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RESUMEN

En la presentesinvestigacion, se evalué la efectividad de la oxidacion quimica y biolabranza
para la remediacion de suelo contaminado con di (2-etilhexil) ftalato a escala laboratorio,

considerando comg-criterio de remediacion la toxicidad aguda y genotoxicidad.

Para la prueba de toxicidad aguda se emplearon lombrices de tierra de la especie Eisenia
foetida. El tratamiento(de suelo contaminado presento en los organismos de prueba
rompimiento de la pared corpoeral desarrollando heridas sangrantes, asi como expulsién de
liquido celémico, mientras que _las lombrices sobrevivientes mostraron disminucién en el
movimiento y la respuesta al estimulo llego a ser casi nulo. Solamente los tratamientos con
H202 al 2% y 2.5% no presentaronvdiferencia significativa con el testigo negativo (suelo
limpio). El tratamiento de peréxido deshidrogeno al 2.5% p/p, presentd la mayor tasa de
reduccion de la toxicidad aguda hasta_94%. El tratamiento con H.O, al 2.5% presento
capacidad de reducir la toxicidadsa/niveles de fondo, por lo tanto, fue factible técnicamente.
Por otra parte, los dos tratamientos”de la tecnologia de biolabranza presentan tendencia
general de reducir la toxicidad, pere ‘con periedos._intermedios de un incremento en la
toxicidad respecto a la medicion en el mesranteriors Esto es especialmente notable en el
tratamiento sin fertilizante a los 60 y 120(dias, y en nenor escala, a los 180 dias, pero
también se observa esta tendencia, aunque<en menor-escala, en el tratamiento con
fertilizante a los 90 y 150 dias. Ambos tratamientos no presentan diferencias significativas

con respecto al testigo negativo a partir de los 150 dias.

Para el ensayo de micronlcleos se usaron células meristematicas_de las raices de Vicia
faba. Los tratamientos de la tecnologia de oxidacién quimica son capaces de incrementar
la frecuencia de micronucleos a las 44 horas de recuperacién al compararse con las
frecuencias obtenidas a las 18 horas de recuperacion, lo que puede”representar la
incapacidad de recuperacion de las células meristematicas al dafio inducido:.La frecuencia
de micronucleos en el tratamiento por oxidacion quimica si se redujo, pero se‘mantuvo
cerca de 80% del valor del suelo contaminado. Esto, aunque en las pruebas de ‘toXiecidad

aguda, se bajo a nivel umbral o al nivel aceptable, segun el Protocolo (< 10% mortandad).



Al exponer directamente las raices de Vicia faba a suelo tratado por las dos técnicas de
biolabranza, se observé a las 44 horas de recuperacion, incremento en la frecuencia de
micronucleos,al compararse con las frecuencias obtenidas a las 18 horas de recuperacion,
lo que puede representar la incapacidad de recuperacion de las células meristematicas al
dano inducide.Muestras de suelo tratado por biolabranza con fertilizante fueron capaces
de incrementarda frecuencia de micronucleos en las muestras de suelo evaluado en todos
los meses de biorremediacion. El tratamiento sin fertilizante fue capaz de incrementar la
frecuencia de micronucleds en muestras de 30, 60, 90 y 150 dias de biorremediacién; a
excepcion de los 180 diass Cabe mencionar que el tratamiento sin fertilizante, no presentd
diferencias significativas con/€l tratamiento de suelo limpio y es el Unico tratamiento que

cumple con los criterios de toxicidad aguda y genotoxicidad.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El aceite~de ricino es el primer plastificante utilizado para fabricar nitrato de celulosa en
1856; masstarde, en 1870, fue reemplazado por alcanfor. Para superar el olor liberado por
el alcanfor voldtil, los ftalatos se introdujeron en la década de 1920 como una alternativa.
En 1931, se“llevd a cabo la sintesis del cloruro de polivinilo (PVC), seguida por la
introduccion del di\(2-etilhexil) ftalato (DEHP) en 1933 (un plastificante adecuado para el
PVC), lo que cambié drasticamente el mundo de los plasticos. Una simple reaccién quimica
entre un alcohol y un“anhidrido ftalico dio lugar a la formacion de ftalatos (Tokiwa et al.,
20009).

Los materiales plasticos han gncontrado aplicaciones versatiles en todos los aspectos de
la vida humana moderna debide.al_rapido avance de la tecnologia y al crecimiento de la
poblacién mundial. Se mezclan diferentes plastificantes en los plasticos en diferentes
proporciones para mejorar su rendimiento, flexibilidad y reducir los costos (Tokiwa et al.,
2009). Sin embargo, no estdn quimicamente ligados al polimero, por lo tanto, migran
facilmente de los productos de plastico a los.ambientes circundantes (Sarath et al., 2012).
Consecuencia de esto, los seres humanes quedan expuestos a los ftalatos por via dérmica,

inhalatoria, oral e intravenosa (Hauser y/Calafat72005).

El DEHP es un éster de ftalato que existe gomo un liguideo aceitoso, incoloro y con un ligero
olor. Es ligeramente soluble en agua y tetracloruro de carbeno, miscible con aceite mineral
y hexano, ademas es soluble en sangre y fluidos corporales‘que contienen lipoproteinas.
Cuando se calienta hasta la descomposicion, emite un hume acre. DEHP es incompatible

con nitratos, oxidantes fuertes, acidos y alcalis (HSDB, 2010).

En paises en vias de desarrollo, como es el caso de México, no existe legislacion que regule
los limites maximos permisibles referente a la familia de los ftalatos..De acuerdo con el
Anuario Estadistico 2018 de la Asociacién de la Industria Quimica, se _registraron seis
empresas que fabrican y ocho que distribuyeron dicho compuesto. La mayoria de las
industrias se establecieron en la periferia de las ciudades, pero en la actualidad, debido al
incremento poblacional, muchas de estas industrias se localizan en zonas urbanizadas.
Varios complejos industriales han cesado sus actividades, dejando asi pasivos ambientales,
a veces sin responsables que aseguren su restauracién. Como consecuencia, las personas

guedan vulnerables a las vias de exposicién en las que se introduce el DEHP.



Las tecnologias de remediacidn representan una alternativa a la disposicién de desechos
peligrosos, y el éxito de las tecnologias, depende de entre otros factores a las condiciones
especificas del sitio y caracteristicas del contaminante. Las tecnologias para tratar un suelo
contaminado se clasifican segin su modo de accién en fisicoquimicas, térmicas y biol6gicas
(Volke y Velaseg, 2002).

En los ultimos afips, el tratamiento quimico ha sido utilizado con mas frecuencia para tratar
mas eficientemente” suelos contaminados, mediante técnicas como la oxidacién quimica.
Esta técnica de remediacidn se basa en el uso de agentes oxidantes quimicos inyectados
en el sitio contaminado parayoxidar compuestos toxicos o peligrosos, en compuestos de
menor peligrosidad, movilidad y mayor estabilidad como diéxido de carbono, agua y ciertos
acidos minerales (Volke y Velasco, 2002; Villalba, 2013).Cuando se libera peroxido de
hidrégeno en el suelo, este reaccignarapidamente con otras sustancias en el suelo a causa
de su total descomposicion en iones«onstitutivos, agua y oxigeno. La base quimica de este
proceso se fundamenta en el intercambio de electrones entre el oxigeno y las moléculas
contaminadas con petréleo, favoretiendo la ruptura quimica de los hidrocarburos con la

superficie mineral del suelo (Flotron“gt’al., 2005; Rivas, 2006).

En el ambiente, los ftalatos son degradados porprocesos abiéticos a velocidades lentas.
Sin embargo, la remediacién bioldgica donde intervienen especialmente bacterias y hongos,
es la técnica mejor conocida para la completa minéralizacién de estos contaminantes
peligrosos (Benjamin et al., 2015). Se propoene determinah cual técnica de remediacién
(oxidacién quimica y biolabranza) resulta efectivo con basé a’la reduccién real del riesgo
en términos de toxicidad y genotoxicidad. En el capitulo Il se présenta la informacion de las
propiedades, regulacion y matrices ambientales afectadas por’el DEHP. Asi como los
tratamientos empleados en la remocion de dicho contaminante. En el capitulo Il se
presenta la evaluacién de las tecnologias de oxidacién quimica y ‘bielabranza para la
reduccion a niveles umbrales del DEHP en suelo contaminado con dicho\compuesto,
considerando como criterio de remediacion la toxicidad aguda. En el capitulodV. Se presenta
la propuesta del ensayo de micronucleos para determinar dafio en el material’'genético a
nivel cromosémico, basandose como biomarcador la frecuencia de microndcleos.
Evaluando la disminucion de micronucleos en muestras de suelo tratadas con oxidacion

guimica y biolabranza.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

Evaluar la efectividad_ de la oxidacién quimica y biolabranza para la remediacion de suelo

contaminado con di (2-etilhexil) ftalato a escala laboratorio.

1.1.2 Objetivos Especificos

« Conocer las caracteristicas, toxicolégicas del suelo limpio para obtener el nivel

umbral y suelo contaminado«<€on DEHP.

» Identificar la concentracion de reactivo quimico necesario para reducir la toxicidad y

genotoxicidad al nivel umbral en suelostratado por oxidacién quimica.

+ Determinar el tiempo necesario para redueir la toxicidad y genotoxicidad al nivel

umbral en suelo tratado por biolabranza.

1.2 HIPOTESIS

e Las concentraciones empleadas en la tecnologia de oxidacion quimica resultan
efectivas en el tratamiento de suelo contaminado con DEHP,reduciendo la toxicidad

aguda y genotoxicidad a nivel umbral.

e Los tratamientos propuestos en la tecnologia de biolabranza resultan efectivos en
el tratamiento suelo contaminado con DEHP, reduciendo la toxicidad ‘aguda y

genotoxicidad a nivel umbral.
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Resumen

Los ftalatos se emplean como plastificantes para mejorar la flexibilidad y vida util de los
materiales. De la variedad de_plastificantes usados, el di (2-etilhexil) ftalato (DEHP)
representa alrededor del 80 % en elimundo. Sin embargo, por su débil unién en la molécula
del polimero; migra de los productos:plasticos a las diferentes matrices ambientales
ocasionando efectos negativos al ambientely salud humana. Por tal motivo, el objetivo del
presente estudio fue revisar la literatura cientifica acerca del di (2-etilhexil) ftalato respecto
a su presencia en el ambiente y las.aplicaciones tecnoldgicas para su tratamiento. Las
matrices donde se registran mayores-concentragiones son los sedimentos, lodos y suelos.
Se utilizan procesos fisicos, quimicos y biolégicos pafa‘la remocion del DEHP, sin embargo,
reducir los niveles de concentracién no representa seguridad en los medios ambientales,
por lo tanto, se recomienda realizar pruebas toxicologicas y genotoxicas, empleando
bioindicadores caracteristicos de la matriz afectada para evaluar los riesgos potenciales a

la salud humanay al ambiente de dicho contaminante emergente,

Palabras clave: Proceso fisico, Proceso quimico, Proceso biolégico, Suelo, Agua,
Sedimento, Agua, DEHP
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Introduccion

En 2016, la produccion mundial de plastico alcanz6é los 335 millones de toneladas
(PlasticsEurope, 2017). La inmensa produccion asociada a los bajos indices de reciclaje o
reutilizacion=y=las insuficientes politicas sustentables de apoyo a la economia de los
plasticos circulares, ha ocasionado grandes volimenes de residuos plasticos en el
ambiente (Ellen MacArthur Foundation, 2016).

Ademas, su persistencias potencia su distribucién espacial y temporal dentro de los
ecosistemas, lo que ocasiona efectos fisiolégicos y bioquimicos para las distintas especies,
asi como consecuencias @biéticas. Los impactos toxicolégicos de los plasticos han sido
reportados en todo el mundo,desde la Antartida hasta Africa, América, Asia, Europa y el
Artico (Corcoran et al., 2018). Segun su tamarfio, forma y tipo de polimero, los impactos
seran diferentes (Dris et al., 2015)..Los plasticos utilizados en nuestra vida cotidiana pueden
causar impactos negativos durante todoe-su ciclo de vida; desde su produccién, uso y hasta

su disposicion final (Rodrigues et al., 2019):

Los ésteres de ftalatos son di éSteres, sintétieos'de acido ftalico, estos se introdujeron por
primera vez en 1920, pero fue haSta’la“década“de 1950 que la produccion comercial se
escalé industrialmente debido al desarrollo del _eloruro de polivinilo (PVC) (Kimber vy
Dearman, 2010). Generalmente son liquidos incoloros y en gran parte inodoros, cuyas
caracteristicas son un alto punto de ebulliciéon, una‘baja volatilidad. Ademas, son poco
solubles en agua, pero predominantemente solubles en grasa. Los compuestos de mayor
peso molecular como el di (2-etilhexil) ftalato, di-isodecil ftalate'y di-isonil ftalato se utilizan
como plastificantes y los de menor peso molecular como el dimetil ftalato, dietil ftalato y
dibutil ftalato se utilizan en disolventes, tintas, ceras, adhesivos, cosméticos, insecticidas y

productos farmacéuticos (Takaro et al., 2010).

Alrededor del 90% de los plastificantes utilizados en el mundo son ftalatos, y el DEHP
representa mas del 80% de ellos (Abb et al., 2009). Este compuesto, debido a su, débil unién
en la molécula del polimero; migra de los productos plasticos al aire, agua, Suelo y otros
medios de contacto como los alimentos (Lithner et al., 2011; Hermabessiere et al’},2017;
Horton et al., 2017). En este sentido, esta revision proporciona informacion resumida sobre
las matrices ambientales afectadas por el di (2-etilhexil) ftalato y las tecnologias empleadas

para su remocion.



Propiedades del di (2-etilhexil) ftalato

En latabla 1, se presentan algunas propiedades fisicoquimicas relevantes para conocer el
comportamiento, transporte y destino. Asi como también los intercambios entre la

atmosfera, hidrdsfera y la gedsfera (Staples et al. 1997; Cousins y Mackay, 2000).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas del di (2-etilhexil) ftalato a 25 °C.

H
Compuesto PM Soluhilidad Log Log Log (Pam? Referencias
(g/mol)
en agua Kow Koa Kaw /mol)

(mg/L)

Staples et al., (1997);
Cousins y Mackay,

-3 -
DEHP 390.6 2.49x 10 773, 1053 -2.80  3.95 (2000)

PM: Peso molecular

Kow: Coeficiente de reparto octanol =agua
Koa: Coeficiente de reparto octanol —aire
Kaw: Coeficiente de reparto aire — agua

H: Constante de Henry

Altos valores de log Kow indican que el compuesto es_hidrofébico, por lo tanto, seran
sorbidos en el carbono organico disuelto y superficies. Degual manera, valores altos
presentados en el coeficiente de particidbn octanol — aire tienden a ser sorbidos en las
particulas de aerosol, suelo y vegetacion. Asimismo, valores altos_de log Kaw tienden a
evaporarse rapidamente del agua. Aunque el DEHP presenta un coefigiente negativo lo cual
indica que podria ser sorbido en los sdlidos suspendidos en la columna‘de agua (Cousins
y Mackay, 2000).



Regultacion del DEHP

De acuerdo al centro de enfermedades y control de Estados Unidos, el DEHP se encuentra
catalogadosen la lista de prioridades de sustancias peligrosas (USEPA, 2007). También es
mencionado-en la lista de productos quimicos del programa de deteccidn de disruptores
endocrinos deMa, USEPA, cuya finalidad es identificar los productos quimicos y sus
posibles efectos,enyel sistema endocrino humano (USEPA, 2011). A nivel mundial, la
Unién Europea y lafOrganizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado limitar la
concentracion de DEHP a 8 upg/L en aguas potables, (OMS 2004; Serbdio y
Nogueira 2006 ).

De igual manera, la USEPA también ha regulado la concentracion de DEHP a un nivel
maximo de 6 pg/L en las aguas.de*consumo basado en defectos reproductivos causados
por DEHP (USEPA 2001 ). Algunes‘paises como Australia, Japon y Nueva Zelanda han
regulado el valor maximo de DEHP-en el agua potable en 9, 100 y 10 pjg/L,
respectivamente (Maycock et al., 2008)..Poar sus propiedades de sorcion, el DEHP se ha
encontrado principalmente en lodos residuales; la Unién Europea ha recomendado una
concentracién de 100 mg/kg enslodo_deshidratado para la aplicacion segura como
acondicionador de suelos. Sin embargo) en Dinamarca el limite se reduce a 50 mg/kg de
peso seco (Cheng et al., 2000). Son pocos los pafSes industrializados que han puesto
énfasis en el marco legal y normativo del'DEHP, dehidoya su bajo costo de produccion y
sus caracteristicas quimicas manipulables sigue siendospreducido a grandes volimenes

y utilizado para la fabricacién de otros plasticos.

DEHP en las matrices ambientales
Agua

La abundancia de DEHP en el medio acuoso esta relacionada principalmente con su
utilizacién y produccion extensiva. Los residuos domésticos, de lavanderiay de lavado de
coches representan las principales fuentes de concentraciones mas altasde DEHP en
aguas residuales (Dargnat et al., 2009). Debido a sus propiedades altamente hidrofobicas,
el principal destino del DEHP en agua y aguas residuales podria ser la adsor€ion a los
sélidos suspendidos (Magdouli et al., 2013). Uno de los principales transportes en cuerpos
de agua salada, es la deposicién atmosférica; asi como la lixiviacion de los microplasticos
podria ser una fuente potencial (Zhang et al., 2018). Las concentraciones que se han

registrado de DEHP en agua, se presentan en el cuadro 2.
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Suelo

Las prinCipales causas de contaminacion en el suelo por el di (2-etilhexil) ftalato se deben
a los residuos solidos urbanos, riego de aguas residuales y peliculas agricolas de plastico
(He et al.,“2015). EI DEHP se ha registrado en suelos con vocacion agricola siendo
impactados per la_deposicion atmosférica y los lodos de las plantas de tratamientos de

aguas residualesiaplicados como enmienda orgénica (Zeng et al., 2009).

Un factor importanteen/las modificaciones de las concentraciones y el destino del DEHP
en el suelo, son las condiciones meteoroldgicas; debido a procesos de evaporacion,
lixiviacion y deposicion. Potle'tanto, podrian contribuir a la contaminacion atmosférica y del
agua (Zeng et al., 2009; Wang_.et.al., 2012). Las concentraciones que se han registrado de

DEHP en suelo, se presentan ens€l cuadro 3.
Sedimento

Los sedimentos son tanto fuentes comarsumideros para la distribucién y bioacumulacién
del DEHP en el agua. Por lo tante, el DEHP-en los sedimentos puede estar presente en
concentraciones altas (Gao et al., 2027): Debide*a su alta hidrofobia y baja solubilidad, el
DEHP tiende a ser absorbido en la fraccidn organicade los sedimentos (Cheng et al., 2017).
A medida que haya mas materia organica’en los sedimentos, existe mayor posibilidad de
gue adsorba DEHP (Lee et al., 2019). Las ceneentraciones que se han registrado de DEHP

en sedimento, se presentan en el cuadro 4.

Lodos

El DEHP puede estar acumulado en lodos reciclados en suelos-agricolas, esto representa
una fuente de contaminacién para suelo y agua causada por la lixiviacion (Net et al., 2015).
Por otra parte, la utilizacion de lodos de plantas de tratamiento en la agricultura, puede ser
una forma de exposicion humanay por lo tanto la introduccién del contaminante a la cadena
tréfica. Existe una necesidad de asegurar que los lodos estén libres de estos gontaminantes
antes de su utilizacion (Amir et al., 2005). Las concentraciones que se han registrado de

DEHP en lodos, se presentan en el cuadro 5.
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Aire

Los parametros meteorolégicos principalmente la temperatura afectan el destino y su

distribucion”entre las fases de gas y de particulas (Net et al., 2015; Teil et al., 2016). La

velocidad del”viento también puede afectar la dispersion y dilucion atmosférica (He y

Balasubramanidng 2010). Una posible fuente de DEHP en la trop6sfera del Artico puede

estar asociada con el transporte a gran distancia desde las latitudes medias y la posterior

deposicion en la capasde nieve o hielo donde se libera a la atmésfera con el aumento de la

temperatura ambiente” durante los meses de primavera y verano (Fu et al.,, 2013). Las

concentraciones que se hanregistrado de DEHP en aire, se presentan en el cuadro 6.

Cuadro 2. Concentraciones de DEHP, en agua.

Matriz Concentracion Localizacién Referencia
Agua residual 356 - 702 Hida}lgo, Méxic_o Gibson et al., 2007
(ug/L) 1.74 —182 Berlin, Ale_manla Fromme et al., 2002
0.04 -« Francia Dargnat et al., 2009
16,600... / » Malasia Tan, 1995
9,300 Taiwan, China Yuan et al., 2002
Agua superficial 4,300 -l 7 7 Italia Vitali et al., 1997
(ug/L) 330 Holanda Peijnenburg y Strujis, 2006
320 Holanda Vethaak et al., 2005
170 Guangzheu, China Zeng et al., 2008
Agua subterranea
0.0066 — 0.025 Hidalgo, México Gibson et al., 2007
(Hg/L)
72.49 —232.50 Wuhan, China Zhang and Wang, 2009
1.61-81.59 Wuhan, China Zhang and Wang, 2009
1.71 Yichang, China Zhang and Wang, 2009
10-49 Japon Asakura et al., 2004
Lixiviado de 9.6 -39 Japon Asakura et al., 2004
vertedero (ug/L) 5-9 Suec?a Jonsson et al., 2003
6 Suecia Jonsson et al., 2003
3 Dinamarca Jonsson et al., 2003
20 Alemania Jonsson‘et al., 2003
460 Italia Jonsson.et al., 2003
88 Italia Jonssonietal., 2003
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Cuadro 3. Concentraciones de DEHP en suelo.

Matriz

Concentracién

Localizaciéon

Referencia

Suelo (mg/kg)

105 Nanjing, China Wang et al., 2016

. . Kaewlaoyoong et
67.06 Kaohsiung, Taiwan al., 2018

5.15 Beijing, China Li et al., 2016

4.61 Heilongjiang, China Xu et al., 2008

2.7 Beijing, China Ma et al., 2003

2.45 Nanjing, China Wang et al., 2013

131 Five regions in Darkova et al.,

' Czech Republic 2012

1.22 Yellow Rlyer Delta, Yang et al., 2013
China

I.1 Roskilde, Denmark Vikelsoe et al., 2002

0.82 31 provinces in Niu et al., 2014
China

0.6e0 Guangzhou, China Zeng et al., 2008
. , Kaewlaoyoong et

0.44 Kaohsiung, Taiwan al., 2018

Shandong :

0.29 Peninsula, China Li et al., 2016

0.26 Tianjin, China Kong et al., 2012
, . Kaewlaoyoong et

0.22 Kaohsiung, Taiwan al., 2018

0.14 Hebei, China Zhang et a., 2015

0.12 Paris, France Tran et al., 2015

0.07 China Mo et al., 2008
. . Kaewlaoyoong et

0.05 KaohsiungsTaiwan al., 2018

0.03 Roskilde, Denmark Vikelsoe et al., 2002

0.0008 China Mo et al., 2008
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Cuadro 4. Concentraciones de DEHP en sedimento.

Matriz

Concentracién

Localizaciéon

Referencia

Sedimento (mg/kg)

9.29 - 50.69 Yellow River Sha et al., 2007
Anzali Wetlands, Caspian  Hassanzadeh et al.,
025-43.12 Sea (Iran) 2014
0.574 - 21.55 Kaohsiung Harbor, Taiwan Chen et al., 2017
0.21-14.16 PeaGrLI;:]\:]ezrhlgﬁlta, Zeng et al., 2008
0.21 -8.44 Berlin, Germany Fromme et al., 2002
ND — 8.85 Changjiang River Estuary Zhang et al., 2018
0:004 — 4.38 Lazhiou Bay Xiao et al., 2010
0330 — 3.68 Bohai Sea Zhang et al., 2018
ND — 3.2 Coastal zone of Qingdao Zhang et al., 2016
0.310 >2.73 HaiHe River Chi, 2009
1.55 Qiantang River Sun et al., 2013
0.792 =1.54 Changjiang River Du et al., 2013
0.43-1.28 Yellow Sea Zhang et al., 2018
0.02 - 1.12 4~ Freshwater Systemsof oot a1, 2000
Venda
0.02-0g82 < —O9unRivercaichments, g0 et a1, 2011
Nigeria
0.004 —03g>  Julong River, Southeast Lietal., 2017
China
0.29 Chaohu Lake Kang et al., 2016
0.29 Quanzhou Bay Zhuang et al., 2011
0.27 Kaveri River, India Selvaragj et al., 2015
ND — 0.015 Yellow"Sea Mi et al., 2019
ND — 0.0159 Bohai.Sea Mi et al., 2019
ND — 0.004 Changjiang River/Estuary Zhang et al., 2017
0.00006 Maowei Sea Lo, Liao et al., 2015

Guangxi

ND: No determinado
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Cuadro 5. Concentraciones de DEHP en lodo.

Matriz Concentracién Localizacion Referencia

27.9-154 Berlin, Alemania Fromme et al., 2002
Lodos de-PTAR

(mg/kg)

0.5 Francia Dargnat et al., 2009

Cuadro 6. Concentraciones de-DEHP en aire.

Matriz Concentraciéon Localizaciéon Referencia
Fase particulada 3.10 —15.26
(ng/m?3)

Asan Lake of Korea Lee et al., 2019

Fase gaseosa

Remocion del di (2-etilhexil) ftalato‘per,diferentes tecnologias
Tratamientos fisicos

Para los procesos de adsorcién se utilizan materiales adsorbentes organicos o inorganicos
(carbén activo, nanotubos de carbono, triacetato de celulosaf adsorbentes poliméricos,
guitosano, biomasa, entre otros) y son considerados eficaces para eliminar el DEHP, de las
aguas residuales (Julinova y Slavik, 2012). La biomasa de algas (Sargassum siliquastrum,
Sargassum angustifolium, Sargassum hemiphyllum y algas marinas) del medio marino de
Hong Kong fue empleada para adsorber el DEHP y se obtuvo una alta eficiencia de
adsorcion utilizando algas marinas varadas (98.38%) y Sargassum siliquastrum (99.09%).
La capacidad de adsorcion de la biomasa fue de 5.68 mg/g de algas marinas blanqueadas,
mientras que la capacidad de adsorcion utilizando Sargassum siliquastrum fueide~6.54
mg/g. (Chan et al., 2004). Cheny Chung (2007) seleccionaron las perlas de quitosano como
material biosorbente para eliminar el DEHP en solucién acuosa. Los resultados indicaron

que fue altamente adsorbido con una eficiencia de recuperacion del 71.5 %.
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Tratamientos quimicos

Con elsise de tensoactivos, se puede aumentar la degradacién de los ésteres de ftalatos
en la digestion anaerdbica, haciendo que los compuestos se mezclen en su fase micelar y
aumentando asi su disponibilidad para los microorganismos (Chang et al. 2004; Liao et al.
2010). Yuan“et_al., (2010) lograron una eliminacién del 93% de DEHP utilizando el
surfactante "Brij 35" durante la digestion anaerdbica.

Otros métodos incluyen” procesos de oxidacion avanzados. Khan y Jung (2008) han
utilizado un proceso de>ozonizacién para eliminar el DEHP de las aguas residuales
utilizando catalizadores hemogéneos (Fe?*; Co?*, Cr®* y Mn?*) y heterogéneos GAC (por
sus siglas en inglés, Granular Activated Carbon). Entre los catalizadores homogéneos, se
reportd la alta eficiencia de remegién (75%) utilizando Cr3* como catalizador. Sin embargo,
los grupos basicos en la superficie del GAC (cromeno, pironas, grafeno) actian como
centros cataliticos para la descompgsicion del Os; en OH°® y aseguran el 81% de la

eliminacién del DEHP después de 120 mindtos de tratamiento.

Otro estudio demostro la eliminaciéh en solueidbn acuosa, utilizando H.0, como oxidante
asistido con luz UV durante 180 minutes, El H:0,/WUV es capaz de degradar el 100%, y en
ausencia del H2O; el 73.5% del DEHP (Chen, 2010)..Chung y Chen (2009) aseguraron la
eliminacién del 100% de DEHP (75 ug/L) de la solucién acuosa después de 150 minutos de

irradiacion y utilizando 100 pg/L de TiO, como catalizader.

Tratamientos biolégicos

El DEHP puede eliminarse mediante el compostaje aerdbicogen) condiciones terméfilas
(Cheng et al.,, 2008), y su biodegradacion se produce principalmente mediante la
desalquilacion y desesterificacion (Amir et al., 2005). Bago et al., (2005) reportaron una
remocion del 94% en los lodos de plantas de tratamiento eliminado mediante,compostaje o
mezclado con tierra secada térmicamente en un plazo de 9 meses. Dos espécies de plantas
conocidas como hiperacumuladores (Elsholtzia splendens y Sedum plumbizincicola),
también han sido ampliamente utilizadas, donde el DEHP puede ser eliminado hasta en un
80% (Ma et al., 2012). Chiu et al., (2009) aplicO compost usado con hongo PRleurotus
pulmonarius (rico en enzimas ligninoliticas) en un suelo industrial afectado por DEHP,

obteniendo una eficiencia de remocion del 51-54%.

16



Conelusiones

El DEHP por su propiedad hidrofobica tiende a acumularse en los sedimentos, suelos y
lodos dedasyplantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) donde se registran las
mayores concentraciones. Las tecnologias mas empleadas para la remocion son adsorcion,

procesos avanzados de oxidacion y bioestimulacion.

De acuerdo a los‘estudios observados, son los paises que poseen un alto grado de
desarrollo industrial y_se€ioecondmico donde se han encontrado mayor afectacion de los
compartimientos ambientales. Sin embargo, algunos paises ya han regulado dicho
compuesto, pero no sucedescon los paises en vias de desarrollo y subdesarrollados, los
cuales, lo siguen usando de¢manera no controlada. Mientras tanto, la aplicacion de las
tecnologias antes mencionadas<se _enfoca en disminuir la concentracion; lo cual no
garantiza que la matriz este completamente restaurada, debido a que no se llevan a cabo
pruebas toxicologicas y genotdxicas que proporcionen una mejor evaluacion de los riesgos

potenciales a la salud humana y al ambiente.
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Resumen

La lixiviacion del di (2-etilhexil).ftalato (DEHP) a fuentes de abastecimiento de agua
subterranea podria modificar las;propiedades organolépticas y toxicolégicas. Sin embargo,
esto depende de las propiedadesrfisicoquimicas del suelo y la sustancia. Esto podria
ocasionar efectos adversos a la salud gnambiente de poblaciones aledafias. Por tal motivo,
el propdésito de este estudio fue evaluar larefectividad de la oxidacion quimica y biolabranza
en la reduccion de toxicidad aguda en lixiviadezde suelo contaminado con DEHP. Se usé
como criterio de remediacion la toXigidad agudas evaluando los tratamientos mediante el
método de contacto en papel filtro Protocolo No#207 de la OECD con lombriz de tierra. El
tratamiento de suelo contaminado present6 _en los ©rganismos de prueba rompimiento de
la pared corporal desarrollando heridas sangrantes, asf como expulsion de liquido celémico,
mientras que las lombrices sobrevivientes mostraron disminucion en el movimiento y la
respuesta al estimulo llego a ser casi nulo. El tratamiento con HzO, al 2.5 % p/p de la técnica
de oxidacion quimica, presentd la mayor tasa de reduccion defla toxicidad aguda hasta 94
%, por lo tanto, es factible técnicamente. Los tratamientos de la tecnologia de biolabranza,
a partir del quinto mes de evaluacién, no presentan diferencias significativas con respecto
al testigo negativo, siendo el tratamiento al que no se le adiciona fertilizante una opcién méas

viable econdmicamente.

Palabras clave: Lombriz de tierra, Potencial de lixiviaciobn, Remediacién, Agua

subterranea
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Introduccion

Alrededoryde 100,000 sustancias se producen y utilizan en las industrias, los productos
guimicosgson una parte integral de la vida cotidiana. EI mercado mundial de productos
guimicos tiene.un enorme impacto en el empleo y el crecimiento econémico. Sin embargo,
muchas sustancias se descargan en las matrices ambientales. Estos contaminantes tienen
el potencial de (inducir una gran variedad de efectos agudos y crénicos (alteracion
endocrina, inmunotoxi€idad, trastornos neurolégicos, canceres) en la salud humana y los
sistemas ambientales (Sanchez y Egea, 2018). Los contaminantes emergentes se pueden
definir como sustancias que seshan detectado en el ambiente, pero que actualmente no se
incluyen en los programas de menitoreo de rutina; su destino, comportamiento y efectos
(eco)-toxicoldgicos se desconocen (Siddique et al., 2016). Entre los contaminantes
emergentes se encuentran los plastificantes cuya finalidad es incrementar la flexibilidad y
vida util de ciertos plasticos rigidos,“en_especial del cloruro de vinilo (PVC). Sin embargo,
estos plastificantes no son polimerizades dentro de la estructura plastica, lo que ocasiona
gue con el uso y el paso del tiempo emigren al ambiente circundante (Bustamante et al.,
2001). Uno de los plastificantes ‘mas utilizados es el del di (2-etilhexil) ftalato usado en
productos de PVC, asi como en(dispositivas médicos, adhesivos, pinturas, tintas y
comprimidos con recubrimiento entérico (Katsikantami et al., 2016). Dicho compuesto
puede introducirse por via dérmica, oral @ inhalaciéh.en los seres humanos (Hauser y
Calafat, 2005).

La caracterizacion de los sitios contaminados y la evaluacion'dellas técnicas de remediaciéon
suelen implicar la determinacion de la concentracion de contaminantes en el suelo u otros
medios contaminados (sedimentos, residuos semisolidos, etc.). Sin embargo, desde hace
varias décadas es deseable, y en algunos casos verdaderamente nécesario, incluir también
bioensayos para dicha caracterizacion. Basicamente, esto se debe‘a‘dos factores. En
primer lugar, en la biodegradacion o transformacion quimica de los contaminantes del suelo,
los compuestos contaminantes a menudo no se mineralizan completamente, pero se
producen otros productos intermedios. Por lo general, no todos los metabolitos son
conocidos, y su toxicidad es desconocida o lo es muy poco. En segundo lugar, muchos
procesos de meteorizacion, asi como los tratamientos biorremediacion/quimicos, pueden
no reducir en gran medida la concentracion del compuesto parental, pero pueden redueir la
biodisponibilidad a niveles suficientemente bajos como para que el riesgo para la salud

publica y el medio ambiente sea minimo (Dominguez et al., 2019).
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Por lo”tanto, para caracterizar un sitio 0 material tratado adecuadamente, se necesitan
bioensayos ademas de determinaciones quimicas. Se ha demostrado que la toxicidad de
los contaminantes en el suelo puede variar debido a una variedad de factores ademas de

la concentracion de contaminantes.

Otros autores® también han propuesto la toxicidad como el criterio principal para la
remediacion del suelo (Bosma et al., 1997; Alexander, 1999). En otros casos, aunque la
biorremediacion de"compuestos organicos tiende a reducir la toxicidad, una remediacion
incompleta puede produeircondiciones mas téxicas. Esto se observo en la biorremediacion
parcial de suelos de turbasContaminados con petréleo crudo de un humedal. Mientras que
la concentracién de hidrocarburos se redujo en un 60%, la toxicidad aumento tres veces
por encima de los niveles de fondo,(Adams et al., 2011). Se especulé que las bacterias no
s6lo degradaban el petréleo sino(también parte del suelo turboso, liberando asi petréleo
gue antes era absorbido por la turba y_haciéndolo mas biodisponible y toxico. Ademas,
algunos intermediarios de la biodegradacién de hidrocarburos, como epdéxidos, dioles,
aldehidos, etc., son més toéxicos_que los*contaminantes iniciales no oxidados (Manahan,
1992; Brock et al., 1994). Pradhan et-al., (199%) observaron condiciones mas téxicas en el
tratamiento parcial (por oxidacién quimica/biofremediacién) de suelos contaminados con
residuos de plantas de gas de fabricacign alquitranada... Por lo tanto, en situaciones como
ésta, es muy importante no solo evaluar Jel éxito”_de la remediacién basada en la
concentracion de contaminantes, sino también en la texicidad. Con respecto a los
compuestos potencialmente mas toxicos, por‘ejemplo, en’ latdegradacion de explosivos,
algunos plaguicidas y productos organicos clorados en general)la posibilidad de producir
metabolitos mas téxicos o de lograr sélo una desintoxicacién parcial, subraya ademas la
necesidad de evaluar la toxicidad del suelo tratado y de los desechos.similares al suelo
(Rochkind et al., 1986).

Un ejemplo de ello fue la demanda de la EPA de una tecnologia de compostaje desarrollada
por el ejército de los Estados Unidos para tratar suelos contaminados c¢on/explosivos
(Kaplan y Kaplan, 1982). No se consider6 suficiente para demostrar simplemente que el
compuesto original estaba degradado, sino también que la toxicidad se habia reducido a

niveles aceptables.
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Esto_se debid a que se sospechaba que algunos de los intermediarios de la biodegradacion
podian‘ser mas téxicos que el compuesto original y que el tratamiento daba lugar en gran
medida al'secuestro quimico del contaminante o de los productos de degradacion (Isbister
et al.,, 1984; Williams et al., 1992; Pennington et al., 1995; Kalderis et al., 2011). Los
extractos del"Procedimiento de Lixiviacion por Precipitacion Sintética (SPLP) fueron
probados en Cerodaphnia dubia, y larva de pez (Pimephales promelas) y en la prueba
Ames. La superviveneia y la fecundidad estuvieron en el mismo rango que el control (lluvia
artificial) en la prueba de+Cerodaphnia dubia y en la prueba de Pimephales promelas. En la
prueba de Ames, las cepas de Samonella TA98 y TA100 mostraron varios reversibles
(mutagenicidad) en el mismoe“rango que el control (Griest et al., 1990). Posteriormente,
estas pruebas de toxicidad permitieron que esta técnica de remediacion se utilizara para la

limpieza de varios sitios contaminados con municiones en los Estados Unidos.

Por tal motivo, la seleccion de una técnica de remediacion que mitigue los impactos
negativos de dicho compuesto, depende de las caracteristicas fisicoquimicas del
contaminante y del tipo de suelg, las ‘condiciones climaticas y la presencia de otros
contaminantes potenciales. Los facteres socialés y econémicos también deben tenerse en
cuenta, debido a que el rango de aplicacion puede verse limitado por consideraciones de
costos. (Morillo y Villaverde, 2017).

El principal propésito de la técnica de oXidaeién quimica en suelos contaminados es
mineralizar los contaminantes a CO», Hz0, otros compuestos inorganicos o transformarlos
en productos mas biodegradables o inofensivos. Entre les, agentes oxidantes mas
empleados se encuentra el peréxido de hidrogeno (Pavel y Gavrilescu, 2008). La aplicacion
de perdxido de hidrégeno implica generar radicales de hidroxilo (OH’), considerados como
un oxidante no especifico extremadamente poderoso, para reaccignar. con compuestos
organicos y reducir el potencial de lixiviacion del suelo (Koolivand et al., 2014; Romero et
al., 2018). También, es altamente inocuo para el ambiente, debido a que,se descompone
en O, y H,0. Sin embargo, podria causar efectos negativos en los microrganismos y en las
propiedades del suelo como la reduccién de materia organica. Por otro lado, las/técnicas
de remediacion biolégica se emplean para la destruccibn o transformagién, de
contaminantes; a partir de la estimulacion de los microorganismos utilizando~les
contaminantes como fuente de alimento y energia, siempre y cuando se proporcioné
oxigeno, nutrientes y humedad, asi como un control en la temperatura y el pH (Pavel y
Gavrilescu, 2008).
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La bielabranza es un tratamiento exsitu que se lleva a cabo en la parte superficial del suelo
0 enceldas de tratamiento; consiste en labrar periddicamente el suelo contaminado. Esta
técnica no requiere infraestructura pesada y es rentable. Sin embargo, las operaciones
duran mucho tiempo, lo cual podria ocasionar malos olores y molestias visuales. Ademas,
la lixiviacion @'volatilizacion de compuestos y metabolitos originales debe ser controlada y

prevenida mediante una geomembrana (Morillo y Villaverde, 2017).

En la mayoria de estudios publicados en la literatura se han enfocado en aplicar tecnologias
para remediar suelos agrieolas contaminado con DEHP, donde los pardmetros de fertilidad
son los criterios principales=para su restauracion. Sin embargo, las concentraciones son
bajas en comparacién con las que se presentan en suelos industriales donde la
contaminacién es de origen puntual. Por lo tanto, es importante realizar pruebas de
factibilidad en las tecnologias a esealalaboratorio con la finalidad de controlar los recursos
materiales y econémicos, llevandolosde manera efectiva a escala industrial. En paises en
vias de desarrollo, como es el caso de México no existe regulacion, por lo tanto, es relevante
llevar a cabo estudios sobre sus_efectos potenciales en la salud y en el ambiente. La
mayoria de las fabricas se establecieron“en/la periferia de las ciudades, pero en la
actualidad, debido al incremento peblacional; muchas de estas industrias quedaron

ubicadas en zonas urbanizadas.

En México, la produccién del di (2-etilhexil)\ftalato fue de 41,291 toneladas, de acuerdo con
el Anuario Estadistico 2018 de la Asociacion de’la Industria Quimica, también se registraron
seis empresas que fabrican y ocho que distribuyeron dicho)compuesto. Los derrames,
fugas, descargas y efluentes derivados de las actividades producCtivas y manejo inadecuado
del di (2-etilhexil) ftalato afecta las matrices ambientales principalmente el suelo y agua. La
lixiviacion del di (2-etilhexil) ftalato a fuentes de abastecimiento de agua’subterranea podria
modificar las propiedades organolépticas y toxicologicas. Sin embargoyesto depende de
las propiedades fisicoquimicas del suelo y la sustancia. Por lo tanto, el desarrollo e
implementacion de tecnologias viables técnica y econédmicamente son impertantes para
reducir el potencial de toxicidad y genotoxicidad en lixiviados. De lo contrario, podria
ocasionar efectos adversos a la salud y ambiente de poblaciones aledafas. En este sentido,
el propdsito de este estudio fue evaluar la efectividad de la oxidacion quimica y biolabranza
en la reduccién de toxicidad aguda en lixiviado de suelo contaminado con di (2-etilhexil)

ftalato.
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Materiales y Métodos

Se presenta el esquema de la etapa experimental en la figura 1.

Muestreo del suelo

|

Preparacion de las muestras | ===p , Secado, molienda y tamizado.

l pH, conductividad eléctrica, capacidad de campo,
textura, materia organica, densidad real y aparente.

Caracterizacion inicial

del suelo
Bioensayo de toxicidad aguda
1 con Eisenia foetida
Contaminacion del suelo == | Establecimiento de unidades experimentales
. ., ' -
Caractenzacpn del suelo =) . Bioensayo de toxicidad aguda
contaminado con Eisepia-foetida
| |
Oxidacion Quimica Biolabranza

Bioensayo de toxicidad <7
aguda con Eisenia foetida |—> Analisis estadistico

A I |

Figura 1. Esquema metodolégico
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El suelo fue muestreado en la rancheria Buena Vista situada en el municipio de Cardenas,
en elestado de Tabasco, México, en las coordenadas geograficas: 406525 E y 2001598 N.
La muestra de suelo se colecté con una pala recta en los 30 cm superiores del suelo. Las
condiciones/ambientales en el dia del muestreo fueron de cielo parcialmente nublado, con

una temperatara promedio de 24 °C y sin precipitaciones.

El suelo se sec§, al\aire hasta que alcanz6 el contenido de humedad mas bajo posible.
Posteriormente, sesmoli0 y se tamiz6 a través de una malla de 2 mm. Se llevé a cabo la
caracterizacion inicial'eon-la finalidad de conocer adecuadamente el suelo utilizado en este
estudio, mediante los siguientes parametros: potencial de hidrogeno (pH), conductividad
eléctrica (CE), materia organica, densidad aparente y real, de acuerdo a la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (SEMARNAT#2002). La capacidad de campo se determiné con base al
principio de la columna de Colmjan descrito por Adams et al., (2008). El pH vy la
conductividad eléctrica se midieron‘en una relacion 1:5, de suelo limpio a agua desionizada

con un equipo multiparamétrico HI98194HANNA®.

Se realizé la Prueba de Extraccién'y Caracterizacion de Toxicos desarrollado en la NOM-
053-SEMARNAT-1993 (SEMARNAT,.1993) para: obtener un lixiviado. Posteriormente, se
determind la toxicidad aguda mediante el métode“de.contacto en papel filtro con lombrices
de tierra de la especie Eisenia foetida, de acuerdo al’Protocolo No. 207: Earthworm, Acute
Toxicity Tests (OECD, 1984); en el cual los.organismos‘de,prueba se expusieron al lixiviado

del suelo limpio para establecer niveles de fondo.

Se llev6 a cabo la contaminacion de manera artificial del suelelimpio con la sustancia di (2-
etilhexil) ftalato. Se utilizé una revolvedora, donde se agregaron@1 kg de suelo limpio y 782
ml del di (2-etilhexil) ftalato para obtener una concentracion de 25000 ppm. Se mezclé
durante 30 minutos para homogeneizar el suelo con la sustancia. Una~vez concluido, se
realizd6 la caracterizacion toxicolégica del suelo contaminado por las metodologia
anteriormente mencionada. Posteriormente, se establecieron las unidades experimentales

del tratamiento quimico y biolégico.

El disefio experimental fue completamente aleatorizado, conformado por dos teChologias

de remediacion: oxidacién quimica y biolabranza (Fig. 2).
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La téenica de remediacion por oxidacion quimica, consistié en adicionar una solucion al
30%.p/v de H,0O; directamente en tres réplicas de suelo contaminado con DEHP, para los
cinco tratamientos de peroxido de hidrégeno establecidos (0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% p/p),

utilizando recCipientes de vidrio en las unidades experimentales.

Para facilitar eldrea de contacto entre la muestra y el agente oxidante, se afiadio la solucion
de perdxido de hidrdgeno sobre saturando el suelo a su capacidad de campo. Se mezcld
con una espatula metalica para realizar la homogeneizacion durante cinco minutos. Se dejo

actuar durante 72 horas..Finalmente, se llevé a cabo el bioensayo de toxicidad aguda.

La técnica de biolabranza.fue monitoreada por un periodo de seis meses, cada mes se
determiné toxicidad aguda. Se.-€stablecieron seis unidades experimentales en recipientes
de vidrio, cada unidad experimental_consté de 2 kg de suelo contaminado. Al primer
tratamiento se le afiadi6 1.5 g degfertilizante marca FLOREN 20-30-10 de Agroquimica
Tridente S.A. de C.V. ubicado en da)Ciudad de México, México; por kg de suelo
contaminado, en dos periodos (inicial y 4°-mes). Se suministré oxigeno de manera manual
y se humect6 cada tercer dia con"400 ml de_agua corriente para incrementar la actividad de
biodegradacién. Al segundo tratamiente. solamente se le suministro oxigeno de manera
manual y se humect6 cada tercer dia‘con 400 mi

Biolabranza Oxidacion Quimica (H202)

Con fertilizante  Sin fertilizante 0.5% 1% 1.5% 2% 2.5%

Los tratamientos son aplicados durante seis meses. Los tratamientos son aplicados solo una vez.
Al final de cada mes se realiza el ensayo toxicolégico. Posteriormente se realiza el ensayo toxicolégico.

Figura 2. Etapa experimental.
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El conjunto de datos de la tecnologia de oxidacién quimica con relacion a las pruebas de
toxicidad.aguda se llevé a cabo mediante un andlisis de varianza y el analisis de datos de
la tecnologiade biolabranza se llevaron a cabo mediante una prueba de Kruskal-Wallis. Las
diferencias gignificativas del conjunto de datos fueron calculadas con el software SPSS

21.0. El limite"de confianza de 95 % fue usada para todas las comparaciones (p < 0.05).
Resultados y Discusion

En el cuadro 1, se presentan los pardmetros fisicos y quimicos que se analizaron del
material de partida (suelo’limpio) usado en este estudio. Parametros como pH, materia
organica, densidad aparente, capacidad de campo y textura presentan similitud con lo

reportado por Palma et al., (2007) en perfiles de suelos de tipo Fluvisol.

Este suelo presenta una clase textural arcillosa, con un contenido relativamente moderado
de materia organica, asi como un pH moderadamente acido. La salinidad fue insignificante
(<1 dS/m) de acuerdo a la clasificacién presentada en la NOM-021-SEMARNAT-2000
(SEMARNAT, 2002).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas-del stelé no contaminado.

Parametros X +SD
Densidad Real (g/cms3) N 256 +0.22
Densidad Aparente (g/cm3) 1.09'+ 0.01
Porosidad (%) 57.14.£3.83
pH 6.02 £ 0:51
Capacidad de campo (%) 23.16 + 1.23
Conductividad Eléctrica (dS/m) 0.02 £ 0.0008
Materia organica 2951045
Textura Arcilla
Arena (%) 37.09£13.70
Limo (%) 21.51+12.75
Arcilla (%) 41.40 £ 0.98

Los valores son medias (n = 5)
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Toxicidad

El trat nto de suelo contaminado presenté en los organismos de prueba rompimiento
de la p W‘corporal desarrollando heridas sangrantes, asi como expulsién de liquido
celémico, tras que las lombrices sobrevivientes mostraron disminucién en el
movimiento y puesta al estimulo lleg6 a ser casi nulo.

La figura 3, mue ’c—‘zl porcentaje de mortandad de los tratamientos de la técnica de

oxidacion quimica. ente los tratamientos con H20; al 2% y 2.5% no presentaron
diferencia significativa | testigo negativo (suelo limpio). El tratamiento de perédxido de
hidrogeno al 2.5% p/p, pr@ﬁé la mayor tasa de reduccion de la toxicidad aguda hasta

949%. A

C%acién Quimica
100

" N
m 2,

. o
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%
£ 50 &
o
= 40
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20
10
0 i
Suelo limpio Suelo H,0, H,0, H,0, 50, H,0,
contaminado  (0.5%) (1%) (1.5%) (2% (2.5%)
Figura 3. Mortandad de Eisenia foetida en los tratamientos con H2O.. ;6

* Diferencia significativa p < 0.05 prueba de ANOVA, con respecto al suelo limpi

£y
“
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La figura 4, presenta el porcentaje de mortandad de los dos tratamientos de la tecnologia
de biolabranza. Ambos tratamientos, a partir del quinto mes de evaluacion, no presentaron
diferencias significativas con respecto al testigo negativo. Se observo una tendencia general
de reducir |a toxicidad, pero con periodos intermedios de un incremento en la toxicidad
respecto a laimedicion en el mes anterior. Esto es especialmente notable en el tratamiento
sin fertilizante a'los 60 y 120 dias, y en menor escala, a los 180 dias, pero también se

observo esta tendehgcia, aunque en menor escala, en el tratamiento con fertilizante a los 90
y 150 dias.

Biolabranza

100

90 —e— Suelo
) contaminado

Suelo limpio
(nivel umbral)
Con adicién
de fertilizante
—&—Sin adicién de
fertilizante

% Mortandad

0 30 60 90 420 450 180

Figura 4. Mortandad de Eisenia foetida en los tratamientos<«onbiolabranza.

* Diferencia significativa p < 0.05 prueba de Kruskal-Wallis, con_respecto al suelo limpio.

Es posible que se incrementa la toxicidad en el intermedio cuando se liberan DEHP u otros
intermediarios (de la biodegradaciéon del DEHP) durante la descomposicién.de la materia
organica en general, incremento de la biodisponibilidad, por ende,la, toxicidad.
Alternativamente, es posible que haya produccion de algunos intermediarios de la
biodegradacion de DEHP que son mas toxicos, tal vez alcoholes, aldehidos o epoxidos.
Otros autores también han sugerido que un incremento en la toxicidad estéa relacionado‘con
la liberacién de compuestos toxicos (contaminantes o sus productos de descomposicion)

debido a la descomposicién de materia organica, sobre todo en fibras (Adams et al., 2014
Adams et al., 2015).
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En el” tratamiento sin fertilizante, es posible que fueron mayormente estimulados
micreorganismos lignoliticos. Se sabe que algunos hongos y actinomicetos tratan de
descompener lignina buscando fuentes de nitrégeno (nutrimento que no se incluy6 en la
fertilizacion); mediante la generacién de enzimas lignoliticas, que al ser no especificas

descomponen otros compuestos (incluyendo xenobiéticos) (Chen, 2014).

Como ya fue mencionado, en el tratamiento con fertilizante también hubo una leve
tendencia de incrementar, temporalmente, la toxicidad. En este tratamiento, es probable
gue las bacterias seansestimuladas a mineralizar el DEHP (Brock et al., 1994), como su
metabolismo es més rapido ‘que el de los hongos, es razonable pensar que hay menor
acumulacion temporal de DEHPsliberado por la descomposicién de la materia organica
vegetal, o intermediarios de la’biodegradacion. Por lo cual, la magnitud del incremento

temporal en la toxicidad fue menar.

EI DEHP altera los genes del choque térmico en los insectos. A altas concentraciones, actia
como antagonista de la expresion_del receptor de ecdisona e influye directamente en la
metamorfosis del insecto (Planello_et,al., 2021). Otros estudios, han demostrado que el
DEHP altera los genes de la hemoglebina en Chironomus tentans (Lee et al., 2006; Park y
Choi, 2007), asi como los genes de-la endopeptidasa de tipo serina y los genes de la
deshidrogenasa del alcohol en Chironomads.riparius (Park y Kwak, 2008, 2009). Herrero et
al., (2014) reportaron que las larvas de Chirememus riparius expuestas a DEHP provocan
alteraciones rapidas en dianas relacionadas con la respuesta celular de estrés, la ruta
hormonal y los mecanismos de desintoxicacion. En el caso delos organismos acuaticos, se
encontré que el DEHP inhibe el crecimiento del guppy (Poecilia-reticulata) en términos de

peso y longitud corporal (Zanotelli et al., 2009).

Kim et al., (2019) evaluaron la toxicidad aguda y cronica del DEHP en‘el suelo, utilizando
ocho especies en cinco grupos taxondmicos. Los resultados confirmaron que los efectos
del DEHP en las especies terrestres aparecen en altas concentraciones=en algunas
especies. En el caso de las lombrices de tierra, no se observaron efectos letales-ni estrés
oxidativo. Los resultados de los ensayos de las plantas no indicaron efectos significativos
sobre el crecimiento de las plantas. Sin embargo, se observaron a altas concentraciones
efectos adversos sobre el tamafio de apertura de las estomas y la clorofila, que éstan

relacionados con la fotosintesis.
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Ademads, el crecimiento de las algas del suelo fue inhibido después de la exposicion al
DEHR+Casi no hubo efectos en los individuos adultos de dos especies de colémbolos en
concentraciones ambientalmente relevantes, aunque se observaron efectos negativos en
la reproduceion de colémbolos y nematodos del suelo en las concentraciones méas bajas
utilizadas en ghexperimento.
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Conelusiones

Considerando como criterio de remediaciéon la toxicidad aguda para tratar un suelo
contaminado,con DEHP, el tratamiento con H»O- al 2.5% presenta capacidad de reducir la
toxicidad a'niveles de fondo, por lo tanto, es factible técnicamente. Por otra parte, los dos
tratamientos de la‘tecnologia de biolabranza presentan factibilidad técnica a partir del quinto
mes de evaluacidn,toxicoldgica, siendo el tratamiento al que no se le adiciona fertilizante

una opcion mas viable"econdmicamente.

Sin embargo, realizar*una_ evaluacion comparativa de costos entre las tecnologias
propuestas seria de granwimportancia para la toma de decisiones de las empresas o
autoridades gubernamentales..Aunque, se desconocen de estudios cientificos donde hayan
implementado técnicas para remédiar. suelos impactados con DEHP a escala campo, lo
cual nos permitiria conocer los costos, reales y los problemas operativos; llevar a cabo

pruebas de factibilidad a escala laboratario controla los recursos materiales y econémicos.
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Resumen

Los ésteres de ftalato son conocides_eomo contaminantes emergentes, asi como por sus
actividades endocrinas y la exposicion/a ellos puede conducir a multiples efectos negativos
para la salud, incluyendo mutagenicidad;=¢arcinogenicidad e incluso teratogenicidad. La
deteccion de efectos genotdxices es de particutar importancia en la evaluacion del riesgo
ambiental. En este sentido, el objetivo.de-este trabajo fue evaluar la genotoxicidad mediante
el ensayo de micronlcleos usando células meristematicas de la raiz de Vicia faba, para
determinar la efectividad de las tecnologias de biolabranza y oxidacién quimica propuestas
en la remediacion de suelo contaminado-.con di (2-etilhexil) ftalato. Las células
meristematicas fueron expuestas durante cuatro horas en extractos de suelo limpio (testigo
negativo), extractos de suelo contaminado con 25,000 ppm (testigo positivo), extractos de
suelo tratado con dos concentraciones de H>O, (2% y 2.5% p/p)+y extractos de suelo con
dos tratamientos de biorremediacion. Posteriormente, se dejaron 18 y 44 horas en
recuperacion, bajo las mismas condiciones experimentales. Los ‘dos”tratamientos de la
técnica de oxidacion quimica, son capaces de incrementar la frecuencia’de microndcleos,
a las 44 horas de recuperacion. Estos resultados presentan que los tratamientos de la
tecnologia de oxidacion quimica inducen efectos genotdxicos. Por lo ganto, no son
recomendables. Por otra parte, solamente el tratamiento sin fertilizante de la tecnologia de
biolabranza a los 180 dias de la evaluacion genotoxica, no presento diferencias
significativas en la frecuencia de microntcleos con respecto al testigo negativo. Por lo_tanto,

representa factibilidad técnica y también una opcién prometedora en costos.

Palabras clave: Células meristematicas, Genotoxicidad, Potencial de lixiviacion,
Tecnologias de remediacion
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Introduccion

Los contaminantes emergentes comprenden una amplia gama de compuestos; como los
productes_farmacéuticos, los productos para el cuidado personal, los tensoactivos, los
plastificantes<ylos aditivos industriales, que no estan incluidos en los actuales programas
de monitoreo'(Petrovic et al., 2008). Estos contaminantes son continuamente vertidos en el
agua, la atmésfera’y, el suelo desde los sistemas de alcantarillado doméstico e industrial.
En consecuencia, les_contaminantes emergentes se han convertido en un motivo de gran
preocupacion para las€omunidad cientifica y los organismos reguladores, debido a los
posibles efectos sobre @ salud humana y el ambiente (Eggen et al., 2010; Murray et al.,
2010).

Los ésteres de ftalato son conacidos como contaminantes emergentes, asi como por sus
actividades endocrinas y la exposicioh a ellos puede conducir a multiples efectos negativos
para la salud, incluyendo mutagenigidad, carcinogenicidad e incluso teratogenicidad
(Kozumbo et al., 1982; Kluwe,1986). El di.(2-etilhexil) ftalato (DEHP) es el plastificante mas
utilizado como aditivo en los productos de cloruro de polivinilo (PVC) con una amplia gama
de aplicaciones, como materiales«de_construccion, envases de alimentos y productos
sanitarios (ATSDR, 2002). Debido a gque no estaligado quimicamente al polimero, el DEHP
se filtra facilmente de las superficies plasticas y puedeé entrar en el ambiente o en el cuerpo
humano por diferentes vias (Koch y Calafat, 2009).+Por lo tanto, es necesario realizar

estudios para determinar los efectos genotoxices de diche compuesto.

Al respecto, los bioensayos basados en plantas han sido validados en colaboracién con
estudios internacionales realizados bajo los auspicios del Programaide las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA), la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia
de Protecciéon del Medio Ambiente de los Estados Unidos (USEPAY. Estos ensayos han
demostrado ser eficaces para el control genotdxico. Ademas, son mas sensibles, menos
costosos y tienen aplicaciones mas amplias. (Grant, 1999, Rizzo, 2011).<Por lo tanto, las
plantas superiores son los excelentes modelos genéticos para evaluar los eontaminantes
ambientales. Sus caracteristicas no sélo se deben a la sensibilidad para“detectar
mutégenos, sino también a la posibilidad de evaluar otros biomarcadores de genotexieidad,
gue van desde mutaciones puntuales hasta aberraciones cromosémicas (Leme y Marin,
2009), siendo la planta Vicia faba un modelo genético excelente para estudios citologicos,

fisiologicos, radiobiologicos y evaluacion de la toxicidad.
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Las principales ventajas son su disponibilidad durante todo el afio, su uso econémico, su
facilieultivo y manipulacién; su uso no requiere condiciones estériles ni materiales costosos
y su tasasde.division celular es rapida. En los cromosomas son faciles de evaluar dafios

genéticos y,anomalias en la divisién celular (Gomez-Arroyo et al., 1997; Anwar et al., 2011).

La deteccion de'efectos genotdxicos es de particular importancia en la evaluacion del riesgo
ambiental. La genatoxicidad puede ser una consecuencia de la exposicion a largo plazo a
niveles muy bajos de_.agentes quimicos y tener un caracter hereditario y de aparicion tardia
gue puede tener consecuencias importantes a nivel de la poblacién (Llorente et al., 2012).
En este sentido, el objetivorde este trabajo fue evaluar la genotoxicidad mediante el ensayo
de micronucleos usando células meristematicas de la raiz de Vicia faba, para determinar la
efectividad de las tecnologias”de biolabranza y oxidacién quimica propuestas en la

remediacion de suelo contaminade~con DEHP.
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Materiales y Métodos

El métedo,de muestreo del suelo, su caracterizacion fisico-quimica y la contaminacién con
di (2-etilhexil) ftalato se ha reportado anteriormente, asi como los efectos sobre la toxicidad
aguda (Ordofiez et al., 2019). En el presente estudio, se reporta adicionalmente los efectos
genotoxicos. Para.este proposito, solo se utilizaron los tratamientos eficaces respecto a la
toxicidad aguda, es decir, biolabranza con o sin adicién de fertilizante, y oxidacién quimica
con 2y 2.5% p/p de Hz0-.

Ensayo de micronucleos

La determinacion del efecte’genaotdxico de di (2-etilhexil) ftalato fue mediante la obtencion
de un extracto acuoso de la*matriz sélida con los tratamientos empleados, utilizando la
Prueba de Extraccion por Agitacion de Residuos Solidos con Agua bajo el método ASTM-
D 3987-85 (ASTM, 2004). Se utilizé_el"ensayo de micronucleos basado en la metodologia
de Sanchez et al., (2018) descrito a continuacién. Semillas de Vicia haba sanas fueron
lavadas y embebidas durante 24 horas en agua, posteriormente se dejaron germinar entre
dos capas de algodon humedo hasSta-que lasTraices alcanzaran una longitud de 2-3 cm (4-
5 dias). Las raices se expusieron agas tratamientos (extractos) durante 4 horas. Una vez
transcurridos, se dejaron en recuperacién-con aireacion constante durante 18 y 44 horas;
este proceso se llevé a cabo en la oscuridad-a 20 °C..Se cortaron las puntas de las raices,
tinéndolas con reactivo Shiff y haciéndolas permanentes usando la técnica de hielo en seco,
deshidratadas con dos cambios de butanol y montadas consesina Entellan®. Las laminillas
fueron manejadas con clave para evitar prejuicios en el observador. Se observaron en
campos al azar cuantificando 1000 células en interfase y regiStrando la frecuencia de

micronucleos.
Andlisis estadistico

La evaluacion del conjunto de datos de las tecnologias de oxidacidon quimica y\biolabranza
con relacion a las pruebas de genotoxicidad se llevaron a cabo mediante dna prueba de
Kruskal-Wallis. Las diferencias significativas del conjunto de datos fueron calculadas con el
software SPSS 21.0. El limite de confianza de 95% fue usada para todas las comparaciones
(p <0.05).

49



Resultados y Discusion

Las frecuencias de micronucleos inducidos en las células meristematicas de la raiz Vicia
faba de les tratamientos de oxidacion quimica es presentado en la figura 1. Al exponer
directamente las raices de Vicia faba en los dos tratamientos de la técnica de oxidacion
guimica, se observa que son capaces de incrementar la frecuencia de micronucleos a las
44 horas de recuperacion al compararse con las frecuencias obtenidas a las 18 horas de
recuperacion, lo quespuede representar la incapacidad de recuperacion de las células

meristematicas de la raizde Vicia faba al dafio inducido.

Oxidacion Quimica
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4.50 m 18 horas =44 horas T
4.00
3.50
3.00
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2.00

% de MN

1.50
1.00

0.50

Suelo Limpio  Suelo Contaminado H,0,12 %) H,0, (2.5 %)

Figura 1. Frecuencia de micronucleos en los diferentes tratamientos can”H,0..

* Diferencia significativa p < 0.05 prueba de Kruskal-Wallis, con respecto‘al suelo limpio
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Las frecuencias de micronucleos inducidos en las células meristeméticas de la raiz Vicia
faba.de los tratamientos de biolabranza son presentados en la figura 2. Al exponer
directamenteslas raices de Vicia faba a suelo tratado por las dos técnicas de biolabranza,
se observas que, a las 44 horas de recuperacion, las frecuencias de micronucleos
incrementan akcompararse con las frecuencias obtenidas a las 18 horas de recuperacion,
lo que puede representar la incapacidad de recuperacion de las células meristeméaticas al
dafo inducido. Muestras de suelo tratado por biolabranza con fertilizante (CF) fueron
capaces de incrementarla frecuencia de micronucleos en las muestras de suelo evaluado
en todos los meses de. biorremediacion. El tratamiento sin fertilizante (SF) fue capaz de
incrementar la frecuencia.de” microndcleos en muestras de 30, 60, 90 y 150 dias de

biorremediacion; a excepciénge’los 180 dias.
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Figura 2. Frecuencia de micronucleos en los tratamientos con biolabranza,

* Diferencia significativa p < 0.05 prueba de Kruskal-Wallis, con respecto al suelo impio
CF: Aireacion, humedad y fertilizante

SF: Aireacion y humedad

** |_os nimeros refieren al tiempo de biorremediacion (dias).
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La frecuencia de microndcleos en el tratamiento por oxidacién quimica si se redujo, pero se
mantuvo cerca de 80% del valor del suelo contaminado. Esto, aunque en las pruebas de
toxicidad,aguda, se bajoé a nivel umbral o al nivel aceptable, segun el Protocolo (< 10%
mortandad)# En el tratamiento por biorremediacion era al revés: se observd una reduccion
de aproximadamente el 75% de micronucleos respecto al suelo contaminado, pero no se
observo una diferencia significativa entre el suelo limpio y el tratamiento sin fertilizante a los
180 dias. Esto contrasta con el tratamiento de biolabranza con fertilizante, en donde a los
180 dias de tratamiento, aln se observdé una frecuencia de micronlcleos de
aproximadamente nueveyveces mas que el suelo limpio, aunque en el bioensayo de
toxicidad aguda, fue menas_téxico. Segun estos datos, el Unico tratamiento que redujo la
toxicidad aguda a un nivel aceptable (< 10% segun el Protocolo No. 207 de la OECD) v,
ademas, bajo la genotoxicidad a.un nivel no diferente estadisticamente del suelo limpio, fue
el tratamiento biol6gico sin fertilizante en donde solo se agregd agua y se mezcld
periodicamente. En los tratamientos guimicos y el biologico con fertilizacion podria ser
porque se producen intermediarios de-baja toxicidad, pero aun presentan efectos
genotoxicos. De acuerdo con Demenech y Peral (2006) la reduccion en el tratamiento de
biolabranza sin fertilizante, es posible-gue se/deba a la actividad enzimatica de hongos y
actinomicetos que se encargan de transformar laslignina por desmetilacion y oxidacion que
concluyen con la obtencién de sustanciassiumicas gue podrian secuestrar e inmovilizar al

DEHP, reduciendo su biodisponibilidad y presentandosmenor genotoxicidad.

Son pocos los estudios donde el DEHP ha sido’sometido a‘praebas genotdxicas en células
meristematicas de sistemas vegetales. El primer estudio para’determinar genotoxicidad del
di (2-etilhexil) ftalato en células de raiz de Allium cepa fue realizado por Rank et al., (2002)
en dos diferentes laboratorios. Sorprendentemente, hubo una gran_diferencia en los
resultados para ambos laboratorios, ya que el laboratorio |1 no lo consideré genotéxico en
contraste con el laboratorio Il, que report6 altos niveles de células aberrantes al aumentar
la dosis (5 — 100 mg/L) de DEHP. Las aberraciones cromosémicas encontradas en el
estudio positivo (laboratorio 1) se dieron en todas las categorias de aberracione€s, lo que
indica efectos tanto clastogénicos como aneugénicos. Qing et al., (2009) reportaromque el
DEHP fue capaz de estimular la proliferacién vegetal e inducir diversas aberfaciones
cromosdémicas: micronucleos, puentes y fragmentos de cromosomas. El aumento de las
concentraciones de DEHP indujo dafios oxidativos agudos y efectos genotdxicos en el

crecimiento de la plantula de Vicia faba.
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Herrero et al., (2012) demostraron en su estudio que el DEHP a altas concentraciones (>
100%uM), indujo la frecuencia de microndcleos y errores cromosomicos en anafase.
Tambiéngcauso citotoxicidad al disminuir el indice mitético en las células meristematicas
de Allium cepa. Sin embargo, solamente se ha detectado que el DEHP ocasiona efectos
genotoéxicos, (pero no se ha puesto énfasis en desarrollar tecnologias que eliminen el

potencial genotéxico de este compuesto en las diferentes matrices ambientales impactadas.

En la literatura, solamente se han registrado dos estudios en los cuales se aplican
tecnologias para el tratamiento del DEHP. Llorente et al., (2012) detectaron DEHP y otros
posibles mutagenos en las“aguas residuales que emplean tratamientos bioldgicos (lodos
activados con reduccion de nutrientes en canales de oxidacion) y tratamientos fisico-
guimico con adicion de reactivos; pero estos compuestos sOlo eran genotéxicos en
combinacion. Al-Saleh et al., (2017) eompararon la eficiencia de tratamientos secundarios
y terciarios en plantas de aguas residuales para eliminar la genotoxicidad, donde el DEHP
fue detectado en todas las muestras ‘de”aguas residuales tratadas (0.362 — 0.935 ug/L).
Este estudio mostré que las muestras deraguas residuales con tratamiento terciario tenian
un mayor potencial genotoxico para‘inducir dafio en el material genético que las muestras

de aguas residuales con tratamienta Secundario.
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Conelusion

El ensayo de micronlcleos usando Vicia faba es una herramienta util para evaluar el
potencial genotoxico de sustancias poco estudiadas y que no cuentan con regulacion como
el DEHP; asi=eomo en la toma de decisiones para elegir el tratamiento mas efectivo en
términos de reducir dafios en el material genético (frecuencia de micronucleos) de las

tecnologias propuestas para la remediacién de un suelo contaminado por DEHP.

El presente estudio, demostrd que los tratamientos de la tecnologia de oxidacion quimica
presentan genotoxicidaden células meristeméticas de la raiz de Vicia faba, por lo tanto, no
son efectivos para la remediacion de un suelo contaminado por DEHP, utilizando como
criterio de remediacion la genetoxicidad. Por otra parte, solamente el tratamiento sin
fertilizante de la tecnologia de hiolabranza a los 180 dias de la evaluacién genotdxica, no
presento diferencias significativas‘en‘la frecuencia de microndcleos con respecto al testigo
negativo. Por lo tanto, representa factibilidad técnica y también una opcion prometedora en

costos.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES GENERALES

El DEHP por su propiedad hidrofobica tiende a acumularse en los sedimentos, suelos y
lodos dedas’plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) donde se registran las
mayores concentraciones. Las tecnologias mas empleadas para la remocion del DEHP son

adsorcion, procesos avanzados de oxidacion y bioestimulacion.

De acuerdo a los estudios observados, son los paises que poseen un alto grado de
desarrollo industrial y.socioecondmico donde se han encontrado mayor afectacion de los
compartimientos ambientales. Sin embargo, algunos paises ya han regulado dicho
compuesto, pero no sucede’con los paises en vias de desarrollo y subdesarrollados, los
cuales, lo siguen usando de‘manera no controlada. Mientras tanto, la aplicacion de las
tecnologias antes mencionadas” se.-enfoca en disminuir la concentracion; lo cual no
garantiza que la matriz este complétamente restaurada, debido a que no se llevan a cabo
pruebas toxicoldgicas y genotdxicas gue proporcionen una mejor evaluacion de los riesgos
potenciales a la salud humana y al ambiénte'y porque la misma degradacién puede producir

intermediarios que también son toxicos.

Considerando como criterio de remediacion(latoxicidad aguda para tratar un suelo
contaminado con DEHP, el tratamiento ¢con_H.0; al 2:5 % presenté capacidad de reducir la
toxicidad a niveles de fondo, por lo tanto, €s factible-téenicamente. Por otra parte, los dos
tratamientos de la tecnologia de biolabranza presentan factibilidad técnica a partir del quinto
mes de evaluacion toxicoldgica, siendo el tratamiento al quetno se le adiciona fertilizante

una opcion mas viable econémicamente.

El ensayo de micronucleos usando Vicia faba es una herramienta util para evaluar el
potencial genotdxico de sustancias poco estudiadas y que no cuentan.con regulacién como
el DEHP; asi como en la toma de decisiones para elegir el tratamiento mas efectivo en
términos de reducir dafios en el material genético (frecuencia de micropdcleos) de las
tecnologias propuestas para la remediacién de un suelo contaminado por. DEHP. El
presente estudio, demostré que los tratamientos de la tecnologia de oxidacion/quimica
presentan genotoxicidad en células meristematicas de la raiz de Vicia faba muy porarriba
del nivel umbral, por lo tanto, no son efectivos para la remediacion de un suelo contaminado

por DEHP, utilizando como criterio de remediacion la genotoxicidad.
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Por otra parte, solamente el tratamiento sin fertilizante de la tecnologia de biolabranza a los
180%dias, no presento diferencias significativas en la frecuencia de micronucleos con
respecto.al testigo negativo. Por lo tanto, representa factibilidad técnica y también una

opcion prometedora en costos.

Realizar una evaluacion comparativa de costos entre las tecnologias propuestas seria de
gran importancia'i pata la toma de decisiones de las empresas o autoridades
gubernamentales. “Aunque, se desconocen de estudios cientificos donde hayan
implementado técnicas_para remediar suelos impactados con DEHP a escala campo, lo
cual nos permitiria conocerlos costos reales y los problemas operativos; llevar a cabo

pruebas de factibilidad a escala laboratorio controla los recursos materiales y econémicos.

En investigaciones futuras, seriasinteresante prolongar los tiempos de los tratamientos y
evaluar la genotoxicidad para conoeer si se llega a niveles umbrales. Igualmente, investigar
sobre los mecanismos (microbianos) gueyreducen la genotoxicidad a nivel umbral. Por otra
parte, el presente trabajo demuestra que=puede haber gran incertidumbre en los proyectos
de remediacion de matrices “afectadas _pory otros contaminantes organicos (p. ej.
hidrocarburos, plaguicidas, etc.) donde\no se toman en cuenta criterios de toxicidad aguda
y genotoxicidad. Realmente, se desconoce cémo podrian afectar a la salud y al ambiente,

debido a que solamente se basan en reducir concentraciones de los compuestos iniciales.
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ANEXO

Anexo”1yAnalisis de costos de las técnicas de oxidacién quimicay
biolabranza

Se presenta .un estimado de los costos a escala industrial de las dos técnicas de
remediacion empleadas (oxidacion quimica y biolabranza) tomando en cuenta el
tratamiento mas( efectivo en términos de toxicidad aguda y genotoxicidad de cada
tecnologia, aunque el'tratamiento quimico no es recomendable en términos genotéxicos.
Cabe mencionar que esta‘evaluacion es solo preliminar y no formé parte de los alcances
de la tesis. Los costos estéan divididos en tres principales rubros: materiales, maquinaria y
mano de obra. Con los siguientes'datos se calcul6 la masa del material a tratar: estimando
un volumen de material a tratar/de.3,000 m?, siendo la densidad del suelo de 1.09 ton/m3y

dejando secar hasta un nivel de humedad de aproximadamente 23 %.

ton

Masa del material himedo = (3000 m3%) (1.09 —)

Masa del material himedo = 3,270.5 ton

Masa del material seco = (3,270.5 ton material-hifmedo) ( 77 ton material seco )

100 ton material himedo

Masa del material seco = 2,518.28 ton

Estimacion de costos usando el tratamiento 2.5 % p/p de H>0-

Materiales
o ) . Precio
Descripcién del concepto Unidad Cantidad o Importe
Unitario
Peréxido de Hidrégeno (H205) Ton 624.99 10.53 6,581.14
Combustible (Excavadora) L 11,520.00 20.63 237,657.60
Combustible (ALLU Feeder 7 +7) L 5,760.00 20.63 118,828.80

Subtotal $ 363,067.54
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Mano de obra

7 _ _ Precio

Descripcion del concepto Unidad Cantidad o Importe
Unitario

Lider del proyecto Jornada 60 950.00 57,000.00

Ingeniero de'seguridad Jornada 60 534.00 16,020.00

Operador de maquinaria Jornada 60 467.00 32,040.00

Auxiliar técnico Jornada 60 306.00 18,360.00
Subtotal $ 123,420.00

Maquinaria
o ) _ Precio
Descripcién del concepto Unidad Cantidad o Importe
Unitario

Excavadora Mes 2 145,000.00 290,000.00

Brazo ALLU Mes 2 120,000.00 240,000.00

Feeder 7 +7 Mes 2 300,000.00 600,000.00

Subtotal  $1,130,000.00
Resumen de costos

Rubro Monto

Materiales $ 363,067.54

Mano de obra $ 123,420.00

Maquinaria

$ 1,130,000.00

Costo Total

$1,616,487.54 MN

Costo Unitario

$ 538.82 MN/m?

Nota: Los costos estimados estan sujetos a modificacién por variacion de los precios.
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Estimacion de costos usando el tratamiento sin fertilizante de biolabranza

Materiales
o _ _ Precio
Descripcion del concepto Unidad Cantidad o Importe
Unitario
Combustible (Excavadora) L 5,760 20.63 118,828.80
Combustible (Mezcladora de
L 3,600 20.63 74,268
composta)
Subtotal $191,131.20
Mano de olira
o _ _ Precio
Descripcién del concepto Unidad Cantidad o Importe
Unitario
Lider del proyecto Jornada 180 950.00 171,000.00
Ingeniero de seguridad Jornada 180 534.00 96,120.00
Operador de maquinaria Jornada 180 467.00 84,060.00
Auxiliar técnico Jornada 180 306.00 55,080.00
Subtotal $ 406,260
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Maguinaria

N 4 _ . Precio
Descripcign del concepto Unidad Cantidad o Importe
Unitario
Excavadora Mes 1 145,000.00 145,000.00
Mezcladora de composta PZA 1 245,000.00 245,000.00
Subtotal $ 390,000.00

Resumen de c0stos

Rubro Monto
Materiales $191,131.20
Mano de obra $.406,260.00
Magquinaria $°390;000.00
Costo Total $ 987,391.20 MN

Costo Unitario

$-329.13 MN/m?

Nota: Los costos estimados estan sujetos a modificacion por/ariacion de los precios.
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Anexo 2. Bioestimulacion de un suelo contaminado con DEHP y la
evaluacion de su microflora

El Dr. Gilberto Morales Guzman, realizé una estancia postdoctoral en el Laboratorio de
Remediacign_de la Division Académica de Ciencias Biolégicas en la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco; donde desarroll6 el proyecto de investigacion “Bioestimulacion de
un suelo contaminado con di (2-etilhexil) ftalato y la evaluacién de su microflora”. El
propésito de este _trabajo fue evaluar la efectividad de la biorremediacién de suelo
contaminado con di‘(2¢etilhexil) ftalato mediante la adicion de un fertilizante inorganico
(bioestimulacién) y la ‘microflora a asociada (bacteria y hongos). A continuacién, se

presentan los resultados ohtéenidos.

Poblaciones de bacterias y hongos totales

Al cuantificar las poblaciones cultivables de microorganismos en los suelos contaminados
y bioestimulados, se encontré que el gfatamiento contaminado evidencié el mayor efecto
negativo con respecto al tratamiento bieestimulado que mostré un incremento de 311%

respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Poblaciones totales de bacterias y hongos en suelos contaminados con DEHP:
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Las pruebas enriquecimiento inicial realizadas utilizaron una unica fuente de carbono
durantestodo el periodo de incubacion, principal caracteristica de toda prueba de
biodegradacion. Esto se aplic6 desde la preseleccién de las cepas para realizar el
aislamiento. Alfinal (24 dias) del proceso de enriquecimiento serial se realiz6 un plaqueo
en medio de cultivo sélido (agar nutritivo), obteniéndose un total de 23 aislados
morfolégicamente difefentes, de los cuales se eligieron siete cepas por presentar un mayor
crecimiento en placas (Cuadro 1).

La caracterizacion morfologica de las cepas bacterianas se realiz6 mediante observacion
macroscopica directa en placafy posteriormente, una observacién microscopica mediante
tincion Gram, ademés de la pruepa de la catalasa. Se pudo observar como todos los
aislados estudiados eran catalasa positivos y Gram-positivos. Generalmente las colonias
con aspecto pastosa suelen presentar morfologias cocoides y las colonias rugosas
(rugosas) o sin brillo suelen ser bacilos-de tamafiosvariable en ocasiones con ramificaciones

en angulo recto bien desarrolladas.

Cuadro 1. Caracteristicas morfolégicas de lasCepas bacterianas

Liso Consistencia  Color Aspe(_:tp Forma Elevacion Superficie
superficial

FB02 Dura Crema Filamentosa Irregular Umbonada Rizoide
FB04 Pastosa Crema Liso Circular Convexa Lisa

FB11 Rosa (Salmon) Crema Liso Circular Elevada Circular
FB12 Pastosa Crema Liso Circular Elevada Circular
FB15 Pastosa Crema Liso Circular Elevada €ircular
FB18 Dura Crema Rugosa Irregular ~ Umbonada Rizoide
FB20 Pastosa Amarilla Liso Circular Elevada CirCular
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