enfocado en la
identificacion de microorganismos con capacidades metabdlicas para degradar
DDT (Tabla 5). Entre la phyla de bacterias con la habilidad de degradar DDT en un
rango de degradacion del 15% al 100% se encuentran Proteobacteria, Firmicutes
y Actinobacteria (Mansouri y col.,, 2016). En tanto que las especies como
Chryseobacterium sp. PYR2 (Qu y col., 2015), Alcaligenes eutropha A5 (Nadeau y
col., 1994) y Pseudomonas 4&cidovorans M3GY (Hay y Focht, 1998) han
demostrado tener gran capacidad metabdlica para mineralizar el DDT. Dentro de
las especies de hongos con reportados para degradar DDT se encuentran algunos
hongos micorricicos arbusculares y basidiomicetos como Phanerochaete
chrysosporium, Boletus edulis, Gomphidius viscidus, Gleophyllum trabeum,
Laccaria bicolor, Leccinum scabrum y Phanerochaete cordylines (Bumpus y Aust,
1987; Fernando y col., 1989; Aislabie y col., 1997). La biodegradacion de DDT se
produce a través de diferentes rutas metabdlicas que se presentan en condiciones
aerobias o anaerobias. En la Tabla 5 se enlistan algunos microorganismos

identificados con la capacidad de metabolizar DDT. La mayoria de los
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microorganismos (bacterias y hongos) aislados y caracterizados son aerobios

mientras que los microorganismos anaerobios han sido poco reportados. Los

microorganismos facultativos aislados de sistemas secuenciales o ciclicos

anoxicos/aerobios también han sido reportados, aunque han sido los menos

utilizados para degradar DDX.

Tabla 5. Microorganismos identificados en las ultimas dos décadas con capacidad para
degradar DDT.

Tipo de
metabolismo

Microorganismo identificado

Hongo

Referencia

Aerobio

Bacteria
Ralstonia  eutropha
strain A5

Serratia mercascens
DT-1P

Pseudomonas sp.
Pseudomonas
fluorescens

Flavimonas
oryzihabitans

Pseudomonas putida

Pseudoxanthomonas
Sp. wax

Sphingobacterium sp
D6

Bacillus cereus

Alcaligenes sp
Alcaligenes sp. strain
DG-5

Pseudoxanthomonas
jlangsuensis sp.

Azoarcus sp.

Pseudoxanthobacter
liyangensis sp. nov.

Hay y Focht, 2000

Bidlan y col., 2002

Kamanavalli y
Ninnekar, 2004

Santacruz y col.,
2005

Barragan-Huerta y
col., 2007

Barragan-Huerta y
col., 2007; Gautam
y Suresh, 2009

Wang y col., 2010

Fangy col., 2010

Mwangi y col,
2010

Xie y col., 2011
Gaoycol., 2011

Wang y col., 2011

Ortiz y col., 2013

Liuy col., 2014
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Rhodococcus sp.
strain IITRO3

Novosphingobium

Bajaj y col., 2014

arabidopsis sp. nov. Liny col., 2014
Aerobio Chryseobacterium
Cont. sp.PYRS Quy col,, 2015
Stenotrophomonas
sp. DDT-1 Pany col., 2016
Ochrobactrum
sp. DDT-2 Pany col., 2017
Fusarium solani Mitra 'y col., 2001
Purnomo y col,
Pleurotus ostreatus 2010
Phanerochaete Thomas y Gonhil,
chrysosporium 2011
Phlebia brevispora .
TMIC34596 Xiao y col., 2011
Trametes versicolor ~ Sariy col., 2013
Eubacterium limosum Yimy col., 2008
Shewanella .
decolorationis S12 Liy col., 2010
Anaerobio
Clostridium sp. Bao y col., 2012
Aeromonas
hydrophila HSO1 Caoy col. 2012
Facultativo Alcaligenes Ahuja y Kumar,

denitrificans ITRC-4

2003

El conocimiento del metabolismo (aerobio y anaerobio) de los microorganismos es

de gran utilidad para saber qué tipo de ruta metabdlica llevan a cabo para

degradar los contaminantes y de esta forma establecer las mejores condiciones

del tratamiento biolégico. A continuacion se presentan las rutas metabdlicas

aerobia y anaerobia de degradacion del DDT y las reacciones de oxidacion,

deshalogenacion, dehidrocloracion, hidrdlisis, hidroxilacién y descarboxilacion que

se producen en cada ruta metabdlica.
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2.2.2.1. Ruta metabdlica de degradacion aerobia

En la ruta metabdlica de degradacion del DDT en condiciones aerobias se ha
reportado la formacion de DDE por dehidrocloracién y la de compuestos tipo
catecol por ruptura molecular del anillo aromético via posicion orto o meta. Las
principales reacciones de degradacion que se llevan a cabo en esta ruta
metabodlica son la oxidacion, la hidroxilacion y la descarboxilacion (UM-BBD,
2016). La ruptura del anillo aromatico por la reaccion de oxidacion es el primer
paso para llevar a cabo la degradacion del DDT y fue descrito por Nadeau y col.
(1994). Estos autores atribuyeron la ruptura del anillo aromatico a la actividad de
las oxigenasas. Posteriormente, Hay y Focht (1998) demostraron que el DDE se
degrada de forma similar al DDT, al sufrir la ruptura del anillo aromético por la
insercién del oxigeno. Estos trabajos dieron la pauta para la construccion de la
ruta metabolica de degradacion del DDT en condiciones aerobias (Figura 3).

La ruta de degradacion aerobia muestra que el DDT puede ser degradado
inicialmente a compuestos del tipo catecol por ruptura del anillo aromatico via
oxidacion enzimatica (Paso Al) hasta formar como producto final el 4-
clorobenzoato. Ademas, la ruta propuesta muestra que el DDT, también, puede
transformarse a DDE por dehidrohalogenacién (Paso A2). Posteriormente, el DDE
se transforma a DDMU por deshalogenacién o puede ser transformado en 2-(4-
clorofenil)-3,3-dicloropropenoato via oxidacién de uno de los anillos arométicos. El
2-(4-clorofenil)-3,3-dicloropropenoato se transforma a 4-cloroacetofenona (paso B)
y/o a 4-clorofenilacetato (Paso D). La transformacion del 4-cloroacetofenona a 4-

clorobenzaldehido se produce por descarboxilacion del grupo metilo (paso C).
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Finalmente, se produce la formacion del 4-clorobenzoato por deshidorgenacion del

4-clorobenzaldehido (Figura 3).
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Figura 3. Ruta de degradacion aerobia del DDT. Fuente: University of Minnesota
Biocatalysis/Biodegradation Database (UM-BBD, 2016).
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2.2.2.2. Ruta metabdlica de degradacion anaerobia

Entre las principales reacciones que se mencionan en esta ruta de degradacion se
encuentran la deshalogenacion reductiva, la dehidrohalogenacion, la hidrdlisis y la
descarboxilacion (UM-BBD, 2016). La ruta de degradacion anaerobia (Figura 4)
muestra que el DDT se transforma a DDD (Paso Al) mediante una reaccion de
deshalogenacion reductiva en la parte alifatica de su estructura. En esta reaccion,
un atomo de cloro es reemplazado por un atomo de hidrégeno y dos electrones
(hidrogendlisis) (Holliger y Schumacher, 1994; Smidt y de Vos, 2004). Una vez
formado el DDD, este se degrada a DDMU por dehidrocloracion y, posteriormente,
a DDMS via dehidrogenacion. El DDMS generado es a su vez transformado a
DDNU por dehidrohalogenacion y a DDOH via deshalogenacion e hidrélisis. El
DDNU es hidrolizado hasta DDOH. El DDOH generado es subsecuentemente
convertido en DBP por descarboxilacion y oxidacion (producto final) y a DDA por
oxidacion (producto intermediario). EI DDA es transformado a DDM via
descarboxilacion. Finalmente, el DDM es degradado via oxidacién de uno de sus
anillos aroméaticos a 4 clorofenilacetato (producto final).

La ruta metabdlica de degradacion anaerobia, muestra también que el DDT puede
ser transformado a DDE por dehidrohalogenacion (Paso A2), el cual se muestra
en esta ruta como un producto final (Figura 4). Quensen y col. (1998) fueron los
primeros en indicar que la transformacion del DDE a DDMU es posible en
condiciones anoxicas por deshalogenacion reductiva. Estos autores sefialaron que
una vez formado el DDMU, este sigue la misma ruta de degradacion propuesta en
la Base de datos de Biocatalisis/Biodegradacion de la Universidad de Minesota

(UM-BBD, 2016) (Figura 4).
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3. ESTADO DEL ARTE
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3. ESTADO DEL ARTE DE LA REMEDIACION DE SUELOS

CONTAMINADOS CON DDT

En las udltimas dos décadas se han evaluado diversos tratamientos de remediacion

de suelos contaminados con DDT a nivel laboratorio, piloto e industrial (Tabla 6).

Estos tratamientos se agrupan en tres categorias: i) biolégicos; ii) fisicoquimicos y

iii) térmicos. Entre las técnicas de tratamiento mas utilizadas para degradar DDT

destacan las fisicoquimicas y las bioldgicas (Tabla 6). Estas tecnologias se han

utilizado también de forma secuencial (tren de tratamiento) para eliminar los

plaguicidas del suelo de una forma mas efectiva (US-EPA, 2005).

Tabla 6. Estrategias de remediacion de suelos contaminados con DDT.

Tipo de Tratamiento

Tecnologia Térmico Fisico- Biolégico
quimico
A. Escala industrial
1. Biorremediacion DARAMEND®. v
2. Reduccién quimica en fase gaseosa. v
3. Desorcion térmica in situ. v
4. Deshalogenacion mecano-quimica. v
B. Escala Piloto.
1. Biorremediacion de suelos in situ. v
2. Fitorremediacion. v
3. Tecnologia electron-solvated. v
4. Deshalogenacion por alta temperatura (TDR-3R™). v
5. Oxidacion electroquimica (AEA Silver [I™). v
C. Escala Laboratorio.
1. Degradacion fotocatalitica y Fe (l11). v
2. Reaccion de Fenton/Biorremediacion. v v
3. Bioestimulacion v
5. Tratamiento con hierro HCV (Iron Zero Valent)
6. Mecanismo de fotodeshalogenacién para DDT en
sistema UV/surfactante.
7. Desorcion de DDT mediante lavado de suelo con v

surfactantes y cosolventes.

Fuente: McDowall y col., 2004; PNUMA, 2004; US-EPA, 2005.
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La biorremediacién es una técnica que utiliza las actividades metabdlicas de
ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) para degradar los contaminantes.
La biorremediacibn ha generado gran expectativa para remediar suelos
contaminados con plaguicidas. En los ultimos 20 afios, se ha creado un avance
importante en el campo del desarrollo cientifico y tecnolégico de la
biorremediacion. Hoy en dia, se tiene una mayor informacion sobre las especies
microbianas con capacidades catabdlicas para degradar plaguicidas, las rutas
metabdlicas de degradacion y las condiciones 6ptimas de tratamiento.

Los bajos costos de los tratamientos biolégicos (50-100 USD/m?), aunado a la
conservacion de las propiedades y caracteristicas de los suelos biorremediados,
son unas de las principales ventajas que se tienen sobre algunos procesos
fisicoquimicos (Volke y Velasco, 2003). La principal desventaja de los tratamientos
biolégicos es su aplicacion que se ve limitada por los niveles inhibitorios en que se
encuentran los contaminantes a tratar. Es decir, la afectaciéon parcial o total de la
actividad biolégica de los microorganismos por la concentracién del contaminante
(US-EPA, 2005, Gavrilescu, 2005; Verma y col.,, 2014). Ademas, de que la
optimizacibn de los tratamientos biolégicos para cada sitio contaminado
representa un reto Unico, dado que los microorganismos deben contar con
condiciones favorables para su crecimiento (temperatura, pH, humedad,
nutrientes, contenido de materia organica y aceptores de electrones) (Gavrilescu,
2005). En cambio, la optimizacién de los procesos fisicoquimicos, por lo regular,
s6lo depende de las propiedades y caracteristicas intrinsecas del suelo (US-EPA,

2005).

50



El desarrollo de tecnologias de remediacion de suelos contaminados con
plaguicidas (Tabla 6) demuestra la constante innovacion de los métodos para
remediar suelos contaminados tanto industriales, como urbanos y agricolas.

A pesar de que se han desarrollado diferentes tratamientos de remediacion de
suelos contaminados con DDT, aun existe, en algunos casos, el desconocimiento
de los mecanismos de degradacion del DDT: principalmente, en el tratamiento de
suelos, debido a que esta matriz ambiental es compleja y diferente en cada sitio.
Es decir, las caracteristicas quimicas, las propiedades fisicas y la ecologia
microbiana de los suelos difieren de un sitio a otro. Pese a estas diferencias, la
degradacion del DDT en suelos se ha logrado por procesos biéticos o abibticos
(Cao y col., 2012; Castelo-Grande y col., 2010; Ghazali y col., 2010; Li y col.,
2010; Vermay col., 2014).

A continuacion, se presenta el estado del arte de tres tecnologias de remediacion
de suelos consideradas relevantes para sustentar, argumentar, justificar y
desarrollar el presente trabajo de investigacién. Las tecnologias de remediacién
descritas en este apartado son la deshalogenacion reductiva por HCV (seccion
3.1), deshalogenacion reductiva inducida por bacterias reductoras de hierro
(seccion 3.2) y bioestimulacion (seccion 3.3). Para finalizar en la seccion 3.4 se
muestra la estrategia de remediacion planteada para el suelo contaminado del sitio

“Tekchem”.

3.1. Degradacion por hierro cero valente

Numerosos estudios (Amir y Lee, 2011; Chiu y Reinhard, 1996; Sayles y col.,

1997; You y col., 1996) han reportado la utilizacion de agentes reductores para
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favorecer el proceso de deshalogenacién reductiva en condiciones anaerobias:
entre ellos destaca el uso del HCV. El HCV se ha reportado como un excelente
donador de electrones y tiene la capacidad de reducir un amplio nimero de
compuestos clorados como tetracloruro de carbono, tricloroetano, tricloroetileno,
pentaclorofenol y percloroetileno, entre otros) (Junyapoon, 2005; Saha y Sinha,
2015). Adémas, se ha utilizado para tratar diversos plaguicidas organoclorados
(DDT, Aloclor, metolaclor, atrazina, cloropirifus) en agua, suelos y sedimentos. La
ventaja del uso del HCV sobre otros tratamientos fisicoquimicos reside,
principalmente, en su alta efectividad y su bajo costo de implementacion. Este
tratamiento produce un bajo impacto ambiental debido a que el proceso genera
oxihidroxidos de hierro (lll), que tienen una baja solubilidad en agua (El-Temsah y
col., 2016; Han y col., 2016; Junyapoon, 2005).

La deshalogenacion reductiva por el hierro cero valente involucra la corrosion del
metal para que este funcione como donador de electrones. Se han reportado 3
posibles mecanismos de deshalogenacién reductiva (Figura 5) (Matheson y

Tratnyek, 1994).

Fe® «

RX +H" 2vi Fe®*
2+
ZVi Fe Zvi .
Fe?* RH +Cl
. H,O0 RX
RX +H H.O €
e 2 -
é > OH +H, RH +Cl
RH +CI’ )
»OH +H, Catalizador
A) B) Q)

Figura 5. Mecanismo de deshalogenacion por oxidacion del hierro cero valente.
Deshalogenacion primaria (A), secundaria (B) e indirecta (C).
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1. Deshalogenacion primaria: Este mecanismo muestra que la reaccion de
deshalogenacion de los plaguicidas se produce directamente sobre la superficie
del HCV. En este caso, se genera la oxidacion del Fe(0) a Fe (1) y la liberacion
de 2 electrones que producen la deshalogenacion reductiva de los plaguicidas
en presencia de un proton (H) (Figura 5a). Ademas, el Fe(ll) liberado de la
superficie del HCV reacciona con OH’ para producir Fe(OH),. En presencia de

oxigeno, el Fe(OH), se oxida a compuestos de hierro (Ill) poco solubles.

2. Deshalogenacion secundaria: este mecanismo indica que la reaccion de
deshalogenacion se produce por la oxidacién del Fe(ll) soluble. ElI Fe(ll) es
liberado de la superficie del HCV, cuando este es oxidado por una molécula de
agua en medio &cido (Figura 5b). En este caso, la deshalogenacion reductiva
del plaguicida se produce por el acoplamiento de la oxidacién del Fe(ll) a Fe(lll).
El Fe(lll) generado puede a su vez precipitar como oxihidréxidos de hierro (Ill) a

pH mayores de 7 en condiciones ambientales.

3. Deshalogenacién indirecta: este mecanismo indica que la reaccion de
deshalogenacion se genera independientemente de la oxidacion del HCV o del
Fe(Il). En este caso, la deshalogenacion del plaguicida depende de la
produccién de hidrégeno, formado por la corrosion del hierro con el agua, y de
la presencia de un catalizador (zinc, platino, paladio, entre otros) (Figura 5c). El
hidrogeno adsorbido en la superficie del catalizador, produce la reaccion de
hidrogenacion catalitica del plaguicida.

Los productos de oxidacion del HCV son principalmente oxihidroxidos de hierro

(1) (gohetita, lepidocrocita y magnetita). En condiciones atmosféricas, estos
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productos tienden a precipitar y acumularse en los suelos o en los sedimentos
en forma inocua, debido a su baja solubilidad y reactividad (Furukawa y col.,

2002; Gunawardanay col., 2011; Keum y col., 2004).

Para el caso especifico del DDT (Tabla 7), diversos estudios (Gautam y Suresh,
2006; Ghazali y col., 2010; Ukisu, 2008; Yang y col., 2010) han demostrado que la
deshalogenacion reductiva por efecto de la oxidacion de HCV genera
principalmente una transformacion parcial del DDT, independientemente del
mecanismo de deshalogenacion que se lleve a cabo (primaria, secundaria o
indirecta). La degradacion completa de DDT so6lo se ha reportado en sistemas
bimetalicos (paladio/magnesio, niquel/aluminio) (Engelmann y col., 2001; Gautam

y Suresh, 2006; Ukisu, 2008).

Los estudios mostrados en la Tabla 7, indican que el DDT se transforma
principalmente en DDD durante el proceso de deshalogenacion reductiva con
HCV, aunque también se ha reportado la presencia de otros productos
intermediarios como DDMU, DDNS, DDOH, DBH, DBP y DPE (Foght y col., 2001;
Purnomo y col., 2011; Sayles y col., 1997). El HCV se ha utilizado en tamafios de
microparticulas y nanoparticulas para tratar matrices ambientales (agua, suelos y
sedimentos). En los ultimos afios, el uso de nanoparticulas de HCV se ha
acrecentado, debido a que este tamafio de particula favorece el proceso de
deshalogenacion reductiva del DDT por tener una mayor superficie de contacto. La
cantidad de HCV empleada en estudios de suelos contaminados es del 2 al 20%
(peso/peso), mientras que los tiempos de tratamiento reportados son de 2 a 40

dias (Cao y col., 2010; Ghazali y col., 2010; Yang y col, 2010).
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Tabla 7. Estudios de degradacion de DDT con HCV y sistemas bimetélicos.

Sistema Matriz Producto de .
. . Referencia
metalico evaluada degradacion
: 0 DDD, DDMU y
Micro Fe Agua DDOH Sayles y col., 1997
, 0 Satapanajaru y col.,
Micro Fe Suelos DDD 2006
Micro Fe° Sedimentos DDD Eggen y Majcherczyk,
2006
Micro Fe° Suelos DDD? Yao y col., 2006
Micro Fe° Agua NI Boussahel y col., 2007
Micro Fe° Suelos DDD Yang y col, 2010
Micro Fe° Suelos NI Congy col., 2010
Micro Fe° Suelos DDD? Ghazali y col., 2010
; 0 DDD, DDMS y
Micro y nano Fe Agua DDNS Kang y col., 2016
Nano Fe® Agua DPE (difenil etano) Poursaberiy col., 2014
Nano Fe® Suelos DDD Singh y Bose , 2015
Nano Fe° Suelos DDE y DDD El-Temsah y col., 2016
Nano Fe® Suelos DDD? Han y col., 2016
Mg°-Pd Agua-acetona Degradacion Engelmann y col.,2001
completa
Mg®-Zn, Mg®-Ni Agua-acetona DDNS Gautam y Suresh, 2006

a. Acumulacion inicial de DDD con posterior degradacion a otros compuestos no especificados;
NI. No identificado

3.2. Degradacion por desasimilacion de hierro (ll1)

Estudio recientes (Tabla 8) han demostrado que la reduccion del Fe(lll) a Fe(ll)
por bacterias reductoras de hierro (BRH) induce un proceso abidtico de

deshalogenacion reductiva del DDT (Figura 6). La desasimilacion de oxidos de
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hierro (lll), generada por la actividad de BRH, es un ejemplo clasico de lo que se
conoce como respiracion anaerobia y ha sido ampliamente documentada (Lovley,
1997; Lovley y col., 2004). Las BRH utilizan los compuestos de Fe(lll) como
aceptores de electrones en condiciones anoxicas, lo que origina la reduccién del
Fe(lll) a Fe(ll). Entre las BRH mas estudiadas se encuentran las Geobacter,
Aeromonas hydrophila, Shewanella putrefaciens, Desulfuromonas y Pyrobaculum

(Lovley, 1997; Lovley y col., 2004).

Tabla 8. Estudios de degradacion de DDT por desasimilacion de hierro (lll).

Donador/aceptor de Bacteria reductora Matriz Productos de .
. - Referencia
electrones de hierro evaluada degradacion
Lactato de sodio / Shewanella DDD, DDMS y _
goethita (a-FeOOH) decolorationis S12 Agua DBP Li'y col., 2010
Glucosa / Hierro (lll) en Aeromonas DDD, DDMS,
solucion hydrophila HS01 Agua DDNS vy Cao y col., 2012
DDOH
Sedimentibacter,
Lactato, glucosa / . DDD,DDMSy  Cheny col.,
Minerales de hierro del Clostridium y Suelo DEP 2012
suelo Desulfuromonas
Lactato de sodio / Shewanella DDD, DDE y .
goethita (a-FeOOH) putrefaciens 200 Agua DDMU Jiny col., 2015
Ac Léctico, Ac ; ;
e ' ) Microorganismos DDD, DDE y .
5 I L I, 201
propiodnico / goethita naturales del suelo Suelo DDMU iuy col., 2016

(a-FeOOH)

El primer estudio donde se reportd el mecanismo de degradacién del DDT por
BRH fue el realizado por Li y col. (2010) (Figura 6). Este mecanismo demuestra
gue la deshalogenacion reductiva del DDT se produce de forma abiotica inducida
por la formacion biogénica de Fe(ll). En donde, el DDT sufre una reaccion redox
con Fe(ll) (donador de electrones). EI DDT se transforma en primera instancia a

DDD vy, posteriormente, a DDMS, DDOH y DBP (Li y col., 2010; Cao y col., 2012).
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En estos casos, la deshalogenacién reductiva del DDT es un proceso abidtico,
debido a que el DDT no es en realidad un aceptor terminal de electrones en una
via bioenergética. El estudio realizado por Li y col. (2010) se efectu6 en fase

acuosa empleando 6xido de hierro (l11).

- - ™

(CH,0), Oxido ]
_—" deFe(m) DDD +Cl
R
~_ )
CO, + H,0 Oxido
B de Fe(ll) DDT

\— _/
Proceso abiotico

Figura 6. Mecanismo de degradacién de DDT inducido por la desasimilacion del hierro
(111), propuesto por Liy col. (2010).

En el estudio realizado por Li y col. (2010), se sefiala que los 6xidos de hierro (lll),
actian como aceptores de electrones en la respiracion anaerobia de las BRH y
como mediador de electrones. En este ultimo punto, estos autores mencionan que
los 6xidos de hierro (lll) pueden actuar como catalizadores, cuando sobre su
superficie existe un incremento de la densidad electrénica por efecto de la sorcién
de metales divalentes (Cu, Mg, Fe, entre otros). Este efecto causa que la
superficie del mineral funcione como un agente mediador de electrones para que
se produzca la deshalogenacion reductiva del DDT.

Estudios posteriores contribuyeron a fundamentar el mecanismo de degradacion
de DDT inducido por desasimilacion del Fe(lll) (Tabla 8). Cao y col., 2012
estudiaron la degradacion del DDT empleando HCV, BRH y antraquinona-2,6-

disulfonato (AQDS). El estudio demostr6é que el empleo de Aeromonas hydrophila
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(BRH) incremento la degradacion de DDT en hasta en un 83% en comparacion
con el 67% al emplear solo HCV. En tanto que en el sistema HCV +BRH + AQDS
se obtuvo la mayor degradacion de DDT (94%). Estos autores mencionan que las
BRH promovieron la remocion de la capa de oxidos de hierro (Ill) en las particulas
de HCV, lo que generd una disminucion de su pasivacion; mientras que la AQDS
incrementd la tasa de reduccion de Fe (lll) a Fe(ll) dando como resultado un
incremento en la transformacion del DDT. Por su parte, Chen y col. (2012)
evaluaron el mecanismo de degradacion del DDT por BRH en dos diferentes
suelos utilizando glucosa y lactato como fuente de carbono y energia y AQDS
como mediador redox. Estos autores observaron que el uso de glucosa y lactato
propicié el aumento de poblaciones de bacterias reductoras de hierro en ambos
suelos, generando un incremento en la tasa de degradacion de DDT. La mayor
degradacion de DDT (99%) se registr6 en el sistema glucosa + AQDS.

Liu y col. (2016) evaluaron la degradacion de DDT en suelos naturales (tipo
acrisoles), empleando goethita (a-FeOOH) como aceptor de electrones y &cidos
grasos como fuente de carbono y energia (donador de electrones). Estos autores
demostraron que el uso de goethita y AGVs como el acido propiénico y acido
lactico, es una estrategia eficiente para mejorar la degradacion de DDT en suelos
de acuerdo al mecanismo reportado por Li y col. (2010) (Figura 6). La mayor

degradacion de DDT (92%) se registré en el sistema &cido propionico + gohetita.

3.3. Degradacion por bioestimulacion

El término "bioestimulacion” implica la modificacion del sistema a remediar con el

objetivo de estimular la actividad de los microorganismos autéctonos. Esto puede
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realizarse mediante la adiciébn de nutrientes, aceptores de electrones, donadores
de electrones u otros compuestos capaces de acelerar la velocidad de
degradacion de los contaminantes.

El objetivo principal de la bioestimulacion es favorecer el crecimiento y la actividad
de microorganismos con capacidades metabdlicas para degradar los
contaminantes objetivo. EI empleo de donadores de electrones (cosustratos
organicos) es una de las técnicas de bioestimulacion mas empleadas para este
propdsito. Diferentes cosustratos organicos con estructuras moleculares
simulares o no al DDT se han evaluado para lograr la su degradacion (Verma y
col.,, 2014). Los cosustratos evaluados se agrupan en dos categorias: i)
compuestos arométicos (difenilmetano, benzhidrol, 4-chlorobenzhydrol, bifenilo, 4-
clorobifenilo, 1-difeniletano, tolueno, entre otros (Alexander, 1981; Nadeau y col.,
1994; Park y col., 2003) y ii) compuestos no arématicos (acetato, lactato, glicerol,
peptona, extracto de levadura, triptona y soya (Aislabie, 1997; Bidlan y col., 2002;
Foght y col., 2001). De los compuestos mencionados, el tolueno y el glicerol han
sido reportados para mejorar la degradaciéon del DDT en suelos contaminados
(Bidlan y col., 2002; Ortiz y col., 2013), por lo que ambos compuestos fueron
seleccionados para ser evaluados en el presente trabajo.

El tolueno en fase gaseosa se ha utilizado como cosustrato para favorecer la
degradacion de tricloroetileno por cometabolismo (McCarty y col., 1998). Dichos
autores fueron los primeros en evaluar la inyeccion de pulsos de tolueno en suelos
contaminados in situ a nivel de campo para degradar tricloroetileno. Por otra parte,
el uso del tolueno como cosustrato para degradar DDT por bioestimulacion en

suelos, solo se ha reportado en un estudio a nivel laboratorio (Ortiz y col., 2013).
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En dicho estudio, desarrollado por el grupo de trabajo de la UAMC, se demostro
que el uso de tolueno en fase gaseosa favorece la degradacion de DDT, DDD y
DDE en condiciones aerobias. El tolueno se adicion6 en forma dosificada (1 pL
cada 7 dias) a los sistemas experimentales que contenian 3g de suelo
contaminado. La cantidad total de tolueno adicionado a los sistemas
experimentales fue de 1.4 a 3.3 mgC/gsuelo- En este estudio se evalud un suelo
contaminado con DDX procedente de una zona paludica de Chiapas.

El glicerol también se ha reportado como un cosustrato adecuado para favorecer
la completa degradacion del DDT en suelos contaminados en condiciones
aerobias al emplear microorganismos aclimatados (Bidlan y col., 2002; Golovleva
y col.,, 1980). Quensen y col. (2001) reportaron la degradacion de DDE en
sedimentos, utilizando glicerol como cosustrato en sistemas experimentales en
condiciones anoxicas. Sin embargo, estos autores no reportaron el mecanismo
degradacion.

No obstante y a pesar de que el tipo de cosustrato a utilizar es de gran importancia
para lograr la degradacién del DDT, existen otras variables que inciden en la
eficiencia del proceso, como son la capacidad metabdlica de los microorganismos,
las condiciones redox, humedad, temperatura y el pH, entre otros factores (Bidlan
y col., 2002; Ortiz y col., 2013). En este sentido, es importante mencionar que la
viabilidad de la técnica de bioestimulacién depende de diversas variables y no
siempre puede ser aplicado con éxito en todos los sitios contaminados. Por esta
razon, el tratamiento de bioestimulacion debe ser evaluado en cada sitio
contaminado. Este método de tratamiento puede realizarse tanto in situ como ex

Situ.
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3.4. Planteamiento de la estrategia de remediacién para el suelo

contaminado del sitio “Tekchem”.

La estrategia de remediacion para el suelo contaminado del sitio “Tekchem” se
planted con base en las experiencias adquiridas por el grupo de trabajo y a la
informacion cientifica actual sobre los avances que se han tenido con estas
tecnologias a nivel internacional. La estrategia seleccionada se dividio en dos
etapas (Figura 7): la primera etapa fue el uso de un tratamiento fisicoquimico con
HCV reportado previamente (INE-UAM, 2013); la segunda etapa fue el uso de un
tratamiento de bioestimulacion de las poblaciones microbianas autoctonas del
suelo. El desarrollo de la segunda etapa del proyecto es la parte donde se enfoco
el presente trabajo de tesis.

En la primera etapa del proyecto, se demostré que el tratamiento con HCV fue
efectivo, principalmente, para transformar el DDT a 2,2 bis(p-clorofenil) etano
(DDNS) (INE-UAM, 2013). Este estudio inici6 con los experimentos a nivel
microcosmos (3g de suelo), con la finalidad de definir los mejores parametros del
tratamiento (pH, cantidad de hierro, relacion de hierro/cobre, relacion suelo/agua y
tiempos de tratamiento). Posteriromente, se evalud el tratamiento a escala de
banco (2 kg de suelo) para determinar la eficiencia de degradacion de DDX a esta
escala y establecer los criterios de escalamiento del proceso (Figura 7). Los
resultados de este tratamiento, dieron la pauta para desarrollar la segunda etapa
del proyecto: la evaluacién de un tratamiento bioldgico (bioestimulacion) para
eliminar los compuestos intermediarios acumulados y el DDT remanente en el
suelo pretratado con HCV. Para este propésito, se planted utilizar diferentes

cosustratos organicos para promover el tratamiento de bioestimulacion. Este
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tratamiento tiene la finalidad de incrementar el crecimiento y la actividad de los
microorganismos autoctonos del suelo para promover la degradacion de los
contaminantes objetivos.

En este sentido, el presente trabajo de investigacion doctoral es parte del
desarrollo integral de una estrategia de remediacion para el sitio “Tekchem”

(Figura 7).

Suelo “Tekchem”
@ 5

Tratamiento fisicoquimico con HCV

Microcosmos Reactor con cinta helicoidal

v Cantidad de HCV ; v Eficiencias  de
v Relacién hierro/cobre ; degradacion de | £qiydio
v" Relacién suelo/agua DDX \. Previo

4 pH \/Determinacién de (INE'UAM, 2013)
v Tiempo de tratamiento los  parametros
v Eficiencias

de escalamiento

» Transformacion parcial del DDT
» Concentraciones remanentes de

Suelo pretratado con HCV ~

4

Tratamiento de bioestimulacion

. Este

. estudio
v efecto de cosustratos
Pruebas a nivel v’ Condiciones aerobias
microcosmos v Condiciones anéxicas
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Figura 7. Estrategia de remediacion para el suelo contaminado del sitio “Tekchem”.
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4. JUSTIFICACION

En México existen sitios contaminados con DDX como consecuencia de la
produccion, almacenamiento, uso y mala disposicion final de estos compuestos.
Uno de estos sitios es la exfabrica de plaguicidas y fertilizantes “Tekchem”. El
analisis de muestras del suelo del sitio ha constatado concentraciones de DDX
mayores a 20 ppm, es decir, niveles que pueden ocasionar problemas de salud
publica y ambiental, de acuerdo con la normatividad internacional, por lo que el
suelo requiere medidas de remediacion.

A pesar de que existen tecnologias de remediacion para suelos contaminados por
plaguicidas, disponibles en el mercado internacional, éstas tienen una baja
posibilidad de implementacién en nuestro pais, dado sus altos costos de inversion
y operacion. Por otra parte, en México, existe un limitado avance cientifico y
tecnoldégico en materia de remediacion de suelos contaminados con DDX.

De acuerdo con lo anterior, es importante contribuir con el desarrollo de estudios
que permitan generar alternativas de tratamientos de remediacion de sitios
contaminados. El interés de este trabajo de tesis es establecer las bases de una
estrategia de remediacion para el sitio contaminado denominado “Tekchem”.

En este sentido, el presente estudio contribuira al conocimiento de los
mecanismos de degradacion de los DDX involucrados, al evaluar el proceso de
bioestimulacién de los microorganismos nativos del suelo en condiciones aerobias
y anoxicas, mediante el uso de un cosustrato. Ademas, se busca demostrar la
importancia de emplear un tratamiento fisicoquimico y biolégico acoplado para

sanear el suelo.
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5. HIPOTESIS

La estimulacion de las capacidades metabdlicas de los microorganismos

autoctonos del suelo, mediante el uso de cosustratos organicos, favorecera la

degradacion del DDT y sus intermediarios en condiciones aerobias y anoxicas.

6. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de diferentes cosustratos organicos sobre la degradacion

del DDT y sus intermediarios en condiciones aerobias y anoxicas, e identificar los

mecanismos de degradacion de los DDX.

Objetivos particulares

>

>

Realizar la caracterizacion fisicoquimica del suelo pretratado con HCV.

Evaluar el efecto de los cosustratos organicos en la degradacion de los DDX

en condiciones aerobias y anodxicas, utilizando el suelo pretratado con HCV.

Determinar la composicion microbiana del suelo, antes y después de los

tratamientos, mediante técnicas de biologia molecular.

Proponer los mecanismos de degradacion de los DDX, en funcion de las

capacidades metabdlicas de los microorganismos autoctonos.

Evaluar los mecanismos de degradacion de los DDX utilizando el suelo

original (sin tratamiento de HCV).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Suelo original

La muestra de suelo, denominada original, fue colectada de la exfabrica de
plaguicidas y fertilizantes “Tekchem”, en 2013. La muestra fue homogenizada y
tamizada a un tamafio de particula menor de 0.42 mm. La muestra de suelo
contenia principalmente DDT, DDD y DDE en concentraciones de 22.5 + 2.1, 3.36
+ 0.3y 3.14 £ 0.4 mg/kg suelo, respectivamente. Entre las principales caracteristicas
fisicoquimicas del suelo, destacan el valor de pH (pH ~4.45), la textura (franco
arenoso), la concentracion de sulfato (13.0 £ 0.8 mg/gsuel0), la concentracion de
hierro (13.2 £ 2.2 mg/gswelo) Y la cantidad de materia organica (0.13%). Otras

caracteristicas del suelo se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracterizacion del suelo.

Valor
Parametro Valor Elemento
(MY/K9 suelo)
CE (dSm™) 1.24 N 14.6
CIC [Cmol(+)Kg™] 16.2 P 161.43
CC (%) 18.6 K 918
Dap (tm™) 1.12 Ca 4366
ARENA (%) 60.9 Mg 491
LIMO (%) 30.7 Zn 2.65
ARCILLA (%) 8.4 Mn 47.62
TEXTURA Franco Arenoso

Resultados del laboratorio central de suelos de la Universidad Auténoma Chapingo.
CE: Conductividad Eléctrica; CIC: Capacidad de intercambio cationico.
CC: Contenido de humedad a capacidad de campo; Dap: Densidad aparente

7.2. Suelo pretratado con hierro cero valente

Se denomina suelo pretratado, al suelo que fue tratado con HCV para disminuir las
concentraciones iniciales de DDT, DDD y DDE. El tratamiento fisicoquimico con
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HCV se realizé a escala de banco en un reactor de 21 L provisto de una cinta
helicoidal horizontal en lamina de acero inoxidable que contenia rondanas de
cobre. El propésito del uso del cobre fue promover la corrosion galvanica del HCV
en el sistema. La prueba se realizd con 2 kg de suelo (tamafio de particula menor
a 0.54 mm), 1.6 L de agua destilada y 10% (p/p) de HCV en polvo (tamafio de
particula de 45um). El tiempo de tratamiento de la prueba fue de 4 dias.
Posteriormente, el suelo fue secado a temperatura ambiente por 8 dias, tamizado
y almacenado. Las concentraciones de los DDX (mg/kg suelo) después del
tratamiento con HCV fueron de 2.9 £ 1.2, para el DDT; 2.1 + 0.4, parael DDE y 1.1

+ 0.3, para el DDD (ver figura Al, anexo A).

7.3. Medio mineral

Como medio mineral (MM) se utilizd un fertilizante comercial (Triple 17®,
Nutrimentos Minerales de Hidalgo, México), con un contenido de 17% nitrégeno
(N), 17% fosforo (P20s) y 17% potasio (K;O). La cantidad utilizada de fertilizante

fue de 0.6 g/L por cada sistema experimental evaluado.

7.4. Sistemas experimentales

Los experimentos de bioestimulacion se realizaron con diferentes cosustratos
aromaticos (difenilmetano y tolueno), no arométicos (glicerol, &cido lactico,
glucosa, etanol) y bagazo de cafia como un material lignocelulésico. El
difenilmetano y tolueno fueron seleccionados para mejorar el crecimiento y
actividad de microorganismos con capacidad metabdlica para degradar
compuestos aromaticos, entre ellos los DDX. El difenilmetano es un compuesto

gue se utiliza de forma frecuente, como cosustrato, para fomentar el
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cometabolismo del DDT, dada su similitud estructural con el compuesto objetivo
(Foght y col., 2001). En tanto, que el tolueno se ha reportado como cosustrato que
puede mejorar el crecimiento y actividad de microorganismos nativos del suelo
que tienen capacidad de metabolizar los DDX (Ortiz y col., 2013).

Los cosustratos no aroméaticos (glicerol, &cido lactico, glucosa, etanol) se
evaluaron para fomentar el posible crecimiento de bacterias reductoras de hierro,
que producen la reduccion del Fe(lll) a Fe(ll) e inducen la deshalogenacion
reductiva abiotica del DDT (Li y col., 2010). La propuesta de evaluar el bagazo de
cafia como cosustrato, en condiciones anoxicas, fue con la finalidad de utilizar un
material que al hidrolizarse y fermentar genera compuestos reducidos (ej. AGVSs)
que pueden servir para favorecer el proceso de bioestimulacion.

Los experimentos de bioestimulacion, aerobios y anéxicos, se realizaron con 3 g
de suelo, con una relacion de suelo/agua 1:1, y con MM (0.6 g/L) en frascos ambar
de 240 mL cerrados herméticamente con véalvulas mininert (Valco Instruments Co.

EE.UU.) que permiten la obtencion de muestras gaseosas (Figura 8).

-

~

Frascos ambar
(240 mL)

Nota: se seleccionaron frascos ambar para evitar

degradacion fotoquimica de los DDX.
\ g a Incubadora /

Figura 8. Sistemas experimentales.
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El pH del suelo se ajusté a un valor de 7 en cada sistema experimental con 40
ML/g suelo de una solucion del 5% de NaOH. Las condiciones de incubacion de
todos los sistemas evaluados fueron de 30°C y 100 rpm. Los sistemas se purgaron
con aire y nitrégeno para llevar a cabo los experimentos en condiciones aerobias y
anoxicas, respectivamente. Los experimentos se desarrollaron durante 20, 30, 40
y 60 dias. En cada tiempo de tratamiento se sacrificaron dos muestras de los
controles (sin cosustrato) y dos muestras de los experimentos con cosustrato para
cuantificar los DDX. Sistemas experimentales adicionales con y sin cosustrato
fueron utilizados para determinar las concentraciones de sulfato, hierro y acidos
grasos volatiles en cada uno de sistemas tratados. Los experimentos se realizaron
por duplicado.

En los sistemas experimentales en condiciones aerobias y andxicas se evaluaron
diferentes cosustratos organicos (difenilmetano, tolueno, glicerol, &cido l4ctico,
glucosa, etanol y bagazo de cafia). Con excepcion del bagazo de cafia (material
no esterilizado), todos los demas cosustratos utilizados fueron grado analitico con
pureza del 99%. El bagazo de cafia se obtuvo del ingenio azucarero Emiliano
Zapata, ubicado en Zacatepec, Morelos. El bagazo utilizado fue previamente
secado y tamizado a un tamafio de particula menor de 4.76 mm (tamiz No. 4).

La adicién de tolueno en los sistemas experimentales se realizé en forma de
pulsos discontinuos de 1 pL (0.270 mgC/gsuelo), adicionados cada 7 dias, durante
60 dias en los tratamientos en condiciones aerobias. La concentracion total de
tolueno adicionado a los 60 dias fue de ~2.4 £ 0.1 mgC/g suelo. Para el caso, de
los experimentos en condiciones anoxicas solo se efectuaron dos adiciones de

tolueno, debido a que en estos sitemas se registré un bajo consumo de este
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sustrato a través del tiempo.

La adicion de difenilmetano, glicerol, acido lactico, glucosa y etanol en los
sistemas experimentales se realizé en una sola dosis al inicio del tratamiento
(tiempo cero). Cada cosustrato se evalud por separado en condiciones aerobias o
anoxicas. La cantidad adicionada de cosustrato fue de 2.5 + 0.1 mgC/g syelo. CON
excepcion del glicerol, todos los deméas compuestos se adicionaron directamente
a los sistemas experimentales. Para el caso del glicerol, este se mezclé con agua
(0.3 mL) y, posteriormente, fue adicionado a los sistemas experimentales
mediante una jeringa. La cantidad de bagazo de cafa utilizado, fue de 2.5, 5y
10% (peso/peso). Es decir, se adicioné 0.075, 0.15 y 0.3 g de bagazo por cada 3
g de suelo, respectivamente. El bagazo solo se evalué en condiciones andxicas
para soportar el crecimiento de bacterias sulfato reductoras.

Se usaron controles experimentales por duplicado para determinar la produccion
endogena de CO: y la degradacion de los DDX atribuida a procesos bioticos o
abibticos generados en el suelo sin el uso de cosustratos. Los controles (sin
cosustrato) se evaluaron en las mismas condiciones que los sistemas con
cosustrato.

La mineralizacion tedrica en los sistemas experimentales se determiné restando
al valor de la produccién total de CO, el valor obtenido de la respiracion
enddgena y considerando una mineralizacion completa los cosustratos.

En la Figura 9 se presenta, en forma de diagrama, los experimentos de
bioestimulacion realizados en este esudio, los cuales fueron divididos en dos
etapas experimentales: A) con el suelo pretratado con HCV y B) con el suelo

original (sin tratamiento con HCV). Los resultados y conclusiones (R&C) de los
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experimentos A y B se muestran en los capitulos 9 y 10, respectivamente.

A) | Suelo pretratado con HCV B) | Suelo original

] R&C I (Capitulo 9) ﬂR&C Il (Capitulo 10)
N

Bioestimulacion

Bioestimulacion
N Glicerol

e s Tolueno
Difenilmetano =
Cantidad de cosustrado Tol ! Bagazo de caiia Control
[~2.5 MgC/g sueto] olueno, Control
Glicerol, B1 \/(Seccién 10.1) B2\/(Seccién 10.2)
Control .
Al \/ A2 Condiciones Condiciones
|(Secci6n 9.1) (Seccién 9.2) anoxicas aerobias
. n=2 n=2
Condiciones Condiciones .
aerobias anéxicas |
A4 |

n=2 n=2
\ / ¥ (Seccién 9.4)
Acido lactico,

Glicerol/Tolueno,

Etanol,
Control Gl
(Seccién 9.3) ucosa y
Bagazo de caiia

Sistema acoplado andxico/aerobio

n=3

Figura 9. Esquema de los experimentos de bioestimulacion establecidos para determinar
las eficiencias y los mecanismos de degradacién de DDX en condiciones aerobias y
anodxicas en el suelo pretratado con hierro (fase experimental A) y en el suelo original
(fase experimental B).

Los experimentos con el suelo pretratado con HCV (A) se dividieron en cuatro
blogues: Los bloques experimentales Al y A2, se realizaron con la finalidad de
determinar los mecanismos de degradacion de los DDX que se originan en
condiciones aerobias y anodxicas, utilizando difenilmetano, tolueno y glicerol como
cosustratos; A3, en este bloque experimental se realiz6 el acoplamiento de los
mecanismos de degradacion propuestos en el bloque Al y A2, mediante un
sistema anoxico/aerobio utilizando glicerol y tolueno, respectivamente. En este
caso, se empled primero glicerol (2.5 £ 0.1 mgC/g suelo) €n condiciones anoxicas

durante 20 dias y, posteriormente, se utilizé tolueno (pulsos de 0.270 mgC/g suelo,
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adicionado cada 7 dias) durante 40 dias en condiciones aerobias. Este
experimento se realizé por triplicado; A4, en este bloque se evalud solamente el
mecanismo anoxico de degradacion de DDX con cosustratos no aromaticos
diferentes al glicerol, tales como &cido lactico, etanol, glucosa, asi como un
material lignocelulésico (bagazo de cafia).

Los experimentos (B), se realizaron para determinar las eficiencias de
degradacion de los DDX que se consiguen, en el suelo original, al fomentar los
mecanismos de degradacion de DDX propuestos en la fase experimental A (suelo
pretratado con HCV). Los experimentos con el suelo original se dividieron en dos
bloques: B1, utilizacion del tolueno en condiciones aerobias; B2, uso del glicerol y
bagazo de cafia en condiciones andxicas. Estos cosustratos y sus condiciones de
tratamiento fueron seleccionados de acuerdo a las eficiencias de degradacion
registradas en la fase experimental A.

Los experimentos de degradacion del DDT, empleando el suelo original, se
realizaron en las mismas condiciones experimentales en las que se evaluo el
tratamiento de bioestimulacion con el suelo pretratado con HCV. Es importante
resaltar que, en el suelo original, no hay presencia de DDNS, dado que este
compuesto fue un subproducto de degradacion generado en el suelo tratado con
HCV.

Es importante mencionar que los experimentos con el suelo original se realizaron
con el proposito de determinar la necesidad de hacer un pretratamiento

fisicoquimico con HCV antes de realizar el proceso de bioestimulacion.
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7.5. Métodos analiticos

7.5.1. Extraccion de DDT y sus intermediarios

La extraccion de los residuos de DDT, DDD, DDE y DDNS del suelo se realizd
por sonicacion de acuerdo con el método 3550C (US-EPA, 2007a). La extraccion
de los DDX del suelo se realiz6 utilizando el contenido total del frasco (3g de
suelo seco) y realizando 3 extracciones con 32 mL de n-hexano-acetona (1:1)
cada una. La cantidad de solvente por muestra de suelo extraida fue de 96 mL.
Los solventes utilizados fueron grado HPLC (Mallinckrodt, EE.UU.). El solvente
de extraccion de cada frasco se recuperd por filtracion a través de un embudo
con sulfato de sodio anhidro para eliminar cualquier resto de humedad y
particulas de suelo. Las muestras se concentraron por rotaevaporacion a 48°C,

hasta obtener un volumen de 1 mL.

7.5.2. Cuantificacién de DDT y sus intermediarios

El andlisis del DDT y sus intermediarios se realizé mediante un cromatografo
gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS) (Agilent Technologies,
GC modelo 6890N y MSD modelo 5975B, EE.UU.) provisto de una columna
capilar 5 MS (Agilent, EE.UU.), de acuerdo con el método US-EPA 8270D (US-
EPA, 2007b). La temperatura del detector e inyector fueron de 250°C y 220 °C.
La temperatura inicial de la columna fue de 90°C, la cual incrementé a 7°C/min
hasta alcanzar la temperatura final de 250 °C. Como gas acarreador se utilizd
helio de ultra alta pureza. El rango de escaneo del espectro de masas fue de 50 a
450 z/m a 70 eV. La identificacion de los compuestos se realizd mediante la

biblioteca NISTO5 del equipo. La cuantificacion del DDT, DDE y DDD se obtuvo
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utilizando una curva de calibracién de 7 puntos (1, 2, 5, 8, 10, 12, 15 ppm). El
estandar comercial utilizado fue el US-112B (UltraScientific, EE.UU.). La curva de
calibracion se realiz6 por duplicado al inicio de cada uno de los bloques
experimentales (ensayos con difenilmetano, tolueno, glicerol, glucosa y bagazo
de cafia). Posteriormente, un punto de la curva de calibracién (10 ppm) se
monitore6 por cada 15 muestras experimentales. La cantidad de muestra
inyectada al equipo GC-MS fue de 1 pL. La inyeccion de las muestras se realizé

utilizando el automuestreador.

7.5.3. Cuantificacion de diéxido de carbono

La cuantificacién de CO, se realiz6 con un cromatégrafo de gases (Gow Mac serie
550, EE.UU.) acoplado a un detector de conductividad térmica (TCD). La columna
utilizada fue la CTR1 (Alltech, EE.UU.). Las condiciones de operacion del equipo
fueron 50°C, para el inyector; 115°C, para el inyector; 40°C, para la columna. Se
utilizé helio como gas acarreador a un flujo de 60 mL/min. El volumen de inyeccién
fue de 100 pL. La inyeccion se realiz6 de forma manual. La produccion de CO,,
generada en los sistemas experimentales, se calculé restando la produccion de

CO, enddgena generada en los controles.

7.5.4. Cuantificacion de tolueno

La cuantificacion de tolueno se realizd6 mediante un cromatografo de gases
equipado con un detector de ionizacion de flama (FID) (Agilent Technologies,
modelo 5890, serie Il, EE.UU.) y una columna HP624 (Agilent, EE.UU.). Los flujos
de helio (gas acarreador), hidrogeno y aire fueron de 25, 40 y 250 mL/min. Las

condiciones de temperaturas del equipo fueron 220°C, para el inyector; 120°C,
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para el horno; 200°C, para el detector. El volumen de inyeccion de la muestra fue

de 200 uL. La inyeccién se realiz6 de forma manual.

7.5.5. Extraccion y cuantificacion de hierro (I1)

La extraccion de Fe (Il) se realizé tomando una alicuota de 0.3 + 0.05 g de suelo
hamedo. La muestra se colectdé en vasos precipitados previamente pesados.
Posteriormente, se adicioné 5 mL de una solucion de HCI 0.5 N y se dej6o en
agitacion continua durante 1 hora. En seguida, se filtr6 el sobrenadante para
realizar la determinacién de la cantidad de Fe (Il) soluble. El peso de la muestra
del suelo seco fue determinado a partir del precipitado para reportar el resultado
en peso seco. La cuantificacion de Fe (Il) se realiz6 mediante el método descrito
por Sorensen (1982). Este método utiliza una solucién de ferrozina (1 g/L) en
acido N-2-Hidroxietilpiperazina-N’-2 etanosulfonico (HEPES, 50 mM). El Fe (Il)
soluble forma un complejo con la ferrozina que genera una coloracion purpura. La
intensidad de la coloracién es directamente proporcional a la concentracién de Fe
(I) y se mide por espectrofotometria. El procedimiento indica que 100 pL de la
solucion problema, previamente filtrada, se adicionan a 3 mL de la solucién de
ferrozina y se mezcla durante 1 minuto en un vortex. Posteriormente, la solucion
se mide a una longitud de onda de 562 nm. Para realizar esta medicién se utilizé

el espectrofotometro UV/VIS, Lambda 2 (Perkin Elmer, EE.UU.).

7.5.6. Extraccion y cuantificacion de sulfato
La extraccion de sulfato se realizé utilizando 2.7 + 0.05 g de suelo seco y 50 mL
de agua destilada a pH 7. La mezcla se dej6 en agitacidon continua durante 1 hora.

Posteriormente, una alicuota de la muestra (10 mL) se filtr6 y se guard6 a 5°C
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para su medicion. La cuantificacion de sulfato se realizd utilizando el método
turbidimétrico reportado por la US-EPA (1986). Este método se basa en la
formacion de cristales de sulfato de bario en un medio &cido. La turbidez que
genera el compuesto se mide por espectrofotometria a una longitud de onda de

420 nm.

7.5.7. Determinacion cualitativa de sulfuro de hidrégeno

La determinacion cualitativa de sulfuro de hidrégeno (H,S) se realiz6 mediante
tubos colorimétricos de deteccién de gases (Gastecs, EE.UU.) y una bomba de
aspiracion para tubos gastec (Gastecs GV-100, EE.UU.). El cambio de coloracién
de blanco a negro del reactivo de empaque del tubo, al aispirar 100 mL de

muestra de gas, mostro la presencia del compuesto en el sistema.

7.5.8. Extraccién y cuantificacion de acidos grasos volatiles

La extraccion de los acidos grasos volatiles (AGVS) se realiz6 utilizando 3 g de
suelo seco (contenido total del frasco) y 10 mL de agua destilada a pH 5. La
mezcla se dejo en agitacion continua durante 1 hora. Después de este tiempo, se
filtr6 una alicuota de 2 mL de la muestra y se guardd a 5°C para su posterior
medicion. La cuantificacion de AGVs se realizd utilizando un cromatégrafo de
gases (Hewlett Packard 5890, Series Il, EE.UU.) equipado con un detector de
ionizacion de flama (FID) y una columna capilar AT-1000. Las temperaturas del
inyector y detector fueron de 130 y 200°C. La temperatura inicial del horno fue de
90°, la cual incrementd a una velocidad de 25°C/min hasta alcanzar una
temperatura final de 200 °C. La inyeccion de las muestras (2 uL) se realizé

utilizando el automuestreador del equipo.
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7.5.9. Caracterizacién mineraldgica del suelo

El andlisis de los minerales del suelo se realizé por difraccion de rayos X (DRX). El
andlisis se llevd a cabo en Instituto de Geologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). El equipo utilizado fue el EMPYREAN (PANalytical,
Holanda). Las condiciones de operacion fueron 45KV de energia de aceleracion,
40 mA de corriente del filamento, radiacion Cu-Ka, y un barrido angular de 26
desde 10° hasta 70°. La identificacion de los minerales se realiz6 utilizando un
software Highscope plus (PANalytical) y la base de datos PDF-2 del Centro
Internacional de Datos de Difraccion (ICDD, por sus siglas en inglés). El analisis
de DRX del suelo original y del suelo tratado con HCV se efectudé utilizando
muestras secas, en tanto que, en el analisis de DRX de la muestra del suelo
tratado con glicerol en condiciones andxicas se utilizaron muestras humedas
previamente centrifugadas, con la finalidad de eliminar las fracciones cristalinas
mas abundantes de la muestra (ej. cuarzo) y, de esta forma medir las fracciones
cristalinas méas pequefias. La muestra del suelo tratado con glicerol en condiciones
anoxicas se conservo en viales purgados con nitrdgeno previo a su analisis para

evitar la oxidacion de la muestra.

7.5.10. Identificacion de microorganismos

La identificacion de los microorganismos se llevd a cabo realizando la extraccion y
cuantificacion del ADN de los suelos control (suelo original y suelo pretratado con
HCV) y de los suelos tratados por bioestimulacién con tolueno y glicerol.
Posteriormente, se realizé la secuenciacion y el analisis del gen 16S rRNA de

cada una de las muestras, asi como su cuantificacion por una reaccion en cadena
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de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR). Los andlisis se efectuaron en el
Centro de Sustentabilidad Ambiental y Remediacion del Instituto Real de
Tecnologia de Melbourne, Australia.

Extraccion y cuantificacion de ADN. El ADN genémico total fue extraido de
0.25 g de las muestras de suelo utilizando un kit de extraccién de ADN (MoBio
Power Soil DNA). La extraccién se realiz0 de acuerdo con el instructivo del
fabricante (MoBio Laboratories Inc, Carlsbad, CA, EE.UU.). EI ADN se extrajo de
las muestras de suelo no tratado con HCV (muestra Al), suelo tratado con HCV
(muestra A2), suelo A2 tratado con tolueno en condiciones aerobias (muestra B) y
suelo A2 tratado con glicerol en condiciones anodxicas (muestra C). El periodo de
crecimiento de las poblaciones a identificar en las muestras tratadas con tolueno y
glicerol (muestra B y C) fue de 40 dias. De cada muestra (Al, A2, By C) se
realizaron tres extracciones de ADN. La concentracion de ADN se cuantifico
mediante el espectrofotometro Qubit® 2,0 (Life Technologies, Carlsbad, CA). La
integridad del ADN extraido fue verificado utilizando un Bioanalizador 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Las concentraciones de ADN de las
muestras de suelo fueron de alrededor de 8 ng/uL.

Secuenciacion y analisis. El gen 16S rDNA fue utilizado para determinar las
categorias taxonémicas de las bacterias. Las extracciones se sometieron a la
preparacion de la biblioteca mediante el uso de lllumina Nextera® XT Index Kit
(llumina, San Diego, CA). Los primers utilizados fueron los recomendados por el
fabricante para analizar la region V3-V4 del gen 16S rDNA. Las muestras se

analizaron mediante la plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA). Las
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secuencias obtenidas se examinaron mediante la aplicacibn 16S metagendmica
de Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) e lllumina Basespace
(Caporaso y col., 2010). En el alineamiento y agrupamiento de las secuencias
registradas se emple6 el algoritmo UCLUST (QIIME) con un valor de corte de
similitud de secuencia del 97%. La base de datos de Greengenes fue utilizada
para identificar las unidades taxonémicas operacionales (OTUs) de una secuencia
representativa de cada grupo. La riqueza de OTUs se determind mediante el
calculo de las curvas de rarefaccién para cada muestra de suelo. EI numero de
lecturas de secuencias resultantes en cada una de las muestras fueron 62 031,
para Al; 520 127, para A2; 612 200, para B; 1 264 130, para C. Los datos del
analisis metagendmico fueron depositados en la base de datos MG-RAST con el
namero de identificacién: 281489, 281490, 281491 y 281492. Las curvas de
rarefaccion alcanzaron un valor constante de 40 000 lecturas de secuencia en las
4 muestras, lo cual dio valores de 1 400 OTUs para las muestras no tratadas y
alrededor de 900 OTUs para las muestras tratadas por bioestimulacién (ver figura
A2, anexo A).

Cuantificacion del gen 16S rDNA. La cuantificacion se realiz6 mediante la
técnica de RT-gPCR. Las reacciones de RT-qPCR (25 pL de volumen) se
realizaron en un Rotor-Gene Q series (Qiagen). Cada reaccidén contenia Kapa
Sybr Fast mastermix (10 pyL, KAPA), RNase-free sterile water (8.2 uL), primers
universales 341F (0.4 uL, 10 pmol pL-1), 518R (0.4 uL) y un molde de DNA (1 uL).
Las condiciones de amplificacion fueron 10 min a 24°C, 15 min a 42 °C, 5 min a 95
°Cy5 min a4 °C (Shahsavari y col., 2013). El nUmero de copias de genes de 16S

rDNA se calculd por la técnica de cuantificacion absoluta utilizando una curva
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estandar. La curva estandar se construyd mediante diluciones en serie (de hasta
10°) de productos purificados por PCR del gen 16S rDNA de Rhodococcus
erythropolis (aislados de un suelo control) (Shahsavari y col., 2013). Los valores
del ciclo umbral (CT, por sus siglas en inglés) de las diluciones en serie se
graficaron contra el logaritmo del numero de copias del gen inicial. EI nimero de
de genes se expresaron como log10 del nimero de copias de gen por g de suelo
seco. Este analisis se realiz6 para determinar la cantidad total de bacterias en los
suelos tratados con cosustratos y en los controles (sin cosustrato), lo cual esta

directamente relacionado con del nimero de copias del gen 16S rDNA.

7.5.11. Analisis estadistico

Se utilizé el programa Kaleida Graph 4.0 para realizar las gréficas reportadas. La
determinaciéon de las diferencias significativas entre los tratamientos se realiz6
por la prueba de t-Student mediante el programa Excel 2010. Este método
estadistico se utilizé para comparar la diferencia entre las medias de dos grupos
de tratamiento. El andlisis de medias entre mas de dos tratamientos se realizd
por medio de la prueba de rangos multiples de Duncan con el uso del programa
estadistico SAS. El nivel de inferencia fue de 5 % para ambos tratamientos

estadisticos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION I.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
Y MICROBIANA DEL SUELO
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8. RESULTADOS Y DISCUSION |. CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA Y MICROBIANA DEL SUELO

En este capitulo se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y
de diversidad microbiana del suelo pretratado con HCV y su comparacion con el
suelo original y de esta manera establecer las caracteristicas que influyen en el

tratamiento de bioestimulacion.

8.1 Caracterizacion fisicoquimica

En la Tabla 10 se muestran las concentraciones del DDT y sus intermediarios, asi
como otros parametros fisicoquimicos importantes del suelo pretratado con HCV.
Los resultados muestran que los valores de DDT y DDE del suelo pretratado con
HCV son mayores a los Limites Maximos Permisibles (LMP) establecidos para
suelos de uso residencial o agricolas en EE.UU. (1.9 mg/kg para DDT, 2.0 mg/kg
para DDE y 2.3 mg/kg para DDD) (US-EPA, 2016); en tanto que el DDD esta por
debajo de este LMP. Para el DDNS, no existe un valor de LMP. El DDNS es un
producto de degradacioén del DDT, que se formé y acumulé en el tratamiento de
HCV. Es decir, este compuesto no existia en el suelo original. Por otra parte, la
cantidad de HCV del 10% (peso/peso) adicionada al suelo original, para realizar el
tratamiento fisicoquimico, incrementd sustancialmente la concentracion de hierro
total en el suelo. El contenido de hierro total del suelo original aument6 de 13.2 +
2.2 mg/g suelo @ 82.4 = 3.1 mg/g suelo despues del tratamiento con HCV. Las
concentraciones de hierro (II) menores a 0.3 mg/g suelo registradas en el suelo
pretratado con HCV (Tabla 10) indican que la mayor parte del hierro se encuentra

como compuestos insolubles de hierro (llI).
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Tabla 10. Caracterizacion del suelo pretratado con HCV.

Parametro Valor Parametro Valor

DDT (> LMP) 2.9 + 1.2 mg/kg Sulfato 13.0 £ 0.8 g/kg
DDE (> LMP) 2.1+ 0.4 mg/kg pH 6.3+£0.2

DDD (< LMP) 1.1 + 0.3 mg/kg Arena 60.9%

DDNS (abundancia)* 52 x 10° Limo 30.7%

Hierro total 82.4 + 3.1 g/kg Arcilla 8.4%

Hierro (11)** 0.25 £ 0.03 mg/g Materia organica 0.18%

Hierro (I1)*** 0.016 £ 0.02 mg/g

*Valor reportado como abundancia debido a que no existe disponible un estdndar comercial de DDNS.
**Concentracion de hierro (Il) extraida con HCI al 0.5N, LMP: Limite maximo permisible.
***Concentracion de herro (Il) extraido en agua destilada.

El andlisis de difraccion de rayos X del suelo original y pretratado con HCV mostro
la presencia de minerales de cuarzo (SiO;), anortita (CaAl,Si,Og) y yeso
(Ca(S0,)2:2H,0). La diferencia mineraldgica principal entre estos suelos fue la
presencia de compuestos de hierro (lll) como goethita (a-FeOOH) y lepidocrocita
(y-FeOOH) en el suelo pretratado con HCV. El difractograma de ambos suelos se
presenta en la Figura 10. El analisis de DRX mostré que en el suelo pretratado con
HCV no existe presencia de minerales que contengan en su estructura una
combinacion de iones férricos y ferrosos como son magnetita, maghemita,
hematitas, acaganeita. Estos resultados indican que la mayor parte del HCV
adicionado al suelo se oxido a hierro (lIl) por el proceso de oxidacion durante la
deshalogenacioén reductiva de los DDX y por la presencia de oxigeno atmosférico
en el reactor, debido a que el tratamiento fisicoquimico se elabor6 en un sistema

abierto. Morgan y Lahav. (2007) sefialan que la formacién de los compuestos de
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hierro (gohetita, magnetita, maghemita y hematita) depende de factores como la
concentracion de hierro, el pH, el oxigeno y la relacién Fe(ll):Fe(lll).

35000 — o

30000 - (a)

Intensidad relativa

Intensidad relativa

10 270 30 40 510 60 70
Posicion [°2 Theta](cobre (Cu))

Figura 10. Resultados del analisis de DRX. a) antes del tratamiento (suelo original) y b)
después del tratamiento con hierro. A: anortita, J: jarosita, Gy: yeso, Q: Quarzo, L:
lepidocrocita, G: goethita.

El analisis de DRX también mostré que el suelo contiene sulfato de calcio (yeso),
gue es muy probablemente la fuente del ion sulfato cuantificado (13.0 + 0.8
a/kg suelo). Por otra parte, los valores de referencia de materia organica para suelos
no volcanicos establecidos en la Norma Oficial Mexicana (valor muy bajo, menor a
0.5%; valor medio, entre 1.6 y 3.5%; valor muy alto, mayor a 6 (NOM-021-
RECNAT-2000) (NOM, 2000)) indican que el suelo tiene una baja carga organica

(Tabla 10). Este déficit de materia organica en el suelo, confirma la necesidad de
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la adicion de un cosustrato organico (fuente de carbono y energia) para fomentar
el crecimiento y la actividad de las poblaciones microbianas autoctonas del suelo.

El pH del suelo original se ajust6 a un valor de pH 7, al inicio del tratamiento con
HCV, con el propdsito de favorecer el crecimiento de bacterias reductoras de
hierro, dada su posible presencia en el suelo. Después del tratamiento con HCV
se registré una disminucion del pH (6.3 = 0.2), lo cual puede ser resultado de la
formacién de oxihidroxidos de hierro (Ill) en suelo. La Figura 11 muestra el cambio
de color que adquirié el suelo original después del tratamiento con HCV. El color
rojizo del suelo tratado con HCV revela la presencia de goethita y lepidocrocita.
Schwertmann y Taylor (1989) sefialan que la goethita es el 6xido de hierro que
mas frecuentemente se detecta en los suelos debido a que es uno de los

compuestos de hierro mas estables y de menor solubilidad.

Figura 11. Color del suelo. (a) antes del tratamiento (suelo original) y (b) después del
tratamiento con HCV.

8.2. Composicion microbiana

Las familias de bacterias identificadas en el suelo original (sin tratamiento de
hierro) fueron Acetobacteraceae (22.9%), Acidobacteriaceae (10.4%),

Mycobacteriaceae (10.1%), entre otros grupos menos abundantes (Figura 12).
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(a) Peptostreptococcaceae (3.55%) (b)

Paenibacillaceae Sphingomonadaceae (4.10%)
8.19% Otros Clostridiaceae j Otros
28.4% 8.20% /7 2a57%

Pseudonocardiaceae

9.32% AN

Mycobacteriaceae
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Acidobacteriaceae
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10.45%
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No cIasificadoﬂ
10.47%

Figura 12. Familia de bacterias identificadas en el (a) suelo original y (b) después del
tratamiento con HCV.

Es importante sefalar que el andlisis metagendémico mostré otras 171
clasificaciones de familias de bacterias que representan un 28.4%. Solo un 10%
no fueron clasificadas. La abundancia de las Acetobacteraceae (bacterias
acétogenicas) esta asociada con el pH acido (pH 4.45) registrado en el suelo
original. Esto se debe a que la actividad 6ptima de las bacterias del acido acético
se ha reportado a pH acidos y, por lo general, comprenden un grupo de bacilos
gram negativos, moviles y aerobios (Kersters y col., 2006). Después de realizar el
tratamiento con HCV, se registrdé un cambio importante en la composicion
microbiana (Figura 12). En la Figura A4 (Anexo A), se presenta informacion del
phylum y el género de bacterias identificadas.

La familia Acetobacteraceae disminuy6 a 2.4%. La familia predominante, en este
caso, fue Peptococcaceae (59.6%), cuya especie preponderante fue
Desulfosporosinus auripigmenti (27.6%). El procentaje de otras familias bacterias
identificadas se mantuvo en un 24.6%; valor similar al del suelo original. La familia

de bacterias anaerobias Peptococcaceae (phylum Firmicutes, clase Clostridia)
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tiene la capacidad de utilizar diferentes aceptores de electrones como sulfato, Fe
(Il y nitratos, en condiciones anodxicas, y se ha aislado de forma frecuente en
suelos contaminados con BTEX y con hidrocarburos clorados (Kunapuli y col.,
2010). La presencia de estas bacterias anaerobias en el suelo, después del
tratamiento con HCV, probablemente se debido a la prevalencia de zonas
anoxicas en el suelo tratado, dado que se formo un lodo al mantener una relacion
de 2kg de suelo yl1.6L de agua. Es importante sefalar que el HCV también
reacciona con el oxigend del aire, lo cual muy probablemente, produjé condiciones
anoxicas en el suelo lodoso dentro del sistema. Estas condiciones se mantuvieron
al menos 12 dias (4 dias de tiempo de tratamiento mas 8 dias de secado del lodo
a temperatura ambiente (~20 °C)). Asimismo, cabe sefalar que el pH del suelo
original se ajusto a un valor de pH 7, al inicio del tratamiento con HCV, para
propiciar el crecimiento de BRH en el suelo, el cual contenia un 0.18% de materia

organica.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION 1.

BIOESTIMULACION DEL SUELO
PRETRATADO CON HCV
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9. RESULTADOS Y DISCUSION II. SUELO PRETRATADO

En este capitulo se describen y se discuten los resultados de los experimentos
del suelo pretratado con HCV: principal objetivo de esta tesis.

El capitulo se divide en cuatro secciones. En la seccion 9.1, se muestran los
resultados y la discusion del proceso de bioestimulacion en condiciones aerobias,
en donde, se evalia el efecto del difenilmetano, tolueno y glicerol sobre la
degradacion de los DDX. En la seccion 9.2, se muestran los resultados y la
discusion del proceso de bioestimulacién en condiciones anoxicas, en donde, se
evalia el efecto del tolueno y glicerol sobre la degradacion de los DDX. En
ambas secciones se muestran los resultados del andlisis de biologia molecular y
los mecanismos propuestos de degradacién de los DDX. En la seccién 9.3, se
presenta los resultados del sistema acoplado andxico/aerobio con glicerol y
tolueno, respectivamente. Despues, en la seccion 9.4, se presentan los
resultados del efecto del uso del &cido lactico, etanol, glucosa y bagazo de cafa
como cosustratos para fomentar la actividad de BSR y la degradacion del DDT

por mackinawita (agente abiotico de deshalogenacién reductiva).

9.1. Bioestimulacion en condiciones aerobias

9.1.1. Difenilmetano

A partir del vigésimo dia de tratamiento, se observo que el uso del difenilmetano
como cosustrato favorecio la degradacion de los DDX, en un mayor grado para el
DDNS (Figura 13a). A los 60 dias de tratamiento, los valores de degradacion para
el DDNS, DDE, DDD y DDT fueron de 2.66, 0.82, 1.14 y 1.25 veces mayores que

los porcentajes obtenidos en los controles sin cosustrato (22.0 £ 2.5 para DDNS,
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23.8 + 3.7 para DDE, 25.0 + 3.1 para DDD y 24.1 + 3.4 para DDT). El DDNS fue el
Gnico compuesto que registré una mayor degradacion con respecto a los controles
(p<0.05). Esto se debe muy probablemente muy probablemente porque tiene una
estructura quimica menos estable que el DDT, DDE y DDD.

La degradacion de los DDX registrada en los controles sin cosustrato (Figura 13b)
se explica por posibles procesos abioticos y bibticos, generados en el suelo sin
cosustrato por la presencia de HCV remanente, goethita y/o por la actividad
metabdlica de los microorganismos autoctonos del suelo. Amonette y col. (2000)
indican que la presencia de Fe(ll) adsorbido en geothita favorece Ila
deshalogenacion reductiva abibética de compuestos clorados, por lo que no se

descarta su posible influencia sobre la degradacion de los DDX.

Degradacion (%)
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Figura 13. Porcentajes de degradacion de los DDX a los 20, & 30, 40y 24 60
dias de tratamiento. a) tratamiento con difenilmetano y b) control (sin cosustrato).

La Figura 14 muestra que los microorganismos del suelo tienen la habilidad de
metabolizar el difenilmetano hasta CO,. Inicialmente, se presenté una fase de
aclimataciéon de dos dias. Del tercer al décimo octavo dia, se registr6 una

velocidad méaxima de produccién de CO, de 0.12 mgC/g suelo.dia. Sin embargo,
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esta produccién disminuyd a un valor casi constante después del vigésimo tercer

dia de tratamiento.

)

(mgClg
suelo

2

Produccién de CO
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Figura 14. Produccion de CO,. Control ( 4p) y difeniimetano ( A ). Los datos del
tratamiento con difenilmetano son los corregidos restando el valor de la respiracion
endogena (control sin cosustrato).

La mineralizacion tedrica de difenilmetano registrada a partir del vigésimo tercer
dia de tratamiento fue del 91%. El uso del difenilmetano como fuente de carbono y
energia indica que este compuesto favorecié el crecimiento y la activacion de
poblaciones microbianas del suelo, con capacidad para degradarlo.

Pham y Sylvestre (2013) sefialaron que el difenilmetano y el bifenil siguen una ruta
catabdlica de degradacion similar, iniciada a partir de la ruptura del anillo
aromatico via oxidacién por dioxigenasas. Algunos estudios indican que las
enzimas de la ruta catabdlica del bifenil son muy versatiles y pueden degradar
diferentes compuestos como bifenilos policlorados, 2,6-diclorobifenil, 2,4,4,-
triclorobifenil, DDT, entre otros (L'’Abbée y col., 2011; Pham y Sylvestre, 2013). Por

su parte, L’Abbée y col. (2011) reportaron que bacterias como Pandoraea
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pnomenusa B356 y Burkholderia xenovorans LB400 tienen la capacidad de
metabolizar bifenilos no clorados. Asimismo, también determinaron que solo
algunas bacterias como Pandoraea pnomenusa B356 tienen la capacidad de
utilizar bifenilos clorados y DDT como fuente de carbono y energia. La nula o baja
posibilidad de contar con microorganismos capaces de asimilar directamente los
compuestos recalcitrantes en un suelo contaminado ha propiciado que, en la
mayoria de los estudios de biorremediacion, se utilice la estrategia de
bioestimulacion.

El difenilmetano es un compuesto frecuentemente utilizado para estimular la
degradacion del DDT por la técnica de bioestimulacién, debido a que tiene una
estructura similar al DDT (L’Abbée y col., 2011; Pham y Sylvestre, 2013). Sin
embargo, Ortiz y col. (2013) demostraron que es posible utilizar compuestos
aromaticos de menor peso molecular, como el tolueno, para inducir la degradacién
del DDT. En este estudio, se mostré que la dosificacién del cosustrato a través del
tiempo incrementa la velocidad degradacion de DDT en suelos contaminados. La
diferencia de la presién de vapor entre el tolueno (21.9 mm Hg a 25°C) y el
difenilmetano (0.00821 mm Hg a 25°C) le proporciona una ventaja al tolueno,
porque puede dosificarse mediante pulsos discontinuos en una corriente de aire
para ser suministrado en el suelo o subsuelo de manera controlada (Ortiz y col.,

2003).

9.1.2. Tolueno

La degradacién de los DDX mediante el uso del tolueno como cosustrato se

muestra en la Figura 15. Los resultados demuestran que la adicion de tolueno en
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forma discontinua, durante los 60 dias de tratamiento, favorecié significativamente
(p < 0.05) la degradacién de los DDX en comparacién con los controles. La mayor
degradacion se registré en los compuestos intermediarios en el siguiente orden
DDNS > DDD > DDE; a su vez, el DDT registré la menor degradacion. A los 60
dias de tratamiento, los valores de degradacion para el DDNS, DDE, DDD y DDT
fueron 3.92, 3.15, 2.90 y 2.30 veces mayores que los porcentajes obtenidos en los
controles (22.0 = 2.5, para el DDNS; 25.0 £+ 3.1, para el DDD; 23.8 + 3.7, para el
DDE; 24.1 + 3.4, para el DDT).

Al ser el DDNS el principal compuesto degradado, en el tratamiento con tolueno
(86.3 £ 3.2%) y en el tratamiento con difeniimetano (58.6 £ 2.8%), se confirma que
el DDNS es el compuesto mas factible de degradar por los microorganismos del
suelo. Esto muy propablemente se debe a que el DDNS es el compuesto menos
recalcitrante, por contener una cantidad menor de cloros en su estructura, en
comparacion con el DDT, DDE y DDD.

En los tratamientos realizados con tolueno y difenilmetano no se registré la
formacion y acumulacion de DDE o de acido 4-clorobenzoico. Estos compuestos
se han reportado como productos de degradacién del DDT, por bioestimulacion,
en condiciones aerobias (Foght y col., 2001; Kamanavalli y Ninnekar, 2004). El
resultado del presente estudio es consistente con un trabajo previo (Ortiz y col.,
2013), donde tampoco se registr6 la acumulacion de estos compuestos
intermediarios en el suelo tratado por bioestimulacién. En dicho estudio, se utilizé
al tolueno como cosustrato para tratar un suelo contaminado con DDX, obtenido
de una zona rural de Chiapas. El suelo contenia concentraciones iniciales de 7.46

+ 0.66 mg/kg de DDT, 3.31 £ 0.04 mg/kg de DDD y 0.42 + 0.01 mg/kg de DDE, por
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lo que no requirid de un pretratamiento con HCV. Los porcentajes de degradacion
obtenidos en el estudio mencionado fueron de 56.1, 85.2 y 100 para el DDT, DDD

y DDE, respectivamente (Ortiz y col., 2013).
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Figura 15. Porcentajes de degradacion de los DDX a los E& 20, E5 30, 40y 60
dias de tratamiento. a) tratamiento con tolueno y b) control (sin cosustrato).

La Figura 16 muestra el seguimiento de adicién y consumo de tolueno a través del
tiempo. En la primera adicién de tolueno se registré un bajo consumo durante los
primeros 3 dias. Sin embargo, al quinto dia, el tolueno se agot6. En las
subsecuentes adiciones, el consumo total de tolueno se registré en los primeros 2
dias. En la sexta aplicacion, efectuada al dia 35, el consumo total de tolueno se
registrd en las primeras 8 horas, lo que equivale a una velocidad de consumo de
0.040 mgClgsue0-h. Este hecho indica que las poblaciones microbianas presentes
en el suelo requieren de un periodo de aclimatacion de alrededor de 30 dias para
agotar en cuestion de horas la cantidad de tolueno adicionado, lo que demuestra

un incremento en la poblacion y/o en la actividad enzimatica microbiana.
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El comportamiento del consumo de tolueno a través del tiempo (Figura 16)
demuestra que la dosificacion realizada cada 7 dias mantiene activos a los
microorganismos del suelo. El consumo total de tolueno que se presenta en los
primeros dias, después de cada dosificaciébn, permite mantener al sistema
experimental sin la presencia del cosustrato, de forma discontinua. La ausencia
del cosustrato en el sistema incrementa la posibilidad de que los DDX sean
degradados. Al ser estos compuestos la Unica fuente de carbono y energia con la

que cuentan la poblacion microbiana activa al agotarse el tolueno.
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Figura 16. Registro de la adiciébn y agotamiento de tolueno en condiciones aerobias
durante los 60 dias de tratamiento.

La mayor degradacion de los DDX obtenida en el tratamiento con tolueno (Figura
15a) en comparacién con el tratamiento con difenilmetano (Figura 13a),
posiblemente, se debe a la forma en que el cosustrato fue adicionado al sistema
experimental. McCarty y col. (1998) mencionan que la adicion del tolueno en forma

de pulsos permite se reduzca la competencia entre el cosustrato y el
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contaminante, cuando se produce un proceso cometabdlico. Asimismo, sefialan
que el uso de cosustratos no dosificados puede generar un incremento de los
miembros de la poblacién microbiana nativa, de los cuales muchos de no tienen la
habilidad de degradar el contamiante objetivo. En este sentido, el tolueno
dosificado fue la mejor estrategia de tratamiento, tal como se reportd
anteriormente por Ortiz y col., 2013.

Por otra parte, durante los 60 dias del tratamiento con tolueno, se registré6 una
produccion acumulada de CO,, de 2.1 mgC/g suelo, que corresponde a un 88% de
mineralizacion del cosustrato. Este resultado indica que los microorganismos del
suelo pueden utilizar al tolueno como fuente de carbono y energia (ver Figura 18).
Este hecho incide en el crecimiento y la actividad de poblaciones microbianas, que
inducen una degradacion de los DDX.

Algunos estudios (Nadeau, 1994; Kamanavalli y Ninnekar, 2004; L’Abbée y col.,
2011) han reportado que ciertas bacterias (A. eutrophus A5, Pseudomonas sp, P.
pnomenusa B356 BPDO) pueden iniciar la degradacion del DDT a través de la
ruptura del anillo aromético por bifenil-2,3-dioxigenasas. Nadeau (1994) fue el
primero en reportar la ruta metabodlica de degradacion del DDT, al utilizar bacterias
del género Pseudomonas. La ruta metabdlica inicia con la incorporacion de dos
moléculas de oxigeno al anillo bencénico, lo que provoca la apertura del anillo por
medio de un intermediario dihidroxilado. En este sentido, es probable que la
degradacion de DDX en condiciones aerobias al utilizar tolueno y difenilmetano

esta relacionada con la presencia de bacterias con actividad oxigenasa.
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9.1.3. Glicerol

Los valores de degradacion del DDNS, DDD, DDE y DDT registrados al utilizar
glicerol en condiciones aerobias fueron 1.63, 2.10, 1.63 y 1.60 veces mayor (p <
0.05) que los porcentajes registrados en los controles sin cosustrato (Figura 17).
Sin embargo, las eficiencias de degradacion obtenidas por el efecto del glicerol
fueron significativamente menores (p < 0.05) que los obtenidos en el tratamiento
con tolueno (Figura 15a). Esto indica que el tolueno es un mejor cosustrato que el
glicerol, debido a que mejora la eficiencia de degradacion de los DDX en
condiciones aerobias. Posiblemente, esto se debe a que el tolueno, al ser un
compuesto de estructura aromatica, induce que los microorganismos generen
enzimas capaces de degradar a los DDX por rutas metabdlicas similares a las que

el tolueno es degradado; a diferencia del glicerol, cuya estructura quimica no es

aromatica.
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Figura 17. Porcentajes de degradacién de los DDX a los 20, =5 30, EZ 40y =3 60
dias de tratamiento. a) tratamiento con glicerol y b) control sin cosustrato.

A pesar de que las estructuras quimicas entre el tolueno y el glicerol son muy

diferentes, este Ultimo se ha utilizado con éxito para mejorar la degradacion
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completa del DDT en condiciones aerobias (Golovleva y col.,, 1979; Blidan y
Manonmani, 2002). Blidan y Manonmani, 2002 mencionan que compuestos como
el glicerol, la peptona y el extracto de levadura pueden mejorar el crecimiento de
microorganismos aislados, de suelos contaminados, con capacidad de degradar el
DDT. Estos autores mencionan que esto es posible mediante la aclimatacion de
los microorganismos aislados a incrementos graduales de la concentracion de
DDT en presencia de un cosustrato.

Las menores eficiencias de degradacién de los DDX obtenidas en el presente
estudio al utilizar glicerol en condiciones aerobias; en comparacién con los
estudios donde han reportado la degradacion completa de DDT (Golovleva y col.,
1979; Blidan y Manonmani, 2002), muy probablemente se debe a que en el
presente trabajo se evalud el uso del glicerol como cosustrato utilizando los
microorganismos autoctonos del suelo sin previo aislamiento y aclimatacion.

Entre las bacterias aislada responsables de efectuar la degradacion completa del
DDT, previa aclimatacién, se encuentran la Pseudomonas aeruginosa 640x y
Serratia marcescens DT-1P (Golovleva y col., 1980; Blidan y Manonmani, 2002).
Mal'tseva y Golovleva (1984) reportaron que las enzimas dehidrogenasas son las
encargadas de llevar a cabo la degradacién de los DDX. Estas enzimas generan
cofactores redox que conducen a la deshalogenacion de estos compuestos
recalcitrantes.

En la Figura 18 se muestra la produccion de CO, acumulada, en los tratamientos
control, con glicerol y con tolueno. La produccion de CO, demuestra que el glicerol
fue utilizado como fuente de carbono y energia por los microorganismos del suelo.

La velocidad maxima de produccion (0.195 mgC/gsueio-dia) se registré durante los
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primeros 10 dias. Posteriormente, la concentracion de CO, se mantuvo en un
valor de 2.3 mgC/g suelo, 10 que corresponde a una mineralizacion tedrica del 92%

del glicerol.

)

(mgC/g suelo

2

Produccién de CO

Tiempo (dias)

Figura 18. Produccién de CO,. Control (@), glicerol (@) y tolueno (A). Los datos de los
tratamientos son los corregidos restando el valor del control.

La mineralizacion tedrica del glicerol y del tolueno en condiciones aerobias
demuestra que los microorganismos del suelo tienen diferentes capacidades
metabodlicas para degradar compuestos aromaticos y no ardématicos. La
produccion de CO; (actividad microbiana) registrada en el suelo pretratado con
HCV, al utilizar los diferentes cosustratos evaluados (glicerol, tolueno vy
difenilmetano), demuestra que los microorganismos del suelo no estan inhibidos
por la presencia de una alta concentracion de hierro que tiene el suelo pretratado
con HCV. Esto debe a que el hierro se encuentra de forma insoluble como

compuestos de hierro (l1).
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9.1.4. Composicion microbiana del suelo tratado con tolueno

En este apartado se presenta el resultado del analisis metagenémico del suelo
tratado con tolueno en condiciones aerobias. Este tratamiento fue seleccionado
porque registré la mayor degradacion de los DDX en comparacion con el efecto
del glicerol y difenilmetano. Los resultados del andlisis metagendmico que se
realiz6 después de 40 dias de aclimatacion a la adicion de tolueno mostraron que
el suelo tratado con este cosustrato estimuld el crecimiento de bacterias de las
familias Nocardiaceae (51.8%) y Pseudomonadaceae (13.8%). De esta ultima
familia, los géneros que se identificaron fueron Rhodococcus (52%) vy
Pseudomonas (14%) (Figura 19). En la Figura A4 (Anexo A), se presenta

informacion del phylum y el género de bacterias del suelo tratado con tolueno.

(a) (b)

No clasificados No clasificados
11.25% 13.83%

Otros

23.10% Pseudomonas

13.83% S

Otros

Pseudomonadaceae 21.15%

13.84% N

Nocardiaceae

Rhodococcus
51.81%

51.64%

Figura 19. Familia (a) y género (b) de bacterias identificadas en el suelo tratado con
tolueno en condiciones aerobias.

Diversos estudios (de Carvalho y col., 2007; Karnachuk y col., 2015; Martinkova y
col.,, 2009; Rehfuss y Urban, 2005) han reportado que bacterias del género

Rhodococcus (gram positivas, aerrobias) tienen capacidad para degradar una
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amplia variedad de hidrocarburos aromaticos, asi como compuestos alifaticos y
aromaticos clorados por dioxigenasas y monooxigenasas. En cambio, las
bacterias del género Pseudomonas (gram negativas, aerobias) también se han
reportado como especies de gran versatilidad metabdlica (Ryoo y col., 2000;
Romanenko y col.,, 2005; Shim y col., 2001). Algunas especies como P.
xanthomarina y P. stutzeri tienen enzimas tolueno/o-xileno monooxigenasas
(ToMO) con la capacidad de degradar compuestos clorados como
tetraclroroetileno y pentaclorofenol (Romanenko y col., 2005; Shim y col., 2001).

Lo anterior indica que los géneros de bacterias Rhodococcus y Pseudomonas
identificadas estan relacionadas con la degradacion de tolueno y DDX. Los
resultados sugieren que la produccion de CO, registrada en el tratamiento con
tolueno esté relacionada con la presencia y actividad de enzimas oxigenasas
capaces de inducir la degradacién metabolica del tolueno y de los DDX. La figura
A3 (anexo A) muestra que se presentd un incremento en la cantidad total de
bacterias (nUumero de copias de genes 16S rDNA) en el suelo tratado con tolueno

en comparacion con el suelo sin tratamiento por bioestimulacion.

9.1.5. Propuesta del mecanismo de degradacion de DDX con el uso de

tolueno en condiciones aerobias

Algunos estudios (Kamanavalli y Ninnekar, 2004; Nadeau y col., 1994) han
reportado que la degradacién microbiana del DDT en condiciones aerobias inicia
por la ruptura del anillo aromatico via oxidacion, inducida por enzimas
dioxigenasas. La degradacion del DDT via oxidacién fue demostrada con bacterias

del género Alcaligenes eutrophus A5 (Nadeau y col., 1994) y Pseudomonas sp.
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(Kamanavalli y Ninnekar, 2004). Ambos estudios reportan el acido 4-clorobenzoico
como producto final de la degradacién del DDT, debido a la incapacidad de las
bacterias para mineralizar este compuesto. El paso limitante en la degradacion del
DDT es la ruptura del anillo aromatico. Por tal razén, la mineralizacion del DDT es
probable cuando se supera este paso limitante: esta probabilidad incrementa
cuando se tiene un consorcio de bacterias (Aislabie, 1997).

En el presente estudio no se registré la acumulacion del &cido 4-clorobenzoico, lo
qgue supone que el DDT y sus intermediarios fueron mineralizados. En la Figura 20
se presenta un mecanismo de degradacién de los DDX propuesto, de acuerdo con

los resultados obtenidos en el tratamiento con tolueno en condiciones aerobias.

CH, \

Co,
Ruptura del anillo
DDX :> Oxigenasas |~ - aromatico |- » CO,
(hidroxilacion)

Actividad de bacterias que
metabolizan el tolueno

Rhodococcus sp y
Pseudomonas sp

Figura 20. Mecanismo biético de degradacion de DDX inducida por bioestimulacion.
Mecanismo propuesto de acuerdo con los resultados optenidos con tolueno

En este mecanismo se propone que la degradacion de los DDX se presenta por la
actividad de microorganismos que oxidan tolueno. Los géneros de bacterias

identificados en el suelo tratado con tolueno (Rhodococcus sp. y Pseudomonas
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sp.) han sido ampliamente reportados con la capacidad para degradar compuestos
aromaticos por oxigenasas (Bajaj y col., 2014; Jong-Su y col., 2009; Kaschabek y
col., 2002; Patrauchan y col., 2005; Sudharshan y col., 2012). Los resultados del
andlisis metagendémico sugieren que el tolueno soporté el crecimiento y la
actividad enzimatica de las bacterias identificadas. Esto permite suponer que
estas bacterias son las responsables de llevar a cabo la degradacion de los DDX
en el suelo evaluado.

Por otra parte, es probable que la baja cantidad de hierro soluble en el suelo
tratado produzca un efecto positivo sobre el crecimento de las bacterias
identificadas. El hierro en cantidades traza es un cofactor redox muy importante
para las oxigenasas. Las oxigenasas terminales estan conformadas por al menos
un ndcleo redox [2Fe-2S] tipo “Rieske” y un atomo de hierro no hemo responsable
de la activacién de oxigeno (Leahy y col., 2003; Notomista y col., 2003). De esta
forma, el hierro desempefia un papel muy importante en el acoplamiento y
activacion del oxigeno para llevar a cabo la ruptura del anillo aromatico (Franklin y
col., 1981; Harayama y col., 1992; Leahy y col., 2003; Notomista y col., 2003). El
potencial de o6xido reduccion de Fe(ll)/Fe(lll) hace al hierro extremadamente
versatil cuando es incorporado como centro catalitico o trasportador de electrones.
Esto se debe a que el hierro tiende a cambiar con relativa facilidad de estado de

oxidacion (Harayama y col., 1992; Krewulak y Vogel, 2008).

9.1.6. Conclusiones parciales
Al evaluar el efecto de los cosustratos en condiciones aerobias se observo que el

tolueno incrementd la degradacion de los DDX con respecto al uso de
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difenilmetano y glicerol. Se encontr6 que los compuestos intermediarios (DDNS,
DDD y DDE) tuvieron una mayor degradacion que el DDT. Las bacterias
predominantes identificadas en el suelo tratado con tolueno fueron del género
Rhodococcus sp. y Pseudomonas sp., las cuales se han reportado con capacidad
de degradar compuestos aromdticos por oxigenasas. En este sentido, el
mecanismo de degradacion propuesto sefiala que el tolueno bioestimula los
microorganismos autéctonos con capacidad de metabolizar al tolueno e inducir

una degradacién sobre los DDX.

9.2. Bioestimulacion en condiciones anoxicas
9.2.1. Tolueno

La Figura 21 muestra los porcentajes de las eficiencias de degradacion del

tratamiento con tolueno y el control (sin cosustrato) en condiciones anéxicas.
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Figura 21. Porcentajes de degradacion de los DDX a los 5 20, E5 30, 40y 54 60
dias de tratamiento. a) tratamiento con tolueno y b) control sin cosustrato.

La degradacion del DDNS, DDE, DDD y DDT registrada a los 60 dias de

tratamiento fueron 1.35, 1.60, 1.31 y 1.46 veces mayores (p<0.05) que los
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porcentajes obtenidos en los controles. Esto demuestra, también que el tolueno en
condiciones anoxicas induce la degradacion de los DDX. Sin embargo, estos
valores son significativamente (p<0.05) menores que los alcanzados con este
mismo cosustrato en condiciones aerobias (Figura 15).

La menor degradacion de los DDX registrada en el sistema andxico se atribuye al
bajo consumo de tolueno (0.360 mgC/g suelo) que se registrd durante los 60 dias de
tratamiento. Esta reducciébn en el consumo del tolueno condujo a una baja
producciéon de CO, (Figura 25). La baja cantidad de tolueno metabolizado en el
sistema andxico se debe a que se registré una fase de adaptacion de los
microorganismos del suelo para degradar el tolueno de alrededor de 30 dias.
Posteriormente, el consumo de tolueno se increment6 alcanzando una tasa de
0.012 mgC/g suelo-dia.
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Figura 22. Registro de la adicion y agotamiento de tolueno en condiciones andxicas
durante los 60 dias de tratamiento.

Estos resultados indican que, en condiciones anoxicas, los microorganismos

autoctonos del suelo requieren de una etapa de adaptacion para degradar el
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tolueno. Algunos estudios indican que el periodo de adaptacion de los
microorganismos para metabolizar tolueno en condiciones anoxicas depende de
la presencia y activacion de la enzima bencilsuccinato sintetasa (Beller y col.,
1992; Biegert y col., 1996; Qiao y Marsh, 2005; Riser-Roberts, 1998). Esta enzima
es la responsable de la degradacion del tolueno a través de la insercion del
fumarato al grupo metilo de esta molécula. Posterior a este paso, se forma
benzoyl-CoA, que es un intermediario central de la ruta de degradacioén anaerobia
de compuestos arométicos (Qiao y Marsh, 2005). La bencilsuccinato sintetasa se
ha identificado en bacterias desnitrificantes, reductoras de hierro y sulfato
reductoras (Biegert y col., 1996; Kunapuli y col., 2010; Qiao y Marsh, 2005). Riser-
Roberts (1998) determin6 que el tiempo de degradacién del tolueno en
condiciones anoxicas depende de la energia libre de reaccion generada por el
proceso de respiracion anaerobia (desnitrificacién, desasimilacién de hierro,
desasimilacion de sulfato). Este autor sefiala que los periodos de degradacion del
tolueno pueden ser menores a 20 dias en sistemas desnitrificantes o de
desasimilacion de hierro; entre 20 y 50 dias, para sistemas desasimilacion del
sulfato; hasta de 1 afio en sistemas metanogénicos.

El contenido de hierro y sulfato en el suelo evaluado indica que el sistema andxico
no esta limitado por la presencia de aceptores de electrones. En estos casos, los
microorganismos pueden llevar a cabo el proceso de respiracion anaerobia de
desasimilacion de hierro o de sulfato para producir energia. La adicion del tolueno
incrementa el contenido del donador de electrones, por lo que el sistema tampoco

esta limitado por este componente. Lo anterior indica que los microorganismos
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Degradacion (%)

autoctonos del suelo tienen una capacidad metabdlica intrinseca limitada para

degradar el tolueno y DDX en condiciones andxicas.

El consumo de tolueno y la degradacion de los DDX demuestran que los

microorganismos autoctonos del suelo tienen mayor capacidad metabdlica para

degradar el tolueno y los DDX en condiciones aerobias que en condiciones

anodxicas. Esto confirma que el proceso de degradacion de DDX por

bioestimulacién se produce en mayor grado por la actividad de bacterias aerobias

(Rhodococcus sp. y Pseudomonas sp.) con capacidad enzimatica del tipo

oxigenasas.

9.2.2. Glicerol

A partir del vigésimo dia de tratamiento se registré una eficiencia de degradacion

de DDT de alrededor del 92% en los sistemas evaluados con glicerol en

condiciones anoxicas (Figura 23).
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Figura 23. Porcentajes de degradacion de los DDX a los 620, B3 30, 40y 3 60
dias de tratamiento. a) tratamiento con glicerol y b) control (sin cosustrato). Los valores

negativos del DDD representan su acumulacion en el sistema.
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Las degradaciones registradas del DDT fueron 3.88 veces mayor (p < 0.05) que
los valores obtenidos en los controles sin cosustrato. Al dia 20 y 40 de tratamiento
se registr6 una acumulacion de DDD en el sistema (Figura 23a). Al dia 60 de
tratamiento, los valores de degradacién del DDNS, DDE y DDD fueron 1.82, 1.30 y
0.61 veces mayor que los controles.

Diversos estudios (Biegert y col., 1996; Foght y col., 2001; Li y col., 2010; Mcintyre
y Mills,1974) han reportado la acumulacion de DDD como resultado de la
transformacion de DDT en condiciones anodxicas. Mcintyre y Mills (1974) reportan
que el DDD se produce por la deshalogenacion reductiva del DDT en condiciones
anoxicas. Incluso, sefialan que el DDD es el principal producto de degradacién
detectado en sistemas andxicos como sedimentos o suelos inundados, ricos en
materia organica. La formacion y acumulacion del DDD registrada en el suelo
tratado con glicerol en condiciones andéxicas indica que el DDT sufrié un proceso
de deshalogenacion reductiva. Li y col. (2010) mencionan que, en condiciones
anoxicas, el principal proceso de degradacién del DDT en suelos que contienen
minerales de hierro es la deshalogenacién reductiva abiotica inducida por la
actividad de bacterias reductoras de hierro (BRH) al producir la reduccion del Fe
(1) a Fe (Il). Durante el tratamiento con glicerol en condiciones andxicas se
registraron 3 efectos: la disminucién de la concentracién del sulfato (Figura 24), la
formacién de sulfuro de hierro (reportado como hierro (1)) (Figura 24) y la
produccion de CO, (Figura 25). Las concentraciones de estos parametros
registrados a los 40 dias de tratamiento fueron de alrededor de 54%, 6.6 Mg/Jsuelo
y 1.4 mgC/gsueio, respectivamente. Durante el tratamiento, se observo un cambio

de color del suelo: de rojizo a negro. Este cambio de coloracion se registré a los 8
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dias de tratamiento y se debié a la formaciéon de sulfuro de hierro en el sistema,
generado por la produccion biogénica de sulfuro y la presencia de hierro en el

suelo.

suelo)

IS
B/6w) (1]) 04181y 9P UOIDRIIUBIUOD

Concentracion de sulfato (mg/g

0

6\ T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

olans

(

Tiempo (dias)

Figura 24. Concentracién de sulfato ( []) y concentraciéon de hierro (Il) asociado a la
formacién de mackinawita (@ ).

La Figura 25 muestra el patrén de la produccion de CO; en el sistema con glicerol
en condiciones andéxicas. La maxima tasa de produccién de CO, (0.103 mgC/g
suelo-dia) se registré6 en los primeros 10 dias; posteriormente, la velocidad de
produccion disminuyd. A partir del vigésimo dia se registré una concentracion
constante de CO; de 1.4 mgC/g suelo, que corresponde a una mineralizacion tedrica
del glicerol del 56%. Este resultado indica que el glicerol sirvi6 como fuente de
carbono y energia para soportar el crecimiento y la actividad de BSR en el suelo
tratado en condiciones anoxicas.

La actividad de BSR en el suelo tratado muestra que los microorganismos
autoctonos del suelo utilizan como aceptor de electrones al sulfato, en lugar del

hierro. Este resultado es diferente al reportado por Li y col. (2010), quienes
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reportaron la actividad de BRH en condiciones andxicas. La actividad de las BSR
indica que estas bacterias fueron mas competitivas que otros tipos de
microorganismos anaerobios (BRH, metagenogénicas, entre otras) ante el sustrato

de crecimiento.
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Figura 25. Produccién de CO,. Control ( 4), glicerol, ( @) y tolueno ( A). Los datos de
los tratamientos son los corregidos restando el valor del control.

Es importante sefalar que, durante la disolucion del sulfuro de hierro con HCI al
0.5N se detecto la presencia de sulfuro gaseoso. Ademas de que en todas las
muestras analizadas por cromatografia de masas se identifico cualitativamente
azufre elemental (S°. De hecho, se identific6 monosulfuro de hierro tetragonal

(mackinawita (Fe1+xS)) en el andlisis de difraccion de rayos X (Figura 26).
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Figura 26. Deteccion de mackinawita (MK) por difraccién de rayos X.

Por otra parte, la Figura 27 muestra que en el sistema anoéxico con glicerol hubo
produccion y acumulacion de AGVs. Esto indica que el glicerol se oxida
parcialmente a AGVs (productos intermediarios). El principal AGVs detectado fue
el acido acético (Figura 27). Los AGVs se acumularon durante los primeros 8 dias
de tratamiento; posteriormente, las concentraciones de AGVs disminuyeron. La
disminucién de las concentraciones de los AGVs a partir del octavo dia, se debe
muy probablemente a que estos compuestos fueron utilizados como fuente de
carbono y energia, una vez que el glicerol se agoté en el sistema. Esto indica que
tanto el glicerol como los AGVs son utilizados como sustratos de crecimiento por
las BSR u otros microorganismos del suelo. El aumento del pH registrado a los 20
dias del tratamiento (0.28 = 0.06 unidades de pH) indica que la acumulacion de
AGVs no fue la suficiente para mantener o disminuir el valor del pH a la cual se

ajusto inicialmente el suelo tratado (pH de 7.0 £ 0.1).
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Figura 27. Produccién y consumo de AGVs: acético (Il ); propionico () y butirico ( Q).
La Tabla 11 muestra el balance de carbono del tratamiento andxico con glicerol, a
diferentes tiempos de tratamiento. El balance se realizé utilizando los datos de
produccion de CO, y AGVs, asimismo, se considerd que el consumo total de
glicerol ocurri6é al décimo dia de tratamiento. El balance demuestra que a partir de
los 10 dias de tratamiento, alrededor de un 70% del glicerol fue transformado a

CO,y AGVs.

Tabla 11. Balance de sustratos carbonados: tratamiento con glicerol en condiciones
anoxicas.

Tiempo Inicio 3 dias 6 dias 10 dias 15 dias 20 dias
Balance* MQgC/g suelo
Bioxidode 4,00 0314003 084+014 1.16+013 1.36+0.07 1.49+0.06
carbono
A. acético 007+00 043+0.03 050+0.02 044+002 024+002 0.14+0.01

A. propidénico 0.02+0.0 0.07+0.05 0.12+0.02 0.15+0.02 0.01+0.0 0.01+0.0

A. butirico 0.02+0.0 0.08+0.02 0.06+0.01 0.01+0.0 0.01+0.0 0.01+0.0
CARBONO
TOTAL 0.11 0.89 1.53 1.76 1.62 1.55

*Cantidad de glicerol inicial (2.5 £ 0.1 mgC/g suelo)-
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Es probable que el carbono restante (alrededor del 30%), necesario para cerrar el
balance, se encuentre en el sistema como carbonatos, compuestos organicos
intermediarios diferentes a los AGVs (lactato, alcoholes, piruvato, entre otros) y
biomasa. La formacion de carbonatos es factible de acuerdo con las reacciones
redox que se han reportado para el sulfato: con glicerol (1) y con acetato (2)
(Bertolino y col., 2014):

Glicerol + 1.25 SO42 — 0.5 acetato + 1.5 H,CO3 + 0.5 HCO3 + 1.25HS™ +0.75

Es importante mencionar, que al dia 20 de tratamiento se registré un aumento del
pH del suelo de 7.0 a 7.28 + 0.06 unidades. Este incremento posiblemente esta

relacionado a la formacién de carbonatos y bicarbonatos durante el tratamiento.

9.2.3. Composicion microbiana del suelo tratado con glicerol

En este apartado se presenta el resultado del analisis metagenémico del suelo
tratado con glicerol en condiciones andxicas. Este tratamiento fue seleccionado
porque registré la mayor degradacion de DDX en comparacion con el tolueno. Los
resultados del andlisis metagenémico mostraron que las familias predominantes
de bacterias identificadas fueron Peptococcaceae (37.9%) y
Pseudomononadaceae (29.1%). De estas familias de bacterias, solo
Peptococcaceae alberga diversos tipos de BSR, principalmente del género
Desulfosporosinus. Este género de bacterias se identificaron en un 31.1% (Figura
28). Desulfosoporosinus auripigmenti fue la especie predominante en el suelo

tratado con glicerol en condiciones andxicas. En la Figura A4 (anexo A), se
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presenta informacion del phylum y el género de bacterias del suelo tratado con

glicerol.

(a) (b)

Bacillaceae (4.91%)

No clasificados (4.78%) Bacillus (4.28%)
Clostridium (5.62%)
Rhodospirillaceae (3.79%) No clasificados

6.53%

Clostridiaceae
10.57%

Sedimentibacter (3.76%)
/*"*’ Azospirillum (3.72%)

.

Otros
~9.01%

Otros

15.93%
Pseudomonadaceae

29.06%

Pseudomonas
29.04%

Peptococcaceae

37.88% Desulfosporosinus

31.12%

Figura 28. Familia (a) y género (b) de bacterias identificadas en las muestras de suelo
tratado con glicerol.

La identificacién de BSR en el suelo tratado confirma que estas bacterias son las
responsables de la disminucion de la concentracion de sulfato en el suelo. La
figura A3 (anexo A) muestra un incremento en la cantidad total de bacterias
(nimero de copias de genes 16S rDNA) en el suelo tratado con glicerol en
condiciones anoxicas con respecto al control. La mayoria de las especies de BSR
son anaerobias estrictas (Postgate, 1984), sin embargo, también se ha reportado
gue algunas especies tienen mecanismos de defensa antioxidativos que les
permite sobrevivir en condiciones de microaerofilia (bajas concentraciones de
oxigeno) (Brioukhanov y col., 2010). Estas adaptaciones a permitido que las BSR
se encuentren ampliamente distribuidas en ambientes tanto en sistemas acuéticos
como terrestres, y cumplen un papel importante en la mineralizacion de la materia

organica (Muyzer y Stams. 2008).
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9.2.4. Propuesta del mecanismo de degradacién de DDX con el uso de
glicerol en condiciones andxicas

La actividad de BSR, la formacién de mackinawita y la acumulacion del DDD, en el
suelo tratado con glicerol en condiciones andxicas, indican que la degradacion del
DDT ocurre a través de un mecanismo que involucra de tres procesos: 1) la
reduccion de sulfato, 2) la formacion de mackinawita (Fei+xS) y 3) la

transformacion abiética del DDT a DDD (Figura 29).

Glicerol \
(donador de &) Slf Paso 1. Proceso sulfidogénico

AGVs —=
T Procesobidtico

co, + Fe(lll) (Goethita)

\ (donador de e)
C Paso 2. formacion de mackinawita
-+

Procesoabidtico

Fe(ll)
-—

Seudomineral

_ {excesodeFe) Fe,.,S DDT
r = ol (donador/
i mediador de e- ..
s Taatede ] Paso 3. Deshalogenacion
2.8 = Procesoabidtico
Tetragonal Fe (|||) DDD

Figura 29. Mecanismo de degradacion del DDT producido por la formacion de
mackinawita en condiciones anéxicas: Mecanismo propuesto de acuerdo con los
resultados optenidos durante el tratamiento con glicerol.

Diversos estudios han demostrado que la mackinawita es un compuesto que
produce la deshalogenacion reductiva abidtica de diversos hidrocarburos clorados
(1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno) (Gong y col., 2016; He y col.,
2010; Jeong y col., 2003 y 2007). Sin embargo, actualmente, existe escasa

informacion de la degradacion del DDT por la mackinawita formada en suelos por
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la actividad de BSR. En el estudio realizado por Pirnie y col. (2006), se demostr6
que la presencia de sulfuro de hierro induce la degradacion abiética del DDT en un
56% en un sistema acuoso. No obstante, estos autores no especificaron qué tipo
de sulfuro de hierro fue utilizado (amorfo, mackinawita, pirita, entre otros). Algunos
estudios (He y col., 2010; Jeong y col., 2010; Rickard y Luther, 2007) indican que
la deshalogenacion reductiva abiotica de hidrocarburos clorados se produce
porque la mackinawita tiene la propiedad de actuar como donador (agente
reductor) o mediador (catalizador) de electrones. La mackinawita actia como
agente reductor cuando se oxida, en presencia de aire, a hierro (lll) y a azufre
elemental (Jeong y col., 2010).

La mackinawita se forma por la reaccion entre el sulfuro de hidrégeno (H,S) y el
hierro (ll), Esta reaccion puede presentarse en el medio ambiente por medio de
formacién de sulfuro de hidrégeno que se produce por la actividad de BSR
(proceso sulfidogénico) en condiciones anoxicas. El sulfuro biogénico en forma de
ion hidrosulfuro (HS") genera una reaccion de reducciéon del Fe(lll) a Fe(ll). El
hierro reducido, a su vez, reacciona con el sulfuro para formar sulfuros de hierro.
El mecanismo propuesto (Figura 29) indica que el ion HS™ reacciona inicialmente
con la goethita (FeOOH) para formar Fe () y azufre elemental (S°), de acuerdo
con la siguiente reaccion (He y col., 2010):

2FeO0H + HS™ + H,0 — 2Fe” + S%+ 50H

Posteriormente, el Fe (Il) reacciona con el sulfuro generado constantemente por
las BSR para formar sulfuros de hierro (Fe?* + S* —» FeS).

Diversos estudios (Neal y col., 2001; He y col., 2010) indican que, en la reaccion

del sulfuro y el hierro (Il), se forma inicialmente sulfuro de hierro amorfo v,
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posteriormente se genera la mackinawita, que es un monosulfuro de hierro
tetragonal metaestable (pseudo mineral). Este compuesto es el precursor de otros
sulfuros de hierro més estables como pirrotita, esmitita, greigita y pirita (He y col.,
2010). La mackinawita es un compuesto con exceso de hierro (Fe1+xS con 0 < x <
0.07). La desproporcién entre estos dos elementos hace que este compuesto
tenga propiedades eléctricas. Esta propiedad, es la responsable de que la
mackinawita sea mas reactiva que otros sulfuros de hierro; éstos actian como
donadores o mediadores de electrones durante el proceso de deshalogenacion
reductiva (He y col. 2010). Jeong y col. (2007) demostraron que el Fe(ll) disuelto u
otros metales divalentes actian como donadores de electrones al interactuar

sobre la superficie de la mackinawita.

9.2.5. Conclusiones parciales

En condiciones anoxicas, el uso del glicerol como cosustrato tiene un efecto
positivo sobre la degradacion del DDT a partir del dia 20 de tratamiento
(eficiencias de degradacién de alrededor del 90%). La acumulacién de DDD en el
sistema indica que el DDT sufri6 un proceso de deshalogenacién reductiva. La
actividad de BSR (Desulfosoporosinus auripigmenti) y la identificacion de
mackinawita en el sistema andxico con glicerol revelan que la degradacion del
DDT fue generada por un proceso de abibtico deshalogenacion reductiva inducido
por mackinawita. En suma, se identific6 que el mecanismo de degradacion de
DDX ocurre a través de un proceso que involucra tres pasos: i) la desasimilacion
del sulfato, ii) la formacion de mackinawita y iii) la transformacion del DDT a DDD

por Fe1.S.
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9.3. Sistema acoplado andéxico/aerobio

De acuerdo con los resultados anteriores, se producen dos mecanismos de
degradacion de los DDX en el suelo tratado: uno se produce al utilizar tolueno en
condiciones aerobias (Figura 20) y el otro se produce al utilizar glicerol en
condiciones anodxicas (Figura 29). Estos resultados muestran que para eliminar de
forma efectiva al DDT y a sus compuestos intermediarios se requiere de la
implementacion de un tratamiento acoplado: anoxico con glicerol para transformar
el DDT en DDD (proceso inducido por la formacion de mackinawita) y aerobio con
tolueno para degradar los compuestos intermediarios del DDT (proceso inducido
por microorganismos que degradan el tolueno). Es decir, en primera instancia
llevar a cabo la transformacién del DDT a DDD por deshalogenacion reductiva v,
subsecuentemente, fomentar la ruptura del anillo aromatico de los compuestos
intermediarios. La Tabla 12 muestra las eficiencias de degradacion de los DDXs
en el tratamiento acoplado anéxico/aerobio y no acoplado.

Tabla 12. Eficiencias de degradacion de los tratamientos no acoplado y acoplado
anoxico/aerobio.

_ Porcentajes de degradacion
Tratamientos
DDT DDNS DDE DDD

Andéxico no acoplado
(60 dias) - Glicerol 93.8+22(b) 320x7.7(e) 252+43(e) 11.4+4.8(f)

Aerobio no acoplado 54.2 + 2.7 (d)
(60 dias) - Tolueno T

Anoéxico/Aerobio*
(20/40 dias) acoplado

86.3+3.2(b) 72.6+15(c) 74.9+25(c)

100 (a) 934+52(b) 70.7+56(c) 55.1+3.1(d)

*20 dias de tratamiento andxico con glicerol y 40 dias de tratamiento aerobio con tolueno. Los
valores con diferentes letras son significativamente diferentes (prueba de intervalos mdltiples de
Duncan).
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La prueba de rangos multiples de Duncan indica que, en el caso del DDT, los tres
tratamientos son significativamente diferentes, obteniéndose la mayor degradacion
en el tratamiento acoplado Para el DDNS y DDE se observd que entre el
tratamiento acoplado y no acoplado con tolueno no existe una diferencia
significativa. En tanto, que los tres tratamientos mostraron difrencias para el DDD
(Tabla 12).

La degradacion completa del DDT y del 93.4% para el DDNS demuestra que el
tratamiento acoplado andxico/aerobio es la mejor estrategia de bioestimulacion, en
comparacién con los sistemas no acoplados, debido a que involucra los dos tipos
de mecanismos de degradacién antes mencionados. Esto demuestra que el
tratamiento acoplado mejora la degradacion de los DDX al pasar de condiciones
anoxicas con glicerol a aerobias con tolueno (Tabla 12).

En el tratamiento acoplado se registraron cambios geoquimicos en el suelo
durante la etapa del tratamiento en condiciones andxica y aerobia. A los 20 dias
del tratamiento an6xico con glicerol se registrd6 una remocién de 59.2% de sulfato
con respecto a su valor antes del tratamiento (valor inicial: 13 mg/gsyelo), Un
incremento del nivel de Fe (ll) de hasta el 30 veces su valor inicial (0.23 + 0.02
MQg/g suelo) Y un incremento de pH 7.0 £ 0.1 a 7.25 + 0.05. El cambio de estos
parametros, corresponde a la actividad de BSR que provocan un proceso
sulfidogénico en el suelo tratado.

Al pasar de condiciones anoxicas a aerobias a partir del dia 20, para realizar el
tratamiento acoplado con tolueno, los valores de los parametros mencionados
registraron un nuevo cambio. A los 40 dias del tratamiento aerobio acoplado, se

registro una concentracion de sulfato de 13 + 0.2 mg/gsuelo, Niveles de hierro (1) de
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0.25 £ 0.05 mg/g swelo Y pPH de 5.63 + 0.3. Esto indica que el sulfato y hierro (ll)
retornaron a los valores iniciales que tenia el suelo antes del tratamiento. El pH fue
el Unico parametro que no retorno a su valor inicial (7.0 = 0.1). El incremento de la
concentracion de sulfato y la disminucion del pH obedece a una posible actividad
de bacterias sulfooxidantes; mientras que la disminucién de la concentracion del
hierro (ll), se produce por la re-oxidacion de la mackinawita causada por la
presencia de oxigeno en el sistema (condiciones aerobias).

La Figura 30 muestra el seguimiento del consumo de tolueno durante la etapa
aerobia del tratamiento acoplado. El patrén del consumo de tolueno durante los 40
dias del tratamiento, demuestra que las variaciones de pH, sulfato y hierro (Il)
producidas en la etapa andxica con glicerol no fueron factores limitantes para la

actividad de las bacterias aerobias que degradan los DDX.
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Figura 30. Concentracion de tolueno durante los 40 dias del tratamiento acoplado.
Hay que resaltar que al pasar de condiciones anodxicas a aerobias, se inhibe el

proceso sulfidogénico, por la presencia de oxigeno en el sistema. Esto se explica
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debido a que la mayoria de las BSR son anaerobias estrictas y solo algunas

especies tienen baja tolerancia al oxigeno (Muyzer y Stams, 2008).

9.3.1. Conclusiones parciales

El sistema acoplado andxico/aerobio inducido en condiciones anodxicas con glicerol
y en condiciones aerobias con tolueno mostro ser la estrategia mas eficiente para
eliminar DDX del suelo contaminado. En este caso, se registrd la degradacion
completa del DDT, del DDNS con un 93.4 £ 5.2 %, del DDE (70.7 = 5.6 %) y del
DDD con un 55.1 + 3.1%. El sistema acoplado evidencié que el suelo sufre
cambios geoquimicos (pH, concentracion de sulfato y hierro (1)) en ambas etapas
del tratamiento acoplado. También se demostr6 que los cambios geoquimicos
generados por el proceso sulfidogénico en condiciones andxicas no afectan el

proceso posterior de degradacién de los DDX evaluado en condiciones aerobias.

9.4. Empleo de &cido lactico, etanol, glucosa y bagazo de cafa para
fomentar la degradacién del DDT por el mecanismo de formacién de
mackinawita.

En esta seccion se describen los resultados de las pruebas de cuatro diferentes
cosustratos (acido lactico, etanol, glucosa y bagazo de cafia), utilizados para
inducir el mecanismos degradacion del DDT por mackinawita en condiciones
anoxicas. El objetivo de este ensayo fue determinar la capacidad de las BSR para
utilizar diferentes fuentes de carbono y energia (donadores de electrones), y de
esta forma fomentar el proceso sulfidogénico e inducir la formacién de
mackinawita para producir la deshalogenacion reductiva abibética del DDT de

acuerdo con el mecanismo propuesto al utilizar glicerol en condiciones andxicas
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(Figura 29). La cantidad de cosustrato utilizado en cada tratamiento fue de 2.5 +
0.1 mgC/g suelo, €XCePLo el bagazo de cafia, cuya concentracion inicial fue del 2.5,
5y 10% (peso/peso). Los experimentos se realizaron en las mismas condiciones
de pH 7, 30 °C, 100 rpm y 20 dias de tratamiento) en las que se evalud el glicerol.

La Tabla 13 muestra que el empleo de diferentes cosustratos produce un consumo
de sulfato y la formacion de sulfuro de hierro (reportada como hierro (11)) en los

suelos en condiciones anoxicas.

Tabla 13. Consumo de sulfato y concentracién de Fe(ll) asociado a la formacion de
mackinawita al dia 20 de tratamiento.

Consumo de Concentracion
de Fe (II)

Tratamientos sulfato (%)

(Mg/gsuelo)*
Glicerol 424+1.8 6.2+0.3
Acido lactico 43.3+0.8 6.0+0.2
Etanol 345+1.1 4.8+0.2
Glucosa 52.1+15 6.6 0.3
Bagazo 2.5% 33.2+21 55+0.3
Bagazo 5% 624 +1.2 7.3+£05
Bagazo 10% 854+14 8.5+03

*Hierro (Il) asociado a la formacién de mackinawita.

Estos resultados indican que las BSR presentes en el suelo pretratado con hierro
tienen la habilidad de utilizar diferentes cosustratos organicos de facil asimilacion,
asi como materiales lignocelulésicos como bagazo de cafia para generar el
proceso sulfidogénico y la formacion de mackinawita, que son los dos primeros
pasos del mecanismo de degradacion del DDT propuesto (Figura 29, seccion
9.2.4). El consumo de sulfato en los ensayos con glicerol, acido lactico, etanol,

glucosa y bagazo del 2.5% se encontraron en un rango de 33 a 52% (Tabla 13).
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Los valores del consumo de sulfato para el bagazo de cafa al 5 y 10% fueron
superiores a este rango. El mayor consumo de sulfato (85.4%) se registré en el
tratamiento con bagazo al 10%.

La menor formacién de hierro (ll) se registré en el tratamiento con etanol, en tanto
que la mayor cantidad fue para el tratamiento con bagazo de cafa al 10%. En el
tratamiento con bagazo de cafia, se distingue que, a mayor cantidad de materia
organica, se presenta un mayor consumo de sulfato (produccion biogénica de
sulfuro) y, por lo tanto, una mayor formacion de mackinawita (reportado como
hierro (1)), en comparacion con los tratamientos con glicerol, acido lactico, etanol y
glucosa que contenian la misma cantidad de carbono cada uno. Las diferencias
registradas de consumo de sulfato y produccion de mackinawita (Tabla 13) muy
posiblemente se deben a la versatilidad de las BSR de llevar a cabo la oxidacion
parcial o total del cosustrato. En la oxidacion parcial se pueden generar diferentes
productos intermediarios; algunos de los cuales se acumulan en el sistema, lo cual
desfavorece que se produzca la transferencia directa de electrones para generar
la oxidacién completa del cosustrato y un mayor rendimiento de sulfuro biogénico.
La Figura 31 muestra todas las rutas metabdlicas de oxidacién de sustratos
organicos por BSR. Esta figura indica que las BSR tienen diferentes capacidades
para degradar un sustrato organico. Las BSR se clasifican en géneros
(Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfobulbus, Desulfomicrobium, Desulfobacula,
entre otros) que producen una oxidacion parcial de los sustratos organicos, es
decir, generan compuestos intermediarios como los AGVS y en géneros

(Desulfonema, Desulfobacter, Desulfosarcina, Desulfococcus, Desulfobacterium,
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Desulforhabdus, entre otros) que oxidan completamente los sutratos Organicos

(mineralizacion) (Muyzer y Stams, 2008).

Oxidacion completa Oxidacién parcial

€O, + H,0 Acetato
H,S
CO, + H,0 I PToTTs »>| Acetato

€O, + H,0 «-=<=__ Acetato .___X__> CH, + H,0

Metanogénesis a partir
del acetato o H2

Figura 31. Ruta metabdlica de degradacién de sustratos organicos de facil asimilacién por
BSR (modificado de Bertolino y col., 2012).

Es importante sefialar que en los tratamientos con los diferentes cosustratos
(glicerol, acido lactico, etanol, glucosa y bagazo de cafia) en condiciones andxicas
no se registré en ninguno de los casos la produccién de metano, por lo que se
descarta el proceso metanogénico a partir de acetato o H; en el sistema, como lo
fue propuesto por Bertolino y col., 2012 (Figura 31). Esto indica que en el presente
trabajo la inhibicion de la produccién de metanose debio, muy probablemente, a
un efecto de competencia por los sutratos entre las BSR y las bacterias
metanogénicas.

Muyzer y Stams (2008) sefialan que las BSR tienen un papel importante en la
mineralizacion de la materia organica presente en sistemas anoxicos. Incluso,
diversos estudios (Goorissen et. al., 2003 y Rabus, et. al., 2000; Muyzer y Stams,

2008) indican que las BSR pueden utilizar diversos compuestos organicos de facil
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asimilacion como fuente de carbono y energia: lactato, etanol, acetato, glicerol,
glucosa vy fructosa. En afios recientes se ha demostrado que las BSR crecen a
expensas de la degradacion de polisdcaridos como la celulosa y el almidén
(Muyzer y Stams, 2008). En estos casos, el crecimiento y actividad de las BSR
dependen de los procesos metabdlicos de otros microorganismos para degradar
los polisdcaridos a compuestos reducidos (acido acético, acido propiénico, &cido
butirico, &cido lactico, xilosa, etanol e hidrégeno) que son utilizados como fuente
de carbono y energia en la respiracion anaerobia de las BSR.

La Figura 32 muestra que el patrén de produccion de CO a partir de acido lactico
y glucosa fue muy similar al registrado en el tratamiento con glicerol. En estos
tratamientos, la maxima velocidad de produccién de CO, (alrededor de 0.11
MQgC/g suelo-dia) se registré en los primeros 10 dias. La produccion de CO; en el
tratamiento con etanol no mostré el mismo patron que los tratamientos anteriores,
ademas de que se registrd6 una menor velocidad de produccion de CO, (0.04
mgC/g suelo.dia). Los valores de mineralizacion tedrica calculados al dia 20 de
tratamiento fueron del 54% para el acido lactico, 59% para la glucosa y 27% para
el etanol. Estos resultados una posible oxidacion parcial del etanol en condiciones
anoxicas.

En los tratamientos con bagazo al 2.5, 5 y 10%, se observa que la formacién de
CO; incrementa constantemente durante los 20 dias de tratamiento. Las tasas de
produccion de CO; en estos casos fueron de 0.047, 0.084 y 0.129 mgC/gsueio.dia,
respectivamente. Al vigésimo dia de tratamiento se alcanzé una maxima
concentracion de CO, (mMgC/g suelo) de 0.94 para el 2.5% de bagazo, 1.72 para el

5% de bagazo y 2.53 para el 10% de bagazo. Los patrones de produccion de CO,
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registrados durante los 20 dias de tratamiento con bagazo (Figura 32) muestran
qgue los microorganismos del suelo tienen la capacidad de metabolizar los
materiales lignocelulésicos del bagazo de cafia para producir compuestos
organicos de mas facil asimilacion para las BSR y de esta forma inducir el proceso
sulfidogénico. Esto indica también que a mayor cantidad de bagazo de cafia se
produce una mayor formacién de compuestos orgénicos de facil asimilacion y, por

lo tanto, una mayor produccion de COs.
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Figura 32. Produccion de CO, a partir de diferentes fuentes de carbono en condiciones
anoxicas. Los datos de los tratamientos son los corregidos restando el valor del control.

El analisis del contenido total de carbono soluble en agua (azucares residuales
solubles) realizado al bagazo de cafia mostré que este residuo agroindustrial tiene
una baja cantidad de carbono soluble (3.4 + 0.2 mgC/gpagaz0), QUE representa una
carga de carbono (mMgC/g pagazo) de 0.08 para el 2.5% de bagazo, 0.17 para el 5%
de bagazo y 0.34 para el 10% de bagazo. Esto demuestra que en cada

experimento con bagazo de cafa se tuvo una baja cantidad de carbono disponible
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como azucares solubles, por lo que la produccion de CO; en estos sistemas se
debid principalmente a la degradacion del bagazo de cafia.

En la Figura 33 se muestra el efecto de los cosustratos evaluados sobre la
degradacion de los DDX a 20 dias de tratamiento. Los porcentajes de degradacion
de DDNS y DDT de todos los cosustratos evaluados fueron significativamente
mayores (p<0.05) a los valores obtenidos en el control sin cosustrato. Sin embargo
entre algunos tratamientos no existen diferencias significativas, como el caso del
DDT, en el tratamiento con glicerol, glucosa y bagazo 5% (letras “a y b”) (Figura
33). La prueba de rangos multiples de Duncan indica que la mayor degradacion se
observo, para el DDT, en el tratamiento con bagazo al 10% (letra “a”), en tanto
que, el DDD, también registr6 la mayor diferencia significativa del grupo de

tratamiento (letra “c”), seguido del DDNS (letras “c y d”) y del DDE (letras e, fy d).
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Figura 33. Degradacién de DDT y sus intermediarios mediante el uso de diferentes
fuentes de carbono; tiempo de tratamiento 20 dias. El valor negativo del DDD representa
su acumulacion en el sistema. Los valores con diferentes letras son significativamente
diferentes (prueba de intervalos multiples de Duncan).
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Los valores de la Tabla 13 y Figura 33, muestran que las mas alta eficiencia de
degradacion de los DDX se observo en el tratamiento donde se registro la mayor
concentracion de Fe(ll) (8.5 £ 0.3 mg/gsuein): tratamiento con bagazo al 10%
(Figura 33 y Tabla 13). Este resultado confirma que la formacién de mackinawita
estd relacionada con la degradacion del DDT via deshalogenacion reductiva
abidtica, que es el tercer paso del mecanismo propuesto en este trabajo (Figura
29, seccién 9.2.4). En todos los tratamientos evaluados, se observé un cambio de
color del suelo debido a la formacion de mackinawita (Fe;+xS), entre el octavo y el
décimo dia de tratamiento.

El incremento significativo en la degradacién de los compuestos intermediarios
(DDNS, DDE y DDD) registrado en los tratamientos con bagazo de cafa al 5% y
10% (Figura 33), se debe muy probablemente a la actividad de los
microorganismos del suelo que producen la degradacion de los compuestos
lignocelulésicos del bagazo de cafia. Estos resultados obtenidos con el uso de
bagazo de cafa al 5 y 10% son importantes debido a que existen escasos
estudios de bioestimulacién que indiqguen que la degradacion de los DDX se
produce en condiciones andxicas al utilizar residuos agroindustriales. Numerosos
estudios han demostrado que en condiciones aerobias, los residuos
agroindustriales (café, maiz, aceite de palma, entre otros) mejoran la degradacién
de los DDX (Barragan-Huerta y col., 2007; Lilia y col., 2013; Sari y col., 2013). En
la mayoria de estos estudios, los microorganismos responsables de la
degradacion de los DDX son hongos de la pudricion blanca (HPB). La degradacion
de los DDX por estos hongos se produce por enzimas no especificas (lacasa,

manganeso-peroxidasa Yy lignina-peroxidasa), que estan implicadas en la
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degradacion de la celulosa y lignina (Leving y col., 2004; Pointing, 2001; Ruiz-
Aguilar y col., 2002).

El interés por el uso del bagazo de cafia para degradar DDX se debe
principalmente a que este tipo de material tiene un bajo costo porque es un
subproducto generado de la industria azucarera. En este sentido, su uso como
cosustrato disminuye los costos de los insumos requeridos para realizar el
tratamiento de suelos contaminados por la técnica de bioestimulacion. Ademas, el
uso del bagazo de cafia puede servir para mejorar las propiedades del suelo como

son la porosidad, la humedad, la textura y la relacion carbono/nitrégeno.

9.4.1. Conclusiones parciales

Los géneros de BSR del suelo (identificadas como Desulfosoporosinus) tienen la
capacidad de utilizar diferentes fuentes de carbono y energia (glicerol, acido
lactico, etanol, glucosa y bagazo de cafia) para generar el proceso sulfidogénico
en condiciones anoxicas. Esto demuestra que el mecanismo de degradacion del
DDT propuesto en condiciones andxicas puede ser iniciado por diversos
compuestos organicos. De estos cosustratos evaluados, el bagazo de cafa al 10%
mostré generar la mayor degradacion de los DDX, lo que se relaciona con la alta
concentracion de mackinawita registrada en este tratamiento (hasta 8.5 mg
Fe(I)/g suelo), Mientras que las degradaciones de los compuestos intermediarios
muy probablemente esta vinculada con el proceso metabdlico de los

microorganismos del suelo que producen la degradacion del bagazo de cafia.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION lIl. SUELO ORIGINAL

Este capitulo se divide en dos secciones (10.1 y 10.2). En la primera seccion se
muestra los resultados de degradacion de los DDX obtenidos de la formacién de
mackinawita, en condiciones andxicas, utilizando glicerol y bagazo de cafia. En la
segunda seccibn se muestra los resultados de la actividad de los

microorganismos del suelo que oxidan tolueno en condiciones aerobias.

10.1. Degradacion de DDX por el mecanismo de formacion de

mackinawita.

10.1.1. Glicerol

En la Tabla 14, se presentan los valores de degradacion de los DDX al dia 20 de
tratamiento. El tratamiento con glicerol favorecié, como se esperaba, la
transformaciéon del DDT a DDD. EI DDD se acumulé alrededor de 8.1 veces el
valor del control sin cosustrato, en tanto que las degradaciones del DDT y DDE
fueron de 12 y 4.7 veces mayor que los valores del control (Tabla 14).

Tabla 14. Porcentajes de degradacion de DDX y valores de hierro (ll) registrados a 20
dias del tratamiento del suelo original con glicerol.

. Fe (1)
Tratamiento DDT (% DDD (% DDE (%
§2 0 %) (mg/geuen)
Control 2.3+0.9 29+1.2 28+3.1 0.062 £ 0.02
Anobxico
Glicerol 27.6+2.1 -235+8.3* 13.1+1.8 24+0.3

*Los valores negativos del DDD representan su acumulacién en el sistema.
**Concentracion de hierro (l1) extraida con HCl al 0.5N

Al dia 20 de tratamiento se registré un consumo de sulfato del 40.6 + 0.4% y una

produccion de CO, de 1.1 = 0.2 mgC/g suelo- La formacion de sulfuro de hierro
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(reportado como Fe (Il)) fue de 2.4 mg/gsuelo. ASimismo, el suelo tratado registré un
cambio de coloracion de gris a negro por la formaciébn de mackinawita. Esta
evidencia demuestra que, en el suelo original, el DDT se degrada por
deshalogenacion reductiva abidtica inducida por la formacién de mackinawita. Lo
que indica que el suelo original contiene una cantidad suficiente de oxihidréxidos
de hierro (lll) disponibles para propiciar la formacién de Fe;.xS de acuerdo con el
mecanismo propuesto (Figura 29, apartado 9.2.4). El andlisis de DRX mostré que
el suelo original no contiene goethita (Figura 10, seccién 8.1), por lo que es posible
el hierro se encuentre en forma amorfa. La formacién de minerales de hierro en los
suelos depende de diversos factores como la concentracion de hierro, el pH, el
oxigeno y la relacion Fe(lll):Fe(ll) (Morgan y Lahav, 2007).

La formacion de la mackinawita en el suelo original indica que se activo el proceso
sulfidogénico, es decir, se propicié el crecimiento y la actividad de las BSR al
emplear glicerol en condiciones anoxicas. Esto a pesar de que el analisis
metagendmico mostrd que las familias de bacterias predominantes en este suelo
fueron diferentes a las BSR como Acetobacteraceae, Mycobacteriaceae,
Acidobacteriaceae y Paenibacillaceae, entre otros (Figura 12, seccion 8.2). Esto
demuestra que las BSR compiten de forma eficiente por el sustrato de crecimiento
debido muy probablemente a que el contenido de sulfato (aceptor de electrones)

en el suelo evaluado favorece su crecimiento y actividad en condiciones anoxicas.

10.1.2. Bagazo de cafia
El bagazo de cafa al 5% y 10% fueron evaluados en el suelo original. En la Tabla

15 se presentan los valores de degradacion del DDT y sus intermediarios
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obtenidos con bagazo en condiciones andxicas a 20 dias de tratamiento. Los
valores de degradacién del DDT para el tratamiento con bagazo del 5y 10%
fueron 23.5 y 29.7 veces superiores al valor del control sin cosustrato. De hecho,
los valores de degradacion del DDT registrados con bagazo fueron mayores que el
tratamiento con glicerol (Tabla 14).

Tabla 15. Porcentajes de degradacion de DDX y valores de hierro (ll) registrados a 20
dias del tratamiento del suelo original con bagazo de cafia.

. Fe ()
Tratamiento DDT (% DDD (% DDE (%
(%) (%) (%) (Mmg/gsuelo)**
Control 2.3+x0.9 29+1.2 28+3.1 0.062 £ 0.02

Anodxico Bagazo 5% 542+146 -52.3+224* 112+42 3.3%+0.2

Bagazo 10% 68.4+11.8 -48.6+23.8* 16.2+5.0 3.8+0.3

Ademas, se observd una menor degradaciéon del DDE de 4.0 y 7.2 veces superior
al valor del control (Tabla 15). En este caso, solamente el tratamiento con bagazo
al 10% registr6 una mayor degradacion de DDE que el uso del glicerol. Ambos
tratamientos con bagazo registraron una acumulacion importante del DDD (17
veces el valor del control sin cosustrato) (Tabla 15). La acumulacién de DDD en
los tratamientos (glicerol y bagazo) revela que la velocidad de transformacion del
DDT a DDD es mayor que la velocidad de degradacién del DDD. Por lo que es de
esperarse que a mayor transfomacion de DDT exista una mayor acumulacion de
DDD. La presencia de DDD en el sistema confirma que el DDT se degradé via
deshalogenaciéon reductiva (principal proceso de formaciéon de DDD). En este
tratamiento con bagazo al 10%, nuevamente se observlo que la mayor eficiencia

de degradacién del DDT obtenida esta relacionada con la mayor concentracion de
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mackinawita registrada en el sistema (Tabla 15). Este hecho indica que la
degradacion de DDT fue inducida por presencia de mackinawita. Es importante
sefalar que las concentraciones de mackinawita obtenidas en el suelo original
fueron menores que las alcanzadas en el suelo pretratado con HCV. Para el
bagazo de cafa al 10%, los valores de Fe(ll) fueron 2.2 menores que los valores
registrados en el suelo pretratado con HCV. Cabe mencionar que, en los sistemas
evaluados (suelo pretratado con HCV y suelo original), no se registré la formacién
y acumulacion de DDNS, lo que demuestra que la energia de activacion para
generar la transformacion del DDD a DDNS fue menor que la del tratamiento
fisicoquimico con HCV. En este sentido, se puede concluir que el tratamiento de
bioestimulacién en condiciones anoxicas no promueve la formacion de DDNS en
el sistema, a pesar de que se produce un proceso de deshalogenacion reductiva
abiotica

Las velocidades de formacion de CO, generado por el proceso sulfidogénico para
el bagazo al 5 y 10% fueron de 0.077 y 0.126 mgC/g swelo-dia; en tanto que la
méaxima produccion de CO, registrada al dia 20 de tratamiento fue de 1.6 y 2.47
MgC/g suelo, respectivamente. El patrén de produccién de CO, fue muy similar al
obtenido para el suelo pretratado con HCV (Figura 32, seccién 9.4). Esto indica
que la concentracion inicial de DDT en el suelo original no afecta la actividad de

las BSR.
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10.2. Degradacion de DDX por microorganismos que oxidan el

tolueno en condiciones aerobias

La Tabla 16 muestra las eficiencias de degradacion del DDT, DDE y DDD. La
degradacion del DDT, DDD y DDE fueron 3.0, 3.8 y 6.1 veces mayores con
respecto a los valores registrados en el control al dia 20 de tratamiento. Esto
indica que el tolueno favorecio la degradacién de los DDX y, confirma que la
concentracion inicial del DDT en el suelo original no inhibe la actividad microbiana.
El patron de consumo de tolueno fue equivalente al registrado en los experimentos
con el suelo pretratado con HCV. La cantidad de tolueno adicionado (1 uL) fue
consumido completamente en los primeros tres dias después de su adicion al

sistema experimental (cada 7 dias).

Tabla 16. Porcentajes de degradacién de DDX y valores de hierro (ll) registrados a 20
dias del tratamiento del suelo original con tolueno.

. Fe ()
Tratamiento DDT (% DDD (% DDE (%
(%) (%) ) (ma/gee)™
Control 25+x1.1 22+27 1.6+2.8 0.037 £ 0.01
Aerobio
Tolueno 75+29 84+22 98+25 0.035+0.01

En la Figura 34 se muestra la tendencia de degradacion de los DDX durante 60
dias de tratamiento. Las concentraciones del DDT (20.8 = 1.43 ppm), el DDD (3.08
+ 0.05 ppm) y el DDE (2.83 + 0.06) registradas al dia 60 muestran que el
tratamiento de bioestimulacién con tolueno requiere de un mayor tiempo para

disminuir las concentraciones de los DDX por debajo de niveles que no
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DDD (mg/kg)

representen un riesgo para la salud humana o al medio ambiente de acuerdo a los

LMP reportados en EE.UU.
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Figura 34. Degradacion de DDT, DDE y DDD registrado en el suelo original durante el
tratamiento en condiciones aerobias. Control (simbolos blancos), Tolueno (simbolos

negros).

Para el caso del DDT, la degradacion alcanzada en el tratamiento con tolueno a
los 60 dias fue 3.5 veces menor que el valor obtenido en el tratamiento con
bagazo al 10% en condiciones andxicas a los 20 dias (Tabla 15). Esta diferencia
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hace notar que el tratamiento de bioestimulacion con bagazo en condiciones
anoxicas es mas efectivo para degradar DDT que el tratamiento con tolueno en
condiciones aerobias. Esto muy probablemente se debe a que el proceso de
ruptura del anillo aromatico de los DDX, que ocurre al utilizar tolueno en
condiciones aerobias, requiere una mayor energia de activacibn en comparacion
al proceso de deshalogenacion reductiva abiético generado por la mackinawita en
condiciones anoxicas.

Las degradaciones alcanzadas en los tratamientos de bioestimulacién con el suelo
original no fueron suficientes para obtener concentraciones de DDX iguales o
menores a los limites maximos pemisibles. Lo que demuestra que el suelo original

requiere de un tratamiento fisicoquimico previo al tratamiento de bioestimulacion.

10.3. Conclusiones parciales

La evaluacién de la técnica de bioestimulacion en el suelo original mostré que es
posible inducir la degradacion de los DDX. Sin embargo, las eficiencias de
degradacion obtenidas a los tiempos establecidos de tratamiento de 20 y 60 dias
no fueron suficientes para disminuir las altas concentraciones iniciales de DDX
(principalmente de DDT) a valores iguales o menores a los limites maximos
pemisibles establecidos como referencia: 1.9 mg/kg para DDT, 2.3 mg/kg para
DDD y 2.0 mg/kg para DDE. Estos resultados demuestran que el suelo original
requiere de un pretratamiento fisicoquimico antes de realizar el proceso de
bioestimulacion para poder eliminar los DDX en tiempos de tratamiento menores a

70 dias.
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11. CONCLUSIONES
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11. CONCLUSIONES

1. Este estudio demuestra que el proceso de bioestimulacion mediante el uso de
cosustratos organicos induce diferentes mecanismos de degradacion de los DDX.
Estos mecanismos estan asociados, principalmente, del tipo de cosustrato, de los
microorganismos presentes en el suelo y de la disponibilidad de oxigeno en el

sistema.

2. Los mecanismos de degradacién de DDX identificados fueron el producido por
los microorganismos que oxidan tolueno en condiciones aerobias, y el generado
por la formacién de mackinawita (agente abiético de deshalogenacion reductiva)
en condiciones anodxicas, al utilizar glicerol, &cido lactico, etanol, glucosa y bagazo

de cafa.

3. Las bacterias predominantes identificadas en el suelo tratado con tolueno en
condiciones aerobias (Rhodococcus sp. y Pseudomonas sp.), asi como las
identificadas en el suelo tratado con glicerol en condiciones andxicas
(Desulfosoporosinus auripigmenti), soportan los mecanismos de degradacion
propuestos en este estudio. Esto debido a que las primeras tienen actividad
oxigenasa, mientras que las segundas son BSR que producen el sulfuro biogénico

necesario para formar mackinawita en el sistema.

4. El tratamiento de bioestimulacion acoplado anoxico/aerobio de degradacion de
DDX del suelo pretratratado con HCV mostro ser la estrategia mas eficiente para
eliminar este tipo de compuestos recalcitrantes. Esto debido a que en condiciones

anoxicas utilizando glicerol se promueve la degradacion completa del DDT por
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deshalogenacion reductiva abiética generada por la formacion de mackinawita, en
tanto que al utilizar tolueno en condiciones aerobias se produce, principalmente, la
degradacion de compuestos intermediarios del DDT por la actividad de bacterias

gue oxidan tolueno. .

5. Las BSR del suelo mostraron tener la capacidad de utilizar diferentes fuentes de
carbono y energia (glicerol, &cido lactico, etanol, glucosa y bagazo de cafa) para
activar el mecanismo de degradacion del DDT por mackinawita. La mayor

degradacion de DDX se obtuvo con 10% de bagazo de cafia.

6. La técnica de bioestimulacion en el suelo original (sin tratamiento de HCV)
mostré que, para disminuir las concentraciones de DDX a niveles iguales o
menores a los LMP de referencia mediante los mecanismos evaluados a tiempos
de tratamiento de 20 y 60 dias, se requiere de un pretratamiento fisicoquimico con

HCV antes de realizar el proceso de bioestimulacién.

7. Los mecanismos reportados en este trabajo son herramientas importantes para
establecer un tratamiento de remediacion para el suelo contaminado de la
exfabrica de plaguicidas “Tekchem”. Sin embargo, el estudio aun requiere de
experimentos a nivel piloto para conocer los datos relativos a los costos y al

desemperio a gran escala.
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13.1. Anexo A. Figuras complementarias
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Figura Al. Degradaciéon de DDT, DDD y DDE y formacion de DDNS mediante el
tratamiento de HCV. Concentraciones de los DDX antes del tratamiento ( [3) y después
del tratamiento ([ ).

NOTA: Las eficiencias de degradacion registradas en el tratamiento con HCV
fueron del 87.3 + 5.9 %, para el DDT; 67.6 + 3.7 %, para el DDD; 33.5 + 2.8 %,
para el DDE. Después de los 4 dias de tratamiento con HCV, el suelo registré una
acumulacion del 1,1-bis(4-clorofenil)etano, que es un producto intermediario de la

degradacion del DDT (Figura Al).
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Figura A2. Curva de rarefaccion. Suelo original ( l), suelo pretratado HCV ( @), suelo
tratado con gliceol condiciones andxicas (<>) y suelo tratado con tolueno condiciones
aerobias (A).
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Figura A3. Numero de copias de genes 16S rDNA. Suelo original ( Al), suelo pretratado

HCV ( A2 ), y suelo tratado con tolueno condiciones aerobias ( B ) y suelo tratado con
glicerol condiciones andxicas ( C).
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Figura A4. Phyla y género de bacteriasidentificados. Suelo original (Al), suelo pretratado
HCV (A2), y suelo tratado con tolueno condiciones aerobias ( B ) y suelo tratado con
gliceol condiciones anodxicas ( C).
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