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RESUMEN

En el presente Trabajo Fin de Grado se pretende desarrollar una técnica de recuperacion
de suelos contaminados por herbicidas debido a su impacto medioambiental, basada en
el uso de cepas bacterianas degradadoras especificas, soluciones de nutrientes esenciales
y ciclodextrinas. Estas Ultimas forman complejos de inclusion con el herbicida
provocando un aumento en su solubilidad, y por lo tanto mejorando la disponibilidad
para ser degradados. Dichas aplicaciones son técnicas conocidas con el nombre de
bioaumento (aplicacion de organismos degradadores) y bioestimulacion (mejora de las
condiciones para favorecer la degradacién). El herbicida seleccionado es Clortoluron,
perteneciente a la familia quimica de las fenilureas. Los objetivos que se persiguen en el

presente Trabajo son los siguientes:

e Estimar la potencial capacidad de Clortolurdn para ser retenido en suelo, a través
de la realizacion de isotermas de adsorcion-desorcion.

e Monitorizar diferentes tratamientos de biorrecuperacion de un suelo
contaminado artificialmente con el herbicida.

e Estudiar la actividad enzimaética deshidrogenasa de los microorganismos del
suelo para obtener informacién sobre cémo se comporta la flora microbiana del

mismo en las diferentes etapas del experimento de biorrecuperacion.

De los resultados obtenidos en los estudios de adsorcion-desorcion de Clorolurén en el
suelo se concluye que las desorciones de Clortolurén con solucion de ciclodextrina
resultaron ser siempre mas efectivas, poniendo de manifiesto la capacidad de extraccion

de la ciclodextrina.

La atenuacion natural del herbicida Clortolurén en el suelo no resulté posible, lo que

podria indicar que el suelo no posee una flora microbiana adecuada para su degradacion.

La degradacion del herbicida Clortoluron mediante el empleo de un consorcio
bacteriano degradador especifico, dio lugar a una biodegradacion del 100% del
herbicida cuando se aplico la dosis de bacterias de mayor concentracion. Sin embargo,
la biodegradacion solo fue del 50% cuando se aplico una dosis de bacterias a menor
concentracion. En este caso la adicion de ciclodextrina presentd mejores porcentajes de

biodegradacion.



Con respecto al estudio de la actividad deshidrogenasa del suelo a lo largo del tiempo de
biorrecuperacion se observa como la aplicacion del consorcio bacteriano a la
concentracion alta ejerce un efecto positivo en la actividad deshidrogenasa del suelo,
algo que no ocurre a la dosis mas baja. Con el paso del tiempo, los valores de actividad

deshidrogenasa se van igualando en los distintos tratamientos.
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RECUPERACION DE UN SUELO CONTAMINADO POR EL HERBICIDA CLORTOLURON APLICANDO
UN CONSORCIO BACTERIANO DEGRADADOR ESPECIFICO Y CICLODEXTRINAS.

) Introduccion
1.- INTRODUCCION
1.1.- SUELO CONTAMINADO
Comenzamos definiendo suelo, desde el punto de vista medioambiental, «como la fina
capa superior de la corteza terrestre (litosfera), situada entre el lecho rocoso y la
superficie. Estd compuesto por particulas minerales, materia organica, agua, aire y

organismos vivos». (Sabroso y Pastor, 2004).

El suelo, como resultado de la interaccion con su entorno, tiende a alcanzar un
equilibrio natural, que se ve modificado cuando alguno de los componentes de su
entorno varia. Pero es la intervencion del hombre, lo que de forma maés violenta puede
modificar un suelo y degradarlo. Por tanto, la degradacion o modificacion del mismo, es
consecuencia directa de su utilizacion debida a cualquiera de sus usos: agricola,

ganadero, forestal, industrial, transporte, etc. (Aguilar et al., 1999).

Llegados a este punto, hablaremos de la degradacion desde un punto de vista
agronoémico, con lo cual, cabria diferenciar entre dos tipos principales de degradacion:
una fisica ligada fundamentalmente a la erosion del suelo por factores abidticos, y una
degradacion quimica, la cual sera responsable del interés del presente trabajo. Dentro de
este tipo de degradacion, un tipo especial es la producida por la presencia de sustancias
quimicas perjudiciales, y en este caso se la denomina contaminacion. Un contaminante
es una sustancia o elemento toxico, que ya sea debido a que se encuentre situado fuera
de lugar, o por su concentracion mayor a las normales, genera un efecto negativo sobre
algiin organismo. Por su origen, podemos distinguir entre contaminantes de origen
natural de los antropogénicos. Dichos conceptos pueden diferir segln los intereses o
puntos de vista. Por ejemplo, el uso de plaguicidas puede ser un elemento fundamental e
indispensable en el entorno agricola teniendo en cuenta que estos traten de ejercer
solamente los efectos para los cuales son suministrados, y se minimizasen al maximo
los efectos contaminantes. Pero es ya sabido que el uso generalizado e indiscriminado
de estas sustancias esta generando serios problemas de contaminacion (Aguilar et al.,
1999).

En cuanto a normativa, no existe una normativa a nivel europeo, pero a nivel espariol
los suelos contaminados se regulan en la Ley 22/2011, de 28 de julio, de Residuos y

suelos contaminados, asi como en el Real Decreto 9/2005, de 14 de enero, por el que se
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establece la relacion de actividades potencialmente contaminantes del suelo y los

criterios y estandares para la declaracion de suelos contaminados.

En Andalucia, la Ley 7/2007, de 9 de julio, de Gestion Integrada de la Calidad
Ambiental, incluye distintas disposiciones sobre suelos contaminados en el Capitulo 1V
del Titulo IV. Dicha ley ha sido desarrollada por el Decreto 18/2015, de 27 de enero,
por el que se aprueba el Reglamento que regula el régimen aplicable a los suelos
contaminados, norma de referencia para la gestion de los suelos contaminados, asi como

a las actividades potencialmente contaminantes de los suelos en Andalucia.

En nuestro estudio, se observa el caso de la contaminacion producida en un suelo por
plaguicidas de ahi que, a continuacion, introduzcamos el concepto de plaguicida y la

importancia de los mismos en este estudio.

1.2.- PLAGUICIDAS

El articulo 2° del Codigo Internacional de Conducta para la Distribucién y Utilizacion
de Plaguicidas (FAO, 1990) define los plaguicidas como «cualquier sustancia o mezcla
de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los
vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de
plantas o animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos,
productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o0 que
pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en
0 sobre sus cuerpos. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como
reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir
la densidad de fruta o agentes para evitar la caida prematura de la fruta, y las sustancias
aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra el

deterioro durante el almacenamiento y transporte».

Los plaguicidas se pueden clasificar de manera diversa, nosotros los clasificaremos
atendiendo a la clasificacion realizada por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y

Medio Ambiente, que se basa en el tipo de organismo que desean controlar.
Esta se divide en cuatro grandes grupos:

e Insecticidas y acaricidas: destinados al control de insectos y &caros.

e Fungicidas y Bactericidas: destinados al control de hongos y bacterias.


https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/web/temas_ambientales/suelo/suelos_contaminados/reglamento_suelos_contaminados.pdf
https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/web/temas_ambientales/suelo/suelos_contaminados/reglamento_suelos_contaminados.pdf
https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/web/temas_ambientales/suelo/suelos_contaminados/reglamento_suelos_contaminados.pdf
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e Herbicidas: destinados al control de plantas.

¢ Molusquicidas, Reguladores de crecimiento y otros: destinados al control de
moluscos y multitud de usos, empleados principalmente en fruticultura y otros
ambitos. Normalmente las sustancias utilizadas como reguladores de

crecimiento son fitohormonas.

El consumo de estas sustancias va en aumento, como se muestra en las siguientes
figuras, en la cuales se expresan las ventas en millones de ddlares de cuatro grandes
grupos de plaguicidas a nivel mundial (figura 1) y comparativa de toneladas consumidas
de fitosanitarios durante los afios 2013, 2014 y 2015 (figura 2).
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Figura 1. Ventas en millones de dolares de cuatro grandes grupos de plaguicidas a nivel

mundial. Elaborado por March, G. 2014.




Introduccion

COMPARATIVA DE TONELADAS DE FITOSANITARIOS
CONSUMIDAS EN LOS ANOS 2013, 2014 Y 2015.
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Figura 2. Comparativa de toneladas de fitosanitarios consumidas en los afios 2013, 2014 y
2015. Elaborado por Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio ambiente a través de la

Estadistica sobre Comercializacion de Productos Fitosanitarios.

A partir de las figuras anteriores, se puede observar como la tendencia del consumo,
produccién y beneficio econdmico va en aumento, esto también es debido en cierto
modo al aumento demografico, que exige mayores producciones y que genera una
agricultura dependiente de este tipo de aportes. Por lo tanto, se puede decir que la
contaminacion también aumenta como consecuencia directa de la aplicacién de estos
productos. En el presente trabajo nos centraremos en el grupo de los herbicidas por ser
uno de los grupos de fitosanitarios mas empleados, ademas, muchos se aplican
directamente al suelo, y existen altos niveles de contaminacion debido a este tipo de

plaguicidas tanto a nivel de suelo como agua.

1.2.1.- Herbicidas
Comenzaremos definiendo el concepto de herbicida, etimoldgicamente, del latin herba
“hierba™ -cida “exterminador” o ‘matador’. Dicho de un producto quimico que destruye

plantas herbaceas. (RAE, 2017a).

Dentro del grupo de los herbicidas existen numerosas categorias de sustancias quimicas

comercializadas como herbicidas. A continuacion, se expone una tabla que expresa en
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toneladas las principales categorias de sustancias quimicas comercializadas como

herbicidas.

Tabla 1. Principales grupos de sustancias quimicas comercializadas como herbicidas en el afio
2015, expresadas en toneladas. Estadistica de Comercializacion de Productos Fitosanitarios.

Elaborada por Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente.

Sustancias quimicas comercializadas Cantidad comercializada en Toneladas
como herbicidas métricas

Fenoxifitohormonas 1470
Triazinas y Triazinonas 354

Amidas y Anilidas 1172
Carbamatos y Bicarbamatos 34
Urea y Uracilo 802

Otros y no clasificados 11754

Total 15586

La mayoria de los grupos de herbicidas afectan, bien a la fotosintesis o a la division
celular y el crecimiento. En este caso el herbicida empleado en la presente memoria,
Clortoluron, pertenece al grupo de las ureas, concretamente a la familia de las
fenilureas, con modo de accién C2, grupo de herbicida que actia como inhibidor del
fotosistema 11 (FSII). Alrededor del 35% de todos los herbicidas disponibles
comercialmente interfieren con la fotosintesis, que es el proceso involucrado en la
conversion de energia luminosa en energia quimica, para asi producir la liberacién de

oxigeno y la transformacion del CO; en azlcares.

Herbicidas inhibidores del Fotosistema 2 (FSIl). Estos bloquean el transporte de

electrones mediante la interaccion con un polipéptido en la membrana de los

cloroplastos. La especificidad de este sitio de accion requiere del elemento estructural
-CO-N< 0 -N =C-N<

para la accién inhibitoria y éstos se encuentran en la mayoria de los herbicidas de este

grupo.

Cuando la clorofila absorbe la energia luminosa para activar el flujo de electrones desde

el agua, ésta se excita hasta un denominado "estado de singlete" (:C1). Si la energia de
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excitacion no es utilizada porque el flujo de electrones esta detenido, puede excitar al

oxigeno a un "estado de singlete" (*02). Esta forma altamente dafiina de oxigeno puede
interactuar con los lipidos, proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas celulares para
causar la desorganizacion celular y, como consecuencia, la muerte de la planta. Esto se
refleja en la aparicion de sintomas fitotoxicos, como la clorosis y la necrosis (FAO,
2017).

1.2.1.1.- Clortoluron

Clortoluron es un herbicida de la familia de las fenilureas cominmente usado y que esta
autorizado su uso en la Union Europea. Su uso en Espafia esta autorizado en tres
cultivos, trigo, cebada y triticale. Por lo general, suministrado como un concentrado
soluble o granulos humectables que son mezclados con agua y aplicados en forma de
lluvia fina. Es un herbicida de contacto y residual, utilizado para controlar plantas tanto
de hoja ancha como gramineas. Es moderadamente soluble en agua, volatil con un alto
potencial para lixiviar hacia los acuiferos. Es moderadamente persistente en suelo, pero
tiende a no ser persistente debido a su rapida fotolisis acuosa. Tiene una baja toxicidad
para los mamiferos, pero puede bioacumularse. Aunque no es toxico para las abejas, es
moderadamente toxico para los pajaros, lombrices y la mayoria de los organismos

acuaticos.

Es una sustancia de origen sintético cuya formula quimica es C;,H,3CIN,0, su nombre
segin IUPAC es 3-(3-chloro-p-tolyl)-1,1-dimethylurea, tiene una masa molecular de
212,68 (g/mol). En su estado fisico es un sélido cristalino incoloro. En la figura 3 queda

representada la estructura quimica de este herbicida.

le Cl
C
CH,—N~ N CH,

CH, H

Figura 3. Estructura quimica de Clortolurén. Elaborado por IUPAC.

La solubilidad en agua a 20 (°C) es de 74 (mg/l), su punto de fusion es de 148,1 (°C),

peso especifico 1,34 (g/ml), su g k,,, es 2,41 y no presenta pKa. La degradacion en
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suelo aerdbica, DTs, (normal) es de 45 dias, DT, (laboratorio a 20 (°C)) es de 59 dias,

DTs, (campo) es de 34 dias, DTy, (laboratorio a 20 °C) es de 173 dias, DTy, (campo)
es de 196 dias, en la Unién Europea en estudios de laboratorio el DT, oscila entre 52 —
66 dias, DTy, oscila entre 42 — 304 dias. En campo el DTs, oscila entre 26 — 42 dias,
DTy, oscila entre 173 — 218 dias.

1.3.-COMPORTAMIENTO DE LOS HERBICIDAS EN SUELO

El origen del herbicida en el suelo, suele deberse a aplicaciones del mismo, que
normalmente son aplicaciones foliares en el caso de los herbicidas de contacto donde
aproximadamente el 50% de la aplicacion cae al suelo. En el caso de los herbicidas
residuales que se incorporan directamente al suelo las concentraciones suelen ser

mayores.

Cuando se aplica un herbicida éste se distribuye por las diferentes fases del ambiente
como se muestra en la figura 4. Centrandonos en la distribucion del herbicida en el
suelo, su persistencia o lixiviacion dependera tanto de las propiedades del herbicida
como las del suelo. Por ello, es fundamental el conocimiento de ambas propiedades que
determinaran el comportamiento del herbicida en el suelo. Fundamentalmente, las
interacciones tienen lugar entre las moléculas del herbicida y las fracciones coloidales
del suelo, siendo estas interacciones influenciadas por la humedad, el pH, la
temperatura, el contenido en arcillas y el contenido en materia organica (Rubio-Bellido
etal., 2014).

dizpersian
! -
wolatilizacfon alabal
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L8l ¥ .
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deriva |auada t! -ﬁ‘penetraclm epesi cion
-‘—
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Figura 4. Comportamiento de los herbicidas en las diferentes fases del ambiente.
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El comportamiento de los herbicidas en suelos puede clasificarse en dos grupos:

procesos de transferencia, tales como procesos de adsorcion-desorcion en el suelo,
absorcién, exudacién y retencion por las plantas, lixiviacion, etc. Y procesos de
transformacion, tales como la degradacion quimica y microbiologica (Rubio-Bellido et
al., 2016).

En cuanto a los procesos de transferencia, nos centraremos en los procesos de
adsorcion-desorcion, los cuales son clave en los procesos que controlan el destino del
herbicida en el suelo, limitando la disponibilidad del herbicida en el perfil del suelo y
teniendo potencial para reducir su movilidad (Suddaby et al., 2016). Por otro lado, en
cuanto a los procesos de transformacion nos centraremos en la degradacion
microbioldgica, la cual es objeto fundamental de este estudio. Y se observara la
actividad biol6gica de los microorganismos del suelo, mediante un andlisis de la
actividad enzimética para ver qué ocurre en este proceso de degradacion
microbioldgica. A continuacion, se desarrollarén estos tres pilares fundamentales del

estudio mas ampliamente.

1.4.- ADSORCION DESORCION DE HERBICIDAS EN SUELO

Estos son unos de los procesos mas importantes debido a que condicionan los demas
procesos que ocurren en el suelo. Ademas, pueden informarnos de la eficacia que tendra
la aplicacion del herbicida. De este modo, se obtiene su potencial de lixiviacion que nos
permite saber si es posible la contaminacion de aguas subterraneas (Wauchope et al.,
2002). La adsorcion puede definirse como el paso de un soluto desde una fase liquida o
gaseosa a la superficie de una fase sélida sin producir cambios en esta ultima (Osgerby,
1970). El sistema suelo es un sistema muy complejo en el cual se encuentran tres fases
principales: fase sélida, liquida y gaseosa. Dentro de éstas, podemos distinguir a groso
modo particulas minerales, particulas coloidales, sustancias organicas de distinta
naturaleza, la solucion del suelo y gases como CO, y 0, (Rubio-Bellido et al., 2014).
Las interacciones entre el adsorbente y el adsorbato pueden ser interacciones fisicas y/o
quimicas como pueden ser el intercambio ionico, los enlaces por puentes de hidrogeno,
cambio de ligando, enlace por transferencia de carga, fuerzas de Van de Waals e
interacciones hidrofdbicas (Garcia y Dorronsoro, 2017). En estos procesos de adsorcion

pueden intervenir varios tipos de interacciones siendo el resultado final la suma de estas.
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En estos procesos las propiedades del herbicida determinaran por cuales procesos se

rigen estas adsorciones. Los herbicidas iénicos son adsorbidos principalmente por los
coloides del suelo. Mientras que los catidnicos se adsorben por reacciones de
intercambio cationico, las especias anionicas son repelidas por las cargas negativas de
los coloides del suelo y atraidas hacia los cargados positivamente (Rubio-Bellido et al.,
2014).

Los distintos mecanismos de adsorcion generan diferentes tipos de isotermas de
adsorcion (Calvet, 1989). Las isotermas de adsorcién se obtienen representando la
cantidad de herbicida adsorbido frente a la concentracion que queda en solucién a una
temperatura constante. Generalmente se pueden establecer cuatro tipos de isotermas,
que implican una afinidad distinta del adsorbato por el adsorbente, como se muestra en

la siguiente figura 5.

Cs Tipo “C” Cs Tipo “L”
1 1 con plateau
\ ——
Sin plateau
> Ce > Ce
Cs Tipo “H” Cs Tipo “S”
r 3 F 3
Punto de
inflexion
> Ce > Ce

Cs: Concentracion de la sustancia adsorbida en la fase sodlida
Ce: Concentracion de la sustancia en la fase liquida

Figura 5. Tipos de isotermas de adsorcion. Elaborado por Giles et al., 1974.

El proceso contrario a la adsorcion es la desorcion, que puede ser total (adsorcion
reversible) o parcial (adsorcion parcialmente reversible). Las diferencias entre la
isotermas de adsorcion y desorcion obtenidas para un mismo soluto se denomina
histéresis (Morillo et al., 2004).

La ecuacién de Freundlich es una ecuacion empirica que serad usada para describir tanto

la adsorcion como la desorcion del herbicida en suelo:
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Cs = K¢+ C} 1)

Donde C; es la cantidad de herbicida adsorbido por el suelo; Ky es una constante que

refleja la capacidad de adsorcion; C, es la concentracion del herbicida en la solucion, y
n es una constante relacionada con la pendiente que presenta la isoterma. El fendmeno
de histéresis se puede describir mediante el factor H, que es el cociente entre los valores

de n obtenidos de las isotermas de adsorcion y desorcion.

H= Madosrcion — Ma (2)

Ndesorcion  Nd

La adsorcion es reversible cuanto més semejantes sean las constantes n, y ng, y mas

irreversible cuando n, sea mucho mayor que n,. Pudiendo hablarse de la inexistencia

de histéresis cuando Z—“ = 1, histéresis positiva cuando % > 1y de histéresis negativa
d d

cuando la relacién % <1.
d

1.5.- ACTIVIDAD MICROBIANA DEL SUELO

El suelo es un sistema vivo, donde la actividad bioguimica se desarrolla por medio de
procesos enzimaticos. La mayoria de estas enzimas provienen de la descomposicion
microbiana de tejidos vegetales y animales que son incorporados como residuos
organicos. Normalmente, la actividad enzimatica del suelo es considerada un indicador
para medir la calidad del suelo (Kennedy y Smith, 1995). Pero en el caso de este
estudio, sera utilizada para ver el comportamiento de los microorganismos del suelo en
las distintas fases del experimento y en los diferentes tratamientos, sin centrarnos
demasiado en como afecta esto a la calidad del suelo. Estas actividades enzimaticas son
indicadores tempranos de degradacion en el suelo mas que los pardametros fisicos o

quimicos (Tejada, 2009).

Las enzimas son un tipo especial de proteinas que al combinarse con un sustrato
especifico actian para catalizar una reaccion bioquimica (Henriquez et al., 2014). Las
enzimas del suelo pueden dividirse en dos grupos: las extracelulares y las intracelulares.
Las primeras son liberadas durante el metabolismo y muerte celular. Mientras que las
intracelulares forman parte de la biomasa microbiana, siendo estas ultimas de interés en
este trabajo. A continuacion, desarrollaremos con mas detalle la actividad enzimatica

estudiada.
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Actividad enzimatica deshidrogenasa

La actividad enzimatica deshidrogenasa nos permite tener una idea general de los
procesos microbianos que ocurren en el suelo, ya que se encuentran solamente presentes
en sistemas vivos y es considerada un buen indicador de las actividades oxidativas del
suelo (Skujins, 1973). También, se ha encontrado una buena correlacion entre esta
actividad y la respiracion del suelo, pero esto no implica que constituya una estimacion

del nimero de microorganismos (Casida, 1964).

1.6.- BIODEGRADACION DE HERBICIDAS

Como biodegradacion se entiende el proceso de descomposicion o transformacion de
una sustancia mediante la accion de organismos vivos (RAE, 2017b). En este proceso
los contaminantes son biotransformados por que los microorganismos son capaces de
utilizarlos para su propio beneficio utilizandolos como fuente de energia (Rubio-Bellido
et al., 2014). La capacidad degradadora de un organismo depende del desarrollo de un
sistema metabdlico que le permita asimilar el herbicida, pero para ello, este ha de
enfrentarse a otra serie de condicionantes que limitan su actividad, como pueden ser las
condiciones fisicas debidas principalmente a factores ambientales, como el pH, la
temperatura, concentracion de minerales, humedad del suelo respiracion y nutrientes
disponibles. O condiciones quimicas como puede ser la estructura molecular del
herbicida, la solubilidad, su concentracion y la presencia de una poblacion
potencialmente activa (Gomez et al., 2008). De estas condiciones dependeran factores
tan importantes como la biodisponibilidad que se podria definir como la cantidad de
contaminante que puede ser asimilado y degradado por el microorganismo. O como la
bioaccesibilidad que se podria definir como la disponibilidad de una sustancia para ser
asimilada por el microorganismo. De estos condicionantes se puede obtener una idea de
la importancia que tienen los anteriores estudios mencionados en la recuperacion de

suelos contaminados.

La biodisponibilidad de un compuesto o elemento esta determinada principalmente por
su solubilidad en liquidos y por la capacidad de adsorcion a sustancias solidas o a
volatilizarse, debido a que las sustancias volatiles o fuertemente adsorbidas no se
encuentran disponibles, lo cual reduce su potencial de toxicidad. La adsorcion en
componentes coloidales del suelo, tales como las arcillas y la materia organica, limita la

bioaccesibilidad, entendiéndose tal como la falta de disponibilidad del contaminante

11
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para el microorganismo por no encontrarse en una fase accesible para el mismo. A

continuacion, se muestra la figura 6 donde se explican algunos conceptos de forma

esquematica.

Fraccién  adsorbida  (adsorcién  facilmente
reversible, biodisponibilidad y/o bioaccesibilidad

temporalmente restringida). - .
P gidg) Fraccién adsorbida (lenta o lentamente

reversible) (bioaccesibilidad temporalmente
Raiz yrestringida).
~ M .\\\

Fraccién
biodisponible

Fraccién bioaccesible
(estéricamente no
restringida)

Compuesto  ocluido
(no bioaccesible)

Figura 6. Esquema del concepto biodisponibilidad y bioaccesibilidad de un contaminante en el

suelo. Elaborado por Rubio-Bellido, 2014.

Para aumentar la degradacion microbiana en un suelo, se pueden utilizar estrategias
como la bioestimulacion, que seria la mejora de las condiciones del medio para
favorecer la biodegradacion a partir de los microorganismos nativos del suelo, u otras
como el bioaumento, basado en la inoculacion de cepas 0 consorcios microbianos que

son degradadores especificos del contaminante (Gomez, 2008).

Por dltimo, se comentara sobre sustancias que mejoran estos factores de
biodisponibilidad y bioaccesibilidad. En general, son sustancias que mejoran la
solubilizacion de los compuestos en la solucidn del suelo permitiendo de este modo que
los contaminantes se encuentren mas disponibles para los organismos degradadores. En

este estudio nos centraremos en explicar el caso de las ciclodextrinas.

12



1.7.- CICLODEXTRINAS

Las ciclodextrinas se pueden definir como oligosacaridos ciclicos constituidos por un

Introduccion

numero variable de unidades de glucosa. Estas moléculas son capaces de formar

complejos de inclusiéon con numerosos productos, debido a su conformacion toroidal,

que delimita una cavidad relativamente apolar, mientras que el exterior presenta una

naturaleza hidrofilica, pudiendo formar complejos de inclusion tanto en medio liquido

como en medio solido y solubilizar moléculas hidrofébicas de tamafio compatible con

su cavidad (Morillo et al., 2012). Las ciclodextrinas son compuestos naturales, no

toxicos e inocuos para los microorganismos, de ahi que tengan multitud de usos en

aplicaciones farmacologicas.

La formacion de los complejos de inclusion con ciclodextrinas se divide en cinco

etapas, que se presentan en la figura 7 y se describen a continuacion.

1. Ruptura de las moléculas de agua del interior de la cavidad de la ciclodextrina con

salida de algunas moléculas de agua fuera del anillo.

2. Desorden de la estructura del agua alrededor de la molécula que va a ser incluida y

transporte de algunas moléculas de agua hacia la solucion.

3. Interaccién de la molécula del sustrato o de algunos de sus sustituyentes con grupos

del borde o del interior de la cavidad de la ciclodextrina.

4. Formacion de posibles puentes de hidrégeno entre el sustrato y la ciclodextrina.

5. Restablecimiento de la estructura del agua alrededor de la parte exterior de la

molécula de ciclodextrina después de la inclusion.

@ Molécula de H,0

Ve
[

CICLODEXTRINA ¢ ¢ ¢

«[le

COMPLEJO DE INCLUSION

MOLECULA HUESPED

[
e ¢ —R— g } Parte hidrofilica
. — Y AN /
L]
& — —¢ Parte hidrofobica
e~
LY

AN
s

Figura 7. Esquema de la formacion de complejo de inclusién entre un compuesto organico y

ciclodextrina. Elaborado por Rubio, 2014.
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2.- OBJETIVOS
En el presente Trabajo Fin de Grado se pretende desarrollar una técnica de recuperacion
de suelos contaminados por herbicidas organoclorados debido a su impacto
medioambiental, basada en el uso de cepas bacterianas degradadoras especificas,

soluciones de nutrientes esenciales y ciclodextrinas.

Se ha seleccionado un herbicida organoclorado que se detecta frecuentemente en suelos
debido a su caracter hidrofobico y por lo tanto potencialmente persistente en el mismo,
ademéas de por sus propiedades tdxicas. El herbicida seleccionado es Clortoluron,

perteneciente a la familia quimica de las fenilureas.

La capacidad de las ciclodextrinas para formar complejos de inclusion con compuestos
hidrofobicos provoca un aumento en su hidrosolubilidad, incrementando la
concentracion de estos en la solucién del suelo y por lo tanto su biodisponibilidad para

ser degradados por los microorganismos.
Los objetivos especificos que se persiguen en el presente Trabajo son los siguientes:

e Estimar la potencial capacidad de Clortolurdn para ser retenido en suelo, a través
de la realizacion de isotermas de adsorcion-desorcion.

e Monitorizar diferentes tratamientos de biorrecuperacion de un suelo
contaminado artificialmente con el herbicida Clortoluron basados en la
atenuacion natural asistida a través de procesos de bioestimulo, mediante la
adicién de solucion de nutrientes, asi como usando soluciones de agentes
complejantes como son las ciclodextrinas (CDs) que incrementen la solubilidad
del contaminante y por tanto su biodisponibilidad, y procesos de bioaumento,
con la adicién de bacterias o consorcios bacterianos degradadores especificos de
fenilureas.

e Estudiar la actividad enzimética deshidrogenasa de los microorganismos del
suelo para obtener informacién sobre cémo se comporta la flora microbiana del

mismo en las diferentes etapas del experimento de biorrecuperacion.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIALES
3.1.1.- Suelo

Para la realizacion de este estudio, se utilizé un suelo procedente del corredor verde del
Guadiamar, situado en el término municipal de Sanlucar la Mayor, Sevilla (37° 27’
58.8’N 6° 12° 44.5>> W). En este estudio se nombrara este suelo como CV. Dicho suelo
fue contaminado por el desastre que se produjo tras el vertido de aguas acidas ricas en
metales, causado por la rotura de la presa de la balsa de decantacion de las minas de
Aznalcollar el 25 de abril de 1998. A partir de aqui, este suelo contaminado fue
sometido a un programa de recuperacion, en el cual se aplicaron fundamentalmente
técnicas de remocidn, junto con la aplicacion de métodos de estabilizacion con
enmiendas y finalmente métodos de fito-recuperacion. La muestra de suelo fue tomada
en febrero del afio 2017 del horizonte superficial (0-20 cm). A continuacion, se muestra

en la tabla 2 las propiedades fisico-quimicas analizadas.

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas del suelo estudiado.

Suelo pH CaCO, MO Arena Limo Arcilla | Clasificacion
(%) (%) (%) (%) (%) Textural
CVv 7,46 3,9 3,04 64,8 23,8 11,4 Franco
arenoso

3.1.2.- Herbicida
Se ha utilizado Clortolurén (CL) en polvo con una pureza mayor del 98%, suministrado

por Sigma Aldrich (Madrid, Espafia).

3.1.3.- Ciclodextrina

Se aplicd un tipo de ciclodextrina de origen sintético, concretamente 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD), con una pureza superior al 97%. La ciclodextrina empleada fue
suministrada por Cyclolab (Budapest, Hungria). En la tabla 3, se muestra la solubilidad

en agua (g/l) y el peso molecular de la ciclodextrina empleada.

Tabla 3. Solubilidad acuosa (g/l) y peso molecular de HPBCD.

Ciclodextrina HPBCD
Solubilidad en agua (g/l) > 330
Peso molecular 1303,3
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3.1.4.- Consorcio bacteriano

El consorcio bacteriano utilizado en el presente trabajo consta de tres cepas bacterianas
(también denominadas triada a lo largo del trabajo), cuya concentracion total sera de
108 y 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC), obtenidas a partir de la turbidez
del medio utilizando el método McFarland. Este consorcio microbiano se emplea
porque en estudios anteriores se vio que era efectivo para la biodegradacion vy
mineralizacion de Diurdn, otro herbicida perteneciente a la familia de las sulfonilureas
(Villaverde et al., 2017).

Las cepas bacterianas utilizadas son las siguientes:

e Advenella kashmirensis, previamente aislada e identificada en un suelo
contaminado por derivados del petroleo, hidrocarburos clorados y ftalatos
(Sopefia et al., 2014). La morfologia de esta bacteria fue descrita por Ghosh et
al. (2005, 2013) y Coenye et al. (2005). No contiene flagelos, aparece sola, en
parejas, en cadenas, en cadenas ramificadas o en grupos. Es Gram negativa,
ovalada en forma de coco.

e Acthrobacter sulfonivorans, capaz de crecer con Diurén como Unica fuente de
carbono, fue caracterizada por Widehem et al. (2002) y adquirida de la coleccion
del Instituto Pasteur (Paris, Francia). Su codigo en esta coleccion es CIP 105365.
Esta bacteria es Gram positiva y esférica. Forman grupos o cadenas en solucién,
son moviles y no presentan esporas (Borodina et al., 2002).

e Variovorax soli, proporcionada por el Doctor Sebastian Sorensen, del Instituto
“Geological Suvey of Denmark and Greenland” (GEUS, Copenhague,
Dinamarca). Esta bacteria es capaz de mineralizar Diurdn y otros herbicidas del
grupo de las fenilureas, utilizandolos como Unica fuente de carbono (Sorensen et
al., 2008). Segun Kim et al. (2006) esta bacteria es Gram negativa, bacilo movil

Yy no presenta esporas.

3.1.5.- Medios de cultivo
Los medios de cultivos empleados en los experimentos con la triada son los
denominados: MSM, LB y R2A se describen a continuacién, y su composicion aparece

en la tabla 4.

e MSM: Mineral Salts Medium. Resultado de la mezcla de las siguientes

disoluciones:
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- Disolucion I: 2,0 (g) de KH2 POs més 4,0 (g) de Na2 H PO4 en 500 (ml) de

agua destilada.

- Disolucion 11: 1,6 (g) de (NaH4)2S04 mas 0,8 (g) de (NaH4)2SOa4en 500 (ml)
de agua destilada.

- El pH se ajusto con NaOH a 7,5.

e LB: Luria-Bertani medium. Medio 381 de la lista de medios para
microorganismos  (Leibniz  Institute DSMZ-German  Collection  of
Microoganisms and Cell Cultures).

e R2A: Medio 830 de la lista de medios para microorganismos (Leibniz Institute
DSMZ-German Collection of Microoganisms and Cell Cultures).

Tabla 4. Composicién (g/1) de los medios de cultivo utilizados en este trabajo.

Componentes MSM LB R2A
KH2 PO4 2,0
Na2 H POq4 4.0
(NaH4)2S04 0,8
MgSO4 * 7 H20 1,6 0,5
NaCl 10,0
Triptona 10,0
Extracto de 5,0 0,5
levadura
Peptona 0,5
Casaminoacidos 0,5
Glucosa 0,5
Almidon 0,5
K2 HPO4 0,5
Piruvato sodico 0,5

3.1.6.- Solucidn de nutrientes (SNg)
Para activar tanto a la flora endogena del suelo como a las tres cepas bacterianas
presentadas en el anterior apartado, se aplico al suelo una solucién de nutrientes con la

composicion que se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Solucién de nutrientes SN,

Nutrientes que contiene la solucién mi

nutritiva (SNg) Hg'm
CaS0Os.2H0O 10,0
Zn SO4. 7 H0 12,5
Al (SO4)s . 18 H20 12,5
Ni Cl2. 6 H20 12,5
CoCl2.6 H0O 12,5
SnCl2. 2 H.0 25,0
Fe SO4 .7 HO 37,5
Li CI 2,50
K Br 3,75
KCI 3,75
Mn Cl, 4 H,0 75,0

3.2.- METODOS

3.2.1.- Determinaciones analiticas para la caracterizacion del suelo

Antes de proceder a las diferentes determinaciones, la muestra de suelo se dej6 secar al
aire durante 24 horas a temperatura ambiente, posteriormente, se separaron las piedras y
se rompieron los agregados con un rodillo. La muestra asi preparada, se pasd por un

tamiz con luz de malla de 2 mm.

e Determinacion del carbono organico total y materia organica
El método seguido ha sido el basado en la técnica descrita por Walkley y Black (1934),
que consiste en la oxidacion de la materia organica con dicromato potasico (K,Cr,0-)
en presencia de acido sulfirico y posterior valoracién del dicromato no reducido con sal

de Mohr (valoracion por retroceso).

Suponiendo que la materia organica contiene el 58 % de carbono, se ha utilizado 1,724
como factor de conversion de carbono organico total a materia organica, de acuerdo con
Jackson (1982).

e Determinacién del pH
Se siguié el método propuesto por Guitan y Carballas (1976), mediante la medida en

pasta saturada de muestra en agua.

e Determinacion de la granulometria
Se realizo de acuerdo con la metodologia descrita por Gee y Bauder (1986), usando

hexametafosfato sédico como agente dispersante.
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e Determinacion de carbonatos

El suelo se trata con HCI y el volumen de CO, desprendido es medido a través de un
calcimetro Bernard. Los resultados se expresan en porcentaje de CaCO; equivalente en

el suelo.

3.2.2.- Anélisis del herbicida Clortolurén

La concentracion del herbicida Clortoluron en solucion se obtuvo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Los cromatogramas se obtuvieron en
un equipo de HPLC modular (Varian ProStar 410 HPLC) con un detector ultravioleta-
visible, empleando una columna Kromasil C18 de fase reversa 15 x 0,40 (cm X cm)
suministrada por Teknokroma (Espafia), con un volumen de inyeccion de 100 pl y a una
temperatura de horno de 30 °C. Para la adquisicion y manejo de los datos se empled el
programa informatico Galaxie Chromatography Data System. En la tabla 6, se detallan
las condiciones empleadas en el analisis del herbicida y en la figura 8 se muestra el
cromatdgrafo empleado. Se prepard una curva de calibrado, que permitio pasar las areas

obtenidas en el cromatografo a unidades de concentracion.

Tabla 6. Condiciones empleadas en el analisis del herbicida Clortolurdn.

Fase movil . .
- . ) Tiempode  Longitud de
Herbicida | Acetonitrilo Agua  Flujo retencion onda (£)
Mili O
Clortolurén 60% 40%  1ml/min 5 min 230 nm

Figura 8. Equipo de HPLC modular (Varian ProStar 410).
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3.2.3.- Estudios de adsorcion-desorcion

Para medir la capacidad de adsorcion del herbicida Clortoluron en el suelo
seleccionado, se pesaron 10 g de suelo en tubos de centrifuga de 30 ml de capacidad. A
continuacion, se puso el suelo en contacto con 10 ml de soluciones de Clortolurén a 5
concentraciones diferentes (2, 5, 10, 15 y 20 mg/l), en una solucion de acuosa con
Ca(NO3), 0,01M y HgCl, 200 ppm para mantener la fuerza ionica constante y para
detener cualquier actividad de los microorganismos del suelo que pueda degradar el
herbicida. Los tubos se mantuvieron en agitacién durante 72 horas a 120 rpm y 25 °C de
temperatura. Todas las experiencias se realizaron por triplicado. Posteriormente las
suspensiones fueron centrifugadas (10 minutos a 11000 rpm) y del sobrenadante se

retiraron 5 ml, para medir la cantidad de Clortolurén no adsorbido.

Las isotermas de desorcion se llevaron a cabo solo a 3 concentraciones (2, 10 y 20
mg/l), reemplazando los 5 ml del sobrenadante retirados, por 5 ml de soluciéon de
Ca(NO3), 0,01 My HgCl, 200 ppm. Las suspensiones se dejaron equilibrar durante
otras 24 horas mas en las mismas condiciones anteriores. Este proceso se repitié hasta
un total de tres veces. En cada paso de desorcidn, las suspensiones fueron centrifugadas
(10 minutos a 11000 rpm) y se retiraron 5 ml de sobrenadante, en el que se midié el

herbicida por HPLC con detector ultravioleta.

Las isotermas de desorcion también se llevaron a cabo empleando una solucion de
ciclodextrina en lugar de la solucion de Ca(NO3), . Para ello se reemplazo6 la mitad del
sobrenadante de los tubos de centrifuga correspondientes a concentraciones iniciales del
herbicida de 2, 10 y 20 mg/l una vez que el equilibrio de adsorcion se habia alcanzado,
por 5 ml de una solucién de HPBCD equivalente a 10 veces la concentracién molar
inicial del herbicida (8,1*10~* M). Las suspensiones se dejaron equilibrar durante otras
24 horas mas en las mismas condiciones anteriores y posteriormente se volvio a retirar
la mitad del sobrenadante en el que se determiné por HPLC la concentracion de

Clortolurdn. Este proceso se repitio hasta un total de tres veces.

Las isotermas de adsorcion y desorcion se obtuvieron representando la cantidad
adsorbida, expresada en pmol de Clortolurén adsorbido por kg de suelo (umol/kg),
frente a las correspondientes concentraciones del herbicida en equilibrio (umol/l). Las
isotermas de adsorcion han sido ajustadas a la forma logaritmica de la ecuacion de

Freundlich:
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log Cs =log k¢ +nlog C.| (3)

donde:

e ( (umol/kg): cantidad de herbicida adsorbido por kilogramo de suelo.

e C, (umol/l): concentracion de herbicida en la solucion de equilibrio.

e ks es una constante relacionada con la capacidad de adsorcion del suelo y
representa la cantidad de herbicida adsorbido cuando la concentracion de
equilibrio es la unidad.

e n: es un pardmetro que indica la intensidad de la adsorcion y esta relacionado
con la curvatura de la isoterma.

Las isotermas de adsorcion-desorcion de los suelos fueron modelizadas mediante recta
de regresion lineal utilizando Microsoft Office Excel 2017, a partir del cual se

obtuvieron las constantes kf y “n”.

El papel que juegan los enlaces hidrofébicos del herbicida Clortoluron con la materia
orgénica en la adsorcién de herbicidas no polares en suelos puede ser comparado
utilizando el coeficiente de distribucion de un determinado herbicida en un suelo
determinado para una concentracion de equilibrio fija (k;), pero referido al porcentaje

de carbono organico (CO) del suelo (ko).

Kroc = (kp | %CO) x 100  (4)

3.2.4.- Estudios de biodegradacion de Clortolurén en suelo

El suelo CV se contamind con Clortolurdn a una concentracion de 50 mg/kg. El
herbicida fue aplicado en una solucion de metanol, debido a esto solo se aplico al 25 %
del suelo y una vez volatilizado el metanol, se mezcld con el resto del suelo alcanzando
la concentracién fijada. Este procedimiento se realiza de este modo para tratar de no

eliminar la flora microbiana presente en el suelo, al menos la totalidad de la misma.

En este ensayo se realizaron 7 tratamientos por duplicado, y se tomaron muestras de
suelo a diferentes tiempos de envejecimiento (1, 7, 15, 30 y 60 dias). En los 7
tratamientos se aplico una humedad final al suelo del 60% de la capacidad de campo del
mismo (19,65 ml/100 g). En la tabla 7 se detallan dichos tratamientos y se describen a

continuacion:
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Tabla 7. Tratamientos de biodegradacién de Clortolurén en el suelo CV.

Tratamiento SNs HPBCD Triada Triada
(Iml) (x10) (10°UFClg) (10 UFClg)
1 | Control
2 | Nutrientes (SNs) v
3 | SNs + HPBCD v v
4 | SNs + Consorcio (1) v v
5 | SNs + HPBCD + Consorcio (1) v v v
6 | SNs + Consorcio (2) v v
7 | SNs + HPBCD + Consorcio (2) v v v

Tratamiento 1 (TTO1): Se realiza para comprobar si el herbicida se degrada en el
suelo solo con la propia flora endogena.

Tratamiento 2 (TTO2): Se realiza para comprobar si el herbicida se degrada en
menor tiempo al activar la propia flora endégena con solucién de nutrientes.
Tratamiento 3 (TTO3): Se realiza para comprobar si el herbicida se degrada en
menor tiempo en el periodo transcurrido en el ensayo por aumentar la solubilidad
del Clortoluron en solucién y asi estar mas biodisponible para la propia flora
endogena del suelo. De HPBCD se afiade 10 veces la concentracion del herbicida
inicialmente afiadido (x10).

Tratamiento 4 (TTO4): Se realiza para comprobar si la triada a 10° UFC/g junto con
la propia flora del suelo y solucion de nutrientes favorece la biodegradacion
acortando el tiempo del ensayo.

Tratamiento 5 (TTO5): Se realiza para comprobar si el tratamiento mixto (la triada a
10° UFC/g + HPBCD) junto con la propia flora del suelo y solucion de nutrientes
favorece la biodegradacion acortando el tiempo del ensayo.

Tratamiento 6 (TTO6): Se realiza para comprobar si la triada a 108 UFC/g junto con
la propia flora del suelo favorece la biodegradacion acortando el tiempo del ensayo.
Tratamiento 7 (TTQO7): Se realiza para comprobar si el tratamiento mixto (la triada a
108 UFC/g + HPBCD) junto con la propia flora del suelo favorece la biodegradacion

acortando el tiempo del ensayo.
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Una parte fundamental de nuestro experimento es la aplicacion de microorganismos

degradadores exdgenos, para ello, se utilizé el consorcio bacteriano (la triada) el cual ha
sido descrito en el apartado 3.1.4 de Materiales. La preparacion de estos indculos

bacterianos se realizo de la siguiente manera:

Preparacion de los inéculos bacterianos:

Las tres cepas que forman el consorcio bacteriano se conservan en crioviales
(Microbank PL170/M, PROLAB Diagnostics) especialmente diseflados para ese
cometido. Estos contienen pequefias esferas porosas que sirven de soporte para las
bacterias y que a su vez se encuentran sumergidas en un liquido crioprotector, cuya
composicion no es suministrada por el fabricante. Los crioviales se conservaron a -80°C

en congelador (Revco Elite Plus, Clarkson Laboratory & Supply Inc. USA).

De los crioviales se utilizé una esfera para sembrar las diferentes cepas individualmente
en placas Petri conteniendo bacto agar (20 g/l). Cada una de las cepas bacterianas se
sembraron en el medio de cultivo mas adecuado para su crecimiento: Acthrobacter
sulfonivorans y Advenella kashmirensis en LB y Variovorax soli en R2A. La siembra se

realizd en césped y las placas se incubaron 24 horas en horno a 30 °C.

A partir de cada placa Petri sembrada en césped, las tres cepas se sembraron en
cuadrantes por quintuplicado en nuevas placas Petri, dejandolas incubar durante 24
horas en horno a 30 °C para conseguir obtener biomasa suficiente y colonias aisladas de
suficiente calidad. Posteriormente, se recogid la biomasa en botellas de vidrio estériles
de 250 ml, en las cuales se le afiadieron 100 ml de medio LB para Acthrobacter y
Advenella y 100 ml de R2A para Variovorax, estos medios de cultivo fueron
suplementados con Clortoluron (10 mg/l) y 1 ml de una solucién de nutrientes (SNs).
Seguidamente, se incubaron a 30 °C en un agitador horizontal durante 21 horas a 130
rpm. Las bacterias se tomaron al inicio de la fase estacionaria de crecimiento (21 h).
Esto es conocido debido a que se realizaron estudios previos para analizar las curvas de

crecimiento de cada cepa bacteriana.

Pasado dicho tiempo se pasaron a botes de centrifuga y se centrifugaron durante 10
minutos a 7000 rpm, obteniendo unicamente el pellet formado por las bacterias y
eliminando el medio de cultivo. Este proceso se repitid tres veces, pero esta vez siendo
resuspendido el pellet con el medio MSM. Con este proceso tratamos de lavar los restos

del medio de cultivo. Una vez obtenido el pellet final, se resuspendio dicho pellet en
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tubos falcon con medio MSM. En la figura 9 puede observarse la preparacion del

indculo bacteriano de forma esquematica.

24 horas

a30
e
= 5/ |
e
=2
Crioviales Siembra en B
MICROBANK césped. Medio: Siembra en
R2A-agar o LB- cuad‘rante.
agar Medio: R2A-
agar o LB-agar

10° (UFC) Pellet

10 minut
Resuspender a 7000
en MSM rpmx 3

pas =

Figura 9. Esquema preparacion del indculo bacteriano.

En este caso, la densidad 6ptica de los cultivos se ajusté a la solucion de McFarland del
nimero 4 (13 x 10% (UFC/g)). En microbiologia, los estandares de turbidez de
McFarland se usan como referencia en suspensiones bacterioldgicas para saber el
namero de bacterias por mililitro, o las unidades formadoras de colonias (UFC), segun
una escala que va de 0,5 a 10. Estos estandares son creados al mezclar soluciones de
cloruro de bario al 1% con é&cido sulfarico al 1% en volumenes especificos. Los
estandares pueden ser visualmente comparados con suspensiones de bacterias en
solucidn salina estéril. La ventaja de este método es que no es necesario incubar ni usar
equipo especial para estimar el nimero de bacterias. En nuestro experimento la cantidad

de cada cepa bacteriana a aplicar fue de 10° y 108 UFC/g.

Una vez aplicados los materiales descritos a cada tratamiento, se dividio cada
tratamiento en viales de vidrio estériles (2,5 g), para obtener los diferentes tiempos de

envejecimiento (1, 7, 15, 30 y 60 dias) por duplicado.

Por ultimo, cuando los distintos tratamientos fueron alcanzando sus correspondientes

tiempos de envejecimiento, se procedio a realizar la extraccion con metanol. Para
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realizar dicha extraccion se pesé 1 g de cada vial por duplicado. Esta muestra se

introdujo en tubos de centrifuga de 30 ml y se le afadieron 5 ml de metanol.
Seguidamente, se realiz6 una agitacion de 30 segundos en vortex, 30 minutos en
ultrasonidos y 1 hora de volteo. Este proceso se repitio tres veces en este orden. Una vez
finalizada la agitacion, se centrifugd durante 15 minutos a 7000 rpm. Por dltimo, se
recogio el sobrenadante y se procedi6 al filtrado, para el que se usaron filtros de nylon
con un tamafio de poro de 0,45 um. El filtrado fue depositado en viales de 2 ml

especialmente disefiados para medir en HPLC.

La cuantificacion del analito, se hizo por recta de calibrado externa hasta una
concentracion de 20 ppm de Clortolurén.

3.2.5.- Modelizacion de los resultados de biodegradacion

Para el calculo de los parametros cinéticos de las curvas de biodegradacion obtenidas en
estos ensayos, éstas se ajustaron y fueron modelizadas usando las indicaciones incluidas en
la guia FOCUS (2006), grupo de trabajo de expertos constituido en 1993 para ayudar en el
calculo de las cinéticas de disipacion necesarias para el proceso europeo de autorizacion de
plaguicidas segun la Directiva 91/414/CEE, empleando el programa matematico SOLVER
de Microsoft Office Excel 2017.

Los principales tipos de cinéticas que se describen en el documento de FOCUS son las
cinéticas de Primer Orden que engloban a: Cinética de Primer Orden Simple (SFO),
cinética del Modelo de Hockey-Stick (HS), cinética de Gustafson y Holden (FOMC),
cinética del Modelo Biexponencial y cinética de primer orden bifasica Hockey-Stick
(HS) modificado, (MHS). Las cinéticas que mejor se ajustaron a las curvas de
biodegradacion fueron SFO y HS. A continuacion, se hard una breve descripcion de

cada una de ellas.

La cinética SFO asume que el nimero de moléculas de herbicida es muy pequefio frente
al nimero de microorganismos y enzimas que lo degradan. Como resultado, el cambio
en la concentracién del herbicida es directamente proporcional a la concentracion que
queda de él en el sistema, ya que el resto de componentes estan en exceso. Supone que
la biodegradacion esta limitada a una cantidad maxima que dependera de la naturaleza
del herbicida y del tipo de suelo. Las desviaciones de la cinética de primer orden se
producen porque la disponibilidad del herbicida disminuye con el tiempo, por la
variacion espacial del proceso de degradacion o por la dependencia del proceso de
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degradacion con la disminucién de la actividad microbiana. Sélo se obtiene una

constante k;. Los diferentes pardmetros cinéticos se obtendran a partir de las siguientes

ecuaciones:
M =M, * e Kt (5)
DTy = M2/, (6)
ln 100
DT, = —“;(0 =X @)

DTso es el tiempo necesario para que se alcance el 50% de Clortolurdn biodegradado.

La cinética HS considera que el suelo consiste en dos compartimentos diferentes, uno
de degradacién réapida y otro mas lenta cada uno afectado por una cinética de primer
orden. Inicialmente se aplica todo el producto en el compartimento de degradacion
rapida donde la concentracion del herbicida disminuye mediante una cinética de orden 1
con una constante especifica de velocidad k;, y en un determinado momento Ilamado
punto de ruptura (t,), comienza a transferirse al compartimento de degradacion lenta,
mediante otro proceso de orden 1 con una constante de k,. En este modelo bifasico el
herbicida se divide directamente entre los dos compartimentos, sin que exista
transferencia de uno a otro. Siendo k; mayor que la k., ya que la degradacion es mas
rapida al principio. Los diferentes parametros cinéticos se obtendran a partir de las

siguientes ecuaciones:

M=M,*e ket parat<t, (8)
M =M, * e K1 &b 5 o= Ka(t=tp) parat>t,  (9)

(111 100 )
DT, =~ siDT, <t, (10)
1

In—22° 1 ¢
DT, = w SiDT,>t, (11

2
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3.2.6.- Estudio de la actividad de la enzima deshidrogenasa de los microorganismos

del suelo

La medicion de la actividad enzimética deshidrogenasa se ha utilizado como indicador
para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la actividad bioldgica del
suelo. La actividad de la deshidrogenasa nos permite, de manera global, tener una idea
de los procesos microbianos que ocurren en el suelo debido a que se encuentran
presentes Unicamente en sistemas vivos (Gajda y Martyniuk 2005, Gil-Sostres et al.,
2005, Paul y Clark 2007). Dicha actividad se determin6 por el método de Garcia et al.
(1993) que se basa en la estimacion del iodonitrotetrazolio formazano (INTF) formado,
cuando el suelo es incubado con 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-feniltetrazolio (INT)
durante 20 horas a 20 °C en oscuridad, haciendo uso de los siguientes reactivos: 2-p-
iodofenil-3-p-nitrofenil-5-feniltetrazolio (INT) al 0,4%, metanol, iodonitrotetrazolio
formazan (INTF).

Para ello, se pesaron 0,5 g de suelo en tubos de ensayo de vidrio por triplicado, dos
muestras y un control. A continuacion, se afiadio a las muestras en oscuridad, 0,1 ml de
INT al 0,4% y 0,2 ml de agua destilada y se taparon con parafilm. En el caso de los
controles, se afiadi6 0,3 ml de agua destilada, en las mismas condiciones que las
muestras y se taparon con parafilm. Posteriormente, se incubaron durante 20 horas a
temperatura ambiente en completa oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 5
ml de metanol a las muestras y a los controles, y seguidamente, se agitaron
enérgicamente en vortex durante 1 minuto. Después, se filtraron con filtros Whatman
grado 6, y los filtrados fueron depositados en tubos de vidrio. La produccion del INTF

generara un color rojizo que se cuantifica por espectroscopia UV-visible.

La medicién de la absorbancia se llevé a cabo en un espectrofotémetro a 490 nm de
longitud de onda. Para ello, se prepar6 una curva de calibrado, tomando alicuotas de
cantidades crecientes entre 0 y 10 ml de la disolucién de INTF. La curva de calibrado se
empled para transformar las absorbancias que nos proporciona el espectrofotometro a
unidades de concentracion (mg/l). El espectofotdmetro utilizado fue un UV-3100PC
spectrophotometer suministrado por VWR y que se muestra en la figura 10.
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UV-3100PC scecnophronmiar

Figura 10. Espectrofotémetro (UV-3100PC Spectrophotometer).

Para dilucidar diferencias significativas entre los tratamientos a lo largo del tiempo se
realizé el analisis de la varianza ANOVA de una sola via con medidas repetidas (Pérez,
2005) mediante el paquete estadistico IBM SPSS V. 24. Dichos resultados seran

mostrados a modo de resumen en el anexo | adjunto.
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R o Resultados y discusion
4.- RESULTADOS

4.1.- ISOTERMAS DE ADSORCION-DESORCION DE CLORTOLURON
EN SUELO

En las figuras 11 y 12, se presenta la isoterma de adsorcion del herbicida Clortoluron en
el suelo empleado, asi como las isotermas de desorcion obtenidas empleando solucién
Ca(NO3)2 0,01 M (Fig. 11) o solucién de HPBCD (Fig. 12).

ISOTERMA ADSORCION-DESORCION DE CLOROTOLURON CON SOLUCION DE ELECTROLITO EN SUELO
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-
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Figura 11. Isoterma de adsorcién-desorcién con solucion de nitrato célcico en el suelo

estudiado. Las barras verticales corresponden a las desviaciones estandar.

ISOTERMA ADSORCION-DESORCION DE CLOROTOLURON CON SOLUCION DE HPBCD EN SUELO
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Figura 12. Isoterma de adsorcién-desorcion con solucién de HPBCD en el suelo estudiado.

Las barras verticales corresponden a las desviaciones estandar.
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4.1.1.- Isoterma de adsorcion de Clortolurén en suelo

Los datos de la isoterma de adsorcién se ajustaron satisfactoriamente a la ecuacion (3)

de Freundlich, como lo confirman el coeficiente de correlacion (R?) obtenido (Tabla 8).

La capacidad de adsorcion del suelo viene dada por el parametro K de la ecuacion de
Freundlich. La constante K, es la cantidad de herbicida adsorbido para una
concentracion en el equilibrio de 1 pumol/l y, por tanto, representaria la capacidad de
adsorcion de un suelo a concentraciones bajas de adsorbato. En nuestro caso, y para
nuestro herbicida corresponderia a un escenario de aplicacion normal sobre suelos
agricolas (0,6 — 5 kg/ ha, Tomlin, 2000), es decir, esta capacidad de adsorcion
determinada a través de Ky nos aportaria informacion sobre el comportamiento del
herbicida, cuando este es aplicado para llevar a cabo su funcion agricola. En el suelo
estudiado K fue de 13,73 (tabla 8).

Tabla 8. Parametros de la ecuacion de Freundlich (K; y ng), coeficiente de correlacion lineal
(RY) y Ky normalizada con el contenido de carbono organico (Ky,.) correspondientes a la

adsorcién de Clortolurén sobre el suelo CV.

Tipo de isoterma K; ng R? Kfoc

Adsorcién 13,73 0,6912 0,9497 778,65

Otro parametro determinado a partir de la ecuacién de Freundlich es el coeficiente de
Freundlich (n), que nos indica la intensidad de la adsorcion. El valor obtenido en esta
isoterma fue de 0,6912. Valores < 1 indican que cuanta mas cantidad de moléculas de
Clortolurdn se adsorben, menos sitios de afinidad quedan disponibles, por lo que las
isotermas empiezan a curvarse, limitandose la cantidad adsorbida, es decir se aproximan

mas a isotermas tipo L de acuerdo a la clasificacion de Giles et al. (1974).

El papel de las interacciones hidrofobicas sobre la adsorcion de los herbicidas
hidrofébicos y no polares puede ser comparado normalizando la constante de
Freundlich por el contenido en carbono organico de la materia organica del suelo, K¢,
(ecuacion 4), pudiéndose concluir que ademas de ser responsable de la adsorcion de
Clortolurdn, también, esta interaccion es fuerte y provoca una dificil desorcion del
mismo. Mientras mas hidrofobica sea una molécula mas alta sera la probabilidad para
que se reparta desde la fase acuosa a la fase organica del medio. K, puede ser

utilizado como una de las medidas de esta propiedad de los suelos y es independiente de
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otras. Cuando las uniones hidrofobicas son las responsables de la adsorcion del

herbicida, K, debe tomar valores mas o menos constantes para distintos suelos, es
decir, se trata de un factor que sirve como herramienta para determinar si el factor que
mas influye en la adsorcion de un plaguicida es la materia orgéanica del suelo. Segun
algunos estudios con el herbicida Clortolurén no siempre se obtiene un valor constante
de Ky,, lo que indica que ademas de la materia organica del suelo hay otros factores del
mismo que también influyen. EIGouzi et al. (2012) observaron que suelos con altos
contenidos de arcillas daban lugar a valores de Kr,. superiores a la mayoria de los
suelos. Lo mismo observaron Hiller et al. (2008) en suelos con alto contenido en
esmectitas, un tipo de mineral de la arcilla. Arfaoui et al. (2012), observaron para el
herbicida isoproturén, también perteneciente a la familia de las fenilureas, que el

contenido en materia organica y la relacion

co2- . .
resultaron ser los dos parametros mas

M.O.

determinantes para su adsorcion.

4.1.2.- Isotermas de desorcion de Clortolurén en suelo

En la figura 11 se presentan las isotermas de desorcion de Clortolurdn en el suelo CV
empleando soluciones de Ca(NO3), 0,01 M. Se observa que las desorciones con
Ca(NO3), 0,01 M para el herbicida Clortolurén presentaron histéresis positiva,
indicando que la desorcion no era totalmente reversible. En la tabla 9, se muestran los
porcentajes de Clortolurén desorbido a diferentes concentraciones iniciales cuando se
empleo la solucion de Ca(NO3), 0,01 M.

Tabla 9. Porcentajes de desorcion de Clortolurdn del suelo empleando soluciones de
Ca(NO3), y HPBCD como extractantes.

Desorcion Ca(NO3), HPBCD
2 ppm 1,57 18,8
10 ppm 12,5 28,2
20 ppm 15,1 28,3
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En la tabla 9 se muestran los porcentajes totales de Clortoluron desorbido a 3

concentraciones iniciales (2, 10 y 20 ppm). Se observa que en general el porcentaje
desorbido aumenta conforme aumenta la concentracion, lo que indica que la adsorcion
es mas irreversible cuando hay menor cantidad adsorbida, ya que la adsorcion se estara
produciendo en los sitios donde haya mayor afinidad de adsorcion, de los cuales la
desorcion va a ser mas dificil o incluso imposible. Por lo tanto, concentraciones
crecientes de Clortoluron en suelos pueden dar lugar a distintos efectos en cuanto a su

desorcion y persistencia.

En la figura 12 se muestran las isotermas de adsorcidn-desorcion de Clortoluron
empleando la solucion de HPBCD 10 veces la concentracion molar del herbicida. Estas
desorciones se llevaron a cabo para ver si la ciclodextrina ejercia un efecto de
extraccion del herbicida del suelo. Se observa que en todos los casos existe también
histéresis, ya que los resultados de desorcion se desvian marcadamente de la isoterma de
adsorcion, pero se trata de una histéresis negativa, es decir, se desorbe méas de la
cantidad de Clortoluron de la que seria de esperar segun la isoterma de adsorcion. En la
tabla 9 también se muestras los porcentajes de Clortoluron desorbido a partir de
diferentes concentraciones iniciales de Clortoluron cuando se empled la solucion
HPBCD x10. ElI comportamiento observado indico que el herbicida presenta una mayor
tendencia a incorporarse a la solucion del suelo en presencia de HPBCD vy, por tanto, la
capacidad de extraccion de esta ciclodextrina hacia el herbicida adsorbido. Similares
resultados obtuvieron Peréz-Martinez et al. (2000) y Morillo et al. (2001) usando como
extractante B-cliclodextrina en estudios del herbicida 2,4-D. Los herbicidas poco polares
presentan una alta tendencia a permanecer adsorbidos en la superficie del suelo,
conduciendo a su inactivacion, baja disponibilidad, y, por tanto, contaminacién de los
suelos, pero si éstos forman complejos de inclusion con las ciclodextrinas en solucion y
aumentan su solubilidad, sera mas facil eliminarlos facilitando la biorrecuperacion de

suelos contaminados (Villaverde et al., 2005).
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4.2.- BIODEGRADACION DE CLORTOLURON EN SUELO

Se realizaron experiencias para comprobar si el herbicida Clortolurdn se biodegradaba
en el suelo CV empleando los 7 tratamientos descritos en el apartado 3.2.5 de
Materiales y Métodos. En los tratamientos donde se inoculd el consorcio bacteriano
(TTO 4, 5, 6 y 7) éste fue afiadido al sistema al inicio de su fase estacionaria de
crecimiento (21 h).

La figura 13 muestra las curvas de biodegradacion del herbicida Clortoluron quedando
representado el ensayo experimental con simbolo y la modelizacion con una linea. En la
tabla 11 se muestran los resultados obtenidos de las modelizaciones de la
biodegradacion en la cual se expresa el modelo cinético junto con los parametros
caracteristicos del modelo (ki, k2 y tb), el tiempo de deteccion al que se degradaria el

50% del herbicida (DTso) y el porcentaje de degradacion total obtenido.

120 -
X TTO1
100
32' W T7T02
>
2 g0
=2 ¢ TT03
2
2 60
2 A TTO4
e
S 40
o X TTO5
®
20
X TTO6
0
® TTO07
TIEMPO (DIAS)

Figura 13. Curvas de biodegradacion de Clortolurén en suelo CV con 7 tratamientos. Las

barras verticales corresponden a las desviaciones estandar.
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Tabla 10. Tratamientos de biodegradacion de Clortolurén en el suelo CV.

Tratamiento SNs HPBCD Triada Triada
(Iml) (x10) (10°UFC/g) (10 UFClg)
1 | Control
2 | Nutrientes (SNs) v
3 | SNs+ HPBCD v v
4 | SNs + Consorcio (1) v v
5 | SNs + HPBCD + Consorcio (1) v v v
6 | SNs + Consorcio (2) v v
7 | SNs + HPBCD + Consorcio (2) v v v

Tabla 11. Parametros cinéticos obtenidos en la modelizacién de las curvas de biodegradacion

del herbicida Clortolurén en el suelo CV.

VBB Ic;/l r?eqcfcl:g (di‘;ls-l) (di‘;i-l) (d?gs) ([é;io) o% Q%Z?C"’”
1 HS | 2610° | 4210° | 34 196 11,6
2 HS 6,6 10* 0,01 38 104 21,7
3 SFO | 2610% i i 2715 0,63
4 HS 0,21 4,13 7 3 90,0
5 HS 0,19 4,13 7 4 99,8
6 HS 0,24 i 7 i 435
7 HS 0,02 0,01 8 16 68,2

Como se puede observar en la figura 13 la biodegradacién del herbicida estudiado en los
tratamientos 1, 2 y 3 que no llevan consorcio bacteriano exdgeno (triada) muestran que
no existe biodegradacion a lo largo del tiempo, manteniéndose practicamente constante
durante el tiempo del ensayo. En la tabla 11 se pueden ver los porcentajes de
degradacion para estos tratamientos donde el porcentaje degradado ha sido de 11,6, 21,7
y 0,63%, respectivamente, aunque los errores en los datos del ultimo dia del ensayo (60
dias) son muy grandes sobre todo para el tratamiento 2. El tiempo que ha de transcurrir
para que se degrade el 50% del herbicida Clortolurén en estas condiciones seria de 196,

104 y 2715 dias, respectivamente. Estos tratamientos seran considerados como
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controles de este estudio debido a que no ha sido inoculado el consorcio bacteriano

quedando reflejado que se debe realizar una biorrecuperacion en el suelo CV mediante
un tratamiento de bioaumento con organismos exogenos degradadores especificos
(Villaverde et al., 2012) ya que los microorganismos enddgenos de este suelo no tienen

capacidad de degradar el herbicida.

La figura 13 y la tabla 11 también muestran las curvas de biodegradacion del herbicida
Clortolurdn y los resultados obtenidos de las modelizaciones de la biodegradacion con
los tratamientos 4, 5, 6 y 7, que si llevan el bioaumento con bacterias degradadoras

especificas.

Los tratamientos 4 y 6 solo se diferencian en la concentracién afiadida del consorcio
bacteriano, 10° y 108 UFC/g, respectivamente. Los porcentajes de degradacion para
estos tratamientos han sido de 90,0 y 43,5%, respectivamente. El tiempo que ha de
transcurrir para que se degrade el 50 % del herbicida Clortolurén en estas condiciones
seria de 3 y 25 dias, respectivamente. Al aplicar el tratamiento 4 se puede afirmar que
las aplicaciones conjuntas de las 3 cepas investigadas a la concentracion elevada (10°
UFC/g) forman un consorcio extraordinario, ya que se acortan los tiempos de
biodegradacion y, ademas se consigue eliminar por completo el herbicida del suelo y
por tanto su riesgo toxico. Este resultado no sucede cuando el consorcio bacteriano es
inoculado a 10 UFC/g (TTO 6), lo que indica que este consorcio consigue adaptarse
rapidamente a la presencia del herbicida en suelo como Unica fuente de carbono, pero se
necesita 10 veces mas de la concentracion afiadida del consorcio para que se alcance

una completa biodegradacion.

Existen ciertas discrepancias acerca del uso de los indculos microbianos degradadores
especificos en la recuperacion de suelos contaminados, ya que en algunos estudios se ha
observado un incremento en la degradacion del contaminante (Bento et al., 2005;
Thompson et al., 2005), mientras que en otros se ha observado un efecto negativo en su
degradacion (Thomassin-Lacroix et al., 2002). Por ejemplo, Towell et al. (2011b),
estudiaron, en un suelo agricola, el efecto de la adicién de tres indculos bacterianos
degradadores en la degradacién de fenildodecano. Cada uno de los indculos se adiciond
al suelo a tres concentraciones distintas. Salvo cuando los indculos se adicionaron a la
concentracion mas baja de las tres empleadas, obtuvieron que la duracién de la fase lag
en las curvas de biodegradacion era mayor que cuando no se adiciono ningun indculo.
Towell et al. (2011a), observaron que, en uno de los tres suelos empleados en su
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estudio, la extension global de degradacion alcanzada en el sistema inoculado con un

degradador especifico resulté ser mas baja que la que se obtuvo en ausencia del
degradador, concluyendo que se debid a la competencia que existia entre la flora

enddgena de ese suelo y el degradador especifico afiadido.

Los tratamientos 5 y 7, como queda reflejado en la tabla 10, se diferencian de los
tratamientos 4 y 6 por la adicion de HPBCD. Los porcentajes de degradacion para TTO
5y 7 han sido de 99,8 y 68,2%, respectivamente. El tiempo que ha de transcurrir para
que se degrade el 50% del herbicida Clortoluron en estas condiciones seria de 4 y 16
dias, respectivamente. Los pardmetros cinéticos obtenidos en el tratamiento 5 son
semejantes al TTO 4, es decir, al degradar el Clortoluron un 99,8% la HPBCD no
presenta ningun efecto significativo. En cambio, en el tratamientos 7 si se observa el
efecto de HPBCD. La adicion conjunta del in6culo y HPBCD hacen que el porcentaje
de biodegradacién esté por encima del ensayo que no lleva incorporado HPBCD (TTO
6). Se puede deducir que en este caso la adicién de HPBCD mejora la degradacion del
compuesto debido a que se forman complejos de inclusién de HPBCD con el herbicida
Clortolurén, y como consecuencia de esto se mejora la biodisponibilidad,
bioaccesibilidad y biodegradacion del herbicida. En el TTO 5 también se habran
formado los complejos de Clortoluron con HPBCD, pero al ser tan activa la flora
bacteriana afiadida debido a su alta concentracion, el efecto de la HPBCD no se pone de
manifiesto. Por esta razén se llevaron a cabo los tratamientos 6 y 7 con una

concentracion mas baja de bacterias para poder observar el efecto de la ciclodextrina.

Otros autores también han observado la mayor biodisponibilidad de distintos
contaminantes organicos en su biorrecuperacion en suelos al utilizar CDs. Garon et al.
(2004), obtuvieron mejores resultados en la biorrecuperacién de suelos con fluoreno al
emplear un hongo (Absidia cylindrospora) y un agente quelante, maltosil-ciclodextrina
(MCD), la cual hizo mas biodisponible al fluoreno y mejoré la biodegradacion. Bardi et
al. (2000) demostraron cémo un consorcio bacteriano aislado de un suelo contaminado
por petroleo inoculado en suelos pudo acelerar la degradacion de dodecano, tetracosano,
antraceno y naftaleno con la ayuda de PB-ciclodextrina. Villaverde et al. (2012),
estudiaron el efecto de la adicion de HPBCD en la mineralizacion de Diurdn en un suelo
inoculado con una cepa degradadora especifica de este herbicida. Observaron que el

porcentaje final de Diuron mineralizado en el sistema suplementado con HPBCD
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alcanzd una extension global de mineralizacion del 98,67% mientras que sin HPBCD

s6lo se mineraliz6 un 45,25%.

Lo que se puede deducir de los resultados de biodegradacion es que el empleo de
bioaumento con las bacterias degradadoras especificas empleadas en este estudio en los
tratamientos de biorrecuperacién de Clortolurdon son bastante efectivos, incluso hasta
obtener una eliminacion del 100% del herbicida en el suelo en tan solo 20 dias de
tratamiento, siempre que se utilice una concentracion suficientemente alta de bacterias

exogenas aportadas. En este caso, ni siquiera seria necesaria la adicion de HPBCD.

4.3.- ACTIVIDAD ENZIMATICA DESHIDROGENASA
En la figura 14, se muestra la evolucion de la actividad deshidrogenasa en los diferentes

tratamientos de biodegradacion a lo largo del periodo experimental.

Cuando se comparan entre si el tratamiento control (TTO1) con el que lleva solo
nutrientes afadidos (TTO2) se ve como no existe una gran diferencia entre estos
tratamientos y que los mismos no siguen una tendencia clara a lo largo de la incubacion,
con pequefios ascensos y descensos. Tan solo en el dia 15 se observa como estos dos
tratamientos tienen valores estadisticamente diferentes. En los tiempos restantes los dos
tratamientos tienen valores similares. Hay que tener en cuenta que se analizan
reacciones bioquimicas que dependen de organismos vivos, cuya variabilidad depende
de factores dificilmente controlables en las condiciones de laboratorio empleadas. No se
puede afirmar que existan diferencias entre estos dos tratamientos, y por lo tanto se
puede concluir que la solucién de nutrientes no ha producido ningin efecto en la

deshidrogenasa.
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Figura 14. Evoluciéon de la actividad enzimética deshidrogenasa para los diferentes

tratamientos. Las barras verticales corresponden a las desviaciones estandar.

Algo similar ocurre con el tratamiento 3, el cual lleva una solucion de nutrientes +
HPBCD. Se puede observar, figura 14, que no se diferencia ni de TTO1 ni de TTO2. De
hecho, al realizar un analisis ANOVA de una via con medidas repetidas, cuyos
resultados se muestran en el anexo I, éste indica que los 3 tratamientos son
estadisticamente equivalentes de manera global, y por lo tanto la HPBCD vy la solucién
de nutrientes no han modificado significativamente la actividad deshidrogenasa del
suelo durante la incubacion. Una posible explicacion, para todo lo comentado
anteriormente, es que las variaciones de la deshidrogenasa son debidas a la situacion de
estrés a que se somete al suelo tras la alteracion del ambiente original al comienzo de la
incubacion, principalmente por la entrada de contaminantes y la humectacién del suelo,
lo cual conlleva una sucesion de diversas especies en la comunidad microbiana y por
tanto, el consecuente reflejo de esta tendencia irregular en la actividad enzimatica del
suelo (Baran et al., 2004; Margesin et al., 2000). La adicion de nutrientes y HPBCD no

parece que provoque una situacion de estres en el suelo.

En la figura 14 se incluyen ademas los tratamientos en los cuales se aplico el consorcio
bacteriano. Se observa un patron comun en estos tratamientos (TTO4, TTO5, TTO6 y
TTO7) en el que los valores son superiores al inicio de la incubacion que los que

presentan los tratamientos que no han recibido consorcio bacteriano, teniendo los
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méaximos el dia 1 del experimento, lo que parece indicar que la presencia de la

contaminacion con Clortolurdn no ejerce un efecto tdxico para la triada de bacterias que
se estan empleando para la biorrecuperacion de este suelo. Tanto los tratamientos con
10° UFC/g como los de 10® UFC/g presentan una actividad deshidrogenasa decreciente
conforme aumenta el tiempo de tratamiento. En este sentido, una posible causa de este
descenso podria ser la disminucion de los nutrientes (Baran et al., 2004), que en este
caso seria la concentracion disponible de herbicida, ya que es fuente de carbono para la
triada de bacterias empleada, coincidiendo con la biodegradacién del mismo, como se
puede apreciar en el apartado 4.2 biodegradacion de Clortoluron en el suelo CV (figura
13),

Comparando los tratamientos TTO4 y TTO5, que llevan el consorcio bacteriano a una
concentracién de 10° UFC/g, Unicamente diferenciandose entre si en que el TTO5 lleva
la solucion de HPBCD, son los que sin lugar a dudas han sufrido un incremento mas
notable en los valores de la actividad enzimatica deshidrogenasa, como puede

observarse en la figura 14.

Este incremento de la actividad deshidrogenasa, posiblemente se debe a la capacidad del
consorcio de metabolizar alguno de los productos afiadidos en los tratamientos del suelo
en solucion. Asi, Cerén y Melgarejo (2005), vieron como existian correlaciones entre
las actividades enzimaticas y la fraccion de carbono soluble, sugiriendo la existencia de
una interaccion entre la disponibilidad de compuestos ricos en energia y la actividad

bioldgica del suelo.

Se observa como ambos tratamientos van disminuyendo su valor conforme avanza la
incubacion, siendo mas lento el descenso en TTO5, posiblemente por el uso conjunto de

la HPBCD vy Clortolurén como nutrientes.

Por lo que se refiere a los tratamientos 6 y 7, que llevan el consorcio bacteriano a
concentracion de 108 UFC/g, su actividad deshidrogenasa es l6gicamente menor a
tiempo 1 que los TTO4 y TTOS descritos antes, como puede observase en la figura 14.
Posteriormente, el TTO6 sufre un descenso hasta el dia 15, igualandose a los
tratamientos sin consorcio afiadido, y se mantiene constante hasta el final del
experimento. EI TTO7 tiende a mantener valores mas constantes hasta el dia 30,
disminuyendo posteriormente. Esto se debe posiblemente a la utilizacion de la HPBCD

como nutriente por parte del consorcio, igual que se describio para TTOS5.
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Si comparamos los TTO4 y TTO5, con los TTO6 y TTO7, en conjunto, diferenciandose

inicamente en la cantidad de bacterias aplicadas, 10° y 10 UFC/g, se puede observar,
figura 14, como existe una diferencia en la actividad enzimatica deshidrogenasa al
aplicar 10 veces menor cantidad de bacterias a estos ultimos. Esto se relaciona con lo
descrito por otros autores como Nannipieri (1994) los cuales han encontrado relacion
entre la actividad enzimatica deshidrogenasa y la cantidad de microorganismos viables
presentes en el suelo. Ademas, esta diferencia en la adicion del consorcio bacteriano a
alta concentracion se observa también al llevar a cabo un analisis de la varianza de una
sola via con medidas repetidas (ANOVA), cuyos resultados se muestran en el anexo 1.
Este analisis muestra que la adicion del consorcio a una concentracion de 10° UFC/g
afecta a la actividad enzimaética, la diferencia es estadisticamente significativa respecto a
los tratamientos sin consorcio, sin embargo, segun este andlisis de la varianza, la dosis
baja (108 UFC/g) se asemeja mas al tratamiento en ausencia de bacterias (TTO2). Por lo
tanto, para un efecto positivo de la utilizacion del consorcio bacteriano, es necesario

aplicarlo a la concentracion de 10° UFC/g.

Con respecto a estos resultados, si se asocian a los resultados de biodegradacion
presentados anteriormente apartado 4.2, se puede obtener una relacion entre estos
valores de actividad enzimética y los resultados de la biodegradacién. De este modo, el
TTO6 como se ha comentado estabiliza su valor de actividad enzimatica a partir del dia
15 y en relacion con la biodegradacion, a tiempos similares la curva de biodegradacion
tiende a ser constante. Con lo cual se puede relacionar que esta bajada en la actividad
enzimatica deshidrogenasa, sea un reflejo de la parada en la biodegradacion del
compuesto, que puede ser asociado a la falta de suficiente actividad microbiana en el
suelo especifica para Clortoluron, si se compara con el tratamiento 4 en el que a los 15

dias ya queda menos del 10% de herbicida en el suelo.

Por otro lado, si se analiza el TTO7, que es el que lleva una solucion de HPBCD,
también, se puede relacionar con la biodegradacion. Debido a que a tiempos similares a
los que la actividad enzimatica deshidrogenasa se estabiliza, también se observa como
la curva de biodegradacion (figura 13) sufre un cambio de pendiente, pero se sigue
biodegradando el compuesto. Ademas, si se observa esta relacién con los resultados
obtenidos en el apartado 4.1 (isotermas de adsorcion-desorcion de Clortolurén en
suelo), se puede observar como el efecto solubilizador que ejerce la adicion de HPBCD,

influye sobre la actividad enzimatica. Se observa como los microorganismos del suelo
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continlan degradando el plaguicida gracias a la capacidad de las HPBCD para

solubilizar y facilitar la extraccion del herbicida de la fraccion coloidal del suelo.
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5.-CONCLUSIONES

1. De los resultados obtenidos en los estudios de adsorcion-desorcion de Clorolurdn en
el suelo CV se concluye que la isoterma de adsorcion se ajusté a la ecuacion de
Freundlich, como se confirma a partir de los coeficientes de correlacion calculados. En
los estudios de desorcién empleando solucion de Ca(NO3)2 0,01 M se concluye que las
isotermas presentan histéresis positiva, siendo por tanto la adsorcion parcialmente
irreversible, y la adsorcion es mas irreversible cuanto menor es la cantidad adsorbida, ya
que la adsorcion se estara produciendo en los sitios donde haya mayor afinidad de
adsorcion. Las desorciones de Clortolurén con solucion de Ca(NOz)2 0,01 M resultaron
ser siempre menos efectivas que con solucion de HPBCD, poniendo de manifiesto la
capacidad de extraccion de esta ciclodextrina hacia el herbicida adsorbido.

2. La atenuacion natural del herbicida Clortolurén en el suelo CV no resultd posible.
Tampoco se obtuvo su biodegradacion al aplicar solucion de nutrientes ni la solucion de
ciclodextrina (HPBCD), lo que podria indicar que el suelo no posee una flora
microbiana adecuada para su degradacion.

3. La degradacion del herbicida Clortoluron mediante el empleo de un consorcio
bacteriano degradador especifico de otras fenilureas, tal como diurdn, dié lugar a una
biodegradacion del 100% del herbicida en 20 dias cuando la concentracion de bacterias
aplicadas fue de 10° UFC/g, no observandose efecto alguno de la adicion simultanea de
ciclodextrina (HPBCD). Sin embargo, la biodegradacién solo fue del 50% tras 60 dias
de tratamiento cuando la concentracion de bacterias empleadas fue de 108 UFC/g. En
este caso la adicion de HPBCD presentd mejores porcentajes de biodegradacion,
alcanzandose hasta un 70% de la misma.

4. Con respecto al estudio de la actividad deshidrogenasa del suelo a lo largo del tiempo
al aplicar los distintos tratamientos, se observa que el tratamiento control y los que
Ilevan solo nutrientes o ciclodextrina afiadidos no presentan diferencias estadisticamente
significativas. La aplicacion al suelo del consorcio bacteriano a una concentracion de
10° UFC/g ejerce un efecto positivo en la actividad deshidrogenasa del suelo, algo que
no ocurre a la dosis mas baja (108), ni con la adicion de HPBCD. Con el paso del
tiempo, los valores de actividad deshidrogenasa se van igualando en los distintos

tratamientos.
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Anexo |
ANEXO |: ESTUDIO ESTADISTICO

Factores dentro de

sujetos

Medida: AE
Variable

Tiempo dependiente
1 AE1l
2 AE7
8 AE15
4 AE30
5 AE60

Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor N

TRATA 1 Cl 2

2 CL+SNS 2

8 CL+SNS+HP 2

4 CL+SNS+B9 2

5 CL+SNS+B9+HP 2

6 CL+SNS+B8 2

7 CL+SNS+B8+HP 2

Estadisticos descriptivos
Desviacion
TRATA Media estandar N

AE1 Cl ,36100 ,008485 2
CL+SNS ,45550 ,101116 2
CL+SNS+HP ,56500 ,091924 2
CL+SNS+B9 8,35550 4,311230 2
CL+SNS+B9+HP 7,63550 3,909593 2
CL+SNS+B8 1,02050 ,074246 2
CL+SNS+B8+HP 1,48250 ,433456 2
Total 2,83936 3,774810 14
AE7 Cl ,29750 ,099702 2
CL+SNS ,20300 ,096167 2
CL+SNS+HP ,29650 ,044548 2
CL+SNS+B9 2,76450 ,101116 2
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CL+SNS+B9+HP 4,78650 1,327239 2
CL+SNS+B8 ,89250 ,017678 2
CL+SNS+B8+HP 1,17250 ,000707 2
Total 1,48757 1,680135 14
AE15 ClI ,14650 ,002121 2
CL+SNS ,38050 ,030406 2
CL+SNS+HP ,53050 , 177484 2
CL+SNS+B9 1,26600 ,434164 2
CL+SNS+B9+HP 1,66050 ,157685 2
CL+SNS+B8 ,45450 ,505581 2
CL+SNS+B8+HP 1,22300 ,101823 2
Total ,80879 ,580044 14
AE30 CI ,28250 ,010607 2
CL+SNS ,19350 ,021920 2
CL+SNS+HP ,21700 ,035355 2
CL+SNS+B9 ,86100 ,094752 2
CL+SNS+B9+HP ,29000 ,138593 2
CL+SNS+B8 ,38200 ,087681 2
CL+SNS+B8+HP 1,37700 ,131522 2
Total ,51471 ,430528 14
AE60 CI ,28950 ,180312 2
CL+SNS ,15850 ,044548 2
CL+SNS+HP ,53450 ,320319 2
CL+SNS+B9 ,43150 ,222739 2
CL+SNS+B9+HP 1,17050 ,637103 2
CL+SNS+B8 ,44600 ,039598 2
CL+SNS+B8+HP , 72950 ,062933 2
Total ,53714 ,384585 14
Pruebas multivariante
Efecto Valor F Gl de hipotesis gl de error

Tiempo Traza de Pillai ,979 46,671 4,000 4,000

Lambda de Wilks ,021 46,671 4,000 4,000

Traza de Hotelling 46,671 46,671 4,000 4,000

Raiz mayor de Roy 46,671 46,671 4,000 4,000

Tiempo * TRATA Traza de Pillai 2,284 1,552 24,000 28,000

Lambda de Wilks ,000 5,709 24,000 15,164

Traza de Hotelling 136,500 14,219 24,000 10,000

Raiz mayor de Roy 119,622 139,559 6,000 7,000
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Pruebas multivariante
Efecto Sig. Eta parcial al cuadrado
Tiempo Traza de Pillai ,001 ,979
Lambda de Wilks ,001 979
Traza de Hotelling ,001 979
Raiz mayor de Roy ,001 ,979
Tiempo * TRATA Traza de Pillai ,132 ,571
Lambda de Wilks ,000 ,866
Traza de Hotelling ,000 972
Raiz mayor de Roy ,000 ,992
Prueba de esfericidad de Mauchly
Medida: AE
Epsilon
Aprox. Chi- Greenhouse-
Efecto inter sujetos W de Mauchly cuadrado gl Sig. Geisser
Tiempo ,000 49,013 9 ,000 ,280
Pruebas de efectos dentro de sujetos
Medida: AE
Tipo Il de suma
Origen de cuadrados gl Media cuadratica F
Tiempo Esfericidad asumida 53,553 4 13,388 12,064
Greenhouse-Geisser 53,553 1,118 47,899 12,064
Huynh-Feldt 53,553 2,321 23,073 12,064
Limite inferior 53,553 1,000 53,553 12,064
Tiempo * TRATA Esfericidad asumida 107,547 24 4,481 4,038
Greenhouse-Geisser 107,547 6,708 16,032 4,038
Huynh-Feldt 107,547 13,926 7,723 4,038
Limite inferior 107,547 6,000 17,924 4,038
Error(Tiempo) Esfericidad asumida 31,072 28 1,110
Greenhouse-Geisser 31,072 7,826 3,970
Huynh-Feldt 31,072 16,247 1,912
Limite inferior 31,072 7,000 4,439
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Pruebas de efectos dentro de sujetos
Medida: AE
Origen Sig. Eta parcial al cuadrado
Tiempo Esfericidad asumida ,000 ,633
Greenhouse-Geisser ,008 ,633
Huynh-Feldt ,000 ,633
Limite inferior ,010 ,633
Tiempo * TRATA Esfericidad asumida ,000 776
Greenhouse-Geisser ,036 , 776
Huynh-Feldt ,004 , 776
Limite inferior ,045 776
Error(Tiempo) Esfericidad asumida
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Limite inferior
Pruebas de contrastes dentro de sujetos
Medida: AE
Tipo Il de suma
Origen Tiempo de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Tiempo Lineal 43,549 1 43,549 31,568 ,001
Cuadratico 9,817 1 9,817 4,755 ,066
Cubico ,178 1 ,178 ,235 ,643
Orden 4 ,010 1 ,010 ,041 ,846
Tiempo * TRATA Lineal 81,183 6 13,530 9,808 ,004
Cuadratico 21,142 6 3,524 1,707 ,250
Cubico 4,819 6 ,803 1,061 463
Orden 4 ,403 6 ,067 ,282 ,928
Error(Tiempo) Lineal 9,657 7 1,380
Cuadratico 14,450 7 2,064
Cubico 5,299 7 , 757
Orden 4 1,666 7 ,238
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Pruebas de contrastes dentro de sujetos

Medida: AE
Origen Tiempo Eta parcial al cuadrado
Tiempo Lineal ,819
Cuadratico ,405
Cubico ,032
Orden 4 ,006
Tiempo * TRATA Lineal ,894
Cuadratico ,594
Cubico 476
Orden 4 ,195
Error(Tiempo) Lineal
Cuadratico
Cubico
Orden 4
Prueba de igualdad de Levene de varianzas
de error
F dfl df2 Sig.
AE1l 6 7
AE7 6 7
AE15 6 7
AE30 6 7
AE60 6 7
Pruebas de efectos inter-sujetos
Medida: AE
Variable transformada: Media
Tipo 11l de suma Eta parcial al
Origen de cuadrados gl Media cuadratica F Sig. cuadrado
Interseccién 107,201 1 107,201 125,701 ,000 ,947
TRATA 86,054 6 14,342 16,817 ,001 ,935
Error 5,970 7 ,853
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Medias marginales estimadas
1. Gran media
Medida: AE
Intervalo de confianza al 95%
Media Error estandar Limite inferior Limite superior
1,238 ,110 977 1,499
Modelo lineal general
2. TRATAMIENTO
Estimaciones
Medida: AE
Intervalo de confianza al 95%
TRATA Media Error estandar Limite inferior Limite superior
Cl ,275 ,292 -,415 ,966
CL+SNS ,278 ,292 -,412 ,969
CL+SNS+HP ,429 ,292 -,262 1,119
CL+SNS+B9 2,736 ,292 2,045 3,426
CL+SNS+B9+HP 3,109 ,292 2,418 3,799
CL+SNS+B8 ,639 ,292 -,051 1,330
CL+SNS+B8+HP 1,197 ,292 ,506 1,887
Comparaciones por parejas
Medida: AE
95% de intervalo de confianza
Diferencia de para diferencia
() TRATA (J) TRATA medias (I-J)  Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
Cl CL+SNS -,003 413 ,995 -,979 ,974
CL+SNS+HP -,153 413 , 721 -1,130 ,823
CL+SNS+B9 -2,460 413 ,001 -3,437 -1,484
CL+SNS+B9+HP -2,833 413 ,000 -3,810 -1,857
CL+SNS+B8 -,364 413 ,408 -1,340 ,613
CL+SNS+B8+HP -,922 413 ,061 -1,898 ,055
CL+SNS Cl ,003 413 ,995 -,974 ,979
CL+SNS+HP -,151 413 , 726 -1,127 ,826
CL+SNS+B9 -2,458 413 ,001 -3,434 -1,481
CL+SNS+B9+HP -2,830 413 ,000 -3,807 -1,854
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CL+SNS+HP

CL+SNS+B9

CL+SNS+B9+HP

CL+SNS+B8

CL+SNS+B8+HP

CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+HP
Cl

CL+SNS
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+HP
CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+HP
Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9+HP
CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+HP
Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+HP
Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+HP
CL+SNS+B8+HP
Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+HP
CL+SNS+B8

-,361
-,919
,153
,151
-2,307
-2,680
-,210
-,768
2,460
2,458
2,307
-,373
2,097
1,539
2,833
2,830
2,680
,373
2,470
1,912
,364
,361
,210
-2,097
-2,470
-,558
,922
,919
,768
-1,539
-1,912
,558

413
,413
,413
,413
413
413
413
,413
,413
,413
413
413
413
,413
,413
,413
413
,413
413
,413
,413
,413
413
,413
,413
413
413
413
,413
,413
,413
413

411
,061
721
, 726
,001
,000
,626
,105
,001
,001
,001
,397
,001
,007
,000
,000
,000
,397
,001
,002
,408
411
,626
,001
,001
,219
,061
,061
,105
,007
,002
,219

-1,337
-1,895
-,823
-,826
-3,284
-3,656
-1,187
-1,745
1,484
1,481
1,330
-1,349
1,120

,562
1,857
1,854
1,703
-,604
1,493

,935
-,613
-,616
-, 766
-3,073
-3,446
-1,534
-,055
-,058
-,208
-2,515
-2,888
-,419
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616
,058
1,130
1,127
-1,330
-1,703
766
208
3,437
3,434
3,284
604
3,073
2,515
3,810
3,807
3,656
1,349
3,446
2,888
1,340
1,337
1,187
-1,120
-1,493
419
1,898
1,895
1,745
-,562
-,935
1,534
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Pruebas univariadas
Medida: AE
Suma de Eta parcial al
cuadrados gl Media cuadratica F Sig. cuadrado
Contraste 17,211 6 2,868 16,817 ,001 ,935
Error 1,194 7 171
3. Tiempo
Estimaciones
Medida: AE
Intervalo de confianza al 95%
Tiempo Media Error estandar Limite inferior Limite superior
1 2,839 ,590 1,445 4,234
2 1,488 ,135 1,168 1,807
8 ,809 ,072 ,638 ,980
4 ,515 ,024 ,459 ,571
5 ,537 ,078 ,352 722
Comparaciones por parejas
Medida: AE
95% de intervalo
de confianza
Diferencia de para diferencia
(I) Tiempo (J) Tiempo medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior
1 2 1,352 ,681 ,087 -,258
3 2,031 ,617 ,013 ,572
4 2,325 ,587 ,005 ,936
5 2,302 ,531 ,003 1,046
2 1 -1,352 ,681 ,087 -2,961
3 ,679 ,170 ,005 ,276
4 ,973 ,151 ,000 ,615
5 ,950 ,201 ,002 475
8 1 -2,031 ,617 ,013 -3,490
2 -,679 ,170 ,005 -1,081
4 ,294 ,061 ,002 ,150
5 272 ,114 ,048 ,003
4 1 -2,325 ,587 ,005 -3,713
2 -,973 ,151 ,000 -1,330
8 -,294 ,061 ,002 -,438

62



UN CONSORCIO BACTERIANO DEGRADADOR ESPECIFICO Y CICLODEXTRINAS.

w RECUPERACION DE UN SUELO CONTAMINADO POR EL HERBICIDA CLORTOLURON APLICANDO
¢

AW N [P O

Anexo |
-,022 074 770 -,197
-2,302 531 ,003 -3,559
-,950 201 ,002 -1,426
-,272 114 ,048 -,540
,022 ,074 770 -,152

Medida: AE

(I) Tiempo

Comparaciones por parejas

95% de intervalo de confianza para
diferencia

(J) Tiempo Limite superior

1

2,961
3,490
3,713
3,559
,258
1,081
1,330
1,426
-,572
-,276
,438
,540
-,936
-,615
-,150
,152
-1,046
-,475
-,003
,197

A W IN PO W N0 SN oW 0N

Pruebas multivariante
Eta parcial al

F Gl de hipotesis gl de error Sig. cuadrado

Traza de Pillai
Lambda de Wilks
Traza de Hotelling

Raiz mayor de Roy

,979 46,671 4,000 4,000 ,001 ,979
,021 46,671 4,000 4,000 ,001 ,979
46,671 46,671 4,000 4,000 ,001 ,979
46,671 46,671 4,000 4,000 ,001 ,979
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4. TRATA * Tiempo

Anexo |

Medida: AE
Intervalo de confianza al 95%
TRATA Tiempo Media Error estandar Limite inferior Limite superior
Cl 1 ,361 1,560 -3,329 4,051
2 ,298 ,358 -,549 1,144
g ,147 ,191 -,306 ,599
4 ,283 ,063 ,134 431
5 ,290 ,207 -,199 778
CL+SNS 1 ,456 1,560 -3,234 4,145
2 ,203 ,358 -,643 1,049
8 ,381 ,191 -,072 ,833
4 ,194 ,063 ,045 ,342
5 ,159 ,207 -,330 ,647
CL+SNS+HP 1 ,565 1,560 -3,125 4,255
2 ,297 ,358 -,550 1,143
3 ,531 ,191 ,078 ,983
4 ,217 ,063 ,069 ,365
5 ,535 ,207 ,046 1,023
CL+SNS+B9 1 8,356 1,560 4,666 12,045
2 2,765 ,358 1,918 3,611
3 1,266 ,191 ,814 1,718
4 ,861 ,063 ,713 1,009
5 ,432 ,207 -,057 ,920
CL+SNS+B9+HP 1 7,636 1,560 3,946 11,325
2 4,787 ,358 3,940 5,633
3 1,661 , 191 1,208 2,113
4 ,290 ,063 ,142 ,438
5 1,171 ,207 ,682 1,659
CL+SNS+B8 1 1,021 1,560 -2,669 4,710
2 ,893 ,358 ,046 1,739
3 ,455 ,191 ,002 ,907
4 ,382 ,063 ,234 ,530
5 446 ,207 -,043 ,935
CL+SNS+B8+HP 1 1,483 1,560 -2,207 5,172
2 1,173 ,358 ,326 2,019
8 1,223 , 191 J71 1,675
4 1,377 ,063 1,229 1,525
5 ,730 ,207 241 1,218
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Pruebas post hoc

TRATAMIENTO

Comparaciones multiples

Anexo |

Medida: AE
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Error Limite Limite
() TRATA (J) TRATA medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
DMS Cl CL+SNS -,00280 ,412995 ,995 -,97938 ,97378
CL+SNS+HP -,15330 ,412995 , 721 -1,12988 ,82328
CL+SNS+B9 -2,46030 ,412995 ,001 -3,43688 -1,48372
CL+SNS+B9+H -2,83320 ,412995 ,000 -3,80978 -1,85662
P
CL+SNS+B8 -,36370 ,412995 ,408 -1,34028 ,61288
CL+SNS+B8+H -,92150 ,412995 ,061 -1,89808 ,05508
P
CL+SNS Cl ,00280 ,412995 ,995 -,97378 ,97938
CL+SNS+HP -,15050 ,412995 726 -1,12708 ,82608
CL+SNS+B9 -2,45750 ,412995 ,001 -3,43408 -1,48092
CL+SNS+B9+H -2,83040 ,412995 ,000 -3,80698 -1,85382
P
CL+SNS+B8 -,36090 ,412995 411 -1,33748 ,61568
CL+SNS+B8+H -,91870 ,412995 ,061 -1,89528 ,05788
P
CL+SNS+HP  Cl ,15330 412995 721 -,82328 1,12988
CL+SNS ,15050 ,412995 , 726 -,82608 1,12708
CL+SNS+B9 -2,30700 ,412995 ,001 -3,28358 -1,33042
CL+SNS+B9+H -2,67990 ,412995 ,000 -3,65648 -1,70332
P
CL+SNS+B8 -,21040 ,412995 ,626 -1,18698 ,76618
CL+SNS+B8+H -, 76820 ,412995 , 105 -1,74478 ,20838
P
CL+SNS+B9  CI 2,46030 ,412995 ,001 1,48372 3,43688
CL+SNS 2,45750 ,412995 ,001 1,48092 3,43408
CL+SNS+HP 2,30700 ,412995 ,001 1,33042 3,28358
CL+SNS+B9+H -,37290 412995 ,397 -1,34948 ,60368
P
CL+SNS+B8 2,09660 ,412995 ,001 1,12002 3,07318
CL+SNS+B8+H 1,53880 ,412995 ,007 ,56222 2,51538
P
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CL+SNS+B9+H
P

CL+SNS+B8

CL+SNS+B8+H
P

Tamhane CI

CL+SNS

CL+SNS+HP

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B8

CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+H
P
CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+H
P
CL+SNS+B8
CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+H
P
CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+H
P

Cl
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+H
P

CL+SNS+BS8
CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+B9

2,83320
2,83040
2,67990

,37290
2,46950
1,91170

,36370
,36090
,21040
-2,09660
-2,46950

-,55780

,92150
,91870
,76820
-1,53880
-1,91170

,55780
-,00280
-,15330

-2,46030
-2,83320

-,36370
-,92150

,00280
-,15050
-2,45750
-2,83040

-,36090
-,91870

,15330
,15050
-2,30700

,412995
,412995
,412995
,412995
,412995
,412995

,412995
,412995
,412995
,412995
,412995

,412995

,412995
,412995
,412995
,412995
412995

,412995
,039406
,050735
,581890
,498590

,075153
,083271

,039406
,036868
,580845
497370

,066581
,075626

,050735
,036868
,581724

,000
,000
,000
,397
,001
,002

,408
411
,626
,001
,001

,219

,061
,061
,105
,007
,002

,219
1,000
877
,964
911

, 739
,368

1,000
,914
,965
,914

,898
,624

877
,914
972
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1,85662 3,80978
1,85382 3,80698
1,70332 3,65648
-,60368 1,34948
1,49292 3,44608
,93512 2,88828
-,61288 1,34028
-,61568 1,33748
-,76618 1,18698
-3,07318 -1,12002
-3,44608 -1,49292
-1,53438 ,41878
-,05508 1,89808
-,05788 1,89528
-,20838 1,74478
-2,51538 -,56222
-2,88828 -,93512
-,41878 1,53438
-3,68395 3,67835
-1,19244 ,88584
-147,81514  142,89454
-125,43677  119,77037
-3,22266 2,49526
-5,00334 3,16034
-3,67835 3,68395
-3,19429 2,89329
-153,21995  148,30495
-131,67402  126,01322
-12,10106 11,37926
-15,43822 13,60082
-,88584 1,19244
-2,89329 3,19429
-148,50472  143,89072
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CL+SNS+B9

CL+SNS+B9+H
P

CL+SNS+B8

CL+SNS+B8+H
p

CL+SNS+B9+H
P

CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9+H
P

CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B8
CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+H
P
CL+SNS+B8+H
P

Cl

CL+SNS
CL+SNS+HP
CL+SNS+B9
CL+SNS+B9+H
P

CL+SNS+B8

-2,67990 ,498396 ,924
-,21040 ,073854 ,959
-,76820 ,082101 ,481
2,46030 ,581890 ,964
2,45750 ,580845 ,965
2,30700 ,581724 972
-,37290 , 164474 1,000
2,09660 ,584360 ,979
1,53880 ,585459 ,995
2,83320 ,498590 911
2,83040 ,497370 914
2,67990 ,498396 ,924

,37290 , 764474 1,000
2,46950 ,501470 ,934
1,91170 ,502751 971

,36370 ,075153 ,739

,36090 ,066581 ,898

,21040 ,073854 ,959
-2,09660 ,584360 ,979
-2,46950 ,501470 934
-,55780 ,099067 487

,92150 ,083271 ,368

,91870 ,075626 ,624

, 76820 ,082101 ,481
-1,53880 ,585459 ,995
-1,91170 ,502751 971

,55780 ,099067 487

Anexo |
-126,24834  120,88854
-3,45505 3,03425
-5,42371 3,88731
-142,89454  147,81514
-148,30495  153,21995
-143,89072  148,50472
-16,71643 15,97063
-131,50377  135,69697
-127,25463  130,33223
-119,77037  125,43677
-126,01322  131,67402
-120,88854  126,24834
-15,97063 16,71643
-106,97925  111,91825
-102,32036  106,14376
-2,49526 3,22266
-11,37926 12,10106
-3,03425 3,45505
-135,69697  131,50377
-111,91825  106,97925
-2,64305 1,52745
-3,16034 5,00334
-13,60082 15,43822
-3,88731 5,42371
-130,33223  127,25463
-106,14376  102,32036
-1,52745 2,64305
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Subconjuntos homogéneos

AE
Subconjunto

TRATA 1 2
Duncan Cl 2 ,27540

CL+SNS 2 ,27820

CL+SNS+HP 2 ,42870

CL+SNS+B8 2 ,63910

CL+SNS+B8+HP 2 1,19690

CL+SNS+B9 2 2,73570

CL+SNS+B9+HP 2 3,10860

Sig. ,076 ,397

Anexo |
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