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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La biodegradabilidad es un pardmetro esencial para conocer el riesgo que representa la
dispersion de las sustancias en el medio ambiente. Se define como la capacidad de las
moléculas de ser degradadas por microorganismos para formar productos finales mas
simples. Esta propiedad del compuesto depende de las condiciones fisicoquimicas en las que
se degrade, asi como de su estructura quimica. Esta ultima influye decisivamente en la
descomposicion natural de los compuestos orgénicos; asi, la naturaleza quimica de muchos
detergentes, plasticos, materiales de embalaje y residuos médicos los hace resistentes a la

degradacion microbiana.

Para estimar este parametro, se han diseflado y normalizado varios protocolos
experimentales, también llamados pruebas de biodegradabilidad, que buscan cuantificar la
persistencia de estructuras quimicas en ambientes naturales o industriales. Existen pruebas
que simulan suelos, aguas superficiales o procesos de lodos activados, generalmente en
condiciones oxicas. Sin embargo, en algunas situaciones cabe preguntarse acerca del destino
del compuesto investigado en condiciones anoxicas, como las que prevalecen en las plantas
de depuracion anaerobia de aguas residuales, los sedimentos acuaticos o en ciertos horizontes
del suelo. Por lo general, en condiciones Oxicas la gama de compuestos quimicos degradables
es mayor y su degradacion es mas rapida que en condiciones anoxicas. Sin embargo, la
decloracion reductora y la eliminacidon por nitro-sustitucion reductora de algunos compuestos

se aceleran en condiciones andxicas.

Dado que la persistencia de una sustancia en ausencia de oxigeno puede conllevar su
acumulacioén en ciertos compartimientos naturales, en este trabajo se propone el disefio de un
protocolo experimental que permita evaluar la biodegradabilidad de moléculas organicas en
medios anoxicos, y pueda ser utilizado como una herramienta de prediccion del

comportamiento de las mismas en el medio acuatico.

Disefio de una prueba de biodegradabilidad andxica de compuestos organicos en medio liquido 1
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2. MARCO TEORICO

2.1 BIODEGRADACION DE MOLECULAS XENOBIOTICAS

La enorme cantidad de compuestos quimicos de origen sintético, también llamados
xenobioticos, que es descargada deliberadamente al ambiente representa un gran peligro para
los diversos ecosistemas. Actualmente, se considera que tales compuestos estan presentes en

aguas superficiales y marinas, suelos y sedimentos.

En un ecosistema terrestre o acudatico, las moléculas xenobioticas pueden estar sujetas a
reacciones enzimadticas o no enzimaticas, realizadas por los organismos que habitan dicho
ecosistema y por diversos factores ambientales, respectivamente. Se pueden dar mecanismos
abioticos en sistemas acudticos naturales y originar cambios en la sustancia quimica, como es
el caso de las reacciones fotoquimicas. Sin embargo, es poco frecuente que ocurran
reacciones no enzimaticas que originen cambios apreciables en la estructura del compuesto.
Pocos mecanismos abioticos llegan a convertir completamente las moléculas orgénicas en
productos que no produzcan efectos negativos al ambiente (Alexander, 1981). Por lo anterior,
se considera que la biodegradacion es el principal mecanismo de transformacion de la

materia orgdnica en el medio ambiente.

Algunos compuestos xenobidticos poseen una estructura semejante a los compuestos que
existen en el ambiente de forma natural; por ello, es factible que se degraden bioldgicamente.
Por el contrario, pueden ser dificilmente biodegradables, o incluso persistir, aquellos
compuestos xenobiodticos que son quimicamente muy diferentes a los naturales. Sin embargo,
incluso compuestos quimicos de estructura muy parecida pueden diferir grandemente en
cuanto a su degradabilidad, como muestra la Tabla 2.1 en relacién a la persistencia de
diferentes pesticidas (Brock, 1999). No obstante, estos datos son sélo aproximaciones, puesto
que la descomposicion de una molécula estad influenciada por una gran variedad de factores

ambientales, tales como temperatura, pH, humedad, aireacion, entre otros.

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido o)
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Tabla 2.1 Persistencia de pesticidas en el suelo (Brock, 1999)

Tiempo requerido para la
desaparicion del 75-100%

Sustancia

Insecticidas clorados

DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis-(p-clorofenil) etano] 4 afios
Aldrin 3 afios

Clordano 5 afios

Heptacloro 2 afos

Lindano (hexaclorociclohexano) 3 afios

Insecticidas organofosforados

Diazinon 12 semanas

Malation 1 semana

Paratién 1 semana

Herbicidas

2,4-D (acido 2,4- diclorofenoxiacético) 4 semanas
2,4,5-T (acido 2,4,5-triclorofenoxiacético) 20 semanas
Dalapina 8 semanas
Atrazina 40 semanas
Simazina 48 semanas

Propazina 1.5 afios

2.1.1 Efecto de la actividad microbiana

Frecuentemente, la accion de los microorganismos sobre una molécula orgéanica se
caracteriza por la mineralizacion o por su biodegradaciéon. Ambos mecanismos llevan a cabo
transformaciones en la molécula mediante una reaccion que es catalizada bioldgicamente,
produciendo compuestos mas simples en el caso de la biodegradacion, o bien, compuestos
inorganicos de bajo peso molecular cuando el mecanismo que se desarrolla es la

mineralizacion (Alexander, 1981).

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 3
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Cuando los microorganismos utilizan como sustrato una molécula organica, ésta les
proporciona la energia y el carbono necesarios para sintetizar sus componentes celulares; al
tiempo que aquéllos asimilan el carbono y obtienen energia, su masa aumenta. Sin embargo,
los compuestos no biodegradables o persistentes dificilmente pueden constituir fuentes de
carbono y sélo pueden ser atacados ligeramente, o definitivamente no serlo, aunque con
frecuencia pueden ser degradados parcial o totalmente si en el medio hay algin otro
compuesto que pueda servir como fuente primaria de carbono y energia. Este fenomeno se
conoce como cometabolismo (Brock, 1999). Desde el punto de vista bioquimico, el
cometabolismo es un fendémeno de biotransformacion, del que se desprenden dos

consecuencias ambientales.

Primeramente, la poblacion responsable de la transformacion no incrementa su masa, ni ain
como resultado de la introduccion directa del xenobiotico en el mismo medio. Esto no ocurre
durante la mineralizacion, en donde el tamafio de la poblacion aumenta luego de la
introduccion de un sustrato (Figura 2.1A). Esta ausencia de crecimiento refleja la incapacidad

de los microorganismos para asimilar el xenobidtico y adquirir energia para la biosintesis.

La velocidad de modificacion estructural de un compuesto sujeto a cometabolismo es
relativamente lenta, debido a que las poblaciones que actian sobre muchos compuestos
sintéticos son a menudo pequefias en comparacion a las que realizan la mineralizacion de
compuestos biodegradables (Figura 2.1B). Los puntos trazados en la Figura 2.1A representan
lo cominmente observado cuando la poblacion microbiana se encuentra en presencia de un
sustrato que puede servir como fuente de carbono y energia para su crecimiento. En la Figura
2.1B se muestra un modelo hipotético para el cometabolismo, caracterizado por la falta de
incremento en el tamafio de la poblacion bacteriana y una escasa disminucion en la
concentracion del compuesto quimico cometabolizado. En este caso, otro material organico

es utilizado como fuente primaria de carbono y energia.

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 4
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Figura 2.1 Modelo hipotético para el cambio de poblacion y metabolismo de un compuesto

modificado por (A) mineralizacion y (B) cometabolismo (Alexander, 1981)

En segundo lugar, los productos del cometabolismo, que son semejantes estructuralmente a
los compuestos originales, suelen acumularse debido a que los organismos responsables de la
modificacién no forman la cantidad suficiente de enzimas para provocar una transformacion
notable en la molécula, como ocurre en secuencias metabolicas normales. La acumulacion de
productos de este tipo ha sido observada en ambientes naturales, ecosistemas modelo y

cultivos microbianos en medios artificiales (Alexander, 1981).

Desafortunadamente, un cambio moderado en la estructura de la molécula puede no resultar
en detoxificacion, puesto que los microorganismos no pueden remover suficientemente la
fraccion de la molécula relacionada con la toxicidad para las diferentes especies que habitan

en el ambiente (Alexander, 1981).
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2.1.2 Consecuencias ambientales

En diferentes ecosistemas en los que han sido introducidos compuestos xenobidticos, la
actividad microbiana resulta por lo general en una detoxificacion. En este caso, la
modificaciéon de la sustancia ajena al ecosistema implica que las poblaciones bacterianas
destruyen sus efectos potencialmente nocivos para una o mas especies susceptibles, como
animales, plantas o especies microbianas. Aunque la caracteristica primordial de la
mineralizacion es la detoxificacion, en algunas secuencias metabolicas podrian perdurar por
algun tiempo cierto tipo de intermediarios, por ejemplo, durante la conversion de herbicidas

fenoxicos en suelos para producir intermediarios fitotoxicos (Alexander, 1981).

No obstante, existen compuestos sintéticos que por si mismos son inocuos, pero que al ser
transformados enzimaticamente resultan ser nocivos para alguna u otra especie. Este proceso
es a menudo 1lamado activacion. Esto ha sido observado por Alexander (1981), quien reporta
la conversion de compuestos inocuos a carcindgenos potentes, como las nitrosaminas. Gran
parte de los precursores organicos € inorganicos de nitrosaminas se encuentran muy
difundidos, puesto que se encuentran en plantas superiores, fitoplancton, residuos de
animales y en una gran cantidad de xenobidticos, por lo que son incorporados en grandes
cantidades al medio ambiente. Los precursores organicos pueden ser aminas secundarias,
terciarias, o compuestos que poseen nitrogeno cuaternario. El nitrito como precursor
inorganico es frecuentemente generado en suelo y agua durante la nitrificacion. Se ha
observado la formacién de nitrosaminas en muestras de agua, aguas residuales y suelos
utilizadas como ecosistemas modelo. En la simulacion de estos ecosistemas se pueden nitrar
aminas secundarias para producir compuestos carcindgenos, entre los que se encuentran
dialquilaminas y dietanolaminas. La reaccion de nitracion puede ser catalizada
enzimaticamente por componentes celulares bacterianos o por otros materiales organicos

complejos (Alexander, 1981).

Otra clase importante de transformaciones implica la conversion de compuestos toxicos que

son activos contra un organismo en productos que afectan a otro. Debido a tales

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 6
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transformaciones, es esencial identificar los productos que se generan, ya que la
detoxificacion ambiental en estos casos no se ha alcanzado y las especies se han puesto bajo
tension. Un ejemplo notable de esta categoria de transformacion es la deshalogenacion y
oxidacion del alcohol pentaclorobencilico, un compuesto introducido en Japon para controlar
un hongo patogeno del arroz. Este agente antimicrobiano no era dafiino a las plantas de arroz
a las cuales fue aplicado, pero cuando los residuos de la planta que contenian el fungicida
fueron incorporados al suelo, se formaron &cidos benzoicos tri y tetraclorados. Estos
productos suprimieron el desarrollo de las plantas sembradas después de que el arroz original
fuera cosechado, en un proceso que es al parecer microbiano y cometabolico (Alexander,

1981).

Asi, el reto al que se enfrentan los cientificos ambientalistas, quimicos y biodlogos, es conocer
el comportamiento y destino final de los compuestos xenobidticos en los diferentes medios
naturales, principalmente de aquellos que son de preocupacion ambiental. Por ello, los
organismos reguladores han puesto en marcha programas con el fin de disminuir los
impactos ambientales y los dafos a la salud relacionados con tales compuestos (Alexander,

1981).

2.2 LAS PRUEBAS NORMALIZADAS DE BIODEGRADABILIDAD

La evaluacion del comportamiento ambiental de las sustancias quimicas se basa en un
pardmetro primordial, la biodegradabilidad. Mediante 1la biodegradacion, los
microorganismos transforman compuestos organicos, algunos de ellos con estructuras muy

complejas, en moléculas mas simples.

Por lo anterior, organismos internacionales como la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdémico (OCDE) se han interesado en disefiar y normalizar pruebas de
biodegradabilidad, que permiten estimar la persistencia de las sustancias en ambientes
naturales o industriales (Tabla 2.2). De estas pruebas normalizadas se derivan los métodos

estandarizados por la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), la Agencia de
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Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América (US-EPA) y la Oficina Europea de

Sustancias Quimicas (ECB).

En el esquema establecido por los Programas de Evaluacién de Productos Quimicos de la
OCDE, la biodegradabilidad de una sustancia se determina utilizando tres niveles sucesivos
de ensayo, las pruebas de biodegradabilidad inmediata, de biodegradabilidad intrinseca y de

simulacion (OCDE, 1992), las cuales se describen a continuacion.

2.2.1 Pruebas de biodegradabilidad inmediata

Las condiciones necesarias para realizar este tipo de ensayos incluyen la incubacién aerobia
estatica, o por lote, a una temperatura comprendida entre 20 y 25°C, de una baja
concentracion de biomasa en un medio mineral y a pH neutro. La sustancia se afiade, a una
concentracion conocida, como unica fuente de carbono y energia, siendo el indculo una
poblacidon microbiana natural que no haya sido expuesta al compuesto de prueba (Tabla 2.3).
Como controles positivos, se incluyen compuestos de facil biodegradabilidad, tales como

glucosa, anilina, benzoato o acetato de sodio.

Estas pruebas restringen al maximo las posibilidades de que la biodegradacion suceda, razon
por la cual se considera que un resultado positivo indica la biodegradabilidad de la sustancia

en la mayoria de los medios naturales y de los sistemas de tratamiento (Nyholm, 1991).

El monitoreo de la molécula en estudio se realiza mediante parametros directos, como el
Carbono Orgénico Disuelto (COD), o bien, con pardmetros indirectos como la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO) o la produccion de CO, Para garantizar que los resultados no
se deben a una degradacion abidtica, la eliminacion fisica de la molécula por adsorcion, la
toxicidad de la sustancia o a una actividad deficiente del indculo, las pruebas se corren en
paralelo a varios testigos. Los resultados de los ensayos respirométricos se corrigen con la

respiracion endogena del indculo, la cual se mide en ausencia de la molécula en estudio.
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Tabla 2.2 Pruebas de biodegradabilidad normalizadas o en curso de normalizacion por parte

de la OCDE y su correspondencia con pruebas ISO, US-EPA y ECB

Descripcion OCDE? 1so® US-EPA® ECB®
Pruebas de biodegradabilidad inmediata
Prueba AFNOR modificada - pérdida de COD 301 A 7827 835.311 C.4-A
Prueba de Sturm modificada - 301 B 9439 835.311 C.4-C
desprendimiento de CO,
Prueba MITI I modificada 301 C - 835.311 C.4-F
Prueba en frasco cerrado 301D 10707 835.311 C.4-E
Prueba modificada de deteccién de la OCDE - 301 E 7827 835.311 C.4-B
pérdida de COD
Prueba de respirometria manométrica 301 F 9408 835.311 C.4-D
Prueba de desprendimiento de CO, en 310 14593 835.312 -

recipientes cerrados
Pruebas de biodegradabilidad intrinseca

Prueba SCAS (Semi-Continuous Activated 302 A 9887 835.321 C.12
Sludge) modificada

Prueba de Zahn-Wellens modificada 302 B 9888 835.32 C.9
Prueba MITI Il modificada 302 C - - -
Prueba CONCAWE 302 D° - - -
Pruebas de simulacion

Prueba de simulacién de tratamiento aerobio 303 A 11733 - C.10
con unidades de lodos activados

Prueba de simulacién de tratamiento aerobio 303 B - - -
con biomasa fija

Prueba de biodegradabilidad intrinseca en 304 A 14239 835.33 -
suelos

Prueba de biodegradabilidad en agua marina 306 - 835.316 -
Prueba de transformacién aerobia y anaerobia 307 - - C.23
en suelos

Prueba de transformacion aerobia y anaerobia 308 - - C.24
en sedimentos acuaticos

Prueba de mineralizacion aerobia en agua 309 14592-1 - -
superficial

Prueba de produccién de biogéas a partir de 311 11734 - -

lodo anaerobio diluido
Prueba de simulacién para determinar la
biodegradabilidad primaria y ultima de
compuestos quimicos descargados a aguas
residuales

*OCDE: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico

°ISO: Organizacion Internacional de Normalizacion

‘US-EPA: Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América

YECB: Oficina Europea de Sustancias Quimicas

‘Prueba en proceso de normalizacion

COD: Carbono organico disuelto

(3xx)® - - -
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Tabla 2.3 Condiciones experimentales de las pruebas de biodegradabilidad inmediata de la

Prueba

301 A

301 B

301 C

301D

301 E

301 F

310

Fuente del in6culo

Efluente secundario, extracto
de suelo, agua superficial o
lodos activados

Efluente secundario,
extracto de suelo, agua
superficial o lodos
activados

Lodos® precultivados con
peptona y glucosa

Efluente secundario, agua
superficial

Efluente secundario

Efluente secundario,
extracto de suelo, agua
superficial o lodos
activados

Efluente secundario,
extracto de suelo, agua
superficial o lodos
activados

OCDE (1992)
. Compuesto
In6culo
(células/y € Prueba
(mg/l)
10-40
107-10®
(mg COD/1
10-20
107-10%
(mg COD/1)
107-10% 100
10*-10° 2-10
10-40
10°
(mg COD/1)
107-10% 100
10°-10® 10-20
(UFC/l)  (mg COD/I)

Obtenidos a partir de 10 muestras naturales diferentes
COD: Carbono organico disuelto
DBO: Demanda bioquimica de oxigeno

Descripcion

Prueba en matraz agitado
con seguimiento de la
pérdida de COD

Prueba respirométrica en
un dispositivo que capta el
CO, producido

Prueba respirométrica en un
medidor de DBO

Prueba respirométrica en
un medidor de DBO

Prueba en matraz agitado
con seguimiento de la
pérdida de COD

Prueba de respirometria
manomeétrica

Prueba respirométrica en
recipientes cerrados con
seguimiento del carbono
inorganico producido en la
fase liquida o gaseosa

Las pruebas de biodegradabilidad inmediata demandan una disminucion del 70% al

monitorear el COD, y del 60% de la demanda tedrica de oxigeno (DTO) o de la produccion

tedrica de CO, (ThCO,) en un periodo de 28 dias. Sin embargo, para un resultado positivo

los niveles limites de biodegradacion deben ademas alcanzarse en los diez dias posteriores al

final de la fase de latencia (t.), la cual se define arbitrariamente como el tiempo necesario

para alcanzar una biodegradacion del 10%. A este criterio se le conoce como ‘la ventana de

los 10 dias’. El nivel maximo de biodegradacion presentado al cabo de 28 dias, la duracion

de la fase de latencia (t) y el tiempo de vida media (t;,), definido como el tiempo
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transcurrido para obtener una biodegradacion de 50%, se reportan como resultado de las

pruebas. En la Figura 2.2 se representa la obtencion de estos pardmetros.

1007 Nivel miximo de
J T biodegradacion
20 4 Nivel minimo de biodegradacion
= en pruebas que miden Ia pérdida
2 / de COD
= A . - -
= a0 / ™ Nivel minimo de biodegradacion
By en pruebas respirométricas
L
% 40-
=]
'i,- -
= 204
0
0 L €152
Tiempo

Figura 2.2 Representacion esquematica de un proceso de biodegradacion

(Véazquez-Rodriguez y Beltran-Hernandez, 2004)

2.2.2 Pruebas de biodegradabilidad intrinseca

Las pruebas de biodegradabilidad intrinseca se desarrollan a partir de un resultado negativo
en las pruebas de biodegradabilidad inmediata. En las primeras se emplean condiciones
experimentales mas favorables a la degradacion, tales como una elevada concentracion del
indculo y una mayor duracion del ensayo, principalmente. Para evaluar la biodegradabilidad,
se permite la previa adaptacion del inoculo al compuesto de prueba y la adicion de una

segunda fuente de carbono.

La OCDE ha normalizado tres pruebas de biodegradabilidad intrinseca en medio aerobio, a
saber, los ensayos SCAS (Semi Continuous Activated Sludge), Zahn-Wellens y MITI II

(Tabla 2.4). La primera prueba emplea un indculo de lodos activados que se pone en contacto
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durante 23 horas con la sustancia de estudio (20 mg COD/I) y un efluente doméstico, el cual
funciona como indculo y a la vez como fuente alterna de carbono. Transcurrido este tiempo,
se analiza el sobrenadante en términos de concentracion final del COD. El sobrenadante se
reemplaza por un volumen equivalente de efluente doméstico y se adiciona nuevamente la
sustancia de prueba para reiniciar el ciclo. La prueba Zahn-Wellens opera de modo
discontinuo y se monitorea midiendo la pérdida de COD; por otra parte, utiliza altas
concentraciones de la molécula en estudio (50-400 mg COD/1), arriesgando asi la viabilidad
celular. Finalmente, la prueba MITI II permite determinar el comportamiento ambiental de
sustancias insolubles en agua con un protocolo respirométrico sumamente complejo, el cual
requiere la preparacion del inoculo mediante la mezcla de 10 muestras naturales (suelo, agua

superficial, lodos activados) y su posterior precultivo con peptona y glucosa durante al

menos 30 dias (OCDE, 1992).

Tabla 2.4 Condiciones experimentales de las pruebas de biodegradabilidad intrinseca de la

OCDE (1992)
Prueba Fuente del In6culo  Compuesto de Descripcion
inéculo (g SST/l)  prueba (mg/l) b
Lodos ac‘gvados y 20 Prueba semicontinua con
302 A aguas residuales 1-4 .
urbanas (mg COD/1) seguimiento del COD
; 50-400 i i
302 B {qod?is activados 02-1 Prueba .dISfogtlrgl(E)l Igon
avados (mg COD/I) seguimiento de
Lodos" Prueba respirométrica en un
302 C  precultivados con 0.1 30 medidor de DBO
peptona y glucosa
20 Prueba en recipientes
302 D g;?\l;;gols()dos 0.05° cerrados con seguimiento
(mg COD/I) del C inorgénico producido

*Obtenidos a partir de 10 muestras naturales diferentes
®Prueba en proceso de normalizacion (OCDE, 2001a)
“Valor estimado

La prueba CONCAWE (302 D, en proceso de normalizacion) estd disefiada para evaluar la
biodegradabilidad intrinseca de compuestos derivados del petroleo, de sustancias volatiles y

poco solubles. Este ensayo utiliza la misma metodologia que la prueba inmediata 310, a
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excepcion del indculo, el cual consiste en una poblacion microbiana mixta previamente
adaptada a la sustancia de prueba, y de un periodo de incubacion de 8 semanas (OCDE,

2001a).

2.2.3 Pruebas de simulacion

Si las pruebas de biodegradabilidad intrinseca arrojan resultados negativos, las pruebas de
simulacion tienen la finalidad de estudiar el comportamiento de estas sustancias en sistemas
de tratamiento o en medios naturales relevantes. Si el resultado de la prueba de simulacion es
negativo, se presume que la sustancia persiste en el medio ambiente y que puede
considerarsele sujeta a restricciones en cuanto a su esquema de produccion o
comercializacion, e incluso puede exigirse la busqueda de compuestos sustitutos (Vazquez-

Rodriguez y Beltran Herndndez, 2004).

El ensayo 303 A, que simula una planta de tratamiento de aguas residuales mediante lodos
activados, es la prueba de simulacion mas utilizada. Siguiendo el protocolo establecido, los
lodos activados, el agua sintética a base de peptona y la sustancia de prueba estan contenidos
en un reactor con un tiempo de retencién de lodos de 6 dias, acoplado a un decantador que
separa el agua tratada. Para obtener resultados confiables, los ensayos se llevan a cabo
simultaneamente a pruebas testigo que se realizan en ausencia de la molécula de estudio. Sin
embargo, mediante estas pruebas se obtienen cinéticas y mecanismos de biodegradacion
diferentes a los que realmente pueden existir; esto se debe al empleo de concentraciones muy
elevadas con respecto a las que se pueden encontrar en la mayoria de las plantas de
tratamiento. La OCDE sugiere una variante a esta prueba, en la cual se simula un sistema de
tratamiento de aguas residuales por biomasa fija (prueba 303 B). Asi mismo, se han
normalizado pruebas que simulan suelos, aguas superficiales y marinas, digestores

anaerobios y sedimentos acuaticos (Tabla 2.2).
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2.2.3.1 Pruebas de biodegradabilidad en medio sedimentario

Los sedimentos estan formados por capas de materia finamente dividida, que cubren el fondo
de rios, lagos, bahias, estuarios y océanos. Por lo general, se componen de particulas
minerales de diferentes tamafios, como arcillas, limos y arena, mezcladas con materia
organica en muy diversas proporciones (Manahan, 1994). Dado que son el destino final de un
elevado niimero de sustancias quimicas, en general de aquéllas que son hidréfobas y que se
adsorben ficilmente a la materia particulada, se han normalizado pruebas de

biodegradabilidad que simulan dichos ecosistemas.

La prueba OCDE 309 (OCDE, 2004), disenada para evaluar la biodegradabilidad aerobia de
compuestos a bajas concentraciones (< 100 ug/l) en aguas superficiales, es un ensayo en
matraz agitado que contempla la adicion de sedimento (1 g/l) para simular la interfase
sedimento/agua. La biodegradacion se mide mediante el monitoreo de la molécula de prueba
marcada con "C o del MCOZ producido, o utilizando técnicas analiticas lo suficientemente
sensibles, durante un maximo de 60 dias. En funcién del medio que se pretenda estudiar, el
sedimento puede caracterizarse por un elevado contenido en C organico (2.5-7.5%) y una
textura fina (contenido de arcillas > 50%), o bien por un contenido en C organico reducido
(0.5-2.5%) y una textura gruesa (contenido de arcillas < 50%) (Véazquez-Rodriguez y Beltran

Hernandez, 2004).

La prueba ISO 14592-1 propone un método para determinar la biodegradabilidad aerobia de
compuestos organicos a bajas concentraciones (< 100 pg/l). El ensayo consiste en una prueba
batch en matraces agitados, a los cuales se anade agua superficial libre de particulas gruesas,
o bien, una suspension de agua superficial con sedimento (0.1-1 g/l en peso seco). Los
matraces se mantienen bajo agitacion constante y en la oscuridad, a una temperatura de 20-
25°C para simular una interfase de sedimento/agua. La prueba se monitorea mediante la
medicion de la molécula de prueba marcada con '*C o del '*CO, producido, o utilizando
técnicas analiticas lo suficientemente sensibles. Bajo estas condiciones, se estiman constantes

cinéticas de biodegradacion de primer orden (ISO, 2002).

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 14



MARCO TEORICO

2.3 EL MEDIO SEDIMENTARIO

Como ya se menciono, los sedimentos son el receptaculo final de una gran variedad de
contaminantes presentes en los cuerpos acudticos. Esto es particularmente importante cuando
se trata de la transferencia de especies quimicas desde los sedimentos hasta los organismos
que pasan una parte importante de su ciclo vital en contacto con ellos, como camarones,
cangrejos, moluscos bivalvos, entre otros, que ademas constituyen la base de algunas cadenas
troficas. Durante mucho tiempo se pensod que la transferencia de contaminantes desde los
sedimentos hasta los organismos incluia por lo general una etapa de disolucion de los
mismos en el medio acudtico circundante. Sin embargo, actualmente se sabe que la
transferencia ocurre, en gran medida, directamente desde los sedimentos hasta los
organismos. Tal es el caso de ciertos contaminantes escasamente solubles, como los

pesticidas organohalogenados (Manahan, 1994).

2.3.1 Principales caracteristicas de los sedimentos

La composicidn y naturaleza del deposito sedimentario estan relacionadas con la constitucion
petrografica de las cuencas y la estructura de la vegetacion que lo cubre. Estos depdsitos son
de origen aldctono cuando provienen de la erosion de la cuenca por agentes dinamicos
externos, tales como el viento o el agua, o de origen autdctono cuando se constituyen a partir
de la precipitaciéon de compuestos minerales (carbonatos) y organicos (fragmentos vegetales
acuaticos). La ocupacion humana de las cuencas puede influenciar esta composicion natural.
Un sedimento puede describirse por su composiciéon y su estructura, como se describe a

continuacion (Bonnet, 2000).

2.3.1.1 Composicion

Los sedimentos son una matriz relativamente heterogénea, constituida por agua, materiales
organicos e inorganicos y por compuestos antropogénicos (Power y Chapman, 1992). Los

sedimentos se componen en un 80% de Si, Al, K, Na y Mg, mientras que el 20% restante se
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encuentra constituido por compuestos carbonatados (CaCOs, MgCO3), nutrientes (carbono
organico, N, P) y elementos moviles (Mn, Fe, S). Los metales traza (Hg, Cd, Pb, Zn, Cu, Ni,
Ag) representan menos de 0.1% de los elementos presentes en los sedimentos (Bonnet,

2000).

Tabla 2.5 Principales minerales que componen los sedimentos de agua dulce (Bonnet, 2000)

Minerales Denominacion Formula quimica
Cuarzo (silice) Si0O,
Mica K(Mg, Fe, Al); AlSi;0,4(OH),
Silicatos Feldespato (Na, Ca, K)AISi;0g
Amfibolo (Ca, Mg, Fe, Al);Si,0,,(OH)
Piroxeno (Ca, Mg, Fe),Si,04
Ilita KMgAl,Si;0,0(OH),
Arcillas Montmorillonita XMgAISiO;o(OH),
Clorita MgsAl,Si30,o(OH)sg
Caolinita Al3Si,05(OH),
Calcita CaCO;
Dolomita CaMg(COs),
Siderita FeCO;
Carbonatos Goethita FeOOH
Magnetita Fe;O,
Apatita Cas(PO4);(OH, F)
Vivianita Fe;(POy), 8H,O
Pirita FeS,

En funcion de su contenido de arena, el agua intersticial representa entre 20 y 90% del
volumen de los sedimentos superficiales; mas la textura del sedimento es fina, y el contenido
de agua es mas importante. La materia inorganica esta formada por compuestos minerales,
tales como arcillas, carbonatos y silicatos (Tabla 2.5). El tamafio de estas particulas oscila
entre didmetros menores a 0.1 um y varios mm. Estos compuestos estan por lo general
recubiertos de sustancias organicas y de ortohidroxidos de hierro y manganeso. La materia

organica es un componente esencial de los sedimentos, en virtud de su participacion en la
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adsorciéon de los contaminantes y en el control de su biodisponibilidad (Kukkonen y
Landrum, 1996). La materia orgénica natural se clasifica, segiin su tamafio, en carbono
organico particulado (COP), coloidal (COC) y disuelto (COD). Se trata de material
macromolecular polimerizado y heterogéneo (en tamafio y en peso), constituido por centenas
de moléculas diferentes (proteinas, polisacaridos, lipidos, acidos humicos y fulvicos). Este
material se caracteriza por poseer sitios hidrofilos e hidrofobos que le permiten adsorberse a
la superficie de las particulas minerales y complejar, en las fases acuosa y particulada,
contaminantes organicos hidrofobos, metales en forma idnica y moléculas no ionizadas

(Bonnet, 2000).

2.3.1.2 Estructura

El andlisis granulométrico o de textura permite describir el sedimento a partir de diferentes
fracciones minerales agrupadas en clases: las arcillas de tamafio inferior a 2 um, el limo de 2

a 50 umy la arena de 50 um a 2 mm.

Un sedimento también puede caracterizarse por su estratificacion vertical, la cual es funcion
de la concentracién de oxigeno. La estructura de esta zona estratificada puede variar en
funcion de la estacion, como lo muestra la Figura 2.3. El oxigeno juega un papel importante,
tanto para los procesos bioldgicos como para numerosas reacciones quimicas. Regula, a nivel
de la oxiclina, la solubilidad, y por ende la movilidad, de numerosos elementos, tales como el

hierro y el manganeso (Bonnet, 2000).
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Figura 2.3 Curvas de isoconcentracion del oxigeno disuelto (% de saturacion) en funcion de

un ciclo anual (Bonnet, 2000)

2.3.2 Contaminantes organicos

La gama de productos organicos sintetizados por el hombre es muy amplia (Tabla 2.6). Los
compuestos organicos estan por lo general asociados a las particulas segin la composicion de
sus grupos funcionales, su tamaio, su forma y, en su caso, su carga eléctrica. Para evaluar la
reparticion de estos compuestos entre el agua y las particulas se han propuesto coeficientes de

reparticion.

El coeficiente de reparticién octanol-agua (Kow) describe la lipofilia de un compuesto; su
valor disminuye cuando la solubilidad acuosa del producto aumenta. Asi, la adsorcion de los
compuestos organicos sobre la materia orgdnica es mas importante si Kow aumenta. El Kp es
el coeficiente de reparticion de los productos organicos entre el agua y las particulas. EI Kp
de un compuesto es superior si su polaridad es débil. Los compuestos organicos no polares se
enlazan principalmente con la materia organica, por lo que se ha propuesto un coeficiente de

reparticion (Koc) normalizado por el contenido de carbono organico (CO; Bonnet, 2000).
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Tabla 2.6 Principales compuestos organicos presentes en sedimentos (Bonnet, 2000)

Hidrocarburos alifaticos
Grupo de moléculas lineales o ramificadas de cadena larga. Son relativamente volatiles y se
encuentran en los sedimentos a bajas concentraciones.
Hidrocarburos aromaticos monociclicos
El benceno, el tolueno y algunos de sus derivados son moderadamente volatiles y solubles en
agua. No se encuentran a altas concentraciones en los sedimentos. Por el contrario, ciertos
derivados clorados o nitrogenados (diclorobenceno, hexaclorobenceno, dinitrotolueno) pueden
encontrarse a altas concentraciones en los sedimentos cercanos a zonas industriales y plataformas
petroleras.
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)
Grupo de hidrocarburos constituidos por un nimero variable de ciclos bencénicos (naftaleno,
coroneno). Algunos compuestos aromaticos no sustituidos, como el benzo[a]pireno, fluorantreno,
pireno y antraceno estan presentes en los sedimentos cercanos a zonas industriales y plataformas
petroleras.
Pesticidas organoclorados, bifenilos policlorados (BPC)
Compuestos antropogénicos obtenidos por cloracion de diversos hidrocarburos insaturados
(ciclopentadienos clorados, dicloroanilina, lindano, DDT). Los ciclopentadienos clorados mas
comunes son el dieldrin, clordano, aldrin, heptacloro, endosulfan. Los BPC son mezclas de
bifenilos con diversos grados de cloracion (4 a 8 cloros/molécula). El tiempo de vida media de
estos agentes es muy grande (frecuentemente > 10 afios) y su biodegradabilidad es casi nula (a
excepcion del lindano). Incluso los compuestos cuya produccion se ha detenido (como el DDT)
representan un problema en los sedimentos. Aunque sus niveles ambientales disminuyen desde
hace varios afios, los BPC se siguen utilizando en la industria eléctrica y de plasticos.
Pesticidas organofosforados
Sustancias organicas antropogénicas neurotoxicas, por lo general derivadas del acido ortofosforico
(paration, malation).
Carbamatos
Pesticidas derivados del acido carbamico (HO-CO-NH;); se incluyen insecticidas neurotdxicos
como el carbaryl y fungicidas (ferbame).
Piretroides
Insecticidas antropogénicos con un nucleo ciclopropano en su estructura y estabilizados por la
adicion de radicales halogenados (deltametrina, ciflutrina). Son muy tdxicos para peces €
invertebrados de sangre fria.
Fenoles
Compuestos aromaticos hidroxilados derivados del benceno o de sus homologos superiores como
el naftaleno. El penta-, el tetra- y el triclorofenol estan presentes en algunos sedimentos
contaminados.
Dibenzo-p-dioxinas policloradas
Compuestos organicos producidos durante la combustion incompleta de sustancias organicas
sintéticas. La incineracion de los aromaticos clorados es una fuente de dioxinas y dibenzofuranos
que se acumulan en los sedimentos.
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Las moléculas organicas tienen efectos muy variados. Pueden ser narcoticas, genotoxicas
(hidrocarburos aromaticos policiclicos), neurotdxicas (insecticidas clorados), inhibidoras del
crecimiento (herbicidas), etc. Las formas no ionizadas de las moléculas organicas son
generalmente mas toxicas que las formas ionizadas, debido a que penetran mas facilmente las

membranas celulares por transporte pasivo a través de la bicapa lipidica (Howe et al., 1994).

2.3.3 Reparticion de los contaminantes en los sedimentos

Los sedimentos son matrices complejas que poseen multiples posibilidades de asociacion con
los contaminantes. La reparticion de los contaminantes en los diferentes componentes de los
sedimentos (particulas, agua u organismos) es controlada por procesos fisicos, quimicos y

biologicos (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Principales procesos que controlan el ciclo de los contaminantes

en el medio acuatico (Bonnet, 2000)
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En el compartimiento acuoso, los contaminantes pueden estar presentes en forma disuelta o
complejada. Pueden transferirse a la fase solida luego de la agregacion de materiales
disueltos o por adsorcion sobre particulas. En las particulas, los procesos de resuspension-
sedimentaciéon pueden modificar la asociacion de los contaminantes con éstas. Los
contaminantes asociados a las particulas pueden regresar a la fase acuosa por efecto de

procesos fisicos (difusién) o quimicos (desorcion).

Los organismos vivos modifican las caracteristicas fisico-quimicas del medio y acumulan por
adsorcion contaminantes a partir de las fases liquida y solida. Posteriormente, los

contaminantes pueden ser transferidos a la cadena alimenticia (Bonnet, 2000).
2.3.4 Factores de control de la reparticidon de los contaminantes

Como se ha descrito, por efecto de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, los
contaminantes se reparten de diferentes formas (disuelta, complejada, adsorbida, entre otras)
entre los principales componentes de los sedimentos (fases acuosa, particulada y bidtica).
Entre los factores que controlan dicha reparticion se encuentran ciertos parametros
fisicoquimicos (pH, potencial redox, capacidad de intercambio cationico, salinidad) y los
constituyentes de los sedimentos, tales como las particulas inorgénicas, la materia organica y

los sulfuros, entre otros (Bonnet, 2000).
2.3.4.1 pH

En los sedimentos, el pH se encuentra controlado por la actividad bioldgica y depende de la
capacidad tampén del sistema, en particular del equilibrio CO5;*/HCO5". La reduccion de los
sulfatos (SO4”) en sulfuros (S;) conlleva un aumento en el pH, mientras que la
desnitrificacion (reduccion de los nitratos en Np; § 2.3.5.1) resulta en una disminucion. El pH
controla los equilibrios entre las formas no ionizadas y las ionizadas de las moléculas

organicas (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Comportamiento de la toxicidad de las moléculas organicas

en funcion del pH (Howe et al., 1994)

En condiciones alcalinas, la proporcion de la forma ionizada (menos toxica) de nitrofenoles
aumenta y los organofosfatos son por lo general hidrolizados en subproductos menos toxicos
que la molécula original. Sin embargo, el pH afecta de modo limitado la estructura de las

moléculas que poseen pocos grupos polares (Bonnet, 2000).
2.3.4.2 Potencial redox

El potencial redox (Eh, en mV) mide la aptitud a la oxidacion o a la reduccion de una
solucion y permite determinar las posibilidades de precipitacion o solubilizacién de
compuestos minerales presentes en los sedimentos. La Figura 2.6 muestra los principales
ciclos biogeoquimicos en funcion del potencial redox. La degradacion bacteriana de la
materia organica implica una reduccion del potencial redox y un aumento en las condiciones
reductoras del sedimento. Las condiciones redox tienen una influencia negativa en la

solubilidad de metales como el hierro, el manganeso o el cromo (Bonnet, 2000).
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Figura 2.6 Hipotesis simplificadas de los principales ciclos biogeoquimicos en los sistemas

sedimentarios de agua dulce en funcion del potencial redox (Eh en mV) (Bonnet, 2000)

Otros metales se ven afectados indirectamente en su movilidad por la disponibilidad de
elementos complejantes, tales como los sulfuros o los hidroxidos de hierro y de manganeso.
En efecto, en condiciones reductoras, el exceso de sulfuros limita la movilidad de los
metales, los cuales coprecipitan. Cuando las condiciones se vuelven oxidantes, los sulfuros se

oxidan y los metales cationicos se liberan a la fase acuosa (Bonnet, 2000).
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2.3.4.3 Capacidad de intercambio cationico y superficie especifica

Una de las caracteristicas mas importantes de los sedimentos es su habilidad para
intercambiar cationes con el medio acuatico que los rodea. La capacidad de intercambio
cationico (CIC) mide la capacidad de un solido, tal como un sedimento, para absorber
cationes, mientras que los cationes intercambiables (CI) se refieren a la cantidad de iones
especificos unidos a una cierta cantidad de sedimento; ambos paradmetros se expresan por lo

general como cmol/Kg de sedimento.

La reactividad de las particulas es mayor si la capacidad de intercambio catidnico (CIC) y el
area especifica (m’/g) son importantes. La CIC de la fracciéon sélida es funcion de la
importancia y de la distribucion de cargas en su estructura, de los cationes adsorbidos
(generalmente sodio, potasio o calcio) y de la naturaleza de los cationes de reemplazo. La
superficie especifica es inversamente proporcional al diametro de las particulas (Bonnet,

2000).
2.3.4.4 Durezay salinidad

La dureza puede influenciar la disponibilidad de los contaminantes, lo cual puede deberse a
un aumento en la competicion entre el Ca*" y los metales por los sitios de intercambio. En
cuanto a la salinidad, ésta puede ser un factor particularmente critico en la reparticion de
ciertos contaminantes entre las fases acuosa y sdlida; por ejemplo, ciertos metales disueltos

(Cd, Zn) pueden complejarse con el ion CI" y precipitar (Bonnet, 2000).
2.3.4.5 Fraccion mineral

Las particulas inorgéanicas no intervienen de modo significativo en la reparticion de los
contaminantes, a menos que el contenido en materia organica de los sedimentos sea inferior a
0.2%. A valores superiores, es dicha fraccion la que controla la reparticion de los

contaminantes organicos (Bonnet, 2000).
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Los problemas asociados a la contaminaciéon quimica suelen localizarse en las zonas de
deposito en las que los sedimentos son finos. Por sus caracteristicas (estructura, composicion,
CIC, superficie especifica), la fraccion limo-arcillosa de los sedimentos es mas reactiva que
el material mineral grueso, ya que puede formar complejos con los compuestos himicos y es
donde mas ocurren fendémenos de adsorcion y desorcion de contaminantes (cationes
organicos, moléculas orgénicas polares y iones metalicos). Por ejemplo, los bifenilos

policlorados suelen estar asociados a la fraccion arcillosa (Bonnet, 2000).

2.3.5 Importancia de los procesos anoxicos en el medio sedimentario

En el medio acudtico, los sedimentos suelen encontrarse contaminados con compuestos
organicos de diversa indole, debido a que reciben descargas de aguas residuales domésticas o
industriales, incluso sin que hayan sido tratadas. El metabolismo microbiano en ausencia de
oxigeno tiene un importante papel en la eliminaciéon de tales sustancias, ya que tales

condiciones son frecuentes en el medio sedimentario.

Los microorganismos anaerobios oxidan compuestos organicos a didéxido de carbono, usando
aceptores de electrones tales como nitratos, sulfatos u 6xidos de hierro, en lugar de oxigeno.
Asi, el nivel de degradacion natural de los hidrocarburos contaminantes en zonas andxicas es
mayor de lo que anteriormente se pensaba. Ademads, algunos compuestos xenobidticos solo
son biodegradados en anaerobiosis; es el caso del tetracloroetileno, los bifenilos policlorados
y los compuestos aromaticos nitrosustituidos (Zhang y Bonnet, 2005). Por ejemplo, el
benceno, uno de los contaminantes de mayor preocupacion ambiental debido a que es soluble
en agua, toxico y carcindgeno, puede ser degradado en anaerobiosis, al igual que otros

hidrocarburos.

Cabe mencionar que el incremento moderado de sulfatos o nitratos en el medio puede
acelerar el indice de biodegradacion del contaminante, como sucede cuando se agrega
oxigeno a la sub-superficie para optimizar la actividad de microorganismos aerobios. Sin
embargo, esta practica es técnicamente dificil y muy costosa, puesto que el oxigeno es poco

soluble y reacciona facilmente con ciertos componentes del agua subterranea, tales como el
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hierro. Estas limitaciones no intervienen en medios andxicos, donde los aceptores de
electrones como nitratos o sulfatos son altamente solubles y no son consumidos mediante

procesos abidticos (Anderson y Lovley, 2000).

Los microorganismos aerobios no degradan contaminantes clorados tales como el
percloroeteno (PCE) y tricloroeteno (TCE). En un acuifero poco profundo, estos solventes
persisten a menos que algunos contaminantes, tales como el petréleo, propicien condiciones
anoxicas. Algunos microorganismos anaerobios pueden degradar PCE y TCE adicionando
compuestos organicos a la sub-superficie para que sean utilizados como fuente de carbono y
de energia. Bajo condiciones ideales, el proceso de reduccién remueve atomos de cloro de los

contaminantes organicos, produciendo etileno como producto final (Lovley, 2001).

La contaminacion por nitratos, como resultado del uso de fertilizantes o de la introduccion de
basura dentro de la sub-superficie acudtica, puede tratarse simultineamente a la ocasionada
por compuestos organicos. Los microorganismos encargados de la desnitrificacion pueden

oxidar la materia organica, reduciendo el nitrato a nitrogeno molecular (Lovley, 2001).

2.3.5.1 La desnitrificacion en el medio sedimentario

En ausencia de oxigeno, los compuestos organicos pueden ser metabolizados por diversas
comunidades microbianas usando aceptores alternos de electrones. En términos de
respiracion microbiana y flujo de carbono en ambientes andxicos, los aceptores de electrones
mas importantes son los nitratos, sulfatos, hierro III, manganeso IV y carbonato, que dan
lugar al proceso de desnitrificacion, sulfurogénesis, reduccion del hierro, reduccion del
manganeso y metanogénesis, respectivamente. En presencia de las altas concentraciones de
sulfatos encontradas en agua de mar (20-30 mM), éstos constituyen uno de los aceptores de
electrones predominantes, afectando procesos diagenéticos en estuarios y sedimentos
marinos. La reduccion de hierro es importante en algunos sedimentos marinos, mientras que
la desnitrificacion puede ser significativa en regiones con altas concentraciones de nitratos

procedentes de la descarga de aguas residuales o de la agricultura (Haggblom et al., 1999).

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 26



MARCO TEORICO

Los microorganismos que son activos bajo diversas condiciones redox son fisiologica y
filogenéticamente distintos. Por lo tanto, las actividades e interacciones de estas poblaciones
necesitan ser consideradas al evaluar el destino de productos quimicos toxicos en el
ambiente, y cuando se estén desarrollando tecnologias para la biorremediacion (Haggblom et

al., 1999).

La desnitrificacion es particularmente importante para llevar a cabo el ciclo del nitrégeno.
Esta porcion de dicho ciclo representa una pérdida directa de nitrégeno fijado a la atmosfera,
la reduccion del nitrato a N,, ocurre anaerdbicamente, usando al anterior como aceptor de
electrones (§ Anexo C). Su control in situ es limitado por las concentraciones de oxigeno
disuelto, de iones nitrato y del carbono organico en el ambiente. La desnitrificacion ocurre
principalmente en los sedimentos de ambientes acudticos, debido a que los sedimentos
pueden tener concentraciones bajas de oxigeno disuelto y altas concentraciones de materia
organica (Reaccion 2.1). La desnitrificacion es también de interés actual porque los 6xidos

nitrosos contribuyen a la destruccion de la capa de ozono (Esteves et al., 2001).

{CH,0} +NO;y +H* — (CO,+0.5N,0 +1.5H,0 (2.1)
Donde:

{CH,0} es una molécula organica donadora de electrones.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La determinacién de la biodegradabilidad de las sustancias quimicas es fundamental para

conocer el riesgo que implica su dispersion en el medio ambiente.

La disponibilidad de oxigeno representa un factor importante en la determinacion de la
biodegradabilidad, puesto que las poblaciones microbianas responsables del ataque a las
moléculas en medios aerobios difieren de las existentes en medios anaerobios. A su vez, en
los medios anaerobios pueden encontrarse aceptores de electrones alternos, como nitratos,
sulfatos o Fe*" en concentraciones suficientes como para establecer condiciones andxicas, en
cuyo caso la biodegradabilidad de las moléculas también varia. Por tal motivo, este trabajo
presenta un protocolo experimental que permite evaluar la biodegradabilidad de compuestos
organicos en condiciones desnitrificantes. Este protocolo pretende simular las condiciones
prevalecientes en un medio sedimentario con ion nitrato como aceptor de electrones, por lo
que podria ser utilizado como una herramienta de prediccion del comportamiento de las

sustancias bajo tales condiciones.

3.2 JUSTIFICACION

Dado que los organismos reguladores exigen a los fabricantes cada vez mas evidencias
experimentales de que sus productos se transforman en estructuras inocuas cuando se liberan
al medio ambiente, se han disefiado diversas pruebas de biodegradabilidad. Estas permiten
estimar en el laboratorio la factibilidad de la biodegradacion en condiciones cercanas a las
que caracterizan un medio natural determinado. En virtud de su creciente aplicacion, es
importante contar con un conjunto de pruebas razonablemente reproducibles y precisas, que

permitan simular la amplia variedad de ecosistemas implicados, como son aguas marinas,
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suelos, sedimentos, entre otros. Sin embargo, hasta el momento no se ha normalizado ningiin

ensayo de biodegradabilidad con aceptores externos de electrones distintos al oxigeno.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar un procedimiento de evaluacion de la biodegradabilidad andxica de compuestos

organicos en medio liquido.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/
*

% Establecer una metodologia de evaluacion de la biodegradabilidad anodxica de

compuestos organicos en presencia de ion nitrato como aceptor de electrones.

¢ Caracterizar sedimentos lacustres para estudiar la factibilidad de su uso como

inoculo.

o
*

Seleccionar la fuente del indculo a partir de pruebas de biodegradabilidad anoxica

utilizando glucosa como molécula de referencia positiva.

¢ Evaluar la pertinencia de la prueba de biodegradabilidad andxica con compuestos

xenobiodticos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIAL SEDIMENTARIO

Para esta investigacion, se emplearon sedimentos de la laguna de Tecocomulco, Hgo. Esta se
localiza entre los municipios de Apan y Cuautepec, entre las coordenadas geograficas siguientes:
latitud norte: 19°52°00"" y longitud oeste: 98°24°00"’, sobre una altitud de 2,400 msnm,
abarcando una superficie de 1653 ha. Esta masa hidrica es una extension natural de agua
estancada, proveniente principalmente de las precipitaciones pluviales que se registran en los
alrededores y cuyos depdsitos aluviales estan formados por arenas, limos y arcillas finas,
escasamente consolidadas. Actualmente la flora estd representada por algunas especies de
maguey, nopal, pasto y lirio acuatico, mientras que la fauna estd integrada por peces, anfibios y

aves (Camargo, 2000).

Se llevaron a cabo muestreos en diferentes periodos (Tabla 5.1), utilizando un muestreador de
suelos como el que se presenta en la Figura 5.1A. Este se introdujo a una profundidad de 1.5 m
del nivel del agua para extraer el sedimento y descartar el mas externo (~ 5 cm; Figura 5.1A).
Los sedimentos se colectaron en botes de plastico con capacidad de 1 1, se cubrieron con agua de
la misma laguna y se cerraron con el fin de mantener condiciones anoxicas (Figura 5.1B).
Posteriormente, se incubaron a temperatura ambiente durante 48 horas, con el fin de no

modificar drasticamente sus condiciones naturales.

Tabla 5.1 Fechas de los muestreos realizados

No. de muestra Fecha
1 Septiembre, 2003
2 Junio, 2004
3 Febrero, 2005
4 Junio, 2005
5 Febrero, 2006
6 Abril, 2006
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Muestreador

Incubacion de sedimento
a temperatura ambiente

15m T — Agua
11

] J, &— Sedimento
% Sedimento I E

Figura 5.1 Recoleccion (A) e incubacion (B) del sedimento a temperatura ambiente

5.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE SEDIMENTOS

A menos que se especifique otra fuente, el analisis de sedimentos se llevd a cabo utilizando las

técnicas para suelos descritas en la NOM-021-RECNAT-2000 (INE, 2002).

5.2.1 Andlisis de textura

La determinaciéon de la textura de sedimentos se llevé a cabo por el procedimiento de
Bouyoucos, el cual emplea el hidrometro del mismo nombre. En una batidora, se homogenizan
50 g de sedimento seco, 10 ml de solucion defloculante (con 37 g/l de hexametafosfato de sodio
y 7.94 g/l de Na,COs3) y un poco de agua destilada durante 10-15 minutos. Luego de aforarse a 1
| con agua en una probeta, la mezcla se agita durante un minuto. El hidrémetro se introduce
lentamente, y al cabo de 40 segundos se toma la lectura correspondiente al nivel del agua (L)) y
a la temperatura (T;). Después de 2 horas de reposo se toma la segunda lectura (L, y T»). Los
porcentajes de arcilla y de limo y arcilla se calculan mediante las Ecuaciones 5.1 y 5.2,

respectivamente.

L, + (T, —20)*0.36
50

% arcilla =

*100 (5.1)
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L, + (T, —20)*0.36

% limo y arcilla = 50

*100 (5.2)

El porcentaje de arena restante se calcula por diferencia con respecto al 100 %.

La textura del sedimento se determina por la ubicacion de las tres fracciones en el diagrama de la

Figura 5.2.

100%% ARCILLA

75% arcilla

S0%p arcilla

25% arcilla

arena

100%% ARFNA 100°%% LIMO

Figura 5.2 Diagrama triangular de clasificacion de sedimentos en funcion de su textura

(Campy y Meybeck, 1995)

5.2.2 Determinacion de pH

A 10 g de sedimento seco se adicionan 20 ml de agua destilada; la mezcla se agita a intervalos
de 5 minutos. Transcurrida media hora, la suspension se deja reposar durante 15 minutos, al
término de los cuales se agita nuevamente y se introduce el electrodo de pH. El valor se registra

en el momento en que la lectura se haya estabilizado

Disefio de una prueba de biodegradabilidad andxica de compuestos organicos en medio liquido 33



MATERIALES Y METODOS

5.2.3 Andlisis de iones nitrato

En una placa de agitacion se homogenizan 10 g de sedimento seco y 100 ml de solucion de KCl
2N durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, la suspension se deja reposar
aproximadamente 5 minutos y se filtra. Luego de llevar a sequedad 10 ml del extracto en una
capsula de porcelana, se adicionan 2 ml de 4cido fenildisulfonico, 20 ml de agua destilada y 7 ml
de KOH 12N. La mezcla se afora a 100 ml, se agita suavemente y se lee la absorcion oOptica a
410 nm. La concentracion de iones nitrato de la muestra se calcula a partir de una ecuacion que
relacione las absorbancias de las soluciones patron a sus concentraciones de iones nitrato (< 6.18

mg NO; /1) (Yufera y Carrasco, 1973).

5.2.4 Andlisis de iones nitrito

En un agitador magnético se homogenizan durante 15 minutos 10 g de sedimento seco y 100 ml
de solucion extractora de KCI 2N; luego de 5 minutos de reposo, se homogeniza nuevamente la
mezcla y se filtra. Posteriormente, se toman 25 ml del extracto y se anaden 20 ml de agua
destilada, 1 ml de 4cido sulfanilico (8 g/l en CH;COOH 5N) y 1 ml de a-naftilamina (5 g/l en
CH3;COOH 5N). La solucion se afora a 50 ml, se homogeniza y se deja reposar 10 minutos. La
absorbancia de la solucion se mide a 520 nm en un lapso maximo de 15 minutos, ya que una
lectura posterior origina una disminucion en el resultado del andlisis. La concentracion de iones
nitrito de la muestra se calcula a partir de una ecuacidon que relacione las absorbancias de los
patrones (elaborados con KNO;) con su contenido en iones nitrito (< 1.7 mg NO, /1) (Yufera y

Carrasco, 1973).

5.2.5 Analisis de carbono organico

A 0.5 g de sedimento seco se adicionan uniformemente 10 ml de una solucion de K,Cr,O7 IN y
20 ml de H,SO4 concentrado. Al cabo de 30 minutos de reposo, se anaden 150 ml de agua
destilada y 5 ml de H3PO4 concentrado. Finalmente, la mezcla se titula con una solucion de
sulfato ferroso 0.5N utilizando difenilamina como indicador. Se realiza todo el procedimiento
utilizando un testigo, el cual no incluye la muestra de sedimento. El porcentaje de carbono

inorganico se calcula mediante la Ecuacion 5.3.
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% carbono orgénico = [(B-T)/g] * [N] * (0.039) (5.3)

donde:

B = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el testigo (ml)
T = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar la muestra (ml)
N = Normalidad del sulfato ferroso

g = Peso de la muestra empleada

0.039 = Factor de correccion (Ecuacion 5.4)

0.039 = [12/4000 * 1/0.77 * 100] (5.4)

Donde:
12 = Peso equivalente del carbono en meq
1/0.77 = Factor de correccion debido a que se supone que el método s6lo oxida 77% del carbono

100 = Conversiodn a porcentaje

5.2.6 Analisis de carbono inorganico

En un frasco de boca ancha se introducen dos frascos mas pequefios, uno con 20 ml de NaOH
IN y el otro con 1 g de sedimento seco. Se cierra el frasco con una tapa provista de un septum, a
través del cual se adicionan 5 ml de H,SO,4 concentrado al frasco con sedimento. Transcurridas
24 horas se titula el NaOH, primero con H,SO4 IN y luego con H,SO4 0.01N. Se realiza todo el
procedimiento utilizando un blanco, el cual no incluye la muestra. El porcentaje de carbono

inorganico se calcula mediante la Ecuacion 5.5.

% carbono inorganico= (M —B) * N *4 * 12 *100 (5.5)

Peso muestra
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Donde:

B = Volumen del 4cido sulfurico gastado al finalizar la valoracion del blanco (ml)
M= Volumen del 4cido sulfurico gastado al finalizar la valoracién de la muestra (ml)
N = Normalidad del acido sulfurico

4 = Factor de correccion (se tituld una alicuota de 5 ml de un total de 20 ml)

12 = Peso equivalente del carbono en meq

100 = Conversion a porcentaje

5.2.7 Andlisis de fosforo

En un agitador magnético se homogenizan durante 30 minutos 2.5 g de sedimento seco y 50 ml
de solucién extractora de NaHCO; 0.5M. Luego de filtrarse se toman 10 ml de esta solucion y se
agregan 5 ml de solucion reductora, la cual se prepara disolviendo 0.50 g de 4cido ascérbico en
100 ml de molibdato de amonio (20 g de molibdato de amonio disueltos en 300 ml de agua;
posteriormente se adicionan 450 ml de H,SO4 14N y 100 ml de tartrato de antimonio y potasio
0.5% m/v para luego aforar a 1 1 con agua destilada). La mezcla se agita, se afora y luego de 30
minutos de reposo se lee la absorbancia a 882 nm. La concentracion de fosforo de la muestra se
calcula a partir de una ecuacion que relacione la absorbancia de la soluciones patron respecto a

su concentracion de fosforo (< 1.0 mg P/1).

5.2.8 Determinacién del contenido de humedad

Esta determinacion consiste en colocar capsulas de porcelana a peso constante en una estufa
durante 8 h como minimo, a una temperatura de 105 °C. Posteriormente, se registra el peso de
las capsulas (Pc) previo enfriamiento de las mismas en un desecador. Luego de colocar en las
capsulas aproximadamente 10 g de sedimento humedo, se pesan nuevamente (Psh) y se colocan
en la estufa hasta completa sequedad a la misma temperatura. Al término de este procedimiento
se pesa la cépsula con sedimento seco (Pss). La determinacion del contenido de humedad se
realiza por la diferencia en peso entre la masa del sedimento himedo y la masa del sedimento

seco (Ecuacion 5.6).
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g=(Psh-Pc)—(Pss-Pc) (5.6)

5.3 PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD ANOXICA

Las pruebas se realizan con base en el método de Sturm, el cual consiste en un ensayo aerobio
discontinuo en el que la mineralizacion de la sustancia se monitorea por medio de la medicion
del CO; producido (OCDE, 1992). La prueba andxica contempla la adicion del compuesto de
estudio (30 mg C/l) como tnica fuente de carbono y energia. Como medio de cultivo, se utiliza
un medio anaerobio (Madsen et al., 1995), cuya composicion se enriquece con KNO; (252 mg/l;

Tabla 5.2).

Tabla 5.2 Composicion del medio de cultivo anéxico (mg/1)

Buffer de fosfatos 270 KH2PO4
840 Na2HPOs4
530 NHa4Cl
Sales minerales 100 MgCl2:6H20
75 CaCl2-2H20
1.0 FeSO47H20
0.5 CoCl2:6H20
MnCl2-4H20
H3BOs3
Metales traza 0.05 Na2.SeO3
NiClz
ZnCl2
0.04 CuCl2-2H20
0.01 Na2MoO4:2H20
Aceptor de electrones 252 KNO3
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5.3.1 Dispositivo experimental

El dispositivo experimental consiste en un reactor de policarbonato de tipo Spinner con un
volumen util de 1 1, a cuya tapa se adapta un imdn que permite agitar magnéticamente el
contenido. En el reactor de prueba se deposita la molécula de estudio en una cantidad conocida
(30 mg C/1), asi como el medio de cultivo y un inoculo bacteriano. Para garantizar un medio
anoxico, el reactor se alimenta continuamente con N», del cual se remueven eventuales trazas de
CO; mediante su paso por una trampa que contiene KOH 5N (Figura 5.3). A la salida de gases
de este reactor se conecta una serie de frascos lavadores de vidrio que contienen 100 ml de
Ba(OH), 0.0125M previamente estandarizado, con la finalidad de capturar el CO, producido. Por
cada prueba de biodegradabilidad se corre en paralelo un reactor testigo, o de respiracion

endogena, al cual no se anade el compuesto orgéanico de estudio.

1. Tanque de mtrogenc

4. Trampa para CO s
3. Eeactor tipo Spinner

4. Frascos lavadores

| J

| o

Figura 5.3 Dispositivo experimental de las pruebas de biodegradabilidad anoxica

5.3.2 Medicion del CO, producido

Durante los ensayos de biodegradabilidad andxica, luego de observar la aparicion de un
precipitado en los frascos lavadores, se desconecta el primero de la serie y se recorren los demas
frascos colocando uno con nueva solucion de Ba(OH),. La solucion de cada frasco que se retira
se filtra y se titula con HCl 0.05M (previamente estandarizado con Na,COj3) en presencia de

fenolftaleina. El porcentaje de biodegradacion se calcula corrigiendo la cantidad de CO;
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capturado en el reactor de prueba con el que se captura en el testigo de respiracion endogena, y

relaciondndola con la cantidad inicial de carbono introducido en el ensayo.

La cantidad de C mineralizado se calcula de acuerdo a las siguientes expresiones:

C=[(Ng* Vo/Na)—X*(Vi/ V] *Ny*f (5.7)

C =[50 * Np — X * (V,/ V)] (5.8)

Donde:

C = Carbono expresado como CO, (mmol)

Np = Normalidad de Ba(OH),

Vo= Volumen original de la solucion de Ba(OH), (100 ml)

V= Volumen de la solucion de Ba(OH), (40 ml)

V= Volumen del la solucion de Ba(OH); antes de la titulacion
Na = Normalidad de la solucién de HCI

X = Volumen de la solucién de HCI usado para la titulacion (ml)

f = basicidad regresiva del 4cido carbonico (0.5)

5.4 PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD AEROBIA

Se llevaron a cabo pruebas de biodegradabilidad aerobia segiin dos métodos distintos, a saber
OCDE 301 A y F, los cuales monitorean la disminuciéon del carbono orgénico disuelto y el

consumo de oxigeno, respectivamente (OCDE, 1992).

5.4.1 Método OCDE 301 A

Para esta prueba se emplearon matraces Erlenmeyer con capacidad de 500 ml, en los cuales se
colocaron 250 ml de medio de cultivo (Tabla 5.3), el indculo bacteriano (extracto de sedimento
lacustre o indculo comercial) y la molécula organica (30 mg C/1). Los matraces se incubaron a

una temperatura de 25°C y bajo agitacion constante. La prueba se realiza en paralelo a un
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ensayo testigo en el que no se incluye la molécula de estudio. Originalmente, esta prueba
contempla la determinacion de la concentracion de COD (OCDE, 1992); sin embargo, a falta
del equipo necesario, la biodegradabilidad se determiné analizando colorimétricamente la
concentracion de fenol, la molécula de estudio (§ 5.7.1). El monitoreo de la prueba se realiz6

tomando muestras periodicas de 10 ml a los matraces testigo y ensayo.

Tabla 5.3 Composicion del medio de cultivo aerobio (mg/1)

85 KH,PO4
Buffer de fosfatos
217.5 K,>HPO,
5 NH4Cl1
503 NazHPO4'7H20
Sales minerales
18.2 CaCl,-2H,0O
22.5 MgSO4-7H,0O
Metales traza 0.25 FeCl;-6H,0O

5.4.2 Método OCDE 301 F

Para estas pruebas, se utilizo el sistema OxiTop (WTW Measurement Systems, Alemania), el
cual registra la DBO de modo automatico durante 5 dias. Dicho sistema utiliza botellas
cerradas, en las que la despresurizacion provocada por el consumo de oxigeno relacionado a la
biodegradacion de la materia organica es registrada por sensores electronicos piezorresistivos.
El in6culo de estas pruebas se prepard como se indica en la seccion 5.5.3, mientras que el medio
de cultivo es el que se describe en la Tabla 5.3 (OCDE, 1992). La sustancia de prueba se afiade
a razén de 50-100 mg DTO/I. La DTO (demanda teodrica de oxigeno) corresponde a la cantidad
de oxigeno necesaria para la oxidacion total de la molécula a CO, y H,O. Para cada prueba se
corre un testigo de respiracion endogena, al cual no se anade la sustancia de prueba. Los valores
de DBO se obtienen al multiplicar las lecturas diarias, corregidas con las del testigo endogeno,

por un factor que depende del volumen del ensayo.
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5.5 INOCULOS MICROBIANOS

Con la finalidad de seleccionar el in6culo més adecuado para las pruebas anoxicas, se estudiaron
tres consorcios microbianos: sedimentos lacustres, extractos de sedimento y un inoculo

comercial.

5.5.1 Sedimentos lacustres

Los sedimentos lacustres se obtuvieron segin lo descrito en la seccion 5.1. Luego de la
incubacion de cada sedimento, se elimin6 el agua sobrenadante y la mayor cantidad posible de
materia vegetal, y se analiz6 el contenido de humedad. Con base en lo anterior, se determiné la
cantidad de sedimento hiimedo que se debe afiadir a la prueba, para que pueda introducirse 1 g

de sedimento seco por cada litro de medio de cultivo.

5.5.2 Extractos de sedimento

Una manera mdas viable de emplear el material sedimentario como indculo fue preparando
extractos de sedimento, con la finalidad de introducir al ensayo una menor cantidad de materia
organica. Para ello, luego de eliminar el agua sobrenadante, se prepara una solucion salina
1sotonica de NaCl al 0.7% m/v, la cual se adiciona a una cierta cantidad de sedimento humedo.
El sedimento se introduce a razoén de 1 g de sedimento seco por cada 50 ml de solucién salina,
previa determinacion de su contenido de humedad (§ 5.2.8). Las muestras se agitan durante 30
minutos, al término de los cuales se mantienen en reposo durante igual lapso de tiempo.

Posteriormente, se recupera el extracto. La relacion de inoculacion empleada es de 1% v/v.

5.5.3 Inéculo comercial

Para emplear un in6culo comercial de calidad estdndar en las pruebas de biodegradabilidad, se
utilizaron capsulas de lodos activados deshidratados (Polyseed®, Interlab, Texas, E.U.A)
comunmente empleadas en pruebas de demanda bioquimica de oxigeno (DBO). La suspension

se prepar6 adicionando una capsula a 500 ml de medio de cultivo. La mezcla se agita durante 1
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hora, tras la cual se deja reposar 30 minutos para posteriormente sustraer el sobrenadante y

emplearlo como inoculo.

5.6 ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR

El método utilizado se basa en el descrito por Fung et al. (1976). Se preparan diluciones
decimales seriadas mediante la adicion sucesiva de 1 ml de extracto de sedimento o de
suspension de indculo comercial a 9 ml de solucidn salina isotdnica (NaCl 0.7% m/v). Para cada
dilucion se colocan equidistantemente 5 gotas de 20 pl en una placa de Petri con medio de
cultivo no selectivo previamente solidificado. El medio de cultivo contiene peptona de caseina,
extracto de carne y dextrosa (24 g/l; Bioxon, México). Las placas se incuban a 30°C, y el
numero de colonias (N) en cada gota se determina al cabo de 24 y 48 horas de incubacion. La
densidad de unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml) se calcula segin la expresion

siguiente:
Viabilidad [UFC/ml] = 50 * N*10" (5.9)

Donde:

D = la dilucion correspondiente

5.7 ANALISIS DE MOLECULAS XENOBIOTICAS

5.7.1 Medicion colorimétrica de fenol

El método utilizado es el descrito por Woolard e Irvine (1995). A 2 ml de muestra se adicionan
0.2 ml de solucién de K3Fe(CN)g al 5% (m/v) en glicina 0.1M. Se agita y se deja reaccionar
durante 5 minutos. Al cabo de este tiempo, se agregan 2 ml de solucion de 4-aminoantipirina al
0.25% (m/v) disuelta en solucion tampon de glicina (preparada por disolucion de 5.58 g de
hidrocloruro de glicina y de 3.75 g de glicina en 0.91 1 de agua destilada, ajustando el pH a 9.7

con una solucion de NaOH 6N para un volumen final de 1 1). La mezcla se agita y se deja
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reaccionar durante 20 minutos. La absorbancia a 506 nm se mide en un lapso maximo de 30
minutos, ya que una lectura posterior a este tiempo provoca una disminucion en la respuesta del
analisis. La concentracion de fenol de la muestra se obtiene por comparacion con una curva de

calibracion (0-25 mg/1).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS SEDIMENTOS DE LA
LAGUNA DE TECOCOMULCO, HGO.

El analisis fisicoquimico de los sedimentos lacustres permitié conocer ciertos parametros
pertinentes, tales como textura, pH y las concentraciones de nitratos, nitritos, fésforo y carbono
organico e inorganico. Estos resultados, correspondientes a la media aritmética obtenida a

partir de andlisis realizados por triplicado, se muestran en la Tabla 6.1.

En primer término, se encontr6d que las caracteristicas de los sedimentos difieren grandemente
en muestras independientes, como lo demuestran los coeficientes de variacion (CV). Painter
(1995) hace referencia a la gran heterogeneidad que es frecuente en la calidad de los
sedimentos, y advierte acerca del efecto que ésta puede tener en los resultados de las pruebas
de biodegradabilidad. No obstante, esta variabilidad es también tipica de muestras de lodos
activados, que constituyen la fuente de indculo mds frecuente de las pruebas de

biodegradabilidad (Vazquez-Rodriguez et al., 2003).

Respecto a la textura, se encontrd que el porcentaje predominante corresponde a la fraccion
arcillosa, seguida de arena y limo, respectivamente. En la Figura 6.1 se muestra el porcentaje
promedio de cada fraccion, calculado a partir de todos los muestreos. Si se considera este
porcentaje promedio, y segin la Figura 5.2, los sedimentos estudiados pueden clasificarse
como arcilla ligeramente arenosa. Estos resultados concuerdan con los de Huizar-Alvarez et al.
(2001), quienes reportan que el estrato mdas superficial de la cuenca de la laguna de

Tecocomulco es arcilloso y tiene alrededor de 20 m de profundidad.

Segiin la norma OCDE 308 (OCDE, 2002), un sedimento se clasifica por su textura y
contenido de carbono orgéanico. De tal suerte que, para llevar a cabo esta prueba, deben

utilizarse, por una parte, un sedimento con una textura “fina” y un alto contenido de carbono
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organico (2.5-7.5%) y, por la otra, un sedimento con textura “gruesa” y bajo contenido de
carbono organico (0.5-2.5%). La textura “fina” se define por un contenido de arcilla y limo
superior al 50%, mientras que una textura “gruesa” se caracteriza por un contenido de estas
fracciones inferior al 50%. La diferencia en la suma de estas fracciones en ambos sedimentos

debera ser de al menos 20%.

Asi, el contenido promedio de arcillas medido durante los distintos muestreos (52.7%) permite
prever una presencia significativa de materia organica. Sin embargo, se cuantificé un promedio
de 0.96% de carbono orgéanico. Este valor es reducido, si se considera lo estipulado por la
norma OCDE 308 (2002) y lo medido por Bonnet (2000; 0.45-7.40%), Esteves et al. (2001; 1.0
- 6.9%) y Kalsch et al. (1999; 0.22-1.84%) en muestras sedimentarias con diferentes texturas.
Considerando el contenido de arcillas y de C orgénico, los sedimentos analizados no pueden
ser considerados de textura “gruesa” ni “fina”, y no habrian podido ser utilizados como indculo

de la prueba OCDE 308.

Se estim6 que el carbono inorganico constituye, en promedio, 0.39% de la masa de los
sedimentos. Para este pardmetro se han reportado valores comprendidos entre 0.3 y 8.9%
(Bonnet, 2000). Aunque el contenido de C inorganico se encuentra dentro de este rango, es
posible atribuir su bajo valor a las técnicas utilizadas en los trabajos anteriormente

mencionados, las cuales manejan un medidor de COT.

Cabe mencionar que, aunque los contenidos de carbono orgéanico e inorganico son inferiores
con respecto a lo mencionado por otros autores, pueden alterar considerablemente los
resultados de las pruebas de biodegradabilidad, puesto que generan CO, adicional al producido
por la molécula de estudio. Por tal motivo, el uso de sedimentos enteros como indculo de las

pruebas de biodegradabilidad podria no ser recomendable.
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Tabla 6.1 Caracterizacion fisicoquimica de los sedimentos muestreados durante la investigacion

Parédmetro Muestreos ) Desviacion
Media CV (%)
1 2 3 4 5 6 estandar

% Arcilla 54.2 44 50.9 58.9 58.1 49.8 52.7 5.6 10.6
% Limo 20.7 8 33.3 33 17.3 22.6 17.5 10.8 61.3
% Arena 25.1 48 15.8 37.8 24.6 27.6 29.8 11.4 38.1
% C orgénico 0.97* 1.02* 0.99* 0.94 0.96* 0.92%* 0.96 0.035 3.6
% C inorganico 0.24%* 0.26* 0.41* 0.39 0.46* 0.56* 0.39 0.12 31.3
NO2- [mg/kg] 0.12 0.24 20.65 1.6 31.65 2.07 9.39 13.46 143.4
NO3- [mg/kg] 18.13 25 339.7 13.1 148.14 130.4 112.41 126.22 112.3
P [mg/g] 7.4% 7.3 9.76 22.5 1.98 0.87 8.30 7.76 93.4
pH 7.4 6.2 7.1 8.4 7.2 7.3 7.3 0.7 9.7
Densidad 1.12 1.15* 1.19* 1.4% 1.2% 1.13* 1.20 0.10 8.7

* Dato calculado a partir de dos réplicas
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Figura 6.1 Porcentaje total de las fracciones que integran el sedimento

Por otra parte, la concentracion de nitratos si se encuentra en el mismo orden de magnitud que
lo descrito en la bibliografia. El promedio encontrado en este estudio es 112.41 mg/g de
sedimento seco, equivalente a 1.81 umol/g de sedimento seco, mientras que Esteves et al.
(2001) calcularon valores comprendidos entre 0.8 y 1.1 umol/g en sedimentos provenientes del
Lago Batata, en el Amazonas, e impactados por diversas actividades antropogénicas. A partir
del anélisis de nitratos, sulfatos, elementos traza y coliformes del agua subterranea del area de
Tecocomulco, Huizar-Alvarez et al. (2001) concluyen que en este sitio existen problemas de
contaminacion asociada con aportes superficiales, tales como la descarga de aguas residuales,

la influencia de fosas sépticas y fertilizantes quimicos.

Tanto nuestros datos como los de Huizar-Alvarez et al. (2001) sugieren que, en el medio
sedimentario estudiado, la desnitrificacion puede ser un mecanismo importante de eliminacién
de materia organica, ya que la concentracion de nitratos (junto con la de oxigeno y de materia

organica) son los factores que la limitan in situ (Esteves et al., 2001).

En lo que respecta a los valores de pH, estos también pueden compararse con lo que reportan
Kalsch et al. (1999), a saber un rango de 7.2-7.6. Sin embargo, los valores de fésforo obtenidos
no pudieron ser comparados con ningun autor, puesto que nuestros datos corresponden a

concentraciones de fosforo y no de fosfatos, como lo reportan otros investigadores. Aun asi, los
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resultados obtenidos para este parametro permiten confirmar la variabilidad de las

caracteristicas presentadas por muestras distintas de sedimentos lacustres.

6.2 VALIDACION DEL DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

La prueba de biodegradabilidad andxica que se propone en este trabajo se basa en el método de
Sturm, el cual requiere una captura eficaz del CO, producido. En su revision bibliografica,
Painter (1995) enumera los inconvenientes de este método, entre los que destaca la
acumulacion de carbono inorgénico en el medio de cultivo. Esta acumulacion es consecuencia
de la biodegradacion de la sustancia de prueba, la cual en medio basico produce bicarbonatos;
sin embargo, al no traducirse en CO, capturado en las trampas respectivas, la mineralizacion de

la sustancia puede subestimarse.

Por tal motivo, el proposito de este experimento fue tener la certeza de que en el dispositivo
empleado (8 5.3.1) no se presentaran fugas o la acumulacion de carbono inorganico que
falsearan los resultados de las pruebas. Para ello, se realizé un ensayo de captura de CO,
introduciendo NaHCOj al reactor, a razoén de 525 mg/l. El desplazamiento hacia la izquierda
del equilibrio mostrado en la Ecuacion 6.1 (pK, = 6.35) se completa a valores de pH inferiores
a 4.3, razdn por la cual se afiaden al medio 2 ml de HCI concentrado. Esta reduccion del pH (<

2) permite un desprendimiento teorico de 275 mg de CO,.

CO; (g + H,0 < HCO; + H' (6.1)

La evolucion del porcentaje de CO, recuperado en funcion del tiempo transcurrido después de
la adicion del HCI concentrado se puede apreciar en la Figura 6.2. Al cabo de 4 h la
recuperacion de CO; alcanz6 un 98.7%, lo cual puede considerarse satisfactorio. En efecto,
Calmon et al. (2000) refieren una recuperacion del 97 + 3% en un sistema automatizado para la
medicion de la biodegradabilidad de polimeros, esto después de transcurridas 5 h a partir de la

acidificacion del medio. Asi mismo, Larson et al. (1996) reportan una recuperacion superior al
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98% en su sistema, también utilizando NaHCOs; no obstante, este porcentaje se alcanza al
cabo de 24 h.
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Figura 6.2 Cinética de captura de CO,. Los puntos representan los datos experimentales; la
linea continua, el ajuste del modelo logistico, y la discontinua, un nivel de 50% de

recuperacion de CO;

Larson et al. (1996) pusieron en marcha la prueba de Sturm utilizando un sistema regulador de
corriente de aire y otro de agitacion, asi como un dispositivo de prueba con un indculo de lodos
activados en un medio de sales minerales y la sustancia de estudio. El aire fue conducido
primero a través de trampas con NaOH 5N y luego de otras conteniendo Ba(OH), para eliminar
el CO,. El CO; producido por biodegradacion fue capturado en frascos de cristal con 100 ml de
Ba(OH); 0.024N conectados en serie con la linea de aire de la salida del frasco de prueba, y
posteriormente medido por titulacion del Ba(OH), con HCl 0.05N. También se cuantifico el
carbono inorganico disuelto (CID), con lo que pudo comprobarse que las fases de retraso del
CO; y la acumulacion del CID en la solucién no tienen un impacto significativo en las
mediciones de CO, durante las cinéticas de biodegradacion. Este experimento ha permitido
desarrollar una base de datos considerable, que apoya la exactitud y la confiabilidad de la

informacion cinética generada por el método de Sturm.
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Larson et al. (1996) encontraron que la produccion de CO, podia ajustarse a un modelo

cinético de primer orden con una fase de latencia (Ecuacion 6.2):

y=a(l-e ) (6.2)
donde:
y = % de recuperacion de CO,
t = tiempo [d]
a = asintota de la curva (% CO,)
k; = constante de velocidad [d]

¢ = tiempo de latencia observado antes que ocurra la produccion de CO, [d]

Cuando la Ecuacion 6.2 se ajustd a los datos experimentales, Larson et al. (1996) encontraron
que el tiempo de vida media (t2), es decir, el tiempo necesario para recuperar el 50% del
desprendimiento teorico de CO,, es de 5 h. Los autores consideraron que el t;, obtenido
reflejaba la ausencia de limitaciones de transferencia de masa, puesto que en una prueba de

biodegradabilidad generalmente se presentan velocidades de produccion de CO, mayores.

Para nuestros experimentos, se encontrd que una ecuacion logistica con tres parametros

describe mas adecuadamente la cinética del desprendimiento de CO; (Ecuacién 6.3):

(6.3)

El modelo se ajustd a los datos experimentales utilizando el programa SigmaPlot 9.0 (Systat

Software Inc., E.U.A.). Los valores encontrados fueron los siguientes:

a=102.088
=-2.3217
xo=0.9331
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La simulacién del modelo se muestra con una linea continua en la Figura 6.2, donde puede
observarse un ajuste adecuado a los datos experimentales (r* = 0.9995). Con el modelo se
calculd un t;; de 0.9176 h, con lo que puede decirse que en nuestro sistema de medicién

tampoco se presentan limitaciones de transferencia de masa.

Nosotros podemos concluir que el sistema es confiable para ser usado en los ensayos de
biodegradabilidad anoxica. Sin embargo, es importante mantener el dispositivo experimental
totalmente cerrado y prevenir las fugas, asi como una agitacion constante. Por otra parte, es
indispensable respetar un lapso de 4 h después de la acidificacion del medio, para que la

totalidad del CO; producido pueda ser tomado en cuenta.

6.3 SELECCION DEL INOCULO MICROBIANO

La eleccion del indculo microbiano que debe utilizarse en una prueba de biodegradabilidad es
un punto clave en el disefio de la misma, debido a que ésta es la variable que mas afecta la
reproducibilidad del método (Vazquez-Rodriguez y Beltran-Hernandez, 2004). Asi, en este
trabajo se estudiaron dos posibles fuentes, a saber material sedimentario y un inoculo
comercial. Este ultimo se consider6 debido a los problemas de reproducibilidad que se
presentan cuando se usan indculos de origen natural, como lodos activados, suelos, aguas
superficiales y marinas, entre otros. Por ejemplo, Kool (1984) reportd diferencias en los
resultados arrojados por la prueba OCDE 301 E al probar la biodegradabilidad del 4-
nitrofenol. Esta molécula fue completamente degradada por un in6culo obtenido a partir de
agua residual doméstica; sin embargo, cuando se introdujo sedimento de rio no se observo
biodegradacion alguna durante los 28 dias de la prueba, mientras que la inoculacion con suelo
produjo una biodegradacion de 60% durante el mismo lapso. Incluso cuando se utiliza la
misma fuente de indculo se presentan discrepancias, ya que Van Ginkel et al. (1995)
reportaron que el sulfonato de dodecilbenceno pudo alcanzar el nivel de biodegradacion
requerido por la prueba OCDE 301 D cuando se utilizé un lodo activado proveniente de una

planta de tratamiento, y no cuando el lodo se muestred en otra planta.
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Por otra parte, Tabka et al. (1993) reportan que el uso de un indculo comercial (Actizym®,
Europactizym, Suiza) permite obtener densidades microbianas mas heterogéneas, asi como
una buena reproducibilidad cuando se prueba la biodegradabilidad de moléculas xenobioticas

con el método Zahn-Wellens.

Por tal motivo, se evaluo el desempefio de un indculo comercial, que consiste en capsulas
deshidratadas de lodos activados utilizadas para inocular pruebas aerobias de DBO. Con las
capsulas se prepard una suspension segin el procedimiento descrito en la seccion 5.5.3. El
objetivo principal de los experimentos consistié en saber si un inoculo de naturaleza
eminentemente aerobia podia degradar materia organica en condiciones desnitrificantes.
Posteriormente, se llevaron a cabo pruebas con material sedimentario entero o con un extracto
del mismo. Cabe mencionar que con estos inoculos se respetaron los requisitos que la OCDE
impone para que puedan ser utilizados en pruebas de biodegradabilidad inmediata: i) que sean
de origen natural; ii) que su densidad celular sea inferior a 10%ml, y finalmente iii) que no
hayan sido expuestos a la molécula de prueba. En todos los casos, la molécula de estudio fue

glucosa, la cual es una molécula de referencia positiva muy utilizada en condiciones aerobias

(Painter, 1995).

6.3.1 Pruebas de biodegradabilidad con un inéculo comercial (Polyseed®)

Se llevaron a cabo dos pruebas de biodegradacion de glucosa en condiciones andxicas
utilizando 100 y 10 ml de suspension Polyseed® como inoculo, lo que equivale a razones de
inoculacion de 10 y 1% v/v, respectivamente. Previamente a su inoculacién, se analiz6 la
viabilidad celular de la suspension Polyseed® en condiciones aerobias (8 5.6). Se observo un
contenido de células cultivables de 1.41-10° + 2.86:10° UFC/ml (n = 10; CV = 20.3%)), el cual
es semejante al mostrado por sobrenadantes de lodos activados (Vazquez-Rodriguez et al.,

2003).

Los resultados de ambas pruebas se muestran en la Figura 6.3. Aunque mostr6 una velocidad

de degradacion mayor, el ensayo inoculado al 10% arroj6 un nivel de biodegradacion de
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67.9%, mientras que el ensayo inoculado al 1% alcanzo un nivel superior, de 98.0%. Lo
anterior se debe a que un ensayo respirométrico inoculado con altas concentraciones de
biomasa proporciona elevados valores de CO, capturado en el reactor testigo, lo cual falsea los
datos de biodegradacion de la molécula de estudio. De hecho, Struijs et al. (1997) advierten
acerca del riesgo de utilizar niveles de inoculacion que conduzcan a una respiraciéon endogena

superior al 10% del CO, producido por biodegradacion.

100 -

- o) 0
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% de biodegradacién
S
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Tiempo [d]
Figura 6.3 Cinéticas de biodegradacion andxica de glucosa con suspension de Polyseed”

a (@) 10% v/vy (0) 1% v/v como niveles de inoculacion

Se ha reportado que la concentracion inicial del in6culo define la cinética de biodegradacion, el
grado de mineralizacion de la sustancia y, por ende, la obtencion de un resultado positivo en
las pruebas de biodegradabilidad. Por lo general, se considera que el uso de mayores
densidades celulares conduce a niveles de biodegradacion superiores, ya que tanto la cantidad
de carbono asimilado por la biomasa como la produccion de metabolitos se reducen (Vazquez-
Rodriguez et al., 1999). Sin embargo, en nuestros experimentos esto no se aplica, debido
principalmente a la elevada produccion de CO, que se constatd en el testigo de respiracion

enddgena del ensayo inoculado a 10%.
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Por lo anteriormente expuesto, se seleccion6 un nivel de inoculacion del 1% v/v para los
ensayos posteriores. Este nivel de inoculacion también es aconsejado por la norma europea
ECN (2002) para la determinacion de la biodegradabilidad de materiales de embalaje en medio

acuoso utilizando sobrenadante de lodos activados como indculo.

Las cinéticas de biodegradacion mostradas en la Figura 6.3 se ajustaron a un modelo cinético
con la forma de la Ecuacion 6.3. Para el ensayo inoculado al 10%, se calcul6 un tiempo de
latencia de 1.07 d, y un tiempo de vida media de 3.65 d. Para el ensayo inoculado al 1%, estos
valores corresponden a 2.08 y 3.69 d, respectivamente. Si, como en las pruebas de
biodegradabilidad inmediata aerobias, se estipula que el nivel minimo de biodegradacion a
alcanzar es el 60% (OCDE, 1992), en ambos casos la glucosa puede considerarse facilmente

biodegradable en un medio sedimentario desnitrificante.

En condiciones aerobias, la glucosa se biodegradé en un 75% al cabo de 5 dias, segun el
procedimiento descrito en la seccion 5.4.2, para una relaciéon de inoculacion de 1% v/v con
suspension de Polyseed”®. La cinética obtenida se muestra en la Figura 6.4, la cual se ajusto a

un modelo cinético con la forma de la Ecuacion 6.3.
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Figura 6.4 Cinética de biodegradacion aerobia de glucosa con suspension

de Polyseed”™ a 1% v/v como indculo

Disefio de una prueba de biodegradabilidad andxica de compuestos organicos en medio liquido. 54



RESULTADOS Y DISCUSION

Con ayuda del modelo se calcularon los tiempos de latencia y de vida media de la glucosa,
que correspondieron a 0.74 y 2.01 d, respectivamente. Como indican estos valores, incluso
para una molécula facilmente biodegradable como la glucosa pueden observarse cinéticas de

biodegradacion mas lentas en condiciones desnitrificantes que en medios aerobios.

6.3.2 Prueba de biodegradabilidad con un sedimento entero

El objetivo de este experimento fue evaluar la posibilidad de inocular las pruebas de
biodegradabilidad andxica con sedimento entero. Por tal motivo, se llevo a cabo la prueba
utilizando glucosa como molécula facilmente biodegradable, segun lo descrito en la seccion
6.3.1. Debido a que las pruebas de simulacion de la OCDE se llevan a cabo en columnas y la
cantidad de sedimento a afiadir se fija en cm de espesor, se tom6 como base la prueba ISO
14592, la cual sefiala un rango de concentracion de solidos de 0.1-1 g/l (ISO, 2002).
Consecuentemente, se empled un nivel de inoculacion de 1 g/I. Los resultados se muestran en

la Figura 6.5.
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Figura 6.5 Cinética de biodegradacion andxica de glucosa con sedimento

lacustre entero como indculo
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La inoculacién de la prueba con 1 g de sedimento entero introdujo a la prueba una elevada
concentracion de carbono organico, que afectd los resultados y produjo un nivel de
biodegradacion superior al 100%. Cabe sefialar que en las pruebas respirométricas es
imposible obtener 100% de biodegradacion, puesto que una parte del carbono proporcionado
por la sustancia de prueba es utilizado para la sintesis de nueva biomasa y de metabolitos
(Vazquez-Rodriguez et al., 1999). Asi mismo, es posible observar que la cinética es mas
rapida, debido posiblemente a la alta concentracion del indculo, y que la forma de la curva es
muy distinta a la forma sigmoidal que caracteriza a los procesos que ocurren durante las
pruebas de biodegradabilidad. El ajuste de los datos a un modelo logistico de cuatro
parametros permitio estimar en 0.32 y 1.32 d los tiempos de latencia y de vida media,

respectivamente.

Se ha encontrado que la adicion de una sustancia facilmente biodegradable estimula la
degradacion de la materia orgédnica nativa del suelo, lo que se conoce con el nombre de
imprimacion (Vazquez-Rodriguez y Beltran-Hernandez, 2004). Este fendémeno bien pudo
haberse producido en el sedimento utilizado como indculo. En virtud de lo anterior, se

descart6 el empleo de sedimento entero en la prueba de biodegradabilidad anoxica.

6.3.3 Prueba de biodegradabilidad con un extracto de sedimento

En este experimento, el indculo se preparo segun la descripcion proporcionada en el apartado
5.5.2. Se determin6 la viabilidad celular de los extractos preparados a partir de distintos
muestreos de material sedimentario, y se encontraron valores promedio de 1.06-10° £ 2.25-10°
UFC/ml (n = 6; CV = 21.4%). Cabe destacar que el CV mostrado por la viabilidad de los
extractos de sedimento es muy semejante al que presenta el inoculo comercial. La relativa
homogeneidad de este pardmetro contrasta con la variabilidad observada en las caracteristicas
de los sedimentos enteros (§ 6.1), lo cual apoya su uso como indculo en la prueba de

biodegradabilidad.
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Por otra parte, se determin6 el pH y las concentraciones de nitratos, nitritos y fosforo en dos
extractos de sedimento, para conocer si €ste aporta nutrientes adicionales a los proporcionados
en el medio de cultivo. En la Tabla 6.2 se muestran los resultados correspondientes a la media
aritmética obtenida a partir de los analisis realizados por triplicado. Primeramente, podemos
observar que el pH vari6 ligeramente entre las dos muestras analizadas; sin embargo, esto no
deberia implicar un desajuste del pH del medio de cultivo, puesto que se utiliz6 una razén
reducida de inoculacion (1% v/v). En lo que respecta a las concentraciones de nitratos y
nitritos, los valores son iguales en ambas muestras, e indican que el inoculo aportard una
minima cantidad de estos iones a los ensayos de biodegradabilidad. Cabe mencionar que, aun
cuando la concentracion de nitratos es baja con respecto al sedimento entero, sugiere que
pueden ser utilizados como aceptores externos de electrones, y que la desnitrificacion puede
ocurrir en el medio sedimentario estudiado. Muy posiblemente, y como sugieren Huizar-
Alvarez et al. (2001), la presencia de nitratos en el lago se debe a las actividades agricolas que
se llevan a cabo en la zona. Por ultimo, se detectd una concentracion de fosforo, el cual
participa como nutriente en las pruebas de biodegradabilidad, Sin embargo, aun cuando la
concentracion de éste fue mayor que la concentracion de nitratos, es poco significativa debido

al nivel de inoculacion antes mencionado.

Tabla 6.2 Caracterizacion fisicoquimica de los extractos de sedimento utilizados en las

pruebas de biodegradacion andxica

] Extractos de sedimento _ Desviacion
Parametro Media ] CV (%)
1 2 estandar
pH 7.7 7.4 7.6 0.2 2.6
NO; [mg/1] 0.0003 0.0003 0.0003" - -
NO;™ [mg/l] 0.003 0.003 0.003" - -
P [mg/1] 0.38 0.32 0.35 0.04 11.42

"Dato calculado a partir de dos réplicas

Cuando se uso el extracto de sedimento como inoculo, la glucosa se degrad6 rapidamente en el
medio anodxico, tal y como se observa en la Figura 6.6. De acuerdo a este resultado, se

selecciono el extracto de sedimento como el inéculo mas adecuado para las pruebas de
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biodegradabilidad andxica, ya que ademas de ser mas relevante que el indculo comercial desde
el punto de vista ambiental, parece presentar caracteristicas mas homogéneas en muestras

distintas que los sedimentos enteros.
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Figura 6.6 Cinética de biodegradacion andxica de glucosa con

extracto de sedimento lacustre como indculo

Tabla 6.3 Tiempos de latencia (t.) y de vida media (t;2) de la biodegradacion de glucosa

estudiada con los distintos indculos

Inoculo (nivel de inoculacion) t [d] ty2 [d]

Biodegradacion andxica

Solucién de Polyseed® (1% v/v) 2.08 3.69
Solucion de Polyseed” (10% v/v) 1.07 3.66
Sedimento entero (1 g/l) 0.32 1.32
Extracto de sedimento (1% v/v) 1.09 1.75

Biodegradacion aerobia
Solucién de Polyseed” (1% v/v) 0.74 2.01

El ajuste de la Ecuacion 6.3 a los datos experimentales permitié estimar los tiempos de

latencia y de vida media de la glucosa en la prueba desarrollada en las condiciones ya
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mencionadas. Estos tiempos equivalen a 1.09 y 1.75 d, respectivamente. En la Tabla 6.3 se
presenta un resumen con los tiempos de biodegradacion de la glucosa que se obtuvieron con

los distintos indculos.

6.4 PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD DE MOLECULAS
XENOBIOTICAS

Para evaluar la biodegradabilidad andxica de moléculas xenobidticas, se eligieron moléculas
facilmente biodegradables en aerobiosis, como la anilina y el fenol. En los Anexos se
describen algunos aspectos relacionados con el comportamiento ambiental de estos
compuestos. Con estos experimentos se pretendid conocer si las pruebas anoxicas
proporcionan informacién diferente a la que proporcionan las pruebas aerobias. Todas las

pruebas anoxicas se inocularon con extractos de muestras sedimentarias.

6.4.1 Anilina

Los resultados de la prueba se muestran en la Figura 6.7. En ésta, se puede observar que la
anilina también es facilmente biodegradable en anoxia, ya que alcanza un nivel de
biodegradacion de 66.7% al cabo de sélo 10 dias, con un tp de 0.90 d y un t;» de 6.33 d. Estos
pardmetros se obtuvieron por ajuste de la Ecuacion 6.3 a los datos experimentales. En diversas
pruebas de biodegradabilidad aerobia, la anilina puede ser utilizada como molécula de
referencia positiva, al igual que la glucosa o el acetato de sodio (Painter, 1995). Los resultados
de este experimento muestran que, en condiciones desnitrificantes, la anilina también podria

considerarse como molécula de referencia, puesto que se biodegrada rapidamente.
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Figura 6.7 Cinética de biodegradacion anoxica de anilina con

extracto de sedimento como indculo

En pruebas de biodegradabilidad aerobias efectuadas segun el método detallado en la seccion
5.4.2, la anilina se degrad6 en un 71% al cabo de 5 dias, para una relacion de inoculacion de
1% v/v con suspension de Polyseed”. La cinética obtenida se muestra en la Figura 6.8, la cual
se ajustd a un modelo cinético con la forma de la Ecuacién 6.3. Seglin el modelo, los tiempos
de latencia y de vida media equivalen a 1.85 y 3.24 d, respectivamente. La semejanza de estos
valores con los que se obtienen en la prueba andxica confirman que la anilina puede ser

considerada una molécula de referencia positiva también en esta ultima.
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Figura 6.8 Cinética de biodegradacion aerobia de anilina con

suspension de Polyseed® a 1% v/v como inéculo

6.4.2 Fenol

El fenol, por ser un compuesto de amplio uso industrial, se eligi6 como molécula xenobidtica
de estudio. Debido a que es una molécula que puede cuantificarse de modo especifico con
facilidad, también se monitored su concentracion durante el ensayo de biodegradabilidad de
acuerdo al método descrito en la seccion 5.7.1. En este caso lo que se mide es la
biodegradacion primaria, la cual se define como la pérdida de la identidad quimica del
compuesto de prueba, sin que esto conduzca forzosamente a su mineralizacion en CO, y H,O

(Vazquez-Rodriguez y Beltran-Hernéndez, 2004).

En la Figura 6.9 se presentan los resultados de la prueba de biodegradabilidad andxica. Segin
se muestra, el fenol es menos facilmente biodegradable que la anilina en condiciones
desnitrificantes, puesto que en 28 dias apenas se alcanzo el nivel minimo de biodegradacion
que se considerd de referencia (60%). De hecho, este porcentaje de biodegradacion se rebaso

hasta el dia 22 de la prueba.
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Los datos de produccion de CO, se ajustaron a un modelo logistico con tres parametros

(Ecuacion 6.3), con el cual se estim¢6 el tp en 9.08 d, y el t;» en 20.23 d.
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Figura 6.9 Cinética de biodegradacion anoxica de fenol

con extracto de sedimento como inoculo

En la Figura 6.10 se muestran tanto la evolucion del CO, producido (mineralizacién) como la
de la concentracion de fenol (biodegradacion primaria). Si se analizan conjuntamente ambas
curvas, pueden identificarse tres etapas que se sucedieron durante el ensayo. En la primera, que
se presentd desde la inoculacion hasta aproximadamente el dia 8, hay desaparicion de fenol
pero escasa mineralizacion, lo que pone en evidencia que el fenol se transformo principalmente
en un metabolito intermediario. En la segunda etapa, que puede detectarse hasta el dia 22,
podemos asumir que el resto del fenol se transforma, pero también que el metabolito se
mineraliza, o al menos lo hace parcialmente, lo que explica la mayor cantidad de CO,
producido. Sin embargo, al final del ensayo una parte de ese metabolito u otro persiste, ya que
no se produce mas CO,. Asi, es posible que en un medio sedimentario, en el que no existe
oxigeno disuelto pero si nitratos, el fenol s6lo se biodegrade parcialmente en sus intermediarios

metabolicos, y que estos persistan en un cierto grado.
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Figura 6.10 Biodegradacion anoxica de fenol con extracto de sedimento como in6culo.

Seguimiento de (®) la produccion de CO; (mineralizacion) y (O) el consumo de fenol

Evans y Fuchs (1988) reportan que un cultivo enriquecido principalmente en Pseudomonas sp.
y Spirillum sp. degrad6 fenol en condiciones andxicas y en presencia de nitratos. El fenol se
convirtid en CO, y material celular; no obstante, se detectaron metabolitos en el medio de
cultivo, tales como Nn-caproato y acetato, a lo cual se corresponden los resultados de la prueba
anoxica de biodegradabilidad. Segin estos autores, el fenol se transform6 primero en
ciclohexanol, el cual se deshidrogend luego a ciclohexanona; la fision hidrolitica del anillo
produjo entonces n-caproato. En la Figura 6.11 se muestra la secuencia de reacciones antes

mencionada.

OH OH (@]
3H, H20 COOH
L—» T» L—> QH3 —— > Fondo metabolico
H>

Figura 6.11 Ruta metabolica de biodegradacion andxica de fenol (Evans y Fuchs,1988)
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Asi mismo, para una gran variedad de xenobidticos, en condiciones anodxicas pueden
2

presentarse rutas de biodegradacion diferentes a las que ocurren en aerobiosis. Igualmente, es

posible que haya compuestos que no presenten biodegradacion significativa en medios

aerobios y que en anoxia si puedan ser degradados.

Para conocer mejor la biodegradabilidad de fenol, se realizaron dos pruebas aerobias segtin los
métodos OCDE 301 A (§ 5.4.1) y 301 F (§ 5.4.2), utilizando extracto de sedimento y
suspensiéon de Polyseed” como indculo, respectivamente. Los resultados de ambas pruebas
mostraron que el fenol es mas facilmente biodegradable en aerobiosis que en condiciones de

desnitrificacion.

En la Figura 6.12 se puede observar la cinética de consumo de fenol obtenida con la prueba
OCDE 301 A, en la que el nivel minimo de biodegradacion (60%) se alcanz6 al cabo de 4 d.
Luego de 7.7 d de iniciada la prueba, se alcanzé un 99% como nivel final de biodegradacion.
El ajuste de los datos a un modelo cinético con la forma de la Ecuacion 6.3 permiti6 estimar

los tiempos de latencia y de vida media en 1.6 y 3.6 d, respectivamente.
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Figura 6.12 (®) % de biodegradacion y (O) consumo de fenol en la prueba aerobia

OCDE 301 A con extracto de sedimento como indculo.
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Para comparar la biodegradabilidad aerobia del fenol con respecto a la de la anilina en la
misma prueba (OCDE 301 F), se realizo un ensayo respirométrico segiin el método descrito en
la seccion 5.4.2 y utilizando la suspension de Polyseed” como indculo. La cinética obtenida se
muestra en la Figura 6.13. En la prueba respirométrica se obtuvo una cinética mas rapida que
en la prueba 301 A, puesto que el 60% de biodegradacion se alcanzé luego de s6lo 1 d. La
Ecuacion 6.3 no pudo ajustarse a los datos experimentales; sin embargo, tanto el tp. como el t;

son inferiores a 1 d.

100

% de biodegradacion

Tiempo [d]

Figura 6.13 Cinética de biodegradacion de fenol en la prueba aerobia 301 F

con suspension de Polyseed” a 1% v/v como indculo

Varios autores han reportado, para un mismo compuesto, diferencias en las cinéticas obtenidas
en distintas pruebas de biodegradabilidad. Por ejemplo, Reuschenbach et al. (2003)
encontraron que la anilina se biodegrada mas rapidamente en la prueba 301 A que en la prueba
301 F y mas atn que en la 301 B. Los autores atribuyen estas discrepancias a que las pruebas
respirométricas presentan limitaciones de transferencia de masa. En el caso del fenol, podemos
atribuir la rapidez de la prueba respirométrica OCDE 301 F a la concentracion inicial empleada

(equivalente a 21 mg/l), que es inferior a la utilizada en la prueba 301 A (42 mg/l). El fenol es
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una molécula biodegradable pero téxica a elevadas concentraciones, debido a lo cual pudo

presentarse una cierta inhibicion de la actividad microbiana en el ensayo 301 A.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En esta investigacion, de acuerdo a los objetivos planteados, se logré disefiar un
procedimiento de evaluacion de la biodegradabilidad andxica de compuestos organicos en

medio liquido, utilizando iones nitrato como aceptor de electrones.

A partir de la caracterizacion fisicoquimica efectuada, se demostré6 que en los sedimentos
estudiados se encuentran presentes iones nitrato. En caso de ausencia de oxigeno, estos
pueden ser utilizados en procesos desnitrificantes, ya que constituyen los aceptores externos
preferenciales de electrones. Por lo tanto, se mostro la relevancia ambiental de la prueba de
biodegradabilidad disefiada, al menos en lo que respecta al lago de Tecocomulco, Hgo. Esta
situacion puede extrapolarse a otras regiones que, como la mencionada, estdn rodeadas de

zonas de explotacion agricola.

En este trabajo, se validdo un dispositivo experimental para la medicion de la
biodegradabilidad andxica de moléculas organicas. Este material es confiable y permite que
se estudie la mineralizacion de la sustancia de prueba; asi mismo, su manejo es muy sencillo
y facil de controlar. Pudimos establecer que los extractos de sedimentos lacustres constituyen
un indculo adecuado para esta prueba de biodegradabilidad, que ademas simula a un cierto

grado un ecosistema que hasta el momento ha sido poco considerado por la normatividad.

Una serie de experimentos demostrd que las moléculas de glucosa y anilina son convenientes
como referencia positiva, tanto para realizar pruebas de biodegradabilidad aerobias como

anoxicas.

En lo que respecta a la evaluacion de la biodegradabilidad anodxica de compuestos
xenobidticos, se realizaron diferentes ensayos con fenol. En ellos se pudo observar que su
comportamiento ambiental difiere de acuerdo a las condiciones a las que es sometido. Asi, en

medios aerobios, el fenol es facilmente biodegradable, mientras que en condiciones
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desnitrificantes se dificulta su biodegradacion y es posible que se acumulen metabolitos
intermediarios. Sin embargo, estos resultados confirman que la prueba anoxica proporciona
informacion acerca del comportamiento de las sustancias quimicas cuyo destino final es el
ecosistema sedimentario, adicional a la proporcionada por las pruebas de biodegradabilidad

aerobia.

Una de las ventajas que aporta este método, con respecto a las pruebas normalizadas de la
OCDE, es que la biodegradabilidad de las moléculas ocurre por desnitrificacion, el cual es el
proceso anaerobio mediante el cual los microorganismos adquieren mayor energia para su
metabolismo. Las pruebas anaerobias normalizadas hasta la fecha contemplan procesos
metanogénicos, que no forzosamente reflejan lo que sucede en un ecosistema como el

sedimentario, en el que muy posiblemente existen diversos aceptores externos de electrones.

La prueba de biodegradabilidad que aqui se propone requiere concentraciones mas altas del
compuesto de prueba, en relacion a lo establecido en las pruebas estandarizadas (OCDE 308
y 309, e ISO 14592). Bajo estas condiciones no se reproduce de modo exacto un ambiente
natural, en el que los contaminantes suelen estar presentes a bajas concentraciones, lo cual
requeriria el monitoreo de la sustancia de prueba marcada con '*C. Las pruebas ISO y OCDE
utilizan este tipo de técnicas, lo cual a su vez eleva el costo y la complejidad de sus

procedimientos.

Como perspectiva de esta investigacion, pensamos que es conveniente realizar diferentes
pruebas andxicas con mds moléculas xenobiodticas de interés ambiental, a diferentes
concentraciones, para de esta manera conocer mejor el alcance de la prueba de

biodegradabilidad propuesta.
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9. ANEXOS

A. ANILINA

A.1 PRODUCCION

La anilina, también llamada aminobenzeno, es un liquido aceitoso e inflamable, que se puede
encontrar naturalmente en algunos alimentos. Es producido en cantidades muy grandes (mil
millones de libras en 1992) por siete compaifiias en los Estados Unidos y es probable que en

los proximos afios la demanda aumente del 3 al 4% (EPA, 1994).

A.2 USOS

Los usuarios mas grandes de la anilina son compafiias que elaboran isocianatos; otros usos
de la anilina incluyen la produccién del caucho, la fabricacion de intermediarios para la
sintesis de pesticidas, especialmente herbicidas y fungicidas. La anilina también se utiliza
para producir medicamentos, resinas, barnices, perfumes, tintes, pigmentos, productos

quimicos fotograficos (hidroquinona), explosivos, y compuestos fenolicos (EPA, 1994).

A.3 DESCARGAS AL MEDIO AMBIENTE

La anilina es descargada al ambiente por usos industriales; se le ha detectado pero no
cuantificado en el agua subterranea. Se ha medido en un maximo de 36 ppb en un acuifero
cerca del sitio subterraneo de la gasificacion del carbon en Wyoming, Estados Unidos. La
anilina se ha encontrado en aguas residuales de industrias, asi como en vertederos (EPA,

1994).

A.4 TRANSPORTE

La anilina en solucion se fija fuertemente por adsorcion a la materia organica coloidal, la cual
aumenta con eficacia su solubilidad y transporte en el agua subterranea. También se fija por

adsorcion moderada al material organico del suelo; su adsorcion es dependiente del pH (pKa
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de 4.596). Se volatiliza lentamente del suelo y del agua superficial, pero esta sujeta a
biodegradacion. Aunque ésta se degrada rdpidamente en la atmodsfera, la anilina se puede
depositar en suelo por la deposicion humeda y seca, y por adsorcion en particulas de aerosol

(EPA, 1994).

A5 TRANSFORMACION/PERSISTENCIA

La anilina experimenta fotdlisis directa y tiene absorcion considerable a longitudes de onda
de alrededor 290 nm. En la atmésfera, los fotoproductos formados a partir de la anilina
incluyen N-metilanilina, N,N-dimetilanilina, hidroxianilinas isoméricas y fenoles. En el
suelo, los microorganismos pueden utilizar la anilina como fuente de carbono y nitrégeno.
Esta sustancia esta ligada a los materiales humicos del suelo. Al parecer, los productos de la
oxidacion incluyen el azobenceno, azoxibenceno, fenazina, formanilida y acetanilida. Un pH
reducido aumenta la remocioén de anilina por adsorcidn; sin embargo, la adsorcion a las
particulas coloidales puede ampliar su persistencia en el ambiente acuatico. No se espera que
la anilina se acumule perceptiblemente en organismos acudticos; no obstante, es absorbida y

metabolizada por los peces (EPA, 1994).

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 74



ANEXO B

B. FENOL

B.1 PRODUCCION

El fenol fue aislado por primera vez en 1834 a partir del alquitran de carbon, el cual
constituy¢ la principal fuente explotada de este compuesto hasta la primera guerra mundial;
posteriormente, la produccion se llevd a cabo mediante sintesis quimica y la utilizacion de
catalizadores. El fenol se produce también de manera natural, pues se encuentra en la lignina,
y como resultado de la descomposicion de materia organica o de la degradacion de pesticidas

clorofenoxicarboxilicos y organofosforados (Lacorte y Barcelo, 1995).

B.2 USOS

El fenol es un producto quimico ampliamente usado en la produccién de bisfenol-A, que es
un intermediario en la produccion de resinas epdxicas y fendlicas, la cual ocupa el 70% del
fenol producido. Otros usos, con aproximadamente el 25% del total de la produccion de
fenol, son la sintesis de caprolactamas, anilina, alquilfenoles y xilenoles. Alrededor de 1% de
la produccion se destina a otros usos, tales como agente desinfectante y la preparacion de
medicinas (unglientos, gotas para oidos y nariz, lociones antisépticas, entre otros; ATSDR,

1998).

B.3 DESCARGAS AL MEDIO AMBIENTE

El fenol es liberado al ambiente como resultado de su manufactura y uso, de la quema de
madera, tanto intencional como accidental (incendios forestales), asi como de la degradacion
natural de materia orgédnica y algunos insecticidas. De forma antropogénica, los compuestos
fenolicos son generados por plantas de carbon, refinerias e industrias que procesan resinas,

plésticos, tintas, colorantes, industrias farmacéuticas, entre otras. Debido a su amplio uso, el

Disefio de una prueba de biodegradabilidad anoxica de compuestos organicos en medio liquido 75



ANEXO B

fenol es considerado un contaminante comun de las aguas residuales domésticas, industriales

y agricolas (ATSDR, 1998).

B.4 TRANSPORTE

El fenol es liberado al medio ambiente, regularmente en fase gaseosa, lavado por la lluvia y
llevado via deposicion humeda y lixiviacion a través del suelo. La evaporacion tiende a ser
lenta en el agua. Aunque el fenol no es muy persistente en aire, agua superficial u ocednica e
incluso en suelos, reacciona fotoquimicamente, teniendo un tiempo de vida media de algunas
horas; en cambio, su degradacion por via bioldgica es de aproximadamente 2 dias (WHO,

1994).

La alta solubilidad del fenol hace que los vapores liberados hacia la atmdsfera sean atrapados
por la lluvia, ocasionando el transporte de fenol desde zonas industriales hacia el campo, rios
y mares (Rodriguez, 2003). Debido a que el pKa del fenol es 9.68, éste se encontrard en
mayor proporcion disociado en medios acudticos naturales, por lo que su transporte hacia

otras esferas ambientales dependera del pH del medio (ATSDR, 1998).

B.5 TRANSFORMACION/PERSISTENCIA

El fenol es biodegradable en aguas naturales siempre y cuando su concentraciéon no sea muy
alta y provoque inhibicion en los microorganismos responsables de su descomposicion; asi
mismo, ésta se ve afectada cuando la concentracién de compuestos organicos e inorganicos
es alta (WHO, 1994). El fenol puede ser convertido por bacterias, bajo condiciones aerobias,
en CO, y H,O, mientras que en condiciones anaerobias puede transformarse en CO, y CHa.
El catecol, cis-CiS muconato, [B-cetoadipato, succinato y acetato son algunos de los

intermediarios en la biodegradacion del fenol (Rodriguez, 2003).
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C. EL CICLO DEL NITROGENO

Aproximadamente el 80% de la atmosfera esta constituida por nitrogeno elemental. Otras
especies nitrogenadas son compuestos orgéanicos tales como aminoécidos, proteinas,
amidas y urea. Entre las especies inorganicas se encuentran NOs, NO,", NH," y 6xidos de
nitrégeno como N,O, NO, y NO; estas dos ultimas juegan un papel importante en la

quimica atmosférica del nitrogeno (Schwedt, 1996).

El ciclo biologico del nitrégeno esta limitado por su fijacion, mediante la cual el N,
atmosférico entra a la hidrosfera, al suelo y especialmente a la biosfera. La fijacion
biologica es llevada a cabo por microorganismos y algas verde-azules y en simbiosis de
microorganismos con plantas superiores. Las proteinas pueden formarse a partir de diversas
formas inorganicas de nitrégeno, en particular de NH,", durante el proceso de asimilacion.
En el proceso contrario, la amonificacion, los compuestos de nitrégeno organico pueden
convertirse en NHy4™ gracias a la accion de bacterias desaminadoras (i.e., Pseudomonas).
Estos microorganismos, que no pueden usar la luz como fuente de energia, obtienen asi la
energia necesaria para su metabolismo; via oxidacion, los aminoacidos son convertidos a
CO,, agua, NH;" y energia; via nitrificacion (i.e., Nitrosomonas y Nitrobacter), el
amoniaco es convertido a nitratos y posteriormente a nitritos. E1 N,O y N, son formados

por desnitrificacion y luego liberados a la atmosfera (Schwedt, 1996).

C.1 AMONIFICACION, NITRIFICACION Y DESNITRIFICACION

El aumento en la concentracion de nitrégeno en aguas superficiales puede ser atribuido a
ciertos compuestos de nitrdgeno con niimeros de oxidacion comprendidos entre -3 y +5. En
primer lugar la urea, que es un componente de los fertilizantes y se deriva esencialmente
del metabolismo de ciertos animales. Por otra parte, las sales de amonio y el amoniaco
proceden de la fertilizacion, de la putrefaccion de la materia orgénica animal y vegetal, de
cadenas troficas y de aguas residuales. Finalmente, los nitratos son componentes de los
fertilizantes y un producto final de especies de nitrégeno con bajos nimeros de oxidacion.

Los procesos del ciclo microbiano del nitrégeno incluyen reacciones acido-base y redox,
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ademas de mecanismos de reaccion que conducen a la formacién o a la ruptura de enlaces

C-N (Schwedt, 1996). En la Figura C.1 se representa graficamente el ciclo del nitrogeno.
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& morificacion
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Agua residual,
tratarrienta

Fitnficacion en
Tonas aerohias

Figura C.1 Ciclo del nitrogeno (Schwedt, 1996)

En la amonificacién, el N, es incorporado a moléculas organicas tales como proteinas.

Debido a diversos procesos microbianos, las proteinas y aminoacidos son convertidos a
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productos de excrecion (i.e., urea y amoniaco). El amoniaco puede regresar al ciclo para la

formacion de proteinas, de acuerdo con la Reaccion 9.1.

(NH,),CO +2H,0 —— NH, +NH;+ HCO;y 9.1)

La hidrolisis de la urea es catalizada por la enzima ureasa, y conduce al amoniaco o al ion
amonio, dependiendo de las condiciones de pH. En el ambiente, las sales de amonio pueden
pasar al agua o al suelo. En zonas aerobias, la nitrificacion lleva a cabo la oxidacion
microbiana de iones amonio a nitrito y posteriormente a nitrato. Los microorganismos del

género Nitrosomonas oxidan el ion amonio a nitrito, segun la Reaccion 9.2.

2NH,;" +30,+ 2H,0 ——»  2NO, +4H;0" (9.2)

En segunda instancia, las bacterias del género Nitrobacter oxidan el nitrito a nitrato

(Reaccion 9.3).

2NO; + O, — 2NO;5 (9.3)
La ecuacion global del proceso de nitrificacion se presenta en la reaccion 9.4.
NH; +20,+ 2H,0 — NO; +2H;0" (9.4)

La desnitrificacion, o reduccion del nitrato a nitrogeno atmosférico, ocurre en zonas
anodxicas gracias al metabolismo de numerosos microorganismos anaerobios facultativos y
heterotroficos. Ellos usan el nitrato como aceptor de electrones para la oxidacion de

materia organica.

NOy +2{H} ——» NO,+H,0 (9.5)
NOy +2{H} —» NO+H,0 (9.6)
INO+2{H! —> N,O+H,0 (9.7)
N,O +2{H} —> N,+H,0 (9.8)

El producto final de la desnitrificacion es el nitrogeno; entre los intermediarios que pueden
terminar en el ambiente si hay insuficiencia de donadores de H se encuentran el NO y el

N,O. Este tiltimo también entra a la atmésfera proveniente de fuentes antropogénicas.
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