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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las interacciones Fe-microorganismos simulando el en-
torno de una barrera reactiva permeable (BRP), para la reduccion de percloroetileno
(PCE) y cromo hexavalente en acuiferos contaminados. La bioestimulacion de los
microorganismos se llevo a cabo mediante la adicion de un cosustrato para el desarrollo
de las comunidades microbianas presentes de manera natural en el suelo. Se empled
un compuesto comercial que libera hidrogeno (HRC, por sus siglas en inglés) a tasas
moderadas al contacto con el agua. Los resultados indican que la adicion del cosustrato
a reactores que contienen hierro y percloroetileno (PCE) aumenta en mas del 100 %
el porcentaje del contaminante reducido. Sin embargo, la descloracion reductora no se
lleva a cabo completamente y se generan metabolitos toxicos como el tricloroetileno.
En el caso del Cr(VI), la adicion del HRC increment6 en 20% la capacidad reductora
del sistema; aqui el efecto sinérgico no se debe necesariamente a la estimulacion de
microorganismos reductores de Cr(VI), sino a la generacion de condiciones redox
favorables al proceso.

Key words: perchloroethylene, hexavalent chromium, hydrogen release compound, zero-valent iron, permeable
reactive barriers

ABSTRACT

Fe-microorganisms interactions in and around permeable reactive barriers, for reduction
of perchloroethylene and hexavalent chromium in polluted aquifers were examined.
Biostimulation was done by the addition of a co-substrate for microbial communities
already present in the soil. An hydrogen release compound (HRC), a commercial co-
substrate which releases lactic acid at slow rates in presence of water was selected.
Results show that HRC addition increases (>100 %) the reduction of PCE in iron-con-
taining systems. Nevertheless, reductive dechlorination was not complete and caused
accumulation of toxic metabolites such as trichloroethylene. For chromium reduction,
bioestimulation enhanced reduction capability of the systems by 20 %. In this case, the
effect was not stimulation of Cr-reducers, but the improvement of redox conditions.
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INTRODUCCION

La contaminacion de acuiferos es uno de los
problemas ambientales graves que ocurre en muchas
partes del mundo. Entre las tecnologias que se han
utilizado para mitigar el fendmeno se encuentran
las barreras reactoras permeables (BRP), que se
construyen al colocar un material reactivo en el flujo
subterraneo de contaminantes originado por el gra-
diente del terreno (DOE 1998, Scherer ef al. 2000).
En la mayoria de las BRP se emplea Fe(0), dada la
disponibilidad y la capacidad de este material para
eliminar o transformar una gama amplia de conta-
minantes reducibles. El proceso mediante el cual la
barrera provoca la reduccion en las concentraciones
de los contaminantes involucra uno o mas fenémenos
quimicos tales como la deshalogenacion reductora,
la oxidacion-reduccion y la sorcion (ITRC 2003).
Las barreras se han aplicado exitosamente, aunque
presentan problemas operativos de mediano y largo
plazo, como las disminuciones de reactividad y con-
ductividad hidraulica originadas por la precipitacion
de minerales en su superficie (Gu et al. 1999, Phillips
et al. 2003, Wilkin et al. 2003). Esta pérdida de efec-
tividad podria mitigarse mediante la bioestimulacion
de especies endogenas, que favoreceria las interac-
ciones Fe-microorganismos para la reduccion mas
efectiva de contaminantes en torno a una BRP.

En cuanto al proceso de degradacion de solventes
clorados, es comun que la bioestimulacion se lleve a
cabo mediante la adicion de donadores de electrones,
tales como glucosa, acetato, formato, sacarosa, pro-
pionato y etanol, entre otros (Carr y Hughes 1998,
Yang y McCarty 2002, Koenigsberg y Vigue 2003).
Adicionalmente la biodegradacion de los solventes
clorados se puede favorecer mediante la adicion de
un compuesto liberador de hidrogeno (HRC®, por
sus siglas en inglés que corresponden al término
hydrogen releasing compound) a tasas controladas
en los sitios contaminados (Jurgens y Linn 2003). El
HRC es un polimero estérico de lactato y fosfato de
magnesio grado alimenticio (Regenesis 2003), que
se disocia lentamente en agua para producir acido
lactico. Este sirve como fuente de hidrégeno (y por
lo tanto de electrones) para los microorganismos
(Koenigsberg y Vigue 2003). El HRC genera con-
diciones reductoras favorables para la descloracion
reductora y se ha aplicado con éxito en muchos pro-
yectos de restauracion de acuiferos (Adamson ef al.
2003, FRTR 2006). Si bien este compuesto presenta
efectividad similar a los lactatos y a las melazas en
términos de produccion de hidrogeno, sus propieda-
des fisicas originan menos dispersion, lo que favorece

su estabilidad en las zonas contaminadas; unicamente
el lactato producido se desplaza, lo que redunda en
una mayor eficiencia global del proceso (Farone y
Palmer 2001). Ademas de bioestimular poblaciones
descloradoras, permite acelerar la reduccion del per-
clorato (Logan et al. 2000), del Cr(VI) (Hazen et al.
2004) y de explosivos (Barnes et al. 2001).

Un requerimiento esencial para el éxito en la apli-
cacion del HRC en sitios contaminados con solventes
clorados es la existencia de un cultivo competente
—deshalorrespirador— en el medio tal como Dehalo-
coccoides ethenogenes (Maymoé-Gatell et al. 1997,
Adamson et al. 2003). La actividad de este compuesto
generalmente requiere de un periodo de adaptacion
de los microorganismos, durante el cual se cambian
las condiciones de aerobias a anaerobias. Aunque
el HRC estimulara todas las especies anaerobias
presentes en el medio, el aumento en la actividad
metanogénica no inhibe el proceso de descloracion
(Adamson et al. 2003).

En este trabajo se llevaron a cabo pruebas de bio-
estimulacion con el objeto de evaluar el efecto de la
adicion de un sustrato organico comercial (HRC®) a
un sistema Fe(0)-suelo-agua, en términos de tasa de
reduccion de contaminantes y formacion de subpro-
ductos. Aunque ambas tecnologias se han estudiado
por separado, resulta de interés analizar si la combi-
nacion de ambas puede generar efectos sinérgicos
al mejorar la eficiencia del proceso de reduccion, al
potenciar favorablemente los efectos bioldgicos de los
microorganismos enddgenos que pueden encontrarse
en el entorno de la BRP. Con ello, la adicion del HRC
serviria como una etapa de pretratamiento antes de
la barrera, lo que permitiria reducir sus dimensiones
—y por lo tanto el costo — al tiempo que se mejora la
eficiencia. Se seleccionaron dos contaminantes co-
munmente encontrados en episodios de contaminacién
de acuiferos y de los mas frecuentemente tratados con
este tipo de tecnologia: el Cr(VI) y el percloroetileno
(PCE) (Ellis et al. 2000, Powell ez al. 1998).

MATERIALES Y METODOS

La bioestimulacion de sistemas Fe(0)-suelo-agua
para la reduccion de Cr(VI) se evalué mediante ex-
perimentos por lotes, que se desarrollaron en frascos
serologicos de 125 mL. Las proporciones de Fe, suelo
y HRC se determinaron con base en los procedimien-
tos sugeridos por la empresa Regenesis, la fabricante
del compuesto estimulador (Anderson et al. 2006).
La cantidad de Fe(0) se selecciond de modo que la
masa combinada de hierro y HRC se mantuviera
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constante. Se agregd Fe(0) marca Connelly y HRC
en las proporciones indicadas en el cuadro I.

CUADRO 1. SERIES DE REACTORES PARA EVALUAR
BIOESTIMULACION DE Fe(0) PARA REDUC-
CION DE Cr(VI)

Serie Fe(0) (g) HRC (mL)
1 2.0 -
1.0 0.7
3 - -

A cada reactor se le adicionaron 5 g de suelo
obtenido de la UAM-Azcapotzalco, México (con un
contenido de 1.78 % de materia organica) y 100 mL
de agua subterranea sintética. El agua subterranea
sintética se prepard con los ingredientes que se en-
listan en el cuadro II y se burbuje6 30 minutos con
N, para eliminar el oxigeno disuelto.

CUADRO II. AGUA SUBTERRANEA SINTETICA

Compuesto mg/L
Nitratos 30.0
Sulfatos 150.0
Carbonatos como CaCO, 1,000.0
Amonio 5.5
Mg* 1.5
PO*> 0.06

Ni(II), Cu(Il), Zn(II), Co(1), y Mo(1V) 0.002 de cada uno

Finalmente los reactores se contaminaron con 50
mg/L de Cr(VI) en forma de dicromato de potasio.
Todas las series se prepararon por triplicado. Durante
el experimento se monitored la concentracion de
Cr(VI) remanente en solucién y el pH, mediante la
extraccion de muestras liquidas de 2 mL.

Para evaluar la degradacién de PCE mediante
la bioestimulacién de microorganismos presentes
en el suelo, en sistemas Fe(0)-suelo agua se mon-
taron 3 series de reactores por lotes. Se evaluaron
3 diferentes arreglos de medios reactivos: Fe(0),
Fe(0) combinado con HRC y reactores sin agentes
reactivos, empleados como testigos. Los reactores
se prepararon en botellas serologicas de vidrio de
35 mL con sello de hule y tapa de aluminio, a las
que se adicionaron 30 mL del agua subterranea
sintética descrita anteriormente, 2.3 g de suelo con

un contenido de 1.5% de materia orgénicay 0.4 g
de medio reactivo (Fe, o la combinacién Fe-HRC),
tal como se indica en el cuadro III. Las proporcio-
nes de Fe(0) y HRC se determinaron con base en los
experimentos que realiza la compaiiia fabricante del
HRC para evaluar la factibilidad de su aplicacion en
un sitio determinado (Anderson et al. 2006). No se
prepararon reactores que contuvieran inicamente HRC
dado que el objetivo de este experimento fue evaluar
los efectos positivos de la adicion de dicho compuesto
a un sistema de reduccion basado en el Fe(0).

CUADRO III. SERIES PARA EVALUAR BIOESTIMU-
LACION DE Fe(0) PARA REDUCCION DE

Cr(VD)
Serie Fe(0) (g) HRC (mL)
1 0.2 -
2 0.1 0.07

3 - -

Todas las series se prepararon por triplicado,
y se purgaron con N, para garantizar condiciones
andxicas. Los reactores se contaminaron con 80
umol de PCE al inicio del experimento y con la mis-
ma concentracion 80 dias después, una vez que los
sistemas se estabilizaron. Durante el transcurso del
experimento se monitore6 la concentracion de PCE
y sus metabolitos clorados, metano, eteno y etano.
Se midi6 también el pH.

Métodos analiticos

El percloroetileno y sus posibles productos de de-
gradacion se midieron mediante el andlisis de la fase
gaseosa de las muestras, en un cromatografo de gases
HP5890, con detector de inductividad electrolitica, y
columna DB-5 de 30 m de longitud y 0.35 mm de dia-
metro (marca J&W Scientific). En los experimentos
por lotes las muestras se extrajeron directamente de
la fase gaseosa, que fueron inyectadas manualmente
al cromatografo, con una jeringa Hamilton Gastight
Samplelock,

La presencia de metano, etano y eteno se midid
en un cromatografo HP 5890 Serie II, con columna
DB-5 de 30 m de longitud y 0.35 mm de didmetro
(marca J&W Scientific), y detector de fotoionizacion.
Para el analisis de gases se tomaron muestras de 30
uL de la fase gaseosa de los microcosmos, empleando
el mismo tipo de jeringa mencionado anteriormente.
La concentracién de hidrégeno en fase gaseosa se
midi6 también por andlisis del “headspace” en un
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cromatografo de gases con detector de conductivi-
dad térmica HP 5890 Serie II y columna Hayesep Q
80/100 de 8 x 1/8 x 0.85”.

Los contenidos totales de hierro y cromo se eva-
luaron en un espectroscopio de absorcion atémica de
flama Varian Spectraa 200. El Cr(VI) se midi6 en un
espectrometro UV-visible Varian Cary 50 a 540 nm, de
acuerdo con el método de la difenilcarbazida (Clesceri
et al. 1999). El Cr(III) se calculé como la diferencia
entre Cr total y hexavalente, debido a que las especies
de Cr(V) y Cr(IV) son inestables y se reducen facil-
mente a la forma trivalente (Cotton et al. 1999).

Reactivos y soluciones

Todas las soluciones se prepararon utilizando
agua desionizada. En los experimentos se emplearon
compuestos quimicos grado reactivo (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Los recortes de Fe(0) se adquirieron
en Connelly GPM, Inc. (Chicago, IL) y se tamizaron
para separar la fraccion de 18-35 mallas. Esta fraccion
presentd un area superficial especifica de 1.68 £0.10
m?%g, con una desviacion estandar <10 % (datos no
mostrados).

El HRC fue proporcionado por la empresa Rege-
nesis (San Clemente, CA), junto con la informacion
sobre la metodologia experimental que utiliza para
realizar las pruebas de factibilidad (Anderson et al.
20006). Los gases N,y N,/CO, (80/20 %) se adqui-
rieron en INFRA S. A. de C. V.

Métodos estadisticos

Se llevo cabo un analisis de varianza para cada
uno de los experimentos de bioestimulacion. Esto
permitio establecer la existencia de diferencias
estadisticas significativas entre los diferentes trata-
mientos. Se utiliz6 el método de Dunnett que permite
la comparacion de cada tratamiento con un control,
mediante la comparacion de la diferencia de las
medias contra la t determinada por el intervalo de
confianza y el tamafio de las poblaciones. El anélisis
se realizo con el programa Minitab®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del experimento en el que se com-
bind el Fe(0) con HRC en sistemas que contenian
suelo y Cr(VI) se muestran en la figura 1.

Se observa claramente que la adicion de HRC
favorecio hasta 30% mas la reduccion del Cr(VI),
que en los casos en que sélo estaba presente el Fe(0)
como agente reductor. En este ultimo caso, la reduc-
cion del contaminante se lleva a cabo mediante la

—0—Fe(0) —H-Fe(0) + HRC —A— control

1.2

] S T
gt A

oe e

o \S\ \—/—é

0.2

0 , , M ,

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

dias
Fig. 1. Reduccion de Cr(VI) en sistemas con Fe(0) y HRC.
Condiciones iniciales: 50 mg/L de Cr(VI), 5g de suelo,

100 mL de agua y 2 g de material reactivo (hierro, HRC
o la suma de ambos)

C/Co

coprecipitacion de Fe(Ill) y Cr(IIl) en la superficie
del hierro (Blowes ef al. 1997), por lo que es factible
llegar a la saturacion del mismo, lo cual tuvo lugar
a partir del dia 8 del experimento. La reaccion que
tiene lugar es:

CrO, + Fe(0) + 8H" > Fe(III) + Cr(III) + 4H,0

xCr(IlI) + (1-x)Fe(Ill) +2H,0 € Cr,Fe, ,OOH,,
+ 30"

En experimentos previos se observd que mas
del 90 % del cromo que se elimina de la solucion
se transforma en un oxihidréxido estable, que no
es afectado por lavados sucesivos, mientras que un
porcentaje menor al 10 % se encuentra adsorbido en
la superficie (Vazquez 2005). Los resultados de los
dos tratamientos son significativamente diferentes a
los del testigo (F=22.15, p=0.000), y también entre
si. El HRC no fue disefiado especificamente para
estimular reductores de cromo, sin embargo funciona
como un sustrato general que favorecera el desarro-
llo de cualquier especie anaerobia. En aplicaciones
de campo, se ha encontrado que puede dar origen
a condiciones de oxido-reduccion en el medio que
favorecen la reduccion de Cr(VI) (Hazen et al. 2004).
En el caso en que se adicioné HRC, se logro la re-
duccion completa en el mismo periodo, con una masa
total de Fe(0) menor. Este fenomeno puede explicarse
mediante el cambio de condiciones redox del medio,
lo que favorece la precipitacion-reduccion del cromo
en las particulas de suelo. Es posible, también, que
se haya estimulado a poblaciones bacterianas que
llevasen a cabo la reduccion bioldgica.

Reduccion de PCE
Los primeros 80 dias del experimento se utili-
zaron como periodo de estabilizacion, dado que en
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ese intervalo temporal el HRC alcanza su eficiencia
optima de estimulacion (Koenigsberg y Vigue 2003).
Al final de los 80 dias, todos los sistemas presenta-
ron concentraciones similares de PCE. Entonces se
re-contaminaron con PCE y una semana después se
evalud el proceso de degradacion.

Evolucion del pH

La oxidacién anaerobia del Fe(0) produjo aumento
en el pH, hasta valores fuera del intervalo que favorece
la actividad de los microorganismos presentes en el
suelo (Madigan et al. 2000). El incremento fue ligera-
mente mayor al producido en sistemas que contenian
unicamente suelo y agua. La adicion de HRC (que
libera acido lactico) contrarrestd ese efecto y mantuvo
el pH en valores cercanos a 6, mas apropiados para la
actividad biologica (Fig. 2). En este experimento la
adicion de Fe(0) 6 Fe(0) combinado con HRC impactd
notablemente el pH de los reactores; sin embargo, seria
de esperarse que dicho efecto fuera menos drastico en
un acuifero, dadas las propiedades amortiguadoras del
material s6lido del mismo.

pH
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Fig. 2. Evolucion del pH en la reducciéon de percloretileno con
Fe (0) y HRC. Condiciones iniciales: 80 umol de PCE,
2.3 g de suelo, 30 mL de agua y 0.4 g de material reac-
tivo (hierro, HRC o la suma de ambos)

Produccién de metano

La mezcla Fe(0)-HRC generd condiciones
apropiadas para el metabolismo microbiano. Sin
embargo, un exceso en la producciéon de hidrogeno
por la oxidacion de Fe(0) e hidrolisis del HRC en
los sistemas combinados favorecio la actividad de
microorganismos metandgenos, tal como se observa
en la figura 3. Tradicionalmente se ha considerado
que los microorganismos capaces de llevar a cabo la
descloracién reductiva tienen un desarrollo dptimo
a concentraciones bajas de hidrégeno. De ser asi,

estos pudieron verse superados por una amplia gama
de metandgenos (Yang y McCarty 1998), y originar
un gasto excesivo de donador de electrones (Yang y
McCarty 2002).
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Fig. 3. Produccion de metano en los diferentes sistemas de re-
duccién de PCE. Condiciones iniciales: 80 umol de
PCE, 2.3 g de suelo, 30 mL de agua y 0.4 g de material
reactivo (hierro, HRC o la suma de ambos)

Produccion de eteno y etano

Los productos finales de la descloraciéon del PCE,
tanto por la via abidtica como por el mecanismo
bioldgico, son eteno y etano, por lo que es comun
utilizarlos como indicadores de que la reduccion
del contaminante se esta llevando a cabo (Lee y
Batchelor 2003). En este experimento se detectd su
produccién en los reactores que contenian Fe(0) y
Fe(0) en combinacion con HRC. En los primeros 20
dias la tasa de generacion de etano y eteno fue prac-
ticamente la misma (Fig. 4), lo cual puede atribuirse
ala accion del Fe(0). A partir de entonces, se observo
una producciéon masiva de gas en los reactores que
incluian el HRC. Ello puede atribuirse al inicio de la
actividad del cosustrato, que elevo considerablemente
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40 /{ N/
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Fig. 4. Produccion combinada de eteno y etano. Condiciones
iniciales: 80 umol de PCE, 2.3 g de suelo, 30 mL de
agua y 0.4 g de material reactivo (hierro, HRC o la
suma de ambos)
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la tasa de generacion de gases, principalmente un ex-
ceso de metano. La presencia excesiva de este ultimo
impidi6 la medicion diferenciada de eteno y etano en
los reactores con HRC y dichos gases no se detectaron
en los reactores al concluir el experimento.

Reducciéon de PCE

Durante los primeros 80 dias del experimento,
el Fe(0) redujo una proporcion ligeramente mayor
de PCE que el resto de los sistemas (con una dife-
rencia < 20 %), y se generaron eteno y etano como
metabolitos. Las diferencias fueron estadisticamente
significativas (F= 65.38, p=0.00). En dicho periodo
solo se habia detectado tricloroetileno (TCE) en los
reactores combinados. Después de 90 dias, una vez
que los reactores fueron recontaminados, el Fe(0)
redujo 20 % del PCE a eteno, mientras que el trata-
miento combinado redujo 40 % a TCE, tal como se
observaen la figura 5. Cabe aclarar que en el bloque
de sorcidn y volatilizacion se incluyen el eteno y el
etano no detectados. Los reactores que se utilizaron
como testigo no produjeron metabolitos.

O pce g TCE eteno + etano [l sorcion y volatilizacion

100 %

80 %

60 %

40 %

20 %

0% T T
Fe(0) Fe(0) + HRC testigo

Fig. 5. Distribucién de productos de la reduccion de PCE
después de 90 dias. Condiciones iniciales: 80 pmol de
PCE, 2.3 g de suelo, 30 mL de agua y 0.4 g de material
reactivo (hierro, HRC o la suma de ambos)

En el caso del hierro, la reduccion se llevd a
cabo a partir de la disolucion anddica del metal,
que genera electrones para la reduccion, que puede
ocurrir como

R-Cl +H"+2¢- > R-H + CI”
0
2R-Cl + 2¢ > R-R +2CI

(hidrogendlisis)

(acoplamiento)

Para el HRC, se lleva a cabo un proceso de re-
duccioén similar a partir del hidrogeno que se libera
durante la hidrdlisis del compuesto.

El Fe(0), tal como se esperaba, redujo abioti-
camente al contaminante. La adiciéon de HRC in-
crement6 notablemente la tasa de desaparicion del
PCE; si bien no se logré la descloracion completa.
En todos los casos, la suma del PCE remanente y
los metabolitos detectados se encuentran por debajo
de la concentracion inicial del contaminante. La
diferencia se atribuyo a los procesos de sorcién y
volatilizacién que pueden ocurrir en los sistemas,
aunque no se realizo6 un analisis detallado de dichos
procesos.

La adicién de HRC a sistemas reductores basa-
dos en el Fe(0) mantendria el pH y posiblemente el
potencial redox en intervalos que potencialmente
favorecerian tanto reacciones quimicas como biolo-
gicas. Sin embargo, debido al riesgo de acumulacion
de metabolitos clorados, el empleo de dicho sistema
de bioestimulacion requeriria que se confirmase la
presencia de bacterias capaces de desclorar comple-
tamente el PCE a etano, tales como Dehalococcoides
ethenogenes (Maymo-Gatell ef al. 1997).

Una segunda opcién seria la implementacion
de un sistema secuencial que incluyera una zona
de pretratamiento con HRC, previo a la barrera de
Fe(0); en donde se llevaria a cabo la descloracion de
PCE a TCE. Esto prolongaria la capacidad reactiva
del Fe (0), tal como se ha demostrado en sistemas
analogos que incluyen un tratamiento previo a la BRP
(Kenneke y Mccutcheon 2003). El sistema propuesto
se esquematiza en la figura 6.

Este estudio se demostrd que es posible apro-
vechar los efectos sinérgicos Fe-microorganismos,
promovidos por la adiciéon de un bioestimulante

PCE
TCE

EEE eteno

zonade
bioestimulacion
con HRC

. 4= barrerade

Fe(0) con menor
carga reductiva

Fig. 6. Posible configuracion para reducir PCE mediante
Fe(0)-HRC
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comercial, el HRC, para la reduccion mas efectiva
de contaminantes como el PCE y el Cr(VI), como los
que podrian generarse alrededor de una BRP. Si bien
la bioestimulacioén es poco especifica, su facilidad
de implementacion la hace especialmente atractiva
en paises en desarrollo, como México. Esta técnica
permitiria modificar positivamente la capacidad re-
ductoras global de una barrera y su entorno.
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