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Notación  
 

1,2,4-TCB 

 

1,2,4-triclorobenceno 

 

1,4-DCB 1,4-Diclorobenceno 

 

2,5-DCBQ 2,5-diclorobenzoquinona 

 

2,5-DCHQ 2,5- diclorohidroquinona 

 

2,5-DCP Diclorofenol 

 

2,6-DCHQ 2,6-diclrohidroquinona 

 

CHQ Clorohidroquinona 

 

HCH Hexaclorociclohexano 

 

-PCCH: -2,3,4,5,6-pentaclorociclohexano 

 

RI Reactor inoculador 

 

RIM Reactor inoculador metanogénico 

 

RI-SR Reactor inoculador sulfato-reductor 

 

RSA Reactor de suelos activados  

 

RSA-M-SR Reactor de suelos activados en ambiente secuencial 

metanogénico-sulfato-reductor 

 

SSV Sólidos suspendidos volátiles 
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Resumen   

 
El lindano (-hexaclorociclohexano, -HCH,) es un insecticida organoclorado que 

ha sido utilizado como insecticida alrededor del mundo, particularmente en 

México en el sector salud y agrícola. La utilización de lindano ha causado 

impactos negativos en el ambiente y en la salud humana. Debido a  su toxicidad 

y persistencia está asociado con diversas enfermedades crónicas y diferentes 

tipos de cáncer. La Agencia de Protección Ambiental (EPA)  y el Convenio de 

Estocolmo lo han clasificado como contaminante orgánico persistente y han 

prohibido su uso. Debido a que existen diferente sitios contaminados con 

insecticidas es necesario el uso de tecnologías de biorremediación. Los 

biorreactores de suelos activados (slurry bioreactors) configuran una de las 

tecnologías de biorremediación ad situ y ex situ más importante. El tratamiento 

de suelos y sedimentos en biorreactores de suelos activados se ha convertido 

en una de las mejores opciones  para la biorremediación de suelos pesados, 

contaminados con compuestos recalcitrantes, en virtud que las condiciones 

ambientales pueden ser controladas. Por otro lado un reactor electrobioquímico 

de suelos activados es un dispositivo que constituye una tecnología prometedora 

que es capaz de remover contaminantes orgánicos y recalcitrantes con 

simultánea generación de  electricidad.  

 El objetivo general de esta investigación fue evaluar el desempeño de dos 

tipos de biorreactores para la biorremediación de suelos contaminados con 

agroquímicos: 

 (i) Reactor de suelos activados en ambiente secuencial metanogénico-sulfato 

reductor y (ii) Reactor de suelos activados electrobioquímico. Los objetivos 

específicos fueron: (1) Evaluar el efecto de la adición de solvente sobre la 

remoción de lindano utilizando un reactor de suelos activados en ambiente 

secuencial metanogénico-sulfato reductor; (2) Construir, caracterizar y operar un 

reactor de suelos activados electrobioquímico; (3) Caracterizar la diversidad de 

las comunidades microbianas en el reactor de suelos activados 

electrobioquímico; (4) Evaluar el efecto de la adición de tensoactivo sobre la 

remoción de lindano y generación de bioelectricidad utilizando un reactor de 

suelos activados electrobioquímico. 
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 El reactor de suelos activados sin silicona mostró 66% de remoción de 

lindano. Inesperadamente, el reactor de suelos activados con silicona mostró 

54% de remoción de lindano. Los metabolitos intermediarios detectados 

cualitativamente a 30 días de operación fueron clorobenceno y 1, 2 

diclorobenceno.  

 El desempeño del reactor de suelos activados electrobioquímico 

(concentración de suelo, 66%) durante 30 días de operación, mostró una 

eficiencia de remoción de lindano de 30%, la potencia volumétrica máxima fue  

165 mW/m3, la eficiencia de remoción de materia orgánica fue alta  (72%, como 

demanda química de oxígeno, materia orgánica natural), la eficiencia 

coulombimétrica fue baja (5.4%). 

Durante la operación en lote del reactor de suelos activados 

(concentración de suelo, 33%) mostró un 78% de remoción de lindano, potencia 

volumétrica máxima de 634 mW/m3, la remoción de materia orgánica fue de 76% 

y la eficiencia coulombimétrica de 15%. Los principales metabolitos debido a la 

degradación de lindano fueron 1, 2, 3-triclorobenceno, 1,3-diclorobenceno,  1,2-

diclorobenceno y clorobenceno. El reactor de suelos activados exhibió una alta 

remoción de lindano y bonus de generación de electricidad. El análisis 

metagenómico permitió  la identificación de 18 fila (phyla) los más 

representativos fueron: Actinobacteria (6.35%), Bacteroidetes (17%), Firmicutes 

(46.4%), Proteobacteria (17.9%), and Synergistetes (7.16%) 

 Con respecto a la operación en lote del reactor de suelos activados 

electrobioquímico con Tween 80 (2000 mg/L)  la eficiencia de remoción  de 

lindano fue de 56%, potencia volumétrica 685 mW/m3 y voltaje promedio de 420 

mV. La fila (phyla) más representativos fueron Actinobacteria, Bacteroidetes, 

Firmicutes, and Proteobacteria. Los géneros más dominantes fueron Arcobacter 

(40.8 %) y Trichococcus (41.6%) a 22 días de operación, cuando el reactor de 

suelos activados electrobioquímico exhibió el voltaje máximo.   
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Abstract  
 

Lindane (-hexachlorocyclohexane, -HCH) is an organochlorinated pesticide 

that has been extensively used worldwide for the control of agricultural and 

medical pests. Nowadays, its use has been banned, since it is considered one of 

the priority organic pollutants under the Stockholm Convention on persistent 

organic pollutants. Bioslurry reactors are the most common ex-situ reactor 

configuration for soil bioremediation because of several advantages. On the other 

hand, electrobiochemical slurry reactor (EBCR) constitutes a promising 

technology that could remove organic and recalcitrant pollutants in contaminated 

soils with simultaneous electricity output.  

The general aim of this resesarch was to evaluate perfomance  of two 

types of bioreactors for the bioremediation of soils contaminated with pesticides: 

(i) methanogenic-sulfate reducing slurry reactor, and  (ii) electrobiochemical 

slurry reactor. The specific aims were: (1) to evaluate the effect of solvent on 

lindane removal using lab scale methanogenic-sulfate reducing slurry reactor; (2) 

to build, to characterize and to operate an electrobiochemical slurry; (3) to 

characterize  the microorganisms in the electrobiochemical slurry reactor; (4) to 

determine the power output and removal of lindane from soil in presence of  

Tween 80 in the electrobiochemical slurry reactor.  

The methanogenic-sulfate reducing slurry reactor without silicone oil 

showed a 66% lindane removal efficiency. Unexpectedly, units added with 

silicone oil exhibited a lower removal, 54%. After 30 d operation chlorobenzene 

and 1-2 dichlorobenzene were detected.  

 The electrobiochemical slurry reactor (The concentration of soil, 66%) 

showed 30% lindane removal efficiency at the end of 30 d batch operation,  the 

volumetric power was 165 mW m-3, the organic matter removal was very high 

(72% as soluble chemical oxygen demand, natural organic matter) whereas the 

coulombic efficiency was low (5.4%). 

 The electrobiochemical slurry reactor (concentration of soil, 33%) showed 

78% lindane removal efficiency, the volumetric power was 634 mW/m3, the 

organic matter removal was 76% and, the coulombic efficiency was low (15%). 

Main metabolites due to lindane degradation in the electrobiochemical slurry 

reactor were detected by analysis by GC/MS: 1, 2, 3-trichlorobenzene, 1, 3-
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dichlorobenzene, 1, 2-dichlorobenzene, and chlorobenzene. Metagenomic 

analysis allowed the identification of 18 phyla for the electrobiochemical slurry 

reactor, of which the dominant phyla were Actinobacteria (6.35%), Bacteroidetes 

(17%), Firmicutes (46.4%), Proteobacteria (17.9%), and Synergistetes (7.16%). 

During the batch operation of electrobiochemical slurry reactor with Tween 

80, the electrobiochemical slurry reactor showed a 56% lindane removal, average 

volumetric power of 685 mW/m3, and average voltage of 420 mV were achieved. 

The most representative phyla were Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 

and Proteobacteria, that was consistent with findings reported in the open 

literature. The most dominant genera were Arcobacter (40.8%), Thrichococcus 

(41.6%) at 22 days of operation, when the EBCR exhibited the maximum voltage. 
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1 Introducción y Antecedentes 

1.1 Plaguicidas 

La utilización de los plaguicidas ha beneficiado a la sociedad moderna mediante 

la mejora de la cantidad y calidad en la producción mundial de  alimentos, Sin 

embargo el hombre al utilizar plaguicidas sintéticos para diversos fines 

(agricultura, ganadería, salud pública, etc.) ha contaminado casi todos los 

sustratos del ambiente biótico y abiótico; esto ha ocurrido a causa de la fácil 

dispersión de estos compuestos y por la gran persistencia de muchos de ellos 

en el ambiente (Goncalves and Alpendurada, 2005).  

El uso de plaguicidas para el control de insectos, malezas y agentes de 

enfermedades, permite la producción de alimentos  para la población mundial de 

más de 6 millones de personas (Mertens et al., 2007; Waliszewski et al., 1999). 

Debido a su amplio uso, se han detectado en diversas matrices 

ambientales, tales como suelo, agua y aire  (Alegria et al., 2008).  Debido a su 

naturaleza lipofílica, hidrofobicidad y baja degradación química y biológica, los 

plaguicidas organoclorados se han acumulado en los tejidos biológicos, 

aumentando la concentraciones en los organismos, debido a la cadena 

alimenticia  (Hernández-Romero et al., 2004). 

La mayor cantidad de envenenamientos en el mundo ocurre por 

plaguicidas; la Organización Mundial de la Salud, OMS, estima que en el mundo 

ocurren más de 3 millones de envenenamientos anuales y que probablemente la 

mortalidad es mayor del 1% en algunos países. Según estadísticas mundiales, 

uno de cada 7 trabajadores se intoxica por el uso de plaguicidas. Estos datos 

son más alarmantes si se tiene en cuenta que en América Latina, donde más se 

ha incrementado su uso en los últimos años y con ello las intoxicaciones, una 

gran cantidad de mujeres en edad reproductiva trabaja en actividades agrícolas, 

expuestas a plaguicidas en condiciones de alta peligrosidad. Es importante 

destacar que las intoxicaciones no son el único riesgo de los plaguicidas. A ellas 

se suman otros peligros sobre la salud humana y animal, como enfermedades 

crónicas, mutaciones genéticas, cáncer, malformaciones congénitas 

(teratogénesis), alteraciones endocrinas u hormonales, problemas reproductivos 
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y sobre el sistema inmunológico, por exposición ocupacional o a residuos en 

agua, aire y alimentos contaminados. 

La problemática de los plaguicidas y su uso está íntimamente relacionada 

con aspectos sociales, políticos, económicos y de soberanía alimentaria. La 

industria agroquímica ha promovido su uso con el argumento de que son 

necesarios para asegurar una adecuada producción de alimentos en la creciente 

población mundial; sin embargo, los criterios utilizados en el cálculo de pérdidas 

de cosechas por plagas y enfermedades han sido cuestionados; la misma FAO 

ha reconocido que estas pérdidas se incrementan notablemente aunque se usen 

cada vez más plaguicidas. 

1.2 Contaminación ambiental por plaguicidas 

Los plaguicidas se aplican por vía aérea o con equipos terrestres, generalmente 

en forma líquida pero también como polvos y granulados. Muchos de los venenos 

aplicados tienen la capacidad de contaminar el aire por derivas o pérdidas 

durante la aplicación, por evaporación y por erosión eólica. La deriva o transporte 

por el viento es mayor cuando se aplican por vía aérea, calculándose que por 

esta vía solamente entre un 5% a 15% del plaguicida aplicado llega a su objetivo, 

dispersándose la mayor parte sobre otros ecosistemas, contaminándolos y 

afectando la salud de los pobladores asentados en las cercanías. 

Las aguas superficiales y subterráneas se contaminan durante los 

procesos de fabricación, transporte, almacenamiento o aplicación de 

plaguicidas. En las zonas agrícolas ocurre directa o indirectamente, cuando se 

aplican al agua para matar larvas de mosquitos u otros organismos acuáticos, 

por derivas, por escorrentía, por drenajes de áreas agrícolas tratadas y durante 

el lavado de equipos de aspersión o por derrames accidentales. Los plaguicidas 

pueden afectar la vida acuática vegetal y animal por acción tóxica directa, o 

indirectamente por contaminación de especies que sirven de alimento a otras, o 

por producir cambios físico-químicos en el ambiente acuático. El transporte de 

plaguicidas a través de la corriente de los ríos desde zonas agrícolas hasta las 

zonas costeras, estuarios y desembocaduras, afecta los ambientes marinos de 

alimentación, cría y desarrollo de un gran número de especies acuáticas de 

importancia económica y ambiental. 
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El suelo se contamina mediante aplicación directa o por aspersión a 

cultivos, durante los cuales una parte cae al suelo, donde puede ser absorbido 

por las plantas, sufrir degradación química, fotoquímica o biológica, evaporarse 

y/o persistir en el suelo absorbido a arcillas o a materia orgánica. Otra fuente de 

alta contaminación del suelo agrícola la constituyen los desechos tóxicos de 

plaguicidas, como empaques, envases y restos de plaguicidas sin utilizar. 

Una forma particular de contaminación grave de suelos la constituyen los 

entierros ilegales y clandestinos de productos obsoletos o caducados, los cuales 

se han venido descubriendo en los últimos años en muchos países de América 

Latina, porque se han hecho evidentes cuando se han iniciado procesos de 

construcción, por intoxicaciones de comunidades cercanas, por emisión de 

vapores tóxicos o por contaminación de aguas subterráneas de consumo. Los 

plaguicidas químicos que llegan al suelo pueden causar múltiples efectos a las 

poblaciones de organismos del suelo, a la viabilidad de las semillas y a los 

procesos fisiológicos de los cultivos. Su aplicación siempre afectará la vida del 

suelo, bien sea de manera cuantitativa, incidiendo sobre el tamaño y número de 

especies o, cualitativamente, en cuanto al funcionamiento de las poblaciones. La 

contaminación del suelo por plaguicidas adquiere también particular importancia 

debido a la transferencia de estos contaminantes a los alimentos a través de las 

raíces de las plantas que consumimos hombres y animales. En el caso de la 

producción pecuaria, los residuos pueden pasar del suelo al forraje para 

finalmente ser absorbidos por los animales, causando intoxicaciones agudas y 

crónicas y/o concentrándose en la grasa y aumentando la tasa de residuos en 

carne y leche (Nivia, 2000). 

La contaminación y deterioro de los suelos debe detenerse urgentemente, 

porque la vida del hombre sobre la tierra ha dependido y continuará dependiendo 

del equilibrio dinámico del complejo viviente que son los suelos, cuya fertilidad 

depende de infinidad de organismos micro y macroscópicos que los habitan. 

Desde las bacterias hasta el hombre, todos los seres se encuentran 

interrelacionados e inevitablemente cualquier factor que afecte el funcionamiento 

de unos organismos tendrá impacto en otros. 

Debido a lo mencionado anteriormente, la aplicación de los plaguicidas ha 

sido prohibida por su toxicidad, persistencia ambiental y acumulación en la 



| 4 

 
 

cadena alimentaria, sin embargo en países en vías de desarrollo dichos 

compuestos se siguen utilizando por razones económicas y nuevos sitios son 

contaminados  (Quintero et al., 2005; Pesce and Wunderlin, 2004). 

 Plaguicidas en México 

En los últimos años se ha considerado a México de ser una región con un alto 

potencial del uso de plaguicidas organoclorados del resto del Norte de América. 

La cantidad exacta de plaguicidas organoclorados usados en México es difícil de 

determinarla, sin embargo han sido sustanciales (Alegria et al., 2008). González-

Farias (2003) estimo que entre los años 1969 y 1979, se usó aproximadamente 

9000 ton/año de plaguicidas, de los cuales 7800 toneladas fueron producidos 

localmente. Por otro lado, datos publicados por el INEGI (2000), la superficie de 

suelo degradado por causas de contaminación en 1999 fue de 25,967 km2.Sin 

embargo, pueden mencionarse de manera cualitativa los problemas de 

contaminación generados por el uso de agroquímicos, tanto fertilizantes (en 

especial los nitrogenados) como de plaguicidas (fungicidas, herbicidas e 

insecticidas); los que son consecuencia del derrame y fugas de combustibles 

(petróleo y derivados), así como los ligados a actividades mineras, en sus etapas 

de extracción como en las de procesamiento de los materiales obtenidos (INEGI-

SEMARNAT, 1997). Muchos de los plaguicidas empleados en el país hasta la 

fecha, se han prohibido en otros países por su toxicidad. Sin embargo, el número 

de plaguicidas se incrementa a razón de 10% al año. Esto ha permitido que el 

número de productos que entran en contacto con la población, se incremente en 

más de seis veces (CICOPLAFEST, 2000).En México aún continúan en el 

mercado agroquímicos organoclorados como el ácido 2,4 dicloro-fenoxiacético 

(2,4-D), el pentaclorofenol (PCP) y dicofol, además de plaguicidas a base de 

carbamatos y los organofosforados como el malatión. 

1.3 Lindano 

Los compuestos halogenados constituyen uno de los mayores grupos de 

contaminantes ambientales como resultado de su  amplio uso como herbicida, 

insecticida, fungicida y solvente. La producción y uso de sustancias químicas 

como refrigerantes, pinturas, herbicidas y plaguicidas han causado daños 

ambientales y problemas en la salud humana, esto es debido a la persistencia, 
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toxicidad y transformación de dichos compuestos xenobióticos en metabolitos 

que pueden ser iguales o más tóxicos que el propio contaminante. Debido a su 

toxicidad, bioconcentración y persistencia, la distribución de los compuestos 

halogenados en la biosfera ha causado preocupación pública por los posibles 

efectos sobre la calidad de vida (Fetzner et al., 1994; Kipopoulouet al., 2004). 

El lindano (-hexaclorociclohexano, -HCH,) es un insecticida 

organoclorado que ha sido utilizado para combatir una amplia gama de insectos 

que viven en el suelo y se alimentan de las plantas. Su aplicación es común en 

una gran variedad de cultivos, en bodegas, en la cría de ganado, como 

tratamiento para semillas (a menudo junto con fungicidas) y en la salud pública 

para el control de enfermedades transmitidas por insectos (Sang et al., 1999; 

Quintero et al., 2005; Singh and Kuhad, 1999). 

Durante la producción del lindano una mezcla de diferentes isómeros son 

formados, los más importantes de estos son los siguientes: alpha, beta, gamma 

y delta HCH. El hexaclorociclohexano (HCH) técnico está compuesto 

aproximadamente por las siguientes cantidades: 12% -HCH, 65% α-HCH, 12% 

β-HCH y 7% Δ-HCH. Sin embargo el que presenta propiedades insecticidas es 

el -HCH (Bachmann et al., 1988, Figura 1, Tabla 1).  

La utilización de lindano ha causado impactos negativos en el ambiente y 

en la salud humana. Debido a  su toxicidad y persistencia está asociado con 

diversas enfermedades crónicas y diferentes tipos de cáncer. La Agencia de 

Protección Ambiental (EPA)  y el Convenio de Estocolmo lo han clasificado como 

contaminante orgánico persistente y han prohibido su uso  (Nagata et al., 1993; 

Quintero et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura de lindano 
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 Modo de acción 

El lindano actúa como un estimulante en el sistema nervioso causando 

convulsiones epilépticas y la muerte. En el sistema nervioso el lindano interfiere 

con el ácido  -aminobutírico (GABA) en la función neurotransmisora al 

interactuar con el complejo canal del receptor cloruro-GABAA en el sitio de unión 

picrotoxina. Otros efectos son daños en el riñón y en el hígado (Sang et al., 

1999). 

 Usos en México 

 En el sector pecuario el lindano se aplica en ganado vacuno y porcino 

para combatir garrapatas, pulgas, larvas de la mosca común, etc.  

 En el sector agrícola se utiliza para el tratamiento de semillas: avena, 

cebada, frijol, maíz, sorgo y trigo. Se aplica como plaguicida en cultivos 

de trigo y sorgo. 

 En la salud pública en materia de salud humana corresponde al control de 

pediculosis y la sarna. La sarna se ubica entre las diez principales causas 

de enfermedad (morbilidad) en las comunidades indígenas en México. La 

población infantil está 30 veces más expuesta al lindano que los adultos. 

Con base en el consumo de productos lácteos y agua, se calcula que el 

consumo diario promedio de lindano es de 0.02 μg/kg/día para los adultos 

y de 0.66 μg/kg/día para los niños. 

 

Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas del lindano (Enviromental Health Criteria, 1991) 

Nombre  común Lindano 

Peso molecular 290.83 

Color  Blanco  

Estado físico Solidó cristalino 

Punto de fusión (ºC) 112.8 

Punto de ebullición (ºC) 288 

Solubilidad en agua  7.3- 7.8 mg/L a 20 °C 

Constante de Henry (Hc) 2.92 x 10-6 atm.m3.mol-1  

Presión de vapor 7.33 x 10-8 atm 

Log Kow 3.72 
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1.4 Degradación anaerobia de lindano 

Quintero et al. (2006)  reportaron 100% de degradación de α y -HCH en un suelo 

contaminado después de tres días en incubación anaerobia, bajo las siguientes 

condiciones: concentración inicial de lindano de 100mg/kg de suelo, se inoculo 

con 8 g SSV/L de lodos anaerobios metanogénicos y utilizaron almidón como 

sustrato. Durante el proceso de degradación, diversos metabolitos intermediarios 

fueron detectados como pentaclorociclohexano (PCCH), tetraclorociclohexano 

(TCCH), 1, 2,3-triclorobenceno (1, 2,3-TCB), 1,3-diclorobenceno (1,3-DCB)  

como producto final clorobenceno (Figura 2). Boyle et al. (1999) reportaron que 

bacterias anaerobias de sedimentos marinos y bacterias sulfato-reductoras son 

capaces de utilizar el lindano como fuente de carbono obteniendo como 

productos finales clorobenceno y benceno. 

 

Figura 2. Ruta de degradación propuesta de HCH bajo condiciones anaerobias (adaptado de 
Quintero et al., 2005) HCH: Hexaclorociclohexano; PCCH: Pentaclorociclohexano; DCB: 

Diclorobenceno; CB: Clorobenceno. 

 

1.5 Reactores de suelos activados 

Los biorreactores de suelos activados (slurry bioreactors) es una de las 

tecnologías de biorremediación ad situ y ex situ más importantes. El tratamiento 

de suelos y sedimentos en biorreactores de suelos activados se ha convertido 

en una de las mejores opciones  para la biorremediación de suelos contaminados 

por compuestos recalcitrantes, en virtud que las condiciones ambientales 

pueden ser controladas (Robles-González et al., 2008a; Venkata Mohan et al., 

2004).  

La utilización  de los reactores de suelos activados  es una aplicación 

relativamente nueva para la biorrestauración de sitios contaminados, esta 

tecnología ha sido aplicada para biorremediar suelos contaminados con 

plaguicidas organoclorados (Robles-González, 2012; Robles-González, 2008b; 
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Quintero et al., 2005; Okeke et al., 2002; Quintero et al., 2006; Quintero et al.,  

2007), Bifenilos policlorados (Fava and Piccolo, 2002), pentaclorofenol (Rubilar 

et al., 2007) herbicidas (Robles-González et al., 2006), explosivos (Park et al., 

2003; Boopathy, 2005; Fuller and Manning, 2004; Zhang et al., 2001), 

insecticidas organofosforados (Venkata Mohan et al., 2007), hidrocarburos del 

petróleo (Boopathy, 2003; Nano et al., 2003; Tetsuji et al., 2007), ftalatos o 

ésteres de ftalato (Shailaja et al., 2008; Juneson et al., 2001; Shailaja et al., 2007)  

 

 Ventajas y desventajas en la utilización de reactores de suelos 

activados 

Los reactores de suelos activados presenta las siguientes ventajas: (a) 

Incremento en la transferencia de masa e incremento en el contacto del 

microorganismo con los nutrientes y contaminantes (Venkata Mohan et al., 

2009),  (b) Mayor y más rápida biodegradación de los compuestos tóxicos 

comparado con la biorremediación in situ, (c) Posibilidad de utilizar diferentes 

aceptores de electrones (O2, SO4
-2, CO2, NO3), (d) Control y optimización de 

diversos parámetros ambientales como: temperatura, pH (e) Facilita la desorción 

de los contaminantes en el suelo debido a que se pueden utilizar tensoactivos y 

solventes (Robles-González et al., 2008a; Boopathy 2003; Di Gennaro et al., 

2008; Okeke et al., 2002).  Las desventajas que presentan los RSA son las 

siguientes: (a) Excavación y transporte del suelo, lo cual aumenta los costos del 

tratamiento, (b) El suelo antes de tratarse debe ser acondicionado, (c) El agua 

utilizada durante el proceso requiere de un tratamiento antes de descargarse al 

medio ambiente, además (d) los gases producidos cuando el tratamiento es en 

ambiente anaerobio debe ser  tratado antes de descargarlo a la atmósfera 

(Robles-González et al., 2008a).   

 Descripción del proceso 

El suelo excavado debe ser tratado primero para separar físicamente piedras y 

escombros. El suelo se mezcla con agua, la cantidad de agua depende de la 

concentración de los contaminantes, la tasa de biodegradación y la naturaleza 

física de los suelos. Algunos procesos requieren de un pre-lavado del suelo para 

concentrar los contaminantes. El suelo se mantienen en suspensión en un 
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reactor y se mezcla con nutrientes, diferentes aceptores de electrones, inoculo  

y tensoactivo si el proceso lo requiere. Cuando se completa la biodegradación el 

agua es retirada del suelo, los equipos que son utilizados para retirar el agua 

pueden ser clarificadores, filtros de presión, filtros de vacío o centrifugas 

(Cookson, 1995). 

 Los reactores de suelos activados utilizan microorganismos nativos o 

cepas específicas que tienen la capacidad metabólica para convertir compuestos 

orgánicos peligrosos a dióxido de carbono y en agua.  Estos sistemas pueden 

trabajar bajo condiciones aerobias y anaerobias (Venkata-Mohan et al., 2004). 

Los RSA permiten optimizar las condiciones propicias para la 

biodegradación del contaminante, la aireación facilita el mezclado y mejora la 

tasa de intercambio químico entre las partículas del suelo y de la solución. Las 

condiciones pueden ser aún más optimizadas para la biodegradación mediante 

el control de pH, temperatura, suministro de nutrientes y utilización de 

tensoactivos (Baker et al., 1994). 

La efectividad de la biorremediación utilizando reactores de suelos 

activados va a depender de varios parámetros como el tipo de suelo, tipo y 

concentración de contaminantes, diseño del reactor, carga de sólidos, aireación, 

demanda de oxígeno, temperatura, surfactante y la adicción de nutrientes.  Para 

el diseño de estos sistemas debemos de tomar en cuenta, las condiciones de 

funcionamiento, tipo de inóculo, la naturaleza del sustrato ya que tienen una 

influencia muy importante en el buen funcionamiento de los reactores de suelos 

activados. Cuando el volumen del suelo a tratar es relativamente pequeño y el 

contaminante es complejo es recomendable la utilización de reactores en lote 

(Venkata-Mohan et al., 2004). 

1.6 Reactor electrobioquímico de nuevo tipo 

 Principio de una Celda de Combustible Microbiana 

Las celdas de combustibles microbianas (CCM) es una tecnología prometedora 

para la biodegradación de diversos sustratos orgánicos (glucosa, acetato, xilosa, 

cisteína, celulosa) con simultánea generación de energía. En este dispositivo los 

microorganismos son capaces de oxidar diferentes sustratos en el ánodo, 

produciendo protones y electrones, los cuales fluyen a través de un circuito 
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externo hacia el cátodo, que está en contacto con oxígeno, en este parte los 

protones son usados en la reducción de oxígeno produciendo agua (Yan et al., 

2012; Ringelberg et al., 2011; Wanget al., 2011; Huang, et al., 2011 Vázquez-

Larios et al., 2010; Poggi-Varaldo et al., 2009; Rezai et al., 2009; Logan et al., 

2006).  

 En la siguiente ecuación se muestra el proceso que ocurre en una celda 

de combustible microbiana, cuando el sistema es alimentando con glucosa 

(Rismani et al., 2008; Pham et al., 2006). 

 

Ánodo 

C6H12O6  +  6H2O → 6CO2 +  24H+ +  24e− 

 

Cátodo 

6O2 +  24H+ +  24e− → 12H2O 

 

La ecuación global es la siguiente:  

 

C6H12O6  +  6O2  →  6CO2 +  6H2O +  Energía eléctrica 

 

Aprovechamiento teórico: - 2840 kJ/mol 

 

1.6.1.1 Celda de Combustible Microbiana para el tratamiento de aguas 

contaminadas con xenobiótico 

El uso de las celdas de combustible microbiano es una tecnología prometedora, 

debido que pueden ser tratadas aguas residuales y simultáneamente genera 

electricidad, se han llevado a cabo otra investigaciones en el tratamiento de 

aguas contaminadas con compuestos tóxicos, entre los que se pueden citar se 

encuentran: fenol, diésel, nitrobenceno, ácido tereftálico, rojo congo, 

pentaclorofenol; por lo cual la aplicación de dichos sistemas es  prometedor 

debido que además de dar un tratamiento a desechos industriales 

simultáneamente se genera energía eléctrica (Luo et al., 2009; Morris et al., 

2009; Li et al., 2010; Song et al., 2008; Huo et al., 2011; Huang et al., 2011).  



| 11 

 
 

 Luo et al. (2009) trabajaron con una celda de doble cámara empacada con 

grafito granular, utilizaron glucosa como co-sustrato y fenol como compuesto 

toxico, en 48 horas reportan 90% de remoción del contaminante  y 

simultáneamente obtuvieron una potencia máxima de 342 mW/m2 cátodo.  Por 

otro lado Morris et al. (2009) reportaron que utilizaron una celda de doble cámara, 

el agua tratada estaba contaminada con diésel (300mg/L), después de 21 días 

se alcanzó 82% de remoción del contaminante y obteniendo una potencia de 

32mW/m2.  En una celda de doble cámara se trató un agua contaminada con 

nitrobenceno (250mg/L) y como co-sustrato glucosa (1000mg/L) en donde se 

removió el 98% del contaminante en un periodo de 24 horas, se obtuvo una 

densidad de potencia de 8.5 W/m3 cátodo (Li et al., 2010). 

 Por lo anterior mencionado podemos considerar que el uso de celdas de 

combustibles microbianas es una tecnología prometedora para el tratamiento de 

aguas residuales contaminadas con compuestos tóxicos. 

 

1.6.1.2 Principio de una Celda de Combustible Microbiana de sedimentos 

Se han realizado diferentes investigaciones para la producción de energía 

eléctrica, en sedimentos. Para este propósito, las investigaciones han 

desarrollado celdas de combustible microbianas de sedimentos, las cuales 

consisten de un ánodo sumergido en el sedimento anaerobio y un cátodo 

suspendido en el agua (condiciones aerobias). Las bacterias en el sedimento 

transfieren los electrones producidos en la oxidación de la materia orgánica e 

inorgánica hacia el ánodo. Mientras el oxígeno presente en la columna de agua  

es reducido por la aceptación de electrones en el cátodo (De Schamphelaire et 

al.,  2008; Hong et al., 2009; Luo et al., 2009; Zhu and Ni, 2009). 

 

1.6.1.3 Reactor de suelos activados electrobioquímico 

 

Por lo anterior mencionado de los reactores de suelos activados para el 

tratamiento de suelos contaminados con compuestos recalcitrantes, el uso de 

celdas de combustibles microbianas en el tratamiento de aguas contaminadas y 

sedimentos para la generación de energía eléctrica, en el presente trabajo se 
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propone la hibridación de estas tecnologías, el reactor de suelos activados 

electrobioquímico. Dicha tecnología es relativamente nueva la cual involucra 

desarrollos multidisciplinarios.  
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 Biología molecular y su relación con el tratamiento de suelos 

contaminados 

La diversidad de los microorganismos en el ambiente juegan un rol importante 

en los procesos biogeoquímicos y la composición y/o actividad de estos 

microorganismos pueden indicar que tan bien está funcionando un ecosistema. 

Sin embargo, los microorganismos son sensitivos a disturbios causados por la 

agricultura, contaminación y estrés ambiental. Consecuentemente se han 

llevado muchos estudios en el impacto del hombre (agricultura o contaminación) 

y animales (lombrices y termitas) sobre la microbiología del suelo (Roose-

Amsaleg et al., 2001). 

 Se han llevado numerosas investigaciones las cuales han señalado que 

la mayoría de las bacterias en las muestras ambientales no pueden ser aisladas 

o cultivadas usando solamente técnicas tradicionales de cultivo. Solamente una 

pequeña proporción de la biomasa microbiana puede ser cultivada de esta forma 

(Cullen and Hirsch, 1997). El cultivo de las bacterias es determinado como un 

porcentaje de bacterias cultivables comparado con el total de células contadas 

detectadas con el microscopio de fluorescencia. Amman et al. (1995) reportaron 

que las bacterias cultivables de hábitat naturales son del rango de 0.001% en 

agua marina y 0.3 % en suelo. Muchos de los microorganismos que permanecen 

inaccesibles son especies en donde las condiciones de cultivo aplicadas no son 

adecuadas o que han entrado en un estado no cultivable. Además, los medios 

selectivos no están disponibles para muchos grupos de microorganismos, y si su 

número es bajo, estos pueden ser imposibles de detectar por técnicas de 

microbiología tradicionales. Muchos de los microorganismos del suelo son 

extremadamente adaptados a su ambiente y no pueden ser cultivados bajo las 

condiciones usuales de laboratorio.  

 El aislamiento del DNA de los microorganismos del suelo podría evitar 

sesgos en la detección de la diversidad microbiana del suelo (Roose-Amsaleg et 

al., 2001).  Los principales procesos que ocurren en el suelo, por ejemplo, el 

destino de los plaguicidas no se pueden explicar solo por factores abióticos. 

Debido al rol que juegan los microorganismos en la degradación de estos 

compuestos, un entendimiento de la función del suelo requiere la descripción de 
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la estructura, composición, densidad y diversidad de las comunidades 

microbianas del suelo.  

 Las posibles relaciones entre la biodiversidad de las comunidades 

microbianas del suelo y sus funciones siguen siendo poco investigados, 

principalmente debido a la falta de métodos adecuados. La aplicación de las 

herramientas de biología molecular en la microbiología del suelo tiene un gran 

potencial. El material genético es el diagnostico final para la detención de 

microorganismos particulares. Una consideración importante es que solo una 

pequeña porción de las bacterias de los hábitat naturales pueden ser cultivadas 

en técnicas de microbiología clásica por lo cual es necesario la utilización de 

técnicas de biología molecular (Neufeld et al., 2006).  

1.6.2.1 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE) 

Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante conocido por su abreviación 

en inglés como DGGE.  Este método fue inventado originalmente para detectar 

mutaciones puntuales en el campo de la medicina (Fischer and Lerman, 1979). 

Sin embargo Muyzer et al. (1993) introdujeron está en el estudio de ecología 

microbiana.  

 El  principio de la técnica de DGGE consiste  en el fraccionamiento por 

electroforesis de fragmentos de DNA del 16s ribosomal amplificados por la 

técnica de PCR.  El fraccionamiento se hace en geles de poliacrilamida con un 

gradiente creciente de agentes desnaturalizantes (urea y formamida). Este 

método se basa en el hecho de que fragmentos de DNA de misma longitud tienen 

diferente secuencia en su composición de pares de bases nucleotídicas (Muyzer 

and Smalla, 1998).  
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2 Justificación 

Desde la introducción de los plaguicidas organoclorados en la agricultura y salud 

pública ha provisto de grandes beneficios para el ser humano en la producción y 

cosecha de sus alimentos y en el combate de vectores en programas de salud. 

Sin embargo su extensivo y mal uso ha traído como consecuencia la 

contaminación de suelo, agua y sedimentos alrededor del mundo. El lindano es 

un plaguicida organoclorado el cual ha sido prohibido debido a su persistencia 

en el ambiente, además puede causar problemas graves en la salud. La 

biorremediación es una opción que ofrece la posibilidad de degradar varios 

contaminantes a su forma menos tóxica utilizando microorganismos o su 

actividad enzimática. Utilizando reactores de suelos activados para la 

biorremediación incrementa la tasa de degradación de dicho xenobiótico debido 

a que las condiciones de operación pueden ser manipuladas.   

Por otro lado existe la posibilidad de utilizar reactores electrobioquímicos de 

nuevo tipo capaces de oxidar la materia orgánica y biodegradar el lindano 

presente en el suelo y paralelamente los protones y electrones generados en 

dicha oxidación pueden generan bioelectricidad. 
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3 Hipótesis 

3.1 Hipótesis general 

1. El reactor de suelos activados en ambiente secuencial 

metanogénico/sulfato-reductor  con solvente exhibirá mayores 

remociones de lindano que el RSA en ambiente secuencial 

metanogénico/sulfato-reductor  sin  solvente 

2. El reactor de suelos activados electrobioquímico presentará buen 

desempeño para descontaminar el suelo y generar bioelectricidad 

3.2 Hipótesis específicas 

1. El reactor de suelo activados en ambiente secuencial 

metanogénico/sulfato- reductor bioestimulado con sacarosa mostrará 

mayores remociones de lindano que el RSA en ambiente secuencial 

metanogénico/sulfato-reductor sin sacarosa 

2. El reactor de suelos activados electrobioquímico servirá para 

descontaminar el suelo y generar bioelectricidad 

3. La presencia de tensoactivo (Tween 80) aumentara la remoción de 

lindano en el reactor de suelos activados electrobioquímico 

4. La comunidad microbiana presente en el RSA EBQ se enriquecerá con 

bacterias electroquímicamente activas 
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4 Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Evaluar el desempeño de dos tipos de biorreactores para la biorremediación de 

suelos contaminados con agroquímicos: 

- Reactor de suelos activados en ambiente secuencial metanogénico-

sulfato reductor 

- Reactor de suelos activados electrobioquímco  

4.2 Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto de la adición de solvente sobre la remoción de lindano 

utilizando un RSA en ambiente secuencial metanogénico-sulfato reductor. 

2. Construir, caracterizar y operar un reactor de suelos activados 

electrobioquímico para el tratamiento de suelo contaminado con lindano y 

simultáneamente generar bioelectricidad. 

3. Caracterizar la diversidad de las comunidades microbianas en el reactor 

de suelos activados electrobioquímico 

4. Evaluar el efecto de la adición de tensoactivo sobre la remoción de lindano 

y generación de bioelectricidad utilizando un reactor de suelos activados 

electrobioquímico 
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5 Metodología 

5.1 Estrategia de trabajo 

La realización del proyecto se dividió en 3 fases y  5 actividades (Figura 3), que 

de manera general se refieren a la aclimatación de inóculo capaz de degradar 

lindano, caracterización del suelo modelo utilizado y estudios de remoción del 

lindano en ambientes secuenciales mediante la utilización de reactores de suelos 

activados y el uso de reactor de suelos activados electrobioquímico para la 

remoción de lindano y simultáneamente la producción  de energía eléctrica.  

 

 

Figura 3. Estrategia de trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

• Actividad 1:   Obtención  de inóculo anaerobio aclimatado a lindano

• Actividad 2:  Tratamiento de suelo contaminado con lindano 
utilizando RSA M-SR

Fase 1

• Actividad 3: Diseño, construcción,  y caracterización del RSA-EBQ

• Actividad 4: Evaluación de la remoción de lindano y producción de 
bioelectricidad en un RSA-EBQ

Fase  2

•Actividad 5: Caracterización de la comunidad microbiana del  RSA 
EBQ

Fase 3 
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5.2 Actividad 1.  Operación de reactores inoculadores en ambiente 

anaerobio 

 Propósito 

Esta actividad cumple con el propósito de generar inóculo aclimatado al lindano 

que posteriormente será utilizado para estudios de remoción de dicho 

xenobiótico en suelos arcillosos contaminados con lindano empleando reactores 

de suelos activados y reactor de suelos activados electrobioquímico. 

 Durante esta actividad se operaron reactores inoculadores a escala 

laboratorio bajo dos diferentes aceptores de electrones (CO2, metanogénico y 

SO4
2, sulfato-reductor). 

 Para la preparación del inóculo anaerobio se siguió el siguiente 

procedimiento: se pesaron 900 gramos de excreta de vaca húmeda y se 

disolvieron en 3000 mL de agua. Posteriormente está solución se pasó por un 

tamiz malla número 10 (0.0781 in), ésta misma solución se pasó a través de un 

tamiz número 33 (0.0190 in), de esta solución filtrada se utilizaron 1500 mL y se 

mezclaron con 1500 mL de lodos activados procedentes de una planta de 

tratamiento de aguas residuales (San Juan Ixhuaxtepec). Para garantizar 

condiciones anaerobias los reactores inoculadores se gasearon con nitrógeno 

durante 5 minutos. La operación del reactor fue semi-continua, con un volumen 

de operación (VOP) de 3000 mL, con un tiempo de residencia (TRH) de 25 días 

por lo que el flujo de alimentación se determina con la ecuación 1. La purga y 

alimentación es de 120 mL/día. El agua de alimentación sintética se muestra en 

la Tabla 2 y 3 para el RI-M y RI-SR respectivamente 

 

 

         [1] 

 

5.2.1.1 Seguimiento y análisis 

Las variables de respuesta para el RI-M son las siguientes: pH, ηDQO, ηLindano, 

SSV, Factor α, Biogás, CH4. Para el RI-SR son: pH, ηDQO, ηLindano, SSV, Factor α, 

Biogás, CH4 y ɳSO4
-2. 
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 El programa de seguimiento y análisis se muestra en las Tablas 4 y 5  para 

los reactores inoculadores metanogénico y sulfato-reductor respectivamente. 

 

 

Tabla 2.  Composición del agua de alimentación sintética para el reactor inoculador 

metanogénico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Composición del agua de alimentación sintética para el reactor inoculador sulfato-

reductor 

 

Componente Concentración (g/L) 

Sacarosa 5 

NaHCO3 1.5 

K2HPO4 0.6 

Na2CO3 3.0 

NH4Cl 0.6 

Na2SO4 13 

H2SO4 

Lindano 

0.75 mL/L 

7mg/L 

 

  

Componente Concentración (g/L) 

Sacarosa 5 

NaHCO3 1.5 

K2HPO4 0.6 

Na2CO3 3.0 

NH4Cl 0.6 

CH3COOHglacial 

Lindano 

1.5 mL/L 

7 mg/L 
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Tabla 4. Seguimiento y análisis para el reactor inoculador metanogénico 

 

Parámetro Alimentación Efluente Gas Método 

pH 1/día 1/día NA Método estándar 423b 

DQO 1/sem 1/sem NA Método estándar 508b 

SSVa NAa 1/sem NA Método estándar 403b 

Coeficiente α NA 1/sem NA Ripley et al., 1986 

Volumen de biogás NA NA 1/día Poggi-Varaldo et al., 1987 

CH4 NA NA 1/sem Poggi-Varaldo et al., 1987 

Concentración de 

lindano 

1/sem 1/sem NA Quintero et al., 2005 

Notas: a No  aplicable; b APHA, 1998 

 

Tabla 5. Seguimiento y análisis para el reactor inoculador sulfato-reductor 

 

Parámetro Alimentación Efluente Gas Método 

pH 1/día 1/día NA Método estándar 423b 

DQO 1/sem 1/sem NA Método estándar 508b 

SSVa NAa 1/sem NA Método estándar 403b 

SO4
-2 1/sem 1/sem NA Método estándar 

426Cb 

Concentración de 

lindano 

1/sem 1/sem NA Quintero et al., 2005 

Notas:a No  aplicable; b APHA, 1998 
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5.3 Actividad 2.  Evaluar el desempeño de reactores de suelos activados 

en ambientes secuenciales: metanogénico/sulfato-reductor utilizando 

tratamiento extractivo con solvente (aceite de silicona) 

 Propósito 

El propósito de esta actividad fue evaluar el efecto de la adición de solvente 

sobre la remoción de lindano de suelos arcillosos con alto contenido de materia 

orgánica utilizando reactores de suelos activados  

 Diseño Experimental 

Esta actividad a su vez se dividió en tres etapas: acondicionamiento  del inóculo, 

preparación del medio mineral, arranque y operación de los reactores de suelo 

activados. 

5.3.2.1 Acondicionamiento del inóculo 

i. Se determinó la concentración de SSV en el reactor inoculador 

metanogénico: Y. 

ii. La concentración de biomasa requerida en cada RSA fue de 0.5mg/mL: X. 

iii. Se realizaron los cálculos con la ecuación 2 para obtener el volumen 

necesario de licor del RI-M. 

 

𝑋∗𝑍

𝑌
= 𝑊          

 [2] 

 

En donde: 

W: Volumen necesario de licor del RI-M 

X: Concentración de biomasa requerida en cada RSA (mg SSV/mL) 

Y: Concentración de SSV en el reactor inoculador RI-M (mg/mL) 

Z: Volumen del RSA (mL) 

 

iv. Ya calculado el volumen necesario de licor del RI-M (W), se colectaron  las 

células por centrifugación (7000 rpm durante 10 minutos) 

v. Desechar el sobrenadante. 
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vi. Las células fueron lavadas 3 veces con 5 mL de buffer de fosfato (pH =  7.2) 

y finalmente  se  re-suspendió en 3 mL del mismo buffer. El 

acondicionamiento del inóculo se llevó a cabo en una cabina anóxica con flujo 

continuo de nitrógeno.  

 

5.3.2.1 Preparación del  medio mineral 

El medio mineral se preparó con los componentes que se citan en la Tabla 6, 

posteriormente se esterilizó a 121ºC/lb durante 15 minutos. 

 

Tabla 6. Composición del medio mineral metanogénico en 1 L de agua desionizada  

 

 

 

 

 

 

                                                            (Bachmann et al., 1988, modificado) 

5.3.2.2 Arranque y operación de los reactores de suelo activados. 

5.3.2.2.1 Unidades experimentales activas 

Los reactores de suelos activados consistieron en viales de 125 mL, en el cual 

se colocaron 20g de suelo estéril contaminado (100 mg lindano/kg suelo seco), 

60 mL de medio mineral, 0.5mg SSV/mL de inóculo aclimatado al contaminante 

en condiciones metanogénicas (Esto se llevó a cabo en una cabina anóxica, que 

previamente fue gaseada con nitrógeno). Las unidades experimentales fueron 

cerradas con septas de teflón, selladas con anillos de aluminio y gaseadas con 

nitrógeno durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis. Los RSA se 

incubaron en la oscuridad, a 120 rpm, a 35ºC durante 15 días. Al termino de 15 

días de incubación las unidades experimentales se abrieron para cambiar a 

condiciones sulfato-reductoras, se agregó 0.5mg SSV/mL del inóculo aclimatado 

al contaminante en condiciones sulfato-reductoras, posteriormente fueron 

cerradas con septas de teflón, se sellaron con anillos de aluminio y gaseadas 

con nitrógeno durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis (Figura 4).  

Componente Cantidad 

K2HPO4 60 mg 

NaHCO3 4 g 

 (NH4)3PO4 100 mg  

Solución de resazurina 10 mL (1g/L) 
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El diseño experimental se evaluó la bioestimulación con sacarosa y  aceite de 

silicona a dos niveles 0 y 15 mL (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Tabla de factores y niveles de ensayos con reactores de suelos activados en  
ambiente secuencial (metanogénico/sulfato-reductor). 

 

 

 

 

 

 

 

Las variables de respuesta son: 

 Remoción de lindano 

 Metabolitos intermediarios  

 Producción de metano 

 

5.3.2.2.2 Controles 

Control abiótico: Para evaluar la adsorción del lindano en el suelo. 

En viales de 125 mL, se colocaron 20 g de suelo estéril contaminado (100 mg 

lindano/kg suelo seco), 60 mL de medio mineral, 0.5 mg SSV/mL de inóculo 

estéril aclimatado al lindano y 30 mg de ázida de sodio. Se incubaron en la 

oscuridad, a 120 rpm, a 35ºC durante 15 días. Después de 15 días de incubación 

se abrieron las unidades experimentales para cambiar a condiciones sulfato-

reductoras, se agregó 0.5mg SSV/mL del inóculo estéril aclimatado al 

contaminante en condiciones sulfato-reductoras, posteriormente los viales 

fueron cerrados con septas de teflón, sellados con anillos de aluminio y gaseados 

con nitrógeno durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis.  Esto se llevó a 

cabo para que fueran las mismas condiciones que las unidades experimentales 

activas. 

  

Factor Nivel 

Solvente 0 (0 % V/V) 

15 mL (0 % V/V) 
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Control biótico: Para evaluar la capacidad de degradación del contaminante por 

el consorcio presente en el suelo. 

En viales de 125 mL se colocaron 20 g de suelo contaminado sin esterilizar  (100 

mg lindano/kg suelo seco), 60 mL de medio mineral, 0.5 mg SSV/mL de inóculo 

estéril aclimatado al lindano. Después de 15 días de incubación se abrieron las 

unidades experimentales para cambiar a condiciones sulfato-reductoras, se 

agregó 0.5mg SSV/mL del inóculo estéril aclimatado al contaminante en 

condiciones sulfato-reductoras, posteriormente los viales fueron cerrados con 

septas de teflón, sellados con anillos de aluminio y gaseados con nitrógeno 

durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis.  Esto se llevó a cabo para 

conservar las mismas condiciones que las unidades experimentales activas. 

 

Bioaumentación: Para evaluar la capacidad de degradación del contaminante 

por el consorcio presente en el suelo y el inóculo aclimatado al lindano.  

En viales de 125 mL se colocaron 20 g de suelo contaminado sin esterilizar  (100 

mg lindano/kg suelo seco), 60 mL de medio mineral, 0.5 mg SSV/mL de inóculo 

aclimatado al lindano. Se incubaron en la oscuridad, a 120 rpm, a 35ºC durante 

15 días. Después de 15 días de incubación se abrieron las unidades 

experimentales para cambiar a condiciones sulfato-reductoras, se agregó 0.5mg 

SSV/mL del inóculo aclimatado al contaminante en condiciones sulfato-

reductoras, posteriormente los viales fueron cerrados con septas de teflón, 

sellados con anillos de aluminio, y gaseados con nitrógeno durante 1 minuto para 

garantizar la anaerobiosis.  Esto se llevó a cabo para conservar las mismas 

condiciones que las unidades experimentales activas. 
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Figura 4. Diagrama de flujo de la estrategia de reactores de suelos activados en ambiente 
secuencial metanogénico-sulfato reductor para la remoción de lindano de suelo contaminado 

 

5.3.2.1 Seguimiento y análisis 

Se tomó muestra de cada uno de los RSA cada cinco días. El programa de 

seguimiento y análisis se muestra en la Tabla 8.  

 

Tabla 8. Seguimiento y análisis para los reactores de suelos activados en condiciones 
metanogénicas-aerobia utilizados para la remoción de lindano de suelo contaminado 

 

Parámetro Sobrenadante Licor Gas Método 

pH NAa 1/5 d NA Standard 

methods 423b 

Concentración 

de lindano 

NA 1/5 d NA Polese  et al., 

1996 

Producción de 

metano 

NA NA 1/5d Poggi-Varaldo 

et al., 1987 

Metabolitos 

intermediarios 

1/15 d NA NA Quintero et al., 

2005 

 Notas:a No  aplicable; b APHA, 1998  

20 g suelo contaminado 

(100 mg lindano/kg suelo)

+

60 mL medio mineral 

+

Inóculo M 0.5 g SSV/L

M

15 días

SR

0.5 g SSV/L inóculo
SR

2.5 g/L de Na2SO4SR

35ºC
30 días total
100 rpm

15 días
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5.4 Actividad 3. Diseño, construcción y caracterización de un reactor de 

suelo activado electrobioquímico 

 Propósito 

El propósito de esta actividad es diseñar y construir un reactor de suelo activado 

electrobioquímico para evaluar la remoción de lindano y la generación de 

bioelectricidad.  

 Caracterización  del reactor de suelo activado electrobioquímico 

5.4.2.1 Propósito 

El propósito de esta actividad es caracterizar el reactor de suelo activado 

electrobioquímico para obtener la resistencia interna del sistema utilizando un 

inóculo sulfato-reductor 

5.4.2.1.1 Determinación de resistencia interna del reactor 

electrobioquímico en el 1er Experimento por espectroscopía de impedancia  

La resistencia interna (Rint) del EBQ fue calculada como una función del voltaje 

del EBQ usando espectroscopía de impedancia electroquímica (EIS, por sus 

siglas en inglés). La espectroscopía de impedancia electroquímica fueron 

obtenidas alrededor del rango de frecuencia de 1mHz a 100 kHz (Sathish-Kumar 

et al., 2012b; Vázquez-Larios et al., 2011a; Vázquez-Larios et al., 2011b). El 

modelo del circuito equivalente fue ajustado a los datos usando el programa 

ZView2.  

 

5.4.2.1.2 Determinación de resistencia interna del reactor 

electrobioquímico en el 2do Experimento y 3er Experimento por curva de 

polarización  

La resistencia interna fue determinada usando el método de  curva de 

polarización, por variación de la resistencia externa (100-10000𝛺) de acuerdo al 

procedimiento descrito en literatura (Logan et al., 2006; Poggi-Varaldo et al., 

2009; Vázquez-Larios et al., 2010; Sathish-Kumar et al., 2012a), esto fue llevado 

a cabo a los 0 y 7 días de operación.  
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5.5 Actividad 4. Operación en lote del reactor de suelo activado 
electrobioquímico 

 

Variables de respuesta 

 Remoción de lindano 

 Densidad de potencia, PAn en mW/m2 

 Potencia volumétrica, PV en mW/m3 

 Eficiencia coulumbimétrica, ηCoul en % 

 Remoción de DQO, ηDQO en % 

 

 1er Experimento  (Suelo, 66%) 

 

El EBQ fue operado en lote durante 30 días a temperatura ambiente. La 

concentración del suelo fue de 66% p/v. El reactor no fue suplementado con una 

fuente de carbono externa, el sustrato fue la materia orgánica soluble del suelo. 

Las medidas de potencia fueron obtenidas usando un multímetro ESCORT 

3146A. 

 

 2do Experimento  (Suelo, 33%)  

 

El EBQ fue operado en lote durante 30 días a temperatura ambiente. La 

concentración del suelo fue de 33% p/v.  El EBQ fue alimentado a 15 y 25 días 

de operación con una solución stock de sacarosa: acetato de sodio: lactato para 

obtener una concentración final  de 2g DQO/L  en el reactor. El contenido del 

EBQ fue mezclado por burbujeo con nitrógeno, una vez al día durante los 

primeros 15 días de operación. Posteriormente fue mezclado lentamente en una 

agitadora orbital a 100 rpm. Las medidas de potencia fueron registradas en un 

multímetro ESCORT 3146A. Los controles del proceso fueron: (i) EBQ operado 

a circuito abierto con inoculo y suelo no estéril, (ii) reactores de suelos activados 

convencionales, inoculo y suelo estéril, control biótico y control abiótico 

respectivamente. 
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 3er Experimento  (Suelo, 33%, Tween 80)  

5.5.3.1 Ensayo extractivo con Tween 80 
 

5.5.3.1.1 Propósito  

Evaluar la desorción del lindano del suelo con Tween 80 a diferentes 

concentraciones. 

5.5.3.1.1.1 Diseño experimental  

Se realizaron  experimentos en lote para evaluar la desorción de lindano en un 

sistema suelo-agua en presencia de tensoactivo no-ionico, Tween 80, a 

diferentes concentraciones (0, 75,500, 2000, 5000 mg/L) 

5.5.3.1.1.2  Procedimiento 

 
i. Se prepararon soluciones de Tween 80 a diferentes concentraciones (0, 75, 

500, 2000 y 5000 mg/L) con 300 mg/L de azida de sodio y 0.01M CaCl2.  

ii. En botellas serológicas se colocaron 5 g de suelo estéril contaminado (100 

mg de lindano/kg de suelo seco). 

iii. Se agregaron 25 mL de solución de Tween 80.  

iv. Las unidades experimentales se incubaron a  25°C, 100 rpm, en la 

oscuridad, por 6 días. 

v. Al finalizar el periodo de contacto, se decantó y centrifugó (7000 rpm por 

15 minutos) el sobrenadante de cada unidad experimental.  

vi. Se cuantificó la concentración de lindano en el sobrenadante por 

cromatografía de gases. 
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Figura 5. Diagrama de flujo del ensayo extractivo con Tween 80 

 

 

  

Incubar: 6 días, oscuridad, 100 rpm, 25°C 

Centrifugar del sobrenadante a 7000 rpm 

Cuantificar el lindano en el sobrenadante 
por cromatografía de gases 

5 g de suelo estéril contaminado (100 mg de lindan/kg de 
suelo seco) + 25 mL de Tween 80 + NaN3(300 mg/L)+ 

CaCl2 
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5.5.3.2  Operación en lote del reactor de suelos activados 
electrobioquímico  

 

El EBQ fue operado en lote durante 30 días a temperatura ambiente. La 

concentración del suelo fue de 33% p/v.  El EBQ fue alimentado a 0 y 15 días de 

operación con una solución stock de sacarosa: acetato de sodio: lactato para 

obtener una concentración final  de 2g DQO/L  en el reactor. El EBQ fue cargado 

con la concentración de Tween 80 que mejores resultados de desorción 

presente. El EBQ fue mezclado lentamente en una agitadora orbital a 100 rpm. 

Las medidas de potencia fueron registradas  en  un multímetro ESCORT 3146A. 
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5.6 Actividad 5. Caracterización de comunidades microbianas en el RSA 

EBQ 

 Propósito 

El propósito de esta actividad fue desarrollar las técnicas de biología molecular 

para caracterizar la comunidad microbiana presente en el RSA y en el RSA EBQ. 

 

 

Figura 6. Metodología general para la caracterización de consorcios microbianos por 16s rDNA 

DGGE. (García-Mena, 2006) 

 

 Extracción total de DNA 

Se procedió a la extracción de DNA bacteriano de una alícuota de 200 μl de una 

muestra proveniente del RSA EBQ siguiendo el protocolo adjunto al kit de 

extracción, PowerSoil® DNA Isolation kit (MoBio) que funciona para la extracción 

de DNA de muestras de suelo. 

 

  

  

 

 

Extracción total de DNA 

Amplificación de la 
región 16s rDNA 

Productos de PCR por 

DGGE 

Extracción de bandas 
de DGGE Clonación 

 Secuenciación de DNA 

 Análisis filogenético 
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 Evaluación de la integridad del DNA bacteriano por fraccionamiento 

electroforético 

Para comprobar la calidad del DNA extraído se cargaron 2 μl de extracto total 

con buffer de carga 1X (solución de azul bromofenol y glicerol 5x) en gel de 

agarosa al 1.0% teñido con Midori Green DNA stain. La electroforesis se realizó 

en buffer TBE 0.5X durante 50 minutos a 80 V.  

El gel se documentó bajo luz ultravioleta en el  transiluminador BIO RAD 

molecular Imager® con el programa Gel Doc™ XR + and ChemiDoc utilizando 

como marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).                                                                                                                               

 

 Cuantificación y pureza del DNA 

Se realizó la lectura de absorbancia del extracto de DNA  en el espectrofotómetro 

NANODROP LITE (Thermo Scientific), a 260 nm (longitud de onda a la cual 

absorben los ácidos nucleicos), también se obtuvo la lectura de la relación 

A260/A280 = 1.7 a 2.0 como indicador de la pureza del extracto. 

 

 Amplificación de la región 16s rDNA bacteriano por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) 

Los oligonucleótidos (oligos o primers) iniciadores CGO 465F  (forward o directo) 

cuya secuencia es CTCCTACGGGAGGCAGCAG y CGO 465R (reverse o reverso) 

cuya secuencia es CTACCAGGGTATCTAATCCTG fueron diseñados con 

anterioridad por el grupo de trabajo, estos comprenden las regiones hiper-

variables V3 y V4 de la sección intermedia del gen 16S rRNA (Neef et al., 1990) 

y para cuyo diseño se tomó en cuenta un conjunto de secuencias de 16S rDNA 

reportadas para una variedad de especies bacterianas en GeneBank (NCBI). 

También se contó con el oligonucleótido CGO465F-GC que contiene la 

secuencia del oligonucleótido directo  CGO465F que contiene la secuencia del 

oligonucleótido directo CGO465F unida a una pinza de 40 guaninas y citosinas 

en el extremo 5´ (secuencia de la pinza de GC´s: 

CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCCGGGGGG). Este fue utilizado en 

la obtención  de los productos de PCR sometidos a electroforesis 

desnaturalizante (DGGE) debido a lo reportado por Muyzer esta pinza disminuye 
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la velocidad de migración incrementando la eficiencia de resolución de las 

bandas (Muyzer et al., 1993). 

 

CGO465F Y CGO465F  se alinean con los nucleótidos 332-350 para el gen de 

E.coli (Figura 7) mientras que el oligo CGO465R se alinea con los nucleótidos 

775-795 del mismo gen para dar un producto de 465 pb. 

 

 

 

Figura 7. Unión de los primers CGO 465F y CGO 465R a la secuencia del E. Coli (gen 16S 

rDNA GenBank: J01859.1) 

 

Se preparó la mezcla de reacción de PCR en un área estéril para un volumen 

final de 25 μl considerando las concentraciones de los reactivos descritas en la 

Tabla 9 
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Tabla 9. Composición de la mezcla de reacción para amplificar 16S rDNA bacteriano 

 

Sustancia [Stock] [Reacción] μl por reacción 

Agua   16.9 

Buffer sin Mg 10 X 1X 2.5 

MgCl2 25 mM 2mM 2.0 

dNTP´s 10 mM 0.2 mM 0.5 

Taq Polimerasa 5 U/μl 0.02 U/μl 0.1 

CGO 465F-GC 10 μM 0.2 μM 0.5 

CGO 465R 10 μM 0.2 μM 0.5 

DNA   100 ng 2.0 

    

 

Se prepararon diluciones de los extractos de DNA de cada muestra (cuando fue 

necesario) para asegurar la presencia inicial de 2 ng/μl de DNA en cada reacción 

de PCR.  El protocolo de temperaturas para la reacción se describe en la Tabla 

10. 

 

Tabla 10. Protocolo de temperaturas para amplificación por PCR de fragmento del gen 16S 

rDNA  con pinza de GC 

 

Etapa  Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C 5 minutos  

Desnaturalización 95°C 45 segundos  

25 Alineamiento 55°C 30 segundos 

Extensión 72°C 30 segundos 

Extensión final 72°C 10 minutos  

 

Una vez completado el protocolo de temperaturas en el termociclador TECHNE 

(TC-312) se confirmó la amplificación, tamaño y especificidad del producto por 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%  teñido con Midori Green DNA stain. La 

electroforesis se realizó en buffer TBE 0.5X durante 50 minutos a 80 V.  El gel 

se documentó bajo luz ultravioleta en el  transiluminador BIO RAD molecular 

Imager® con el programa Gel Doc™ XR + and ChemiDoc. Se utilizó como 

marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).   
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Para cada una de las muestras se preparó un pool de 25 reacciones de 25 μl 

(volumen final de 500 μl) y se cuantificó por espectrofotometría UV para cargar 

y fijar las condiciones de electroforesis en el gel analítico de DGGE. 

Posteriormente, se prepararon nuevos lotes de 10 reacciones de las muestras 

seleccionadas para cargar los geles preparativos de DGGE. 

 Fraccionamiento electroforético en gel con gradiente 

desnaturalizante (DGGE) de amplicones obtenidos por PCR 

La manufactura de los geles de poliacrilamida se realizó usando el sistema 

DCode Universal Mutation Detection System (Bio Rad®). El producto de PCR se 

fraccionó por DGGE, en geles de poliacrilamida al 8% (Acrilamida: Bisacrilamida 

37.5:1) con un gradiente desnaturalizante de 25:70% para productos de PCR de 

Eubacterias.  

5.6.6.1 Preparación de las muestras  

Se preparó una mezcla de 1:1 (v/v) de amplicón (del pool de PCR de cada 

muestra) y buffer de carga 2X (70% glicerol, 29.98% TAE 1X y el 0.02 % azul de 

bromofenol), se homogeneizó y se centrifugó brevemente, la muestra se cargó 

por la parte superior del equipo en los carriles designados utilizando puntas de 

capilaridad. La electroforesis se corrió durante 20 horas a 60V. La concentración 

del amplicon fue de 20 μg por carril. 

 

5.6.6.2 Tinción y documentación de los geles de DGGE  

Una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis los geles fueron teñidos con 

una solución de Sybr Green (1:10´000), la tinción se llevó a cabo durante 15 

minutos con agitación constante  posteriormente el gel se destiño con 250 mL de 

agua destilada durante 15 minutos con agitación. El gel se documentó bajo luz 

ultravioleta en el  transiluminador BIO RAD molecular Imager® con el programa 

Gel Doc™ XR + and ChemiDoc. 

 Recuperación del DNA (Fragmento del gen 16S rDNA) fraccionado en 

gel de poliacrilamida por el método de electroelución 

Se elaboró el gel de DGGE preparativo (un solo pozo) con un gradiente lineal 

desnaturalizante de 25-70%, se cargaron 120 μg de producto de PCR purificado 
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de las muestras seleccionadas y se realizó la electroforesis. Posteriormente, se 

tiño el gel con solución de SybrGreen®. Se colocó el gel bajo la luz UV en un 

transiluminador y rápidamente se cortaron las bandas seleccionadas con una 

navaja, cada banda se cortó en pedazos más pequeños y se colocó en un tubo 

de polipropileno de 1.5 mL 

 La cámara de electroelución se llenó con buffer TBE 1X (45 mM tris-borato 

y EDTA 1mM) suficiente para cubrir los pozos y se colocaron 200 μl de solución 

para electroeluir (acetato de sodio 2.7 M con 1 μl de solución concentrada de 

azul de bromofenol por cada mL de acetato) en cada conducto posterior evitando 

la formación de burbujas dentro de la trampa (Figura 8) 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de una cámara de electroelución 

 

Cada banda fragmentada se colocó en un pozo del equipo y se conectaron los 

cables a la fuente de poder y a la cámara asegurando el polo positivo al final de 

la trampa de acetato. Se permitió la electroelución durante 45 minutos a 100V 

siguiendo el movimiento del DNA con la lámpara de luz UV portátil. 

 Se recuperaron 500 μl de la solución del conducto anterior y se adicionó 

un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1) homogeneizando la mezcla. Se 

centrifugó a temperatura ambiente durante 5 minutos a velocidad máxima y la 

capa superior acuosa se transfirió a un tubo nuevo. El DNA se precipitó 

adicionando 1 mL de etanol absoluto centrifugando a 12 000 rpm a 4°C durante 

30 minutos. Se decantó el etanol y se lavó la pastilla de DNA con 500 μl  de 

etanol al 70%. Se centrifugó a 12000rpm durante 15 minutos. Se decantó el 
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etanol y se dejó secar la pastilla a temperatura ambiente invirtiendo el tubo sobre 

papel absorbente. Finalmente se re suspendió la pastilla en 20 μl de agua grado 

PCR y se cargaron 2  μl en gel de agarosa al 1.5% para corroborar la presencia 

de DNA. Se almacenó a -20°C para posteriores usos.  

 Clonación de un fragmento del gen 16S rDNA en vector PCRTM 2.1-
TOPO recuperado de un gel de DGGE por electroelución 

Se utilizó el plásmido PCRTM 2.1-TOPO para clonar productos de PCR 

recuperados de un gel preparativo de DGGE que cuenta con un método de 

selección positiva al recircularizarse, que acepta insertos hasta de 10 kilobases 

y que contiene un gen de resistencia a ampicilina y a kanamicina para la 

selección de pos-transformantes. En la Figura 9 se muestra el mapa del vector.  

 

 

 

Figura 9. Mapa del vector PCRTM 2.1-TOPO 
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 Ligación 

La  reacción de ligación se describe en la Tabla 11. 

Tabla 11. Componentes de la mezcla de reacción de ligación 

 

 
 

 Transformación 

Se agregaron  2 μl de reacción de ligación a 50 μl de células químicamente  

competentes (Escherichia coli Top 10F´, provistas con el kit) y se incubaron por 

5 minutos en hielo. Se aplicó shock térmico exactamente por 30 segundos a 42°C 

y se incubó en hielo durante 2 minutos para permitir la recuperación. Se 

adicionaron 250 μl de medio SOC (provisto en el kit) y se incubó durante 1 hora  

a 37°C a 200 rpm.  

Se espatuló 50 μl  de las bacterias transformadas en cajas de medio sólido 

LB selectivo con kanamicina 50 μg/mL,  40 μl X-gal (40mg/mL) y 40 μl de IPTG 

(100 mM); el X-gal y el IPTG son requeridos para la selección de colonias 

blancas/azules, las colonias blancas son las que contienen el inserto de PCR.  

Se dejaron crecer a 37°C durante toda la noche. Las colonias blancas se 

resembraron en cajas de LB Kanamicina (50g/mL). Se aislaron por el método 

de estría entre 3 y 6 colonias de cada banda clonada y posteriormente se 

procedió a la extracción del DNA plasmídico. 

 

 Extracción de plásmido por el método de lisis alcalina 

1. Inocular 5 ml de medio LB-Kanamicina (50 g/mL) con una sola colonia de 

bacterias transformadas. Incubar toda la noche a 37 °C y 200 rpm. 

2. Centrifugar el cultivo en un tubo de propileno de 1.5 mL para empastillar y 

desechar el sobrenadante.  

Componente Cantidad 

Producto de PCR  0.5 – 4.0  μl 

Solución salina 1 μl 

Agua Agregar a un volumen 
de  5  μl 

Vector  PCRTM 2.1-TOPO 1  μl 
Volumen final  6  μl 
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3. Adicionar 150 μl de la Solución I [Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 Mm (pH 8.0), 

EDTA 10 mM (pH 8.0)] y mezclar vigorosamente en vórtex (asegurarse de 

que no queden grumos), incubar 5 minutos en hielo.  

4. Agregar 100 μL de la Solución II [NaOH 0.2N, SDS 1% (preparar al 

momento)], mezclar el contenido invirtiendo el tubo rápidamente 5 veces. 

Nota: No agitar en vortex. Incubar  en hielo por 5 minutos.  

5. Adicionar 200 μL de la Solución III [60 mL de acetato de potasio 5M, 11.5 mL 

de ácido acético glacial, 28.5 mL de agua) e incubar 5 minutos en hielo.  

6. Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Recuperar 450 μL de 

sobrenadante y transferir a un tubo nuevo. 

7.  Añadir RNAsa [Stock 10 mg/mL] a una concentración final de 100 μg/mL e 

incubar 1 hora a temperatura ambiente.  

8. Agregar 200 μL de fenol/ 200 μL de cloroformo, posteriormente centrifugar  a 

14000 rpm durante 5 minutos 

9.  Tomar la fase acuosa (400 μl) y transferir a un tubo limpio.  

10.  Adicionar  2 volúmenes de etanol absoluto (800 μL)  + 1/10 acetato de sodio 

3M (40 μL). Centrifugar a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C y decantar  

11.  Agregar 1 volumen de etanol al 70%, Centrifugar a 14000 rpm durante 15 

minutos a 4°C y decantar 

12.  Secar la pastilla y re suspender en 100 μL de agua grado PCR.  

Tomar 2 μL  para correr en gel de agarosa al 1% y  cuantificar a 260nm 

 Confirmación por PCR de inserto en el plásmido PCRTM 2.1-TOPO 

Se realizó PCR confirmatoria para el producto de ligación en el vector PCRTM 

2.1-TOPO componentes de la mezcla de reacción de  volumen final de 20 μl se 

describen en la Tabla 12, el protocolo de temperatura se describe en la Tabla 

13. 



    | 41 

 

  

Tabla 12. Composición de la mezcla de reacción para amplificar por PCR el  fragmento de 16s 

rDNA bacteriano clonado en el vector PCRTM 2.1-TOPO 

 

Sustancia [Stock] [Reacción] μl por reacción 

Agua   30.8 
Buffer sin Mg 10 X 1X 5.0 
MgCl2 25 mM 5 mM 10.0 
dNTP´s 10 mM 0.2 mM 1.0 
Taq Polimerasa 5 U/μl 0.02 U/ μl 0.2 
M13 F (-20) 10 μM 0.2 μM 1.0 
M13 R  10 μM 0.2 μM 1.0 
DNA   100 ng 1.0 

  Volumen total de rx 50.0 

 
 

 
Tabla 13.  Protocolo de temperatura para la amplificación por PCR del fragmento de 16s rDNA   

clonado en el vector PCRTM 2.1-TOPO 

 

 

 

Una vez completado el protocolo de se confirmó la amplificación, tamaño y 

especificidad del producto por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%  teñido 

con Midori Green DNA stain. La electroforesis se realizó en buffer TBE 0.5X 

durante 50 minutos a 80 V.  El gel se documentó bajo luz ultravioleta en el  

transiluminador BIO RAD molecular Imager® con el programa Gel Doc™ XR + 

and ChemiDoc. Se utilizó como marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA 

ladder (Invitrogen).   

 

 Reacción de secuenciación del fragmento de 16S rDNA clonado en 

el vector pCR®4-TOPO® 

Se realizó la reacción de secuenciación por PCR utilizando el kit big dye 

terminator cycle sequencing v.1.1 para un volumen final de 20 μl. Por cada 

muestra de DNA se preparó dos reacciones, cada uno de los oligos iniciadores 

para pCR®4-TOPO®. Para la reacción se requiere que el DNA plasmídico esté 

puro y libre de RNA. Los componentes de la mezcla y el protocolo de 

Etapa  Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 94°C 10 minutos  
Desnaturalización 94°C 30 segundos  

25 Alineamiento 53.2°C 30 segundos 
Extensión 72°C 30 segundos 
Extensión final 72°C 10 minutos  
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temperaturas para la reacción de la secuenciación se describen en la Tabla 14 y 

Tabla 15 respectivamente. 

 

Tabla 14. Composición de la mezcla de reacción para secuenciar 

 

Sustancia [Stock] [Reacción] μl por reacción 

Agua   15 
Buffer de secuenciación  5 X 0.5 X 2.0 
Mix para secuenciar 20 X 1.0 X 1.0 
M13 F (-20)/M13 R 10 μM 0.2 μM 1.0 
DNA  Variable 100 ng 1.0 

 

 

 

Tabla 15. Protocolo de temperatura para la reacción de la secuenciación de inserto en el vector 

pCR®4-TOPO®. 

 

 

 

 

 

 

 

Se llevó a cabo la precipitación con EDTA-EtOH para la limpieza de las 

reacciones de secuenciación como se describe a continuación 

1. Centrifugar brevemente la reacción de secuenciación 

2. Transferir la reacción a un tubo de 1.5 mL 

3. Agregar 5 μL de EDTA 125 mM pH 8 y 60 μL de EtOH absoluto  

4. Mezclar lentamente. Centrifugar brevemente para bajar y dejar 30 min a 

temperatura ambiente 

5. Centrifugar 20 minutos a máxima velocidad 14000 rpm, cuidando de 

marcar orientación del tubo 

6. Remover sobrenadante con punta inmediatamente después de 

centrifugar (si se pasa el tiempo se debe volver a centrifugar). Eliminar 

todo el líquido posible. 

7.  Lavar con 250 μL de EtOH al 70% 

Etapa  Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 96°C 1 minuto  

Desnaturalización 96°C 10 segundos  

25 Alineamiento 50°C 5 segundos 

Extensión 60°C 4 minutos 
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8. Centrifugar 5 minutos a máxima velocidad 14000 rpm con el tubo en la 

misma orientación que el paso 5 

9. Repetir paso 7 y 8 

10. Remover con punta todo el sobrenadante y dejar secar 

 

Las reacciones de secuenciación se procesaron en la unidad de ácidos nucleicos 

del Departamento de Genética y Biología Molecular del CINVESTAV unidad 

Zacatenco, por el método de electroforesis capilar con el sistema ABI PRISM 

310 de Applied Biosystems.  

 

 Análisis de los electroferogramas y asignación de filogenia 

Los electroferogramas obtenidos en el formato AB1 se depuraron con ayuda del 

programa BioEdit Sequence Aligment Editor v.7.0.9.0 de acceso libre. Se llevó a 

cabo la inspección de las secuencias y un alineamiento local con el programa 

vector NTI 6 (inforMax, Inc. 1994-2000). Cada secuencia obtenida se comparó 

con la base de datos del NCBI a través de su herramienta en línea BLAST para 

ácidos nucleicos en el apartado 16S rDNA para las bacterias reportadas. 

5.7 Secuenciamiento masivo usando la Plataforma Ion Torrent (PGM) 

El DNA genómico de las muestras provenientes del reactor inoculador sulfato-

reductor  y del reactor de suelos activados a diferentes días de operación fue 

extraído usando el kit de extracción PowerSoil® DNA (MoBio), se siguieron las 

instrucciones del kit. El DNA extraído fue amplificado con los oligos de la región 

V3 del 16S rDNA. El oligo directo (forward) fue V3-341F y el oligo reverso 

(reverse) V3-518R que contenían los adaptadores para el secuenciamiento 

masivo (Fierer et al., 2008; Whiteley et al., 2012).  El mix de PCE consistió de 

Buffer (1X), MgCl2 (2 mM), dNTP´s (0.2 mM), Taq DNA polimerasa (0.025U µL-

1), oligo directo V3-341F (0.2µM), oligo reverso V3-518R (0.2µM) y DNA molde 

(10 ng). La amplificación se llevó a cabo en el termociclador Gene Amp PCR 

System 2700 (Applied Biosystems). La amplificación se llevó a cabo como se 

describe a continuación: Desnaturalización  inicial (95°C durante 5 min), seguido 

por 30 ciclos de desnaturalización (94°C durante 15 s), alineamiento (62°C 

durante 15 s),  extensión (72°C durante 15 s) y extensión final (72°C durante 10 

min). Los productos de PCR fueron purificados utilizando el Wizard SV Gen PCR 
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Clean-up System Kit (Promega) y por fraccionamiento electroforético en un gel 

de agarosa 2%.  La concentración de los amplicones de PCR fueron medidos 

utilizando el equipo NanoDrop (ThermoScientific).  Para obtener la concentración 

y el tamaño promedio de cada amplicon de la biblioteca genómica, la cantidad 

de fragmentos de DNA por microlitro fue calculada utilizando el equipo Agilent 

Bioanalyzer 2100 y se llevaron a cabo las diluciones necesarias para obtener 

una concentración final de 26 pM antes de llevar a cabo la amplificación clonal. 

La PCR de emulsión se llevó a cabo utilizando Ion One Touch TM200 template 

Kit V2 DL (Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante, 

posteriormente se llevó a cabo el enriquecimiento del amplicon con perlas (Ion 

Spheres) utilizando el Ion One Touch ES. El secuenciamiento se llevó a cabo 

usando un Chip de 316 en el Ion Sequencing 200 bp kit (Life Technologies) 

acorde al protocolo de manufactura (Ion Xpress_ Plus gDNA and Amplicon 

Library Preparation, Life technologies).  

Después del secuenciamiento, las secuencias obtenidas fueron filtradas 

utilizando el software PGM para eliminar las secuencias policlonales y de baja 

calidad, posteriormente se utilizó el software Torrent-Suite V 4.0.2 del Ion Torrent 

PGM para llevar a cabo el proceso de demultiplex de las secuencias en base a 

sus MIDs. Los datos fueron exportados con formato Fastq. Posteriormente 

fueron analizados usando el software QIIME versión 1.8.0 (Caporaso et al., 

2010). Los datos con formato Fastq fueron convertidos a formato Fasta y todos 

los datos (demultiplexados) fueron concatenados en un solo documento Fasta. 

Las referencia de las unidades taxonómicas operacionales (OTU) fueron 

determinadas a un nivel de similitud de 97% con el algoritmo UCLUST (Edgar, 

2010). Las quimeras fueron detectadas y removidas del dataset utilizando el 

Chimera Slayer (Haas et al., 2011). El alineamiento de las secuencias se llevó a 

cabo utilizando la base de datos de Greengenes (DeSantis et al., 2006). La 

abundancia de los grupos de bacterias a diferentes niveles taxonómicos (filo, 

género) se exploró separadamente con un análisis de componentes principales.  
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6 Resultados y Discusión 

6.1 Actividad 1. Reactores inoculadores en ambiente metanogénico y 

sulfato-reductor. 

Los reactores inoculadores se aclimataron al lindano, se alimentaron con 7 mg/L 

de lindano, con una carga volumétrica de 0.3mg lindano/L-d. 

El pH en los dos reactores se mantuvo por arriba de 7, (Tabla 16). Brock 

y Madigan (1991) reportaron que el pH óptimo para el crecimiento de los 

microorganismos está entre 6 y 8. El pH óptimo para el crecimiento de los 

microorganismos metanogénicos es de 6.5 a 7.5 (Jantsch and Mattiasson, 2004). 

 
Tabla 16. Comportamiento de los parámetros fisicoquímicos determinados en los reactores 

inoculadores 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notas: a Eficiencia de remoción de materia orgánica como DQO; b Eficiencia de remoción de 
lindano; c Eficiencia de remoción de sulfatos; d No aplicable. 

 

 

Con respecto a la remoción de materia orgánica en los dos reactores 

inoculadores, el  mayor porcentaje de remoción se presenta en el reactor 

metanogénico (67%) con respecto al reactor sulfato reductor (59%). Estos 

resultados son comparables con lo reportado por Robles-González et al. 

(2008b), la remoción de materia  orgánica en reactores inoculadores 

(aclimatados a lindano) fue de 77 y 71 % para el RI-M y RI-SR respectivamente.  

Kipopoulou et al. (2004) evaluaron la remoción de lindano en una planta de 

tratamiento de aguas residuales utilizando lodos activados,  obteniendo 73-96% 

de remoción de materia orgánica.   

Parámetro  RI-M RI-SR 

   

pH (-) 7.69 ± 0.25 8,02 ± 0.30 

ηDQO (%)a 67 ± 23 59 ± 21 

ηLindano (%)b 91± 4.5 80± 18.2 

SSV (mg biomasa/L) 1463 ± 596 1893 ± 856 

Factor α 0.20 ± 0.09 NA 

ηSulfatos  (%)c NA 76.47± 7.85 

CH4 (%) 44.66 ± 23.09 32.84 ± 16.18 
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El reactor inoculador metanogénico mostró mayor remoción de lindano 

91% comparado con 80%  que presento el reactor inoculador sulfato reductor. 

En condiciones anaerobias Boyle et al. (1999) reportan 90% de remoción de 

lindano utilizando bacterias sulfato-reductoras de sedimentos marinos. En un 

experimento similar a éste Robles-González et al. (2008b) observaron  65.2 y 

80.1 % de remoción de lindano en  RI-M y RI-SR respectivamente. 

Nagata et al. (1999) reportaron que el lindano puede ser utilizado por 

Sphingomonas paucimobilis como única fuente de carbono y energía, sin 

embargo, en algunos casos, los microorganismos son incapaces de metabolizar 

compuestos xenobióticos como fuente de carbono y energía, pero pueden 

transformar dicha sustancia si se les aporta un sustrato de crecimiento alternativo 

(cometabolismo, Morri et al., 1997). En la presente investigación se utilizó como 

co-sustrato sacarosa para los RI´s anaerobios.  

El coeficiente alfa se determinó en el reactor inoculador metanogénico, 

debido a que este factor indica la capacidad amortiguadora del medio y es una 

herramienta útil para el monitoreo de reactores anaerobios metanogénicos. El 

valor de α se incrementa rápidamente cuando el sistema sufre una perturbación 

acidógenica y disminuye cuando el sistema se recupera (Poggi-Varaldo and 

Oleszkiewicz, 1992) 

En la Tabla 16 se observa que el valor del factor alfa se encuentra por 

debajo de 0.5 lo cual indica que el reactor tiene un buen régimen anaerobio 

(Ripley et al., 1986). 

En la Tabla 16, se observa que la remoción de sulfatos no se vio inhibida 

por el contaminante. Boyle et al., (1999) reportan que la deshalogenación del 

lindano puede estar acoplada a la sulfato-reducción, las cuales utilizan el sulfato 

como aceptor de electrones. 
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6.2 Actividad 2.  Evaluar el desempeño de reactores de suelos activados 

en ambientes secuenciales: metanogénico/sulfato-reductor utilizando 

tratamiento extractivos con solvente (aceite de silicona) 

 Remoción de lindano 

En esta etapa se evalúo en efectos de la adición de solvente y de la 

bioestimulación con sacarosa  sobre la remoción de lindano. 

 La degradación de lindano después de 30 días se muestra en la Figura 

10. En donde se  observa que la presencia de aceite de silicona no tiene un 

efecto positivo sobre la remoción de lindano. La remoción obtenida en los RSA 

M-SR-C-S fue de 11% comparado con 66% para el M-SR-C. Con respecto a los 

controles, el control I presentó remoción de 6%, el control II mostró 21%, el 

control III alcanzó 22% de remoción de lindano después de 30 días de 

incubación, se observa que los microorganismos aclimatados a lindano fueron 

capaces de sobrevivir a la presión selectiva de los microorganismos nativos del 

suelo. Podemos observar que la unidad activa M-SR-C presentó mayor 

remoción. 

 

Figura 10. Degradación de lindano en reactores de suelos activados metanogénico/sulfato-
reductor,  después de 30 días. Símbolos: sin solvente RSA-M-SR-C, con solvente RSA-M-SR-
C-S, control abiótico, suelo contaminado estéril + inóculo estéril, Control I, control biótico, suelo 
contaminado sin esterilizar + inóculo estéril, Control II, Bioaumentación, suelo contaminado sin 

esterilizar + inóculo aclimatado, Control II 
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Robles-Gonzales et al. (2006), reportan que un suelo de textura arcilla limosa 

contaminado con 300 mg de ácido 2,4-(diclorofenoxi) acético (2,4-D), tratados 

con RSA, utilizando como aceptor de electrones O2 y SO4
-2, en términos de tasa 

de remoción específica del herbicida a los 14 días de incubación, el RSA sulfato 

reductor presentó una mayor tasa de remoción especifica con un valor de 9.73 

mg 2,4-D/mg SSV-día comparado con el RSA aerobio con tan sólo un 2.72 mg 

2,4-D/mg SSV-día. Observamos que el aceptor de electrones SO4
-2 presenta 

mejores resultados en la remociones de compuestos recalcitrantes tal es el caso 

en el presente trabajo y el reportado por Robles-González et al. (2012).  Por otro 

lado Boophaty (2003), reportó el uso de RSA para el tratamiento de suelos 

contaminados con 550 mg de diésel/Kg de suelo, bajo diferentes condiciones de 

aceptores de electrones, sulfato reductor, nitrato reductor, metanogénico y 

mezcla de los aceptores de electrones antes mencionados, la remociones de 

diésel en 290 días de operación fueron las siguientes 80.5%, 55%, 50% y 40% 

para mezcla de aceptor de electrones, sulfato reductor, nitrato reductor y  

metanogénico respectivamente. La aportación más importante de la 

investigación antes citada fue la eficacia presentada en el uso de mezcla de 

aceptor de electrones para la remoción de hidrocarburos del petróleo, otro dato 

importante que las condiciones sulfato reductoras resulto ser más eficiente  que 

en condiciones metanogénicas. Robles-González (2008), que reporta la 

utilización de RSA en ambiente simultaneo M/SR para el tratamiento de suelos 

agrícolas contaminados con lindano (100 mg/kg de suelo seco),  mostraron 

remoción de 33.8%, además, realizaron la utilización de RSA en ambiente único, 

metanogénico y sulfato reductor, en donde las remociones alcanzadas después 

de 30 días de operación fueron 41% y 82% respectivamente, podemos observar 

que cuando el tratamiento fue simultaneo la remoción de lindano fue más baja 

que la obtenida en ambientes únicos, esto puede ser explicado por la hipótesis 

que existió antagonismos entre los microorganismos metanogénicos y sulfato 

reductores. Quintero et al. (2005) reportan la utilización de reactor de suelos 

activados en la degradación de isómeros de hexaclorociclohexano en 

condiciones anaerobias, inoculados con lodos anaerobios (2 g SSV/L) y como 

fuente de carbono utilizan ácidos grasos volátiles (2 g/L), obteniendo eficiencias 

de remoción de 100% para el isómero -HCH, después de 80 días de operación. 

Es importante destacar que el  suelo tratado es un suelo arenoso, lo que facilita 
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la remoción de dicho contaminante, además,  la concentración de biomasa es de 

2 g SSV/L comparada con 0.5 g SSV/L de inoculo utilizado en la presente 

investigación.  

 

Tabla 17. Parámetros determinados en los reactores de suelos activados después de 15 días 

de operación 

 

Muestra pH DQO (%) Metano (%) UFC 

Control I 7.57 ± 0.12 21.03 ± 10.15 0 0 

Control II 7.45 ± 0.01 30.67 ± 1.89 0 2.50E+05 

Control III 7.44 ± 0.01 23.57 ± 1.01 11.77 ± 4.16 6.13E+06 

M-SR-C 7.38 ± 0.06 18.80 ± 12.76 10.25 ± 1.20 2.67E+07 

M-SR-C-S 7.03 ± 0.24 32.17 ± 7.38 15.60 ± 2.82 2.94E+07 

 

 Metabolitos intermediarios 

Se llevó a cabo la determinación de metabolitos usando cromatografía de gases 

acoplado a masas de muestras del tratamiento  de reactores de suelos activados 

en ambiente secuencial metanogénico/sulfato-reductor  a 30 días de operación 

se detectó clorobenceno y 1,2 diclorobenceno (Figura 11), metabolitos reportado 

en la degradación de lindano en condiciones anaerobias (Quintero et al 2006; 

Camacho-Pérez et al., 2012).  

 

Figura 11. Metabolitos intermediarios en el reactor de suelos activado metanogénico-sulfato 

reductor a 30 días de operación
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Tabla 18. Uso de reactores de suelos activados para la biorremediación de suelos contaminados con lindano 
 

Microorganismos 

 
Fuente de 
carbón y 
energía/ 
Acceptor de 
electrones 

Concentración 

inicial de  -
HCH 

Matriz Condiciones 
experimentales 

Metabolitos 
intermediarios 

Remoción y 
velocidad de 
remoción 

Ref. 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg SSV/L) 
Sacarosa/Sulfato 100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 

120 rpm 

PCCH 
1,2,4-TCB; 
1,2,3-TCB; 

CB, B 

- 88%  en 30 
días 

- 2.93 mg/kg*d 
 

1 

Inoculo aclimatado 
con lindano 

(500 mg VSS/L) 
NC/Sulfato 100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 

120 rpm 
NR 

- 82 % en 30 
días 

- 2.73 mg/kg*d 
1 

Inoculo aclimatado 
a lindano (500 mg 

VSS/L) 

Sacarosa /  
Sulfato 

100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 
Reactor 

trifásico: 20% 
v/v aceite de 

silicona 

CB 
1,2 DC 
1,DCB 

1,2,4-TCB 

- 84% en 30 
días 

- 2.8 mg/kg*d 
2 

Inoculo aclimatado 
a lindano (500 mg 

VSS/L) 
NC / Sulfato 100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 
Reactor 

trifásico: 20% 
v/v aceite de 

silicona 

NR 
- 78% in 30 

days 
- 2.6 mg/kg*d 

2 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

Sacarosa/dióxido 
de carbono 

100 mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 

CB 
1,2-DCB 

- 47% en 30 
días 

- 1.57 mg/kg*d 
1 
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contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

NC/dioxido de 
carbono 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 

CB 
1,2-DCB 

- 41 % en 30 
días 

- 1.37 mg/kg*d 
1 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

Sacarosa/dioxide 
de carbono 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 
Reactor 

trifásico: 20% 
v/v aceite de 

silicona 

NR 
- 33% en 30 

días 
- 1.1 mg/kg*d 

2 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

NC/dioxido de 
carbono 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 

Reactor trifásico 
reactor: 20% v/v 

aceite de 
silicona 

 
NR 

- 22% en 30 
días 

- 0.73 mg/kg*d 
2 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

-Sacarosa 
- Ambiente 
simultaneo,    
Dióxido de 

carbono-sulfato 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 

 

NR 
- 16% en 30 

días 
- 0.53 mg/kg*d 

1 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

-NC 
- Ambiente 
simultaneo 
Dióxido de 

carbono-sulfato 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 

120 rpm 
 

NR 
- 34 % en 30 

días 
- 1.37 mg/kg*d 

1 
 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

-Sacarosa 
- ambiente 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

pH 7 
Vt: 100 mL 

- NR 
-94 % en 30 

días 
2 
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(500 mg VSS/L) simultaneo 
electrón   

Dióxido de 
carbono-sulfato 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

120 RPM 
Reactor 

trifásico: 20% 
v/v aceite de 

silicona 

- 2.17 mg/kg*d 

Inoculo aclimatado 
a lindano (500 mg 

VSS/L) 

-NC 
- Aceptores de 

electrones 
simultaneo 
dióxido de 

carbono-sulfato 

-HCH 
100mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 

120 rpm 
Reactor trifásico 

Aceite de 
silicona: 20% 

v/v 

- NR 
-90% en 30 

días 
- 2.17 

2 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

- Sacarosa 
- Aceptor de 
electrones 
secuencial, 
dióxido de 

carbono-sulfato 
 

100 mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 

120 rpm 

CB 
1,2-DCB 

- 66% en 30 
días 

- 2.2 mg/kg*d 
4 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

- NC 
- Aceptores de 

electrones 
simultaneo 
dióxido de 

carbono-sulfato 

100 mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 

PCCH 
1,2,4-TCB 

- 98% en 30 
días 

- 3.3 mg/kg*d 
3 

Inoculo aclimatado 
a lindano (500 mg 

VSS/L) 

- Sacarosa 
- Aceptores de 

electrones 
simultáneo 
dióxido de 

carbono-sulfato 

100 mg/kg 

Suelo 
suspendido 

(Suelo arcilloso 
con alto 

contenido de 
material 

orgánica, 8%) 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 
Reactor 

trifásico, Aceite 
de silicona 20% 

v/v 

NR 
-54% en 30 

días 
-1.8 mg/kg*d 

4 

Inoculo aclimatado 
a lindano 

(500 mg VSS/L) 

- NC 
- Aceptores de 

electrones 
simultaneo 
dióxido de 

carbono-sulfato 
 

100 mg/kg 

Aceptores de 
electrones 
simultáneo 
dióxido de 

carbono-sulfato 

pH 7 
Vt: 100 mL 
120 RPM 
Reactor 

trifásico, aceite 
de silicona 20% 

v/v 

NR 
- 93% en 30 

días 
- 3.1mg/kg*d 

3 
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Inoculo aclimatado 
a lindano y 

paratión 
(500 mg VSS/L) 

- NC 
- Nitrato 

 

100 mg/kg 
Lindano 

100 mg/kg 
paratión 

Aceptores de 
electrones, 

nitrato 

pH 7 
Vt: 100 mL 

120 rpm 
NR 

Lindano 
- 30% en 30 

días 
- 1 mg/kg*d 

Paratión 
- 40% en 30 

días 
-1.3 mg/kg*d 

5 

 

Notas: HCH: gamma hexaclorociclohexano; 1,2,3.TCB:1,2,3-triclorobenceno,1,2,4-TCB:1,2,4-triclorobenceno; 1,2-DCB:1,2-diclorobenceno; 1,3-DCB:1,3-dichlorobenceno; CB: Clorobenceno; DQO: 

demanda química de oxígeno; NC: Sin suplementación de fuente de carbono; ND: No detectado; NR: No reportado; PCCH: Pentaclorociclohexano; Vt: Volumen de trabajo; SSV: Solidos suspendidos 

volátiles; TCCH: Tetraclorociclohexano; THCH: hexaclorociclohexano grado técnico.  Referencias: 1: Robles-González et al., 2012; 2: Varo-Arguello et al., 2012; Camacho-Pérez et al., 2010; Camacho-

Pérez et al., 2012b; Cruz-Gómez, 2012
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6.3 Actividad 4. Evaluación de la remoción de lindano y producción de 
bioelectricidad en un RSA-EBQ 

 1er Experimento (Suelo, 66%) 

6.3.1.1 Determinación de la resistencia interna  

La resistencia interna es un factor importante en la caracterización de una CCM, 

donde valores bajos de resistencia interna tiende a resultados altos en la 

potencia generada. Por otro lado, de acuerdo al Teorema de Jacobi,  “máxima 

potencia producida por una fuerza electromotriz”, una celda de combustible 

microbiana operada bajo una resistencia externa igual a su resistencia interna 

resultará por consecuencia en un valor de máxima potencia generada (Halliday 

et al., 2004; Poggi-Varaldo et al., 2009; Sathish-Kumar et al., 2012a; Vázquez-

Larios et al., 2010; Vázquez-Larios et al., 2011a). 

 El circuito equivalente obtenido del diagrama de Nyquist (Figura 12) tiene 

una resistencia anódica R1= 2064 Ω, resistencia catódica R3= 192 Ω y 

resistencia electrolito/membrana R2= 7 Ω, la resistencia interna total fue de 2263 

Ω. Comparado con otras celdas microbianas de suelo, la resistencia determinada 

en el presente trabajo es más baja que 10 kΩ reportada por Ringelberg et al. 

(2011). Ellos trabajaron con un cilindro (2.2cm x 10 cm, D x h) como reactor 

(Ringelberg et al., 2011), trabajaron con un suelo limoso no contaminado y con 

11.1% contenido de materia orgánica, el ánodo fue de tela de carbón con 16 cm2 

de área de superficie y el cátodo fue de tela de carbón cubierta de un lado con 

0.5 mg de Pt/cm2 (Tabla 19). Por otro lado, nuestra resistencia interna fue más 

alta que la reportada por Wang et al. (2011) y  Huang et al. (2011). Wang et al. 

(2011) reportaron que su investigación consistió, en una celda microbiana de 

suelo un tubo en forma de U, el cátodo fue aireado y usaron un suelo franco 

limoso, los ánodos y los cátodos fueron de malla de carbón y fueron conectados 

entre sí en paralelo. El  cátodo fue cubierto con 0.1mg/cm2 de platino. Wang et 

al. (2011) reportaron una resistencia interna de 1000 Ω; el suelo tratado fue 

contaminado con 28.33 g de hidrocarburos totales de petróleo/kg de suelo. 

Observaron 15% de remoción del contaminante durante 25 días de operación en 

lote. Por otro lado, Huang et al. (2011) determinaron una resistencia interna de 

100 Ω en un sistema cargado con suelo de arrozal y contaminado con fenol (80 

mg/L). El suelo fue cubierto con 3 cm de agua; el ánodo fue una capa de fieltro 
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de carbón (15.0 cm x 12.5 cm x 0.5 cm) y el cátodo fue tela de GORE-TEX (15.0 

cm x 12.5 cm), cubierta con pintura basada en Ni (7.0 g) y una solución de Pt/C 

mezclada con Nafion (0.094 g). Ellos observaron 90.1% de remoción de fenol en 

10 días de operación. Los resultados altos pueden ser adscrito a (i) el fenol no 

es fuertemente absorbido en los suelos (Poggi-Varaldo et al., 2002), y (ii) el fenol 

puede ser degradado por una gran variedad de microorganismos y su toxicidad 

es relativamente baja (Singh and Fulekar, 2007; Swapna et al., 2002). En 

contraste, el lindano es conocido por ser muy recalcitrante, toxico e hidrofóbico 

(Camacho-Pérez et al., 2012; Robles-González et al., 2012).   

 

 

Figura 12. Diagrama de Nyquist y circuito equivalente del reactor de suelos activados 

electrobioquímico en el Experimento 1 (suelo, 66%) 

 

 

  

-800

-600

-400

-200

0

0 200 400 600 800

Z
im

g

Zreal

Datos

Modelo



| 56 

Tabla 19. Uso de celdas de combustibles microbianas de suelo para la generación de electricidad y/o biorremediación de contaminantes 

 

Configuración del 

reactor  

Características 

del suelo y 

contaminante  

 

Sistema del electrodo  

 

Eficiencias   

 

- DQO (%) 

- Coulombi-

métrica (%) 

- Voltaje 

- Potencia máxima 

- Potencia 

volumétrica 

máxima 

- Remoción del 

contaminante  

Ref

. 

Cilindro: 

- D:2.2 cm  

- h: 10 cm 

- RE : 10kΩ 

- Membrana de 

intercambio catiónico 

-Carbón 

orgánico:11.

1% 

- Textura: Franco 

limoso 

- Ánodo: Tela de carbón (8 x 1 cm), 16 cm2 de área 

de superficie 

- Cátodo: Tela de carbón (8 × 1-cm) cubierta por 

un lado con 20% platino (0.5 mg/cm2) 

- Membrana de intercambio catiónico (CMI-7000, 

Membranes International, Inc.) 

- NR 

- NR 

- 22mV 

- 0.03mW/m2 

- 1.27mW/m3 

- NA 

1 

- Sistema de CCM de 

suelo, tubo en forma de U 

con cátodo aireado, los 

electrodos fueron 

insertados en una 

membrana 

- RE: 1000Ω 

- Textura: Franco 

limoso 

- Hidrocarburos 

totales del 

petróleo: 28.3 

g/kg de suelo 

- Ánodo: Malla de carbón 

- Cátodo: Malla de carbón, 0.1 mg/cm2Pt 

- Ánodos y cátodos fueron conectados en paralelo  

 

- NR 

- NR 

- 155 mV 

- 0.85 mW/m2 

 

- 15.2 % 

2 
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-Tubo de PVC (20cm 

longitud ×10 cm  

diámetro) contenido  250 

mL de suelo de arrozales. 

El suelo fue cubierto con 

3.0 cm de agua  

- RE: 100Ω 

- Suelos 

anegados 

- SDQO (mg/L): 

430 

- TCOD (mg/L): 

35 500 

- TOM (%, dry 

soil): 3.17 

- Fenol : 80mg/L 

-Ánodo: Una capa de fieltro de carbón 

(15.0cm ×12.5cm × 0.5cm) 

-Cátodo: Tela de GORE-TEX   (15.0cm ×  12.5cm), 

cubierto con un pintura basada en Ni  (7.0g) y un 

solución de  Pt/C mezclada con  Nafion (0.094g) 

- NR 

- 3.7 

- 150 mV 

- 29.45 mW/m2 

- 0.56 mW/m3 

- 90.1%  

3 

- Columnas de plexiglás  

(Volumen 4-L, 12cm × 

35cm, d × h) con 1600g 

sedimento húmedo e 

inundando con 1L de 

agua 

- RE: 100Ω 

- Sedimento 

- Fenantreno: 10 

mg/kg sedimento 

seco 

- Pireno 5mg/kg 

sedimento seco 

- Ánodo : Dos cilindros de acero inoxidable  (80 

malla x 1mm espesor) 

- Cátodo: Un cilindro de acero inoxidable   (9.6 cm 

× 4cm, d × h) 

- No applicable  

- NR 

- NR 

-16.8 mV 

- 0.14 mW/m2 

- 1.08x10-3 mW/m3 

-Fenantreno: 99% 

- Pireno: 95% 

4 

- Envase de PET, 

Volumen 1L 

- RE: NR 

- Suelo agrícola - Ánodo: Tela de carbón circular, el área total 

geométrica fue de 81.07 cm2 

- Cátodo: Fieltro de carbón , Diámetro de 8.8 cm, 

espesor de 1.27cm, 1.91 cm , tiras de tela de 

carbón tejidas en la parte superior 

- No reportado  

-NR 

-NR 

-NR 

- 42.49 mW/m2 

-  

5 

-Cilindro de plexiglás  6 

cm de diámetro y  8 cm de 

-  Suelo agrícola 

con alto 

- Ánodos: Discos de grafito (5cm D x 0.5 cm) 

- Cátodo: Tela de carbón toray (7cm D) 

76 

15 

- 330 mV 

-25 mW/m2 

6 
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altura, volumen 308mL 

-RE: 560Ω 

contenido de 

material orgánica 

y arcilla (8%)  

- Lindano: 

100 mg/kg de 

suelo seco 

- Membrana de intercambio catiónico (Nafion 117, 

cubierta con 0.5 mg/cm2 de platino, Pt 10wt%/C-

ETEK) 

- 634 mW/m2  

- 78% 

- Potencia: 4.3 x 106 

J/ tonelada de suelo 

(30d) 

Notas: CO: Contenido orgánico, RE: Resistencia externa, NR: No reportado.  Referencias: 1. Ringelberg et al., 2011; 2. Wang et al., 2011; 3.Huang et al 2011; 4. Yan et al., 
2012; 5. Dunaj et al., 2012; 6. Esta investigación 

 

 



| 59 

6.3.1.2 Desempeño del reactor de suelos activados   
  electrobioquímico  

El EBQ alcanzó un voltaje aproximado de 330 mV a los 7 días de operación. 

(Figura 13, Tabla 20), donde la densidad de potencia normalizada por la 

superficie anódica fue de 6.6 mW/m2 y la potencia volumétrica fue de 165 

mW/m3. El voltaje permaneció constante hasta los 20 días de operación, 

después el voltaje bajo hasta 240 mV. La remoción de materia orgánica fue alta 

(72% como DQO soluble) en contraste la eficiencia coulombimétrica fue baja 

(5.4%). 

 

 

 

Figura 13. Generación de electricidad por el reactor de suelos activados electrobioquímico 

durante la operación en lote durante 30 días en el Experimento 1 (suelo, 66%) 
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Tabla 20. Desempeño promedio del reactor de suelos activados electrobioquímico en el 

Experimento 1 (suelo, 66%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3.1.3 Remoción de lindano y metabolitos intermediarios 

El EBQ mostró 30% de eficiencia de remoción de lindano al final de 30 días de 

operación en lote. Huang et al. (2011) observaron 90% de remoción de fenol en 

10 días de operación en una celda de combustible microbiana de suelo. Nuestros 

resultados fueron relativamente bajos. Sin embargo debemos de considerar  que 

el log del coeficiente de partición octanol-agua del fenol es 1.46 y el del lindano 

es 3.6, esto hace que el lindano sea menos biodisponible, más tóxico y  menos 

soluble que el fenol. Además, ha sido reportado en literatura que una gran 

variedad de bacterias usan fenol como fuente de carbono y energía, sin embargo 

el lindano es menos biodegradable (Camacho-Pérez et al., 2012; Quintero et al., 

2005; Robles-González et al., 2012; Singh and Fulekar, 2007; Swapna et al., 

2002). Al final del tiempo de operación, no se detectaron metabolitos 

intermediarios por GC-MS, de la ruta de degradación de lindano (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

Parámetro Valor 

Lindano (%) 30.25 ± 6.33 

PAn-max (mWm-2) 6.62 

PV-max (mWm-3) 165.31 

EEBQ-max (V) 0.33 

IEBQ-max (mA) 0.15 

PEBQ-max (mW) 0.05 

PAn-prom (mWm-2) 4.12 ± 1.35 

PV-prom (mWm-3) 103 ± 34 

EEBQ-prom (V) 0.26 ± 0.07 

IEBQ-prom(mA) 0.12 ± 0.03 

PEBQ-prom (mW) 0.03 ± 0.01 

DQO (%) 72.36 ± 15 

Sulfato (%) 22.07± 0.01 
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Figura 14. Detención por GC/MS de lindano y metabolitos intermediarios en el reactor de 

suelos activados al final de tiempo de operación (30 días) en el Experimento 1 (suelo, 66%) 

(Los picos a tiempo de retención de 16.50, 24.59, 32.86, 39.77 y 46.23 minutos son Octametil-

ciclotetrasiloxano, Decametil-ciclopentasiloxano, Dodecametil-ciclohexasiloxano, 

Tetradecametilcicloheptasiloxano y hexadecametil cyclooctasiloxano, respectivamente, 

presumiblemente de la fase de la columna). 

 

 

 2do Experimento (Suelo, 33%) 

6.3.2.1 Determinación de la resistencia interna 

La curva de polarización y la variación de potencia con la intensidad de corriente 

del EBQ a tiempo 0 días se muestran en la Figura 15a y 15b respectivamente. 

Los valores obtenidos por el método de la curva de polarización fueron 2046, 

1288, 897 y 255 Ω para la cara A, cara B, conexión en serie y en paralelo 

respectivamente (Tabla 21). La potencia volumétrica máxima fue obtenida 

cuando la conexión fue en paralelo (739 mW/m3) seguido por la cara B conexión 

en serie y cara A con 421, 340 y 86 mW/m3 respectivamente.  

 Después de 7 días de operación se llevó a cabo otra caracterización del 

reactor. La resistencia interna disminuyo significativamente comparado con la 

primera caracterización. Los valores obtenidos fueron los siguientes 140, 339, 

442, 102 Ω para la cara A, cara B la conexión en serie y en paralelo 

respectivamente (Figura 15c y 15d, Tabla 21). La potencia volumétrica máxima 

fue obtenida cuando la conexión fue en paralelo (1531 mW/m3, Tabla 21, Figura 

15); esto fue dos veces mayor que la potencia volumétrica máxima obtenida en 
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la caracterización a 0 días. Las características mejoraron, esto puede ser una 

consecuencia del incremento de la actividad microbiana resultado del 

enriquecimiento de la biopelícula en el ánodo (Lu et al., 2009). La resistencia 

interna fue más pequeña que 10 kΩ obtenida por Ringelberg et al. (2011), 

trabajaron con un cilindro (2.2 cm x 10 cm, D x h) como reactor,  suelo franco no 

contaminado y con 11.1 % de contenido orgánico, el ánodo era tela de carbón 

con 16 cm2 de área de superficie y el cátodo fue tela de carbón cubierto por un 

lado con 0.5 mg de Pt/cm2 (Tabla 19) Ringelberg et al. (2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Caracterización del reactor de suelos activados electrobioquímico en el Experimento 

2 (suelo, 33%) a 0 días de operación (a) Curva de polarización, (b) Densidad de potencia; a 7 

días de operación: (c) Curva de polarización, (d) Densidad de potencia. 

 

 

 

a b 

c d 
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Tabla 21. Caracterización del reactor de suelos activados electrobioquímico a 0 y 7 días de 

operación, Experimento 2 (suelo, 33%) 

 

Notas: Rint: Resistencia interna; PAn, Densidad de potencia ánodica;  PV, Potencia volumétrica; EEBQ,  
voltaje;  IEBQ, Intensidad de corriente; PEBCR, Potencia. Subíndices: max, máximo; prom, promedio 

 

Por otro lado, Wang et al. (2011) reportaron valores de 1000 Ω, trabajaron con 

una CCM de suelo con un tubo en forma de U y el cátodo fue aireado, con un 

suelo franco limoso, los ánodos y cátodos fueron de malla de carbón y fueron 

conectados en paralelo, el cátodo fue cubierto con 0.1 mg/cm2 de Pt. Por otro 

lado la resistencia interna obtenida en nuestro trabajo cuando la conexión fue en 

paralelo fue similar a la reportada por Huang et al. (2011),  determinaron una 

resistencia interna de 100 Ω en un sistema cargado con suelo de arrozal y 

contaminado con fenol (80 mg/L). El suelo fue cubierto con 3 cm de agua; el 

ánodo fue una capa de fieltro de carbón (15.0 cm x 12.5 cm x 0.5 cm) y el cátodo 

fue tela de GORE-TEX (15.0 cm x 12.5 cm), cubierta con pintura basada en Ni 

(7.0 g) y una solución de Pt/C mezclada con Nafion (0.094 g). 

 

6.3.2.2 Desempeño de un reactor de suelos activados 
electrobioquímico 

La Figura 16 muestra la generación de voltaje en el transcurso del tiempo del 

EBQ cuando los ánodos y los cátodos del EBQ fueron conectados en paralelo, 

mientras que el desempeño promedio se observan en la Tabla 22. El voltaje del 

EBQ a circuito abierto  (primeras 20 horas) fue aproximadamente 530 mV (Fase 

I). El voltaje permaneció estable cuando el reactor fue operado con una 

Parámetro Cara A Cara B Serie Paralelo 

Tiempo (días) 0 7 0 7 0 7 0 7 

Rint (Ω) 2046 140 1288 339 897 442 255 102 

PAn-max (mWm-2) 6.88 96.60 33.72 16.32 13.60 13.93 29.57 61.27 

PV-max (mWm-3) 86 1207 421 204 340 348 739 1531 

IEBQ-max (mA) 0.49 1.93 1.14 0.79 1.02 1.03 1.50 2.17 

EEBQ-max (V) 0.39 0.41 0.38 0.35 0.45 0.49 0.46 0.44 

PEBQ-max (mW) 0.03 0.37 0.13 0.06 0.10 0.11 0.23 0.47 

PAn-prom (mWm-2) 2.72 19.91 6.13 5.88 5.08 4.95 0.87 12.12 

PV-prom (mWm-3) 34 249 76 73 127 124 22 303 

IEBQ-prom(mA) 0.09 0.30 0.15 0.15 0.20 0.19 0.02 0.33 

EEBQ-prom(V) 0.22 0.34 0.26 0.25 0.33 0.34 0.37 0.38 

PEBQ-prom(mW) 0.01 0.08 0.02 0.02 0.04 0.03 0.07 0.09 
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resistencia externa de 120 Ω (primeras horas de la fase II); sin embargo el voltaje 

disminuyo menos que 200 mV. Se procedió a re-establecer las condiciones de 

operación a circuito  abierto (fase III) donde un incremento esperado de voltaje 

ocurrió. Subsecuentemente, en la fase IV, el reactor fue operado con una 

resistencia externa de 220 Ω y drásticamente se observó una disminución del 

voltaje. De nuevo se re-establecieron las condiciones de operación a circuito 

abierto (fase V). La fase VI fue operada con una resistencia externa de 560 Ω. 

Aproximadamente a los 8 días de operación, el contenido del reactor fue 

mezclado por burbujeo con nitrógeno, una vez al día durante 10 minutos 

(agitación neumática). Se observó que el voltaje del reactor primero 

incrementaba a un voltaje máximo 350 mV y luego disminuía, esta disminución 

fue significativa después de cada episodio de mezclado (entre 100 a 200 mV, 

Figura 16, día 8 a 15). Debido a las dificultades neumáticas e hidráulicas del 

mezclado, se decidió en el día 15 que el contenido del reactor fuera mezclado 

con una agitadora orbital a baja velocidad (100 rpm). Interesantemente el voltaje 

se estableció alrededor de 300 mV. 

 El cambio del tipo de mezclado fue implementado con suplementación de 

sustrato  2 g/L (sacarosa: acetato de sodio: lactato) que fue usado como fuente 

de carbono en el EBQ a 15 días de operación. La generación de electricidad 

inicio a incrementarse y alcanzó un voltaje de aproximadamente 303 mV (Figura 

16).   En este periodo, la densidad de potencia normalizada con respecto al área 

del ánodo fue de 21.3 mW/m2 y el promedio de la  potencia volumétrica fue de 

531 mW/m3. Aproximadamente 20 días de operación, el reactor alcanzó un 

voltaje máximo de 329 mV y la potencia volumétrica de 629 mW/m3 (Tabla 22); 

el voltaje remanente se mantuvo constante hasta el día 24. Después, el voltaje 

disminuyo de nuevo a 260 mV. En el día 25 el EBQ fue alimentado con 2 gDQO/L 

de sustrato y alcanzó un voltaje de 321 mV, a 28 días de operación el voltaje 

disminuyó a 280 mV. El voltaje máximo fue de 330 mV y la potencia máxima de 

25 mW/m2, las cuales fueron más altas que las reportadas por Wang et al. (2011), 

155 mV y potencia máxima de 0.85 mW/m2, para una celda cargada con suelo 

contaminado con hidrocarburos totales del petróleo (Tabla 19). 
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Figura 16. Generación de electricidad en el reactor de suelos activados electrobioquímico 

durante la operación en lote durante 30 días en el Experimento 2 (suelo, 33%). La adicción de 

sustrato está indicado por los círculos rojos. Fase I, circuito abierto; Fase I, circuito cerrado con 

una resistencia externa de 120 Ω; Fase III, circuito abierto; Fase IV, circuito cerrado con una 

resistencia de 220 Ω; Fase V, circuito abierto; Fase VI, resistencia externa de 560Ω. 

 

Nuestros resultados  son comparables con Yan et al. (2012); Yan et al., (2012) 

reportaron un voltaje bajo de 17 mV en el tratamiento de un sedimento 

contaminado con fenantreno y pireno (Tabla 19). Por otro lado, Huang et al. 

(2011) registraron una densidad ligeramente superior (ca. 30 mW/m2) y un voltaje 

bajo (150 mV) en el tratamiento de un suelo inundado contaminado con fenol 

(Tabla 19). 

El EBQ exhibió un bono, además de la biorremediación de suelo, la generación 

de bioelectricidad. Esto último fue estimado con la ecuación 3 

 

Êproducida (MJ/tonelada de suelo)= Pprom (W)*(30 d*24 h/d*3600 s/h)/0.0001 tonelada de suelo                         (3) 

 

Ê es la energía producida en MJ/ tonelada de suelo, donde Pprom es  la potencia 

promedio en 30 días de operación, 24 h/d y 3600 s/h son factores de conversión 

para convertir el tiempo de días a segundos; 0.0001 toneladas de suelo es la 

masa de suelo en el reactor de suelos activados electrobioquímico a escala 

laboratorio. 
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Tabla 22. Desempeño promedio del reactor de suelos activados electrobioquímico en el 

Experimento 2 (suelo, 33%) 

 

Parámetro Valor  

Lindano (%) 78.25 

Rint  (Ω) 560 

PAn-max (mWm-2) 25 

PV-max (mWm-3) 634 

EEBQ-max (V) 0.33 

IEBQ-max (mA) 0.59 

PEBQmax (mW) 0.20 

Coul (%) 15.17 

DQO (%) 76.35 

Notes:Lindano: eficiencia de remoción de lindano; Rint: resistencia interna; PAn, densidad potencia anódica;  

PV, potencia volumétrica; EEBCR,  voltaje;  IEBQ, intensidad de corriente; PEBQ, potencia; Coul (%): Eficiencia 

coulombimétrica.DQO, eficiencia de remoción de materia orgánica como DQO; Subíndices: max, máximo; 
prom, promedio.  

 

La Ê fue 4.3 Mj/tonelada de suelo durante 30 días de operación. Esta energía 

parcialmente ofrece la potencia requerida para el mezclado del EBQ y RSA 

típicos. Por ejemplo, los requerimientos de potencia para el mezclado son 

determinados empíricamente y pueden ser estimados de las especificaciones de 

manufactura de los equipos. La potencia típica requerida para un mezclado 

completo se encuentra en el rango de 20 a 50 kW/1000 m3 para suspensiones 

moderadamente gruesas (Eweis  et al., 1998).  Un valor intermedio fue elegido, 

35 kW/1000 m3.  

Los cálculos fueron realizados con suposiciones similares a la ecuación 3, la 

energía requerida para mezclar durante 30 días de operación en lote, se da en 

la ecuación. 4.  

 

 

Êmezclado = 35 (W/m3)*(0.33 tonelada de suelo/m3)*(30 d*24 h/d*3600 s/h) = 29.9 MJ/tonelada de suelo   

 (4) 
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La bioelectricidad obtenida del EBQ puede representar  ca. 14% de la energía 

requerida para el mezclado. 

6.3.2.3 Remoción de lindano y metabolitos intermediarios  

La remoción de lindano alcanzada en el EBQ fue de 78%, la remoción de control 

biótico (vivo) y control abiótico fueron de 80 y 3 % respectivamente. Los 

principales metabolitos debido a la degradación de lindano en el EBQ fueron 

detectados por análisis en el GC/MS en el EBQ: 1,2,3-triclorobenceno (1,2,3-

TCB), 1,3-diclorobenceno (1,3-DCB),  1,2-diclorobenceno (1,2-DCB),  y 

clorobenceno (CB) (Figura 17). 

 

 

 

Figura 17. Detención por GC/MS de metabolitos intermediarios en el reactor de suelos 

activados electrobioquímico al final del tiempo de operación (30 días) en el Experimento 2 

(suelo, 33%). 

 

 La remoción de lindano observada en nuestro EBQ es comparada muy 

favorablemente con remociones de lindano reportadas en literatura para 

reactores de suelos activados estándar. Algunos experimentos con RSA 

inoculados con Pandorea sp., en anaerobiosis presumiblemente operado 9 

semanas ha sido reportado (Okeke et al., 2002). La concentración inicial fue de 

100 mg/kg; ellos encontraron remociones de 59.6% de γ-HCH. Quintero et al. 

(2005) trataron un suelo arenoso contaminado con una mezcla de isómeros α, β, 

γ y δ-HCH (100 mg/kg de cada isómero) en RSA anaerobio. Se suplemento 

almidón, 2 g/L cada 3 días. Encontraron remociones muy cercanas al 100% para 

los isómeros α y γ-HCH y 65 a 70 % para β y δ-HCH respectivamente. Por otro 

lado, la biorremediación de un suelo pesado contaminado con 100 mg/kg de 

lindano en reactores de suelos activados en condiciones sulfato-reductoras 

(Robles-González et al., 2012). Reportaron remoción de lindano fue de 88%, 
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donde detectaron los siguientes metabolitos PCCH, 1,2,4-TCB; 1,2,3-TCB; CB y 

benceno a 30 días de operación. Robles-González et al. (2012) demostraron que 

en el reactor de suelos activados con dióxido de carbono como aceptor de 

electrones, la remoción de lindano fue aproximadamente de 41-47% (Tabla 6). 

El RSA fue operado con condiciones similares de operación (Características 

fisicoquímicas del suelo, pH, temperatura, agitación, concentración de suelo), 

excepto que  en nuestra investigación se usó la tecnología de un reactor de 

suelos activados electrobioquímico. En otros estudios de nuestro Grupo de 

investigación, se han llevado a cabo experimentos con reactores de suelos 

activados en condiciones sulfato reductoras; se han reportados remociones de 

γ-HCH de 78 % en 30 días que fue la misma cantidad de remoción observada en 

nuestros experimentos usando una concentración de suelo de 33% (Varo-

Arguello et al., 2012). 

 La degradación de isómeros de HCH en los reactores de suelos activados 

en condiciones anaerobias fue reportado (Quintero et al., 2005). En esta 

investigación reportan trazas de diversos metabolitos intermediarios, como son: 

pentaclorociclohexano (PCCH), 1,2-diclorobenceno (1,2-DCB), 1,3-

diclorobenceno (1,3-DCB) y clorobenceno (CB). La baja concentración de los 

metabolitos indica que los compuestos intermediarios no son acumulados y ellos 

proceden además a la degradación a CB, producto final en el mecanismo de 

degradación. Por otro lado se ha observado la degradación total de α-HCH en 

un suelo contaminado después de 3 días de incubación en ambiente anaerobio 

(Quintero et al., 2006); en esta investigación usaron una concentración inicial de 

100 mg/kg de suelo, inoculado con una concentración alta  de lodos anaerobios 

metanogénicos (8 g SSV/L en el biorreactor), almidón (2 g DQO/L) como donador 

de electrones y fue operado semi-continuo. Durante la degradación, se 

detectaron trazas de diversos intermediarios y productos finales a lo reportado 

en otros trabajos (PCCH, TCCH, 1,2,3-TCB, 1,3-DCB y CB). 

 Se ha reportado que el lindano principalmente puede ser declorado por 

bacterias sulfato reductoras con generación de monoclorobencenos y benceno 

como principales metabolitos intermediarios (Boyle et al., 1999). Similarmente, 

en esta investigación se detectó clorobenceno a 30 días de operación del EBQ 

inoculado con inoculo sulfato-reductor. Por otro lado en nuestro Grupo de trabajo 

(Ortega-Martínez et al., 2012) reportaron que las clonas encontradas en un 
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consorcio sulfato reductor fueron Clostridia, δ-Proteobacteria (bacteria 

electroquímicamente activas) y Firmicutes, donde Clostridia son reconocidas 

como bacterias electroquímicamente activas. 

 La remoción alta obtenida en nuestro trabajo en solamente 30 días de 

operación del EBQ son muy prometedoras: este logro de remoción de lindano es 

similar a lo obtenido en reactores de suelos activados convencionales, sin 

embargo el uso de EBQ presenta un bono adicional de generación de 

bioelectricidad. Así, EBQ emerge como una tecnología rápida y atractiva para la 

degradación de plaguicidas y remediación de suelos. En efecto, esto ha sido 

reportado que los plaguicidas organoclorados son recalcitrantes (persistentes) 

en el suelo, con un promedio de vida media del orden de 2 a 5 años (García-de 

la Parra et al., 2012; Mackay et al., 1992). En particular, lindano tiene un 

promedio de vida media de 2.6 años en el suelo, dependiendo de las 

características fisicoquímicas del suelo (textura, materia orgánica, profundidad) 

así como las condiciones ambientales (Commission for Environmental 

Cooperation, 2005).  

 

6.3.2.4 Caracterización del consorcio microbiano usando el equipo 
Ion Torrent (PGM)  

 

La Figura 18 muestra la composición de la comunidad microbiana obtenida del 

inoculo sulfato reductor y del reactor de suelos activados electrobioquímico a 

diferentes días de operación. Las más representativas fila (phyla) fueron 

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Sinergistetes.  

Kim et al. (2013) realizarón un análisis filogenético de muestras 

microbianas que revelaron una comunidad bacteriana compuesta por 

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Espiroquetas. Los autores trabajaron 

con una celda de combustible microbiana na con el cátodo aireado, ensamble 

membrana-electrodo combinado en reactores tubulares. La celda microbiana fue 

inoculada con lodos de un digestor anaeróbico. 

En el reactor de suelos activados electrobioquímico, los géneros más 

dominantes pertenecen a Bacteroidetes sp. (4.1%), Prevotella sp. (8.3%),  

Bacteroides (4.1%), Prevotella (8.3%), Trichococcus (8.1%), Lachnospiraceae 

(5.5%), Faecalibacterium (4.1%) a 30 días de operación (Tabla 22). Trichococcus 
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ha sido reportado en biocátodo autótrofos en otros sistemas bioelectroquímicos 

(Zaybak et al., 2013). Trichococcus ha sido identificado como bacteria anaerobia 

facultativa (Kim et al., 2013) 

 

 
 

 
Figura 18. Identificación  a  nivel filo de la comunidad microbiana en el reactor de suelos 

activados electrobioquímico
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Tabla 23. Identificación a nivel de género de todas las secuencias de la operación en lote del reactor de suelos activado electrobioquímico (se presentan solo 

las abundancias de género  superiores al 1% y todas las otras secuencias se incluyen en “otros”) 

 

  

Genero/Tiempo (Días) In SR 0 7 15 22 30 

Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales 1 0.8 1.4 2.2 0.3 1.4 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales 2 4.8 2.8 2.1 6.7 2.3 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 3.4 2.1 5.1 5.1 3.6 4.1 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 4.7 3.2 9.1 8.3 5.9 8.3 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales SB-1 0.5 0.5 0.6 0.3 2.7 0.2 

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Trichococcus 10.2 8.5 3 7 4.6 8.1 

Firmicutes Clostridia Clostridiales 2.9 1.4 2.2 2.1 1.9 2.2 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium 3.3 3.8 2.3 3.4 2.7 2.1 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Proteiniclasticum 1.4 9.2 0.7 1 0.2 4 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae 16.8 3.1 5.4 5.7 4.9 5.5 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae 2.6 1.6 3 2.8 2.4 2.9 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Faecalibacterium 6.1 2.5 5.3 4.5 3.5 4.1 

Firmicutes Clostridia Clostridiales [Tissierellaceae] Tissierella_Soehngenia 2.9 1.5 1.3 1.8 0.9 1.5 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae 0.1 0.2 6.4 0.3 0.2 0.2 

Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterales Desulfobacteraceae Desulfococcus 1.1 1.4 0.7 0.8 2 1.1 

Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Helicobacteraceae 0.4 1.9 0.5 0.7 2.4 1.6 

Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Helicobacteraceae Sulfuricurvum 0 0 0.2 0 3.3 0 

Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Helicobacteraceae Sulfurimonas 0.1 0.4 3.6 0.3 1.3 0.1 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonadales Succinivibrionaceae Succinivibrio 0.1 0.5 0.7 0.9 1 2.1 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 0 2.2 0.1 0.1 0 3.1 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 0 1.9 2.5 0.6 0.5 1.4 

Synergistetes Synergistia Synergistales Thermovirgaceae 9 6.6 1.5 2.9 6.8 3 

Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae Kosmotoga 0.2 2.7 1.1 0.6 4.4 0.9 

Otros  31.2 39.2 40.5 46.5 37.8 39.8 
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 3er Experimento (Suelo, 33%, Tween 80) 

6.3.3.1 Ensayo de desorción con Tween 80 

En la Figura 19 se muestra el lindano desorbido por Tween 80 del suelo 

contaminado, se observa que no hay un efecto positivo significativo en la 

desorción de lindano del suelo usando diferentes concentraciones. Cuando la 

concentración de Tween 80 es de 2000 mg/L (333 CMC)  aproximadamente se 

logra un 9% de desorción de lindano del suelo. 

 

 

Figura 19. Ensayo extractivo con Tween 80 
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6.3.3.2 Determinación de la resistencia interna 

Al inicio de la operación del RSA EBQ se operó a circuito abierto con la finalidad 

que el sistema se estableciera, posteriormente el ánodo se conectó con el cátodo 

a través de una resistencia externa variable (100- 1MΩ) con el objetivo de estimar 

el valor de la resistencia interna del RSA EBQ (Logan et al., 2006). La resistencia 

interna del RSA EBQ es una de las características esenciales, ya que de acuerdo 

con el Teorema de Jacobi de la máxima potencia generada por una FEM, un 

RSA EBQ operado bajo una resistencia externa igual a su resistencia interna 

dará la potencia máxima (Halliday et al., 2005). 

Bajo esta consideración, se llevó a cabo la curva de polarización del RSA 

EBQ, esto es, el voltaje de la celda y la intensidad de corriente en función de un 

valor de resistencia externa. 

El voltaje se midió a través de un multímetro convertido posteriormente a 

corriente y densidad de potencia aplicando la Ley de Ohm. En la Tabla 23 se 

observan las resistencias internas determinadas en tiempo 0d y 7d. 

Los valores obtenidos a partir de la curva de polarización fueron 5560, 

6022, 12419, 3845 Ω para cara A, cara B, conexión en serie y conexión en 

paralelo respectivamente (Tabla 23). La potencia volumétrica máxima fue 

obtenida cuando las conexiones fueron en paralelo  (60.55 mW m-3), seguida por 

conexión en serie, cara A, y cara B con 38, 11.86, 10.72 mW m-3 

respectivamente. 

Después de 7 días de operación, se llevó a cabo de nuevo la 

caracterización del reactor de suelos activados electrobioquímico. La resistencia 

de interna disminuyo comparado con la primera caracterización. Los valores 

fueron aproximadamente de 4652, 3867, 1041, 804Ω para cara A, cara B, 

conexión en serie y conexión en paralelo respectivamente (Tabla 23). 

La potencia volumétrica máxima fue obtenida para la conexión en paralelo 

(373.57 mW m-3, Tabla 23), la potencia fue alrededor de 5 veces más alto que 

en la caracterización del día 0. El mejoramiento de la caracterización del reactor 

de suelos activados electrobioquímico puede ser debido al incremento de la 

actividad microbiana debido al resultado del enriquecimiento de la biopelícula en 

el ánodo (Lu et al., 2009). 
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Tabla 24. Valores de diversas variables de la caracterización del reactor de suelos activados 
electrobioquímico 

Notas: Rint: resistencia interna; PAn: densidad de potencia anódica; PV: potencia volumétrica; 
EEBQ: Voltaje; IEBQ: intensidad de corriente; PEBQ: potencia; Sub-índices: max: máximo; prom: 
promedio.

Parámetro Cara A Cara B Serie Paralelo 

Tiempo (Días) 0 7 0 7 0 7 0 7 

Rint (Ω) 5660 4652 6022 3867 12419 1041 3845 804 

PAn-max (mWm-2) 0.94 12.33 0.86 8.01 3.04 29.58 4.84 29.90 

PV-max (mWm-3) 11.86 154.14 10.72 100.18 38.08 369.61 60.55 373.57 

IEBQ-max (mA) 0.11 0.67 0.08 0.55 0.07 0.72 0.11 0.93 

EEBQ-max (V) 0.31 0.57 0.32 0.58 0.50 0.60 0.54 0.59 

PEBQ-max (mW) 0.004 0.05 0.01 0.03 0.01 0.11 0.02 0.11 

PAn-prom (mWm-2) 0.37 4.54 0.39 3.93 1.04 9.99 1.72 9.92 

PV-prom (mWm-3) 4.57 56.82 4.86 49.20 13.01 124.79 21.46 123.97 

IEBQ-prom (mA) 0.02 0.11 0.02 0.09 0.03 0.18 0.05 0.18 

EEBQ-prom (V) 0.13 0.30 0.13 0.31 0.21 0.38 0.25 0.39 

PEBQ-prom (mW) 0.001 0.18 0.001 0.015 0.004 0.03 0.007 0.04 
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La resistencia interna fue más pequeña que el valor de 10 kΩ obtenido por 

Ringerlberg et al. (2011), ellos trabajaron con un cilindro (2.2 cm x 10 cm, D x h) 

como  reactor, el suelo utilizado fue suelo franco limoso con 11% de materia 

orgánica, el ánodo fue tela de carbón (16 cm2 de superficie) y el cátodo fue tela 

de carbón recubierta de un lado con 0.5 mg Pt cm-2. Por otro lado Wang et al. 

(2011) reportaron valores de 1000Ω. Wang et al. (2011) trabajaron con una  de 

tubo en forma de U, el ánodo y el cátodo fueron de malla de carbón y fueron 

conectados en paralelo. El cátodo fue recubierto con 0.1mg cm-2 Pt.  

 

6.3.3.3 Desempeño del reactor de suelos activados electrobioquímico 

El RSA EBQ fue operado en lote a temperatura ambiente. Primero se midió el 

voltaje a circuito abierto durante 11 h, el voltaje promedio fue de 666 mV (Figura 

20). Después se procedió a cerrar el circuito del reactor con la resistencia externa 

determinada en la sección 6.1.1 y conectada en paralelo. Al conectarse la 

resistencia externa (3300Ω) el voltaje disminuyo, con un valor promedio de 245 

mV. Posteriormente se procedió a determinar la resistencia interna del RSA EBQ 

y se obtuvo que la resistencia interna fue de 820Ω, el voltaje promedio fue de 

420 mV, con una potencia volumétrica promedio de 742 mW m-3. 

 La Tabla 24 muestra los máximos y el promedio de las variables de 

parámetros  del reactor de suelos activados electrobioquímico operado en lote 

durante 30 días.  

 El voltaje máximo del RSA EBQ (585 mV) y la potencia máxima (108 mW 

m-2) fueron más altos que lo reportado por Wang et al (2011) (155 mV y potencia 

máxima 0.85 mW m-2) trabajaron con una celda con suelo contaminado con 

hidrocarburos del petróleo. Nuestros resultados son comparados muy 

favorablemente con lo reportado por Yan et al. (2012), donde obtuvieron un 

voltaje muy bajo de 17 mV, en el tratamiento de un sedimento contaminado con 

fenantreno y pireno. Por otro lado Huang et al. (2011) registraron una densidad 

de potencia de 30 mW m-2 y voltaje bajo de 150 mV en el tratamiento de un suelo 

contaminado con fenol.  

 

  



| 76 

Tabla 25. Parámetros evaluados en la operación del reactor de suelos activados 

electrobioquímico 

 

Parámetro   

PAn-max (mWm-2) 108 

PV-max (mWm-3) 1357 

EBQ-max (V) 0.58 

IEBQ-max (mA) 0.71 

PEBQ-max (mW) 0.42 

PAn-prom (mWm-2) 54 ± 30 

PV-prom (mWm-3) 685± 377 

EEBQ-prom (V) 0.42± 0.12 

IEBQ-prom (mA) 0.47 ± 0.17 

PEBQ-prom (mW) 0.21 ± 0.11 

Notas: PAn: densidad de potencia anódica; PV: potencia volumétrica; EEBQ: Voltaje; 

IEBQ: intensidad de corriente; PEBQ: potencia; Sub-índices: max: máximo; prom: promedio 
 
 

 
 

Figura 20. Dinámica de operación del reactor de suelos activados  en lote durante 30 días de 
operación. La adición de sustrato es indicada por el círculo rojo. Fase I, circuito abierto; fase II, 

circuito cerrado con resistencia externa de 3300Ω; fase III, circuito abierto; fase IV, circuito 
cerrado con resistencia externa de 820Ω. 
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6.3.3.4 Determinación de lindano 

Durante la operación en lote, el RSA EBQ mostró 56% de remoción de lindano y 

en el control biótico la remoción fue de 72%. Inesperadamente la lindano fue 

más baja que en el RSA EBQ operado sin tensoactivo. Esto puede ser adscrito 

a la influencia del incremento de la materia orgánica degradable suministrada en 

el experimento. En efecto, fueron cuatro fuentes de materia orgánica degradable: 

materia orgánica soluble en el suelo, dos pulso de la mezcla de sacarosa: acetato 

de sodio: lactato y Tween 80, el cual ha sido demostrado que ha sido usado con 

fuente de carbono y energía por una variedad de cultivos mixtos. Un exceso de 

materia orgánica disponible podría haber afectado el consumo de lindano por la 

comunidad microbiana. 
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6.4 Caracterización microbiana del reactor de suelos activados 

electrobioquímico por DGGE 

 Extracción total de DNA  

A continuación se muestran los resultados del seguimiento de las comunidades 

microbianas del reactor de suelos activados electrobioquímico (Inoculo sulfato 

reductor y Tween 80, 3er Experimento). En la Figura 21 se muestra el gel de 

agarosa en donde se analizó la extracción de los ácidos nucleicos, en la Tabla 

25 se muestra la concentración y pureza del DNA extraído.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Extracción de DNA (Gel de agarosa al 1%) 
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Tabla 26. Concentración y pureza del DNA extraído de las muestras 
provenientes del RSA EBQ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notas: NA; No aplica, RSA EBQ; Reactor de suelos activados electrobioquímico, Valto; Voltaje 

alto  

 

 Amplificación de la región 16s rDNA 

Una vez confirmada la calidad de DNA se amplificó por PCR un fragmento de 

505 pb correspondiente a la sección intermedia de 16S rDNA (regiones V3 y V4) 

usando los oligos CGO 465F con pinza de GC y CGO 465R. En la Figura 22 se 

la reacción de PCR.   

 

 Fraccionamiento electroforético en gel con gradiente 

desnaturalizante (DGGE) de amplicones obtenidos por PCR. 

Se realizó el fraccionamiento de los productos PCR por DGGE (estandarización 

de DGGE), para evaluar el porcentaje de desnaturalización (25-70%) y 

concentración de la muestra por carril, en la Figura 23 se muestra el gel de 

DGGE, con lo observado se decidió trabajar con 20 μg de producto de PCR para 

cada carril. 

Carril Muestra Concentración (ng/μl) A260 A260/A280 

1 Marcador (1Kb) NA NA NA 

2 E. Coli SK0019 191.4 3.827 1.83 

3 RISR t0 11.2 0.223 1.78 

4 NMP t0 2.9 0.059 1.45 

5 RSA EBQ t0 18.9 0.378 1.50 

6 Control t0 12.6 0.252 1.51 

7 RISR t15 10.4 0.208 1.76 

8 Alimentación 19.9 0.399 1.52 

9 RSA EBQ t15 16.1 0.322 1.60 

10 Control t15 14.1 0.282 1.76 

11 RSA EBQ t22 Valto 22.6 0.452 1.65 

12 Control t22 Valto 19.3 0.386 1.74 

13 RSA EBQ t30 23.4 0.469 1.60 

14 Control t30 24.3 0.486 1.69 
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Figura 22. Reacción de PCR (Gel de agarosa, 1%) 

 

  

En la Figura 24 podemos observar el fraccionamiento del producto de PCR de 

las diferentes muestras de la cinética. Las muestras provenientes del reactor 

inoculador sulfato reductor las podemos observar en el carril 1 y 2, tiempo 0d y 

15d respectivamente. Las muestras del reactor electrobioquímico se observan 

en los carriles 3-6, que son los tiempos de muestreo de la cinética de remoción 

de lindano y producción de energía eléctrica. En el carril 5, podemos observar la 

muestra  proveniente del reactor electrobioquímico a 22 días de operación, en 

donde se observó el voltaje alto (0.58V), podemos percatar que en dicho carril 

una de las bandas se observa más intensa, podemos hipotetizar que es debido 

a la presencia de bacterias productoras de electricidad.    

Carril Muestra 

1 Marcador 1Kb 

2 E. Coli  SK 10019 

3 Negativo 

4 RISR t0d 

5 NMP t0d 

6 EBQ t0d 

7 Control t0d 

8 RISR t15d 

9 EBQ t15d 

10 Control t15d 

11 EBQ t22dValto 

12 Control t22d Valto 

13 EBQ t30d 

14 Control t30d 

15 Alimentación t15d 

1    2    3    4    5    6    7     8    9    10    11   12   13   14   15 

500 pb 
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Figura 23. Gel de DGGE, 25-70%. C1-5: Buffer 2X; C6:A1309 (13μg); C7:E.Coli SK 10019 (22 

μg); C8:EBQ (19 μg); C9:E.Coli SK 10019 (24 μg);C10:EBQ (18μg); C11:RISR (3.5 μg); C12-

16:Vacío. 
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| 82 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Monitoreo microbiano de la operación del reactor de suelos activados 

electrobioquímico en gel DGGE 25-70%. 

 Análisis de los índices de similitud por presencia /ausencia de 

bandas 

Con la ayuda del análisis de bandas, se realizó el calculó del coeficiente de 

similitud, índice de Jaccard (Ecuación 4). Este índice presenta valores entre 1 y 

0, donde 1 es la mayor similitud entre carriles y 0 indica la falta de similitud. El 

índice de Jaccard o coeficiente de similitud de Jaccard es una herramienta 

estadística utilizada para determinar similitud entre poblaciones, y puede ser 

definida como la intersección de dos muestras dividida entre el tamaño de la 

unión de las mismas; es decir, toma en cuenta la cantidad de organismos 

Carril  Muestra 

1 RISR t0d 

2 RISR t0d 

3 EBQ t0d 

4 EBQ t15d 

5 EBQ t22d (Valto) 

6 EBQ t30d 

7 Control t0d 

8 Control t15d 

9 Control t22d 

10 Control t30d 

1     2      3     4      5     6      7      8    9     10 
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similares en dos poblaciones (intersección) y lo relaciona con respecto al número 

total de individuos distintos de ambas poblaciones (unión). 

 

 

𝐼𝐽 =  
𝑛𝐴𝐵

(𝑛𝐴+ 𝑛𝐵− 𝑛𝐴𝐵)
                                                                         Ecuación 4 

 

Donde 

nAB: Número de bandas en común en los carriles A y B 

nA: Número de bandas totales en el carril A 

nB: Número de bandas totales en el carril B 

 

El  coeficiente de divergencia, índice de divergencia de Poggi (Ecuación 5)  tiene 

valores de 1 a 0, donde 1 indica divergencia total y 0 indica no divergencia. 

 

∆𝑃𝑜𝑔𝑔𝑖=  
(𝑛´𝐴+ 𝑛´𝐵)

𝑛𝐴+ 𝑛𝐵
                      Ecuación 5 

 

 

Se realizó el conteo de bandas en el gel de DGGE (carriles 3,4,5,6) para la 

cinética de remoción de  lindano y producción simultanea de energía en el reactor 

electrobioquímico. Se evaluó las bandas que aparecen y desaparecen con 

respecto al tiempo de operación del reactor electrobioquímico (Tabla 26). 

Posteriormente se realizaron los índices de similitud y divergencia (Tabla 27 y 

28).   
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Tabla 27. Número de bandas de bacterias vs tiempo en la operación del reactor de suelos 

activados electrobioquímico 

 

Tabla 28. Índice de similitud de Jaccard, en las muestras del reactor de suelos activados 

electrobioquímico 

 

IJACCARD 15 días 22 días 30 días 

0 día 0.71 0.77 0.39 

15 días  0.71 0.5 

22 días   0.44 

    

Tabla 29. Índice de divergencia de Poggi, en las muestras del RSA EBQ 

 

ΔPOGGI 15 días 22 días 30 días 

0 día 0.16 0.12 0.43 

15 días  0.16 0.33 

22 días   0.38 

 

Se elaboró el gel de DGGE preparativo (Gradiente de desnaturalización: 25-

70%, un solo pozo) con la muestra tomada el día que el voltaje fue alto (22 días 

de operación), se decidió trabajar con esta muestra debido a que la primera 

banda se observó intensa  e hipotetizamos que era debido a la comunidad 

microbiana capaz de producir energía eléctrica. Se cortó 1 banda (Figura 25). 

Tiempo (Días) Bandas totales Bandas que aparecen Bandas que desaparecen 

0 24   

15 24 4 4 

22 24 3 3 

30 15 4 13 
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Figura 25. Gel de DGGE preparativo, muestra RSA EBQ a 22 días de operación 

B1 
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 Recuperación del DNA fraccionado en gel de poliacrilamida por el 
método de electroelución 

Se recuperó el DNA de la banda por el método de electroelución descrito en la 

metodología.  Se corrió una electroforesis en gel de agarosa 1.5% para confirmar 

la extracción del DNA de la banda cortada (Figura 26), simultáneamente se 

realizó la lectura de absorbancia del extracto de DNA, la concentración de DNA 

de la banda cortada fue de 31.8 ng/µl.  

 

 
 

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) del DNA extraído de la banda de DGGE. 

Nota: Carril 1: vacío, 2: marcador invitrogen 1Kb plus, 2: vacío, 3: Banda 1(31.8 ng/µl). 

 

Se llevó a cabo la ligación del producto de PCR de la banda 1 en el vector 

PCRTM 2.1-TOPO como se explicó anteriormente. Posteriormente se realizó la 

transformación. Se espatuló 50 μl   de las células transformadas en placas de LB 

con Kanamicina, X-gal e IPTG. Se dejaron crecer las colonias a 37°C toda la 

noche. Para las bacterias transformadas con el producto de PCR de la banda 1, 

se obtuvieron 3 colonias blancas, 3 colonias de color azul claro y 1 colonia de 

azul fuerte. Para el producto de PCR control del kit se obtuvieron 279 colonias 

blancas y 9 colonias azul fuerte. Las colonias blancas indican que el producto de 

1   2   3  4  5  6  7   8  9  10    

500 pb 
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PCR fue ligado en el vector. Esto se explica de la siguiente manera: la molécula 

de IPTG es absorbida por la bacteria a través de la acción de la enzima permeasa 

de lactosa. Una vez dentro de la célula, induce la transcripción el gen que codifica 

la β-galactosidasa, una enzima hidrolasa que cataliza la hidrolisis de β-

galactósidos a monosacáridos. En experimentos de clonación, las colonias 

bacterianas que han sido transformadas con un plásmido recombinante se 

pueden identificar usando un análogo de galactosa, el 5-bromo-4-cloro-3 indolil-

β-D-galactopiranósido (abreviado X-gal). Este compuesto puede ser 

metabolizado por la β –galactosidasa en galactosa, un monosacárido y 5-bromo-

4-cloro-3 hidroxinol, un compuesto de color azul. Las células transformantes que 

han captado plásmidos con el operan lac intacto, una vez inducidas por IPTG, 

están expresando activamente β-galactosidasa, que hidroliza X-gal y colorea de 

azul las colonias. Las colonias de células transformantes que han captado un 

plásmido con el operón lac recombinante, en cuyo interior ha sido insertado el 

producto de PCR (en este caso), sufren con la inserción la inactivación del gen 

lac z (gen que codifica la β-galactosidasa) y por tanto, no puede expresar la β-

galactosidasa ni degradar X-gal, permaneciendo las colonias de color blanco 

(Figura 27). 

 

Figura 27. Representación esquemática de la selección de bacterias azul- blanca en vectores 
recombinantes 
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De la placa de post-transformante (Figura 28) se seleccionaron 5 colonias que 

después de sembrarse por estría simple en cajas de LB con kanamicina 

(50µg/mL) se crecieron en medio líquido para extracción de plásmido por método 

de lisis alcalina. 

 

  
Figura 28. Plaqueo de post-transformantes resultantes de la clonación del fragmento de 16S 

recuperado de DGGE, (a) Post-transformantes de clonación de banda 1, (b) control  (+) de 

ligación. 

 

 Extracción de plásmido por lisis alcalina 

En la Figura 29 se observan los plásmidos extraídos por lisis alcalina de las post-

transformantes. 

 
Figura 29. Plásmidos obtenidos de las clonas obtenidas de la banda 1, fragmento de 16s rDNA 

recuperado del gel de DGGE 

a b 

1    2   3    4   5    6   7    8    9  10 
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Tabla 30. Cuantificación del DNA plasmídico 

 

Carril Muestra  Concentración (ng/μl) A260 A260/A280 

1 Marcador 1Kb NA NA NA 
2 Clona 1 2016.6 40.332 2.03 

3 Clona 2 1935.3 38.705 2.01 

4 Clona 3 1627.5 32.550 1.99 
5 Clona 4 11.7 0.234 1.90 

6 Clona 5 1942.2 38.844    2.03 

7 Control positivo 1811.1 36.222 2.00 

 

 

 Confirmación por PCR del inserto en el vector  PCRTM 2.1-TOPO 

 
Se realizó la reacción de confirmación del inserto por PCR. En la Figura 30 se 

observa que únicamente se logró la inserción del fragmento correspondiente en 

la clona 3 y clona 5, debido a que el producto esperado es de 697 pb. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Amplificación por PCR para la confirmación de la inserción del fragmento de 16S 

rDNA en el vector PCRTM 2.1-TOPO. Nota: gel de agarosa 1.5%, teñido con AMD-1000; carril 1: vacío; carril 

2:Marcador Invitrogen PLUS 1Kb, carril 3: control positivo, carril 4: clona 1; carril 5: clona 2; carril 6: clona 3; carril 7: 

clona 4; carril 8: clona 5; carriles 9-10 vacío. 

  
  
  
  
  
  

600 

 1  2   3   4   5   6    7   8   9   10 

600 



| 90 

 Análisis de los electroferogramas y asignación de filogenia 

Únicamente se pudo obtener la secuencia del plásmido proveniente de la banda 

1 clona 3. Las secuencias se visualizaron en el programa BioEdit Sequence 

Alignment Editor versión 7.0.9.0 y posteriormente fueron depuradas con el 

programa Vector NTI suite 11. Las moléculas fueron comparadas con la base de 

datos de secuencias reportadas para el gen 16s rDNA bacteriano utilizando la 

herramienta BLAST (NCBI) y de cuyo resultado se tomaron las secuencias de 

las 10 especies que mostraron un índice máximo de identidad mayor a 90% y 

nivel de expectación (E-value) más cercano a cero (Tabla 30). Podemos 

observar en el árbol filogenético (Figura 31) que la banda 1 muestra una similitud 

de 99% y un E-value de 0  con el género Trichococcus. Esta bacteria pertenece 

al filo: firmicutes, clase: bacilli, orden lactobacillales, familia carnobacteriaceae.  

Zaybak et al. (2013) desarrollaron un método de pre-enriquecimiento para 

mejorar el desempeño de biocátodos anaerobios facultativos autótrofos capaces 

de usar cátodos como donador de electrones y como aceptor de electrones CO2. 

La muestra de bacterias anaerobias provenían de un sedimento, el 

enriquecimiento fue primero realizado en un cultivo en lote alimentado con 

glucosa y después se usó como inoculo en un biocátodo en un sistema 

bioelectroquímico (BESs)  en la cámara catódica, se aplicó un voltaje de  -0.4V. 

Después de 2 semanas de operación heterotrófica en el BESs, el CO2 fue 

previsto como la única fuente de aceptor de electrones y fuente de carbono. El 

consumo de electrones en el cátodo incremento gradualmente y se mantuvo 

alrededor de  2 meses, relacionado con una disminución de CO2 en el espacio 

gaseoso de la cámara catódica. La densidad de corriente máxima consumida fue 

de -34 ±4 mA/m2. La biosíntesis dio como resultado compuestos orgánicos: 

butanol, etanol, acetato, propionato, butirato e hidrogeno gaseoso. La comunidad 

bacteriana basada en análisis del 16S rDNA revelaron Trichococcus palustris 

DSM 9172 (99% de identidad) como la especie prevalente en la comunidad del 

biocátodo. Por otro lado Stams et al. (2009) estudiaron el tratamiento de aguas 

residuales para la remoción de sulfato, como fuente de carbono usaron citrato. 

El citrato no es un donador directo de electrones para las bacterias sulfato 

reductoras, sin embargo, el citrato fue fermentado principalmente en acetato y 

formato. Estos productos de fermentación sirvieron como donadores de 

electrones para las bacterias sulfato reductoras. En este proceso se identificaron 
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dos bacterias que fueron identificadas como Trichococcus pasteuris y Veillonella 

montepellierensis. 

 

Tabla 31. Tabla de identidad utilizando la herramienta BLAST 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Descripción Índice máximo de 
identidad 

(%) 

Nivel de expectación 
(E-value) 

Trichococcus patagoniensis 
strain PmagG1 

99 0.0 

Trichococcus collinsii strain 
37AN3  

99 0.0 

Trichococcus palustris strain 
DSM 9172 

99 0.0 

Trichococcus pasteurii  strain 
KoTa2  

99 0.0 

Trichococcus flocculiformis 
strain DSM 2094 

99 0.0 

Isobaculum melis strain 
M577-94 

97 0.0 

Enterococcus termitis strain 
LMG 8895 

97 0.0 

Vagococcus lutrae strain 
m1134/97/1 

97 0.0 

Vagococcus fluvialis strain M-
29c 

97 0.0 
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Figura 31. Árbol filogenético para la secuencia de la banda 1 proveniente de la muestra del 
reactor de suelos activado electrobioquímico a 30 días de operación 
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 Caracterización del consorcio microbiano usando el equipo Ion 
Torrent (PGM) 

 

La Figura 32 muestra la composición de la población bacteriana obtenida del 

inoculo sulfato-reductor y del reactor de suelos activados a diferentes días de 

operación. Los fila más representativos fueron Actinobacteria, Bacteroidetes, 

Firmicutes, Proteobacteria y Synergistetes. 

Kim et al. (2013) realizaron un análisis filogenético de las muestras 

microbianas, el análisis reveló una comunidad bacteriana diversa que consistió 

de Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Espiroquetas. Los autores 

trabajaron con una celda de combustible microbiana con el cátodo aireado, 

ensamble membrana-electrodo combinado en reactores tubulares. La celda 

microbiana fue inoculada con lodos de un digestor anaeróbico. 

 En nuestro trabajo, los géneros más dominantes pertenecen a Arcobacter, 

40.8%, and Trichococcus (41.6%) a 22 días de operación (Tabla 32), cuando el 

reactor de suelos activados electrobioquímico exhibió el mayor voltaje. 

Arcobacter fue reportado en electrodos de celdas de combustible microbianas, 

generan un fuerte potencial electronegativo, cuando es suplido con acetato 

(Fedorovich et al., 2009). Trichococcus ha sido reportado en sistemas 

bioelectroquímicos en biocátodo autotróficos (Zaybak et al., 2013).  

  

Figura 32. Identificación  a  nivel filo de la comunidad microbiana en el reactor inoculador 

sulfato reductor y en el reactor de suelos activados electrobioquímico
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Tabla 32. Identificación a nivel de género de todas las secuencias de la operación en lote del reactor de suelos activados electrobioquímico (se presentan las 
abundancias de género superiores al 1%, las otras secuencias se incluyen en “otros”) 

Genero/Tiempo (Días) In SR 0  15 22 30 

Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales 0 1.3  0.6 0.2 0.3 

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Actinomycetaceae __N09 0 1.2  0.6 0.2 0.9 

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Nocardioidaceae Propionicimonas 6.2 0  0.1 0 0.1 

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Propionibacteriaceae 6.2 0.2  0 0 0.2 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales 0 4.2  17.6 0.3 1.7 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae 0 0.9  3.5 5.4 4.9 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 6.2 2.1  0.4 0 0.8 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Blvii28 6.2 0.1  0.5 0 0 

Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 6.2 2  1.9 0.6 0.8 

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Trichococcus 6.2 1.9  7.4 41.6 45 

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 0 1.6  0 0 0.5 

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus 6.2 0.2  0 0 0.1 

Firmicutes Clostridia Clostridiales 12.5 0.8  3.2 0.3 1.4 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae 0 1.3  0.6 0.6 1 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium 0 8.8  3.9 1.1 3.9 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae 6.2 1.9  6.9 0.1 0.7 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Anaerostipes 6.2 0  0 0 0 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae 0 1.8  2.9 0.6 1.6 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Ethanoligenens 0 1.8  0 0 0.3 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Faecalibacterium 12.5 1.5  0.5 0 0.6 

Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Oscillospira 6.2 0.4  0.2 0.2 0.4 

Firmicutes Clostridia Clostridiales [Mogibacteriaceae] Anaerovorax 0 0.2  1.6 0.3 0.8 

Firmicutes Clostridia Clostridiales [Tissierellaceae] Sedimentibacter 0 0.1  3.5 1 1.2 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae 0 0.2  1.1 0 0 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas 0 0.1  1.8 0 0 

Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 0 2  0.6 0.1 0.7 

Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfuromonadales Pelobacteraceae 0 0.1  1.3 0.1 0.2 

Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Campylobacteraceae Arcobacter 0 0.2  1 40.8 9.7 

Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Helicobacteraceae 0 2.3  6.2 0.8 0.5 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae 6.2 6.1  3.6 0.1 0.8 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter 0 1.5  2.1 0 0.2 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pasteurellales Pasteurellaceae Haemophilus 6.2 0  0 0 0 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Thiotrichales Piscirickettsiaceae Thioalkalimicrobium 0 2.1  0 0 0.1 

Synergistetes Synergistia Synergistales Dethiosulfovibrionaceae HA73 0 1.7  1.9 0 1.8 

Synergistetes Synergistia Synergistales Thermovirgaceae 0 4.7  2.4 0 0.1 

Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae Kosmotoga 0 2.8  0.5 0 0.7 

Otros 0.6 41.9  21.6 5.6 18 
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7 Conclusiones 

 
Con respecto al reactor de suelos activados en ambiente secuencial M-SR 

 

- La remoción de lindano fue moderada, entre 54-66% 

- La presencia de aceite de silicona no mostro un efecto positivo significativo en 

la remoción de lindano 

 

Con respecto al reactor de suelos activados electrobioquímico 

 

1er Experimento 

- La biorremediación de lindano en suelo puede ser logrado en un EBQ con 

remociones similares a lo reportado en biorreactores de suelos activados 

anaerobios inoculado con inoculo sulfato reductor, reactores de suelos activados 

convencionales así como otras tecnologías de biorremediación y 

simultáneamente generar electricidad. 

 

2do Experimento 

- El mezclado y la suplementación con sustrato orgánico mejoró 

significativamente el desempeño del EBQ, la eficiencia de remoción de lindano 

y la producción de electricidad significativamente incrementaron.   

- El EBQ no solamente presentó biorremediación de un plaguicida 

organoclorado, recalcitrante y tóxico, también suministro (como bioelectricidad) 

aproximadamente 14% de la energía requerida para mezclar el dispositivo. 

- Se detectaron metabolitos intermediarios típicos de la ruta de degradación 

anaerobia de lindano que fueron similares a otros reportes en previas 

investigaciones en biorreactores de suelos activados convencionales en 

ambiente anaerobio.  

 

3er Experimento 

- Una dosis de 2000 mg L-1 Tween 80  exhibió la major desorción de lindano del 

suelo a la fase acuosa, aunque el valor de desorción fue bajo a moderado. 
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- La biorremediación de lindano en suelo puede llevarse a cabo en un reactor de 

suelos activados electrobioquímico  

- El reactor de suelos activados no solamente presenta la biorremediación de un 

compuesto tóxico y recalcitrante, también simultáneamente prove 

bioelectricidad, 20% de la energía requerida para mezclar el reactor. 

- Los resultados del análisis de la comunidad bacteriana del reactor de suelos 

activados electrobioquímico, los fila más representativos fueron Actinobacteria, 

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Sinergistetes. 

El reactor de suelos activados electrobioquímico es una etapa significativa hacia 

la remediación verde/sustentable de suelos contaminados  
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9 Anexos 

9.1 Anexo A. Presuntivo para determinar si la biomasa está 

adsorbiendo el lindano 

 Propósito 

Determinar la concentración de lindano y metabolitos adsobidos sobre en 

sólidos del biorreactor inoculador. 

 Equipo 

1.1. Cromatógrafo de gases Perkin Elmer equipado con detector de captura 

de electrones. Columna capilar Supelco (30 m x 0.25 mm). 

1.2. Rotavapor 

 Reactivos y Stock 

1.3. Lindano 97% pureza 

1.4. Hexano grado HPLC 

1.5. Solución isotónica 

 Disolver 8.5g de cloruro de sodio en 1L de agua destilada. 

1.6. Solución Stock de lindano (Robles-Molina et al., 2010) 

La solución estándar stock de lindano se prepara en hexano a una 

concentración de 1mg/L. Posteriormente se preparan diluciones en 

hexano partiendo de la solución en un rango de concentración de 0.1-

0.02mg/L de lindano. 

 

 Procedimiento 

1. Purgar el reactor inoculador  (muestra) 

2. En una alícuota de la muestra determinar sólidos suspendidos totales 

(Triplicado)  

3. La otra parte de muestra se centrifuga (Vm, L) 

4. Desechar el sobrenadante y el sedimento re-suspenderlo en medio isotónico 

(el volumen del medio isotónico es igual al sobrenadante desechado) 
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5. Etapa de extracción (Manonmani et al., 2000; Okeke et al., 2002; Robles-

Molina et al., 2010) 

 5.1 Agregar 1 volumen de hexano a la muestra 

 5.2 Mezclar vigorosamente durante 15 minutos  

 5.3 Separar la fase acuosa de la fase orgánica en un embudo de  

         separación 

Nota: La etapa de extracción se realiza en total 3 veces a la misma muestra 

6. Juntar la fase orgánica obtenida de las 3 extracciones realizadas 

7. Las trazas de agua son removidas agregando sulfato de sodio anhídrido 

8. El extracto es cuidadosamente evaporado hasta que casi este seco usando 

un evaporador rotatorio equipado con un baño maría a 30ºC 

9. El hexano recuperado es re-suspendido en un volumen conocido de hexano, 

Vr (L) 

10. Un volumen conocido fue inyectado en CG-ECD para la determinación de 

lindano (Previamente se realiza una curva patrón de lindano disuelto en 

hexano), Vj (L) 
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Figura 33. Diagrama de flujo del proceso 
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 Cálculos 

 

𝑚 =  𝑚𝑗(𝑚𝑔 𝑙𝑖𝑛𝑑𝑎𝑛𝑜) ∗ 𝑉𝑟(𝐿) ∗
1

[𝑆𝑆𝑇] ∗ 𝑉𝑚(𝑚𝑔 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜)
∗

1000𝑚𝑔 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜

𝑔 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜
 

 

𝑚 =  𝑚𝑗 ∗  𝑉𝑟 ∗
1000

𝑉𝑚[𝑆𝑆𝑇]
 

 

 

Dónde: 

m: mg lindano/g sólido seco biorreactor 

mj: Lindano en el volumen de muestra (mg) 

Vr: Volumen de hexano (L) 

Vj: Volumen inyectado en el cromatógrafo (L) 

Vm: Volumen de muestra (L) 

SST: Solidos suspendidos totales (mg/L) 
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 Resultados y Discusión 

El inoculo metanogénico presentó una adsorción de lindano de 0.626 mg 

lindano/g biomasa seca, para el inoculo sulfato reductor la adsorción fue de 0.465 

mg lindano/g biomasa seca. Para evaluar la técnica de extracción de lindano de 

la biomasa se llevó a cabo la determinación del % de recuperación en donde se 

obtuvo de 88%.  

 Se han propuesto diferente mecanismos responsables de la acumulación 

de compuestos orgánicos en la biomasa microbiana. Sin embargo, la adsorción 

es el mecanismo primario en el cual los cationes son acumulados en la biomasa 

microbiana. Ware and Roan (1970) reportaron que la adsorción de compuestos 

orgánicos altamente hidrofóbicos en los microorganismos varia de especie a 

especie lo cual está relacionado directamente con el contenido de lípidos de los 

microorganismos. El contenido de lípidos para las bacterias se encuentra en un 

rango de 10-40% del total del peso seco de la célula (Davis  et  al.,  1980).  

 En diferentes investigaciones se ha llevado a cabo el estudio de la 

adsorción de compuestos orgánicos tóxicos en lodos microbianos (Bridle, 1982; 

Petrasek y et al., 1983). Carrillo-Pérez et al. (2004) observó que el DDT se 

encontraba adherido a la biomasa de un consorcio microbiano en un 50%, por lo 

cual el DDT se encontraba indisponible para su degradación por el consorcio 

microbiano. Por otro lado You et al. (1996) atribuyen la adsorción del DDT a su 

solubilización en los lípidos de la pared celular los cuales se encuentran en 

mayor proporción en los organismos Gram negativos.  
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9.2 Anexo B. Demanda bioquímica de oxígeno de la materia 

orgánica soluble del extracto de suelo (DBOmoses) 

La demanda bioquímica de oxígeno es una estimación de la cantidad de oxigeno 

que se requiere para oxidar la materia orgánica de una muestra de agua por 

medio de una población microbiana heterogénea. El método consiste en un 

procedimiento de bioensayos donde se mide el oxígeno consumido por los 

microorganismos al utilizar como alimento la materia orgánica presente en el 

agua de desecho.  

 El procedimiento usual recomienda que la temperatura de incubación 

debe ser constante (20°C aprox.) y el caso de usar una alícuota el agua de 

dilución debe airearse previamente para asegurar que el contenido de gases 

disueltos sea constante (cercano al punto de saturación) se llenan tres botellas 

para DBO con la muestra y a una de ellas se le determina el oxígeno disuelto 

inmediato, los dos restantes se incuban a 20°C durante 5 días. 

 Después de este tiempo se les determina la cantidad de oxígeno disuelto 

remanente. La DBO será igual a la cantidad de oxígeno disuelto inicial menos el 

oxígeno disuelto remanente al quinto día dividido entre el % de dilución.  

 Inoculo para ensayo DBO para extracto de suelo 

a) Se prepara un agua residual sintética (ARS) con 150 mg/L de azúcar y 

150 mg/L de caldo peptonado en agua de llave previamente hervida. 

El extracto de suelo (EXS) se prepara de la siguiente manera: 1.5g de 

suelo se diluye en 400mL de agua de dilución. Si es necesario se ajusta 

a un pH de 7 con NaOH o ácido sulfúrico según sea el caso. 

b) En un frasco marcar el volumen que ocupa 200 mL. 

c) Colocar en el frasco de 200mL de agua residual doméstica o licor de lodos 

activados junto con 20g de suelo cribado. 

d) Borbotear aire moderadamente en forma continua. Preferentemente 

purificando con una trampa que atrape polvo y aceite que puede contener 

la tubería de la toma de aire. 

e) A las 24 h cerrar el aire, dejar tranquilizar y reponer el nivel de agua con 

agua destilada si es necesario volver a mezclar rotando el frasco 

suavemente y dejar sedimentar. 
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f) Extraer 20 mL de sobrenadante y adicionar 2 mL de EXS y 18 mL de ARS. 

g) Repetir el paso d y e. 

h) Extraer 20 mL de sobrenadante y adicionar 4 mL de EXS y 16 mL de ARS. 

Continuar así sucesivamente hasta llegar al 10° día donde se adiciona 20 

mL de EXS y se elimina por completo el ARS 

 

NOTA:  

Para inocular las botellas de DBO5se debe dejar sedimentar antes de 

tomar el volumen de inóculo a utilizar, lo mismo se debe hacer al alimentar 

y sacar muestra del matraz “generador de inóculo”; primero tomar la 

muestra de líquido de sobrenadante y después adicionar la alimentación.  

 

 Preparación de agua de dilución 

Agua destilada 

El agua que se use para la preparación de las soluciones y para el agua de 

dilución debe ser de la más alta calidad, destilada en alambriques de cristal o 

con refrigerantes de estaño; debe contener menos de 0.01 mg/L de Cu y debe 

estar exenta de cloro, cloraminas, alcalinidad cáustica, sustancias orgánicas o 

ácidos.  

a) Solución amortiguadora de fosfato. 

Disuelva 8.5g de KH2PO4 , 21.75g de K2HPO4, 33.4g de Na2HPO4  7H2O y 1.7g 

de NH4Cl en 500mL de agua destilada y diluya en 1 litro. El pH de esta solución 

amortiguadora debe ser 7.2,  sin ajuste alguno. No debe presentar ningún tipo 

de crecimiento biológico si se conserva en la incubadora.  

 

b) Solución de sulfato de magnesio. 

Disuelva 22.5g MgSO4 7H2O en agua destilada y diluya a 1 litro.  

 

c) Solución de cloruro de calcio 

Disuelva 27.5g de CaCl2 anhidro en agua destilada y diluya a 1 litro. 

 

d) Solución de cloruro férrico 

Disuelva 0.25g de FeCl36H2O en agua destilada y diluya en 1 litro. 
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Viértase el volumen deseado de agua destilada en un frasco adecuado y 

agréguese 1mL de cada una de las soluciones: amortiguadora de fosfatos, 

sulfatos de magnesio, cloruro de calcio y cloruro férrico por cada litro de agua. 

El agua de dilución se airea durante 24 horas para ajustar la concentración de 

oxígeno de 6.5-7.5 mg/L. 

 

Soluciones de ácidos o álcalis, 1N. 

Para la neutralización de las muestras de desechos que sean cáusticas o ácidas. 

  

 Rangos de dilución para DBO 

El analista tiene la responsabilidad en decidir que dilución debe de hacer para la 

determinación de DBO. Usualmente es mejor hacer 3 diferentes diluciones. 

Cuando la concentración de una muestra es conocida con seguridad, dos 

diluciones son suficientes. Cuando es desconocida la concentración de una 

muestra implica cubrir un amplio rango para las diluciones y en algunos casos 

es necesario realizar 4 diluciones. En ningún caso esto podría ser una 

superposición de la DBO medible por diluciones sucesivas.  
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Demanda Bioquímica de oxígeno con varias diluciones de muestra 

 

Usando % Pipeteo directo en botes de 300mL 

% Rango de DBO mL Rango de DBO 

0.01 20 000-70 000 0.02 30 000 – 105 

000 

0.02 10 000 -35 000 0.05 12 000 – 42 000 

0.05 4 000 -  14 000 0.10 6 000 – 21 000 

0.1 2 000-7000 0.20 3 000 – 10 500 

0.2 1 000-3500 0.50 1 200 – 4 200 

0.5 400 -1400 1.0 600-2100 

1.0 200-700 2.0 300-1050 

2.0 100-350 5.0 120-420 

5.0 40-140 10.0 60-210 

10.0 20-70 20.0 30-105 

20.0 10-35 50.0 12-42 

50.0 4-14 100.0 6-21 

100.0 0-7 300.0 0-7 

 Preparación de la muestra de suelo para determinación de DBO 

Las muestras de suelo se secan en un horno convencional a 60°C durante 3 días 

es tamizado en un tamiz con tamaño de partícula de 0.25mm.  

 

 Medición de DBO 

A 20g de suelo previamente secado y tamizado se le agrega 60mL de medio 

mineral, se homogeniza y posteriormente se filtra a través de un filtro de fibra de 

vidrio. Después se realizan diferentes diluciones en agua de dilución, el pH se 

ajusta a 6.5-7.5 agregando ácido sulfúrico 1N o hidróxido de sodio 1N y se afora 

a 1L. 

 En una botella Winkler se colocan 300mL de esta dilución, (se realizan 3 

diluciones, Anexo 1) y el inoculo correspondiente. La concentración de oxígeno 
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disuelto es medida por el método de Winkler (Anexo 2). También se corren 3 

blancos (agua de dilución) y 3 controles inoculados (16mL de inoculo en 1000mL 

de agua de dilución). Las muestras, el blanco y los controles son incubados en 

la obscuridad a 20°C. La concentración de oxígeno disuelto es medida en tiempo 

0 y 5 días.  

 

Concentración de DBO5 en agua 

 

𝑫𝑩𝑶𝒂𝒈𝒖𝒂  =  
𝑫𝟏 − 𝑫𝟐 −  (𝑩𝟏 − 𝑩𝟐)𝒇

𝑷
 

 

Donde 

 

D1: Oxígeno disuelto de la muestra diluida a “P” decimal y a t= 0 días. 

D2: Oxígeno disuelto de la muestra diluida a “P” decimal y a t= 5 días. 

B1:Oxígeno disuelto del inóculo diluido a “h” decimal a t = 0 días. 

B2:Oxígeno disuelto del inóculo diluido a “h” decimal a t = 5 días. 

F: g/h 

g: Porciento de dilución de inóculo en agua de dilución que se usará para diluir 

muestra 

h: concentración decimal de inóculo en el agua de dilución, cuando el inóculo se 

corre como muestra. 

P: Concentración decimal de muestra en el agua de dilución inoculada 

 

 

Concentración de DBO5 en suelo 

 

 

𝑫𝑩𝑶𝒔𝒖𝒆𝒍𝒐  =  
(𝑫𝟏 −  𝑫𝟐) −  𝑩𝑶𝑫𝟓

𝑾𝑽𝒃 𝑽𝒅⁄
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Donde 

 

D1: Oxígeno disuelto de la muestra a t= 0 días. 

D2: Oxígeno disuelto de la muestra a t= 5 días. 

DBO5:Promedio de oxígeno disuelto de los 3 controles y 3 inoculados 

W: Peso del suelo seco = 1.5g 

Vb: volumen de la botella de DBO (mL) 

Vd: Volumen de agua de dilución de DBO = 400 mL 

 

 Resultados 

 

La DBOmoses obtenida fue de 3725 mg DBO5/kg suelo seco y la DQOmoses fue de 

5100 mg DQO/kg suelo seco, por lo cual el factor de degrabilidad de la materia 

orgánica (β) fue de 0.73, lo que significa que la materia orgánica presente en el 

suelo es degradable. 
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9.3 Anexo C. Medición de oxígeno disuelto por medio del 
método de Winkler modificado (4500-O Oxygen dissolved, 
Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater) 

 

Este método tuvo su origen en 1888, sin embargo, es el método más usado en 

el campo y en su caso en el laboratorio, debido a su gran exactitud, 

manejabilidad y costo. Se basa en reacciones de óxido-reducción.  

 

 Principio 

Este análisis se basa en la adición de una solución divalente de manganeso, 

seguida de una fuerte alcalinización. El oxígeno disuelto presente en la muestra 

oxida rápidamente una cantidad equivalente del hidróxido de manganeso 

disperso pasando a hidróxidos en estados de valencia mayor, formando un 

precipitado café. En presencia de iones ioduro y seguido de una acidificación, el 

manganeso oxidado revierte el estado divalente con la liberación del yodo, en 

una cantidad equivalente al contenido original de oxígeno disuelto en la muestra. 

El yodo se titula con una solución valorada de tiosulfato de sodio, usando almidón 

como indicador. La modificación al método consiste en la adición de azida de 

sodio, que elimina las interferencias provocadas por los nitritos y se recomienda 

cuando estos se encuentran en concentraciones mayores a 50mg/L. 

 

 Preparación de reactivos 

 

1. Sulfato Manganoso MnSO4
.H2O 

a) Disolver 480g de MnSO4
.4H2O, ó 400g MnSO4

.2H2O ó 364g 

MnSO4en agua destilada.  

b) Filtrar y diluir a 1 litro. 

 

2. Álcali yoduro azida 

a) Pesar 500g de NaOH (ó 700g de KOH) y 135g de NaI  (ó 150g de 

KI) en un vaso de precipitado. 

b) Disolver cuidadosamente en agua destilada y diluir a 1 litro. 
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c) A la solución anterior agregar 10g de NaN3 (azida de sodio) 

disueltos en 40mL de agua.  

 

NOTA˸ Las sales de sodio o de potasio pueden usar indistintamente. 

Este reactivo no debe producir coloración con el almidón, cuando se 

diluya o acidule. 

 

3. Ácido sulfúrico concentrado 

La concentración de este ácido es aproximadamente 36N por lo tanto 1mL 

equivale a unos 3mL del reactivo álcali yoduro azida.  

 

4. Solución de tiosulfato de sodio 0.025N 

a) Pesar 6.205g de Na2S2O3
. 5H2O disolver en agua destilada recién 

hervida y enfriada. Diluir a 1 litro. 

b) 1mL equivale a 0.2mg de oxígeno disuelto. Esta solución se puede 

titular con biyodato ó dicromato. 

 

Nota: Es recomendable que las soluciones de tiosulfato se hagan con 

agua hervida para eliminar el gas carbónico y que se agregue la 

cantidad mencionada de NaOH con el fin de mantener la solución libre 

de iones hidrógeno y evitar la descomposición del ión tiosulfato con 

separación de azufre. 

 

S2O3 + H+              HSO3
- + S 

 

 El pH resultante evita también el desarrollo de ciertos 

microorganismos (Thiobacillus) que aceleran la descomposición en el 

sentido ya dicho. 

 En las soluciones de tiosulfato se acelera la descomposición 

cuando son expuestas a la luz y por esto se recomienda conservarlas 

en frascos oscuros o en claros evitando la exposición constante a la 

acción de la luz. 
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Titulación del tiosulfato de sodio 

1. Solución valorada de Biyodato de potasio 0.025N 

El yodo liberado es químicamente equivalente al agente oxidante que 

se usó: 

2IO3
-  + 1OI- +  12H+6I2   +   6H2O 

 

a. Pesar 2g de KI 

b. Diluir con 150mL de agua destilada 

c. Agregar solución (1 + 9) H2SO4 concentrado + H2O destilada 

d. Agregar 20mL de solución K2Cr2O7 0.025N (Usar pipeta 

volumétrica) 

e. Mezclar sin agitar y dejar en obscuridad durante 5 minutos. 

f. Titular con Na2S2O3 usar almidón como indicador (El vire es a 

incoloro) 

 

Cálculos 

 

𝑵 𝑵𝒂𝟐𝑺𝟐𝑶𝟑 =  
(𝒙)(𝟎. 𝟎𝟐𝟓𝑁)

𝒎𝑳 𝒈𝒂𝒔𝒕𝒂𝒅𝒐𝒔 𝒅𝒆 𝑵𝒂𝟐𝑺𝟐𝑶𝟑
 

 

X = 20mL de K2Cr2O7 

 

 

2. Solución valorada de K2Cr2O7 

Una solución equivalente al tiosulfato de sodio 0.025N contiene 1.226 

g/L de K2Cr2O7.  

 

a) Secar el K2Cr2O7 previamente a 103°C durante 2 horas. La 

solución se debe preparar en matraz aforado.  

b) En matraz Erlenmeyer de 500 mL disolver en 100 mL de H2O 

destilada 3g de NaI (libre de yodato) y 3g NaHCO3 

c) Cuando las sales se han disuelto agregue cuidado de no agitar 

mucho el matraz 5-6mL de HCl concentrado. 
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d) Después de agregar exactamente 20 mL de la solución valorada 

de K2Cr2O7tapar el matraz con un vidrio de reloj y dejar en reposo 

en obscuridad durante 10 minutos y titular con el tiosulfato 0.025N. 

 

El dicromato de potasio es reducido por el yoduro de potasio en 

solución ácida según la ecuación: 

 

K2CR2O7  +  6KI  + 14 HCl              8KCl  + 2CrCl3  + 7H2O + 3I2  

 

 

Normalidad del tiosulfato 

𝑁 𝑁𝑎2𝑆2𝑂3 =  
(𝑥)(0.025𝑁)

𝑚𝐿 𝑔𝑎𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑁𝑎2𝑆2𝑂3
 

 

Donde: 

x: 20 mL de K2Cr2O7 

 

 

 NOTA: 

Este método, aunque es cómodo, presenta ciertos inconvenientes: la 

solución de sal crómica es verde y este color impide, cuando no se tiene 

alguna práctica, ver con facilidad el final de la reacción, o sea la 

decoloración del engrudo del almidón; por otra parte, el ácido yodhídrico 

formado por la acción del yodo y el ácido clorhídrico, se oxida con 

facilidad por el oxígeno del aire en presencia de sales crómicas; esa 

oxidación libera yodo y los resultados son altos; puede evitar por lo 

menos en partes, la oxidación del ácido yodhídrico, generando dentro 

del matraz una atmósfera de CO2, para lo cual basta con agregar una 

pequeña cantidad de bicarbonato de sodio.  

 

5. Solución de almidón (indicador) 

a) En un mortero se prepara una emulsión de 5.6g de almidón grado 

analítico con una pequeña cantidad de agua destilada.  
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Verter esta emulsión a 1 litro de agua destilada en ebullición, continuar 

hirviendo unos minutos y dejar sedimentar por una noche.  

Emplee el líquido claro del sobrenadante, para su preservación se le 

adiciona 1.25g de ácido salicílico por litro o unas gotas de tolueno 

(Conservación en refrigeración). 

 

 Procedimiento para la determinación de oxígeno disuelto 

 

1. Para fijar el oxígeno se adicionan a la botella de DBO conteniendo la muestra, 

2 mL de MnSO4 con una pipeta graduada. Cuidando que la punta de la misma 

penetre aproximadamente 0.5cm en el seno del agua.  

 

2. A continuación agregar 2mL del reactivo álcali yoduro, la adición se hace en 

la misma forma que el reactivo anterior; al hacer esta adición se forma un 

precipitado café si hay oxígeno disuelto, en el caso contrario el precipitado será 

blanco. 

 

Las reacciones que se llevan a cabo en este paso, son las siguientes: 

 

MnSO4  + NaOH                Mn(OH)2 + Na2SO4 (Precipitado blanco) 

 

Mn(OH)2 + O2 + H2O                MnO (OH)2 Hidróxido básico mangánico  

        (precipitado café) 

 

3. Una vez agregado el álcali-yoduro se tapa la botella de DBO rápidamente y 

se agita vigorosamente durante 30s después de lo cual sedimenta el precipitado.  

 

4. Finalmente se adicionan 2mL de [H2SO4] y se agita hasta la dilución total del 

precipitado con esto el oxígeno disuelto queda fijado.  

 

 Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes: 

 

Mn(OH)2   + H2SO4                Mn(SO4)2 + H2O 
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Mn(SO4)2 + 2NaI                    MnSO4+ Na2SO4 + I2 

 

 

Existe un gran número de interferencias a este método, todo tipo de agentes 

oxidantes o reductores, iones nitrato, iones ferrosos y materia orgánica.  

Se han desarrollado varias modificaciones al método Winkler original con el fin 

de eliminar o compensar las interferencias. Por lo general todas las aguas 

contienen compuestos nitrogenados, los cuales alteran los resultados, 

efectuándose las siguientes reacciones: 

 

2N2O2  + O2  + 2H2O                    4HNO2 

 

H2SO4  + 2NaI                     2HI + Na2SO4 

 

 

Entonces,  

 

2HI + 2HNO2                N2O2  + 2H2O  + I2 

 

Esta liberación de yodo nos altera el valor, dándonos resultados falsos. Para 

evitar el error anterior se usa la modificación de la azida al método de Winkler. 

 

Esta modificación, consiste en agregar azida de sodio (NaN3) al reactivo álcali-

yoduro, para formar el álcali-yoduro-nitruro.  

 

La azida nos impide la interferencia de los compuestos nitrogenados de la 

siguiente forma: 

 

2NaN3  +  H2SO4                2HN3  + Na2SO4 

 

HN3  + HNO2                     H2  + H2O  +  N2O 

 

La titulación se efectúa con tiosulfato de sodio (Na2S2O3) 0.025N, usando una 

solución de almidón como indicador.  
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Cálculos 

 

𝑶𝑫 (𝒑𝒑𝒎) =  
𝑻𝒊𝒐𝒔𝒖𝒍𝒇𝒂𝒕𝒐 (𝒎𝑳) 𝒙 𝑵 𝒙 𝑬𝒒. 𝒙 𝟏𝟎𝟎𝟎

𝑽𝒐𝒍. 𝒎𝒖𝒆𝒔𝒕𝒓𝒂(𝒎𝑳)
 

 

 

Donde:  

N: Normalidad de tiosulfato 

Eq: Peso equivalente de oxígeno 

 

 

Corrección por la adición de reactivos 

Reactivos agregados = 4mL (2mL de sulfato manganoso + 2mL de álcali-yoduro-

nitruro) en 300mL de muestra original.  

 

Si se pipetean 100mL de muestra 

 

𝟑𝟎𝟎

𝟑𝟎𝟎 − 𝟒
=  

𝟏𝟎𝟎

𝒙
 

 

𝒙 = 𝟗𝟖. 𝟕𝒎𝑳 

 

Sustituyendo y rectificando el volumen de muestra  

 

 

𝑶𝑫 (𝒑𝒑𝒎) =  
𝑻𝒊𝒐𝒔𝒖𝒍𝒇𝒂𝒕𝒐 (𝒎𝑳) 𝒙 𝟎. 𝟎𝟐𝟓 𝒙 𝟖 𝒙 𝟏𝟎𝟎𝟎

𝟗𝟖. 𝟕
 

 

 

𝑭𝒂𝒄𝒕𝒐𝒓 𝒄𝒕𝒆. =  
 𝟎. 𝟎𝟐𝟓 𝒙 𝟖 𝒙 𝟏𝟎𝟎𝟎

𝟗𝟖. 𝟕
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𝑭𝒂𝒄𝒕𝒐𝒓 𝒄𝒕𝒆. =  𝟐. 𝟎𝟑 

 

 

𝑶𝑫 (𝒑𝒑𝒎) =  𝑻𝒊𝒐𝒔𝒖𝒍𝒇𝒂𝒕𝒐 (𝒎𝑳) 𝒙 𝟐. 𝟎𝟑 
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9.4 Anexo D. Concentración de lindano y análisis de metabolitos por 

GC/MS (Quintero et al., 2005) 

El procedimiento para la extracción de metabolitos intermediarios de la 

degradación de lindano fue desarrollado como se explica enseguida: 

i. Se tomaron alícuotas de 3 mL (homogenizar antes de tomar la muestra), 

fueron transferidas a tubos volumétricos de 15 ml, se mezclaron con 6 ml 

de una solución hexano-acetona (1:1) 

ii. Los tubos fueron herméticamente sellados y agitados por 10 minutos en 

un vortex con la finalidad de lograr el transporte del lindano y sus 

metabolitos del líquido o del suelo a la fase orgánica, se centrifugó (2500 

rpm durante 10 minutos) para la separación de la fase orgánica y acuosa. 

iii. Se tomó una alícuota de la fase orgánica para análisis por GC/MS 

 

 Características del cromatógrafo 

El lindano residual y los metabolitos intermediarios extraídos del suelo  o de la 

fase acuosa, fueron analizados en un Varian-Saturn GC/MS (CP 3900), 

equipado con puerto de inyección split-splitless, inyector automático y conectado 

a un espectrómetro de masas con trampa de iones. La columna capilar utilizada 

fue una CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS fused silica WCOT (30m y 0.25 de mm ID). 

La temperatura se programó de la siguiente manera: 35 ºC durante 6 minutos, 

después se aumentó a una razón de 3ºC/min hasta 180 y después a una razón 

de 8 ºC/min hasta 270 ºC. Las temperaturas correspondientes a la línea de 

transferencia y a la trampa de iones fue de 280 ºC y 220 ºC respectivamente y 

la energía de ionización fue de 70 eV. El volumen de inyección fue de 1 μL a 

través de inyección splitless a 280 ºC. El gas acarreador utilizado fue Helio con 

un flujo de 1mL/min. 
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9.5 Anexo E. Productividad 

 

 Artículos en revistas indexadas  

 

 
 

 

 

 

 

 Reconocimiento  

“Best Student Paper Award” on Second International Symposium on 

Bioremediation and Sustainable Environmental Technologies 2013, Jacksonville, 

Florida. Battelle Memorial Institute. 
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