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RESUMEN

Este trabajo abordé el efecto de la lombriz roja (Eisenia phoetida) sobre tres
hidrocarburos aromaticos policiclicos en suelo de la localidad de San Nicolas
en el municipio de Tequisquiapan, Querétaro. La contaminacioén del suelo con
HAPs en esta zona productora de ladrillo se debe a la practica de usar como
combustible aceites gastados en homos poco tecnificados asi como al mal
almacenamiento de estos. La gestién de los HAPs en el mundo se ha regulado
debido a sus caracteristicas de persistencia en los medios ambientales,
bioacumulacién y a los dafios asociados a la salud de las personas expuestas.
En este contexto es necesario buscar medios de remediacién viables
econémica y ecolégicamente. Se colocaron lombrices rojas en muestras
artificialmente contaminadas y se analizaron los niveles de HAPs remanentes
después de 30 dias. Los HAPs se cuantificaron mediante HPLC. Los resultados
indican que E. phoetida es capaz de disminuir altos niveles de HAPs en un
periodo breve de tiempo, presentando poca respuesta a niveles bajos de
contaminacién. Se propone este como un método viable de biorremediacion de
sitios contaminados con HAPs en un periodo breve de tiempo.



I. INTRODUCCION

La gran cantidad de compuestos quimicos que se han sintetizado en la
actualidad han traido consigo una serie de nuevos problemas ambientales. Uno
de ellos es la contaminacion del suelo con productos téxicos, la cual puede
deberse al uso inadecuado de estos compuestos, a una contaminacién
accidental o a una exposicion prolongada.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son contaminantes muy
difundidos en la atmosfera, son emitidos como resultado del proceso de
combustion. Los HAPs se depositan en suelos y sedimentos, donde
permanecen largo tiempo y son considerados una amenaza potencial a los
organismos que entran en contacto con el suelo contaminado.

Un ejemplo importante de contaminacién en suelo por HAPs es la zona ladrillera
de San Nicolas, en el estado de Querétaro, al ser quemados los aceites usados
en los hornos, los HAPs son emitidos al aire y depositados en el suelo. Dadas
estas condiciones los residuos provenientes de la combustiéon de aceites estan
acumulandose en el suelo y debido que los hornos en esta zona se encuentran
en los patios de las casas, puede conllevar la exposiciéon a HAPs de la poblacién
que habita en este sitio con sus consecuentes efectos adversos a la salud.

Debido a lo anterior es necesario buscar alternativas para disminuir los niveles
de HAPs. Los procesos de biorremediacién han sido estudiados desde hace
tiempo y actualmente se conocen bien algunos mecanismos comunes en los
organismos capaces de biotransformar contaminantes. Sin embargo, aun faltan
muchos procesos por estudiar, y comprobar su eficacia en el medio ambiente.

Uno de estos organismos es la lombriz roja californiana (Eisenia phoetida), la
cual es usada ampliamente como productora de humus ya que se alimenta de
materia organica, de la misma manera la lombriz roja es capaz de degradar
algunos compuestos organicos artificiales como los HAPs cuando las

condiciones son propicias.



ll. ANTECEDENTES

I1.1 San Nicolas, Tequisquiapan

La poblacién de San Nicolas, municipio de Tequisquiapan, Qro., cuenta con
alrededor de 4,000 habitantes, de los cuales una gran parte se dedica a la
fabricacion del ladrillo. La importancia econémica de dicha actividad puede
estimarse bajo el conocimiento de que en este sitio se ubican aproximadamente
300 ladrilleras, las cuales operan sistematicamente, sin algun tipo de control
ambiental de las emisiones derivadas de la combustién. La produccion artesanal
de los ladrillos consiste en preparar una mezcla de arcilla (suelo comdn en San
Nicolas) y agua, dejandolos secar por uno o dos dias, para finalmente ser
cocidos en un horno artesanal usando como combustibles aceites gastados. Por
otro lado, la contaminacién del suelo con productos derivados de la combustion
de los hornos en la regién ladrillera de San Nicolas puede deberse tanto a las
caracteristicas del horno como a las de los combustibles utilizados, lo cual
propicia una combustién ineficiente, contribuyendo tanto a que el combustible no
sea aprovechado adecuadamente como a la emisién de contaminantes como
son los HAPs (Barran, datos por publicar).

11.2 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los HAPs son un grupo de mas de 100 sustancias quimicas diferentes que se
forman normalmente durante la combustién incompleta del carbén, petréleo y
gasolina, basuras y otras sustancias organicas como tabaco y carne preparada
en la parrilla. Los HAPs se encuentran generalmente como una mezcla de dos o
mas de estos compuestos, como en el hollin (ATSDR, 1995).

Por definicién, los HAPs consisten solamente de carbono e hidrégeno y su
estructura esta formada por dos o mas anillos aromaticos fusionados en arreglos
lineales, angulares o de racimo. La Figura 1 muestra las estructuras de algunos
HAPs (Yu, 2001).



Naftaleno (C, ,Hy) Fluoreno (C,,H,,) Antracero (C,H,,)
Fenantreno (C,H,,) Fluoranteno (C, H,,) Pireno (C,¢H, o)
Benzo(a)antraceno (C,3H,,) Criseno (Cy3H,,) Benzo(a)pireno (Cy0H,,)

Figura 1. HAPs de varios pesos moleculares y estructuras.

Diversos estudios han mostrado que no todos los HAPs son de alto riesgo para
la salud, y las regulaciones acerca de los niveles permitidos en el medio
ambiente varian dependiendo el pais. Sin embargo, la EPA se ha concentrado
en 16 HAPs debido a su toxicidad, a su potencial carcinégeno y a su frecuencia
de exposicion, siendo estos los que a menudo son regulados internacionalmente
(Cuadro 1) (Yu, 2001).



Cuadro 1. Los 16 HAPs prioritarios de la EPA.

Nombre Abreviacion Clasificacion
carcinogénica
Acenaftileno Ace D?
Acenafteno -— D
Antraceno Ant D
Benzo(a)antraceno BaA B2?
Benzo(a)pireno BaP B2
Benzo(b)fluoranteno BbF B2
Benzo(k)fluoranteno BbK B2
Benzo(g,h,i)perileno Bpe B2
Criseno Chr B2
Dibenzo(a.h)antraceno DbA D
Fluoranteno Fth B2
Fluoreno Fl D
Idenol(1,2,3-c,d)pireno IP B2
Naftaleno Na D
Fenantreno Phe D
Pireno Pyr D

® D: datos insuficiente para asegurar su potencial carcinégeno; B2: Carcinégenos

humanos probables.



I1.2.1 Fuentes generadoras de HAPs

La principal fuente generadora de HAPs es la combustion incompleta de materia
organica. Las fuentes antropogénicas de HAPs son principalmente automéviles,
calentadores, produccién de aluminio, plantas eléctricas, ademas de otras
menores como alquitran, petréleo crudo, creosota y alquitran para techado,
aunque unos pocos se usan en medicamentos o para fabricar tinturas y
pesticidas. Estos HAPs puros generalmente son sélidos incoloros, blancos o
amarillo-verde palido. No todos los HAPs son el resultado de actividad humana,
las erupciones volcanicas e incendios forestales producen naturalmente HAPs,
ademas, hay evidencia de que los HAPs también pueden ser formados por
biosintesis de microbios y plantas (ATSDR, 1995; Yu, 2001).

Los HAPs se encuentran en diversos sitios, incluidas zonas industriales,
madereras y de extraccion de gases, los suelos contaminados con HAPs
merecen atencion debido a su resistencia a métodos de biodegradacion y el

riesgo ecolégico que representan (Yu, 2001).

I1.2.2 Dispersién y persistencia

Los HAPs, sea cual sea su origen, tienen destinos similares en el ambiente, se
dispersan en el aire, se esparcen en el suelo y se incorporan en fase liquida en
agua (Figura 2) (Hoffman, 2002).

Los HAPs pueden encontrarse en el aire adheridos a particulas de polvo, ciertas
particulas de HAPs pueden evaporarse al aire facilmente del suelo o de aguas
superficiales. Los HAPs pasan al agua a través de desechos de plantas
industriales y de plantas de tratamiento de aguas residuales, la mayoria de los
HAPs no se disuelven faciimente en agua. Ciertos microorganismos pueden
degradar HAPs en el suelo o en el agua después de un periodo de semanas a
meses. En el suelo, es probable que los HAPs se adhieran firmemente a
particulas; ciertos HAPs se movilizan a través del suelo y contaminan el agua
subterranea, la cantidad de HAPs en plantas y en animales puede ser mucho



mayor que la cantidad en el suelo o en el agua donde viven estos organismos
(ATSDR, 1995).
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Figura 2. Movilidad de los HAPs en el suelo y en el agua.

Las caracteristicas mas importantes que condicionan el comportamiento de los
HAPs en el medio ambiente van ligadas a las caracteristicas fisicoquimicas
propias de la estructura de cada HAP. Son de gran importancia la
hidrofobicidad, que aumenta cuanto mayor sea el nimero de anillos, y la
volatilidad, que aumenta en los HAPs de menor peso molecular. Debido a las
propiedades hidrofébicas, los HAPs muestran una fuerte tendencia a adsorberse
a las superficies de las particulas del suelo, lo que dificulta su biodegradacion,
asi como a acumularse en la cadena tréfica (Canals, 2005).

Los HAPs son ingeridos por una variedad de vertebrados e invertebrados
ademas de los microorganismos. Mamiferos, aves, peces y muchos
invertebrados (crustaceos, equinodermos, insectos) metabolizan y excretan
algunos de los hidrocarburos ingeridos durante su alimentacién, aseo y
respiracion. Normalmente la acumulacion de HAPs es inversamente



proporcional a la habilidad del organismo de metabolizarlo. Las plantas
terrestres son poco acumuladoras de HAPs, tal vez debido a que los HAPs son
fuertemente adsorbidos por la materia orgénica del suelo. La mayor parte de
HAPs detectados en plantas parecen venir de la atmdésfera y se adhieren o
adsorben en el tejido de la planta, la cual, al morir, incorpora los HAPs al suelo.
Los HAPs pueden persistir en zonas frias o templadas por 20 o 40 arios, la
persistencia de HAPs aumenta al incrementarse los anillos de benceno que los
forman (Hoffman, 2002).

[1.2.3 Consecuencias de la exposicion a HAPs

Algunos HAPs presentan riesgo carcindgeno a humanos. Los HAPs
carcindgenos se encuentran en todas las superficies sélidas. Las areas urbanas
tienen concentraciones mas altas que los suelos agricolas y boscosos. Las
concentraciones tipicas de HAPs en el medio ambiente se encuentran en el
rango de 5 a 100 ug/kg; en suelo agricola va de 10 a 100 pg/kg y en suelo
urbano llega a ser de 600 a 3000 pg/kg (Jacob, 1996; Yu, 2001).

El mecanismo de toxicidad es reportado como de interferencia con la funcién de
la membrana celular y el sistema de enzimas asociadas con la membrana.
Aunque los HAPs sin metabolizar pueden tener efectos téxicos, un problema
mayor en animales es la habilidad de algunos metabolitos de los HAPs, como
epoxidos y dihidrodioles, para ligarse a proteinas celulares y ADN. Esto resulta
en disfunciones quimicas y dafio celular que lleva a mutaciones, desarrollo de
malformaciones, tumores y cancer. La adiciéon de grupos alquilo a los HAPs
frecuentemente produce o aumenta la carcinogenicidad. La toxicidad de los
HAPs puede ser incrementada por exposicién a la luz ultravioleta (Hoffman,
2002).

Los HAPs entran al cuerpo humano rapidamente por diversas rutas: inhalacién,
ingestion y contacto dermal. La tasa de absorcién se incrementa si los HAPs
estan presentes en mezclas aceitosas. Los HAPs son transportados a todos los



tejidos del cuerpo que contengan grasa y tienden a ser almacenados en rifiones
e higado (Yu, 2001).

En muestras tomadas de la poblacion de San Nicolds en Querétaro se
encontraron altos niveles de Naftaleno (promedio de 185.7mg/kg), una alta
incidencia de fenantreno (14 de 46 muestras) y varias muestras que contenian
Benzo (a) antraceno en cantidades por encima de lo que marca la Norma Oficial
Mexicana (10 mg/kg), cabe mencionar que los dos primeros (Nap y Phe) adn no
estan normados en nuestro pais (Barran, datos pos publicar).

I1.2.4 Naftaleno, Fenantreno y Benzo (a) antraceno

Los HAPs Naftaleno, Fenantreno y Benzo (a) antraceno son HAPs de 2, 3y 4
anillos (Figura 3), se liberan al aire como productos de la combustién incompleta
y se asocian con particulas sélidas en aire, agua y tierra, son fuertemente
adsorbidos en el suelo y permanecen en la capa superior del suelo debido a su
minima solubilidad en agua. La biodegradacion natural de estos compuestos es
muy lenta, en promedio permanecen 2 afios antes de biodegradarse. Estos
compuestos puros no tienen ninguna utilidad en procesos industriales, de
transformacion o de produccién, a excepciéon del naftaleno, usado en la
produccién de plasticos y como insecticida para ropa, y son sintetizados o
aislados Unicamente con fines de investigacién (Hudgings, 2000; Srogi, 2007).

oy &

Naftaleno Fenantreno Benzo[a]antraceno
Cristal blanco Cristal blanco Cristal amarillo

Figura 3. Estructuras de los HAPs de interés en este estudio.



11.3 Funcién ambiental de los suelos

Los suelos funcionan como “filtros” quimicos y biolégicos que reducen el
impacto ambiental de quimicos introducidos a la biosfera intencional o
accidentalmente. Por tanto los suelos forman la primera linea de defensa contra
la introduccion de estos componentes en el agua subterranea y la biosfera. Los
suelos restringen la movilidad de los quimicos de dos maneras: por sorcién y por
degradacién quimica o biolégica. En consecuencia, la base para predecir el
comportamiento de contaminantes en el suelo, y para evaluar el riesgo que un
quimico puede causar en el agua del subsuelo, viene de un entendimiento de la
naturaleza y extension de estos procesos de sorcién y degradaciéon (Canals,
2005).

La adsorcién y la desorcién de moleculas orgénicas en suelos son controladas
por las propiedades quimicas de las moléculas y las propiedades de superficie
del suelo en particular. Las propiedades importantes del adsorbato organico son:
la identidad de grupos funcionales en la molécula, la acidez o basicidad de los
grupos funcionales, el tamaro y forma de la molécula, la polaridad y la carga y
su polarizabilidad. Estas propiedades determinan la solubilidad en agua de la
molécula y, por tanto, la tendencia de las moléculas a adsorberse en la
superficie del suelo (McBride, 1994).

La existencia de tres fases en el suelo (sélida, liquida y gaseosa), asi como la
gran diversidad de materiales que pueden constituirlo, lo convierten en un
compartimiento ambiental muy complejo. La distribucién de los contaminantes
organicos se encuentra condicionada por estas caracteristicas, pudiéndose
encontrar adsorbidos sobre el particulado o materia organica (mayoritariamente
aquellos compuestos de elevada hidrofobicidad como los HAPs y los aceites
minerales), en disolucion, o en fase de vapor. Al igual que en los medios
acuaticos, los contaminantes organicos que se encuentran en la superficie
pueden sufrir evaporacion o fotooxidacion. De este modo en el conjunto del
suelo, los contaminantes organicos pueden ser transformados
fisicoquimicamente o sufrir biodegradaciéon. El proceso de transformacién mas



importante es la biodegradacién. Ademas, los productos de oxidacién parcial
procedentes de los compuestos organicos (como los HAPs vy ofros
hidrocarburos) pueden ser movilizados en la fase acuosa (son mas polares), y
ser transportados hasta otros suelos 0 ambientes acuosos (Canals, 2005).

Debido a estos factores, normalmente los contenidos totales no predicen la
fraccion biodisponible de contaminantes organicos en el suelo, pues esto
depende de diversos factores quimicos, fisicos y biol6gicos (Cram y col., 2006).

I1.3.1 Transporte ambiental de los compuestos contaminantes

Un compuesto contaminante se transporta en el ambiente a través de gases,
liquidos y particulas sélidas a través de intereses entre aire, agua, sedimentos,
suelo, animales y plantas. Cuando una sustancia es emitida al ambiente,
pueden ocurrir movimientos, transformaciones quimicas, fisicas y biol6gicas y
acumulaciones en el medio. Los mecanismos de transporte y el destino de los
contaminantes pueden resumirse en 4 categorfas: emision, la liberacién o
descarga del contaminante; adveccién o conveccién, la migraciéon normal y el
movimiento a través del medio; dispersién, la distribucién del contaminante en
otra fase; y atenuacion, la degradacién o adsorcidén del contaminante. Para cada
contaminante puede haber varios mecanismos de transporte, las propiedades
fisicoguimicas, tales como solubilidad y densidad, influyen en el destino y
transporte del compuesto a través de las interfases y los medios ambientales.

La solubilidad en agua es importante para entender la habilidad del
contaminante para migrar en un medio ambiental. Condiciones como Ia
temperatura y el pH pueden influir en la solubilidad. Los agentes quimicos muy
solubles en agua se adsorben con baja afinidad a los suelos. La presién vapor
es otro de los factores que afectan el transporte del contaminante. En general,
los agentes quimicos con presiones vapor relativamente bajas y una alta
afinidad por suelos o agua tienden menos a llegar al aire. La constante de la Ley
de Henry toma en cuenta la solubilidad, el peso molecular y la presién de vapor
para indicar el grado de volatilidad de un quimico en una solucién. El coeficiente
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de particion de carbono organico (K.), 0 coeficiente de adsorcién, es una
medida de la tendencia de un compuesto organico para ser adsorbido por
suelos o sedimentos, el K es especifico de cada quimico y es independiente de
las propiedades del suelo, un K, alto indica que el quimico organico se fija con
firmeza a la materia organica del suelo, por lo que poca cantidad del compuesto
se mueve a las aguas superficiales o a los acuiferos. El coeficiente de particion
octanol/agua (Kow) predice el potencial del agente quimico para acumularse en
la grasa animal, los organismos tienden a acumular compuestos con valores
altos de K,w en las porciones lipidicas de sus tejidos. ElI factor de
bioconcentracién (FBC) es una medida de la distribucién quimica al equilibrio
entre un medio biolégico y un medio externo, en general, un alto valor de Koy
indica un alto valor de FBC. En el Cuadro 2 se indica la relacién entre el medio,
los mecanismos de transporte y los factores que afectan el transporte. En el
Cuadro 3 se presentan los valores de las propiedades fisicoquimicas de los 16
HAPs prioritarios de la EPA (ATSDR, 1995).

Cuadro 2. Relacion de del medio, mecanismos y factores de transporte.

MEDIO MECANISMO DE TRANSPORTE FACTORES QUE AFECTAN EL

TRANSPORTE
Suelo  Escurrimientos (erosioén de suelos) Solubilidad en agua
Koc
Filtracion (lixiviacién) Solubilidad en agua
Koc
Volatilidad Presién de vapor

Constante de la Ley de Henry
Captacion biolégica Kow
FBC
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Cuadro 3. Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs prioritarios de la EPA.

Compuesto PM* D(f::;:ﬁ)d FusPil;:tz’C) Ebull t(f:C) aﬁﬁl"?.ﬂif?%b log kow”  log ko' (mn? h;a: 26°C) Céﬁ'ﬂi’nﬁ;’
Naftaleno 128 ND® 80 218 30,0 337 3,1 ND ND
Acenaftileno 152 ND 92 265 16,1 4,07 ND 2.9x10% 1.45x107
Acenafteno 154 1.225 96 279 347 4,33 3.8 4.47x10® 7.91x10°
Fluoreno 166 ND 116 298 1,8 4,18 3,9 3.2x10" 1x10*
Fenantreno 178 0.98 101 340 1,29 4,46 4,1 6.8x10™ 2.56x107
Antraceno 178 ND 218 342 0,073 4,45 4.3 1.7x10® 1.77x10°
Fluoranteno 202 ND 110 375 0,260 5,33 4,3 5x10® 6.5x10®
Pireno 202 1.271 150 404 0,135 5,32 48 2.5x10 1.14x10®
Benzo(a)antraceno 228 1.274 159 435 0,014 5,61 4,8 2.2x10° 1x10®
Criseno 228 ND 256 448 0,0006 5,86 49 6.3x10” 1.05x10°
Benzo(b)flucranteno 252 ND 165 ND 0,0012 6,57 6,2 5x10™ 1.22x10°
Benzo(k)fluoranteno 252 ND 217 480 0,00055 6,84 56 9.59x10™ 3.87x10°
Benzo(a)pireno 252 1.351 179 495 0,0038 6,04 53 5.6x10" 4.9x10”
Dibenzo(a,h)antraceno 278 1.282 267 524 0,0005 6,75 6.3 1x10™" 7.3x10°
Benzo{g,h,i)perileno 276 ND 278 ND 0,00026 7.23 ND 1.03x10™" 1.44x10™
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 ND 162 ND 0,062 7,66 6,2 ND 6.95x10°®

# PM: Peso molecular; ® 20°C; © kow: €quivale a la proporcion del nimero de moléculas que existirian en la fase octanol respecto a la fase agua si
utifizaramos una mezcla octanol:agua 1:1 como solvente; ° k.. es la proporcién de moléculas de HAP que se encontrarian en la materia
organica del suelo respecto a las que encontrariamos en la fase agua, en un suelo saturado de agua; °ND: No determinado.



1.4 Biotransformacién y biodegradacion

11.4.1 La biotransformacion

Cuando un compuesto quimico entra en un organismo se le conoce como
compuesto xenobibtico, diversas reacciones ocurren dentro del cuerpo,
resultando en cambios estructurales del compuesto. Este proceso metabdlico de
conversion es conocido como biotransformacién y puede ocurrir en cualquier
tejido u 6rgano. Los procesos de biotransformacién ocurren en 2 fases, llamadas
|y Il. La mayor parte de las reacciones en la fase | son oxidaciones, reducciones
e hidrélisis. Entre las oxidaciones mas representativas estan la hidroxilacién,
dealquilacion, deaminacién y formacién de sulféxido. Ejemplos de reduccién
incluyen azo reduccién y adicién de hidrégeno, mientras que en las hidroélisis la
separacion de ésteres y amidas es comun. Una de las mas importantes
caracteristicas de las reacciones de la fase | es que el compuesto téxico puede
adquirir un grupo funcional, como OH, NH,, COOH o SH, para formar un
producto llamada metabolito primario. Las reacciones de la fase Il, por otro lado,
son reacciones de conjugacion o sintesis. Aqui un compuesto téxico se puede
combinar directamente con una sustancia enddgena, o puede ser convertida en
un metabolito primario en la fase | seguido de una conjugacién. Las sustancias
endogenas asociadas con las reacciones en la fase Il incluyen glicina, cisteina,
GSH, acido glucurénico, sulfatos y otras sustancias hidrosolubles. Muchos
compuestos xenobioticos experimentan secuencialmente las reacciones de las
fases | y ll, mientras que otras participan s6lo de una. Algunos mecanismos
tipicos de biotransformacién de HAPs en algunos organismos se muestran en la
Figura 4 (Yu, 2001).

I1.4.2 Consecuencias de la biotransformacion

La remocion de compuestos xenobioticos ocurre principalmente por
mecanismos de biotransformacién y excretacién. Algunos compuestos
xenobioticos, especialmente los lipofilicos, son faciimente reabsorbidos (Yu,

2001).
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Figura 4. Mecanismos tipicos de biotransformacién de HAPs.

A menos que los quimicos sean metabolizados a metabolitos mas polares que
son eventualmente excretados, permaneceran en el cuerpo, principaimente en
tejidos grasos, por un largo periodo. Los productos biotransformados son
normalmente, pero no siempre, mas polares que los componentes originales, y
por tanto, mas facilmente excretados. Sin embargo, otros ejemplos de
mecanismos de biotransformacién existentes transforman los compuestos
xenobioticos en especies electrofilicas reactivas. Estas especies quimicas
reactivas necesitan ser metabolizadas; de otra manera pueden interactuar con
un sitio nucleofilico en un constituyente de alguna célula, causando dafio celular.
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Muchos quimicos presentes en el ambiente pueden estimular o inhibir enzimas
que influyen en la biotransformaciéon. Algunos de los agentes que pueden
estimular las enzimas incluyen insecticidas halogenados, herbicidas, HAPs,
nicotina y otros alcaloides. Algunos de los agentes inhibitorios incluyen CO, Os,
CCl, e insecticidas organofosforados (Yu, 2001).

11.4.3 Factores limitantes en la biorremediacién del suelo.

La biodegradabilidad de contaminantes presentes en un suelo depende de
diversos factores como son: la presencia de una poblacién degradadora
potencialmente activa, la estructura molecular del contaminante, su
concentracién y biodisponibilidad, y factores ambientales como el pH,
temperatura, humedad del suelo, presencia de aceptores de electrones
disponibles, y la existencia de nutrientes inorganicos (fuente de N y P)
disponibles. Todos los organismos tienen un determinado rango de tolerancia a
factores ambientales como la temperatura, el pH y la salinidad, los cuales
pueden afectar al crecimiento y actividad de las poblaciones. No existen unas
condiciones preestablecidas que sean 6ptimas en todos los casos, pero en
términos generales a pH y temperaturas extremas y en suelos salinos la
biodegradacion se ve disminuida, siendo los rangos 6ptimos para la
biodegradacion un pH entre 6 y 8 y temperaturas de 20 a 30°C. La variacién del
pH del suelo afecta a la solubilizacién y adsorcién/absorcion de los
contaminantes. Se ha conseguido duplicar la biodegradacién bacteriana de un
suelo contaminado con gasolina incrementando el pH de 4,5 a 7,4. Sin embargo,
con poblaciones microbianas adaptadas también se ha descrito biodegradacion
de HAPs en suelos extremadamente acidos a pH 2. La temperatura es uno de
los factores ambientales mas importantes que afecta la actividad metabdlica de
los organismos y la tasa de biodegradacién. La mayor parte de estudios
realizados indican que las condiciones mesofilicas (20 a 30°C) son las 6ptimas
para la biorremediacién de suelos contaminados. No obstante, también se ha
descrito biodegradacién de hidrocarburos a temperaturas extremas: a 10°C en
suelos subarticos y subalpinos, 5°C en suelos articos y hasta 60°C por una cepa
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termoéfila de Bacillus stearothermophilus aislada de un suelo contaminado con

crudo de petréleo del desierto kuwaiti (Canals, 2005).

La humedad del suelo puede limitar de forma severa la biodegradacion,
fundamentalmente en suelos superficiales afectados por oscilaciones
importantes en el contenido de agua. No obstante el nivel éptimo de humedad
depende de las propiedades de cada suelo, el tipo de contaminacién y si la
biodegradacién es aerdbica o anaerébica. Un déficit de agua puede disminuir el
transporte de nutrientes y de contaminantes. El exceso de agua en un suelo
desplaza el aire residente en los poros del suelo, generandose con mayor
facilidad condiciones anaerébicas, al agotarse el oxigeno disuelto en agua. Se
ha descrito un rango de humedad 6ptimo del 30 al 90% de la capacidad de
campo para la biodegradacién aerébica de lodos contaminados con crudo de
petréleo. En general, en suelos de granulometria fina (elevado porcentaje de
arcillas y limos) suele utilizarse una proporcién cercana al 40% de la capacidad
de campo, mientras que para suelos arenosos suele utilizarse una humedad
cercana al 60% de la capacidad de campo del suelo. De las distintas familias de
hidrocarburos del petréleo, los HAPs que contienen de 2 a 3 anillos aromaticos
pueden ser biodegradados eficazmente en el suelo en condiciones ambientales
6ptimas, mientras que los HAP de 4 anillos, y especialmente, los de 5 o mas
anillos bencénicos presentan una mayor recalcitrancia inherente y una baja
solubilidad. La tasa de degradacién depende tanto de la capacidad de transporte
y del metabolismo, como de la transferencia de masas del compuesto. La
relacién entre estos factores se conoce como biodisponibilidad. En los suelos
uno de los factores limitantes para la biodegradacion es la transferencia de
masas, ya que los organismos de los suelos contaminados, suelen tener
amplias capacidades biodegradativas al estar expuestos a una gran variedad de
compuestos organicos diferentes. Por lo tanto la adsorcién, la absorcion,
desadsorcién, disolucion y la difusion son fenémenos, propios de la
transferencia de masas, que condicionan la biodisponibilidad de los

contaminantes (Yu, 2001).
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Las concentraciones de nitrégeno y fésforo asimilables presentes en el suelo,
suelen ser limitantes para un incremento y activacién de la poblacién del suelo,
mientras que otros nutrientes esenciales como el Ca?*, Na, Fe?* y S0 ya
estan presentes en cantidades suficientes en el suelo. La adicién de fuentes de
N y P inorganicas, generalmente tiene un efecto positivo incrementando las
poblaciones y las tasas de biodegradacion de hidrocarburos en suelos
contaminados. Aunque en general la adiciéon de fuentes inorganicas de Ny P al
suelo es beneficiosa para los procesos de biodegradacion, existen estudios que
han descrito efectos inhibitorios en la adiciéon de nutrientes inorganicos. Se ha
descrito una inhibicién de la mineralizaciéon de fenantreno al afiadir nitrégeno
inorganico. Asimismo, el uso excesivo de nutrientes inorganicos también puede
inhibir los procesos de biodegradacién (Canals, 2005).

[1.6 Macrofauna del suelo y sus funciones

La macrofauna del suelo afecta la accién de los microorganismos, la estructura
del suelo y la descomposicion de la materia organica en el suelo. La macrofauna
muele y macera la materia organica, aumentando la superficie de contacto de
las particulas con el medio. Este aumento de superficie incrementa su nivel de
descomposicidon pues cuanto mayor superficie, mayor la disponibilidad de
materia organica para el ataque de los microbios. Cuando la macrofauna fabrica
galerias y tuneles, mejora la filtracién del agua y ventilacién del suelo, gran parte
del suelo removido va a parar a la superficie, de esta manera se reutilizan los

nutrientes, como el potasio, que se lixivian de la superficie (Hoffman, 2002).
11.5.1 Accién de las lombrices en el suelo

Las lombrices pertenecen a la clase anélida del orden oligachaeta que
comprende organismos elogandos compuestos de segmentos anulares. Son
hermafroditas, la madurez sexual se hace presente por la aparicién del clitelio,
que es un anillo blanco que conforma los 6rganos reproducidos del animal.
Existen aproximadamente 8000 especies de lombrices de tierra, algunas de las
mas importantes pertenecen a la familia Lumbricidae. En los suelos de prados y
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bosques del hemisferio norte pueden existir mas de 1000 lombrices por metro
cuadrado en los 15 cm superiores del suelo. Las lombrices de tierra son menos
numerosas en los trépicos que en el hemisferio norte. Las lombrices de tierra
sblo actlan en presencia de agua. Esta les permite segregar una mucosidad
que facilita su movimiento por el suelo. Por ofra parte, necesitan un cuerpo
turgente para desplazarse y cavar. Su piel debe estar himeda para la
respiraciéon, por lo que en consecuencia, su poblacién es mas numerosa en
tiempo de lluvias. Por regla general, cuando aumenta el carbono organico en el
suelo, las poblaciones de lombrices de tierra también lo hacen. En
consecuencia, la tierra no destinada al cultivo, con gran cantidad de residuos de
cosecha, tiene un contenido de lombrices mucho mayor. Los suelos de texturas
mas finas, que suelen contener mas materia organica y mayor capacidad de
retencion de agua, también tienden a albergar un mayor namero de lombrices.
Las lombrices de tierra desempefian una labor directa en la descomposicién de
la hojarasca. Asi, fragmentan las hojas en descomposicién y las mezclan con la
tierra, al cavar galerias. También segregan una mucosidad rica en materia
organica. La materia inorganica que pasa por los intestinos de la lombriz es, en
cierta medida, hidroestable. Las lombrices contienen en sus intestinos celulasa y
quitinasa, que facilitan la degradacion de la celulosa y los polimeros de la
quitina, las cuales siguen actuando aun al ser excretadas. Las lombrices
también facilitan el movimiento de microorganismos al transportarios dentro de
sus cuerpos o adheridos a su piel (Hoffman 2002).

11.6 Eisenia phoetida

La lombriz de la especie Eisenia phoetida ha mostrado excelente
comportamiento en todos los aspectos. En los cultivos es frecuente encontrar
lombrices nativas, las cuales llegan por atraccién al medio, que es favorable ha
algunas especies. La presencia de estas no tiene incidencias ni afecta a la
lombriz roja californiana, ya que sus tasas de producciéon son muy bajas. La
explotacion de la lombriz adquiere relevancia en los ultimos afios, como medio
de descontaminaciéon ambiental y de mejoramiento de suelos. La incorporacion

directa de lombrices en el suelo y el mejoramiento de las condiciones del mismo
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con estiercol de animal incrementa la poblacién existente y atrae nuevas
especies. Todo suelo rico en lombrices tiene posibilidades de mejoramiento. E.
phoetida es una lombriz que a los 3 0 4 meses, alcanza una longitud de 6 a 8
cm y un peso aproximado de 0.8 g. Cuando esta irritada secreta un mucus
amarillento mal oliente a través de los poros de la epidermis, por ello su
denominacién. Habita en medios ricos en materia organica como estiércol,
composta, etc. La lombriz roja puede aclimatarse a los diferentes pisos térmicos,
pero vive en Optimas condiciones entre 18 y 25°C. Vive en densidades
relativamente altas, es de manejo sencillo con riesgos bajos. La longevidad es
de 16 afios, superior a la lombriz de tierra que es de 3 a 4 afos
aproximadamente; la proliferacion es alta, una vez llegada su madurez sexual
puede aparearse cada 10 dias y desarrollar una capsula con un promedio de 20
lombrices en cada una. Se adapta facilmente al consumo de materia organica
de origen vegetal y animal. La lombriz de tierra ingiere todo tipo de residuos
organicos en descomposicién, encontrando en ellos principalmente altas
concentraciones de microorganismos que son de gran valor nutritivo. No tiene
dientes y por tanto requiere de humedad para succionar la materia orgénica, que
debe ser fraccionada suficientemente para acelerar el proceso de conversioén de
humus. Su aparato digestivo, por tener glandulas calcareas que segregan
carbonato calcico, le permite neutralizar la acidez de los alimentos que recibe.
Esta caracteristica hace que el humus o lombricomposta final esté cercano a la
neutralidad y sea de gran interés para la correcciéon de los suelos acidos y
basicos. Sus movimientos dependen de un sistema muscular muy desarrollado.
Se desplaza a través de sus anillos, que fija en el suelo mediante pequefias
vellosidades y luego encoge la parte anterior empujando posteriormente hacia
delante. Las células de su cuerpo son sensibles a la luz y por tanto los rayos
solares directos pueden matarla rapidamente. Por esta razén las lombrices al
ser descubiertas se hunden para protegerse de la radiacion (Castro, 2000).

11.7 Biotransformacién de contaminantes por anélidos

E. phoetida ha sido usada en diversos experimentos de biorremediacion, tanto
para biotransformar compuestos como para medir factores de bioacumulacién,
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su facil manejo, rapida reproduccién y su interaccion natural con el suelo la
hacen un organismo ideal para este tipo de pruebas. Se ha estudiado la
bioacumulacién de pentaclorofenol en E. phoetida en dos suelos artificialmente
contaminados, describiendo la cinética de absorcion y demostrando que esta se
ve influenciada por la textura del suelo, su porosidad, el pH y los lipidos de la
lombriz. De igual manera se ha estudiado la bioacumulacién de mercurio y
monometil-mercurio y su tasa de absorcién a diferentes concentraciones,
observando un limite de absorcién y acumulacion por parte de E. phoetida. En
otro trabajo se ha evaluado la relacién entre el contenido de materia organica en
un suelo y el factor de bioconcentracién de C-simazina en la lombriz. Todos
estos estudios demuestran la alta relacion entre el suelo y los procesos de
biotransformacion atribuidos a E. phoetida (Hu y col., 2005; Andrea y Papini,
2005; Burton y col, 2006).

En contraste con los resultados positivos se han realizado estudios con
compuestos organoclorados tales como el DDT, y DDE y su persistencia en la
cadena trofica al ser acumulados por las lombrices y en consecuencia a otras
especies depredadoras de estas. También se sabe que la biodegradacién de
HAPs puede resultar en metabolitos atin més téxicos o genotoxicos que los
componentes principales, por lo que los niveles de HAPs remanentes en E.
phoetida, asi como la mortandad sirven de indicador de la eficacia de un
proceso (Beyer y Gish, 1980; Kotterman y col. 1998).

Otras especies de anélidos se han propuesto como organismos degradadores
de HAPs con diferentes resultados, se ha comprobado que la coaplicacion de
composta animal junto a Dendrobaena veneta disminuye efectivamente la
concentracion de HAPs, Aporrectodea longa, Lumbriculus variegatus,
Enchytraeus crypticus y Eisenia andrei son organismos igualmente capaces de
degradar HAPs (Achazi y col., 1998; Johnson y col., 2002; Verrengia-Guerrero y
col., 2002; Hickman y Reid, 2008).

Se ha demostrado experimentalmente que la introduccién de E. phoetida en
sustratos artificiales contaminados con HAPs resulta en una reduccion de estos.
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Otro estudio demuestra que la adicién de E. phoetida a suelo del Estado de
Meéxico con altas concentraciones de antraceno, benzo (a) pireno o fenantreno,
disminuye eficientemente la concentracién de estos entre 47y 51% (Eijsackers y
col., 2004; Contreras-Ramos y col., 2005).

I1.8 Cuantificacion de los HAPs en suelo

Una de las dificultades asociadas con la determinacién de HAPs en muestras
ambientales es la complejidad de mezcla de HAPs en estas muestras. Incluso
después de la limpieza extensa y rigurosa, la fraccién de HAPs puede contener
cientos de compuestos. Por lo general se requieren métodos analiticos que
ofrezcan las combinaciones que permitan una buena resolucion cromatograéfica
y que el detector presente una buena selectividad de los compuestos a
cuantificar. Existen dos procedimientos esenciales para el analisis y la
determinacién de HAPs en muestras ambientales: la extraccion y aislamiento de
HAPs de la matriz de la muestra; y la identificacién y cuantificacién de los

componentes (Hua y col., 2005).

Se han usado una variedad de métodos analiticos para determinar las
concentraciones de HAPs en muestras ambientales. Entre éstos se encuentra la
cromatografia de gases (GC) con varios detectores y la cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) con varios detectores. Los métodos mas usados para la
determinacion y cuantificacion de HAPs son la cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC/MS) y HPLC con detector de fluorescencia
(Miege y col., 2003).

El HPLC ha sido ampliamente usado ya que el desarrollo de una fase
estacionaria quimicamente no polar para HPLC proporciona una selectividad
Unica para la separacion de los isémeros HAPs que son a menudo dificiles de
separarse por columnas GO. Por ejemplo, el criseno, benzo(a)antraceno, y
trifenileno tiene una separacién muy clara usando una columna de fase de
reversa de C-18. Ademas el HPLC presenta ventajas inherentes como los
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tiempos de separacién cortos, la alta resolucién y asi como una alta sensibilidad,
en el caso de los HAPs es capaz de detectar picogramos (Hua y col., 2005).

Debido a las propiedades de fluorescencia de los HAPs, el usar un detector de
fluorescencia provee de una gran especificidad. El limite de deteccién alcanzado
en HPLC con un detector de fluorescencia para el analisis de HAPs es a nivel de
picogramos y en ocasiones hasta de nanogramos (DIONEX, 1994, Nieva-Cano
y col., 2001).

Numerosos estudios se ha mostrado que la mejor separacion se logra usando
un gradiente de elusién con una mezcla de solventes acetonitrilo-agua (Barra y
col., 2006, DIONEX, 1994, Fiotron y col., 2003, Miege y col., 2003, Nieva-Cano y
col., 2001, Sanz-Landaluze y col., 2008).

Debido a lo anterior el método mas recomendado para el analisis de HAPs es

HPLC acoplado a un detector de fluorescencia, usando como fase mévil una

mezcla acetonitrilo-agua (Sanz-Landaluze y col., 2006).
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VIi. DISCUSION

VII.1 Efecto de los HAPs sobre el peso y mortandad de lombrices

En cuanto a mortandad y cambio en el peso de las lombrices, estadisticamente
no hay diferencia entre las unidades experimentales ni entre los diferentes
tratamientos de HAPs, por lo que se puede considerar que los niveles de
contaminaciéon usados en el experimento no son un factor importante en la
supervivencia de E. phoetida. El porcentaje de supervivencia de 76.6% se
puede atribuir a la exposicion a los HAPs, a la mortandad natural, o a la poca
disponibilidad de alimento.

En este estudio no se afiadié6 materia organica debido a que el objetivo es
disefiar un método de remediaci6n facil y econdmico, ademés de favorecer a los
HAPs como fuente de carbono para la lombriz. Los resultados de supervivencia
sugieren que la materia orgénica existente es suficiente para mantener la
actividad de la lombriz por 30 dias.

En un experimento similar en suelo con mayor contenido de materia organica se
presentaron niveles de supervivencia de 83-91% en el mismo lapso de tiempo y
concentraciones similares de HAPs, en otro caso se obtuvo un 70% de
supervivencia en suelo enriquecido con composta y un 15% en suelo natural
después de una exposicién de 84 dias a niveles 5 veces mayores que los del
presente estudio (Contreras-Ramos y col., 2005; Hickman y Reid, 2008).

En el experimento de contaminacion residual se observé un porcentaje de
supervivencia de 100%, esto puede ser atribuido a la disminucién significativa
de contaminantes, ademas de una mayor disponibilidad de alimento, en el
primer experimento en promedio cada lombriz disponia de 50 g de suelo
mientras que en el de contaminacion residual disponfan de 125 g. Igualmente
este dato puede indicar la no toxicidad de los metabolitos generados en el
primer proceso, de lo cual no se tiene evidencia definitiva ya que no fueron

evaluados.
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VI1.2 Efecto de la adicién de E. phoetida sobre la concentracién de HAPs

Para las tres repeticiones de tratamiento 0 asi como para una muestra de suelo
sin tratar no se identificaron los HAPs estudiados.

Los niveles de HAPs al final del experimento muestran que en los dos
tratamientos mas bajos no existe diferencia en relacién con el testigo, e incluso
se puede notar que el nivel més bajo no es evidente una disminucién en ambos
HAPs. Sin embargo, se puede apreciar que el segundo tratamiento presenté una
disminucién a niveles semejantes de concentracion del primer tratamiento. Estos
niveles semejantes pueden indicar la fraccién adsorbida por el suelo que queda
menos disponible para la lombriz.

A partir del tercer tratamiento es apreciable en el naftaleno una disminucion en
la concentracién con relacién al testigo. En el tratamiento méas alto es muy
evidente la disminucién de la concentracién, llegando a niveles no cuantificables
en el caso del naftaleno y una disminucién del 89% en el caso del fenantreno.

La disminucién de las concentraciones en los testigos se puede atribuir a causas
naturales tales como la accién de microorganismos nativos, la degradacion
natural, volatilizacién o fijacion en el suelo. En promedio se observé una
disminucién del 36 % en el caso del naftaleno y de 46 % para el fenantreno.
Comparado con la disminucién promedio en los tratamientos con lombrices
(30% en naftaleno y 58% en fenantreno) no parece haber diferencia, sin
embargo, un cambio en este comportamiento es observado en el tratamiento
mas alto, lo que sugiere que E. phoetida no inicia un proceso de
biotransformaciéon para niveles bajos de contaminacién del suelo con HAPs.
Esto concuerda con la nula disminucién en el tratamiento mas bajo y niveles
remanentes semejantes en el resto de los tratamientos a excepcion del

naftaleno.
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Los niveles tan bajos de naftaleno en el tratamiento mas alto pueden indicar que
aun la fraccion adsorbida desaparece debido a la alta volatilidad de este
compuesto, permaneciendo los niveles de fenantreno y benzo (a) antraceno.

Estos resultados son concordantes con la grafica de los cambios en la
concentracion de benzo (a) antraceno, en la cual la respuesta del equipo a las
muestras de los tratamientos y el testigo son similares en los 2 primeros
tratamientos y se observa una disminucién para los 2 més altos.

La disminucién en la concentracion de HAPs en el suelo parece ser mas
pronunciada en el caso del naftaleno, y menor para el benzo (a) antraceno, lo
que indica una mayor facilidad de degradacién para HAPs de bajo peso
molecular. Estos resultados también sugieren una mayor adsorcién en el suelo
conforme aumenta el peso molecular, debido probablemente a que aun siendo
adsorbidos, los HAPs de bajo peso molecular contindan volatilizandose con
mayor facilidad (Hickman y Reid, 2008).

Si la concentracién de HAPs es un factor importante en la accién de E. phoetida
sobre estos, se puede pensar que la activaciéon del citocromo p450 ocurre a
concentraciones bajas, concordando con resultados anteriores, que indican que
no hay cambios en la concentracién y actividad de las monooxigenasas mas
importantes relacionadas con el citocromo p450 en niveles de hasta 100 mg de
fluoranteno o benzo (a) pireno por kg de suelo (Achazi y col, 1998).

Oftros estudios con benzo (a) pireno demuestran que a bajas concentraciones la
biotransformacién de HAPs se da por una reacciéon enzimatica dependiente del
citocromo p450 y que a altas concentraciones se activan rutas no enzimaticas
que incluyen reacciones con radicales libres, como la peroxidacion lipidica
(Saint-Denis y col., 1999).

Asi mismo, en estudios de bioacumulacién de monometil-mercurio en E.

phoetida se ha observado que a concentraciones bajas la acumulacion es
constante mientras que a concentraciones altas hay un incremento considerable
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después de un periodo de 14 dias, pudiendo concordar esto con la activaciéon de
rutas no enzimaticas a altas dosis de compuestos xenobioticos (Burton y col.,
2006).

La lombriz, al consumir y excretar particulas solidas, al formar tuneles y al
remover el suelo puede favorecer la degradacién natural de los HAPSs,
mejorando la aireacion y las condiciones para el crecimiento de
microorganismos biotransformadores. Incluso la flora intestinal de la lombriz
pudiera contener microorganismos capaces de degradar los HAPs, por lo que no
se puede descartar un efecto en conjunto de varios de estos factores en el
proceso de transformacién de los HAPs en el suelo.

Si E. phoetida puede tolerar altas concentraciones de HAPs e incluso
disminuirlos, se debe reconsiderar su utilizacién como organismo para ensayos
de bioacumulacién de suelos contaminados (Lepp&nen y Kukkonen, 2000;
Verrengia y col., 2002; Stroomberg y col., 2004; Johnson y col., 2005).
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Viil. CONCLUSIONES

Los resultados indican que la presencia de E. phoetida por un periodo de 30
dias en suelo contaminado por HAPs puede favorecer la disminucion de estos,
aumentando su efecto cuanto mayor sea la contaminacién, sin necesidad de
agregar composta o materia organica como fuente de alimento para las
lombrices, siendo estas resistentes a altas concentraciones. Ademas, los
metabolitos generados en este proceso parecen no afectar la supervivencia de
lombrices no sometidas a dichas condiciones por lo que es probable que no
haya ningtin problema de residualidad toxica.

El periodo de 30 dias presentado en este estudio puede coincidir con la época
de mayor frecuencia pluvial en la zona de San Nicolas, Tequisquiapan,
manteniéndose la humedad necesaria para favorecer las acciones naturales de
la lombriz. Por tanto, el experimento aqui presentado puede considerarse un
método de biorremediacién muy accesible, ya que evita los dos mayores
problemas para mantener la actividad de E. phoetida, la necesidad de agua y
alimento, ademas de ser un proceso con muy poco impacto ambiental.

Si E phoetida presenta mejores tasas de biodegradacion a altas dosis de HAPs
es muy posible que la via del citocromo p450 no sea el unico proceso de
biodegradacion y que esta tenga un limite especifico de tolerancia, después del
cual se activen diferentes mecanismos como las reacciones peroxidativas. La
activacion de este tipo de reacciones puede ser la causa de mayor mortandad
en las lombrices cuando los niveles de contaminacién son muy elevados.

E. phoetida puede también favorecer condiciones ambientales para provocar la
degradacion de HAPs por factores fisicos, quimicos y biolégicos.

Mayores estudios se necesitan para encontrar el limite de tolerancia de E.
phoetida hacia estos contaminantes y su respuesta a cambios de temperatura y
humedad, factores muy importantes a tomar en cuenta para considerar este

proceso como un método de biorremediacion efectivo in situ.
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