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Notacion

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-diclrohidroguinona

CHQ Clorohidroquinona

HCH Hexaclorociclohexano

»PCCH: 1-2,3,4,5,6-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

metanogeénico-sulfato-reductor

SSV Solidos suspendidos volatiles
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Resumen

El lindano (y-hexaclorociclohexano, y-HCH,) es un insecticida organoclorado que
ha sido utilizado como insecticida alrededor del mundo, particularmente en
México en el sector salud y agricola. La utilizaciéon de lindano ha causado
impactos negativos en el ambiente y en la salud humana. Debido a su toxicidad
y persistencia esta asociado con diversas enfermedades crénicas y diferentes
tipos de cancer. La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y el Convenio de
Estocolmo lo han clasificado como contaminante organico persistente y han
prohibido su uso. Debido a que existen diferente sitios contaminados con
insecticidas es necesario el uso de tecnologias de biorremediacién. Los
biorreactores de suelos activados (slurry bioreactors) configuran una de las
tecnologias de biorremediacion ad situ y ex situ mas importante. El tratamiento
de suelos y sedimentos en biorreactores de suelos activados se ha convertido
en una de las mejores opciones para la biorremediacién de suelos pesados,
contaminados con compuestos recalcitrantes, en virtud que las condiciones
ambientales pueden ser controladas. Por otro lado un reactor electrobioquimico
de suelos activados es un dispositivo que constituye una tecnologia prometedora
que es capaz de remover contaminantes organicos y recalcitrantes con
simultdnea generacion de electricidad.

El objetivo general de esta investigacion fue evaluar el desempefio de dos
tipos de biorreactores para la biorremediacion de suelos contaminados con
agroquimicos:

(i) Reactor de suelos activados en ambiente secuencial metanogénico-sulfato
reductor y (ii) Reactor de suelos activados electrobioquimico. Los objetivos
especificos fueron: (1) Evaluar el efecto de la adicion de solvente sobre la
remocion de lindano utilizando un reactor de suelos activados en ambiente
secuencial metanogénico-sulfato reductor; (2) Construir, caracterizar y operar un
reactor de suelos activados electrobioquimico; (3) Caracterizar la diversidad de
las comunidades microbianas en el reactor de suelos activados
electrobioquimico; (4) Evaluar el efecto de la adicion de tensoactivo sobre la
remocion de lindano y generacion de bioelectricidad utilizando un reactor de

suelos activados electrobioquimico.
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El reactor de suelos activados sin silicona mostré 66% de remocion de
lindano. Inesperadamente, el reactor de suelos activados con silicona mostré
54% de remocion de lindano. Los metabolitos intermediarios detectados
cualitativamente a 30 dias de operacion fueron clorobenceno y 1, 2
diclorobenceno.

El desempefio del reactor de suelos activados electrobioquimico
(concentracion de suelo, 66%) durante 30 dias de operacion, mostré una
eficiencia de remocion de lindano de 30%, la potencia volumétrica maxima fue
165 mW/m?, la eficiencia de remocién de materia organica fue alta (72%, como
demanda quimica de oxigeno, materia organica natural), la eficiencia
coulombimétrica fue baja (5.4%).

Durante la operacion en lote del reactor de suelos activados
(concentracion de suelo, 33%) mostrd un 78% de remocion de lindano, potencia
volumétrica maxima de 634 mW/m?2, la remocioén de materia organica fue de 76%
y la eficiencia coulombimétrica de 15%. Los principales metabolitos debido a la
degradacion de lindano fueron 1, 2, 3-triclorobenceno, 1,3-diclorobenceno, 1,2-
diclorobenceno y clorobenceno. El reactor de suelos activados exhibié una alta
remocion de lindano y bonus de generacion de electricidad. El andlisis
metagendémico permiti6 la identificacion de 18 fila (phyla) los mas
representativos fueron: Actinobacteria (6.35%), Bacteroidetes (17%), Firmicutes
(46.4%), Proteobacteria (17.9%), and Synergistetes (7.16%)

Con respecto a la operacion en lote del reactor de suelos activados
electrobioquimico con Tween 80 (2000 mg/L) la eficiencia de remocién de
lindano fue de 56%, potencia volumétrica 685 mW/m? y voltaje promedio de 420
mV. La fila (phyla) mas representativos fueron Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, and Proteobacteria. Los géneros mas dominantes fueron Arcobacter
(40.8 %) y Trichococcus (41.6%) a 22 dias de operacion, cuando el reactor de

suelos activados electrobioquimico exhibio el voltaje maximo.
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Abstract

Lindane (y-hexachlorocyclohexane, y-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/m?3, 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.



1 Introduccién y Antecedentes

1.1 Plaguicidas

La utilizacion de los plaguicidas ha beneficiado a la sociedad moderna mediante
la mejora de la cantidad y calidad en la produccién mundial de alimentos, Sin
embargo el hombre al utilizar plaguicidas sintéticos para diversos fines
(agricultura, ganaderia, salud publica, etc.) ha contaminado casi todos los
sustratos del ambiente bibtico y abidtico; esto ha ocurrido a causa de la facil
dispersion 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 produccion de alimentos para la poblacion mundial de
mas 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 lipofilica, hidrofobicidad y baja degradacion quimica y bioldgica, los
plaguicidas organoclorados se han acumulado en los tejidos bioldgicos,
aumentando la concentraciones en los organismos, debido a la cadena
alimenticia (Hernandez-Romero et al., 2004).

La mayor cantidad de envenenamientos en el mundo ocurre por
plaguicidas; la Organizaciéon Mundial de la Salud, OMS, estima que en el mundo
ocurren mas de 3 millones de envenenamientos anuales y que probablemente la
mortalidad es mayor del 1% en algunos paises. Segun estadisticas mundiales,
uno de cada 7 trabajadores se intoxica por el uso de plaguicidas. Estos datos
son mas alarmantes si se tiene en cuenta que en América Latina, donde mas se
ha incrementado su uso en los dltimos afios y con ello las intoxicaciones, una
gran cantidad de mujeres en edad reproductiva trabaja en actividades agricolas,
expuestas a plaguicidas en condiciones de alta peligrosidad. Es importante
destacar que las intoxicaciones no son el Unico riesgo de los plaguicidas. A ellas
se suman otros peligros sobre la salud humana y animal, como enfermedades
cronicas, mutaciones genéticas, cancer, malformaciones congénitas

(teratogénesis), alteraciones endocrinas u hormonales, problemas reproductivos
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y sobre el sistema inmunoldgico, por exposicién ocupacional o a residuos en
agua, aire y alimentos contaminados.

La problematica de los plaguicidas y su uso esta intimamente relacionada
con aspectos sociales, politicos, econdmicos y de soberania alimentaria. La
industria agroquimica ha promovido su uso con el argumento de que son
necesarios para asegurar una adecuada produccion de alimentos en la creciente
poblacién mundial; sin embargo, los criterios utilizados en el calculo 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 mas plaguicidas.

1.2 Contaminacién ambiental por plaguicidas

Los plaguicidas se aplican por via aérea o con equipos terrestres, generalmente
en forma liquida pero también como polvos y granulados. Muchos de los venenos
aplicados tienen la capacidad de contaminar el aire por derivas o pérdidas
durante la aplicacién, por evaporacion y por erosion edlica. La deriva o transporte
por el viento es mayor cuando se aplican por via aérea, calculandose que por
esta via solamente entre un 5% a 15% del plaguicida aplicado llega a su objetivo,
dispersandose la mayor parte sobre otros ecosistemas, contaminandolos y
afectando la salud de los pobladores asentados en las cercanias.

Las aguas superficiales y subterrdneas se contaminan durante los
procesos de fabricacion, transporte, almacenamiento o aplicacion de
plaguicidas. En las zonas agricolas ocurre directa o indirectamente, cuando se
aplican al agua para matar larvas de mosquitos u otros organismos acuaticos,
por derivas, por escorrentia, por drenajes de areas agricolas tratadas y durante
el lavado de equipos de aspersion o por derrames accidentales. Los plaguicidas
pueden afectar la vida acuética vegetal y animal por accién téxica directa, o
indirectamente por contaminacion de especies que sirven de alimento a otras, o
por producir cambios fisico-quimicos en el ambiente acuatico. El transporte de
plaguicidas a través de la corriente de los rios desde zonas agricolas hasta las
zonas costeras, estuarios y desembocaduras, afecta los ambientes marinos de
alimentacion, cria y desarrollo de un gran nimero de especies acuaticas de

importancia economica y ambiental.
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El suelo se contamina mediante aplicacion directa o por aspersion a
cultivos, durante los cuales una parte cae al suelo, donde puede ser absorbido
por las plantas, sufrir degradacion quimica, fotoquimica o biologica, evaporarse
y/o persistir en el suelo absorbido a arcillas o a materia organica. Otra fuente de
alta contaminacion del suelo agricola la constituyen los desechos toxicos de
plaguicidas, como empaques, envases y restos de plaguicidas sin utilizar.

Una forma particular de contaminacion grave de suelos la constituyen los
entierros ilegales y clandestinos de productos obsoletos o caducados, los cuales
se han venido descubriendo en los ultimos afios en muchos paises de América
Latina, porque se han hecho evidentes cuando se han iniciado procesos de
construccion, por intoxicaciones de comunidades cercanas, por emision de
vapores toxicos o por contaminacién de aguas subterraneas de consumo. Los
plaguicidas quimicos que llegan al suelo pueden causar multiples efectos a las
poblaciones de organismos del suelo, a la viabilidad de las semillas y a los
procesos fisioldgicos de los cultivos. Su aplicacién siempre afectara la vida del
suelo, bien sea de manera cuantitativa, incidiendo sobre el tamafio y nimero de
especies o, cualitativamente, en cuanto al funcionamiento de las poblaciones. La
contaminacion del suelo por plaguicidas adquiere también particular importancia
debido a la transferencia de estos contaminantes a los alimentos a traves de las
raices de las plantas que consumimos hombres y animales. En el caso de la
produccién pecuaria, los residuos pueden pasar del suelo al forraje para
finalmente ser absorbidos por los animales, causando intoxicaciones agudas y
cronicas y/o concentrdndose en la grasa y aumentando la tasa de residuos en
carne y leche (Nivia, 2000).

La contaminacion y deterioro de los suelos debe detenerse urgentemente,
porque la vida del hombre sobre la tierra ha dependido y continuara dependiendo
del equilibrio dinamico del complejo viviente que son los suelos, cuya fertilidad
depende de infinidad de organismos micro y macroscépicos 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 tendra impacto en otros.

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

sido prohibida por su toxicidad, persistencia ambiental y acumulacién en la
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cadena alimentaria, sin embargo en paises en vias de desarrollo dichos
compuestos se siguen utilizando por razones econémicas y nuevos sitios son

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

1.2.1 Plaguicidas en México

En los ultimos afios se ha considerado a México de ser una region 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 dificil de
determinarla, sin embargo han sido sustanciales (Alegria et al., 2008). Gonzalez-
Farias (2003) estimo que entre los afios 1969 y 1979, se us6 aproximadamente
9000 ton/afo 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 contaminacién en 1999 fue de 25,967 km2.Sin
embargo, pueden mencionarse de manera cualitativa los problemas de
contaminacion generados por el uso de agroquimicos, tanto fertilizantes (en
especial los nitrogenados) como de plaguicidas (fungicidas, herbicidas e
insecticidas); los que son consecuencia del derrame y fugas de combustibles
(petrdleo y derivados), asi como los ligados a actividades mineras, en sus etapas
de extraccion como en las de procesamiento de los materiales obtenidos (INEGI-
SEMARNAT, 1997). Muchos de los plaguicidas empleados en el pais hasta la
fecha, se han prohibido en otros paises por su toxicidad. Sin embargo, el nimero
de plaguicidas se incrementa a razon de 10% al afio. Esto ha permitido que el
namero de productos que entran en contacto con la poblacion, se incremente en
mas de seis veces (CICOPLAFEST, 2000).En México aun contindan en el
mercado agroquimicos organoclorados como el acido 2,4 dicloro-fenoxiacético
(2,4-D), el pentaclorofenol (PCP) y dicofol, ademéas de plaguicidas a base de

carbamatos y los organofosforados como el malation.

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 produccion y uso de sustancias quimicas
como refrigerantes, pinturas, herbicidas y plaguicidas han causado dafios

ambientales y problemas en la salud humana, esto es debido a la persistencia,
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toxicidad y transformaciéon de dichos compuestos xenobibticos en metabolitos
que pueden ser iguales 0 mas toxicos que el propio contaminante. Debido a su
toxicidad, bioconcentracion y persistencia, la distribuciéon de los compuestos
halogenados en la biosfera ha causado preocupacion publica por los posibles
efectos sobre la calidad de vida (Fetzner et al., 1994; Kipopoulouet al., 2004).

El lindano (y-hexaclorociclohexano, »+HCH,) es un insecticida
organoclorado que ha sido utilizado para combatir una amplia gama de insectos
gue viven en el suelo y se alimentan de las plantas. Su aplicacion es comun en
una gran variedad de cultivos, en bodegas, en la cria de ganado, como
tratamiento para semillas (a menudo junto con fungicidas) y en la salud publica
para el control de enfermedades transmitidas por insectos (Sang et al., 1999;
Quintero et al., 2005; Singh and Kuhad, 1999).

Durante la produccion del lindano una mezcla de diferentes isbmeros son
formados, los mas importantes de estos son los siguientes: alpha, beta, gamma
y delta HCH. El hexaclorociclohexano (HCH) técnico esta compuesto
aproximadamente por las siguientes cantidades: 12% y-HCH, 65% a-HCH, 12%
B-HCH y 7% A-HCH. Sin embargo el que presenta propiedades insecticidas es
el »»HCH (Bachmann et al., 1988, Figura 1, Tabla 1).

La utilizacién de lindano ha causado impactos negativos en el ambiente y
en la salud humana. Debido a su toxicidad y persistencia esta asociado con
diversas enfermedades cronicas y diferentes tipos de cancer. La Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA) y el Convenio de Estocolmo lo han clasificado como
contaminante organico persistente y han prohibido su uso (Nagata et al., 1993;
Quintero et al., 2005).

Figura 1. Estructura de lindano
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1.3.1 Modo de accioén

El lindano actia como un estimulante en el sistema nervioso causando
convulsiones epilépticas y la muerte. En el sistema nervioso el lindano interfiere
con el acido y-aminobutirico (GABA) en la funcién neurotransmisora al
interactuar con el complejo canal del receptor cloruro-GABAa en el sitio de union
picrotoxina. Otros efectos son dafios en el rifion y en el higado (Sang et al.,
1999).

1.3.2 Usos en México

e En el sector pecuario el lindano se aplica en ganado vacuno y porcino
para combatir garrapatas, pulgas, larvas de la mosca comun, etc.

e En el sector agricola se utiliza para el tratamiento de semillas: avena,
cebada, frijol, maiz, sorgo y trigo. Se aplica como plaguicida en cultivos
de trigo y sorgo.

e Enlasalud publica 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 indigenas en México. La
poblacion infantil esta 30 veces mas expuesta al lindano que los adultos.
Con base en el consumo de productos lacteos y agua, se calcula que el
consumo diario promedio de lindano es de 0.02 pg/kg/dia para los adultos

y de 0.66 ug/kg/dia para los nifos.

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

Nombre comun Lindano
Peso molecular 290.83
Color Blanco

Estado fisico

Punto de fusion (°C)
Punto de ebullicién (°C)
Solubilidad en agua
Constante de Henry (Hc)
Presién de vapor

LOg Kow

Solido cristalino

112.8

288

7.3-7.8mg/L a20°C
2.92 x 10 atm.m3.mol*
7.33 x 108 atm

3.72
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1.4 Degradacion anaerobia de lindano

Quintero et al. (2006) reportaron 100% de degradacion de ay y-HCH en un suelo
contaminado después de tres dias en incubacion anaerobia, bajo las siguientes
condiciones: concentracion inicial de lindano de 100mg/kg de suelo, se inoculo
con 8 g SSV/L de lodos anaerobios metanogénicos y utilizaron almidéon como
sustrato. Durante el proceso de degradacion, 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.
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Figura 2. Ruta de degradacién 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
tecnologias de biorremediacion ad situ y ex situ mas importantes. El tratamiento
de suelos y sedimentos en biorreactores de suelos activados se ha convertido
en una de las mejores opciones para la biorremediacion de suelos contaminados
por compuestos recalcitrantes, en virtud que las condiciones ambientales
pueden ser controladas (Robles-Gonzalez et al., 2008a; Venkata Mohan et al.,
2004).

La utilizacion de los reactores de suelos activados es una aplicaciéon
relativamente nueva para la biorrestauracion de sitios contaminados, esta
tecnologia ha sido aplicada para biorremediar suelos contaminados con

plaguicidas organoclorados (Robles-Gonzélez, 2012; Robles-Gonzalez, 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-Gonzéalez 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
petrdleo (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)

1.5.1 Ventajas y desventajas en la utilizacion 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 mas rapida biodegradacién de los compuestos toxicos
comparado con la biorremediacion in situ, (c) Posibilidad de utilizar diferentes
aceptores de electrones (02, SO4?, CO2, NOs3), (d) Control y optimizaciéon de
diversos parametros ambientales como: temperatura, pH (e) Facilita la desorcién
de los contaminantes en el suelo debido a que se pueden utilizar tensoactivos y
solventes (Robles-Gonzalez et al., 2008a; Boopathy 2003; Di Gennaro et al.,
2008; Okeke et al., 2002). Las desventajas que presentan los RSA son las
siguientes: (a) Excavacion 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, ademas (d) los gases producidos cuando el tratamiento es en
ambiente anaerobio debe ser tratado antes de descargarlo a la atmdésfera
(Robles-Gonzélez et al., 2008a).

1.5.2 Descripcion del proceso

El suelo excavado debe ser tratado primero para separar fisicamente piedras y
escombros. El suelo se mezcla con agua, la cantidad de agua depende de la
concentracion de los contaminantes, la tasa de biodegradacion y la naturaleza
fisica de los suelos. Algunos procesos requieren de un pre-lavado del suelo para

concentrar los contaminantes. El suelo se mantienen en suspensién 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 biodegradacion el
agua es retirada del suelo, los equipos que son utilizados para retirar el agua
pueden ser clarificadores, filtros de presion, filtros de vacio o centrifugas
(Cookson, 1995).

Los reactores de suelos activados utilizan microorganismos nativos o
cepas especificas que tienen la capacidad metabdlica para convertir compuestos
organicos peligrosos a dioxido 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
biodegradacion del contaminante, la aireacion facilita el mezclado y mejora la
tasa de intercambio quimico entre las particulas del suelo y de la solucién. Las
condiciones pueden ser aun mas optimizadas para la biodegradacion mediante
el control de pH, temperatura, suministro de nutrientes y utilizacion de
tensoactivos (Baker et al., 1994).

La efectividad de la biorremediacion utilizando reactores de suelos
activados va a depender de varios parametros como el tipo de suelo, tipo y
concentracion de contaminantes, disefio del reactor, carga de sdlidos, aireacion,
demanda de oxigeno, temperatura, surfactante y la adiccion de nutrientes. Para
el disefio de estos sistemas debemos de tomar en cuenta, las condiciones de
funcionamiento, tipo de indculo, 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 pequefio y el
contaminante es complejo es recomendable la utilizacion de reactores en lote
(Venkata-Mohan et al., 2004).

1.6 Reactor electrobioquimico de nuevo tipo

1.6.1 Principio de una Celda de Combustible Microbiana

Las celdas de combustibles microbianas (CCM) es una tecnologia prometedora
para la biodegradacion de diversos sustratos organicos (glucosa, acetato, xilosa,
cisteina, celulosa) con simultanea generacion de energia. En este dispositivo los
microorganismos son capaces de oxidar diferentes sustratos en el anodo,

produciendo protones y electrones, los cuales fluyen a través de un circuito
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externo hacia el catodo, que esta en contacto con oxigeno, en este parte los
protones son usados en la reduccion de oxigeno produciendo agua (Yan et al.,
2012; Ringelberg et al., 2011; Wanget al., 2011; Huang, et al., 2011 Vazquez-
Larios et al., 2010; Poggi-Varaldo et al., 2009; Rezai et al., 2009; Logan et al.,
2006).

En la siguiente ecuacion 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).

Anodo
CeHy,0s + 6H,0 — 6C0, + 24H* + 24e”

Catodo
60, + 24H" + 24e~ - 12H,0

La ecuacion global es la siguiente:
CgH1,04 + 60, — 6CO, + 6H,0 + Energia eléctrica

Aprovechamiento tedrico: - 2840 kJ/mol

1.6.1.1 Celda de Combustible Microbiana para el tratamiento de aguas

contaminadas con xenobidtico

El uso de las celdas de combustible microbiano es una tecnologia prometedora,
debido que pueden ser tratadas aguas residuales y simultineamente genera
electricidad, se han llevado a cabo otra investigaciones en el tratamiento de
aguas contaminadas con compuestos toxicos, entre l0os que se pueden citar se
encuentran: fenol, diésel, nitrobenceno, acido tereftalico, rojo congo,
pentaclorofenol; por lo cual la aplicacion de dichos sistemas es prometedor
debido que ademas de dar un tratamiento a desechos industriales
simultdneamente se genera energia 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).
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Luo et al. (2009) trabajaron con una celda de doble camara empacada con
grafito granular, utilizaron glucosa como co-sustrato y fenol como compuesto
toxico, en 48 horas reportan 90% de remocion del contaminante vy
simultineamente obtuvieron una potencia maxima de 342 mW/m? catodo. Por
otro lado Morris et al. (2009) reportaron que utilizaron una celda de doble camara,
el agua tratada estaba contaminada con diésel (300mg/L), después de 21 dias
se alcanzé 82% de remocion del contaminante y obteniendo una potencia de
32mW/m?. En una celda de doble camara se trat6 un agua contaminada con
nitrobenceno (250mg/L) y como co-sustrato glucosa (1000mg/L) en donde se
removio el 98% del contaminante en un periodo de 24 horas, se obtuvo una
densidad de potencia de 8.5 W/m? catodo (Li et al., 2010).

Por lo anterior mencionado podemos considerar que el uso de celdas de
combustibles microbianas es una tecnologia prometedora para el tratamiento de

aguas residuales contaminadas con compuestos toxicos.

1.6.1.2 Principio de una Celda de Combustible Microbiana de sedimentos

Se han realizado diferentes investigaciones para la produccion de energia
eléctrica, en sedimentos. Para este proposito, las investigaciones han
desarrollado celdas de combustible microbianas de sedimentos, las cuales
consisten de un anodo sumergido en el sedimento anaerobio y un céatodo
suspendido en el agua (condiciones aerobias). Las bacterias en el sedimento
transfieren los electrones producidos en la oxidacion de la materia organica e
inorganica hacia el anodo. Mientras el oxigeno presente en la columna de agua
es reducido por la aceptacion de electrones en el catodo (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 electrobioquimico

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 generacién de energia eléctrica, en el presente trabajo se
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propone la hibridacién de estas tecnologias, el reactor de suelos activados

electrobioquimico. Dicha tecnologia es relativamente nueva la cual involucra

desarrollos multidisciplinarios.
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1.6.2 Biologia molecular y su relacion con el tratamiento de suelos

contaminados

La diversidad de los microorganismos en el ambiente juegan un rol importante
en los procesos biogeoquimicos y la composicion y/o actividad de estos
microorganismos pueden indicar que tan bien esta funcionando un ecosistema.
Sin embargo, los microorganismos son sensitivos a disturbios causados por la
agricultura, contaminaciéon y estrés ambiental. Consecuentemente se han
llevado muchos estudios en el impacto del hombre (agricultura o contaminacioén)
y animales (lombrices y termitas) sobre la microbiologia del suelo (Roose-
Amsaleg et al., 2001).

Se han llevado numerosas investigaciones las cuales han sefialado que
la mayoria de las bacterias en las muestras ambientales no pueden ser aisladas
o0 cultivadas usando solamente técnicas tradicionales de cultivo. Solamente una
pequefia proporcién 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 hébitat naturales son del rango de 0.001% en
agua marinay 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. Ademas, los medios
selectivos no estan disponibles para muchos grupos de microorganismos, y si su
namero es bajo, estos pueden ser imposibles de detectar por técnicas de
microbiologia 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 podria evitar
sesgos en la deteccion 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 abioticos.
Debido al rol que juegan los microorganismos en la degradaciéon de estos

compuestos, un entendimiento de la funcion del suelo requiere la descripcion de
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la estructura, composicion, 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 aplicacion de las
herramientas de biologia molecular en la microbiologia del suelo tiene un gran
potencial. EI material genético es el diagnostico final para la detencion de
microorganismos particulares. Una consideracion importante es que solo una
pequefia porcidn de las bacterias de los hébitat naturales pueden ser cultivadas
en técnicas de microbiologia clasica por lo cual es necesario la utilizacion de

técnicas de biologia 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 abreviaciéon
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 esta en el estudio de ecologia
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 composicion de pares de bases nucleotidicas (Muyzer
and Smalla, 1998).
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2 Justificacion

Desde la introduccion de los plaguicidas organoclorados en la agricultura y salud
publica ha provisto de grandes beneficios para el ser humano en la produccion y
cosecha de sus alimentos y en el combate de vectores en programas de salud.
Sin embargo su extensivo y mal uso ha traido como consecuencia la
contaminacion 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, ademas puede causar problemas graves en la salud. La
biorremediacion es una opcién que ofrece la posibilidad de degradar varios
contaminantes a su forma menos toxica utilizando microorganismos o0 su
actividad enzimética. Utilizando reactores de suelos activados para la
biorremediacion incrementa la tasa de degradacion de dicho xenobiético debido
a gue las condiciones de operacion pueden ser manipuladas.

Por otro lado existe la posibilidad de utilizar reactores electrobioquimicos de
nuevo tipo capaces de oxidar la materia organica y biodegradar el lindano
presente en el suelo y paralelamente los protones y electrones generados en

dicha oxidacion pueden generan bioelectricidad.



@

3

| 16

Hipotesis

3.1 Hipobtesis general

1.

El reactor de suelos activados en ambiente secuencial
metanogénico/sulfato-reductor con solvente exhibira mayores
remociones de lindano que el RSA en ambiente secuencial
metanogénico/sulfato-reductor sin solvente

El reactor de suelos activados electrobioquimico presentara buen

desemperio para descontaminar el suelo y generar bioelectricidad

3.2 Hipotesis especificas

1.

El reactor de suelo activados en ambiente secuencial
metanogénico/sulfato- reductor bioestimulado con sacarosa mostrara
mayores remociones de lindano que el RSA en ambiente secuencial
metanogénico/sulfato-reductor sin sacarosa

El reactor de suelos activados electrobioquimico servird para
descontaminar el suelo y generar bioelectricidad

La presencia de tensoactivo (Tween 80) aumentara la remocion de
lindano en el reactor de suelos activados electrobioquimico

La comunidad microbiana presente en el RSA EBQ se enriquecera con

bacterias electroquimicamente activas
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Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el desempefio de dos tipos de biorreactores para la biorremediacion de

suelos contaminados con agroguimicos:

Reactor de suelos activados en ambiente secuencial metanogénico-
sulfato reductor
Reactor de suelos activados electrobioquimco

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la adicion de solvente sobre la remocion de lindano

utilizando un RSA en ambiente secuencial metanogénico-sulfato reductor.

Construir, caracterizar y operar un reactor de suelos activados
electrobioquimico para el tratamiento de suelo contaminado con lindano y

simultaneamente generar bioelectricidad.

Caracterizar la diversidad de las comunidades microbianas en el reactor

de suelos activados electrobioquimico

Evaluar el efecto de la adicidon de tensoactivo sobre la remocion de lindano
y generacion de bioelectricidad utilizando un reactor de suelos activados

electrobioquimico
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5 Metodologia

5.1 Estrategia de trabajo

La realizacion del proyecto se dividié en 3 fases y 5 actividades (Figura 3), que
de manera general se refieren a la aclimatacién de inéculo capaz de degradar
lindano, caracterizacion del suelo modelo utilizado y estudios de remocion del
lindano en ambientes secuenciales mediante la utilizacion de reactores de suelos
activados y el uso de reactor de suelos activados electrobioquimico para la
remocion de lindano y simultdneamente la produccion de energia eléctrica.

* Actividad 1: Obtencién deindculo anaerobio aclimatado a lindano

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

Nrse2

-

 Actividad 3: Disefio, construccion, y caracterizacion del RSA-EBQ

 Actividad 4: Evaluacion de laremocion de lindano y produccion de
bioelectricidad en un RSA-EBQ

ST

-

*Actividad 5: Caracterizacion de la comunidad microbiana del RSA
EBQ

Figura 3. Estrategia de trabajo
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5.2 Actividad 1. Operacién de reactores inoculadores en ambiente

anaerobio
5.21 Proposito

Esta actividad cumple con el propdsito de generar indculo aclimatado al lindano
que posteriormente serd utilizado para estudios de remocion de dicho
xenobidtico en suelos arcillosos contaminados con lindano empleando reactores

de suelos activados y reactor de suelos activados electrobioquimico.

Durante esta actividad se operaron reactores inoculadores a escala
laboratorio bajo dos diferentes aceptores de electrones (CO2, metanogénico y
S04, sulfato-reductor).

Para la preparacion del in6culo anaerobio se siguid el siguiente
procedimiento: se pesaron 900 gramos de excreta de vaca himeda y se
disolvieron en 3000 mL de agua. Posteriormente esta solucion se paso por un
tamiz malla nimero 10 (0.0781 in), ésta misma solucion se paso a través de un
tamiz niumero 33 (0.0190 in), de esta solucidn 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 nitrégeno
durante 5 minutos. La operacion del reactor fue semi-continua, con un volumen
de operacién (Vop) de 3000 mL, con un tiempo de residencia (TRH) de 25 dias
por lo que el flujo de alimentacion se determina con la ecuacion 1. La purga y
alimentacion es de 120 mL/dia. El agua de alimentacion sintética se muestra en

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

_ Vor
Q=rpr [1]

5.2.1.1 Seguimiento y analisis

Las variables de respuesta para el RI-M son las siguientes: pH, noo, MNtindano,
SSV, Factor a, Biogas, CHa4. Para el RI-SR son: pH, npqo, Ntindano, SSV, Factor a,
Biogas, CHay nSO42.
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El programa de seguimiento y andlisis se muestra en las Tablas4y 5 para

los reactores inoculadores metanogénico y sulfato-reductor respectivamente.

Tabla 2. Composicién del agua de alimentacién sintética para el reactor inoculador

metanogénico

Componente  Concentracion (g/L)

Sacarosa 5
NaHCOs 1.5
K2HPO4 0.6
Na2COs 3.0
NH4CI 0.6
CH3COOHgiacial 1.5 mL/L
Lindano 7 mg/L

Tabla 3. Composicién del agua de alimentacion sintética para el reactor inoculador sulfato-
reductor

Componente Concentracién (g/L)

Sacarosa 5
NaHCOs 15
K2HPO4 0.6
Na2COs 3.0
NH4ClI 0.6
Na2S04 13
H2S04 0.75 mL/L

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

Pardmetro Alimentacion  Efluente Gas Método
pH 1/dia 1/dia NA Método estandar 423°
DQO 1/sem 1/sem NA Método estandar 508°
SSve NA? 1/sem NA Método estandar 403°
Coeficiente a NA 1/sem NA Ripley et al., 1986
Volumen de biogas NA NA 1/dia Poggi-Varaldo et al., 1987
CHa NA NA 1/sem Poggi-Varaldo et al., 1987
Concentracion  de 1/sem 1/sem NA Quintero et al., 2005

lindano

Notas: 2No aplicable; ® APHA, 1998

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

Parametro Alimentacion Efluente Gas Método
pH 1/dia 1/dia NA Método estandar 423°
DQO 1/sem 1/sem NA Método estandar 508°
SSva NA2 1/sem NA Método estandar 403°
SO42 1/sem 1/sem NA Método estandar
426CP
Concentraciéon de 1/sem 1/sem NA Quintero et al., 2005

lindano

Notas:2No aplicable; ® APHA, 1998
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5.3 Actividad 2. Evaluar el desempefio de reactores de suelos activados
en ambientes secuenciales: metanogénico/sulfato-reductor utilizando

tratamiento extractivo con solvente (aceite de silicona)
5.3.1 Proposito

El propdsito de esta actividad fue evaluar el efecto de la adicion de solvente
sobre la remocién de lindano de suelos arcillosos con alto contenido de materia

organica utilizando reactores de suelos activados

5.3.2 Disefio Experimental

Esta actividad a su vez se dividi6 en tres etapas: acondicionamiento del indculo,
preparacion del medio mineral, arranque y operaciéon de los reactores de suelo

activados.

5.3.2.1 Acondicionamiento del in6culo

i. Se determiné la concentracion de SSV en el reactor inoculador
metanogénico: Y.

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

iii. Se realizaron los calculos con la ecuacion 2 para obtener el volumen

necesario de licor del RI-M.

En donde:

W: Volumen necesario de licor del RI-M

X: Concentracién de biomasa requerida en cada RSA (mg SSV/mL)
Y: Concentracion 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 centrifugaciéon (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-suspendi6 en 3 mL del mismo buffer. El
acondicionamiento del inéculo se llevé a cabo en una cabina andxica con flujo

continuo de nitrégeno.

5.3.2.1 Preparaciéon del medio mineral

El medio mineral se prepar6é con los componentes que se citan en la Tabla 6,
posteriormente se esterilizé a 121°C/Ib durante 15 minutos.

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

Componente Cantidad
K2HPO4 60 mg
NaHCOs 49
(NH24)3POa4 100 mg
Solucién de resazurina 10 mL (1g/L)

(Bachmann et al., 1988, modificado)

5.3.2.2 Arranque y operacion 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 in6culo aclimatado al contaminante
en condiciones metanogénicas (Esto se llevé a cabo en una cabina anoxica, que
previamente fue gaseada con nitrdgeno). Las unidades experimentales fueron
cerradas con septas de teflon, selladas con anillos de aluminio y gaseadas con
nitrogeno durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis. Los RSA se
incubaron en la oscuridad, a 120 rpm, a 35°C durante 15 dias. Al termino de 15
dias de incubacion las unidades experimentales se abrieron para cambiar a
condiciones sulfato-reductoras, se agrego 0.5mg SSV/mL del in6culo aclimatado
al contaminante en condiciones sulfato-reductoras, posteriormente fueron
cerradas con septas de teflon, se sellaron con anillos de aluminio y gaseadas

con nitrdgeno durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis (Figura 4).
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El disefio experimental se evalud la bioestimulacion con sacarosa y aceite de

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

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

Factor Nivel
Solvente 0 (0% VIV)
15 mL (0 % V/IV)

Las variables de respuesta son:
e Remocién de lindano
e Metabolitos intermediarios

e Produccién de metano

5.3.2.2.2 Controles

Control abidtico: Para evaluar la adsorcion 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 in6culo
estéril aclimatado al lindano y 30 mg de azida de sodio. Se incubaron en la
oscuridad, a 120 rpm, a 35°C durante 15 dias. Después de 15 dias de incubacién
se abrieron las unidades experimentales para cambiar a condiciones sulfato-
reductoras, se agregd 0.5mg SSV/mL del inéculo estéril aclimatado al
contaminante en condiciones sulfato-reductoras, posteriormente los viales
fueron cerrados con septas de teflon, sellados con anillos de aluminio y gaseados
con nitrdgeno durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis. Esto se llevo a
cabo para que fueran las mismas condiciones que las unidades experimentales

activas.
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Control bidtico: Para evaluar la capacidad de degradacion 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 in6culo
estéril aclimatado al lindano. Después de 15 dias de incubacion se abrieron las
unidades experimentales para cambiar a condiciones sulfato-reductoras, se
agregd 0.5mg SSV/mL del in6culo estéril aclimatado al contaminante en
condiciones sulfato-reductoras, posteriormente los viales fueron cerrados con
septas de teflon, sellados con anillos de aluminio y gaseados con nitrdgeno
durante 1 minuto para garantizar la anaerobiosis. Esto se llevo a cabo para

conservar las mismas condiciones que las unidades experimentales activas.

Bioaumentacion: Para evaluar la capacidad de degradacién del contaminante
por el consorcio presente en el suelo y el indculo 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 in6culo
aclimatado al lindano. Se incubaron en la oscuridad, a 120 rpm, a 35°C durante
15 dias. Después de 15 dias de incubaciobn se abrieron las unidades
experimentales para cambiar a condiciones sulfato-reductoras, se agreg6 0.5mg
SSV/mL del in6culo aclimatado al contaminante en condiciones sulfato-
reductoras, posteriormente los viales fueron cerrados con septas de teflon,
sellados con anillos de aluminio, y gaseados con nitrégeno durante 1 minuto para
garantizar la anaerobiosis. Esto se llevd a cabo para conservar las mismas

condiciones que las unidades experimentales activas.
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20g suelo contaminado
(100 mg lindano/kg suelo)
+

60 mL medio mineral
+

Inéculo M 0.5 g SSVIL O@ @
“ 05g SSV/L inéculo

2.5 g/L de Na,SO,

<%,
e

352C
‘d - 15 dias 30 dias total
v 2 100 rpm

Figura 4. Diagrama de flujo de la estrategia de reactores de suelos activados en ambiente
secuencial metanogénico-sulfato reductor para la remocién de lindano de suelo contaminado

5.3.2.1 Seguimiento y analisis

Se tomO muestra de cada uno de los RSA cada cinco dias. El programa de
seguimiento y analisis se muestra en la Tabla 8.

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

Parametro Sobrenadante Licor Gas Método
pH NA2 1/5d NA Standard
methods 423P
Concentracion  NA 1/5d NA Polese et al.,
de lindano 1996
Produccion de NA NA 1/5d Poggi-Varaldo
metano et al., 1987
Metabolitos 1/15d NA NA Quintero et al.,
intermediarios 2005

Notas:®No aplicable; ® APHA, 1998
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5.4 Actividad 3. Disefio, construccion y caracterizacion de un reactor de

suelo activado electrobioquimico

5.41 Proposito

El propésito de esta actividad es disefiar y construir un reactor de suelo activado
electrobioquimico para evaluar la remocion de lindano y la generacion de

bioelectricidad.
5.4.2 Caracterizacion del reactor de suelo activado electrobioguimico

5.4.2.1 Propésito

El propésito de esta actividad es caracterizar el reactor de suelo activado
electrobioquimico para obtener la resistencia interna del sistema utilizando un

in6culo sulfato-reductor

54211 Determinacioén de resistencia interna del reactor

electrobioquimico en el 1°" Experimento por espectroscopia de impedancia

La resistencia interna (Rint) del EBQ fue calculada como una funcién del voltaje
del EBQ usando espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus
siglas en inglés). La espectroscopia de impedancia electroquimica fueron
obtenidas alrededor del rango de frecuencia de 1mHz a 100 kHz (Sathish-Kumar
et al.,, 2012b; Vazquez-Larios et al., 2011a; Vazquez-Larios et al., 2011b). El
modelo del circuito equivalente fue ajustado a los datos usando el programa
ZView?2.

54.2.1.2 Determinacion  de resistencia interna del reactor
electrobioquimico en el 29 Experimento y 3er Experimento por curva de
polarizacion

La resistencia interna fue determinada usando el método de curva de
polarizacion, por variacion de la resistencia externa (100-1000042) de acuerdo al
procedimiento descrito en literatura (Logan et al., 2006; Poggi-Varaldo et al.,
2009; Vazquez-Larios et al., 2010; Sathish-Kumar et al., 2012a), esto fue llevado

a cabo alos 0y 7 dias de operacion.
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5.5 Actividad 4. Operacion en lote del reactor de suelo activado
electrobioquimico

Variables de respuesta
e Remocion de lindano
e Densidad de potencia, Pan en mW/m?
e Potencia volumétrica, Pv en mW/m3
¢ Eficiencia coulumbimétrica, ncou en %

e Remocién de DQO, nogo en %

5.5.1 1° Experimento (Suelo, 66%)

El EBQ fue operado en lote durante 30 dias a temperatura ambiente. La
concentracion del suelo fue de 66% p/v. El reactor no fue suplementado con una
fuente de carbono externa, el sustrato fue la materia organica soluble del suelo.
Las medidas de potencia fueron obtenidas usando un multimetro ESCORT
3146A.

5.5.2 290 Experimento (Suelo, 33%)

El EBQ fue operado en lote durante 30 dias a temperatura ambiente. La
concentracion del suelo fue de 33% p/v. ElI EBQ fue alimentado a 15 y 25 dias
de operacion con una solucion stock de sacarosa: acetato de sodio: lactato para
obtener una concentracion final de 2g DQO/L en el reactor. El contenido del
EBQ fue mezclado por burbujeo con nitrégeno, una vez al dia durante los
primeros 15 dias de operacion. Posteriormente fue mezclado lentamente en una
agitadora orbital a 100 rpm. Las medidas de potencia fueron registradas en un
multimetro 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 bidtico y control abiotico

respectivamente.
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5.5.3 3° Experimento (Suelo, 33%, Tween 80)

5.5.3.1 Ensayo extractivo con Tween 80

55.3.1.1 Proposito
Evaluar la desorcion del lindano del suelo con Tween 80 a diferentes

concentraciones.

5.5.3.1.1.1Disefio experimental

Se realizaron experimentos en lote para evaluar la desorcion 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 CacCl-.

ii.  En botellas seroldgicas se colocaron 5 g de suelo estéril contaminado (100
mg de lindano/kg de suelo seco).

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

iv. Las unidades experimentales se incubaron a 25°C, 100 rpm, en la
oscuridad, por 6 dias.

v. Al finalizar el periodo de contacto, se decant6 y centrifug6 (7000 rpm por
15 minutos) el sobrenadante de cada unidad experimental.

vi. Se cuantific6 la concentraciébn de lindano en el sobrenadante por

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

!

[ Incubar: 6 dias, oscuridad, 100 rpm, 25°C ]

!

[ Centrifugar del sobrenadante a 7000 rpm ]

|

Cuantificar el lindano en el sobrenadante
por cromatografia de gases

Figura 5. Diagrama de flujo del ensayo extractivo con Tween 80
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5.5.3.2 Operacién en lote del reactor de suelos activados
electrobioquimico

El EBQ fue operado en lote durante 30 dias a temperatura ambiente. La
concentracion del suelo fue de 33% p/v. ElI EBQ fue alimentado a 0 y 15 dias de
operacion con una solucion stock de sacarosa: acetato de sodio: lactato para
obtener una concentracion final de 2g DQO/L en el reactor. El EBQ fue cargado
con la concentracion de Tween 80 que mejores resultados de desorcion
presente. EI EBQ fue mezclado lentamente en una agitadora orbital a 100 rpm.

Las medidas de potencia fueron registradas en un multimetro ESCORT 3146A.
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5.6 Actividad 5. Caracterizacion de comunidades microbianas en el RSA
EBQ

5.6.1 Proposito

El propdsito de esta actividad fue desarrollar las técnicas de biologia molecular

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

Amplificacién de la

regién 16s rDNA

Productos de PCR por
Extraccion total de DNA DGGE

Secuenciacién de DNA

ac repressor binding ste

‘ M13 reverse priming site
T3 primer
N\ e
DGGE band
PCR4-TOPO TA ||\ lacZ alta
4458 bp | locZ aitocca8 gene fusion

| A siceatinsertin
7 primer
M13 Forward (-20)

Extraccion de bandas
de DGGE

Clonacién

6z BLAST

Andlisis filogenético

Figura 6. Metodologia general para la caracterizacion de consorcios microbianos por 16s rDNA
DGGE. (Garcia-Mena, 2006)

5.6.2 Extraccion total de DNA

Se procedio a la extraccion de DNA bacteriano de una alicuota de 200 ul de una
muestra proveniente del RSA EBQ siguiendo el protocolo adjunto al kit de
extraccion, PowerSoil® DNA Isolation kit (MoBio) que funciona para la extraccion

de DNA de muestras de suelo.
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5.6.3 Evaluacion de la integridad del DNA bacteriano por fraccionamiento
electroforético

Para comprobar la calidad del DNA extraido se cargaron 2 ul de extracto total
con buffer de carga 1X (solucién de azul bromofenol y glicerol 5x) en gel de
agarosa al 1.0% tefiido con Midori Green DNA stain. La electroforesis se realiz6
en buffer TBE 0.5X durante 50 minutos a 80 V.

El gel se documentd 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).

5.6.4 Cuantificacion y pureza del DNA

Serealiz6 la lectura de absorbancia del extracto de DNA en el espectrofotémetro
NANODROP LITE (Thermo Scientific), a 260 nm (longitud de onda a la cual
absorben los acidos nucleicos), también se obtuvo la lectura de la relacion

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

5.6.5 Amplificacion de la region 16s rDNA bacteriano por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)

Los oligonucleétidos (oligos o primers) iniciadores CGO 465F (forward o directo)
cuya secuencia es CTCCTACGGGAGGCAGCAG y CGO 465R (reverse o reverso)
cuya secuencia es CTACCAGGGTATCTAATCCTG fueron disefiados con
anterioridad por el grupo de trabajo, estos comprenden las regiones hiper-
variables V3 'y V4 de la seccion intermedia del gen 16S rRNA (Neef et al., 1990)
y para cuyo disefio se tomo en cuenta un conjunto de secuencias de 16S rDNA
reportadas para una variedad de especies bacterianas en GeneBank (NCBI).
También se contdé con el oligonucleétido CGO465F-GC que contiene la
secuencia del oligonucleotido directo CGO465F que contiene la secuencia del
oligonucledtido directo CGO465F unida a una pinza de 40 guaninas y citosinas
en el extremo 5 (secuencia  de la pinza de GC’s:
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCCGGGGGE). Este fue utilizado en
la obtencién 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 migracion incrementando la eficiencia de resolucion de las
bandas (Muyzer et al., 1993).

CGO465F Y CGO465F se alinean con los nucledtidos 332-350 para el gen de
E.coli (Figura 7) mientras que el oligo CGO465R se alinea con los nucleétidos

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

EcoRI{&7a)
HindIll (£48)
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CGO 4B85R
Xmal(5) Jx'r X¥mal(=8s)
Regién amplificada tual (3383)
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»
1
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1

_______________________

_______________________

165 rDNA E. coli

Figura 7. Unién de los primers CGO 465F y CGO 465R a la secuencia del E. Coli (gen 16S
rDNA GenBank: J01859.1)

Se preparé la mezcla de reaccién de PCR en un area estéril para un volumen
final de 25 pl considerando las concentraciones de los reactivos descritas en la
Tabla 9



& 135

Tabla 9. Composicién de la mezcla de reaccién para amplificar 16S rDNA bacteriano

Sustancia [Stock] [Reaccién] ul por reaccion
Agua 16.9

Buffer sin Mg 10X 1X 2.5

MgCl2 25 mM 2mM 2.0

dNTP’s 10 mM 0.2 mM 0.5

Taq Polimerasa 5 U/ul 0.02 U/ul 0.1

CGO 465F-GC 10 uM 0.2 uyM 0.5

CGO 465R 10 yM 0.2 uyM 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/ul de DNA en cada reaccion
de PCR. El protocolo de temperaturas para la reaccion se describe en la Tabla
10.

Tabla 10. Protocolo de temperaturas para amplificacion por PCR de fragmento del gen 16S
rDNA con pinza de GC

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
Desnaturalizacién 95°C 45 segundos
Alineamiento 55°C 30 segundos ]- 25
Extension 72°C 30 segundos

Extension final 72°C 10 minutos

Una vez completado el protocolo de temperaturas en el termociclador TECHNE
(TC-312) se confirmd la amplificacion, tamafio y especificidad del producto por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con Midori Green DNA stain. La
electroforesis se realizd en buffer TBE 0.5X durante 50 minutos a 80 V. El gel
se documento bajo luz ultravioleta en el transiluminador BIO RAD molecular
Imager® con el programa Gel Doc™ XR + and ChemiDoc. Se utilizé como

marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).
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Para cada una de las muestras se prepard un pool de 25 reacciones de 25 l
(volumen final de 500 pl) y se cuantifico por espectrofotometria UV para cargar
y fijar las condiciones de electroforesis en el gel analitico de DGGE.
Posteriormente, se prepararon nuevos lotes de 10 reacciones de las muestras

seleccionadas para cargar los geles preparativos de DGGE.

5.6.6 Fraccionamiento  electroforético en gel con gradiente

desnaturalizante (DGGE) de amplicones obtenidos por PCR

La manufactura de los geles de poliacrilamida se realiz6 usando el sistema
DCode Universal Mutation Detection System (Bio Rad®). El producto de PCR se
fraccion6 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 Preparacién de las muestras

Se prepardé una mezcla de 1:1 (v/v) de amplicén (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 homogeneizo6 y se centrifugd brevemente, la muestra se cargo
por la parte superior del equipo en los carriles designados utilizando puntas de
capilaridad. La electroforesis se corrié durante 20 horas a 60V. La concentracion

del amplicon fue de 20 pg por carril.

5.6.6.2 Tincion y documentacion de los geles de DGGE

Una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis los geles fueron tefiidos con
una soluciéon de Sybr Green (1:10°000), la tincién se llevé a cabo durante 15
minutos con agitacién constante posteriormente el gel se destifio con 250 mL de
agua destilada durante 15 minutos con agitacion. El gel se documenté bajo luz
ultravioleta en el transiluminador BIO RAD molecular Imager® con el programa
Gel Doc™ XR + and ChemiDoc.

5.6.7 Recuperacion del DNA (Fragmento del gen 16S rDNA) fraccionado en
gel de poliacrilamida por el método de electroelucion

Se elaboré el gel de DGGE preparativo (un solo pozo) con un gradiente lineal
desnaturalizante de 25-70%, se cargaron 120 ug de producto de PCR purificado
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de las muestras seleccionadas y se realiz6 la electroforesis. Posteriormente, se
tifio el gel con solucién de SybrGreen®. Se colocé el gel bajo la luz UV en un
transiluminador y rapidamente se cortaron las bandas seleccionadas con una
navaja, cada banda se cortd en pedazos mas pequefios y se coloco en un tubo
de polipropileno de 1.5 mL

La camara de electroelucién se llen6 con buffer TBE 1X (45 mM tris-borato
y EDTA 1mM) suficiente para cubrir los pozos y se colocaron 200 pl de solucién
para electroeluir (acetato de sodio 2.7 M con 1 pl de solucién concentrada de
azul de bromofenol por cada mL de acetato) en cada conducto posterior evitando

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

Fragmento de
poliacrilamida

I_\ﬁ ........... > Nivel de buffer

Figura 8. Esquema de una cadmara de electroelucion

Cada banda fragmentada se colocé en un pozo del equipo y se conectaron los
cables a la fuente de poder y a la camara asegurando el polo positivo al final de
la trampa de acetato. Se permitié la electroelucién durante 45 minutos a 100V
siguiendo el movimiento del DNA con la ldmpara de luz UV portatil.

Se recuperaron 500 pl de la solucion del conducto anterior y se adicioné
un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1) homogeneizando la mezcla. Se
centrifugd a temperatura ambiente durante 5 minutos a velocidad maxima y la
capa superior acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo. EI DNA se precipitd
adicionando 1 mL de etanol absoluto centrifugando a 12 000 rpm a 4°C durante
30 minutos. Se decantd el etanol y se lavo la pastilla de DNA con 500 yl de

etanol al 70%. Se centrifugé a 12000rpm durante 15 minutos. Se decanto el
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etanol y se dejo secar la pastilla a temperatura ambiente invirtiendo el tubo sobre
papel absorbente. Finalmente se re suspendio la pastilla en 20 ul de agua grado
PCRy se cargaron 2 ul en gel de agarosa al 1.5% para corroborar la presencia

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

5.6.1 Clonacién de un fragmento del gen 16S rDNA en vector PCR™ 2.1-
TOPO recuperado de un gel de DGGE por electroelucién

Se utilizé el plasmido PCR™ 2.1-TOPO para clonar productos de PCR
recuperados de un gel preparativo de DGGE que cuenta con un método de
seleccion positiva al recircularizarse, que acepta insertos hasta de 10 kilobases
y que contiene un gen de resistencia a ampicilina y a kanamicina para la

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

Comments for pCR®2.1-TOPO® %
3931 nucleotides ’°’lﬂn

LacZa fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC crigin: bases 3136-3809

Figura 9. Mapa del vector PCR™ 2.1-TOPO
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5.6.1 Ligacion
La reaccion de ligacion se describe en la Tabla 11.

Tabla 11. Componentes de la mezcla de reaccion de ligacion

Componente Cantidad

Producto de PCR 0.5-4.0 ul

Solucién salina 1 ul

Agua Agregar a un volumen
de 5 ul

Vector PCR™ 2.1-TOPO 1 ul

Volumen final 6 ul

5.6.2 Transformacion

Se agregaron 2 pl de reaccion de ligacion a 50 ul de células quimicamente
competentes (Escherichia coli Top 10F", provistas con el kit) y se incubaron por
5 minutos en hielo. Se aplicé shock térmico exactamente por 30 segundos a 42°C
y se incub6 en hielo durante 2 minutos para permitir la recuperacion. Se
adicionaron 250 pl de medio SOC (provisto en el kit) y se incubo durante 1 hora
a 37°C a 200 rpm.

Se espatuld 50 pl de las bacterias transformadas en cajas de medio soélido
LB selectivo con kanamicina 50 pg/mL, 40 ul X-gal (40mg/mL) y 40 ul de IPTG
(100 mM); el X-gal y el IPTG son requeridos para la seleccion 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 (50ug/mL). Se aislaron por el método
de estria entre 3 y 6 colonias de cada banda clonada y posteriormente se

procedio a la extraccion del DNA plasmidico.

5.6.3 Extraccion de plasmido por el método de lisis alcalina

1. Inocular 5 ml de medio LB-Kanamicina (50 ug/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.
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3. Adicionar 150 pl de la Solucién | [Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 Mm (pH 8.0),
EDTA 10 mM (pH 8.0)] y mezclar vigorosamente en vortex (asegurarse de
gue no queden grumos), incubar 5 minutos en hielo.

4. Agregar 100 uL de la Solucion 1l [NaOH 0.2N, SDS 1% (preparar al
momento)], mezclar el contenido invirtiendo el tubo rapidamente 5 veces.
Nota: No agitar en vortex. Incubar en hielo por 5 minutos.

5. Adicionar 200 pL de la Solucion 11 [60 mL de acetato de potasio 5M, 11.5 mL
de acido 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 uL de
sobrenadante y transferir a un tubo nuevo.

7. Afadir RNAsa [Stock 10 mg/mL] a una concentracion final de 100 ug/mL e
incubar 1 hora a temperatura ambiente.

8. Agregar 200 uL de fenol/ 200 uL de cloroformo, posteriormente centrifugar a
14000 rpm durante 5 minutos

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

10. Adicionar 2 volumenes de etanol absoluto (800 uL) + 1/10 acetato de sodio
3M (40 uL). 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 yL de agua grado PCR.

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

5.6.4 Confirmacion por PCR de inserto en el plasmido PCR™ 2.1-TOPO

Se realiz6 PCR confirmatoria para el producto de ligacién en el vector PCR™
2.1-TOPO componentes de la mezcla de reaccién de volumen final de 20 pl se
describen en la Tabla 12, el protocolo de temperatura se describe en la Tabla
13.
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Tabla 12. Composicion de la mezcla de reaccion para amplificar por PCR el fragmento de 16s
rDNA bacteriano clonado en el vector PCR™ 2.1-TOPO

Sustancia [Stock] [Reaccion] pl por reaccién

Agua 30.8

Buffer sin Mg 10X 1X 5.0

MgCl2 25 mM 5mM 10.0

dNTP’s 10 mM 0.2 mM 1.0

Taq Polimerasa 5 U/l 0.02 U/ yl 0.2

M13 F (-20) 10 uM 0.2 uM 1.0

M13 R 10 uM 0.2 uM 1.0

DNA 100 ng 1.0
Volumen total de rx 50.0

Tabla 13. Protocolo de temperatura para la amplificacion por PCR del fragmento de 16s rDNA
clonado en el vector PCR™ 2.1-TOPO

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 10 minutos

Desnaturalizacion 94°C 30 segundos

Alineamiento 53.2°C 30 segundos 25
Extension 72°C 30 segundos

Extension final 72°C 10 minutos

Una vez completado el protocolo de se confirmd la amplificacion, tamafio y
especificidad del producto por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefido
con Midori Green DNA stain. La electroforesis se realiz6 en buffer TBE 0.5X
durante 50 minutos a 80 V. EI gel se documentd bajo luz ultravioleta en el
transiluminador BIO RAD molecular Imager® con el programa Gel Doc™ XR +
and ChemiDoc. Se utiliz6 como marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA

ladder (Invitrogen).

5.6.5 Reaccion de secuenciacion del fragmento de 16S rDNA clonado en
el vector pCR®4-TOPQ®

Se realizé la reaccién de secuenciacion por PCR utilizando el kit big dye
terminator cycle sequencing v.1.1 para un volumen final de 20 ul. Por cada
muestra de DNA se preparo dos reacciones, cada uno de los oligos iniciadores
para pCR®4-TOPQ®. Para la reaccion se requiere que el DNA plasmidico esté

puro y libre de RNA. Los componentes de la mezcla y el protocolo de
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temperaturas para la reacciéon de la secuenciacion se describen en la Tabla 14y

Tabla 15 respectivamente.

Tabla 14. Composicién de la mezcla de reaccion para secuenciar

Sustancia [Stock] [Reaccién] ul por reaccion
Agua 15
Buffer de secuenciacion 5X 05X 2.0
Mix para secuenciar 20 X 1.0X 1.0
M13 F (-20)/M13 R 10 uM 0.2 uM 1.0
DNA Variable 100 ng 1.0

Tabla 15. Protocolo de temperatura para la reaccién de la secuenciacion de inserto en el vector

pCR®4-TOPOP.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 96°C 1 minuto
Desnaturalizacién 96°C 10 segundos

Alineamiento 50°C 5 segundos 25
Extension 60°C 4 minutos

Se llevd a cabo la precipitacibn con EDTA-EtOH para la limpieza de las

reacciones de secuenciacién como se describe a continuacién

1.

2
3.
4

Centrifugar brevemente la reaccion de secuenciacion

Transferir la reaccion a un tubo de 1.5 mL

Agregar 5 uL de EDTA 125 mM pH 8 y 60 uL de EtOH absoluto

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

Centrifugar 20 minutos a maxima velocidad 14000 rpm, cuidando de
marcar orientacion del tubo

Remover sobrenadante con punta inmediatamente después de
centrifugar (si se pasa el tiempo se debe volver a centrifugar). Eliminar
todo el liquido posible.

Lavar con 250 uL de EtOH al 70%
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8. Centrifugar 5 minutos a maxima velocidad 14000 rpm con el tubo en la
misma orientacion que el paso 5
9. Repetirpaso7y8

10.Remover con punta todo el sobrenadante y dejar secar

Las reacciones de secuenciacion se procesaron en la unidad de acidos nucleicos
del Departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV unidad
Zacatenco, por el método de electroforesis capilar con el sistema ABI PRISM

310 de Applied Biosystems.

5.6.6 Andlisis de los electroferogramas y asignacion 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 llevo a
cabo la inspeccién de las secuencias y un alineamiento local con el programa
vector NTI 6 (inforMax, Inc. 1994-2000). Cada secuencia obtenida se comparé
con la base de datos del NCBI a través de su herramienta en linea BLAST para

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

5.7 Secuenciamiento masivo usando la Plataforma lon Torrent (PGM)
El DNA gendmico de las muestras provenientes del reactor inoculador sulfato-

reductor y del reactor de suelos activados a diferentes dias de operacion fue
extraido usando el kit de extraccion PowerSoil® DNA (MoBio), se siguieron las
instrucciones del kit. EI DNA extraido fue amplificado con los oligos de la regién
V3 del 16S rDNA. El oligo directo (forward) fue V3-341F y el oligo reverso
(reverse) V3-518R que contenian los adaptadores para el secuenciamiento
masivo (Fierer et al., 2008; Whiteley et al., 2012). EI mix de PCE consistié de
Buffer (1X), MgClz (2 mM), dNTP’s (0.2 mM), Taq DNA polimerasa (0.025U pL-
1), oligo directo V3-341F (0.2uM), oligo reverso V3-518R (0.2uM) y DNA molde
(10 ng). La amplificacion se llevé a cabo en el termociclador Gene Amp PCR
System 2700 (Applied Biosystems). La amplificacion se llevé a cabo como se
describe a continuacion: Desnaturalizacion inicial (95°C durante 5 min), seguido
por 30 ciclos de desnaturalizacion (94°C durante 15 s), alineamiento (62°C
durante 15 s), extension (72°C durante 15 s) y extension 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 concentracion de los amplicones de PCR fueron medidos
utilizando el equipo NanoDrop (ThermoScientific). Para obtener la concentracion
y el tamafio promedio de cada amplicon de la biblioteca genémica, 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 concentracion final de 26 pM antes de llevar a cabo la amplificaciéon clonal.
La PCR de emulsién se llevo a cabo utilizando lon One Touch TM200 template
Kit V2 DL (Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante,
posteriormente se llevo a cabo el enriguecimiento del amplicon con perlas (lon
Spheres) utilizando el lon One Touch ES. El secuenciamiento se llevé a cabo
usando un Chip de 316 en el lon Sequencing 200 bp kit (Life Technologies)
acorde al protocolo de manufactura (lon 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 utiliz6 el software Torrent-Suite V 4.0.2 del lon 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 version 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 taxonomicas 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 llevo a
cabo utilizando la base de datos de Greengenes (DeSantis et al., 2006). La
abundancia de los grupos de bacterias a diferentes niveles taxonémicos (filo,

género) se explord separadamente con un andlisis de componentes principales.
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6 Resultados y Discusion

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 oOptimo para el crecimiento de los
microorganismos esti entre 6 y 8. El pH oOptimo para el crecimiento de los
microorganismos metanogénicos es de 6.5 a 7.5 (Jantsch and Mattiasson, 2004).

Tabla 16. Comportamiento de los parametros fisicoquimicos determinados en los reactores
inoculadores

Parametro RI-M RI-SR
pH () 7.69+0.25 8,02 +0.30
Noqo (%)?2 67 + 23 59 + 21
NLindano (%6)° 91+ 4.5 80+ 18.2
SSV (mg biomasa/L) 1463 + 596 1893 + 856
Factor a 0.20 £ 0.09 NA
Nsuitatos (%6)° NA 76.47+ 7.85
CHa (%) 44.66 + 23.09 32.84 +16.18

Notas: 2 Eficiencia de remocién de materia organica como DQO; b Eficiencia de remocién de
lindano; ¢ Eficiencia de remocién de sulfatos; ¢ No aplicable.

Con respecto a la remocién de materia organica en los dos reactores
inoculadores, el mayor porcentaje de remocion se presenta en el reactor
metanogeénico (67%) con respecto al reactor sulfato reductor (59%). Estos
resultados son comparables con lo reportado por Robles-Gonzélez et al.
(2008b), la remocion de materia  organica en reactores inoculadores
(aclimatados a lindano) fue de 77y 71 % para el RI-M y RI-SR respectivamente.
Kipopoulou et al. (2004) evaluaron la remocion de lindano en una planta de
tratamiento de aguas residuales utilizando lodos activados, obteniendo 73-96%

de remocion de materia organica.
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El reactor inoculador metanogénico mostré mayor remocion de lindano
91% comparado con 80% que presento el reactor inoculador sulfato reductor.
En condiciones anaerobias Boyle et al. (1999) reportan 90% de remocion de
lindano utilizando bacterias sulfato-reductoras de sedimentos marinos. En un
experimento similar a éste Robles-Gonzalez et al. (2008b) observaron 65.2 y
80.1 % de remocion de lindano en RI-M y RI-SR respectivamente.

Nagata et al. (1999) reportaron que el lindano puede ser utilizado por
Sphingomonas paucimobilis como Unica fuente de carbono y energia, sin
embargo, en algunos casos, los microorganismos son incapaces de metabolizar
compuestos xenobidticos como fuente de carbono y energia, pero pueden
transformar dicha sustancia si se les aporta un sustrato de crecimiento alternativo
(cometabolismo, Morri et al., 1997). En la presente investigacion se utiliz6 como
co-sustrato sacarosa para los RI’s anaerobios.

El coeficiente alfa se determiné en el reactor inoculador metanogénico,
debido a que este factor indica la capacidad amortiguadora del medio y es una
herramienta util para el monitoreo de reactores anaerobios metanogénicos. El
valor de a se incrementa rapidamente cuando el sistema sufre una perturbacién
acidégenica 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 remocién de sulfatos no se vio inhibida
por el contaminante. Boyle et al., (1999) reportan que la deshalogenacion del
lindano puede estar acoplada a la sulfato-reduccion, las cuales utilizan el sulfato

como aceptor de electrones.
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6.2 Actividad 2. Evaluar el desempeio de reactores de suelos activados
en ambientes secuenciales: metanogénico/sulfato-reductor utilizando

tratamiento extractivos con solvente (aceite de silicona)

6.2.1 Remocion de lindano
En esta etapa se evalio en efectos de la adicion de solvente y de la
bioestimulacion con sacarosa sobre la remocion de lindano.

La degradacion de lindano después de 30 dias se muestra en la Figura
10. En donde se observa que la presencia de aceite de silicona no tiene un
efecto positivo sobre la remocion de lindano. La remocion 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 | presenté remocion de 6%, el control Il mostré 21%, el
control 1l alcanzé 22% de remocion de lindano después de 30 dias de
incubacion, se observa que los microorganismos aclimatados a lindano fueron
capaces de sobrevivir a la presion selectiva de los microorganismos nativos del

suelo. Podemos observar que la unidad activa M-SR-C present6 mayor

remocion.
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Figura 10. Degradacion de lindano en reactores de suelos activados metanogénico/sulfato-
reductor, después de 30 dias. Simbolos: sin solvente RSA-M-SR-C, con solvente RSA-M-SR-
C-S, control abi6tico, suelo contaminado estéril + inéculo estéril, Control I, control biético, suelo
contaminado sin esterilizar + indculo estéril, Control I, Bioaumentacion, suelo contaminado sin

esterilizar + in6culo aclimatado, Control [l
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Robles-Gonzales et al. (2006), reportan que un suelo de textura arcilla limosa
contaminado con 300 mg de &cido 2,4-(diclorofenoxi) acético (2,4-D), tratados
con RSA, utilizando como aceptor de electrones Oz y SO42, en términos de tasa
de remocion especifica del herbicida a los 14 dias de incubacion, el RSA sulfato
reductor presenté una mayor tasa de remocion especifica con un valor de 9.73
mg 2,4-D/mg SSV-dia comparado con el RSA aerobio con tan s6lo un 2.72 mg
2,4-D/mg SSV-dia. Observamos que el aceptor de electrones SO42 presenta
mejores resultados en la remociones de compuestos recalcitrantes tal es el caso
en el presente trabajo y el reportado por Robles-Gonzélez et al. (2012). Por otro
lado Boophaty (2003), reportd 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 dias de operacion fueron las siguientes 80.5%, 55%, 50% y 40%
para mezcla de aceptor de electrones, sulfato reductor, nitrato reductor y
metanogénico respectivamente. La aportacion mas importante de la
investigacion antes citada fue la eficacia presentada en el uso de mezcla de
aceptor de electrones para la remocién de hidrocarburos del petréleo, otro dato
importante que las condiciones sulfato reductoras resulto ser mas eficiente que
en condiciones metanogénicas. Robles-Gonzalez (2008), que reporta la
utilizacion de RSA en ambiente simultaneo M/SR para el tratamiento de suelos
agricolas contaminados con lindano (100 mg/kg de suelo seco), mostraron
remocion de 33.8%, ademas, realizaron la utilizacion de RSA en ambiente Unico,
metanogénico y sulfato reductor, en donde las remociones alcanzadas después
de 30 dias de operacion fueron 41% y 82% respectivamente, podemos observar
que cuando el tratamiento fue simultaneo la remocién de lindano fue mas baja
que la obtenida en ambientes Unicos, esto puede ser explicado por la hipo6tesis
gue existié antagonismos entre los microorganismos metanogénicos y sulfato
reductores. Quintero et al. (2005) reportan la utilizaciéon de reactor de suelos
activados en la degradacion de isomeros de hexaclorociclohexano en
condiciones anaerobias, inoculados con lodos anaerobios (2 g SSV/L) y como
fuente de carbono utilizan acidos grasos volatiles (2 g/L), obteniendo eficiencias
de remocion de 100% para el isomero y-HCH, después de 80 dias de operacion.

Es importante destacar que el suelo tratado es un suelo arenoso, lo que facilita
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la remocion de dicho contaminante, ademas, la concentracion de biomasa es de
2 g SSV/L comparada con 0.5 g SSV/L de inoculo utilizado en la presente

investigacion.

Tabla 17. Parametros determinados en los reactores de suelos activados después de 15 dias

de operacion

Muestra pH DQO (%) Metano (%) UFC
Control | 7.57 £0.12 21.03 + 10.15 0 0

Control Il 7.45 +0.01 30.67 £ 1.89 0 2.50E+05
Control IlI 7.44 + 0.01 23.57 £ 1.01 11.77 £ 416  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

6.2.2 Metabolitos intermediarios
Se llevo a cabo la determinacion de metabolitos usando cromatografia de gases

acoplado a masas de muestras del tratamiento de reactores de suelos activados
en ambiente secuencial metanogénico/sulfato-reductor a 30 dias de operacion
se detecto clorobenceno y 1,2 diclorobenceno (Figura 11), metabolitos reportado
en la degradaciéon de lindano en condiciones anaerobias (Quintero et al 2006;

Camacho-Pérez et al., 2012).
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Figura 11. Metabolitos intermediarios en el reactor de suelos activado metanogénico-sulfato
reductor a 30 dias de operacion



Tabla 18. Uso de reactores de suelos activados para la biorremediacion de suelos contaminados con lindano

Microorganismos | Fuente de Concentracién | Matriz Condiciones Metabolitos Remocién y | Ref.
carbony inicial de - experimentales | intermediarios | velocidad de
energia/ HCH remocion
Acceptor de
electrones

Suelo
suspendido
Inoculo aclimatado (Suelo arcilloso pH 7 1 ;EC.:I.H . i 88%, en 30
. ) ,2,4-TCB; dias
a lindano Sacarosa/Sulfato 100mg/kg con alto Vt: 100 mL 123-TCB: - 2.93 mglkg*d
(500 mg SSVIL) contenido de 120 rpm ! éB B ' '
material ’
organica, 8%)
Suelo
suspendido
Inoculo aclimatado (Suelo arcilloso pH7 -82%en 30
con lindano NC/Sulfato 100mg/kg con alto Vt: 100 mL NR dias
(500 mg VSSIL) contenido de 120 rpm - 2.73 mg/kg*d
material
organica, 8%)
Suelo pH7
suspendido Vt: 100 mL CB
Inoculo aclimatado (Suelo arcilloso 120 RPM - 84% en 30
- Sacarosa / 1,2DC .
a lindano (500 mg Sulfato 100mg/kg con alto Reactor 1DCB dias
VSSI/L) contenido de trifasico: 20% ' - 2.8 mg/kg*d
. . 1,2,4-TCB
material v/v aceite de
organica, 8%) silicona
Suelo pH7
suspendido Vt: 100 mL
Inoculo aclimatado (Suelo arcilloso 120 RPM - 78% in 30
a lindano (500 mg NC / Sulfato 100mg/kg con alto Reactor NR days
VSS/L) contenido de trifasico: 20% - 2.6 mg/kg*d
material v/v aceite de
organica, 8%) silicona
Inoculo aclimatado o Suelo_ pH 7 -47% en 30
. Sacarosa/diéxido suspendido . CB .
a lindano de carbono 100 mg/kg (Suelo arcilloso Vt: 100 mL 1,2-DCB dias
(500 mg VSSIL) 120 RPM ! - 1.57 mg/kg*d

con alto
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contenido de

material
orgénica, 8%)
Suelo
suspendido
Inoculo aclimatado NC/dioxido de y-HCH (Suelo arcilloso .pH ! CB -4l % en 30
a lindano carbono 100mg/kg con alto vt 100 m. 1,2-DCB dias
contenido de 120 RPM ' - 1.37 mg/kg*d
material
organica, 8%)
Suelo pH7
suspendido Vt: 100 mL
Inoculo aclimatado L (Suelo arcilloso 120 RPM -33% en 30
a lindano Sa(éarosaédlomde Y'HCTK con alto Reactor NR dias
(500 mg VSS/L) € carbono 100mgrkg contenido de trifasico: 20% - 1.1 mg/kg*d
material v/v aceite de
organica, 8%) silicona
Suelo pH7
suspendido Vt: 100 mL
Inoculo_aclimatado NC/dioxido de 4-HCH (Suelo arcilloso 120 RPM _ - 22%3 en 30
a lindano carbono 100mark con alto Reactor trifasico NR dias
(500 mg VSSIL) gikg contenido de reactor: 20% v/v - 0.73 mg/kg*d
material aceite de
organica, 8%) silicona
Suelo
-Sacarosa suspendido H7
Inoculo aclimatado - Ambiente (Suelo arcilloso .p -16% en 30
) . y-HCH Vt: 100 mL ¢
a lindano simultaneo, 100mark con alto 120 RPM NR dias
(500 mg VSSIL) Diéxido de 9/kg contenido de - 0.53 mg/kg*d
carbono-sulfato material
organica, 8%)
Suelo
-NC suspendido H7
Inoculo aclimatado - Ambiente (Suelo arcilloso .p -34 % en 30
. ; y-HCH Vt: 100 mL .
a lindano simultaneo 100mark con alto 120 rom NR dias
(500 mg VSSIL) Diéxido de 9/kg contenido de P - 1.37 mg/kg*d
carbono-sulfato material
organica, 8%)
Inoculo aclimatado -Sacarosa y-HCH Suelo pH 7 -NR -94 % en 30
a lindano - ambiente 100mg/kg suspendido Vt: 100 mL dias
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(500 mg VSSI/L) simultaneo (Suelo arcilloso 120 RPM - 2.17 mg/kg*d
electron con alto Reactor
Diéxido de contenido de trifasico: 20%
carbono-sulfato material v/v aceite de
orgénica, 8%) silicona
-NC Suelo pH7
- Aceptores de suspendido Vt: 100 mL
Inoculo aclimatado elef:)trones "HCH (Suelo arcilloso 120 rpm -90% en 30
a lindano (500 mg simultaneo 1(;{Om Ik con alto Reactor trifasico -NR dias 2
VSSI/L) o gikg contenido de Aceite de -2.17
di6xido de material silicona: 20%
carbono-sulfato e e
organica, 8%) viv
- Sacarosa Suelo
- Aceptor de suspendido
Inoculo aclimatado electrones (Suelo arcilloso pH 7 CB - 66% en 30
a lindano secuencial, 100 mg/kg con alto Vt: 100 mL 12-DCB dias 4
(500 mg VSS/L) dioxido de contenido de 120 rpm ' - 2.2 mg/kg*d
carbono-sulfato material
organica, 8%)
-NC Suelo
. - Aceptores de suspend_|do
Inoculo aclimatado (Suelo arcilloso pH7 - 98% en 30
. electrones . PCCH .
a lindano simultaneo 100 mg/kg con alto Vt: 100 mL 124-TCB dias 3
(500 mg VSSIL) o contenido de 120 RPM o - 3.3 mg/kg*d
dioxido de .
carbono-sulfato rf‘a.te“a'
organica, 8%)
- Sacarosa SUEIO. pH 7
- Aceptores de suspendido Vt: 100 mL
Inoculo aclimatado ele(F:)trones (Suelo arcilloso 120 RPM -54% en 30
a lindano (500 mg simultaneo 100 mg/kg con alto Reactor NR dias 4
VSSI/L) o contenido de trifasico, Aceite -1.8 mg/kg*d
dioxido de . "
material de silicona 20%
carbono-sulfato L
organica, 8%) viv
-NC pH 7
- Aceptores de Aceptores de Vt: 100 mL
Inoculo aclimatado electrones electrones 120 RPM -93% en 30
a lindano simultaneo 100 mg/kg simultaneo Reactor NR dias 3
(500 mg VSS/L) dioxido de dioxido de trifasico, aceite - 3.1mg/kg*d
carbono-sulfato carbono-sulfato | de silicona 20%
viv
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Lindano
- 30% en 30
Inoculo aclimatado 100 mg/kg dias
; -NC ) Aceptores de pH7
a Ilnda_rlo y - Nitrato Lindano electrones, Vt: 100 mL NR -1 mg/_klg*d 5
paration 100 mg/kg nitrato 120 rpm Paration
(500 mg VSS/L) paration - 40% en 30
dias
-1.3 mg/kg*d

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 quimica de oxigeno; NC: Sin suplementacién de fuente de carbono; ND: No detectado; NR: No reportado; PCCH: Pentaclorociclohexano; Vt: Volumen de trabajo; SSV: Solidos suspendidos

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

Pérez et al., 2012b; Cruz-Goémez, 2012
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6.3 Actividad 4. Evaluaciéon de la remocién de lindano y produccion de
bioelectricidad en un RSA-EBQ

6.3.1 1° Experimento (Suelo, 66%)

6.3.1.1 Determinacidn de la resistencia interna
La resistencia interna es un factor importante en la caracterizacion 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, “maxima
potencia producida por una fuerza electromotriz’, una celda de combustible
microbiana operada bajo una resistencia externa igual a su resistencia interna
resultara por consecuencia en un valor de maxima potencia generada (Halliday
et al., 2004; Poggi-Varaldo et al., 2009; Sathish-Kumar et al., 2012a; Vazquez-
Larios et al., 2010; Vazquez-Larios et al., 2011a).

El circuito equivalente obtenido del diagrama de Nyquist (Figura 12) tiene
una resistencia anddica R1= 2064 (Q, resistencia catddica R3= 192 Q y
resistencia electrolito/membrana R2= 7 Q, la resistencia interna total fue de 2263
Q). Comparado con otras celdas microbianas de suelo, la resistencia determinada
en el presente trabajo es mas baja que 10 kQ 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 organica, el anodo fue de tela de carbén con 16 cm?
de area de superficie y el catodo fue de tela de carbdn cubierta de un lado con
0.5 mg de Pt/cm? (Tabla 19). Por otro lado, nuestra resistencia interna fue mas
alta que la reportada por Wang et al. (2011) y Huang et al. (2011). Wang et al.
(2011) reportaron que su investigacion consistié, en una celda microbiana de
suelo un tubo en forma de U, el catodo fue aireado y usaron un suelo franco
limoso, los anodos y los catodos fueron de malla de carbon y fueron conectados
entre si en paralelo. El catodo fue cubierto con 0.1mg/cm? de platino. Wang et
al. (2011) reportaron una resistencia interna de 1000 Q; el suelo tratado fue
contaminado con 28.33 g de hidrocarburos totales de petroleo/kg de suelo.
Observaron 15% de remocién del contaminante durante 25 dias de operacién en
lote. Por otro lado, Huang et al. (2011) determinaron una resistencia interna de
100 Q 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 anodo fue una capa de fieltro
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de carbo6n (15.0 cm x 12.5 cm x 0.5 cm) y el catodo fue tela de GORE-TEX (15.0
cm x 12.5 cm), cubierta con pintura basada en Ni (7.0 g) y una solucién de Pt/C
mezclada con Nafion (0.094 g). Ellos observaron 90.1% de remocion de fenol en
10 dias de operacion. 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 hidrofébico
(Camacho-Pérez et al., 2012; Robles-Gonzalez et al., 2012).
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Figura 12. Diagrama de Nyquist y circuito equivalente del reactor de suelos activados
electrobioquimico en el Experimento 1 (suelo, 66%)
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Tabla 19. Uso de celdas de combustibles microbianas de suelo para la generacion de electricidad y/o biorremediacién de contaminantes

membrana
- RE: 1000Q

g/kg de suelo

Configuracion del | Caracteristicas | Sistema del electrodo Eficiencias - Voltaje Ref
reactor del suelo vy - Potencia maxima
contaminante - DQO (%) - Potencia
- Coulombi- | volumétrica
métrica (%) | maxima
- Remocion del
contaminante
Cilindro: -Carbdn - Anodo: Tela de carbon (8 x 1 cm), 16 cm2de area | - NR -22mV 1
-D:2.2cm organico:11. de superficie -NR - 0.03mW/m?
-h:10cm 1% - Cétodo: Tela de carbén (8 x 1-cm) cubierta por - 1.27mW/m3
- RE : 10kQ - Textura: Franco | un lado con 20% platino (0.5 mg/cm?) -NA
- Membrana de limoso - Membrana de intercambio catiénico (CMI-7000,
intercambio catiénico Membranes International, Inc.)
- Sistema de CCM de | - Textura: Franco | - Anodo: Malla de carbon -NR - 155 mV 2
suelo, tubo en forma de U | limoso - Catodo: Malla de carbén, 0.1 mg/cm?Pt -NR - 0.85 mW/m?
con catodo aireado, los | - Hidrocarburos | - Anodos y catodos fueron conectados en paralelo
electrodos fueron | totales del -15.2%
insertados en una | petréleo: 28.3




-Tubo de PVC (20cm | - Suelos | -Anodo: Una capa de fieltro de carbén -NR - 150 mV
longitud x10 cm | anegados (15.0cm x12.5cm x 0.5cm) -3.7 - 29.45 mW/m?2
diametro) contenido 250 | - SDQO (mg/L): | -Catodo: Telade GORE-TEX (15.0cm x 12.5cm), - 0.56 mW/m3
mL de suelo de arrozales. | 430 cubierto con un pintura basada en Ni (7.0g) y un -90.1%
El suelo fue cubierto con | - TCOD (mg/L): | solucién de Pt/C mezclada con Nafion (0.094q)
3.0 cm de agua 35 500
- RE: 100Q - TOM (%, dry
soil): 3.17
- Fenol : 80mg/L

- Columnas de plexiglas | - Sedimento - Anodo : Dos cilindros de acero inoxidable (80 | - NR -16.8 mV
(Volumen 4-L, 12cm x | - Fenantreno: 10 | malla x 1mm espesor) -NR - 0.14 mW/m?
35cm, d x h) con 1600g | mg/kg sedimento | - Catodo: Un cilindro de acero inoxidable (9.6 cm - 1.08x10% mW/m3
sedimento humedo e | seco x 4cm, d x h) -Fenantreno: 99%
inundando con 1L de | - Pireno 5mg/kg | - No applicable - Pireno: 95%
agua sedimento seco
- RE: 100Q
- Envase de PET, |-Sueloagricola |- Anodo: Tela de carbon circular, el area total | -NR -NR
Volumen 1L geométrica fue de 81.07 cm? -NR - 42.49 mW/m?
- RE: NR - Catodo: Fieltro de carbon , Diametro de 8.8 cm,

espesor de 1.27cm, 1.91 cm , tiras de tela de

carbon tejidas en la parte superior

- No reportado
-Cilindro de plexiglas 6 | - Suelo agricola | - Anodos: Discos de grafito (5cm D x 0.5 cm) 76 - 330 mV
cm de didmetroy 8 cm de | con alto | - Catodo: Tela de carbon toray (7cm D) 15 -25 mW/m?
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altura, volumen 308mL
-RE: 560Q

contenido de
material organica
y arcilla (8%)

- Lindano:

100 mg/kg de

suelo seco

- Membrana de intercambio catiénico (Nafion 117,
cubierta con 0.5 mg/cm? de platino, Pt 10wt%/C-
ETEK)

- 634 mW/m?2

-78%

- Potencia: 4.3 x 106
J/ tonelada de suelo
(30d)
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Notas: CO: Contenido organico, 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 investigacion
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6.3.1.2 Desempefio del reactor de suelos activados
electrobioquimico

El EBQ alcanzo6 un voltaje aproximado de 330 mV a los 7 dias de operacion.
(Figura 13, Tabla 20), donde la densidad de potencia normalizada por la
superficie anddica fue de 6.6 mW/m? y la potencia volumétrica fue de 165
mW/m3. El voltaje permanecié constante hasta los 20 dias de operacion,
después el voltaje bajo hasta 240 mV. La remocidén de materia organica fue alta
(72% como DQO soluble) en contraste la eficiencia coulombimétrica fue baja
(5.4%).
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Figura 13. Generacion de electricidad por el reactor de suelos activados electrobioquimico
durante la operacion en lote durante 30 dias en el Experimento 1 (suelo, 66%)
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Tabla 20. Desempefio promedio del reactor de suelos activados electrobioquimico en el
Experimento 1 (suelo, 66%)

Parametro Valor
NLindano (%) 30.25 + 6.33
Pan-max (MWm-2) 6.62
Pv-max (MWm-3) 165.31
Eeso-max (V) 0.33
lEBQ-max (MA) 0.15
PeBQ-max (MW) 0.05
P an-prom (MWmM-2) 4,12 £1.35
Pv-prom (MWm?-3) 103+ 34
Eego-prom (V) 0.26 + 0.07
lEBQ-prom(MA) 0.12 +0.03
PeBQ-prom (MW) 0.03+0.01
nogo (%) 72.36 + 15
Nsufato (%) 22.07+0.01
6.3.1.3 Remocion de lindano y metabolitos intermediarios

El EBQ mostré 30% de eficiencia de remocion de lindano al final de 30 dias de
operacion en lote. Huang et al. (2011) observaron 90% de remocion de fenol en
10 dias de operacién en una celda de combustible microbiana de suelo. Nuestros
resultados fueron relativamente bajos. Sin embargo debemos de considerar que
el log del coeficiente de particién octanol-agua del fenol es 1.46 y el del lindano
es 3.6, esto hace que el lindano sea menos biodisponible, mas téxico y menos
soluble que el fenol. Ademas, ha sido reportado en literatura que una gran
variedad de bacterias usan fenol como fuente de carbono y energia, sin embargo
el lindano es menos biodegradable (Camacho-Pérez et al., 2012; Quintero et al.,
2005; Robles-Gonzalez et al., 2012; Singh and Fulekar, 2007; Swapna et al.,
2002). Al final del tiempo de operacién, no se detectaron metabolitos

intermediarios por GC-MS, de la ruta de degradacion de lindano (Figura 14).
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Figura 14. Detencion por GC/MS de lindano y metabolitos intermediarios en el reactor de
suelos activados al final de tiempo de operacion (30 dias) en el Experimento 1 (suelo, 66%)
(Los picos a tiempo de retencién 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).

6.3.2 290 Experimento (Suelo, 33%)

6.3.2.1 Determinacion de la resistencia interna

La curva de polarizacion y la variacion de potencia con la intensidad de corriente
del EBQ a tiempo 0 dias se muestran en la Figura 15a y 15b respectivamente.
Los valores obtenidos por el método de la curva de polarizacion fueron 2046,
1288, 897 y 255 Q para la cara A, cara B, conexion en serie y en paralelo
respectivamente (Tabla 21). La potencia volumétrica maxima fue obtenida
cuando la conexion fue en paralelo (739 mW/m?3) seguido por la cara B conexién
en serie y cara A con 421, 340 y 86 mW/m? respectivamente.

Después de 7 dias de operacion se llevd a cabo otra caracterizacion del
reactor. La resistencia interna disminuyo significativamente comparado con la
primera caracterizacion. Los valores obtenidos fueron los siguientes 140, 339,
442, 102 Q para la cara A, cara B la conexién en serie y en paralelo
respectivamente (Figura 15c y 15d, Tabla 21). La potencia volumétrica maxima
fue obtenida cuando la conexion fue en paralelo (1531 mW/m?3, Tabla 21, Figura

15); esto fue dos veces mayor que la potencia volumétrica maxima obtenida en
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la caracterizacién a 0 dias. Las caracteristicas mejoraron, esto puede ser una
consecuencia del incremento de la actividad microbiana resultado del
enriquecimiento de la biopelicula en el &nodo (Lu et al., 2009). La resistencia
interna fue mas pequefa que 10 kQ 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 organico, el anodo era tela de carbon
con 16 cm? de area de superficie y el catodo fue tela de carbén cubierto por un
lado con 0.5 mg de Pt/cm? (Tabla 19) Ringelberg et al. (2011).
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Figura 15. Caracterizacion del reactor de suelos activados electrobioquimico en el Experimento
2 (suelo, 33%) a 0 dias de operacion (a) Curva de polarizacion, (b) Densidad de potencia; a 7
dias de operacion: (c) Curva de polarizacion, (d) Densidad de potencia.
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Tabla 21. Caracterizacion del reactor de suelos activados electrobioquimico a 0 y 7 dias de
operacion, Experimento 2 (suelo, 33%)

Parametro Cara A CaraB Serie Paralelo
Tiempo (dias) 0 7 0 7 0 7 0 7
Rint (Q) 2046 140 1288 339 897 442 255 102

Pan-max (MWm-2) 6.88 9660 33.72 16.32 13.60 13.93 29.57 61.27
Pv-max (MWm-3) 86 1207 421 204 340 348 739 1531
[eBQ-max (MA) 0.49 1.93 1.14 0.79 1.02 1.03 1.50 2.17
Eesg-max (V) 0.39 041 0.38 0.35 0.45 0.49 0.46 0.44
Pegq-max (MW) 0.03 0.37 0.13 0.06 0.10 0.11 0.23 0.47

Pan-prom (MWm2) 272  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
leBQ-prom(MA) 0.09 0.30 0.15 0.15 0.20 0.19 0.02 0.33
Eegq-prom(V) 0.22 0.34 0.26 0.25 0.33 0.34 0.37 0.38

Pegq-prom(MW) 0.01 0.08 0.02 0.02 0.04 0.03 0.07 0.09

Notas: Rint: Resistencia interna; Pan, Densidad de potencia dnodica; Pv, Potencia volumétrica; Eesq,
voltaje; Iesq, Intensidad de corriente; Pescr, Potencia. Subindices: max, maximo; prom, promedio

Por otro lado, Wang et al. (2011) reportaron valores de 1000 Q, trabajaron con
una CCM de suelo con un tubo en forma de U y el catodo fue aireado, con un
suelo franco limoso, los anodos y catodos fueron de malla de carbon y fueron
conectados en paralelo, el catodo fue cubierto con 0.1 mg/cm? de Pt. Por otro
lado la resistencia interna obtenida en nuestro trabajo cuando la conexion fue en
paralelo fue similar a la reportada por Huang et al. (2011), determinaron una
resistencia interna de 100 Q 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
anodo fue una capa de fieltro de carbon (15.0 cm x 12.5 cm x 0.5 cm) y el catodo
fue tela de GORE-TEX (15.0 cm x 12.5 cm), cubierta con pintura basada en Ni
(7.0 g) y una solucion de Pt/C mezclada con Nafion (0.094 g).

6.3.2.2 Desempefio de un reactor de suelos activados
electrobioquimico

La Figura 16 muestra la generacién de voltaje en el transcurso del tiempo del
EBQ cuando los anodos y los catodos del EBQ fueron conectados en paralelo,
mientras que el desempefio promedio se observan en la Tabla 22. El voltaje del
EBQ a circuito abierto (primeras 20 horas) fue aproximadamente 530 mV (Fase

). El voltaje permanecié estable cuando el reactor fue operado con una
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resistencia externa de 120 Q (primeras horas de la fase Il); sin embargo el voltaje
disminuyo menos que 200 mV. Se procedio a re-establecer las condiciones de
operacion a circuito abierto (fase IllI) donde un incremento esperado de voltaje
ocurrid. Subsecuentemente, en la fase IV, el reactor fue operado con una
resistencia externa de 220 Q) y drasticamente se observd una disminucién del
voltaje. De nuevo se re-establecieron las condiciones de operacion a circuito
abierto (fase V). La fase VI fue operada con una resistencia externa de 560 Q.
Aproximadamente a los 8 dias de operacion, el contenido del reactor fue
mezclado por burbujeo con nitrdgeno, una vez al dia durante 10 minutos
(agitacion neumatica). Se observd que el voltaje del reactor primero
incrementaba a un voltaje maximo 350 mV y luego disminuia, esta disminucion
fue significativa después de cada episodio de mezclado (entre 100 a 200 mV,
Figura 16, dia 8 a 15). Debido a las dificultades neuméticas e hidraulicas del
mezclado, se decidid en el dia 15 que el contenido del reactor fuera mezclado
con una agitadora orbital a baja velocidad (100 rpm). Interesantemente el voltaje
se establecio alrededor de 300 mV.

El cambio del tipo de mezclado fue implementado con suplementacion de
sustrato 2 g/L (sacarosa: acetato de sodio: lactato) que fue usado como fuente
de carbono en el EBQ a 15 dias de operacién. La generacion de electricidad
inicio a incrementarse y alcanzé un voltaje de aproximadamente 303 mV (Figura
16). En este periodo, la densidad de potencia normalizada con respecto al area
del &nodo fue de 21.3 mW/m?y el promedio de la potencia volumétrica fue de
531 mW/m3. Aproximadamente 20 dias de operacion, el reactor alcanz6 un
voltaje maximo de 329 mV y la potencia volumétrica de 629 mwW/m? (Tabla 22);
el voltaje remanente se mantuvo constante hasta el dia 24. Después, el voltaje
disminuyo de nuevo a 260 mV. En el dia 25 el EBQ fue alimentado con 2 gDQO/L
de sustrato y alcanz6 un voltaje de 321 mV, a 28 dias de operacion el voltaje
disminuy6 a 280 mV. El voltaje maximo fue de 330 mV y la potencia maxima de
25 mW/m?, las cuales fueron mas altas que las reportadas por Wang et al. (2011),
155 mV y potencia maxima de 0.85 mW/m?, para una celda cargada con suelo
contaminado con hidrocarburos totales del petroleo (Tabla 19).
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Figura 16. Generacion de electricidad en el reactor de suelos activados electrobioquimico
durante la operacion en lote durante 30 dias en el Experimento 2 (suelo, 33%). La adiccion de
sustrato esta indicado por los circulos rojos. Fase I, circuito abierto; Fase |, circuito cerrado con
una resistencia externa de 120 Q; Fase lll, circuito abierto; Fase IV, circuito cerrado con una
resistencia de 220 Q; Fase V, circuito abierto; Fase VI, resistencia externa de 560Q.

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/m?) y un voltaje
bajo (150 mV) en el tratamiento de un suelo inundado contaminado con fenol
(Tabla 19).

El EBQ exhibié un bono, ademas de la biorremediacién de suelo, la generacion

de bioelectricidad. Esto ultimo fue estimado con la ecuacion 3
Eproducida (MJ/tonelada de suelo)= Pprom (W)*(30 d*24 h/d*3600 s/h)/0.0001 tonelada de suelo 3)

E es la energia producida en MJ/ tonelada de suelo, donde Ppom €S la potencia
promedio en 30 dias de operacion, 24 h/d y 3600 s/h son factores de conversion
para convertir el tiempo de dias a segundos; 0.0001 toneladas de suelo es la

masa de suelo en el reactor de suelos activados electrobioquimico a escala
laboratorio.
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Tabla 22. Desempefio promedio del reactor de suelos activados electrobioquimico en el
Experimento 2 (suelo, 33%)

Parametro Valor
TNLindano (%) 78.25
Rint (Q) 560
Pan-max (MWm-2) 25
Pv-max (MWm-3) 634
Eesq-max (V) 0.33
leBQ-max (MA) 0.59
Pesgomax (MW) 0.20
Ncoul (%0) 15.17
noQo (%) 76.35

Notes:nLindano: €ficiencia de remocion de lindano; Rint: resistencia interna; Pan, densidad potencia anddica;

Pv, potencia volumétrica; Eescr, voltaje; Iesq, intensidad de corriente; Pesq, potencia; ncou (%): Eficiencia

coulombimétrica.npqo, eficiencia de remocién de materia organica como DQO; Subindices: max, maximo;
prom, promedio.

La E fue 4.3 Mj/tonelada de suelo durante 30 dias de operacion. Esta energia
parcialmente ofrece la potencia requerida para el mezclado del EBQ y RSA
tipicos. Por ejemplo, los requerimientos de potencia para el mezclado son
determinados empiricamente y pueden ser estimados de las especificaciones de
manufactura de los equipos. La potencia tipica requerida para un mezclado
completo se encuentra en el rango de 20 a 50 kW/1000 m? para suspensiones
moderadamente gruesas (Eweis et al., 1998). Un valor intermedio fue elegido,
35 kw/1000 m3.

Los célculos fueron realizados con suposiciones similares a la ecuacion 3, la
energia requerida para mezclar durante 30 dias de operacién en lote, se da en

la ecuacion. 4.

Emezclado = 35 (W/m?3)*(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 energia
requerida para el mezclado.

6.3.2.3 Remocion de lindano y metabolitos intermediarios
La remocion de lindano alcanzada en el EBQ fue de 78%, la remocion de control

bidtico (vivo) y control abiotico fueron de 80 y 3 % respectivamente. Los
principales metabolitos debido a la degradacién de lindano en el EBQ fueron
detectados por analisis 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), vy
clorobenceno (CB) (Figura 17).
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Figura 17. Detencion por GC/MS de metabolitos intermediarios en el reactor de suelos
activados electrobioquimico al final del tiempo de operacién (30 dias) en el Experimento 2
(suelo, 33%).

La remocién de lindano observada en nuestro EBQ es comparada muy
favorablemente con remociones de lindano reportadas en literatura para
reactores de suelos activados estandar. Algunos experimentos con RSA
inoculados con Pandorea sp., en anaerobiosis presumiblemente operado 9
semanas ha sido reportado (Okeke et al., 2002). La concentracion inicial fue de
100 mg/kg; ellos encontraron remociones de 59.6% de y-HCH. Quintero et al.
(2005) trataron un suelo arenoso contaminado con una mezcla de isémeros o, f,
vy y 6-HCH (100 mg/kg de cada isdmero) en RSA anaerobio. Se suplemento
almidon, 2 g/L cada 3 dias. Encontraron remociones muy cercanas al 100% para
los isbmeros a y y-HCH y 65 a 70 % para B y 6-HCH respectivamente. Por otro
lado, la biorremediacion de un suelo pesado contaminado con 100 mg/kg de
lindano en reactores de suelos activados en condiciones sulfato-reductoras

(Robles-Gonzélez et al., 2012). Reportaron remocion 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 dias de operacion. Robles-Gonzalez et al. (2012) demostraron que
en el reactor de suelos activados con dioxido de carbono como aceptor de
electrones, la remocion de lindano fue aproximadamente de 41-47% (Tabla 6).
El RSA fue operado con condiciones similares de operacion (Caracteristicas
fisicoquimicas del suelo, pH, temperatura, agitacion, concentracion de suelo),
excepto que en nuestra investigacion se uso la tecnologia de un reactor de
suelos activados electrobioquimico. En otros estudios de nuestro Grupo de
investigacion, se han llevado a cabo experimentos con reactores de suelos
activados en condiciones sulfato reductoras; se han reportados remociones de
v-HCH de 78 % en 30 dias que fue la misma cantidad de remocion observada en
nuestros experimentos usando una concentracion de suelo de 33% (Varo-
Arguello et al., 2012).

La degradacion de isbmeros de HCH en los reactores de suelos activados
en condiciones anaerobias fue reportado (Quintero et al., 2005). En esta
investigacién 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 concentracion de los
metabolitos indica que los compuestos intermediarios no son acumulados y ellos
proceden ademas a la degradacion a CB, producto final en el mecanismo de
degradacion. Por otro lado se ha observado la degradacion total de o-HCH en
un suelo contaminado después de 3 dias de incubacién en ambiente anaerobio
(Quintero et al., 2006); en esta investigacion usaron una concentracion inicial de
100 mg/kg de suelo, inoculado con una concentracion alta de lodos anaerobios
metanogénicos (8 g SSV/L en el biorreactor), almidon (2 g DQO/L) como donador
de electrones y fue operado semi-continuo. Durante la degradacion, 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 generacién de monoclorobencenos y benceno
como principales metabolitos intermediarios (Boyle et al., 1999). Similarmente,
en esta investigacion se detectd clorobenceno a 30 dias de operacion del EBQ
inoculado con inoculo sulfato-reductor. Por otro lado en nuestro Grupo de trabajo
(Ortega-Martinez et al., 2012) reportaron que las clonas encontradas en un
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consorcio sulfato reductor fueron Clostridia, &-Proteobacteria (bacteria
electroquimicamente activas) y Firmicutes, donde Clostridia son reconocidas
como bacterias electroquimicamente activas.

La remocion alta obtenida en nuestro trabajo en solamente 30 dias de
operacion del EBQ son muy prometedoras: este logro de remocién de lindano es
similar a lo obtenido en reactores de suelos activados convencionales, sin
embargo el uso de EBQ presenta un bono adicional de generacién de
bioelectricidad. Asi, EBQ emerge como una tecnologia rapida y atractiva para la
degradacion de plaguicidas y remediacion 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 afios (Garcia-de
la Parra et al., 2012; Mackay et al., 1992). En particular, lindano tiene un
promedio de vida media de 2.6 afios en el suelo, dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo (textura, materia organica, profundidad)
asi como las condiciones ambientales (Commission for Environmental
Cooperation, 2005).

6.3.2.4 Caracterizacion del consorcio microbiano usando el equipo
lon Torrent (PGM)

La Figura 18 muestra la composicion de la comunidad microbiana obtenida del
inoculo sulfato reductor y del reactor de suelos activados electrobioquimico a
diferentes dias de operacién. Las mas representativas fila (phyla) fueron
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Sinergistetes.

Kim et al. (2013) realizarbn un andlisis 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 catodo aireado, ensamble
membrana-electrodo combinado en reactores tubulares. La celda microbiana fue
inoculada con lodos de un digestor anaerobico.

En el reactor de suelos activados electrobioquimico, los géneros mas
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 dias de operacion (Tabla 22). Trichococcus
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ha sido reportado en biocatodo autétrofos en otros sistemas bioelectroquimicos
(Zaybak et al., 2013). Trichococcus ha sido identificado como bacteria anaerobia

facultativa (Kim et al., 2013)
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Figura 18. Identificacion a nivel filo de la comunidad microbiana en el reactor de suelos
activados electrobioquimico
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Tabla 23. Identificacion a nivel de género de todas las secuencias de la operacién en lote del reactor de suelos activado electrobioquimico (se presentan solo

las abundancias de género superiores al 1% y todas las otras secuencias se incluyen en “otros”)
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Genero/Tiempo (Dias) INSR ' 0O 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 21 6.7 2.3
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 3.4 2.1 51 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 21 1.9 2.2
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium 3.3 3.8 2.3 34 2.7 21
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Proteiniclasticum 14 9.2 0.7 1 0.2 4
Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae 16.8 3.1 5.4 5.7 4.9 55
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae 2.6 1.6 3 2.8 2.4 2.9
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Faecalibacterium 6.1 25 5.3 4.5 35 4.1
Firmicutes Clostridia Clostridiales [Tissierellaceae] Tissierella_Soehngenia 2.9 1.5 1.3 1.8 0.9 15
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 11
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 21
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 0 2.2 0.1 0.1 0 3.1
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 0 1.9 25 0.6 0.5 1.4
Synergistetes Synergistia Synergistales Thermovirgaceae 9 6.6 15 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



@ |72

6.3.3 3° Experimento (Suelo, 33%, Tween 80)

6.3.3.1 Ensayo de desorcién 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
desorcion de lindano del suelo usando diferentes concentraciones. Cuando la
concentracion de Tween 80 es de 2000 mg/L (333 CMC) aproximadamente se

logra un 9% de desorcion de lindano del suelo.
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Figura 19. Ensayo extractivo con Tween 80
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6.3.3.2 Determinacién de la resistencia interna

Al inicio de la operacion del RSA EBQ se opero a circuito abierto con la finalidad
gue el sistema se estableciera, posteriormente el anodo se conecto con el catodo
através de una resistencia externa variable (100- 1MQ) 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 caracteristicas esenciales, ya que de acuerdo
con el Teorema de Jacobi de la maxima potencia generada por una FEM, un
RSA EBQ operado bajo una resistencia externa igual a su resistencia interna

dara la potencia maxima (Halliday et al., 2005).

Bajo esta consideracion, se llevé a cabo la curva de polarizacion del RSA
EBQ, esto es, el voltaje de la celda y la intensidad de corriente en funcion de un
valor de resistencia externa.

El voltaje se midio a través de un multimetro 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 polarizacion fueron 5560,
6022, 12419, 3845 Q para cara A, cara B, conexion en serie y conexion en
paralelo respectivamente (Tabla 23). La potencia volumétrica maxima fue
obtenida cuando las conexiones fueron en paralelo (60.55 mW m-3), seqguida por
conexion en serie, cara A, y cara B con 38, 11.86, 10.72 mW m?3
respectivamente.

Después de 7 dias de operacion, se llevd6 a cabo de nuevo la
caracterizacion del reactor de suelos activados electrobioquimico. La resistencia
de interna disminuyo comparado con la primera caracterizacion. Los valores
fueron aproximadamente de 4652, 3867, 1041, 804Q para cara A, cara B,
conexién en serie y conexion en paralelo respectivamente (Tabla 23).

La potencia volumétrica maxima fue obtenida para la conexion en paralelo
(373.57 mW m3, Tabla 23), la potencia fue alrededor de 5 veces mas alto que
en la caracterizacion del dia 0. El mejoramiento de la caracterizacion del reactor
de suelos activados electrobioguimico puede ser debido al incremento de la
actividad microbiana debido al resultado del enriquecimiento de la biopelicula en
el &nodo (Lu et al., 2009).
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Tabla 24. Valores de diversas variables de la caracterizacion del reactor de suelos activados
electrobioquimico

Parametro Cara A Cara B Serie Paralelo
Tiempo (Dias) 0 7 0 7 0 7 0 7
Rint (Q) 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
leBQ-max (MA) 0.11 0.67 0.08 0.55 0.07 0.72 0.11 0.93
Eegq-max (V) 0.31 0.57 0.32 0.58 0.50 0.60 0.54 0.59
Pesg-max (MW) 0.004 0.05 0.01 0.03 0.01 0.11 0.02 0.11
Pan-prom (MWm-?) 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

lesg-prom (MA) 0.02 0.11 0.02 0.09 0.03 0.18 0.05 0.18
Eesq-prom (V) 0.13 0.30 0.13 0.31 0.21 0.38 0.25 0.39
Pego-prom (MW) 0.001  0.18 0.001  0.015  0.004 0.03 0.007 0.04

Notas: Rint: resistencia interna; PAn: densidad de potencia anddica; PV: potencia volumétrica;
Eesq: Voltaje; lesq: intensidad de corriente; Pesq: potencia; Sub-indices: max: maximo; prom:
promedio.
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La resistencia interna fue mas pequefia que el valor de 10 kQ 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
orgénica, el anodo fue tela de carbén (16 cm? de superficie) y el catodo fue tela
de carboén recubierta de un lado con 0.5 mg Pt cm. Por otro lado Wang et al.
(2011) reportaron valores de 1000Q. Wang et al. (2011) trabajaron con una de
tubo en forma de U, el &nodo y el catodo fueron de malla de carbdn y fueron
conectados en paralelo. El catodo fue recubierto con 0.1mg cm2 Pt.

6.3.3.3 Desempefio del reactor de suelos activados electrobioquimico
El RSA EBQ fue operado en lote a temperatura ambiente. Primero se midi6 el

voltaje a circuito abierto durante 11 h, el voltaje promedio fue de 666 mV (Figura
20). Después se procedio a cerrar el circuito del reactor con la resistencia externa
determinada en la seccion 6.1.1 y conectada en paralelo. Al conectarse la
resistencia externa (3300Q) el voltaje disminuyo, con un valor promedio de 245
mV. Posteriormente se procedi6 a determinar la resistencia interna del RSA EBQ
y se obtuvo que la resistencia interna fue de 820Q, el voltaje promedio fue de
420 mV, con una potencia volumétrica promedio de 742 mW m-3,

La Tabla 24 muestra los maximos y el promedio de las variables de
pardmetros del reactor de suelos activados electrobioquimico operado en lote
durante 30 dias.

El voltaje maximo del RSA EBQ (585 mV) y la potencia méaxima (108 mW
m-2) fueron mas altos que lo reportado por Wang et al (2011) (155 mV y potencia
maxima 0.85 mW m-) trabajaron con una celda con suelo contaminado con
hidrocarburos del petroleo. 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-2y voltaje bajo de 150 mV en el tratamiento de un suelo

contaminado con fenol.
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Tabla 25. Parametros evaluados en la operacion del reactor de suelos activados
electrobioquimico

Parametro

Pan-max (MWm-?) 108
Pv-max (MWm-3) 1357
EBQ-max (V) 0.58
lEBQ-max (MA) 0.71
PeBo-max (MW) 0.42
Pan-prom (MWmM™?) 54 +30
Pv-prom (MWm-3) 685 377
Eesq-prom (V) 0.42:012
leBQ-prom (MA) 0.47 +017
PEBQ-prom (MW) 0.21 +011

Notas: PAnN: densidad de potencia anddica; PV: potencia volumétrica; Eesq: Voltaje;
lesq: intensidad de corriente; Pegq: potencia; Sub-indices: max: maximo; prom: promedio
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Figura 20. Dinamica de operacion del reactor de suelos activados en lote durante 30 dias de
operacion. La adicién de sustrato es indicada por el circulo rojo. Fase I, circuito abierto; fase II,
circuito cerrado con resistencia externa de 3300Q; fase lll, circuito abierto; fase IV, circuito
cerrado con resistencia externa de 820Q.
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6.3.3.4 Determinacioén de lindano
Durante la operacién en lote, el RSA EBQ mostroé 56% de remocion de lindano y

en el control bidtico la remocion fue de 72%. Inesperadamente la nlindano fue
mas baja que en el RSA EBQ operado sin tensoactivo. Esto puede ser adscrito
a la influencia del incremento de la materia organica degradable suministrada en
el experimento. En efecto, fueron cuatro fuentes de materia organica degradable:
materia organica 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 energia por una variedad de cultivos mixtos. Un exceso de
materia organica disponible podria haber afectado el consumo de lindano por la

comunidad microbiana.
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6.4 Caracterizacion microbiana del reactor de suelos activados
electrobioquimico por DGGE

6.4.1 Extraccion total de DNA

A continuacion se muestran los resultados del seguimiento de las comunidades
microbianas del reactor de suelos activados electrobioquimico (Inoculo sulfato
reductor y Tween 80, 3°" Experimento). En la Figura 21 se muestra el gel de
agarosa en donde se analizé la extraccion de los acidos nucleicos, en la Tabla
25 se muestra la concentracion y pureza del DNA extraido.
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Figura 21. Extraccion de DNA (Gel de agarosa al 1%)
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Tabla 26. Concentracion y pureza del DNA extraido de las muestras
provenientes del RSA EBQ

Carril Muestra Concentracion (ng/ul) Azeo  AzsoA2s0
1 Marcador (1Kb) NA NA NA
2 E. Coli SK0019 1914 3.827 1.83
3 RISR t0 11.2 0.223 1.78
4 NMP tO 29 0.059 1.45
5 RSA EBQ to 18.9 0.378 1.50
6 Control to 12.6 0.252 1.51
7 RISR tis 104 0.208 1.76
8 Alimentacion 19.9 0.399 1.52
9 RSA EBQ tis 16.1 0.322 1.60
10 Control tis 141 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 tso 234 0.469 1.60
14 Control tzo 24.3 0.486 1.69

Notas: NA; No aplica, RSA EBQ; Reactor de suelos activados electrobioquimico, Vaio; Voltaje

alto

6.4.2 Amplificacion de la region 16s rDNA

Una vez confirmada la calidad de DNA se amplificé por PCR un fragmento de
505 pb correspondiente a la seccion 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 reaccion de PCR.

6.4.3 Fraccionamiento  electroforético en gel con gradiente

desnaturalizante (DGGE) de amplicones obtenidos por PCR.

Se realiz6 el fraccionamiento de los productos PCR por DGGE (estandarizacion
de DGGE), para evaluar el porcentaje de desnaturalizacion (25-70%) vy
concentracion de la muestra por carril, en la Figura 23 se muestra el gel de
DGGE, con lo observado se decidié trabajar con 20 ug de producto de PCR para

cada carril.
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1.2 3 4 5 6 7 N Carril  Muestra
3 < 2 1 Marcador 1Kb

2 E. Coli SK 10019
3 Negativo

= 4 RISR tod

o

- 5 NMP tod

G 6 EBQ tod

- 7 Control tod
8 RISR tisd

500 pb
9 EBQ tisd
10 Control tisd
11 EBQ t22dVaito
12 Control t22d4 Vaito
13 EBQ tsod
14 Control tzod
Figura 22. Reaccién de PCR (Gel de agarosa, 1%) 15 Alimentacion tisq

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 electrobioquimico se observan
en los carriles 3-6, que son los tiempos de muestreo de la cinética de remocién
de lindano y produccién de energia eléctrica. En el carril 5, podemos observar la
muestra proveniente del reactor electrobioquimico a 22 dias de operacién, en
donde se observo el voltaje alto (0.58V), podemos percatar que en dicho carril
una de las bandas se observa mas intensa, podemos hipotetizar que es debido
a la presencia de bacterias productoras de electricidad.
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Figura 23. Gel de DGGE, 25-70%. C1-5: Buffer 2X; C6:A1309 (13ug); C7:E.Coli SK 10019 (22
Mg); C8:EBQ (19 ug); C9:E.Coli SK 10019 (24 ug);C10:EBQ (18ug); C11:RISR (3.5 ug); C12-
16:Vacio.
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/ .

_}_ -2- ‘i 5,6 17/8 9 10 Carril Muestra
1 RISR tod
2 RISR tod
3 EBQ tod
4 EBQ tisd
5 EBQ t22d (vaito)
6 EBQ tsod
7 Control tod
8 Control tisd
9 Control tzad

10 Control tzod

Figura 24. Monitoreo microbiano de la operacion del reactor de suelos activados
electrobioquimico en gel DGGE 25-70%.
6.4.4 Andlisis de los indices de similitud por presencia /ausencia de

bandas

Con la ayuda del analisis de bandas, se realizo el calcul6 del coeficiente de
similitud, indice de Jaccard (Ecuacion 4). Este indice presenta valores entre 1y
0, donde 1 es la mayor similitud entre carriles y 0 indica la falta de similitud. El
indice de Jaccard o coeficiente de similitud de Jaccard es una herramienta
estadistica utilizada para determinar similitud entre poblaciones, y puede ser
definida como la interseccion de dos muestras dividida entre el tamafio de la

union de las mismas; es decir, toma en cuenta la cantidad de organismos
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similares en dos poblaciones (interseccidn) y lo relaciona con respecto al nimero

total de individuos distintos de ambas poblaciones (union).

J=—"48 Ecuacion 4
(na+ np—nap)

Donde
nas: NUmero de bandas en comun en los carriles Ay B
na: Nimero de bandas totales en el carril A

ne: NUmero de bandas totales en el carril B

El coeficiente de divergencia, indice de divergencia de Poggi (Ecuacién 5) tiene
valores de 1 a 0, donde 1 indica divergencia total y O indica no divergencia.

_ (n'a+n'B) .z
APoggi— m Ecuacion 5

Se realiz6 el conteo de bandas en el gel de DGGE (carriles 3,4,5,6) para la
cinética de remocién de lindano y produccion simultanea de energia en el reactor
electrobioquimico. Se evalué las bandas que aparecen y desaparecen con
respecto al tiempo de operacion del reactor electrobioquimico (Tabla 26).
Posteriormente se realizaron los indices de similitud y divergencia (Tabla 27 y
28).
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Tabla 27. Numero de bandas de bacterias vs tiempo en la operacion del reactor de suelos
activados electrobioquimico

Tiempo (Dias) Bandas totales Bandas que aparecen Bandas que desaparecen
0 24

15 24 4 4

22 24 3 3

30 15 4 13

Tabla 28. indice de similitud de Jaccard, en las muestras del reactor de suelos activados
electrobioquimico

l3accARD 15 dias 22 dias 30 dias
0 dia 0.71 0.77 0.39
15 dias 0.71 0.5
22 dias 0.44

Tabla 29. indice de divergencia de Poggi, en las muestras del RSA EBQ

Apocal 15 dias 22 dias 30 dias
0 dia 0.16 0.12 0.43
15 dias 0.16 0.33
22 dias 0.38

Se elabor6 el gel de DGGE preparativo (Gradiente de desnaturalizaciéon: 25-
70%, un solo pozo) con la muestra tomada el dia que el voltaje fue alto (22 dias
de operacion), se decidi6 trabajar con esta muestra debido a que la primera
banda se observd intensa e hipotetizamos que era debido a la comunidad

microbiana capaz de producir energia eléctrica. Se corté 1 banda (Figura 25).
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Bl

Figura 25. Gel de DGGE preparativo, muestra RSA EBQ a 22 dias de operacién
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6.4.5 Recuperacion del DNA fraccionado en gel de poliacrilamida por el
método de electroelucion

Se recupero el DNA de la banda por el método de electroelucion descrito en la
metodologia. Se corrié una electroforesis en gel de agarosa 1.5% para confirmar
la extraccion del DNA de la banda cortada (Figura 26), simultaneamente se
realizé la lectura de absorbancia del extracto de DNA, la concentracion de DNA

de la banda cortada fue de 31.8 ng/ul.

1234567 8910

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) del DNA extraido de la banda de DGGE.
Nota: Carril 1: vacio, 2: marcador invitrogen 1Kb plus, 2: vacio, 3: Banda 1(31.8 ng/l).

Se llevé a cabo la ligacién del producto de PCR de la banda 1 en el vector
PCR™ 2.1-TOPO como se explicé anteriormente. Posteriormente se realizé la
transformacioén. Se espatul6 50 yl 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
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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 accion de la enzima permeasa
de lactosa. Una vez dentro de la célula, induce la transcripcion el gen que codifica
la p-galactosidasa, una enzima hidrolasa que cataliza la hidrolisis de B-
galactosidos a monosacéridos. En experimentos de clonacion, las colonias
bacterianas que han sido transformadas con un pladsmido recombinante se
pueden identificar usando un analogo de galactosa, el 5-bromo-4-cloro-3 indolil-
B-D-galactopiranésido (abreviado X-gal). Este compuesto puede ser
metabolizado por la B —galactosidasa en galactosa, un monosacarido y 5-bromo-
4-cloro-3 hidroxinol, un compuesto de color azul. Las células transformantes que
han captado plasmidos con el operan lac intacto, una vez inducidas por IPTG,
estan expresando activamente 3-galactosidasa, que hidroliza X-gal y colorea de
azul las colonias. Las colonias de células transformantes que han captado un
plasmido con el operon lac recombinante, en cuyo interior ha sido insertado el
producto de PCR (en este caso), sufren con la insercion la inactivacion del gen
lac z (gen que codifica la B-galactosidasa) y por tanto, no puede expresar la 3-
galactosidasa ni degradar X-gal, permaneciendo las colonias de color blanco
(Figura 27).
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Figura 27. Representacion esquemaética de la seleccion 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 estria simple en cajas de LB con kanamicina
(50ug/mL) se crecieron en medio liquido para extraccion de plasmido por método

de lisis alcalina.

Figura 28. Plagueo de post-transformantes resultantes de la clonacioén del fragmento de 16S
recuperado de DGGE, (a) Post-transformantes de clonacién de banda 1, (b) control (+) de
ligacion.

6.4.6 Extraccion de plasmido por lisis alcalina
En la Figura 29 se observan los plasmidos extraidos por lisis alcalina de las post-

transformantes.

LosiZaaie Bl Bie 008+ 9.:10

Figura 29. Plasmidos obtenidos de las clonas obtenidas de la banda 1, fragmento de 16s rDNA
recuperado del gel de DGGE
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Tabla 30. Cuantificacién del DNA plasmidico

Carril  Muestra Concentracion (ng/ul)  Azeo Azeol Azso
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

6.4.7 Confirmacion por PCR del inserto en el vector PCR™ 2.1-TOPO

Se realizo la reaccion de confirmacion del inserto por PCR. En la Figura 30 se
observa que Unicamente se logré la insercion del fragmento correspondiente en

la clona 3y clona 5, debido a que el producto esperado es de 697 pb.

12 3456 7 89 10
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Figura 30. Amplificacién por PCR para la confirmacion de la insercion del fragmento de 16S

rDNA en el vector PCR™ 2.1-TOPO. Nota: gel de agarosa 1.5%, tefiido con AMD-1000; carril 1: vacio; 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 vacio.
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6.4.8 Andlisis de los electroferogramas y asignacion de filogenia
Unicamente se pudo obtener la secuencia del plasmido proveniente de la banda

1 clona 3. Las secuencias se visualizaron en el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor version 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 indice maximo de identidad mayor a 90% y
nivel de expectacion (E-value) mas cercano a cero (Tabla 30). Podemos
observar en el arbol 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 desempefio de biocatodos anaerobios facultativos autotrofos capaces
de usar catodos como donador de electrones y como aceptor de electrones COx.
La muestra de bacterias anaerobias provenian de un sedimento, el
enriquecimiento fue primero realizado en un cultivo en lote alimentado con
glucosa y después se us6 como inoculo en un biocidtodo en un sistema
bioelectroquimico (BESs) en la cAmara catddica, se aplicd un voltaje de -0.4V.
Después de 2 semanas de operacion heterotrofica en el BESs, el CO:2 fue
previsto como la Unica fuente de aceptor de electrones y fuente de carbono. El
consumo de electrones en el catodo incremento gradualmente y se mantuvo
alrededor de 2 meses, relacionado con una disminucion de CO: en el espacio
gaseoso de la cAmara catddica. La densidad de corriente maxima consumida fue
de -34 +4 mA/m?. La biosintesis dio como resultado compuestos organicos:
butanol, etanol, acetato, propionato, butirato e hidrogeno gaseoso. La comunidad
bacteriana basada en analisis del 16S rDNA revelaron Trichococcus palustris
DSM 9172 (99% de identidad) como la especie prevalente en la comunidad del
biocatodo. Por otro lado Stams et al. (2009) estudiaron el tratamiento de aguas
residuales para la remocién 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 fermentacion 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

Descripcion indice maximo de Nivel de expectacion

identidad (E-value)
(%)

Trichococcus patagoniensis 99 0.0

strain PmagGL1l

Trichococcus collinsii  strain 99 0.0

37AN3

Trichococcus palustris strain 99 0.0

DSM 9172

Trichococcus pasteurii strain 99 0.0

KoTa2

Trichococcus  flocculiformis 99 0.0

strain DSM 2094

Isobaculum  melis  strain 97 0.0

M577-94

Enterococcus termitis strain 97 0.0

LMG 8895

Vagococcus lutrae  strain 97 0.0

m1134/97/1

Vagococcus fluvialis strain M- 97 0.0

29c
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Atopococcus tabaci
[ firmicutes | 26 leaves
+ firmicutes | 64 leaves
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Figura 31. Arbol filogenético para la secuencia de la banda 1 proveniente de la muestra del
reactor de suelos activado electrobioquimico a 30 dias de operacion
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6.4.9 Caracterizacién del consorcio microbiano usando el equipo lon
Torrent (PGM)

La Figura 32 muestra la composicion de la poblacion bacteriana obtenida del
inoculo sulfato-reductor y del reactor de suelos activados a diferentes dias de
operacion. Los fila mas representativos fueron Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria y Synergistetes.

Kim et al. (2013) realizaron un analisis filogenético de las muestras
microbianas, el andlisis revel6 una comunidad bacteriana diversa que consistio
de Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Espiroquetas. Los autores
trabajaron con una celda de combustible microbiana con el catodo aireado,
ensamble membrana-electrodo combinado en reactores tubulares. La celda
microbiana fue inoculada con lodos de un digestor anaerobico.

En nuestro trabajo, los géneros mas dominantes pertenecen a Arcobacter,
40.8%, and Trichococcus (41.6%) a 22 dias de operacién (Tabla 32), cuando el
reactor de suelos activados -electrobioquimico exhibi6 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

bioelectroquimicos en biocatodo autotréficos (Zaybak et al., 2013).
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Figura 32. Identificacion a nivel filo de la comunidad microbiana en el reactor inoculador
sulfato reductor y en el reactor de suelos activados electrobioquimico
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Tabla 32. Identificacion a nivel de género de todas las secuencias de la operacion en lote del reactor de suelos activados electrobioquimico (se presentan las
abundancias de género superiores al 1%, las otras secuencias se incluyen en “otros”)

Genero/Tiempo (Dias) INSR 0 15 22 30
Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales 0 1.3 0.6 02 0.3
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Actinomycetaceae _ N09 0 1.2 06 02 09
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Nocardioidaceae Propionicimonas 6.2 0 0.1 0 01
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Propionibacteriaceae 6.2 0.2 0 0 0.2
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales 0 4.2 17.6 03 17
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae 0 0.9 35 54 49
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 6.2 21 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 19 0.6 0.8
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Trichococcus 6.2 1.9 74 416 45
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 0 1.6 0 0 05
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus 6.2 0.2 0 0 01
Firmicutes Clostridia Clostridiales 125 0.8 32 03 14
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae 0 1.3 0.6 0.6 1
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium 0 8.8 3.9 11 39
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 06 1.6
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Ethanoligenens 0 1.8 0 0 03
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Faecalibacterium 12.5 15 0.5 0 0.6
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Oscillospira 6.2 0.4 0.2 0.2 04
Firmicutes Clostridia Clostridiales [Mogibacteriaceae] Anaerovorax 0 0.2 1.6 0.3 0.8
Firmicutes Clostridia Clostridiales [Tissierellaceae] Sedimentibacter 0 0.1 35 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 1 408 9.7
Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Helicobacteraceae 0 2.3 6.2 0.8 05
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 01
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 0.6 419 216 56 18
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7 Conclusiones
Con respecto al reactor de suelos activados en ambiente secuencial M-SR

- La remocién de lindano fue moderada, entre 54-66%
- La presencia de aceite de silicona ho mostro un efecto positivo significativo en

la remocion de lindano
Con respecto al reactor de suelos activados electrobioquimico

1" Experimento

- La biorremediacion 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 asi como otras tecnologias de biorremediacion vy

simultdneamente generar electricidad.

2d° Experimento

- El mezclado y Ila suplementaciobn con sustrato organico mejoro
significativamente el desempefio del EBQ, la eficiencia de remocion de lindano
y la produccién de electricidad significativamente incrementaron.

- EI EBQ no solamente presentd biorremediacion de un plaguicida
organoclorado, recalcitrante y toxico, también suministro (como bioelectricidad)
aproximadamente 14% de la energia requerida para mezclar el dispositivo.

- Se detectaron metabolitos intermediarios tipicos de la ruta de degradacion
anaerobia de lindano que fueron similares a otros reportes en previas
investigaciones en biorreactores de suelos activados convencionales en

ambiente anaerobio.

3" Experimento

- Una dosis de 2000 mg L* Tween 80 exhibié la major desorcién de lindano del

suelo a la fase acuosa, aunque el valor de desorcion fue bajo a moderado.
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- La biorremediacion de lindano en suelo puede llevarse a cabo en un reactor de

suelos activados electrobioquimico

- El reactor de suelos activados no solamente presenta la biorremediacion de un
compuesto toxico y recalcitrante, también simultaneamente prove

bioelectricidad, 20% de la energia requerida para mezclar el reactor.

- Los resultados del anélisis de la comunidad bacteriana del reactor de suelos
activados electrobioguimico, los fila mas representativos fueron Actinobacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Sinergistetes.

El reactor de suelos activados electrobioquimico es una etapa significativa hacia

la remediacion verde/sustentable de suelos contaminados
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9 Anexos

9.1 Anexo A. Presuntivo para determinar si la biomasa esta

adsorbiendo el lindano

9.1.1 Proposito

Determinar la concentracion de lindano y metabolitos adsobidos sobre en

solidos del biorreactor inoculador.

9.1.2 Equipo
1.1.Cromatografo de gases Perkin Elmer equipado con detector de captura
de electrones. Columna capilar Supelco (30 m x 0.25 mm).

1.2. Rotavapor

9.1.3 Reactivos y Stock

1.3.Lindano 97% pureza

1.4.Hexano grado HPLC

1.5. Solucion isotonica
Disolver 8.5¢g de cloruro de sodio en 1L de agua destilada.

1.6. Solucién Stock de lindano (Robles-Molina et al., 2010)
La solucién estandar stock de lindano se prepara en hexano a una
concentracion de 1mg/L. Posteriormente se preparan diluciones en
hexano partiendo de la solucion en un rango de concentracion de 0.1-

0.02mg/L de lindano.

9.1.4 Procedimiento

1. Purgar el reactor inoculador (muestra)

2. En una alicuota de la muestra determinar soélidos suspendidos totales
(Triplicado)

3. La otra parte de muestra se centrifuga (Vm, L)

4. Desechar el sobrenadante y el sedimento re-suspenderlo en medio isotonico

(el volumen del medio isoténico es igual al sobrenadante desechado)
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5. Etapa de extraccion (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 organica en un embudo de
separacion
Nota: La etapa de extraccion se realiza en total 3 veces a la misma muestra
6. Juntar la fase organica obtenida de las 3 extracciones realizadas
Las trazas de agua son removidas agregando sulfato de sodio anhidrido
8. El extracto es cuidadosamente evaporado hasta que casi este seco usando
un evaporador rotatorio equipado con un bafio maria a 30°C
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 determinacion de
lindano (Previamente se realiza una curva patron de lindano disuelto en
hexano), V;j (L)
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9.1.5 Calculos

1
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1000mg solido seco

m = m;(mg lindano) * V,.(L) *

1000
*
V. [SST]

m= m;* V.

Donde:

m: mg lindano/g solido seco biorreactor

m;: Lindano en el volumen de muestra (mg)
Vr: Volumen de hexano (L)

Vj: Volumen inyectado en el cromatégrafo (L)
Vm: Volumen de muestra (L)

SST: Solidos suspendidos totales (mg/L)

[SST] * V;,,(mg s6lido seco) ’

g solido seco
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9.1.6 Resultados y Discusion
El inoculo metanogénico presentd una adsorcion de lindano de 0.626 mg

lindano/g biomasa seca, para el inoculo sulfato reductor la adsorcién fue de 0.465
mg lindano/g biomasa seca. Para evaluar la técnica de extraccion de lindano de
la biomasa se llevé a cabo la determinacion del % de recuperacion en donde se
obtuvo de 88%.

Se han propuesto diferente mecanismos responsables de la acumulacion
de compuestos organicos en la biomasa microbiana. Sin embargo, la adsorcion
es el mecanismo primario en el cual los cationes son acumulados en la biomasa
microbiana. Ware and Roan (1970) reportaron que la adsorcion de compuestos
organicos altamente hidrofébicos en los microorganismos varia de especie a
especie lo cual esta relacionado directamente con el contenido de lipidos de los
microorganismos. El contenido de lipidos 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
adsorcion de compuestos organicos toxicos en lodos microbianos (Bridle, 1982;
Petrasek y et al., 1983). Carrillo-Pérez et al. (2004) observoé 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 degradacion por el consorcio
microbiano. Por otro lado You et al. (1996) atribuyen la adsorcion del DDT a su
solubilizacion en los lipidos de la pared celular los cuales se encuentran en

mayor proporcion en los organismos Gram negativos.



%) | 111

9.2 Anexo B. Demanda bioquimica de oxigeno de la materia

organica soluble del extracto de suelo (DBOmoses)

La demanda bioquimica de oxigeno es una estimacion de la cantidad de oxigeno
que se requiere para oxidar la materia organica de una muestra de agua por
medio de una poblacion microbiana heterogénea. El método consiste en un
procedimiento de bioensayos donde se mide el oxigeno consumido por los
microorganismos al utilizar como alimento la materia organica presente en el
agua de desecho.

El procedimiento usual recomienda que la temperatura de incubacion
debe ser constante (20°C aprox.) y el caso de usar una alicuota el agua de
dilucion debe airearse previamente para asegurar que el contenido de gases
disueltos sea constante (cercano al punto de saturacion) se llenan tres botellas
para DBO con la muestra y a una de ellas se le determina el oxigeno disuelto
inmediato, los dos restantes se incuban a 20°C durante 5 dias.

Después de este tiempo se les determina la cantidad de oxigeno disuelto
remanente. La DBO seré igual a la cantidad de oxigeno disuelto inicial menos el
oxigeno disuelto remanente al quinto dia dividido entre el % de dilucion.

9.2.1 Inoculo para ensayo DBO para extracto de suelo

a) Se prepara un agua residual sintética (ARS) con 150 mg/L de azucar 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 dilucién. Si es necesario se ajusta
a un pH de 7 con NaOH o acido sulfdrico segun 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 tuberia 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.



%) | 112

f) Extraer 20 mL de sobrenadante y adicionar 2 mL de EXSy 18 mL de ARS.

g) Repetirelpasody e.

h) Extraer 20 mL de sobrenadante y adicionar 4 mL de EXSy 16 mL de ARS.
Continuar asi sucesivamente hasta llegar al 10° dia donde se adiciona 20

mL de EXS y se elimina por completo el ARS

NOTA:

Para inocular las botellas de DBOsse debe dejar sedimentar antes de
tomar el volumen de in6éculo a utilizar, lo mismo se debe hacer al alimentar
y sacar muestra del matraz “generador de indéculo”; primero tomar la

muestra de liquido de sobrenadante y después adicionar la alimentacion.

9.2.2 Preparacion de agua de dilucién

Agua destilada

El agua que se use para la preparacién de las soluciones y para el agua de
dilucién debe ser de la méas alta calidad, destilada en alambriques de cristal o
con refrigerantes de estafio; debe contener menos de 0.01 mg/L de Cu y debe
estar exenta de cloro, cloraminas, alcalinidad caustica, sustancias organicas o
acidos.

a) Soluciéon amortiguadora de fosfato.

Disuelva 8.5g de KH2PO4 , 21.75g de K2HPO4, 33.4g de NazHPO4 7H20y 1.79g
de NH4Cl en 500mL de agua destilada y diluya en 1 litro. El pH de esta solucién
amortiguadora debe ser 7.2, sin ajuste alguno. No debe presentar ningun tipo

de crecimiento bioldgico si se conserva en la incubadora.

b) Solucion de sulfato de magnesio.

Disuelva 22.5g MgSO4 7H20 en agua destilada y diluya a 1 litro.

c) Solucion de cloruro de calcio

Disuelva 27.5g de CaClz anhidro en agua destilada y diluya a 1 litro.

d) Solucion de cloruro férrico
Disuelva 0.25g de FeCl36H20 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 dilucién se airea durante 24 horas para ajustar la concentracion de

oxigeno de 6.5-7.5 mg/L.

Soluciones de acidos o alcalis, 1N.

Para la neutralizacion de las muestras de desechos que sean causticas o acidas.

9.2.3 Rangos de dilucion para DBO
El analista tiene la responsabilidad en decidir que dilucién debe de hacer para la

determinacién de DBO. Usualmente es mejor hacer 3 diferentes diluciones.
Cuando la concentracibn de una muestra es conocida con seguridad, dos
diluciones son suficientes. Cuando es desconocida la concentracion de una
muestra implica cubrir un amplio rango para las diluciones y en algunos casos
es necesario realizar 4 diluciones. En ningun caso esto podria ser una

superposicion de la DBO medible por diluciones sucesivas.
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Demanda Bioquimica de oxigeno 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 1200 -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

9.2.4 Preparacion de la muestra de suelo para determinacion de DBO

Las muestras de suelo se secan en un horno convencional a 60°C durante 3 dias

es tamizado en un tamiz con tamafo de particula de 0.25mm.

9.2.5 Mediciéon 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 dilucion, el pH se
ajusta a 6.5-7.5 agregando acido sulfarico 1N o hidroxido de sodio 1N y se afora
all.

En una botella Winkler se colocan 300mL de esta dilucion, (se realizan 3

diluciones, Anexo 1) y el inoculo correspondiente. La concentracién de oxigeno
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disuelto es medida por el método de Winkler (Anexo 2). También se corren 3
blancos (agua de dilucion) y 3 controles inoculados (16mL de inoculo en 1000mL
de agua de dilucion). Las muestras, el blanco y los controles son incubados en
la obscuridad a 20°C. La concentracion de oxigeno disuelto es medida en tiempo
0y 5 dias.

Concentracion de DBOs en agua

D, — D, — (B, — B,)f
P

DBO,4yq =

Donde

D1: Oxigeno disuelto de la muestra diluida a “P” decimal y a t= 0 dias.

D2: Oxigeno disuelto de la muestra diluida a “P” decimal y a t= 5 dias.
B1:0Oxigeno disuelto del inéculo diluido a “h” decimal a t = 0 dias.

B2:Oxigeno disuelto del inéculo diluido a “h” decimal a t = 5 dias.

F:g/h

g: Porciento de dilucién de in6culo en agua de dilucién que se usara para diluir
muestra

h: concentracién decimal de indculo en el agua de dilucion, cuando el indculo se
corre como muestra.

P: Concentracion decimal de muestra en el agua de dilucién inoculada

Concentracion de DBOs en suelo

(D1 — Dy — BODs

DBOgye1o = WVb/Vd
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Donde

D1: Oxigeno disuelto de la muestra a t= 0 dias.

D2: Oxigeno disuelto de la muestra a t=5 dias.

DBOs:Promedio de oxigeno disuelto de los 3 controles y 3 inoculados
W: Peso del suelo seco = 1.5¢g

Vb: volumen de la botella de DBO (mL)

Vd: Volumen de agua de dilucién de DBO = 400 mL

9.2.6 Resultados

La DBOmoses Obtenida fue de 3725 mg DBOs/kg suelo seco y la DQOmoses fue de
5100 mg DQO/kg suelo seco, por lo cual el factor de degrabilidad de la materia
organica () fue de 0.73, lo que significa que la materia organica presente en el

suelo es degradable.
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9.3 Anexo C. Medicion de oxigeno 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 més usado en
el campo y en su caso en el laboratorio, debido a su gran exactitud,

manejabilidad y costo. Se basa en reacciones de oxido-reduccion.

9.3.1 Principio
Este analisis se basa en la adicion de una solucion divalente de manganeso,

seguida de una fuerte alcalinizacién. El oxigeno disuelto presente en la muestra
oxida rapidamente una cantidad equivalente del hidroxido de manganeso
disperso pasando a hidroxidos en estados de valencia mayor, formando un
precipitado café. En presencia de iones ioduro y seguido de una acidificacion, el
manganeso oxidado revierte el estado divalente con la liberacion del yodo, en
una cantidad equivalente al contenido original de oxigeno disuelto en la muestra.
El yodo se titula con una solucion valorada de tiosulfato de sodio, usando almidén
como indicador. La modificacién al método consiste en la adicién 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.

9.3.2 Preparacion de reactivos

1. Sulfato Manganoso MnSO4H20
a) Disolver 480g de MnSO4+4H20, 6 400g MnSO4+2H20 6 3649
MnSOsen agua destilada.
b) Filtrar y diluir a 1 litro.

2. Alcali yoduro azida
a) Pesar 500g de NaOH (6 700g de KOH) y 135g de Nal (6 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 solucién anterior agregar 10g de NaNs (azida de sodio)
disueltos en 40mL de agua.

NOTA: Las sales de sodio o de potasio pueden usar indistintamente.
Este reactivo no debe producir coloracion con el almidén, cuando se

diluya o acidule.

3. Acido sulfarico concentrado

La concentracion de este acido es aproximadamente 36N por lo tanto 1mL

equivale a unos 3mL del reactivo alcali yoduro azida.

4. Solucién de tiosulfato de sodio 0.025N

a)

b)

Pesar 6.205g de Na2S203 5H20 disolver en agua destilada recién
hervida y enfriada. Diluir a 1 litro.
1mL equivale a 0.2mg de oxigeno disuelto. Esta solucion se puede

titular con biyodato 6 dicromato.

Nota: Es recomendable que las soluciones de tiosulfato se hagan con
agua hervida para eliminar el gas carbonico y que se agregue la
cantidad mencionada de NaOH con el fin de mantener la solucién libre
de iones hidrogeno y evitar la descomposicion del ion tiosulfato con

separacion de azufre.

S203+ Hf —» HSO3 + S

El pH resultante evita también el desarrollo de ciertos
microorganismos (Thiobacillus) que aceleran la descomposicion en el
sentido ya dicho.

En las soluciones de tiosulfato se acelera la descomposicion
cuando son expuestas a la luz y por esto se recomienda conservarlas
en frascos oscuros o en claros evitando la exposicion constante a la

accion de la luz.
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Titulacion del tiosulfato de sodio

1. Solucion valorada de Biyodato de potasio 0.025N

El yodo liberado es quimicamente equivalente al agente oxidante que
se uso:

2103 + 10I"+ 12H*6l> —+—6#0

Pesar 2g de KiI
Diluir con 150mL de agua destilada

Agregar solucién (1 + 9) H2SO4 concentrado + H20 destilada

o o o

Agregar 20mL de solucion K2Cr207 0.025N (Usar pipeta
volumétrica)

e. Mezclar sin agitar y dejar en obscuridad durante 5 minutos.

f. Titular con Na2S203 usar almidén como indicador (El vire es a

incoloro)

Célculos

(x)(0.025N)
mlL gastados de Na,S,0;

N Na25203 =

X =20mL de K2Cr207

2. Solucion valorada de K2Cr207
Una solucion equivalente al tiosulfato de sodio 0.025N contiene 1.226
g/L de K2Cr207.

a) Secar el K2Cr207 previamente a 103°C durante 2 horas. La
solucion se debe preparar en matraz aforado.

b) En matraz Erlenmeyer de 500 mL disolver en 100 mL de H20
destilada 3g de Nal (libre de yodato) y 3g NaHCOs

c) Cuando las sales se han disuelto agregue cuidado de no agitar

mucho el matraz 5-6mL de HCI concentrado.
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d) Después de agregar exactamente 20 mL de la solucién valorada
de Kz2Cr2O+tapar 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

solucién acida segun la ecuacion:
K2CR207 + 6Kl + 14 HC| — 8KCIl + 2CrCls + 7H20 + 3l2

Normalidad del tiosulfato

(x)(0.025N)
mL gastados Na,S,03

N Na25203 =

Donde:
Xx: 20 mL de K2Cr207

NOTA:
Este método, aunque es comodo, presenta ciertos inconvenientes: la
solucion de sal cromica es verde y este color impide, cuando no se tiene
alguna practica, ver con facilidad el final de la reaccién, o sea la
decoloracion del engrudo del almiddn; por otra parte, el &cido yodhidrico
formado por la accion del yodo y el acido clorhidrico, se oxida con
facilidad por el oxigeno del aire en presencia de sales cromicas; esa
oxidacion libera yodo y los resultados son altos; puede evitar por lo
menos en partes, la oxidacion del acido yodhidrico, generando dentro
del matraz una atmésfera de COz, para lo cual basta con agregar una

pequeia cantidad de bicarbonato de sodio.

5. Solucion de almidén (indicador)
a) En un mortero se prepara una emulsion de 5.6g de almidén grado

analitico con una pequefia cantidad de agua destilada.
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Verter esta emulsién a 1 litro de agua destilada en ebullicién, continuar
hirviendo unos minutos y dejar sedimentar por una noche.

Emplee el liquido claro del sobrenadante, para su preservacion se le
adiciona 1.25g de acido salicilico por litro o unas gotas de tolueno

(Conservacion en refrigeracion).

9.3.3 Procedimiento para la determinacion de oxigeno disuelto

1. Para fijar el oxigeno 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 continuacion agregar 2mL del reactivo alcali yoduro, la adicion se hace en
la misma forma que el reactivo anterior; al hacer esta adicion se forma un
precipitado café si hay oxigeno disuelto, en el caso contrario el precipitado sera
blanco.

Las reacciones que se llevan a cabo en este paso, son las siguientes:

MnSOs4 + NaOH —> Mn(OH)2 + Na2SO4 (Precipitado blanco)

Mn(OH)2 + Oz + H20 — MnO (OH)2 Hidroxido basico manganico

(precipitado café)

3. Una vez agregado el alcali-yoduro se tapa la botella de DBO rapidamente y

se agita vigorosamente durante 30s después de lo cual sedimenta el precipitado.

4. Finalmente se adicionan 2mL de [H2SOa4] y se agita hasta la dilucion total del

precipitado con esto el oxigeno disuelto queda fijado.
Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

Mn(OH)2 + H2SO4— Mn(S0a4)2 + H20
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Mn(SOa4)2 + 2Nal — MnSOas+ Na2SO0a + |2

Existe un gran numero de interferencias a este método, todo tipo de agentes
oxidantes o reductores, iones nitrato, iones ferrosos y materia organica.

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,

efectuandose las siguientes reacciones:
2N202 + O2 + 2H20 — 4HNO:

H2SOs4 + 2Nal — 2HI + Na:S0Oa

Entonces,
2HI + 2HNO2 — > N202 + 2H20 + 12

Esta liberacién de yodo nos altera el valor, ddndonos resultados falsos. Para

evitar el error anterior se usa la modificacién de la azida al método de Winkler.

Esta modificacion, consiste en agregar azida de sodio (NaN3) al reactivo alcali-

yoduro, para formar el alcali-yoduro-nitruro.

La azida nos impide la interferencia de los compuestos nitrogenados de la

siguiente forma:
2NaNz + H2SOs4 —»2HN3 + Na2S0a4
HN3z + HNO2 — H2 + H2O + N20

La titulacién se efectda con tiosulfato de sodio (Na2S203) 0.025N, usando una

solucion de almidén como indicador.
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Calculos

Tiosulfato (mL) x N x Eq.x 1000
Vol. muestra(mlL)

OD (ppm) =

Donde:
N: Normalidad de tiosulfato

Eq: Peso equivalente de oxigeno

Correccién por la adicion de reactivos
Reactivos agregados = 4mL (2mL de sulfato manganoso + 2mL de alcali-yoduro-

nitruro) en 300mL de muestra original.

Si se pipetean 100mL de muestra

300 100
300—4  «x
x =98.7mL

Sustituyendo y rectificando el volumen de muestra

Tiosulfato (mL) x 0.025 x 8 x 1000
98.7

oD (ppm) =

0.025 x8 x 1000
98.7

Factor cte.=
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Factor cte.= 2.03

OD (ppm) = Tiosulfato (mL) x 2.03
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9.4 Anexo D. Concentracién de lindano y andlisis de metabolitos por
GC/MS (Quintero et al., 2005)

El procedimiento para la extraccion de metabolitos intermediarios de la
degradacion de lindano fue desarrollado como se explica enseguida:

i.  Se tomaron alicuotas de 3 mL (homogenizar antes de tomar la muestra),
fueron transferidas a tubos volumétricos de 15 ml, se mezclaron con 6 ml
de una solucion 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 liquido o del suelo a la fase organica, se centrifug6 (2500
rpm durante 10 minutos) para la separacion de la fase organica y acuosa.

iii.  Setomd una alicuota de la fase organica para analisis por GC/MS

e Caracteristicas del cromatografo

El lindano residual y los metabolitos intermediarios extraidos del suelo o de la
fase acuosa, fueron analizados en un Varian-Saturn GC/MS (CP 3900),
equipado con puerto de inyeccion split-splitless, inyector automatico y conectado
a un espectrometro 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 programé de la siguiente manera: 35 °C durante 6 minutos,
después se aumentd a una razon de 3°C/min hasta 180 y después a una razon
de 8 °C/min hasta 270 °C. Las temperaturas correspondientes a la linea de
transferencia y a la trampa de iones fue de 280 °C y 220 °C respectivamente y
la energia de ionizacion fue de 70 eV. El volumen de inyeccién fue de 1 pL a
través de inyeccion splitless a 280 °C. El gas acarreador utilizado fue Helio con

un flujo de ImL/min.
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