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Resumen

Lesser-Carrillo, L. E. (septiembre-octubre, 2015). Aplicacién
de is6topos ambientales en la determinacién de la
biodegradacién de compuestos organicos. Tecnologia y
Ciencias del Agua, 6(5), 123-129.

Se realizaron experimentos de microcosmos para determinar
el fraccionamiento de los is6topos estables de carbono
durante la biodegradacién de naftaleno. Los microcosmos
se realizaron bajo condiciones aerdbicas, anaerdbicas
(con adiciones de sulfatos, con adiciones de nitratos y sin
adiciones) y controles estériles. Se analiz6 la fase liquida para
determinar la concentracion e isétopos estables de carbono
de naftaleno. Los microcosmos aerébicos muestran que el
naftaleno se degradé aerébicamente en menos de 60 horas.
E1 d"C se increment6 de -25.5 a -25.1%o (enriquecimiento de
0.4 +0.08%o0) en una sola muestra, en la que 95% del naftaleno
habia sido biodegradado. Los microcosmos anaerdbicos
muestran que después de 288 dfas, los microcosmos sin
adiciones, con adicién de NO,  y con adicién de SO,~ habian
consumido, respectivamente, 30, 50 y 60% de naftaleno en
promedio, comparados con los microcosmos de control. Bajo
condiciones desnitrificantes, el d'*C de naftaleno aumenté de
-25.2a-23.9%o (enriquecimientode 1.3+0.3%o) después deuna
biodegradacién de 95% del naftaleno. Para los microcosmos
sin adiciones se detecté un ligero enriquecimiento en d**C de
naftaleno de -25.2 a -24.5%o (enriquecimiento de 0.7+0.3%o)
después de una biodegradacién de un 65% (después de 288
dfas). Para los microcosmos en condiciones reductoras de
SO,~ no se percibieron cambios significativos en el d°C de
naftaleno durante su biodegradacion.
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Abstract

Lesser-Carrillo, L. E. (September-October, 2015). Application of
environmental isotopes to determine the biodegradation of organic
compounds. Water Technology and Sciences (in Spanish), 6(5),
123-129.

Microcosm  experiments were conducted to determine the
fractionation of stable carbon isotopes during naphthalene
biodegradation. The experiments were developed under aerobic
and anaerobic conditions (sulfate-amended, nitrate-amended and
unamended) and with sterile controls. The liquid phase was analyzed
to determine the carbon concentration and stable carbon isotopes of
the naphthalene. The aerobic microcosms showed that naphthalene
aerobically biodegraded in less than 60 hours. The dC increased
from -25.5 to -25.1%o (enrichment of 0.4 + 0.08%o) in only one
sample, in which 95% of naphthalene was biodegraded. After 288
days, the anaerobic microcosms showed a naphthalene consumption
of 30, 50 and 60% on average for the unamended, NO, amended
and SO, amended microcosms, respectively, relative to sterile
controls. Under denitrifying conditions, dC increased from -25.2
to -23.9%o (enrichment of 1.3 + 0.3%q) after a 95% biodegradation
of naphthalene. The unamended microcosms demonstrated a slight
enrichment (0.7 + 0.3%d) of d13C from -25.2 to -24.5%o after a
biodegradation of 65% (after 288 days). For microcosms with SO,
reduction conditions, no significant changes were detected in the
dBC of naphthalene during biodegradation.

Keywords: Naphthalene, isotope, fractionation, biodegradation,
aerobic, anaerobic.
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Introduccion

La contaminacién de acuiferos con hidrocarbu-
ros ha sido ampliamente documentada (Fetter,
1993; Iturbe & Silva, 1989, Lesser-Carrillo, 2006).
El naftaleno es el hidrocarburo aromdtico po-
linuclear (HAP) producido de forma principal
por la refinacién de petréleo y es encontrado en
especial en la brea. El naftaleno es un contami-
nante del agua subterrdnea que se encuentra por
lo comin en instalaciones de preservacién de
la madera (Environment Canada, 1993; USEPA,
1992). Se ha demostrado que el naftaleno se
biodegrada aerébicamente (Ehrlich, Goerlitz,
Godsy, & Hult, 1982; Heitkamp & Cerniglia,
1989) bajo condiciones andxicas (Agarry &
Owabor, 2011; Maillacheruvu & Pathan, 2009;
Kleemann & Meckenstock, 2011), bajo condicio-
nes reductoras de fierro (Blum et al., 2009), en
condiciones desnitrificantes (Mihelcic & Luthy,
1998; Al-Bashir, Cseh, Leduc, & Samson, 1990) y
bajo condiciones reductoras de sulfato (Thierrin,
Davis, & Barber, 1995; Rockne & Strand, 1998).

El carbono tiene dos is6topos estables (*C y
2C) y un is6topo radiactivo (*C) (T1/2 =5 730
afios). La abundancia natural del *C es de 1.11%
(Clark & Fritz, 1997). Por razones cinéticas existe
una preferencia de los microorganismos para
romper enlaces >C->C en vez de enlaces C-
BBC durante la biodegradacién de compuestos
orgdnicos (Van de Velde, Marley, Studer, &
Wagner, 1995). Por tanto, la relacién *C/2C del
compuesto que estd siendo degradado podria
aumentar en el proceso de biodegradacién. Va-
rios estudios han demostrado un cambio en la
relacién de is6topos de carbono estables durante
la biodegradacion de los solventes clorados
(Hunkeler, Aravena, & Butler, 1999; Bloom,
Aravena, Hunkeler, Edwards, & Frape, 2000;
Sherwood-Lollar et al., 1999). Los compuestos
BTEX producen fraccionamientos isot6picos
muy pequefios en carbono durante su biodegra-
dacién (Sherwood-Lollar et al., 1999; Stehmeier
et al., 1999; Ahad, Sherwood-Lollar, Edwards,
Slater, & Sleep, 2000), asi como el MTBE (Lesser
et al., 2008). Richnow, Annweiler, Michaelis y
Meckenstock (2003) encontraron un fracciona-
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miento isotépico en naftaleno muy bajo en un
estudio de campo.

Para estudiar este fenémeno en laboratorio,
se puede reproducir la biodegradacién del
naftaleno en microcosmos y se esperaria que la
relacién de *C/"2C dentro del naftaleno aumen-
tarfa con el tiempo al avanzar la biodegradacién
del compuesto. El objetivo de este estudio es
determinar, mediante pruebas de laboratorio,
el fraccionamiento de los is6topos estables de
carbono durante la biodegradacién aerébica y
anaerdbica de naftaleno.

Métodos
Experimentos de microcosmos

Se realizaron experimentos de microcosmos
bajo condiciones aerdébicas y anaerdbicas con
controles estériles. Los microcosmos anaerébi-
cos se llevaron a cabo con adiciones de sulfa-
tos, con adiciones de nitratos y sin adiciones.
El propésito de las adiciones fue promover
la biodegradaciéon anaerdbica de naftaleno
mediante la adicién de aceptores de electrones
que pudieran haberse agotado en los sedimen-
tos y aguas utilizadas. Todos los experimentos
se hicieron por triplicado. Los microcosmos se
realizaron en viales de vidrio de 60 ml. Cada
microcosmo fue llenado con 20 g de sedimentos
provenientes de un acuifero contaminado con
naftaleno, y aproximadamente 55 ml de agua
subterrdnea sin dejar aire en los viales. Los
microcosmos anaerdbicos fueron preparados
en una cdmara anaerdbica. Se realizé un total
de 144 microcosmos.

Los microcosmos fueron sacrificados de
forma periédica en triplicado y la fase liquida
se analiz6 para determinar la concentracién de
compuestos orgdnicos y, en su caso, oxigeno
disuelto, nitratos o sulfatos. Las muestras de
agua de los microcosmos que iban a ser analizas
para is6topos estables de carbono se tomaron en
viales de vidrio de 4.8 ml, con un tapén de teflén
y sin dejar espacios de aire. Estas muestras se
conservaron con azida de sodio a una tasa de 1
ul por cada ml de muestra, y se almacenaron a
4 °C hasta que fueron analizadas.
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Andlisis de laboratorio

Las concentraciones de los compuestos orgéni-
cos e inorgdnicos de las muestras de agua y los
andlisis de is6topos estables de carbono fueron
analizados tanto por el Organic Geochemistry
Laboratory como por el Environmental Isotope
Laboratory de la Universidad de Waterloo,
Canada.

Resultados y discusién
Microcosmos aerobicos

Los microcosmos aerébicos muestran que el
naftaleno se degradé aerébicamente en menos
de 60 horas. Estos resultados concuerdan con
estudios previos que han demostrado la biode-
gradacién aerdbica de naftaleno (Ehrlich et al.,
1982; Heitkamp & Cerniglia, 1989). Los datos
obtenidos de estos experimentos muestran que
después de 48 horas habia diferencias significa-
tivas en la cantidad consumida de naftaleno en
cada microcosmo (de 50 a 95%).

Tomando en cuenta los resultados de la
biodegradacién de naftaleno se analizaron 13

muestras para d"*C provenientes de los micro-
cosmos. Los resultados muestran que se observo
un ligero enriquecimiento del d"*C durante la
biodegradacion aerdbica. E1 d®*C se incrementé
de -25.5 a -25.1%o0 (enriquecimiento de 0.4 +
0.08%0), en una sola muestra, en la que 95% del
naftaleno habia sido biodegradado. Los datos
muestran con claridad que este enriquecimiento
es s6lo aparente después de que la mayor parte
del naftaleno ha sido degradado (figura 1).

Otros investigadores, como O’Malley, Abra-
jano Jr. y Hellou (1994) también han observado
muy pequefios enriquecimientos isotépicos en
naftaleno en las etapas finales de su biodegra-
dacién aerébica. Como comparacién con otros
compuestos, Stehmeier et al. (1999) encontraron
un enriquecimiento isotépico de 1.1%o0 duran-
te la biodegradacion aerébica de benceno y
Sherwood-Lollar et al. (1999) no encontraron
ningtin fraccionamiento significativo en tolueno
durante su biodegradacién aerébica.

Este fraccionamiento isotépico puede no ser
suficiente para demostrar la biodegradaciéon
de naftaleno en situaciones de campo, donde
muchos otros procesos, como la adveccién, dis-
persién y adsorcion también contribuyen a dis-
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Figura 1. d13C de naftaleno durante la biodegradacién aerébica en microcosmos. La concentracién de naftaleno estd

normalizada y las barras de error representan el error analitico.
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minuir las concentraciones de los contaminantes.
Microcosmos anaerobicos

Estos experimentos también se hicieron por
triplicado. Los resultados muestran que después
de 288 dias, los microcosmos sin adiciones, con
adiciéon de NO, y con adicién de SO,~ habian
consumido, respectivamente, 30, 50 y 60% de
naftaleno en promedio, en relacién con los
microcosmos de control. El naftaleno fue précti-
camente consumido en su totalidad en cuatro de
los microcosmos. La concentracién de naftaleno
en los controles estériles disminuyé tan sé6lo
ligeramente durante el mismo tiempo; por lo
tanto, la mayor parte de la disminucién en la
concentracién de naftaleno en los microcosmos
activos se atribuye a la biodegradacién.

Las tasas de biodegradacién se calcularon
restando la pérdida de masa en los controles
estériles. Para las tasas de biodegradacion apa-
rente de orden cero (A ) se obtuvieron 0.26, 0.77
y 0.58 afios™ para los microcosmos sin adiciones,
con adicién de NO, y con adicién de SO,7, res-
pectivamente. Las tasa de biodegradacién de
primer orden (A,) obtenidas fueron 0.51, 1.50 y
2.23 afios™ para para los microcosmos sin adicio-
nes, con adicién de NO, y con adicién de SO,
respectivamente. Estas tasas de biodegradacién
son considerablemente inferiores a las obtenidas
para la degradacion aerébica. Blum et al. (2009)
obtuvieron una A de 1.39 afios”, similar a lo
reportado en este estudio; sin embargo Agarry
y Owabor (2011) reportan A de 5 a 31 afios™.

En los microcosmos anaerdébicos también se
analizaron las concentraciones de NO, y SO,
para monitorear su actividad como receptores
de electrones. Los resultados muestran que la
disminucién en la concentracién de naftaleno
en los microcosmos con adicién de SO,~ se
correlaciona con una baja en la concentracién
de SO," (datos no mostrados). Esto evidencia
que la biodegradacién de naftaleno se produjo
en un medio reductor de sulfatos. De la misma
manera, la disminucién en la concentracién de
naftaleno en los microcosmos con adicién de
NO, también se correlaciona con una merma en
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la concentracién de NO,” (datos no mostrados),
evidenciando que la biodegradacién de naftale-
no se produjo bajo condiciones desnitrificantes.

Tomando en cuenta los resultados de la
biodegradacién de naftaleno, se analizaron 20
muestras para d“C provenientes de los mi-
crocosmos. Los resultados muestran que bajo
condiciones desnitrificantes, el d"*C de naftaleno
aumento de -25.2 a -23.9%o (enriquecimiento de
1.3 £ 0.3%0) después de una biodegradacién de
95% del naftaleno (figura 2). Dicho fracciona-
miento significa que bajo condiciones desni-
trificantes en situaciones de campo, este efecto
pudiera no ser apreciado con facilidad.

Para los microcosmos sin adiciones se
detecté un ligero enriquecimiento en d”*C de
naftaleno de -25.2 a -24.5%o (enriquecimiento
de 0.7£0.3%0) después de una biodegradacién
de un 65%. En este experimento no se perciben
cambios significativos en el d"*C de naftaleno
durante su biodegradacién y no se observa nin-
gun microcosmo con un d"*C estadisticamente
diferente.

Richnow et al. (2003) encontraron un frac-
cionamiento isotépico en naftaleno de 1.2%o
en un acuifero anaerdébico. Sin embargo Kelley,
Coffin y Mueller (1998) analizaron el d'*C de
varios HAPs (incluido el naftaleno) en un
acuifero con condiciones anaerébicas. En sus
datos de su campo se aprecia un muy pequefio
enriquecimiento en el d”C de naftaleno, sin
embargo no le dan importancia, quizas debido
a la incertidumbre de un enriquecimiento tan
bajo. Los resultados de este estudio estan de
acuerdo con los resultados de Kelley et al. (1998).

Conclusiones

Los microcosmos aerdbicos muestran que el
naftaleno se degrad6 aerébicamente en menos
de 60 horas. Las tasas de biodegradacién calcu-
ladas fueron A,=2.4 d-'y A _0.72 d". E1 d”C se
increment6 de -25.5 a -25.1%o (enriquecimiento
de 0.4 £ 0.08%0) en una sola muestra, en la que
95% del naftaleno habia sido biodegradado. Este
resultado fue estadisticamente diferente de otras
tres muestras con menor grado de biodegrada-
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Figura 2. d13C de naftaleno durante la biodegradacién anaerébica en microcosmos en condiciones de desnitrificacién (adicion

de NO,). La concentracién de naftaleno estd normalizada y las barras de error representan el error analitico.

cién. El factor de enriquecimiento (e) para la
biodegradacién aerdbica segtin la destilacién
de Rayleigh fue de -0.16.

Los microcosmos anaerébicos muestran
que después de 288 dias, los microcosmos sin
adiciones, con adicién de NO,"y con adicién de
SO~ habian consumido, respectivamente, 30,
50y 60% de naftaleno en promedio, en relacién
con los microcosmos de control. Las tasas de
biodegradacién calculadas para A, fueron 0.26,
0.77 y 0.58 afios? para los microcosmos sin
adiciones, con adicién de NO, y con adicién de
SO, respectivamente. Para los mismos casos,
A, fue 0.51, 1.50 y 2.23 afios™.

Bajo condiciones desnitrificantes, el d°C de
naftaleno aumento6 de -25.2 a -23.9%uo (enriqueci-
miento de 1.3 + 0.3%0) después de una biodegra-
daciéon de 95% del naftaleno, mientras se obtuvo
un e de -0.3. Para los controles estériles, los
valores d"*C demostraron ser estadisticamente
iguales. Para los microcosmos sin adiciones se
detect6 un ligero enriquecimiento en d®C de
naftaleno de -25.2 a -24.5%o (enriquecimiento
de 0.7 £ 0.3%0) después de una biodegradacién
de un 65% (después de 288 dias), con e de -0.62.

Para los microcosmos en condiciones reduc-
toras de SO, no se perciben cambios significa-
tivos en el d"*C de naftaleno durante su biode-
gradacién y no se observa ningtin microcosmo
con un d"C estadisticamente diferente.

El enriquecimiento isotépico observado
durante las biodegradaciones aerébica y
anaerébica de naftaleno, aunque pequefio, es
estadisticamente significativo. Sin embargo,
este enriquecimiento isotépico puede no ser
suficiente para demostrar la biodegradacién
de naftaleno en situaciones de campo, donde
muchos otros procesos, como la adveccién,
dispersién y adsorcién, también contribuyen a
disminuir las concentraciones de los contami-
nantes.
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