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Resum

Aquest estudi avalua Uefecte dels surfactants Dodecil Sulfat Sodic (SDS), Tween 80
(T80) i E-Mulse 3® (E3) en la biodegradacié de linda, monoclorobenze (MCB) i benzé
per consorcis enriquits en Shewanella sp. i purs de Pseudomonas veronii. Els
surfactants incrementen la solubilitat del linda, pero0 poden alterar lactivitat
microbiana: el SDS a 1 g/L inhibeix la degradacié en Shewanella, mentre que T80 i
E3 només en redueixen la velocitat. La degradacio del MCB per P. veronii no es veu
afectada. En soOls contaminats, l'Us de surfactants és essencial per garantir la
biodisponibilitat del linda, destacant la importancia de seleccionar-los
adequadament en estrategies de bioremediacio.

Paraules clau: Linda, Monoclorobenze, Shewanella, Pseudomonas, SDS, Tween
80, E-Mulse 3°.

Continguts clau

e Els surfactants augmenten la solubilitat del linda en aigua fins a un 94%.

e ELSDS inhibeix Shewanella sp. a 1 g/L, pero P. veronii és més tolerant.

e ElTween 80il'E-Mulse 3° s6n compatibles amb la bioremediacié anaerobia.
e L'Us de surfactants és clau per degradar el linda adsorbit en sols reals.



1. Introduccid

1.1. Origen del contaminant, normativa i emplacament
principal

El linda, conegut quimicament com Llisdomer gamma de ['1,2,3,4,5,6-
hexaclorociclohexa (HCH), és un pesticida organoclorat que es va utilitzar
massivament a totel mén com ainsecticida d'ampli espectre durant el segle XX [1].
La seva aparicié i adopcidé no es poden separar del context béllic, ja que els
historiadors emfatitzen que el control industrial de plagues ha estat estretament
entrellacat amb les logiques i els materials de la guerra quimica des de finals del
segle XIX. Després de la Segona Guerra Mundial, els métodes de produccié de
nitrogen per a explosius es van adaptar per a fertilitzants, i els productes quimics
utilitzats per combatre vectors de malalties durant el conflicte es van redirigir cap
al control de plagues agricoles [2]. Aquest llegat de "guerra toxica" va convertir
substancies com el linda en eines fonamentals de la "Revolucié Verda", un procés
d'intensificacié agricola que va introduir noves formes de violéncia lenta i invisible
contra el medi ambienti els cossos dels treballadors [3].

La produccié del linda s'obté a partir de la fotocloracié del benze (BZ) mitjancant
radiacié UV, un procés que genera una barreja de diferents isomers coneguda com
a "HCH técnic". Aquesta barreja conté principalment els isomers a- (55-80%), B- (5-
14%), ¥- (8-15%), 0- (2-16%) i e-HCH (3-5%). Les diferéncies principals entre els
isbmers son la volatilitzacié de 'lisomer B-HCH, que és inferior al ¥-HCH, i que el
aquest darrer és l'Unic isomer amb propietats insecticides efectives. Aixi doncs,
'"’HCH teécnic” se sotmet a un procés de purificacié mitjancant cristallitzacié
fraccionada per obtenir el producte comercial (linda) amb una puresa superior al
99% [1].

Aquesta estrategia industrial ha resultat historicament molt ineficient i altament
contaminant. Per cada tona de linda purificat que es produeix, es generen
aproximadament entre 6i 12 tones de residus d'altres isomers d'HCH que no tenen
utilitat comercial. Durant décades, aquests residus van ser abocats de manera
inadequada en piles obertes 0 en abocadors sense revestir prop de les plantes de
fabricacio, estimant-se que entre 4i 7 milions de tones d'aquests residus perillosos
s'han dispersat per tot el moén [4].

La perillositat dels isomers de l'HCH se centra en les seves propietats quimiques:
sOn persistents i bioacumulables en els teixits vius. S'han documentat efectes
toxics greus en els éssers humans i el medi ambient, incloent alteracions en els
sistemes nerviés, immunologic i endocri, potencials efectes carcindogens i
desordres reproductius [5]. A causa d'aquest perfil de toxicitat, UEstat Espanyol va
regular els nivells de referéncia a un maxim de 1 mg/kg de pes sec, contemplat dins
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de 'annex 5 del Real Decret 9/2005, del 14 de gener, pel que s'estableix la relacid
d'activitats potencialment contaminadores del soli els criteris i estandards per a la
declaracié de sols contaminats. Després, la Unié Europea va prohibir tots els seus
usos l'any 2008 (Reglament (CE) num. 850/2004). Posteriorment, al maig del 2009,
els isbmers a-, B- i ¥-HCH van ser inclosos en el Conveni d'Estocolm sobre
Contaminants Organics Persistents (POP per les sigles en angles) fent que el seu
tractament s'hagi d'abordar a nivell mundial, incloent-hi les reserves obsoletesi els
grans volums de residus que queden com a llegat de la produccié [6].

Un dels exemples més critics d'aquest llegat de contaminacié a Europa es troba a
Sabifanigo (Osca, Espanya). Entre 1975 1988, 'empresa INQUINOSA va abocar de
manerainadequadaiillegalun minimde 115.000 tones de la resta d’isomers d'HCH
no aplicables com insecticides en els dos dels abocadors no impermeabilitzats de
les localitats properes de Sardas i Bailin. Aquesta accié ha convertit la zona en un
dels diposits d'HCHs més grans del moén, provocant la migracidé de substancies
toxiques através del subsol. Com aresultat, es van detectar aproximadament 4.000
tones de liquids de fase densa no aquosa (DNAPL) que contaminen els diposits
alluvials i representen una amenaca directa per al riu Gallego [7].

Després de retirar la fase lliure del DNAPL, els esforgos se centren en la remediacio
d'aquests emplagaments, una tasca complexa a causa de la baixa conductivitat
hidraulica de capes com els llims, la persisténcia dels contaminants i la seva gran
concentracié. Les tecnologies estudiades inclouen des de métodes fisicoquimics
com l'extraccié de vapor o l'oxidacio quimica in situ (ISCO), fins a la bioremediacio.
La bioestimulacio in situ es presenta com una alternativa sostenible i de baix cost,
ja que aprofita la capacitat de certs microorganismes autoctons per degradar els
clorobenzens i els isomers d'HCH tant en condicions aerobiques (oxidatives) com
anaerobiques (reductives). Tanmateix, l'éxit d'aquestes intervencions depen de
factors com la presencia de microorganismes autoctons capacos de degradar els
contaminants, de la complexitat geoquimica del lloc i de la capacitat de fer arribar
els nutrients i acceptors d'electrons a les zones contaminades [8]. En
consequencia, Uestudi dels microorganismes capagos de degradar el linda és
essencial per a assegurar la viabilitat dels processos de bioremediacié. S’ha
observat que U'aquifer conta amb els microorganismes capacos de transformar els
contaminants presents a Sardas: isomers de pentaclorobenze, tetraclorobenze,
triclorobenze, diclorobenze, HCH, heptaclorociclohexe, hexaclorohexe i
pentaclorociclohexe, conjuntament amb MCB i BZ [7]. Aquests microorganismes
degradadors pertanyen a generes com Acidovorax, Lutibacter, Rhodoferax,
Sphingobium, Sphingomonas, Pseudomonas i Shewanella [1].



1.2. Consorcis bacterians aillats de ’emplagament

La bioremediacio ofereix una alternativa al tractament del linda en lloc de la seva
oxidacié quimica, un procés que comporta el risc de generar productes intermedis
més toxics, com ara les dioxines o fenols policlorats [9].

Durant els ultims anys, el grup de recerca BioremUAB ha estudiat la capacitat de
bioestimulacié6 de Uemplacament de Sabifdnigo en diferents condicions
(anaerobia i aerobia) i addicionant nutrients (nitrat, fosfor o lactat), i s’han obtingut
dos cultius microbians al laboratori aplicant transferéncies successives a medi
definit i técniques com la dilucid fins a Uextincié. En primer lloc, s’ha aillat un
consorci anaerobi enriquit en Shewanella sp., que transforma els isomers de HCH
a MCB i BZ, i en segon lloc, un cultiu aerobi pur de Pseudomonas veronii que
mineralitza el MCB i BZ. La ruta de degradacié anaerobia del linda condueix a la
formacié majoritaria de MCB amb traces de BZ per lactivitat de bacteris
dehalorespiradors que utilitzen hidrogen com a donador d’electrons. Les rutes
descrites a la bibliografia relatives a la reduccié del linda a MCB i BZ estan
representades a la Figura 1. Parallelament, el genere de Pseudomonas és capag de
mineralitzar en condicions aerobies el MCB i el BZ fins a CO,, incorporant-los al
cicle de Krebs com a Succinil-coA o Acetil-CoA i emprant-los com a substrat per al
seu creixement [10], en un procés esquematitzat a Figura 2.
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Figura 1. Vies descrites per a la decloracio de l'isomer ¥ - HCH. Les estructures es van dibuixar a ChemDraw
(v16). Les fletxes més gruixudes representen les reaccions més favorables en aquest pas. Els enllagos i
substituents acolorits a cada molécula representen la ubicacié on tenen lloc les reaccions [11].
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Figura 2. Compostos canalitzats cap a (a) catecol i (b) enzims i inductors utilitzats per la ruta de degradacid del
catecol mitjancant la regulacié de la via del B-ketoadipat en Pseudomonas. Les abreviacions dels enzims:
P3,40, protocatecuat 3,4-dioxigenasa; CMLE, enzim lactonitzant de cis,cis-muconat-y-carboxi; CMD,
descarboxilasa de ¥-carboximuconolactona; C1,20, catecol 1,2-dioxigenasa; MLE, enzima lactonitzant de
cis,cis-muconat; Ml, isomerasa de muconolactona; ELH, hidrolasa d’enollactona; TR, ketoadipat:transferasa de
succinil-CoA; TH, tioelasa de ketoadipil-CoA. Les abreviacions dels inductors: CML, ¥-carboximuconolactona;
BKA, B-ketoadipat; PCA, protocatecuat; CCM, cis,cis-muconat; (=) indica que l’enzim no esta present [12].



1.3. Usi aplicacio de surfactants en la remediacié de
Uemplacament de Sabifnanigo

Lemplagament de Sardas ha estat objecte de diverses estrategies de remediacio.
Entre altres, s’han empleat dos tipus de surfactants destinats a facilitar Uextraccio
i posteriortractament dels residus de linda [13]. D’una banda, s’ha aplicat 'E-Mulse
3® (E3), un surfactant comercial no idonic i biodegradable seleccionat per la seva
elevada capacitat de solubilitzar contaminants organics i per la seva compatibilitat
amb processos d’oxidacid quimica [14]. En aquest cas s’ha emprat a
'emplagament seguint les tecnologies de remediacié de SEAR (Surfactant-
Enhanced Aquifer Remediation) orientat a mobilitzar el DNAPL mitjangant injeccié
i extraccio, i de Surfactant In-Situ Chemical Oxidation (S-ISCO), que combina la
injeccid de surfactants amb oxidants per promoure la degradacié in situ [15]. Per
altra banda, el Dodecil Sulfat Sddic (SDS), un surfactant anionic, s’ha utilitzat
sobretot en assajos de laboratorii en processos d’electroremediacié per estudiar la
mobilitat dels contaminants sota camps eléctrics [13].

S’ha observat que el SDS pot interferir en els processos d’oxidacié guimica, ja que
les micelles que forma poden repellir els agents oxidants i impedir-ne 'accés al
contaminant, fet que fa necessaria l’addicié de cations que neutralitzen aquestes
carregues, reduint la repulsid electrostatica i facilitant que el surfactant
s'adsorbeixi al sol[16]. D’altra banda, 'E3 mostra un comportament més equilibrat
entre la solubilitzacid i Uoxidacio quimica posterior [17].

Per altra banda, el surfactant Tween 80 (T80) no s’ha aplicat a 'emplagcament de
Sardas, pero si a altres emplagaments reportats a la bibliografia. Segons Xu et al.
(2024) [18], el T80 incrementa la solubilitat aparent dels contaminants hidrofobs
mitjancant la formacid de micelles, fet que facilita la transferéncia dels isomers de
I’HCH des de la matriu solida cap a la fase aquosa. Tanmateix, la seva interaccio
amb minerals argilosos, especialment la bentonita (argila de gra fi que conté bases
i ferro), pot provocar un augment de Uespai interlaminar i, com a consequéncia, una
perdua d’aigua i una contraccié volumetrica del sol. Aquest procés pot generar
clivelles que afavoreixen la migracio de contaminants com el MCB cap a estrats
més profunds [19]. EL T80 presenta una elevada afinitat per les argiles, de manera
que calen concentracions altes per saturar els llocs d’adsorcié i garantir que la
fraccié no adsorbida sigui efectiva en la solubilitzacié del contaminant. No obstant
aix0, concentracions excessives poden generar un efecte competitiu, en que les
micelles en solucié redueixen lUeficacia del surfactant adsorbit i, per tant,
disminueixen el rendiment global de la remediacio [20].

Laplicacié d’aquests agents quimics genera diversos efectes sobre la matriu
geologica i el comportament dels contaminants. En primer lloc, la reduccio de la
tensio superficial afavoreix la solubilitzacié i desorcié de compostos hidrofdbics
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com els clorobenzens i 'HCH, facilitant-ne el pas a la fase aquosa i, per tant,
possibilitant la seva extraccid i posterior oxidacio [14]. En segon lloc, s’ha constatat
que una fracci6 significativa del surfactant queda adsorbida als materials geologics
locals, formats majoritariament per gresos (sorra sedimentaria d’entre 2i 1/16 mm
de diametre que pot contenir ferro, calci, sofre, silici i coral) i llims (particules del
sol d’entre 1/16 i 1/256 mm de diametre). Aquest fet disminueix la concentracio
efectiva disponible a lafase liquida per alaremediacidiobliga aincrementar la dosi
empleada per tal de superar la capacitat d’adsorcié del sol [15].

Un altre parametre que afecta als resultats és U'envelliment de la contaminacio, que
amb més de tres decades d’interaccié amb la matriu solida, dificulta notablement
la desorcié i extraccié dels contaminants fins i tot en preséncia de surfactants [21].

Toti els avencos en la remediaci6 del linda, U'Us de surfactants en tecnologies com
SEAR i S-ISCO continua presentant incerteses [18, 22], especialment pel que fa al
seu impacte sobre els microorganismes responsables de la biodegradacié. La
bioremediacié és una alternativa més economica i menys generadora de
subproductes toxics que l'oxidacid quimica, i pot integrar-se amb tractaments
basats en surfactants, per0 encara es desconeix fins a quin punt aquests
compostos poden inhibir o modificar Uactivitat de bacteris com Shewanella sp. i
Pseudomonas veronii. La bibliografia mostra efectes molt variables segons el tipus
i la concentracid del surfactant, sense que existeixi una conclusié clara sobre la
seva influéncia en la degradacié del linda i dels seus intermedis de degradacié [20].

Aquesta manca d’informacio és critica per al disseny de tractaments in situ, on la
desorcio dels contaminants sovint depén de 'Us de surfactants. Per aixo, l'objectiu
del treball és estudiar Uefecte de diferents surfactants sobre la biodisponibilitati la
degradacio dels contaminants a lemplagcament de Sabifianigo (HCH, MCB i BZ) en
cultius amb Shewanella sp. i Pseudomonas veronii.



2. Materials i Metodes

2.1 Preparacio dels microcosmos

Els microcosmos consisteixen en ampolles de serum de vidre de 100 mL de volum
total, tancades hermeticament amb septes de butil teflonats i xapes d’alumini per
evitar la perdua dels compostos volatils i mantenir les condicions anaerobies, si
s’escau. Els microcosmos s’omplen amb 70 mL de medi sintétic formulat
especificament per a cada genere bacteria.

El consorci que conté Shewanella sp. es cultiva en un medi definit que assegura un
ambient altament reductor. Aquest medi inclou 3 mM de lactat com a font de
carboni, vitamines, 0.01 M de NaHCO; com a tampd, sals essencials (2.9 g/L
KH,PO,, 3.9 g/L NH,Cl, 14.3 g/L NaCl, 5.9 g/L MgCL-6H,0, 7.4 g/L KCli 0.2 g/L
CaCl;:2H,0) i metalls traga (0.3 mg/L FeCl,-4H,0, 0.001 mg/L ZnCl,, 0.001 mg/L
MnCl;-2H,0, 0.003 mg/L CoCl,-6H,0, <0.001 mg/L H3BOs3, <0.001 mg/L NiCl,-6H,0,
<0.001 mg/L Na,M00O,4-H.0, 0.01 mM NaHCO;). Per mantenir un potencial redox
baix, s’hi afegeix 0.29 mM de citrat de titani (lll) com a agent reductor, i per promoure
la disponibilitat dels components se li afegeix 1.8 g/L d’acid nitriloacetic (NTA). Els
microcosmos reben una sobrepressié d’una mescla de N»/CO, (4:1, v/v, 0.2 bar) i
H, (0.4 bar) com a donador d’electrons. Per obtenir ’'anaerobiosi del medi, s’aplica
primer un buit durant 45 minuts per eliminar Uoxigen dissolt. Tot seguit, es purga
l'aigua amb nitrogen durant uns 20 minuts per retirar-ne qualsevol resta d’oxigen
residual.

El cultiu de P. veronii es cultiva en un medi aerobi que conté les seglents
concentracions de sals minerals i de metalls traga: 1.01 g/L KNOs, 1.3 g/L NH.Cl,
1.36 g/L KH,PO,, 1.42 g/L Na,HPO,-2H,0, 0.2 g/L MgCl,-6H,0, 0.07 mg/L ZnCl,,
0.039 mg/L CuS0O4'5 H,0, 5 mg/L FeS047 H.0, 10 mg/L CaCl»-2 H,0, 1.54 mg/L
MnSO,-H,0, 0.036 mg/L NaMo00O4-H,0, 0.19 mg/L CoCl, - 6H,0, 2.86 mg/L HsBOs, i
12.8 mg/L de lagent quelant NTA. També s’hi afegeixen vitamines per potenciar
l'activitat metabolica i s’hi afegeix una sobrepressié de 0.5 bar d’O..

Totes les manipulacions relatives als cultius anaerobis es duen a terme dins d’una
cambra anaerobia amb atmosfera controlada de nitrogen i hidrogen amb l'objectiu
de facilitar la transicié del sol cap a condicions estrictament anaerobies i evitar
qualsevol entrada d’oxigen que pugui comprometre Uactivitat microbiana. Els
cultius es dopen amb el contaminant a degradar (linda o MCB), i es conserven en
una cambra termostatica a 25 °C en abséencia de llum en condicions estatiques. A
més, es realitzen transferencies periodiques d’aproximadament un 5% del volum
cap a medi fresc quan s’ha degradat prop del 80% de la dosi anterior, assegurant
aixi la continuitat i la viabilitat del cultiu.
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2.2 Preparacio d’estoc dels surfactants

Es preparen diversos estocs anaerobics de surfactants amb Uobjectiu de disposar
de solucions utilitzables indistintament en condicions aerdbies i anaerobies. Es
formulen les concentracions en funcié de la densitat de cada compost, s’afegeixen
les quantitats corresponents de surfactant a un volum final de 100 mL d’aigua
ultrapura. En el cas del Tween 80, amb una densitat de 1.064 g/cm®, s’incorporen
6.5 g de producte, per a 'E-Mulse 3% amb una densitat de 1.010 g/cm3, s’afegeixen
7.0 g i per al SDS, essent un compost solid, es dissolen 7.1 g per obtenir la
concentracio desitjada. Per tal de garantir condicions esteérils, tots els estocs de
surfactants es filtren mitjangant xeringa a un filtre de diflorur de polivinilide (PVDF)
(Branchia, 0.22 pmi @ 13 mm).

2.3 Preparacio de surfactants experimentals

De manera posterior a la secci6 anterior, s’estableixen 7 mostres amb 70 mL d’aigua
Mili-Q i 500 uM de linda. Ala mostra control no se li afegeix cap surfactant, a laresta,
se liafegeix 0.2 g/Li1 g/L dels estocs de cada surfactant preparat. Totes les mostres
de surfactant tenen un duplicat.

2.4 Preparacio dels microcosmos amb Shewanella sp. o P.
veronii amb surfactants

Per a ambdds géneres bacterians es realitzen un duplicat de control negatiu, on
només s’hi afegeix el medi preparat de la seccid 2.7, Shewanella sp. o P. Veronii
(transferit al 5 % v/v), i 500 uM de linda i 800 uM de MCB, respectivament. En el
control negatiu no se li afegeix mai surfactant. Per altra banda, els controls biotics
consisteixen en medi de cultiu amb el microorganisme corresponent sense dopar
amb contaminant.

Per a la resta de microcosmos, es fan duplicats amb les condicions darrerament
esmentades i s’apliquen 0.2 g/L i 1 g/L dels estocs de cada surfactant preparat a la
secci6 2.2.

2.5 Preparacio dels microcosmos experimentals amb sol

Per simular les condicions de laquifer, s’introdueix sol contaminat amb 40 uM
HCHs procedent de l'emplacament de Sardas en microcosmos preparats segons la
metodologia descrita a la seccid anterior.

A cada microcosmos se U'hi afegeixen 10 g de sol per 60 mL de medi. El sol ha estat
conservat préviament en condicions aerobies a 4°C i es considera
microbiologicament inactiu en el moment de la preparacio. Per aquest motiu, els
microcosmos amb medi i sol sense inocular actuen com a control negatiu de
’experiment (representat a la llegenda com a “Sol”).
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El control del sdl amb activitat bacteriana se li atribueix a “Sol + Shewanella” on se
Uinocula el cultiu enriquit en U'espécie degradadora. També s’han preparat un
conjunt de microcosmos inoculats i sense soOl els quals s’han anomenat com a
“Shewanella”. En aquest cas, s’hi afegeix una concentracié de 40 uM de linda, valor
gue s’estima equivalent al contingut present en el sol segons la relacio de 67 mg de
linda per kg de sol obtinguda en caracteritzacions previes de la matriu solida.

El surfactant emprat per la resta de microcosmos és 'E3 present tant en els
controls (“Sol + Surfactant”, amb la concentracié corresponent indicada a la
llegenda) com en les mostres experimentals designades com “MSSS”. Aquestes
mostres inclouen medi, sol, surfactant (amb la concentracié especificada) i 3 mL
d’inocul de Shewanella sp.

2.6 Analisis quimics

Per a l'analisi de MCB i BZ, es va injectar un volum de 0.5 mL del headspace del
microcosmos a un cromatograf de gasos (GC) (Agilent 6890 N) acoblat a un detector
ionitzador de flama (FID) amb la columna DB-5 (30 m x 0.32 mm x 0.25 um). En
aquest cas, lainjeccio es va fer en mode split (1:2) a 250 °C i el detector a 300 °C. El
programa del forn va comencar a 40°C, amb un increment de 18 °C/min fins a
260 °C i un manteniment final de 15 min. El gas portador és U’heli (1.2 mL/min). EL
tractament de dades i la integracié de pics es duen a terme amb el programari
Chromeleon 7.2 (Dionex) per als compostos organics.

Lanalisi del linda requeria d’una extraccié en fase organica. Un millilitre de mostra
es vortexa amb 2 mL d’una mescla 1:1 d’hexa i acetona a maxima agitacio durant
12 minies centrifuga durant 10 minuts a 3500 rpm. El sobrenedant resultant esfiltra
amb 0.22 um a un vial. Aquests extractes de linda es conserven a 4 °C durant 10
dies i s’analitzen en un GC (Agilent 8860) acoblat a un detector de captura
d’electrons (ECD). El forn del GC esta equipat amb la columna HP-5 (30 m x
0.32mm x 0.25 uym). La injeccio es realitza en mode splitless a 280 °C, i el forn del
GC segueix un programa de temperatura iniciant-se a 90 °C, incrementant-se a
18 °C/min fins a 250 °C i mantenint-se 15 min. El gas portador utilitzat és U'argo a
0.5 mL/min. La quantificacié dels compostos organics es realitza mitjancant
corbes de calibratge preparades amb patrons a concentracions conegudes.
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3. Resultats i Discussio
3.1. Solubilitzacio del linda amb diferents surfactants

Per comprovar Uefecte que tenen el tipus i la concentracid dels surfactants en la
solubilitat del linda, es mesura la concentracio de linda en aigua ultra pura. S’hi
afegeixen 0.2 g/L i 1 g/L de cada surfactant i 500 uM de linda, que supera la seva
solubilitat maxima en aigua (>25 pM). En aquest cas, el control, que no conté cap
surfactant, mostra una concentracio de linda de 39.2 = 2.2 uM (Figura 3), similar a
altres valors presents a la bibliografia [23].

Es pot observar com, en general, la preséncia de surfactant augmenta la solubilitat
del linda en aigua. En concret, el surfactant SDS a concentracio 0.2 mg/L és el que
mostra menys solubilitat amb 42.9 uM, perd a 'augmentar la concentracié a 1 g/L
de SDS, la solubilitat del linda també augmenta a 57.9 uM, representant un
increment del 13% i 52% respectivament, en comparacié amb el control. Pel cas
del T80, la concentracié de linda dissoltaugmenta finsa 55.1 +3.9uMia73.9+ 1.1
UM, és a dir, un 45.1% i fins a un 94.8% d’augment en la solubilitat del linda, per
concentracions de 0.2 i 1 g/L del surfactant, respectivament. Aquest fenomen
succeeix de manera similar amb UE3: la solubilitat del linda passa a ser de 60.5
0.9 uM i 73.0 = 1.5 pyM, representant un increment del 59.3% i un 92.4% en la
solubilitat del linda, a concentracions de 0.2 1 g/L, respectivament de surfactant.

Aquests resultats confirmen augment de la solubilitat del linda en medi aquds en
presencia de surfactants i, en consequencia, augmenta la biodisponibilitat del
contaminant.

80
I

s 70 Tween 80-0.2 g/L
1
= 60 I - m Tween 80 - 1g/L
T 50
£ E-Mulse 3-0.2 g/L
o 40
© + E-Mulse 3-1g/L
© 30
=] SDS-0.2g/L
£ 20 .
§ 10 SDS-1g/L
c Control
o 0
(&)

Tipus i concentracio de surfactant (g/L)

Figura 3. Concentracid del linda en aigua en preséncia de diferents surfactants. Els valors indicats
resulten de la mitjana aritmética de duplicats, i les barres d’error indiquen la seva desviacio
estandard, excepte del SDS que només conté una replica.
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3.2. Efectes de la preséencia de surfactants en Uactivitat
biodegradadora de cultius microbians

Per analitzar ’efecte dels surfactants en el creixement microbia de Shewanella i
Pseudomonas en parallel, es preparen duplicats de microcosmos anaerobis i
aerobis, respectivament, amb els surfactants i les composicions descrites a
materials i metodes. La seleccid de les concentracions dels surfactants es basen
en les que se solen aplicar al camp (1-2 g/L). En preséncia de sol, una part del
surfactant queda adsorbit; atés que s’ha observat que d’1 g/L només en romanen
aproximadament 0.2 g/L a la fase liquida, i que de 2 g/L afegits se’n manté al voltant
d’1 g/L, Uestudi en matriu liquida s’inicia amb aquestes concentracions efectives.

En els microcosmos anaerobis, dopats amb linda, es mesura la produccié de MCB
i BZ, ja que soén els productes de transformacio finals del linda per Shewanella. La
Figura 4 mostra que la preséncia dels surfactants disminueix la produccié de MCB i
BZ en la majoria dels casos. El control negatiu, on no s’ha afegit surfactant pero hi
ha preséncia bacteriana, mostra concentracions de MCB i BZ i velocitats de
degradacié més elevades en comparacié amb les mostres d’E3 i SDS. En el cas d’1
g/L de SDS, no es detecta producci6 de MCB o BZ, indicant que aquesta
concentracio de surfactant exerceix un efecte inhibitori de la reduccié del linda en
Shewanella.

Els microcosmos que contenen T80 mostren major concentracié de MCB i benze
produit, després del control negatiu, amb valors maxims de 427.80 = 23.48 pM i
438.66 = 7.30 uM, perd disminueixen en 35 dies fins a 379.24 £ 82.04 uM i 424.04
29.11 puM per a concentracions de 0.2 g/L i 1 g/L del surfactant, respectivament.
Aquests resultats concorden amb Wang et al. (2024) [19], on es confirma que T80
no inhibeix la biodegradacié anaerdbica de UHCH; les fonts també esmenten que
pot afavorir la degradacio dels isomers més recalcitrants (com U'a- i el B-HCH) en
augmentar-ne la biodisponibilitat per als microorganismes.

Enelcasd’E3a 0.2 g/L, la produccié de MCB i BZ arriba fins a 306.94 + 13.63 uM, i
durant 35 dies augmentafins a413.15 = 3.57 uM, fet que facilita la comparacio dels
valors finals amb els valors del dia 16 de T80. En canvi, a 1 g/L, arriba a acumular en
16 dies fins 2 220.15 £ 10.37 uM de MCB i BZ, valors molt inferiors a comparacio a
0.2 g/L d’E3. Tot i aixi, també experimenta un increment de la degradacioé de linda
fins a 357.49 = 15.59 uM. Per tant, s’observa que a 'laugmentar la concentracié de
0.2g/La1g/Ld’E3, ellinda es degrada més lentament.

Els resultats utilitzant el surfactant SDS mostren una diferéncia significativa en la
producciéo de MCB i BZ segons la concentracio de surfactant. Utilitzant el dia 16
com avalor maxim, a 0.2 g/L les concentracions de la suma dels productes assolien
els 239.94 + 16.50 uM, mentre que a 1 g/L, no arriben als 50 uM. Es cert que a 0.2
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g/L de SDS, la degradacié continua fins a 343.45 + 50.85 uM al dia 51, perdo a 1 g/L,
aquesta concentracio fins i tot disminueix 7.37 = 3.69 uM. Aixi doncs, es conclou
que el surfactant SDS pot generar una inhibicié i que a més concentracié de SDS,
més lenta és la degradacié de linda en condicions anaerobies.

600

S 500

=

2 Control negati

+ 400 ontro nega U
) —@=—SDS - 0.2 g/L

=

@ 300 —8—5DS-1g/L

2 —8—Tween 80-0.2g/L
S 200

c e=@==Tween 80-1g/L
(6]

= —@—E-Mulse 3-0.2 g/L
8 100

—@==F-Mulse 3-1g/L

0 10 20 30 40 50 60
Temps (d)

Figura 4. Evolucid de la concentracié de MCB i BZ per un cultiu enriquit en Shewanella en preséncia de diferents
surfactants a dues concentracions (0.2 i 1 g/L). Els valors indicats corresponen a la mitjana aritmeética de
duplicats, i les barres d’error indiquen la seva desviacio estandard.

Per altra banda, en els microcosmos aerobis amb Pseudomonas, s’hi afegeixen 800
UM de MCB i la seva degradacié es veu representada a la Figura 5. S’observa que
tota la concentracié inicial de MCB es degrada en 4 dies excepte als controls
abiotics, on no hi ha degradacié. Tant 'E3 com el T80 amb ambdues concentracions
mostren una velocitat molt similar al control negatiu, mentre que el SDS a 1 g/L
mostra una degradacid 3 cops més lenta que el control negatiu, tot i que
Pseudomonas degrada igualment el contaminant, pel que no se li pot atribuir una
inhibicid.

Alfinal del primer dia, el MCB al control negatiu ha davallat fins a 292.53 + 23.50 uM
de MCB. Pera ’'E3 a 0.2 g/L és de 327.31 + 8.66 pMia 1 g/L és inferior, a 297.11 =
48.58, aproximant-se al control negatiu. En el cas del T80 és de 423.41 +12.29 uMi
de 467.38 +23.61 uM,a0.2i1 g/Lrespectivament. Els microcosmos amb SDS tenen
concentracions més elevades de MCB durant el primer dia, indicant aixi una

degradacié més lenta, de 538.58 =+ 10 uM i 656.18 = 115.67 uM, a 0.2 1 g/L de
surfactant, respectivament.

Durant el segon dia, les diferéncia més destacable és la dels microcosmos amb 1
g/L de SDS amb un valor de 575.40 = 9.44 uM de MCB, comparant amb 112.08 *
11.23 uM pels que contenen 0.2 g/L del surfactanti amb 1 g/L d’E3 a 10.67 £ 1.79
pM de MCB, que és el microcosmos que conté menys concentracié de MCB. Per a
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ambdues concentracions de T80 i E3, juntament amb el control negatiu, les
concentracions sén inferiors a 75 pM, donant per finalitzada la seva degradacio.

Al quart dia, el microcosmos de SDS a 1 g/L també ha consumit el MCB fins a una
concentracio inferior de 75 puM i es conclou aixi que la degradacié de MCB per
Pseudomonas no es veu inhibida amb cap dels surfactants a les condicions
testades.

1000
900 $
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= Control abidtic
N 700 o
oy Control negatiu
S 600 )
= —=@=SDS-0.2g/L
L 500
b= —==—5DS-1g/L
S 400
= —=@—Tween 80-0.2 g/L
S 300
§ . —=@=—Tween 80-1g/L
o
S 200 —@=—E-Mulse 3-0.2 g/L
100 —=@=—E-Mulse 3-1g/L
ﬂ
0
0 1 2 3 4 5

Temps (d)

Figura 5. Evolucid de la concentracio de MCB per un cultiu de Pseudomonas en microcosmos afegint diferents
surfactants a 0.2 i 1 g/L. Els valors indicats corresponen a la mitjana aritmética de duplicats, i les barres d’error
indiquen la seva desviacio estandard.

3.3. Efecte del surfactant E-Mulse 3°® en l’activitat
biodegradadora en sediments contaminats

En aquest experiment es compara l'impacte de les diferents concentracions del
surfactant en la transformacié anaerobia del linda en els microcosmos preparats
amb sol contaminat per HCHs procedent de l'emplacament de Sardas. En
analitiques previes s’ha comprovat que la concentracié inicial de HCHs als
sediments era de 67 mg de linda per cada kg de sol.

Segons les remediacions SEAR i S-ISCO aplicades in-situ a l'emplagament original
de Sardas descrites a la Introduccid, es prioritza Uestudi de U'efecte de UE3 en la
degradacié del linda [14]. Parallelament, U'E3 també s’escull per la seva
compatibilitat amb Uactivitat degradadora bacteriana observada a la secci6
anterior. La seleccio de les concentracions de surfactant es descriu a la secci6 3.2,
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on per poder avaluar les concentracions estudiades a la matriu liquida, se Uhi
afegeixen al sol 2 g/L i 1 g/L; la tercera concentracié a 0.2 g/L es manté per
consistencia i mantenir unes condicions minimes en surfactant. L’addicié de
diferents concentracions de surfactant permet examinar com modulen la
biodisponibilitat del contaminant adsorbit al sol per part de Shewanella. Per tal de
discernir 'efecte del surfactant en presencia de Shewanella, es preparen sis tipus
de controls, descrits detalladament a la seccié 2.5 de materials i métodes.

L’evolucio del MCB i BZ produits arran de la degradacio dels HCHs es mostren a la
Figura 6. Durant els 24 dies, els duplicats del control de Shewanella sense sol ni
surfactants van produir un maxim de 28.58 = 1.27 uM de MCB i BZ en 13 dies,
estabilitzant-se al voltant de 17 uM al final de U'experiment. Els controls “Sol” i “Sol
+ Shewanella” no superen els valors de 6 uM en cap dels duplicats durant el temps
de lestudi, resultat que indica que ni lactivitat microbiana que hi pugui haver
present en el sol ni el cultiu de Shewanella no sén capacos de degradar els
contaminants adherits sense el surfactant. Per altra banda, els controls abiotics
amb E3 tenen un pic el dia 6, amb concentracions maximes de 11.23+12.21, 11.83
£1.91ide6.1+0.99uMde MCB a0.2,1i2g/L d’E3 respectivament. Aquest pic se
li atribueix a unareduccié quimica mediada pel citrat de titani (lll) presenten el medi
[24].

Les mitjanes de les mostres amb E3 i Shewanella presenten unes oscillacions més
o menys significatives depenent de la concentracié del surfactant. En el cas de 0.2
g/L de surfactant, el dia 13 hi ha un maxim de 38.54 + 7.97 uM de MCB, la seglient
mostra baixa fins a 4.11 = 0.84 uM, augmentant de nou a la seglient mostra a 22.80
+5.95 uM, pero tornant a disminuir fins a 1.32 + 0.04 uM a Udltim dia.

A1 g/L d’E3, hi ha oscillacions constants des dels valors maxims de linda del dia 6
a49.69 = 33.30 uM, disminuint la seglent mostra fins a 19.91 + 20.64 uM, tornant a
incrementar a 40.59 + 29.88 uM el dia 13, seguida de dues oscillacions més, l'ultim
dia els resultats havien arribat fins a 15.09 £ 22.62 uM; en un dels triplicats el valor
minim és de 0.95, mentre que el maxim és de 41.17 uM de MCB.

Finalment, pera 2 g/L, també hi ha hagut fluctuacions, amb una maxima de 38.53 =
22.44 el dia 6, disminuint a 5.42 + 0.85 yM la mesura seguent, on el dia 13 torna a
incrementar a 27.13 £ 24.76 uM, situant-se al voltant de 20 uM fins el dia 24 que
s’obté unvalorde 14.58 + 23.35 uM.

Aquests resultats indiquen que 'addicié d’E3 facilita alliberament del linda del sol
i incrementa la fraccio disponible a la fase liquida, fet que permet a Shewanella
accedir-hi i transformar-lo de manera eficient. Les concentracions maximes de
MCB obtingudes sén estequiometricament coherents amb les concentracions de
HCHs present en el sol, mostrant una degradacié gairebé completa del
contaminant. Les fluctuacions en les concentracions de MCB i BZ al llarg del temps
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es poden associar a la re-adsorci6 al sol tant del surfactant, com del MCB, BZ [25] i
HCHs [26]. També es conclou que les desviacions estandards tan elevades sén
causades per una distribucio heterogenia d’HCHs en el sol deguda a la propia
diferencia granulometrica d’aquest, ja que no es va realitzar cap procés de tamisat
abans de repartir-lo als microcosmos.
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Temps (d)
B
35
=
e 30
N 25
+
@ 20
o
S 15
[}
T 10
0
s > 8
K =
S 0 5 10 15 20
]
o Temps (d)
C
35

Concentracié de MCB + BZ (uM)

Temps (d)
Sol —@— Shewanella —@— S0l + Shewanella

= @ =S50l + Surfactant-0.2 g/L = @& =S50l + Surfactant-1g/L = @ =S50l + Surfactant-2g/L
== MSSS - 0.2 g/L —— MSSS - 1 g/L —— MSSS -2 g/L

18



Concentracié de MCB + BZ (uM)
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Figura 6. Evolucid de les concentracions de MCB i BZ en un cultiu enriquit en Shewanella en microcosmos amb
sediments contaminats per HCH. A) Visid general de 'experiment. B) Controls de Shewanella en matriu liquida,
sol i sol amb Shewanella. C) Controls de Shewanella en matriu liquida, sol i surfactant sense Shewanella. D)
Control de Shewanella en matriu liquida i mostres amb medi, sol, surfactant i Shewanella (MSSS), a diferents
concentracions de surfactant. Els valors indicats corresponen a la mitjana aritmética de duplicats en els
controls itriplicats en els MSSS, i les barres d’error indiquen la seva desviacié estandard.
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4. Conclusions

Lestudi mostra que l'addicié de surfactants incrementa més d’un 90% la solubilitat
del linda en medi aquds, en els casos de T80 i E3, fet que afavoreix la seva
biodisponibilitat i, per tant, la seva degradacié durant els processos de
bioremediacié. Tot i aix0, la resposta microbiana davant aquests compostos és
diferent depenent del surfactant: el SDS inhibeix lactivitat degradadora de
Shewanella sp. a concentracions d’1 g/L , mentre que el T80 es confirma com el
surfactant més adequat per potenciar la degradacié anaerdbia del linda.
Paratlelament, els tres surfactants mostren un comportament favorable en la
degradaci6 aerobia del MCB per part de Pseudomonas veronii, evidenciant que el
sistema és tolerant i respon positivament a totes les formulacions assajades.

Els experiments amb sol real de 'emplacament de Sardas revelen, tanmateix, la
complexitat de treballar amb matrius naturals. S’evidencia que la biodegradacié
d’HCHs només és efectiva quan s’acompanya de surfactants, ja que aquests
afavoreixen la desorcid del linda adsorbit a la matriu solida. Les fluctuacions
observades en les concentracions de MCB i BZ reflecteixen una dinamica complexa
de desorcid i re-adsorcid, condicionada per ’heterogeneitat del sol, pel repartiment
heterogeni del contaminant a l’emplagcamenti per la interacciéo competitiva entre el
surfactant i el contaminant. Aquestes interaccions poden generar contratemps,
especialment en sols argilosos, de gresos o de sorra fina, quan s’utilitzen
concentracions elevades de surfactant. A més, la concentracié de MCB present en
aquests sols és un ordre de magnitud inferior a la dels assajos en medi liquid, cosa
que dificulta la precisid analitica i la interpretaci6 dels resultats.

En conjunt, 'estudi demostra que la bioremediacid in situ assistida amb surfactants
pot ser una estratégia viable per al tractament de sols contaminats amb HCHs.
Leficacia del procés depen de seleccionar un surfactant compatible amb el
consorci microbia i d’ajustar-ne adequadament la concentracié per garantir-ne la
disponibilitat a la fase liquida. Igualment, les caracteristiques propies del sol
condicionen la mobilitzacié del contaminant o surfactant i, per tant, el rendiment
del tractament. Finalment, les limitacions identificades subratllen la necessitat de
futurs estudis que incorporin la complexitat real de la matriu contaminada amb
l'objectiu de millorar la transferibilitat dels resultats i optimitzar les estrategies de
la bioremediacié in situ.
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