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RESUMEN

La baja biodisponibilidad del hexaclorociclohexano (HCH) afecta a la efectividad de
procesos de biorremediacion de suelos contaminados por HCH. Para aumentar la
solubilidad aparente del HCH y potenciar su biodisponibilidad, se estudio el efecto de la
accion micelar de una gran variedad de liquidos i6nicos con actividad surfactante (i.e.
Surface-Active lonic Liquids o SAILSs) y surfactantes convencionales sobre la solubilidad
de HCH. Se prepararon disoluciones de SAILs/surfactantes y HCH (a una concentracion
ca. 10 veces su limite de solubilidad) utilizando dos concentraciones distintas de
SAlLs/surfactantes (siempre >CMC). Los resultados varian segun el isomero de HCH, el
SAlL/surfactante y la concentracion utilizada. De forma adicional, se estudio la
ecotoxicidad de los SAILs/surfactantes en dos especies vegetales. Este estudio demuestra
la potencialidad de los SAILs y surfactantes para su aplicacion en biorremediacién de

suelos contaminados por HCH y propone varios SAILs para futuras investigaciones.

ABSTRACT

The low bioavailability of hexachlorocyclohexane (HCH) affects the effectiveness of
bioremediation processes of HCH-contaminated soils. The effect of the micellar action of
a variety of surfactant-active ionic liquids (i.e. SAILs) and conventional surfactants on
the apparent solubility of HCH and its bioavailability was studied. Solutions of
SAlLs/surfactants and HCH (at a concentration ca. 10 times its solubility limit) were
prepared using two different concentrations of SAlLs/surfactants (always >CMC). The
results varied according to the HCH isomer, the SAIL/surfactant and the concentration
used. Additionally, the ecotoxicity of SAILs/surfactants was studied in two plant species.
This study demonstrates the potential of SAILs and surfactants for their application in
bioremediation of HCH-contaminated soils and proposes several SAILs for future

research.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La produccion agricola ha aumentado considerablemente en las ultimas décadas para
garantizar el suministro de alimentos de una poblacion creciente a ritmo exponencial. La
lucha quimica es la méas utilizada para combatir las plagas y, en cierto modo, es la que ha
permitido un mejor rendimiento de las cosechas. A pesar de esto, el uso incontrolado de
los plaguicidas y su alta persistencia y toxicidad han generado y generan graves
problemas ambientales. Una vez aplicados, se dispersan a través del suelo, agua y aire
haciendo que el dafio ambiental sea mayor e incluso pudiendo llegar a la cadena
alimentaria. El uso de plaguicidas es tal que anualmente se consume mas de medio kilo

de plaguicida por habitante del planeta (Coscolla, 2013).

Dentro del Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes del
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA\), aprobado en 2001
y en vigor desde 2004, se reconocen humerosos pesticidas como contaminantes organicos
persistentes (conocidos como POPs o Persistent Organic Pollutants) (consultar:
http://chm.pops.int/Home/tabid/2121/Default.aspx). En la lista inicial se incluyen 12 POPs,

de los cuales 9 son pesticidas organoclorados (aldrina, clordano, dieldrina, endrina,
heptacloro, hexaclorobenceno o HCB, mirex, toxafeno y diclorodifeniltricloroetano o
DDT). Esta lista fue aumentando con los afios y en 2009 se incluyeron en ella tres de los
isomeros de hexaclorociclohexano o HCH: Lindano (y-HCH), a-HCH y B-HCH. Como
POP, el HCH tiene una elevada persistencia en el medio, altas tasas de bioacumulacion,
alta toxicidad y capacidad para transportarse a largas distancias. Estas caracteristicas,
junto con un uso incontrolado del lindano en las tltimas 5 décadas como plaguicida y una
mala gestion de los subproductos no deseados generados en su fabricacion (en su mayoria,
otros isdbmeros de HCH), han desembocado en un grave episodio de contaminacion de
suelos a escala mundial. Asi pues, se hace necesaria una mayor investigacion en
tecnologias sostenibles aplicadas a la remediacion de suelos contaminados por residuos
de HCH. En concreto, la biodegradacién de estos compuestos por parte de
microorganismos adaptados y con capacidades especificas resulta una tecnologia muy
prometedora y respetuosa con el medio ambiente. Si bien, dada la fuerte adsorcion que
sufren  las moléculas de HCH al suelo, es necesario potenciar su
biodisponibilidad para favorecer su posterior degradacion, en la medida que se minimicen

al maximo los riesgos de lixiviacion.


http://chm.pops.int/Home/tabid/2121/Default.aspx

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los liquidos ionicos con actividad surfactante, conocidos como Surface-Active lonic
Liquids o SAILs, han demostrado ser compuestos eficientes y competitivos frente a los
surfactantes convencionales, muy utilizados en remediacion de suelos para potenciar la
biodisponibilidad de contaminantes organicos hidrofobos. En calidad de surfactantes,
podrian actuar como agentes movilizadores de HCH, aumentando su solubilidad aparente

Yy, en consecuencia, su biodisponibilidad.

En este marco, el objetivo general del presente proyecto es contribuir al avance de las
técnicas de biodegradacion de HCH, mediante meétodos que incrementen su

biodisponiblilidad en suelos contaminados. Los objetivos especificos son:

1. Evaluar la capacidad de los liquidos ionicos para modificar la solubilidad
aparente del HCH y definir las propiedades de las que depende. Para ello, se
estudiara la influencia de una gran variedad de compuestos, con diferentes
propiedades fisico-quimicas y estructuras, sobre la solubilidad de HCH en
agua mediante ensayos tipo batch.

2. Evaluar la ecotoxicidad de una seleccion de liquidos i6nicos mediante ensayos
de germinacion y crecimiento temprano de dos especies vegetales.

3. Por dltimo, a partir de los resultados de los puntos anteriores, seleccionar
aquellos liquidos i6nicos con potencial aplicacion en la mejora de la

biodisponibilidad de HCH en suelos contaminados y su biorremediacion.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. EL HEXACLOROCICLOHEXANO (HCH)

El hexaclorociclohexano o HCH es un compuesto organoclorado sintético que fue
ampliamente utilizado después de la Segunda Guerra Mundial. Fue utilizado en la
agricultura, como pesticida de amplio espectro, y en medicina, como tratamiento contra

la sarnay los piojos (Vega, 2016).

La sintesis de HCH consiste en la fotocloracion del benceno, reaccion que da lugar a 8
esteroisomeros: (+)-a-HCH, (-)-a-HCH, B-HCH, y-HCH, 6-HCH, n-HCH, 6-HCH y e&-
HCH. Se diferencian entre si por la posicion de los atomos de cloro, axial o ecuatorial,

alrededor del anillo ciclohexano (ver Fig. 1).
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Fig. 1 Estructura quimica de los isomeros de HCH. Las posiciones axiales (a) o ecuatoriales (e) de los
atomos de Cl son las siguientes: o-HCH (aaeeee), B-HCH (eceeee), y-HCH (aaaeee), 5-HCH (aceeee), -
HCH (aaeaee), 0-HCH (acacee) y e-HCH (aeeaee). Imagen de Philips (2005).

En un inicio, el HCH se comercializaba como una mezcla de isomeros conocida como
HCH-técnico (CAS Registry No. 608-73-1). Esta mezcla contenia 55-80% de a-HCH, 5-
14% de B-HCH, 8-15% de y-HCH, 2-16% de 6-HCH y una pequefia proporcion del resto
de isdmeros. Sin embargo, el HCH técnico alteraba las propiedades organolépticas de los
cultivos. Esto, y el hecho de descubrirse que el y-HCH era el Unico isémero con actividad

insecticida real, provoco que las empresas empezaran a aislarlo y a comercializarlo bajo
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el nombre de lindano (99% de y-HCH) (CAS Registry No. 58-89-9) (Mackay et al., 2006;
Vegaet al., 2016).

1.2. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL HCH

El HCH es un sdlido blanco, cristalino, de masa molecular 290,8 g mol™ y un olor muy
caracteristico (Mackay et al., 2006). a-, B- y y-HCH (lindano) fueron incluidos en el
Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes porque cumplen
con los criterios establecidos en el Anexo D del Convenio: son persistentes,
bioacumulables, téxicos y pueden recorrer largas distancias (Vega, 2016). Las
propiedades fisico-quimicas varian entre los isomeros de HCH (ver Tabla 1).
Concretamente, la solubilidad en agua del HCH, aunque es baja de forma general,
también cambia segun el isdbmero. Los valores recogidos en la bibliografia son muy
variables, pero siempre mantienen el mismo orden de magnitud: 6-HCH > y-HCH > a-
HCH > B-HCH (Rodriguez Garrido, 2009) (ver Tabla 1).

Tabla 1 Propiedades fisico-quimicas de los distintos isémeros de hexaclorociclohexano (HCH). Valores
expresados como (media + desviacion tipica). Tabla adaptada de Willett et al. (1998). ‘Solubilidad
determinada por Rodriguez Garrido (2009).

Propiedad o B v )

Punto de fusién (°C) 159-160 309 - 310 112 -113 138 - 139

Presion de vapor (16 £0,9)x102 (42+03)x105 (53+14)x10° 21x10%

logKow

3,9+0,2 39+01 3,7+ 05 41+ 0,02
FBC en humanos 20+ 8 527 + 140 19+9 8,5
Solubilidad? 2,38 + 0,54 0,20 + 0,06 494 +1,11 5,61+ 0,76

Las diferencias entre los isomeros se deben principalmente a las distintas posiciones
axiales/ecuatoriales de los 4&tomos de ClI (Fig. 1). Por ejemplo, B-HCH tiene todos los
atomos de Cl en posicion ecuatorial, lo cual le confiere mayor estabilidad fisica y
metabdlica y mayor compactacion molecular (Mrema et al., 2013; Rodriguez Garrido,

2009); esta estabilidad se traduce en una mayor persistencia ambiental y bioldgica.

10
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Otra de las propiedades de los isomeros de HCH es que pueden sufrir isomerizacion ya
sea por procesos bioticos o abiodticos. La isomerizacion juega un papel importante en la
estabilidad y persistencia de los isomeros de HCH en los suelos contaminados cambiando
las concentraciones relativas de los isomeros sin reducir la concentracion total de HCH
(Phillips et al., 2005).

1.3. COMPORTAMIENTO EN EL MEDIO

El destino medioambiental de los compuestos organicos en general, va a depender de sus
propiedades fisico-quimicas y de la naturaleza del medio. En el caso concreto de los
pesticidas, tras su aplicacion, solo una pequefia parte llega al organismo objetivo; la parte
restante se dispersa en el suelo, agua y aire, pudiendo entrar en la cadena alimentaria, ya
sea por el propio método de aplicacion o por las reacciones que sufre en el medio
(lixiviacion, escorrentia, degradacion quimica o bioldgica) (Arias et al., 2008). Esto
influye en el alcance espacio-temporal del dafio ambiental que provocan los pesticidas y,
en concreto, el HCH. A pesar de haberse prohibido su uso a finales del siglo XX en la
mayor parte del mundo, se han encontrado y se siguen encontrando trazas de HCH en
suelo (Concha et al., 2006; Lozowicka et al., 2016), aire (Lammel et al., 2007; Li et al.,
2006), agua (Fuscoletti et al., 2015; Lammel et al., 2007), productos alimentarios (Blasco
et al., 2004; Szpyrka et al., 2015; Witczak y Pohorylo, 2015), animales (Erkmen y
Kolankaya, 2006; Malik et al., 2007; Reindl et al., 2013) e incluso en sangre de seres
humanos (Bhatnagar et al., 2004) y tejido adiposo (Kutz et al., 1991).

Los isomeros de HCH aplicados en campo pueden permanecer en el suelo hasta 15 afios
después de su ultima aplicacion y sufrir transformaciones quimicas (fotodegradacion,
hidrolisis y reacciones redox) y transformaciones microbianas (biodegradacion) (Phillips
et al., 2005). Los procesos de sorcidon-desorcion son los que van a condicionar que el
HCH esté disponible o no para estas reacciones y, por consiguiente, que fraccion
permanecera en el suelo y qué fraccién podra moverse mas facilmente y alcanzar a aguas
subterraneas y seres vivos. La sorcion del HCH a las particulas del suelo depende
mayoritariamente del contenido y naturaleza de la materia organica del suelo (MQOS) vy,
en caso de que su contenido sea menor de 1%, también de la fraccion mineral (Ren et al.,
2018). Desde el suelo, también pueden llegar a la vegetacion por adsorcion radicular y

quedar retenidos en distintos 6rganos de la planta. La vegetacion puede ser un importante

11
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sumidero de pesticidas y al morir y descomponerse puede aumentar la acumulacién de

estos compuestos en el suelo (Rodriguez Garrido, 2009).

El HCH llega a la atmosfera en forma de gas, tras su volatilizacién, en el propio aerosol
tras la aplicacion, o adsorbido a la materia particulada, donde puede migrar grandes
distancias, depositarse de nuevo y/o degradarse por fotélisis. Debido a la estabilidad de
los enlaces C-Cl, sufren una descomposicion muy lenta y la mayor parte del HCH queda
sometido a procesos de transporte (EI-Shahawi et al., 2010). En estas condiciones, pueden
recorrer largas distancias siguiendo las corrientes atmosféricas dominantes lo cual
implica, debido al efecto de destilacion global, un movimiento desde latitudes bajas con
temperaturas mas célidas a latitudes altas con temperaturas méas bajas, donde son
depositados (Walker et al., 1999). Por esta razon existen evidencias de la presencia de
HCH en el Artico, Antértico y océano Pacifico, muy lejos de su lugar de produccion o
utilizacion. El transporte y la capacidad de reaccion varia segun el isomero (Macdonald
et al., 2000; Walker et al., 1999). Desde la atmosfera, el HCH puede transferirse al suelo
0 vegetacion por deposicidn de las particulas (deposicién seca) o por la lluvia (deposicién

himeda).

El caracter lipofilico de los HCH facilita su entrada en la cadena alimentaria a través de
procesos de bioacumulacion y biomagnificacion. Las principales rutas de exposicion a
estos compuestos son por contacto, inhalacion e ingestién. No se conoce exactamente su
mecanismo de actuacion, pero su elevada toxicidad esta demostrada tanto en vegetales
(e.g. Calvelo Pereira et al., 2010) como en animales (e.g. Mrema et al., 2013). Todos los
isbmeros son neurotdxicos, hepatotoxicos e inmunotoxicos para animales y seres
humanos; ademas, presentan efectos en el sistema reproductor y efectos taratogénicos en
animales (i.e. pueden cruzar los tejidos de la placenta animal y provocar defectos
congénitos en el feto durante su gestacion). También existen evidencias de
carcinogenicidad en animales y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (por sus siglas en inglés, US EPA) clasifica al isomero a-HCH como carcinégeno
B2 (carcindgeno humano probable), el B-HCH como C (carcindgeno humano posible), el
8-HCH como carcindgeno D (no clasificado), y el isomero y-HCH se considera B2/C
(existen evidencias que sugieren su carcinogenicidad pero no es suficiente como para

establecer el potencial cancerigeno) (Pereira et al., 2008; Willett et al., 1998).

12
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1.4. BIODEGRADACION DE HCH Y SU BIODISPONIBILIDAD COMO
FACTOR LIMITANTE

Los isdémeros de HCH pueden ser degradados por microorganismos, pero debido a su baja
solubilidad en agua y su fuerte sorcién en los suelos, tienen una baja biodisponibilidad

que limita el proceso (Willett et al., 1998).

Existe una gran controversia para definir qué es la “biodisponibilidad” de un compuesto.
Por esta razon, en ocasiones se evita este termino y se utiliza en su lugar “procesos de
biodisponibilidad”, que se definen como las interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas
que determinan la exposicion de los organismos a los quimicos que estan asociados a los
suelos y sedimentos (Ehlers et al., 2003). Por otro lado, Semple et al. (2004) destaca la
diferencia entre “biodisponibilidad” y “bioaccesibilidad” de un compuesto. A grandes
rasgos, la fraccion biodisponible es la que esta disponible para atravesar la membrana
celular de un organismo desde el medio en el que habita en un momento determinado y
la fraccion bioaccesible es aquello que esta o puede estar disponible, después de un
periodo de tiempo, para atravesar la membrana celular de un organismo (Semple et al.,
2004; Semple et al., 2007). En cualquier caso, se puede decir que los contaminantes que
estan fuertemente adsorbidos en el suelo tienen baja biodisponibilidad y son recalcitrantes
a su degradacion. Este efecto se ve agravado por lo que se conoce como “efecto
envejecimiento” o “aging”. Con el tiempo, las interacciones de la sorcion inicial se
intensifican observandose un descenso de las fracciones del contaminante facilmente
desorbibles (Alexander, 2000). En el caso de los HCH, la reactividad de los isomeros
depende de la conformacion espacial de los Cl, siendo B-HCH el mas recalcitrante
(Mrema et al., 2013; Phillips et al., 2005).

La baja biodisponibilidad del HCH en suelo, sin embargo, puede verse mejorada mediante
diferentes mecanismos. Por ejemplo, los microorganismos poseen una serie de
adaptaciones (e.g. biosurfactantes) para aumentar esta biodisponibilidad y
consecuentemente, su biodegradacién (Ren et al., 2018; Semple et al., 2007). Ademas,
numerosas técnicas de remediacion de suelos se basan en este mismo principio, utilizando
enmiendas para aumentar la movilidad, solubilidad aparente y, por lo tanto, la
biodisponibilidad de los contaminantes y su posterior degradacion. En este contexto, la
remediacion mejorada por compuestos de caracter surfactante, o, por sus siglas en inglés,

SER - Surfactant-Enhanced Remediation - es una de las técnicas mas prometedoras.

13
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1.5. CONTAMINACION POR HCH: DESCRIPCION DE LA PROBLEMATICA
AMBIENTAL ACTUAL

A dia de hoy se estima una produccion global de casi 10.000 kt de HCH-técnico y 600 kt
de lindano entre los afios 1950-2000 (Vijgen, 2006). En ambos casos hubo varios picos
de intensidad de produccién, correspondientes a la prohibicion de HCH-técnico en los
afios 70-80 y el consecuente aumento del uso de lindano en las distintas regiones. El uso
en Europa alcanzo el 63% del global y Espafia fue el sexto pais en el ranking europeo
(Vijgen, 2006).

Durante el proceso de fabricacion de Lindano se generan residuos de otros isomeros de
HCH no deseados en la siguiente proporcion: 1 t de lindano — 8 a 12 t de otros isomeros
HCH. Esto quiere decir que la produccion estimada de 600.000 t de lindano ha generado
de 4,8 a 7,2 millones de t de residuos de HCH (Vijgen, 2006; Vijgen et al., 2011). Estos
residuos se abandonaban en muchas ocasiones a cielo abierto o en vertederos
incontrolados, sin reparar en el grave impacto medioambiental que podria suponer, asi

como en el gran riesgo para la salud humana (ver Fig. 2).

- N |
O el T

Fig. 2 a) Desechos de HCH en una fabrica de Francia (1972). El polvo llevado por el viento llegé a

Alemania y Suiza, donde se observé contaminacion de la leche materna y de vaca por HCH, llegandose a
prohibir a las madres que amamantaran a sus hijos (Vijgen et al., 2019) b) Montafia de HCH en una
fabrica de lindano de la India (Vijgen et al., 2013).

El uso indiscriminado de HCH/lindano y la mala gestion de los residuos generados en su
produccion, junto con su elevada persistencia, toxicidad y bioacumulacién, han
ocasionado importantes episodios de contaminacion en todo el mundo (consultar:

http://www.ihpa.info/actions/2010/02/10/hch-map/). Por consiguiente, este problema ha

ganado mayor visibilidad e interés entre los cientificos, gobiernos y empresas

responsables en las Ultimas décadas; en concreto la Asociacion Internacional de HCH y

14


http://www.ihpa.info/actions/2010/02/10/hch-map/

CAPITULO I;: INTRODUCCION

Pesticidas (0 por sus siglas en inglés IHPA - International HCH & Pesticides
Association-) ha realizado numerosos estudios y grandes labores para promover la
cooperacion internacional y el intercambio de conocimientos que permitan abordar los
desafios del manejo y la remediacion de suelos contaminados por HCH (consultar:

www.ihpa.info). Actualmente, el uso del HCH/lindano esta prohibido en 52 paises y se

han formalizado diversas iniciativas globales para mitigar y/o eliminar la contaminacion
generada por estos compuestos (e.g. el Convenio OSPAR, el Protocolo de Aarhus o el
Convenio de Rotterdam) (Vijgen et al.,, 2011). No obstante, la falta de accion y
compromiso politico a nivel nacional y la desinformacion sobre la localizacién y tamafio
de los focos de contaminacion, impiden avanzar hacia una solucion global real. Vijgen et
al. (2019) insiste en que se desconoce la magnitud real del problema y defiende la
necesidad de un mayor compromiso de las partes, una mayor cooperacion y colaboracion
internacional y una mayor inversién en investigacion para buscar tecnologias sostenibles
de eliminacion de HCH/lindano, si pudiera ser, acordes a la economia circular para

recuperar el HCI comercializable.

1.6. TECNICAS DE REMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS POR
HCH (BIORREMEDIACION)

Hasta ahora, pocos paises han llevado a cabo acciones reales de gestion vy
descontaminacion de suelos con residuos de HCH. Estas acciones, ademas, se basan en
labores de contencion (encapsulamiento) y no de “destruccion o transformacion
irreversible” como sugiere el Convenio de Estocolmo. El encapsulamiento no es
sostenible, ni desde un punto de vista medioambiental por el riesgo de contaminacion por
filtraciones a aguas subterraneas o suelos anexos, ni econémico por su elevado coste de
construccién, seguimiento y mantenimiento. Es una solucién ineficaz que deja el
problema para futuras generaciones (Morillo y Villaverde, 2017; Vijgen et al., 2011,
2019; Weber et al., 2013).

Existen numerosas estrategias de tratamiento de suelos contaminados, algunas de
aplicacion habitual y otras todavia en fase experimental. Se pueden utilizar métodos de
contencion, separacion o eliminacion de contaminantes, que a su vez pueden ser fisicos,
quimicos o bioldgicos (Morillo y Villaverde, 2017). Ademas, segun la forma en la que se
apliguen se distinguen entre tratamientos in situ, si los contaminantes se tratan en el foco

de contaminacion o ex situ, si se excava el suelo para su posterior tratamiento, ya sea en
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el mismo lugar (on site) o en instalaciones externas que requieren el transporte del suelo
contaminado (off site). La eleccion de una u otra estrategia de descontaminacion
dependeré de cada situacion y de los objetivos que se quieran alcanzar. Algunos factores
que se deben tener en cuenta en esta decision son: las caracteristicas del lugar, el tipo de
contaminacion (puntual o difusa), la concentracion y la naturaleza del contaminante, el
uso final del suelo y ciertos factores socioecondmicos (Lombi y Hamon, 2004; Morillo y
Villaverde, 2017). Los proyectos de remediacién de HCH, y cualquier proyecto de
remediacion de suelos en general, requieren una planificacion previa y minuciosa ya que
una mala decision podria conducir al desastre, como ocurrio, por ejemplo, en Brasil
(Braga et al., 2002).

Se ha constatado la efectividad de diversas tecnologias de eliminacion de HCH en campo,
aunque la mayoria de ejemplos que existen son de técnicas de remediacion fisico-
quimica: la Decloracion Catalizada por Bases (BCD, Base Catalysed Dechlorination) en
Barakaldo (Pais Vasco); la desorcion térmica, en Francia; la extraccion con disolventes,
en los Paises Bajos o0 la ISCO (In situ Chemical Oxidation) en Sabifianigo (Huesca) (Vega
et al., 2016; Vijgen et al., 2019). Estas tecnologias son muy costosas que no pueden ser
una opcién para los paises empobrecidos en la actualidad ni para todos en general en el
futuro (Vijgen et al., 2013). La remediacion bioldgica o biorremediacion es una opcién
mas econdmica, respetuosa con el medio ambiente, tiene mayor aceptacion social y es
mas sencilla de aplicar que la quimica (la mayoria de técnicas de biorremediacion se

pueden realizar in situ y las quimicas, no) (Morillo y Villaverde, 2017).

La biorremediacion puede llevarse a cabo principalmente mediante degradacion con
microorganismos o de fitorremediacion (Lombi y Hamon, 2004; Morillo y Villaverde,
2017). Los estudios sobre fitorremediacién de HCH son pocos y la mayoria se centran en
rizorremediacion (e.g. Abhilash et al., 2013). Ademas, a pesar de tener ventajas, plantea
dos problemas: 1. La elevada dependencia de las condiciones climéticas, concentracion
de contaminante y tolerancia de la planta; y 2. El destino de los residuos vegetales. (Lombi
y Hamon, 2004; Morillo y Villaverde, 2017). La remediacion microbiana es una técnica
respetuosa con el medio ambiente y con alto potencial para su aplicacién en campo (Lal
et al., 2010). Puede llevarse a cabo in situ (atenuacion natural) y estimular el crecimiento
bacteriano propio del suelo afiadiendo Oz, enmiendas, o nutrientes inorganicos
(bioestimulacion) y/o introduciendo bacterias que tengan las capacidades especificas de

degradacion del contaminante (bioaumento) (Lombi y Hamon, 2004); o puede realizarse
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ex situ en biorreactores, principalmente en forma de lodos (bioslurry) o en biopilas (e.g.
Quintero et al., 2006).

El mayor desafio de la biorremediacion es la baja disponibilidad del HCH. Para aumentar
esta biodisponibilidad se pueden utilizar surfactantes (naturales- biosurfactantes- o
artificiales) en lo que se conoce como remediacién mejorada por surfactantes, o, por sus
siglas en inglés, SER - Surfactant-Enhanced Remediation -. El aumento de la
biodisponibilidad no debe ser menor a la ratio de degradacion del HCH, ya que si lo es
puede constituir un problema de toxicidad para la poblacion microbiana o de

contaminacion de aguas subterraneas.

1.7. LIQUIDOS IONICOS: APLICACION POTENCIAL EN LA
REMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS

Los liquidos i6nicos (LIs) son sales formadas por un cation y un anién que generalmente
estan en estado liquido a temperatura ambiente. A diferencia de las sales tradicionales, el
catién y el anién son de tamafio y simetria diferentes, de tal forma que las fuerzas
atractivas cation-anion son bajas y su empaquetamiento poco eficaz. Esto hace que tengan
puntos de fusion menores de 100°C y que sus rangos en estado liquido sean muy amplios.
Aunque el primer liquido i6nico descrito en la bibliografia (nitrato de etilamonio) fue
sintetizado en 1914, no es hasta finales del siglo XX cuando su utilizacion e investigacion
despega crecientemente. Su baja volatilidad e inflamabilidad y sus excelentes
propiedades de solvatacién, son algunas de las caracteristicas que despertaron el interés
por los LIs (Amde et al., 2015; Castillo Borja, 2015; Jastorff et al., 2003; Ranke et al.,
2007).

Los LIs més utilizados estan constituidos por un catiéon de tipo imidazolio, piridinio,
pirrolidinio, amonio cuaternario o fosfonio cuaternario; y un anion que puede ser un
haldgeno (ClI, Br), hexafluorofosfato (PFs), tetrafluoroborato (BF4), alquilsulfato (R-SO4
), alquilsulfonato (R-SO3") 0 un acetato (-CHzCOO"). Sin embargo, se estima que existen
10'® combinaciones cation-anion posibles (Cvjetko Bubalo et al., 2014). Cualquier
cambio en la estructura de los LIs provoca un cambio en sus propiedades
fisico-quimicas. Esto resulta en una gran variedad de compuestos con un amplio rango de
aplicaciones (ver Fig. 3) y garantiza la posibilidad de poder variar las propiedades fisico-

quimicas para disefiar un LI 6ptimo para un propdsito de aplicacion concreto. Por eso
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muchas veces se refieren a los LIs como liquidos idnicos de tarea especifica (en inglés,
Task-Specific lonic Liquids o TSILs) (Figueira Gonzélez, 2017; Ranke et al., 2007).

Battery Biocatalysis

Fuel cell

Thermo fluids Protein purification

Organic synthesis

Nanoparticles

Liquid crystals
; O

Polymerization

Catalysis

/—‘b Liquid membranes
O N [ Chemical Engineering l»——> Extraction

Separation

Lubricant

Metal deposition

Fig. 3 Esquema obtenido de Thuy Pham et al. (2010) que resume la amplia variedad de aplicaciones

conocidas en la actualidad de los liquidos idnicos (LIs)

Debido principalmente a su baja volatilidad y baja inflamabilidad fueron considerados un
avance en la “quimica verde”. No obstante, estas mismas caracteristicas pueden suponer
un problema para su degradacién y persistencia en el medio ambiente (Ranke et al., 2007).
Por esta razon, numerosos autores han evaluado su comportamiento en el medio, su
biodegradabilidad y su toxicidad (e.g. Amde et al., 2015; Cvjetko Bubalo et al., 2014;
Ranke et al., 2007; Thuy Pham et al., 2010). Los estudios se centran sobre todo en LlIs
con el catién de tipo imidazolio y la mayoria concuerdan en que una mayor longitud de
la cadena alquilica unida al catién aumenta su toxicidad y que los grupos éteres o polares
en las cadenas laterales, la disminuyen. También afirman que los aniones [BFs] y [PF4]
pueden liberar HF por hidrolisis y, por lo tanto, ser mas toxicos, o que afiadir aniones de
tipo sulfato, sulfonato o benceno sulfonato los hace mas biodegradables. En la Fig. 4 se
resumen algunas de las conclusiones obtenidas en estas investigaciones. Ademas, para
poder caracterizar un LI como sostenible es necesario tener en cuenta el ciclo de vida
completo del compuesto (Castillo Borja, 2015) y el proceso técnico en el que sera
aplicado (Ranke et al., 2007).
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Fig. 4 Esquema obtenido de Amde et al. (2015) donde se recogen varias claves para la sintesis de liquidos

idnicos (en inglés, lonic Liquids o ILs) menos téxicos y mas biodegradables.

1.7.1. LIQUIDOS IONICOS CON ACTIVIDAD SURFACTANTE (SURFACE-
ACTIVE IONIC LIQUIDS O SAILs)

Algunos LIs son substancias anfoteras (i.e. tienen una region hidréfoba o polar y una
region hidrofila o apolar) con propiedades tensoactivas como las de los surfactantes. Esto
significa que pueden tener la capacidad de reducir la tension superficial entre dos fases
inmiscibles de forma significativa y un poder de agregacion en disolucion similar a la de
los surfactantes convencionales (Luczak et al., 2008). Estos LIs reciben el nombre de

Surface-Active lonic Liquids o SAILs (Cornellas et al., 2011).

En medios acuosos y a bajas concentraciones los surfactantes se encuentran en forma de
mondmeros, pero por encima de una concentracion especifica (denominada
concentracion micelar critica 0 CMC) tienden a formar agregados. La forma de estos
agregados depende de la geometria de los surfactantes, pero la mas comun es la micela
(ver Fig. 6) (Luczak et al., 2008). Las micelas son estructuras dindmicas que se forman
y disocian continuamente en tiempos muy pequefios (milisegundos) y que se encuentran

en equilibrio dindmico con los mondmeros libres. Cuando se forman estas micelas, las
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propiedades fisicas de los surfactantes, e.g. la conductividad eléctrica, cambian

significativamente (Figueira Gonzalez, 2017).

De forma similar a los surfactantes convencionales, se han desarrollado varios tipos de
SAILs catidnicos, anionicos, zwitterionicos o catanionicos (Srinivasa Rao et al., 2014) y
se ha investigado su capacidad de agregacion en medios acuosos (e.g. Cheng et al., 2014;
Cornellas et al., 2011). La tipologia del surfactante o SAIL depende de la carga iénica del
grupo polar (i.e. cationicos, si la carga es cationica; anidnicos, si es anidnica; y no iénicos,

si no tienen carga; ver Fig. 5).

o
L+

Fig. 5 Clasificacion de los surfactantes segln la carga iénica del grupo hidréfilo o grupo de cabeza. Imagen
obtenida de Gonzalez et al. (2010).

La mayoria de datos de la bibliografia son de los SAILs de la familia alquilimidazolio con
halégenos como anion ([Cxmim][X]), que se comportan como surfactantes cationicos. Sin
embargo, estos SAILs tienen una tendencia a la micelizacion mucho mayor que los
surfactantes catidnicos convencionales por los fuertes enlaces de hidrogeno entre el
contraion y el hidrégeno del C2 relativamente acido del anillo de imidazolio (Cornellas
et al., 2011; Matsubara et al., 2010). No obstante, la diferencia més importante de los
SAILs respecto a los surfactantes convencionales es su versatilidad estructural (Galgano
y El Seoud, 2010).

Hasta ahora, se han estudiado los SAILs principalmente en la recuperacion mejorada de
petréleo (Rodriguez et al., 2017; Sakthivel et al., 2017), pero su actividad surfactante
demuestra potencialidad para su utilizacion en biorremediacion de suelos como agentes
movilizadores de contaminantes organicos hidrofébicos como el HCH (SER). De esta
forma, podrian aumentar la solubilidad aparente del HCH facilitando el contacto entre
contaminante 'y microorganismo degradador y, por tanto, aumentando su

biodisponibilidad para su degradacion.

20



CAPITULO I;: INTRODUCCION

Los factores que se deben tener en cuenta en la seleccion de surfactantes para
biorremediacion, y que también aplicarian para la seleccion de SAILs son: efectividad,
coste, aceptacién puablica y regulatoria, biodegradabilidad, toxicidad y adsorcion
(Mulligan et al., 2001; Paria, 2008). Generalmente los mas utilizados son los surfactantes
no iénicos porgue tienen una mayor biodegradabilidad, menor toxicidad y menor CMC;

los cationicos resultan toxicos para el suelo.

a) -
C < CMC C > CMC
b) C) Bacterml cell
bacterial ozl ||rs:|.1b.-.~. af
4 dizsolved PAH f
"y ‘q I;.:?'&I:Ilcu i . \‘I relanes of
- TET PAH from
/ micelle / ¥ miselle
micelle” ! . micella™ L
N e e R
0 B o o
HCH

Fig. 6 Micelas formadas por substancias anfoteras, surfactantes o Surface-Active lonic Liquids (SAILS)
(a); los grupos de cabeza, situados hacia el exterior en contacto con la fase polar (agua) se corresponden
con la parte polar de los surfactantes o SAILs, mientras que la parte interior la forman las colas apolares
(hidrofébicas). A bajas concentraciones estdn en forma de mondmeros libres y al alcanzar una
concentracion tal que su solubilidad se ve limitada, se “autoasocian” formando agregaciones que pueden
tener la forma de estas micelas. Estas micelas pueden atrapar los contaminantes organicos hidrofébicos y
hacerlos més accesibles para los microorganismos degradadores, que pueden utilizarlos directamente del
interior de la micela (b) o una vez liberados a la fase acuosa (c). Esquema adaptado de Makkar, R.S.,
Rockne (2003)
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2.1. SURFACE-ACTIVE IONIC LIQUIDS (SAILYS)

En este estudio se utilizaron 15 SAILs, 8 surfactantes y dos mezclas de un SAIL cationico
(loLiLyte C1EG) y un surfactante anionico (dodecilbenceno sulfonato o DBS) (ver Tabla
2). De acuerdo con la definicion de liquidos i6nicos expuesta previamente, se
consideraron SAILs aquellos que tienen un punto de fusion menor de 100°C (i.e. NaAOT,
NaONS y SDS, serén tratados como surfactantes; ver Tabla 2). Brij C10, Brij L4, Igepal
Co-520, Tetrakis y TX-100 son surfactantes no idnicos tipicos. La seleccion de
SAlLs/surfactantes se realizd a partir de la revision bibliografica previa a la
experimentacion en base a tres criterios: toxicidad, biodegradabilidad y coste. En la Tabla
2 se muestran detalladamente las diferentes propiedades fisico-quimicas de los
SAlLs/surfactantes (CMC, peso molecular, densidad, y balance lipofilico-hidrofilico o
HLB).

Los SAlLs/surfactantes de este trabajo fueron obtenidos mayoritariamente en Sigma e
loLiTec. Los que aparecen sin CAS Registry no. en la Tabla 2 fueron sintetizados por el
grupo de investigacion EQUIFASE del Departamento de Ingenieria Quimica de la

Universidad de Santiago de Compostela.
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Tabla 2 Propiedades fisico-quimicas y estructuras de los SAILs (Surface-Active lonic Liquids) y surfactantes seleccionados para los experimentos del presente trabajo.
PM: Peso molecular; PF: Punto de fusién; CMC: Concentracion Micelar Critica; HLB: Balance hidroéfilo-lipofilo; ND: No disponible.
SAIL/Surfactante PM Densidad PF CMC

CAS Registry No. Estructura quimica HLB
(Nombre corto) (gmol?) (gcm3) (°C) (ppm)

1. CATIONICOS

E\/\/\CH‘
NC\_\X
- cr
Cloruro de oy

trioctil metilamonio 63393-06-4 404164 088 -0 908320 5
(Aliquat 336)
CHg
Cloruro de bencildimetil dodecilamonio N=CHz(CHz)10CHs
139-07-1 CHa cl” 339,99 ND ND 92991912 ND
(Benzyl) ’

_ 68132-96-7 o /\%i/‘fo OH 1,042 899,800

loLiLyte 221PG [ : ND ND ND

n= 5-15
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Tabla 2 (cont.)

SAIL/Surfactante Estruct o PM Densidad  PF CMC HLEB
: structura quimica
(Nombre corto) CAS Registry No. a (g/mol) (g/cm?) (°C) (ppm)
1. CATIONICOS
MeSOf éN/\/{O\/tOH
loLiLyte C1IEG 68989-03-7 Cocos’ \/TO/\L,OH ND ND ND ND ND
m,n = 5-10
Et0S0% El}N/\’{O\’/};OH
loLiLyte T2EG 68071-95-4 Tallow’ \/TO/\'ITOH ND ND ND ND ND
L o
Cloruro de R A
tributil tetradecilfosfonio 81741-28-8 R T T T 435,00 0,956 45 435,000 ND
(CYPHOS 4345W) S
,CH2(CH2)sCH3
Cloruro de éf_’l)‘ o
1-metil-3-octilimidazolio 64697-40-1 N 230,78 1,01 12 438482 ND
([C8mim][CI]) CHa
. CHas
Cloruro de /] -
1-decil-3-metilimidazolio 171058-18-7 ( » c 258,83 0,99 38,02 14805,08 ND
([C10mim][CI]) N
CH>(CH5)gCH3
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Tabla 2 (cont.)

CAS
PM Densidad PF CMC
SAIL/Surfactante Registry Estructura quimica ; HLB
(Nombre corto) No (g/mol)  (g/cm’)  (°C)  (ppm)
1. CATIONICOS
Acetato de HACHz)sCHs
1-metil-3-octilimidazolio ND [» o ND ND ND ND ND
([C8mim][Ac)) N Ao
CHa
3
Cloruro de & | o
1-dodecilpiridinio 104-74-5 N* 283,88 1,04  87-89 4334848 ND
(IC12Py]ICI]) LH‘””
10
2. ANIONICOS
o _CHy
Sal sédica de 1,4-bis(2-etilhexoxi)- GO O A A CHs 173-
1,4-dioxobutano-2-sulfonato ~ 577-11-7 T o] 0m00 444,56 11 179 1182530 ND
) OMNa

(NaAOT)
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Tabla 2 (cont.)

Registry Estructura quimica HLB
3 0
(Nombre corto) No. (g/mol)  (g/cm®)  (°C)  (ppm)
2. ANIONICOS
P
O
Sal sédica de 1-octil-2H-naftaleno- A
1-sulfonato ND -0 © \ 344,4 ND >300 ND ND
(NaONS) \
Sal potasica de polietilenglicol-4- i ,
nonilfenil-3-sulfopropil-éter 1119043;8 /\/,ow o~ .g.OK 1260 1 ND ND ND
- =yl i 0
(PolyK) AP nem
. . Q 204-  2018,66 —
Dodecil sulfato de sodio 151-21-3 CHs(CHy)10CH20-S-ONa 288,38 ND 40
(SDS) o 207 2883,8
ﬁ
N\/\/j/\a ’ ﬁ_ Na*
Na Alfoterra ND n Ca. 555 1,05 37 ND ND
n=4-20
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Tabla 2 (cont.)

CAS
PM Densidad PF CMC
SAlIL/Surfactante Registry Estructura quimica . HLB
(Nombre corto) No (g/mol)  (glem®)  (°C) (ppm)
_‘ .' ”i‘ __‘;_' whll_-
C2NH3OH Alfoterra ND T V’“ﬁ/ YT Ca555 105 20 ND  ND
Sal sédica de CHs O
laurilsarcosina 137-16-6 CHB(CHE)QCHz\[rN\)’\ONa 293.38 ND 45-47 3725926 ND
(Lauryl) o]
Dodecanoato de colina
ND 0 | ND ND ND ND ND
(ChC12) CHg(CHg]gCHg)J\O' //N\/\OH
3. NO IONICOS
. - . - Je O
Polletllengllc_ql hexadecil éter 9004-95-9 C1eHas OH 683,00 0,977 32-34 1,366 12
(Brij C10)
N n=10
Polietilenglicol dodecil éter 9002-92-0 C12H25(OCHQCH2)4OH ND 0,95 ND ND 9

(Brij L4)
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Tabla 2 (cont.)

SAIL/Surfactante CAS Registry o PM Densidad PF CMC

Estructura quimica HLB
(Nombre corto) No. a (g/mol)  (glem?) (°C) (ppm)

Polioxietilen-5-nonilfenil éter o)
(Igepal CO-520) 68412-54-4 /©+ \/\}?H 441,00 0,997 ND ND 10
CgHj _

HD

Etilendiamina tetrakis (etoxilado-block- propoxilado) % _/—
tetrol 26316-40-5 /H 700,94168 105 21 ND 17
(Tetrakis)
Hn S; _/_
Polietilenglicol o H 137,5-
octilfenil éter 9002-93-1 HaC 0 625 1,064 6 13,5
(TX-100) HyC " -150

HsC HyC CHg =100
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Tabla 2 (cont.)

SAIL/Surfactante CAS Redistry N Ectruct o pv ~ Densidad  PFCMC o
egistry No. structura quimica
(Nombre corto) Iy : (g/mol)  (glcm®)  (°C) (ppm)
4, MEZCLA: SAIL Y SURFACTANTE
55,31% loLiLyte C1EG:
o)
MeSOL &\)NM \/tOH
Cocos \/TO/\]ZOH
Blend 1 ND mn = 510 ND ND ND ND ND
44,69% DBS:
0
S-ONa
QL
CH3(CHz)1oCHz
26,32% loLiLyte C1EG:
o)
MeSOL &\)NM \/tOH
Cocos \/TO/\]ZOH
Blend 2 ND mas s ND ND ND ND ND

§—0Na
QL
CH3(CHz)10CH

2
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Para la realizacion de los experimentos del presente trabajo, se prepararon disoluciones
de SAILs/surfactantes en agua destilada a dos concentraciones: 5 gLy 15 gL ™. Se utilizd
la misma concentracion en todos los SAILs/surfactantes a pesar de tener CMCs muy
variadas para mantener la misma proporcion con el contaminante (HCH) en todos los
casos. Estas concentraciones fueron escogidas con el objetivo de trabajar siempre por
encima de las CMCs conocidas de los SAlLs/surfactantes utilizados en el experimento
(ver Tabla 2). Asi pues, la mayor concentracion es igual a la mayor CMC conocida de los
SAlLs/surfactantes utilizados, es decir, la de [C10mim][CI] (CMC = 14,8 g L'%; ver Tabla
2) y lamenor se utilizo para reducir la relacién entre la concentracion del SAIL/surfactante
y la CMC de los compuestos con CMCs més pequefias. Ademas, se realizé un ensayo
adicional con Brij C10 por tener la CMC mas baja (CMC = 1,366 mg L) utilizando una
tercera concentracion mas pequefa (15 mg L™).

Previamente a la experimentacion, se midio el pH y la conductividad eléctrica (C.E.) de
las disoluciones de SAILs/surfactantes para comprobar su potencial toxicidad en el suelo
y su posible influencia en la germinacion y crecimiento temprano de las especies

vegetales del ensayo de ecotoxicidad.

2.2. ENSAYOS BATCH DE MODIFICACION DE SOLUBILIDAD DE HCH EN
DISOLUCION

Para el estudio del efecto de los SAILs/surfactantes sobre la solubilidad de los isbmeros
de HCH, se utilizaron a-, B-, y- y 8-HCH solidos cristalinos (Dr. Ehrenstorfer) de pureza
98.0, 97.5, 98.6 y 98.6, respectivamente.

Se prepararon disoluciones stock de cada isomero de HCH en acetona (PESTANAL,
Fluka) a concentracion 5 g L™t que fueron utilizadas en el resto de la experimentacion. Se
pipeted una alicuota de 50 uL de la disolucion stock de a-, y- y 6-HCH y otra de 2 uL de
la disolucion de p-HCH en 5 mL de disolucion de SAlL/surfactante (n=3, para cada
concentracion de SAIL/surfactante) en tubos de centrifuga de pyrex con tapon de rosca 'y
septum de PTFE, de forma que en la mezcla SAlL/surfactante con HCH, los isébmeros
tuvieran una concentracién ca. 10 veces por encima del limite de solubilidad en agua de
cada isomero (i.e. para a-, y- y 8-HCH la concentracion final fue 50 mg Ly para B-HCH,
2mg L?; ver Tabla 1). La mezcla de SAIL/surfactante con los isomeros de HCH se dejé

en agitacion durante 24 h'y se centrifugd (Hettich™ Zentrifugen EBA 21; 3000 rpm, 10
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min) para separar el HCH no disuelto. Los controles se prepararon con agua destilada (sin

SAlL/surfactante) de la misma forma (n=3).

La extraccion del HCH disuelto en la fase liquida se realizd mediante extraccion asistida
por ultrasonidos, con tasas de recuperacion superiores al 95% para todos los isomeros
(datos no mostrados). De acuerdo con esto, 4 mL del sobrenadante se extrajeron con 4
mL de hexano (1:1, v/v) en tubos de ensayo de pyrex con tapon de rosca y se dejaron en
el bafio de agua ultrasonico (Ultrasons, J. P. Selecta, S. A.) durante 20 minutos. Para
preparar los extractos a analizar, se separ0 la fase organica y se eliminaron los restos de

agua con NaxSOs anhidro. Los extractos se almacenaron a -4 °C hasta su analisis.

2.2.1. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS DE HCH MEDIANTE GC/MS

Todos los extractos de HCH fueron analizados para su cuantificacion en un cromatografo
de gases (Modelo 450 GC, Agilent Technologies) acoplado a un espectrometro de masas
(Modelo 220 MS, Agilent Technologies) (GC/MS).

Para el analisis por GC/MS, se utilizaron patrones de calibracion de cada isdbmero en
hexano, de acuerdo a la concentracion del extracto, preparados a partir de una solucion
madre de 5 g L™ (1-5000 pg L?). Se afiadié un estandar interno tanto a los extractos como
a los patrones (250 pug L™). El estandar interno consistia en una mezcla de compuestos
deuterados: 1,4-diclorobenceno-ds4, acenaftaleno-dio, criseno-di2, naftaleno-ds, perileno-
d12 y fenantreno-dio (Internal Standards Mix 33, Dr. Ehrenstorfer); el fenantreno-dyo fue
el compuesto escogido como estandar interno por su similitud en el tiempo de retencion

con los isémeros de HCH.

La separacion cromatografica se llevd a cabo en una columna Trace Gold 5SILMS (30 m
x 0.25 mm x 0.25 um; Thermo Scientific) bajo las siguientes condiciones de operacion:
temperatura de 80 °C (mantenida durante 1.5 min), aumentada en 30 °C min! hasta 180
°C (mantenida durante 1 min), después en 3 °C min hasta 200 °C y después en 40 °C
min! hasta 290 °C (mantenida durante 0.25 min); helio como gas portador (flujo constante
de ImLmin™); temperatura de funcionamiento del inyector 280 °C; las muestras (1 pL)
se inyectaron en modo split/splitless y el espectrébmetro de masas se hizo funcionar en
modo tandem. Las moléculas se ionizaron por impacto de electrones y la temperatura de

la trampa de iones se ajusto a 220 °C.
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2.3. ECOTOXICIDAD DE LOS SAILs Y SURFACTANTES EN ESPECIES
VEGETALES (GERMINACION Y CRECIMIENTO TEMPRANO)

De acuerdo con la lista de especies histéricamente utilizadas en pruebas de toxicidad en
plantas de la Organizacion para la Cooperaciéon y Desarrollo Econémico (OECD) 208
(OECD, 2006) se seleccionaron dos especies para el estudio: una monocotileddnea,
Lolium Perenne (raigras), y una dicotiledonea, Trifolium pratense (trébol rojo).

Para el experimento, se realizaron 4 réplicas de 5 semillas de cada especie colocadas en
placas Petri con tres papeles de filtro impregnados de 8 mL de SAIlL/surfactante
(a 15 g L) o agua destilada (control). Las semillas fueron esterilizadas previamente con
hipoclorito sodico 2,5% en agitacion (20 min) con el fin de evitar el crecimiento fangico.
Las placas se sellaron con Parafilm y se dejaron germinar en una cdmara de crecimiento
en oscuridad a 22°C durante una semana.

Se estudiaron dos pardmetros: germinacion y crecimiento temprano. Las semillas con una
raiz de mas de 1 mm se consideraron germinadas y en los casos de germinacion positiva,
se midio el crecimiento del tallo en Trifolium pratense y de tallo y raiz en Lolium perenne

utilizando una regla graduada.

2.4. ANALISIS DE LOS DATOS

Los valores obtenidos de la extraccion de HCH y su cuantificacion por GC/MS fueron
normalizados frente al control para determinar la capacidad de solubilizacién de los SAILs
y surfactantes (i.e. S/C). Para comprobar si existian diferencias en el efecto de los distintos
SAILs y surfactantes sobre la solubilidad de los isdmeros de HCH se aplic6 un ANOVA
de un factor (post hoc de Bonferroni) empleando el software IBM SPSS Statistics 25.0.
Ademas, se realizd un analisis de correlacion de Pearson entre los ismeros alfay gamma
y beta y delta para determinar si existe una influencia de la posicion axial o ecuatorial de
los 4tomos de Cl y su susceptibilidad a la solubilizacion. Se considerd un nivel de
significacion p<0,05 para todos los tratamientos estadisticos.

Los resultados de ecotoxicidad de los SAlLs/surfactantes se expresaron como el nimero
de semillas germinadas frente al total, en porcentaje, y como la medida de longitud (cm)

del tallo y raiz de las especies vegetales.
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CAPITULO I1I: RESULTADOS

3.1. MEDICION DE PH Y C.E. DE LOS SAILs Y SURFACTANTES

Previamente al experimento se midio el pH y la C.E. de las disoluciones de SAILs y
surfactantes (a 5y 15 g L) para estudiar la posible influencia en los resultados de
solubilidad y/o toxicidad. Los valores de pH de las disoluciones de SAILs/surfactantes
medidos en el laboratorio a temperatura ambiente variaron entre 3,79 - 8,95 cuando Cs =
59 Ltyentre3,5-9,24 cuando Cs = 15 g L. La C.E. vario entre 12,8 y 2160 pS cm™
cuando Cs =5 g Ly entre 25,6 — 5980 puS cm™ cuando Cs = 15 g L. Los surfactantes
no iénicos presentaron valores de C.E. en torno a 0, mientras que los cationicos y
anionicos presentaron valores mas altos (ver Tabla 3).

Tabla 3 pH y conductividad eléctrica (C.E.; en pS cm™?) de las disoluciones de Surface-Active lonic Liquids

(SAILs) y surfactantes utilizados en disolucion a dos concentraciones 5 g Lty 15 g L. La C.E. no se pudo
medir en NaONS para Cs=15¢g L™

SAILs Y SURFACTANTES cE pH
(nS/cm)

1. CATIONICOS 5gL! 15gL? 5gL! 15glL?
Aliquat 336 218 342 428 4,05
Benzyl 930 2050 6,5 6,65
loLiLyte 221PG 895 2280 3,79 3,8
C1EG 411 965 657 6,62
T2EG 185,8 461 623 585
CYPHOS 4345W 510 1271 564 5,32
C8mim Cl 2160 5980 4,76 4,37
C10mim Cl 1795 4530 4,2 4,03
C8mim Ac 1089 3030 6,62 6,58
C12Py Cl 1404 2550 532 6,41

2. ANIONICOS

Na AOT 692 1398 541 584
Na ONS 963 - 732 96
SDS 780 1389 7,25 7,22
Poly K 363 1036 501 4,32
Na Alfot. 390 1094 6,56 6,58
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Tabla 3 (cont.)

SAILs Y SURFACTANTES CE pH
(nS/cm)
2. ANIONICOS 5gL’ 15gL* 5gL* 15glL®
C2NH30H Alfot. 469 1318 652 7,01
Lauryl 534 2090 7,29 8,05
Ch C12 764 1792 895 9,24
3. NOIONICOS
Brij L4 1628 433 61 456
Igepal 12,8 25,6 5,74 5,05
Tetrakis 20 42,3 8,17 7,94
TX-100 154 60,4 475 35
4. MEZCLAS: SAIL Y SURFACTANTE
Blend1 822 2090 7,1 7,21
Blend2 1091 2630 7,2 7,49

3.2. MODIFICACION DE LA SOLUBILIDAD EN AGUA DE LOS ISOMEROS
DE HCH EN PRESENCIA DE SAILs Y SURFACTANTES

Las solubilidades experimentales de a-, -, y- y 6-HCH obtenidas en el control (C) en
agua destilada, sin SAlL/surfactante, en el que se habia afiadido una concentracién de los
isdbmeros diez veces por encima de su limite de solubilidad fueron (mediatdesviacion
tipica): a-HCH: 4,42 + 1,73 mg L; B-HCH: 1,32 + 0,17 mg L%; y-HCH: 8,76 + 1,72 mg
Lty 8-HCH: 13,32 + 1,57 mg L. El orden de magnitud de las solubilidades (§ >y > a
> ) es el mismo que se observa en la bibliografia y los valores obtenidos estan dentro del
rango de valores determinados por otros autores (Mackay et al., 2006; Rodriguez Garrido,
2009).

La capacidad de solubilizacion de HCH de los SAILs/surfactantes se estimo utilizando los
datos obtenidos de los ensayos batch y el analisis por GC/MS, normalizados frente al
control. De esta forma, si S/C<1, se considera que la solubilidad aparente del HCH
disminuye en presencia del SAlL/surfactante, mientras que si S/C>1, se considera que la

solubilidad del HCH aumenta. En la Fig. 7 se muestra la modificacion de la solubilidad
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respecto al control del conjunto de isémeros de HCH y en las Fig. 8, 9 y 10, la
modificacion de la solubilidad respecto al control de cada isomero de HCH por separado.
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Fig. 7 Capacidad de solubilizacion del conjunto de isémeros de HCH de los SAILs/surfactantes cationicos
(a), aniodnicos (b) y no i6nicos (c). La capacidad de solubilizacién se representa como los datos de
solubilidad del isémero obtenidos en presencia del SAlL/surfactante normalizados frente a los obtenidos en
el control (S/C). Los colores de las barras indican las dos concentraciones ensayadas y las letras, las

diferencias significativas existentes entre las dos concentraciones y entre los SAILs/surfactantes aplicados.
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Fig. 7 (cont.)

3.2.1. MODIFICACION DE LA SOLUBILIDAD DEL CONJUNTO DE ISOMEROS
DE HCH

La mayoria de los SAlLs/surfactantes utilizados en este experimento aumentaron la
solubilidad del conjunto de isémeros de HCH, en al menos una de las concentraciones
ensayadas (ver Fig. 7). Los 8 SAlLs/surfactantes aniénicos aplicados en el experimento
(i.,e. el 100%) pudieron aumentar la solubilidad del conjunto de is6émeros,
independientemente de la concentracion utilizada, mientras que, en el caso de los
cationicos, solo lo hicieron 6 de los 10 aplicados (i.e. el 70%) y en el caso de los no
ionicos, 3 de los 5 aplicados (i.e. el 60%). A pesar de esto, en todos los grupos hubo al
menos un compuesto que practicamente duplica el valor del sumatorio de HCH obtenido
en el control y que presenta diferencias significativas respecto al resto (de mayor a menor;
S/C = media+desviacion tipica): NaAOT (S/C = 2,15 + 0,23; Cs = 15 g L™); TX-100
(S/IC=2,1140,23; Cs=5g L") yBenzyl (S/C=1,98 + 0,11; Cs =15 g L1). Benzyl es
un SAIL cationico, NaAOT es un surfactante anionico y TX-100 es un surfactante no

ionico. No obstante, otros compuestos demostraron tener un efecto minimo o nulo sobre
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la solubilidad de HCH: Aliquat 336, [C8mim][CI] y [C8mim][Ac] (SAILs cationicos) y
Brij L4 y Tetrakis (surfactantes no ionicos).

En cada grupo de SAlLs/surfactantes existen subgrupos definidos por similitudes
estructurales (ver Tabla 2), ya sea por la region polar (el cation, en los cationicos, o el
anion, en los anionicos) o por la region apolar (la cadena alquilica unida a la region polar).
No se observo una correspondencia en los resultados de estos subgrupos estructurales con

subgrupos que hubiesen facilitado la solubilizacion del HCH (ver Fig. 7).

Dentro de los catidnicos, Aliquat 336, Benzyl, loLiLyte 221PG, loLiLyte C1EG e
loLiLyte T2EG tienen amonio cuaternario como grupo dominante de la regién polar y no
todos son capaces de solubilizar HCH (Aliquat 336) y si lo hacen, no lo hacen de la misma
manera e.g. loLiLyte 221PG obtuvo un valor de S/C (mediatdesviacion tipica) igual a
1,12 + 0,04 (Cs = 15 g L), casi la mitad del obtenido por Benzyl (ver Fig. 7). Otro
ejemplo son los SAlLs/surfactantes con un anillo de imidazolio en la regién polar
([C8mIm][CI], [C10mIim][CI] y [C8mim][Ac]): Unicamente [C1O0mim][CI] puede
aumentar la solubilidad de HCH por encima del control. Ademas, [C8mim][CI] y
[C10mim][CI] son iguales estructuralmente excepto por la longitud de cadena alquilica
que esta unida al anillo (8 y 10 carbonos, respectivamente), pero [C10mim][CI] (Cs = 15
g L) ofrece mejores resultados. [C8mim][CI] y [C8mim][Ac] son iguales excepto por el
anion que neutraliza la carga del anillo de imidazolio (ClI" y CH3COO", respectivamente)
y, en este caso, no se observaron diferencias significativas en la capacidad de

solubilizacién de HCH.

Todos los surfactantes no ionicos, excepto Tetrakis, tienen un grupo polietilenglicol, pero
solo Brij C10 y TX-100 fueron capaces de aumentar la solubilidad de HCH
significativamente. Brij C10 y Brij L4, se diferencian en el nimero de carbonos de la
cadena alquilica (36 y 20, respectivamente) y los valores de S/C son: >1 en el de la cadena
mas larga (Brij C10) y <1 en el de la cadena mas corta (Brij L4).

En el caso de los anionicos, para los que los resultados fueron siempre S/C>1, en al menos
una de las concentraciones, las diferencias entre subgrupos estructurales no fueron tan
claras. Asi y todo, se observd una capacidad de solubilizacion notablemente mayor de
NaAOT, Lauryl y ChC12 que consiguieron duplicar la solubilidad del HCH obtenida en
el control. ChC12 y Lauryl son SAILs derivados del acido dodecanoico, mientras que
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NaAOT es un surfactante derivado de un &cido sulfonico (docusato de sodio o
Aerosol-OT).

3.2.2. MODIFICACION DE LA SOLUBILIDAD DE CADA ISOMERO DE HCH

La modificacion de la solubilidad por SAILs/surfactantes es mas o menos pronunciada
segun el isomero de HCH (ver Fig. 8, 9 y 10). La méaxima solubilizacién de los isomeros
obtenida, fue la siguiente: Benzyl (Cs = 15 g L) aument6 ca. 6 veces la solubilidad de
a-HCH obtenida en el control; NaAOT (Cs = 15gL™) ca. 2 veces la de B-HCH; ChC12
(Cs=15g L7 ca. 2,5 veces la de y-HCH; y NaAOT (Cs = 15 g L) ca. 1,5 veces la de
d-HCH. Los peores resultados se obtuvieron para los isomeros beta y delta que, no sélo
tuvieron los valores de S/C més bajos, sino que ademéas no presentaron mejoras de la
solubilidad en presencia de la mayoria de los SAILs/surfactantes. NaAOT y TX-100
fueron los unicos que consiguieron aumentar significativamente la solubilidad de los
cuatro isdbmeros (ver Fig. 9 y 10). Los deméas SAlLs/surfactantes mostraron un efecto
claramente diferenciado sobre la solubilidad de los isémeros, por ejemplo: Benzyl y
Brij C10, aumentaron la solubilidad de a-, - y y-HCH; Brij L4 e Igepal CO-520, de
a-HCH; IoLiLyte 221PG, de B-HCH; y el resto de SAILs, solo de los 2 isomeros a-HCH
y v-HCH. Lauryl mostr6 un cambio de comportamiento respecto a los isomeros segun la
concentracion utilizada (ver Fig. 9). Incluso Aliguat 336, [C8mim][CI], [C8mim][Ac],
Brij L4 y Tetrakis que no consiguieron aumentar la solubilidad del conjunto de isémeros
de HCH (o su efecto fue minimo) presentaron un comportamiento diferente dependiendo
del isdbmero. Aliquat 336 (Fig. 8) y Brij L4 (Fig. 10) aumentaron la solubilidad de alfa y
gamma, pero [C8mim][CI] (Fig. 8) y Tetrakis (Fig. 10) aumentaron la de delta y no la de
alfay gamma como cabria esperar por el comportamiento del resto de SAILs/surfactantes.

[C8mim][Ac] no consiguié aumentar la solubilidad de ningun isémero.

Debido a la similitud en la conformacion espacial de o-HCH y y-HCH, por un lado, y de
B-HCH y 6-HCH, por otro, se midio el coeficiente de correlacion de Pearson de los
valores de solubilidad obtenidos de los isdmeros en presencia de los SAILs/surfactantes
(incluyendo las mezclas Blend 1 y Blend 2) 2 a 2. Los resultados fueron muy
significativos (p<0,01) con un coeficiente p = 0’845 para a-HCH y y-HCH y p = 0’729
para B-HCHy 6-HCHaCs=59g L'y p=10°839 para a-HCH y y-HCH y p = 0’738 para
B-HCHy 8-HCH a Cs = 15 g L™ (ver Fig. 11).
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Fig. 8 Capacidad de solubilizacion de los SAlILs/surfactantes cationicos sobre los cuatro isomeros de HCH: a-HCH (a), B-HCH (b), y-HCH (c) y -HCH (d). La capacidad de
solubilizacion se representa como los datos de solubilidad del isomero obtenidos en presencia del SAlL/surfactante normalizados frente a los obtenidos en el control (S/C). Los

colores de las barras indican las dos cncentraciones ensayadas y las letras, las diferencias significativas existentes entre los SAlLs/surfactantes aplicados a5y 15 g L™
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Fig. 9 Capacidad de solubilizacion de los SAILs/surfactantes aniénicos sobre los cuatro isdmeros de hexaclorociclohexano (HCH): a-HCH (a), -HCH (b), y-HCH (¢) y -HCH
(d). La capacidad de solubilizacion se representa como los datos de solubilidad del isdmero obtenidos en presencia del SAlL/surfactante normalizados frente a los obtenidos en

el control (S/C). Los colores de las barras indican las dos concentraciones ensayadas y las letras, las diferencias significativas existentes entre los SAILs/surfactantes aplicados

abyl5¢gL™
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Fig. 10 Capacidad de solubilizacién de los surfactantes no i6nicos sobre los cuatro isomeros de hexaclorociclohexano (HCH): a-HCH (a) y B-HCH (b), y-HCH (¢) y 6-HCH
(d). La capacidad de solubilizacion se representa como los datos de solubilidad del isémero obtenidos en presencia del SAlL/surfactante normalizados frente a los obtenidos en

el control (S/C). Los colores de las barras indican las dos concentraciones ensayadas y las letras, las diferencias significativas existentes entre los SAILs/surfactantes aplicados
a5y 15gL*(y15mgL*en Brij C10).

43



CAPITULO IlI: RESULTADOS

ad

c) y-HCH d) 3-HCH
I5mg/l m5¢g1 ml5¢/L 15mg/l. m5g/. m15g/L
3 A 2,0 -
C
[
[ 1.5 - T
2 4 b
i ab b_c l
% ] ab ab ab ab % 1.0 .'. T
1 I I -|- I* HBC
ab - I } 0.5 - T T
ab a ad - 1
d q d g ]
0 - 0,0 -
= = = g 2 = i a & b3
— - = - = —
© = i = 0 2 £ 2 > 9
& o O - = & m & -H =
= =
oy oy
o 20

Fig. 10 (cont.)

44



CAPITULO IlI: RESULTADOS

a) 3 - -
2
: AL B
&) : '
ml | e
?—1- m . Sx
p=0,845 .
p=6,2159E-38 P 1979352
0 T T I 0 | I I I
0 2 4 6 | 1 2 3
G-HCH B-HCH

Fig. 11 Diagramas de dispersion que muestran el aumento de la solubilidad de y-HCH respecto a a-HCH y de 3-HCH respecto a B-HCH en presencia de SAILs/surfactantes
ab5gL'(ayb)yal5gL?(cyd).En las grificas se incluyen el coeficiente de correlacion de Pearson (p) y el valor p (p).
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3.2.3. MODIFICACION DE LA SOLUBILIDAD DE HCH SEGUN LA
CONCENTRACION DEL SAIL/SURFACTANTE

La concentracion utilizada tuvo un efecto significativo en la capacidad de solubilizacion
del conjunto de HCH de algunos SAILs/surfactantes. Benzyl, loLiLyte C1EG, loLiLyte
T2EG, [C10mim][Cl], Lauryl y ChC12 (ver Fig. 8 y 9), funcionaron significativamente
mejor a 15 g L, mientras que Brij C10 y TX-100, funcionaron mejor a 5 g L (ver
Fig. 10). La diferencia entre utilizar una concentracion y otra es tal que se alcanza un
porcentaje de mejora de la solubilizacion de HCH en TX-100 de ca. 114% o de ca. 71 %
en Brij C10. En el resto de casos, el porcentaje de mejora no fue tan alto, pero sigue siendo
relevante llegando a ca. 55 % en el caso de ChC12 o a ca. 40 - 50 % en Benzyl, C10mim

Cly Lauryl.

Lauryl mostré un comportamiento diferente segin el isomero de HCH: consiguio un
aumento significativo de la solubilidad de a-HCH a 15 g L, de p-HCH a5 g L y sin
diferencias significativas entre las concentraciones en la solubilizacion de y- y 6-HCH

(ver Fig. 9).

Los demés SAlLs/surfactantes no tuvieron diferencias significativas en su capacidad de

solubilizacion segun la concentracion utilizada.
3.3. ECOTOXICIDAD DE LOS SAILs Y SURFACTANTANTES EN ESPECIES
VEGETALES (GERMINACION Y CRECIMIENTO TEMPRANO)

Los resultados del test de ecotoxicidad de SAILs sobre germinacion y crecimiento
temprano para T. pratense y L. perenne se muestran en la Fig. 12 expresados como
porcentaje de germinacion y longitud (cm) de tallo, en las dos especies, y raiz, en el caso
de L. perenne, en la Fig. 13. En las graficas no se incluyen los SAILs/surfactantes que
resultaron toxicos para las dos especies (i.e. % germinacion = 0) como fueron: Aliquat
336, Benzyl, loLiLyte C1EG, loLiLyte T2EG, CYPHOS 4345W, [C8mim][ClI],
[C10mim][CI], [C8mim][Ac], [C12Py][CI], NaAOT, SDS, NaAlfoterra, Lauryl y ChC12.
Algunas semillas de T. pratense presentaron signos de toxicidad en NaONS y PolyK
(Ver Anexo I).
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Fig. 12 Germinacion de Lolium perenne (monocotiledénea) y Trifolium pratense (dicotiledénea), resultante
del ensayo de ecotoxicidad de Surface-Active lonic Liquids o SAILs y surfactantes en especies vegetales.

Los valores se expresan como porcentaje de semillas germinadas frente al total de semillas.

Como se puede observar en la Fig. 12, L. perenne pudo germinar con alta tolerancia a
loLiLyte 221PG, PolyK, Brij C10, Igepal CO-520 y Tetrakis, y relativamente alta a
TX-100. T. pratense es tolerante a un mayor numero de SAILS, aunque con un mayor
rango de respuesta (de 15 a 70% de germinacion). De todos los SAILs/surfactantes, el que
ofrece mejores resultados es Brij C10 con un 100% de germinacion de L. perenne y un
70% de germinacion de T. pratense; no obstante, el crecimiento temprano parece verse

inhibido o bien retardado en ambos casos.

El crecimiento temprano en ambas especies se vio afectado: la longitud de la raiz en
L. perenne fue menor que la del control, aunque el tallo alcanz6 en ocasiones un tamafio
similar (e.g. en presencia de Poly K). Para T. pratense, el crecimiento del tallo fue menor

en todos los casos.

Debido a que NaAOT fue uno de los compuestos con mayor capacidad de solubilizacion
para los 4 isdmeros y resulté ser toxico a Cs = 15 g Lt se realiz un ensayo adicional para
determinar los limites superior e inferior de toxicidad y elaborar una curva de
dosis-respuesta que permitiera determinar la ECso. La ECso es un pardmetro muy utilizado
en los test de ecotoxicidad y se define como la concentracién efectiva de un compuesto a
la cual es capaz de inducir una respuesta en el 50% de la poblacion; en este caso, la
respuesta es la no germinacion de las especies vegetales (Chen et al., 2013). Para el
experimento se prepararon 6 diluciones seriadas 1:2 entre 0,4 g L™y 15 g L™!; también se
afadio al ensayo la concentracion 5 g L™ por ser una de las utilizadas en el experimento

de solubilidad. EI NaAOT resulté ser toxico a todas las concentraciones ensayadas (datos
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no mostrados; ver Anexo |). Por otro lado, dado que TX-100 funcioné mejora5g Ly
es el otro compuesto que consiguioé aumentar la solubilidad de los 4 isomeros de HCH,
se comprobo si su toxicidad disminuia a esta concentracion. A5 g L2, L. perenne germind
al 75 %y T. pratense, al 40 %, en tanto que a 15 g L™ lo hicieron al 60 y 15 %. Ademas,
L. perenne presenté un crecimiento de tallo y raiz de (mediatdesviacion tipica):
0,74 + 0,62 cmy 1,14 + 0,48 cm, respectivamente, aumentando el crecimiento del tallo
hasta 7 veces el observado a Cs = 15 g L y duplicando también el tamafio de la raiz.
T. pratense presentd un crecimiento de tallo de 2,64 + 1,44 cm, mucho mayor que el
observadoaCs =159 L™ (0,49 + 0,56 cm). Los resultados demostraron que a una menor
concentracion se obtenia un mayor porcentaje de germinacion y un mayor crecimiento en

ambas especies.
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Fig. 13 Crecimiento temprano de Lolium perenne (a) y Trifolium pratense (b), en el ensayo de
ecotoxicidad de Surface-Active lonic Liquids o SAILs y surfactantes en especies vegetales. El resultado se
expresa como longitud en cm del tallo, en las dos especies, y de raiz en el caso de L. perenne. El

crecimiento de tallo y de raiz en L. perenne se indican con colores distintos.

3.4. EFECTO SINERGICO DE LA MEZCLA DE UN SAIL CATIONICO
(loLiLyte CIEG) Y UN SURFACTANTE ANIONICO (DBS)

De forma adicional, se estudio el efecto sinérgico de una mezcla de un liquido iénico
catiénico y un surfactante anionico a distintas proporciones sobre la solubilidad aparente
de HCH: Blend 1 es una mezcla equitativa de dodecilbenceno sulfonato o DBS e loLiLyte
C1EG (44,69% DBS + 55,31% loliLyte C1EG, p/p), mientras que Blend 2 tiene una
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mayor proporcion de loLiLyte C1EG (73,68% DBS + 26,32% loliLyte C1EG, p/p)
(ver Tabla 2).

Tanto con Blend 1 y Blend 2 como con loLiLyte C1EG se obtuvo un aumento de la
solubilidad de a- y y-HCH, pero no de - ni -HCH. Blend 1 y Blend 2 funcionaron mejor
a la concentracion mas baja (5 g L), mientras que loLiLyte C1EG lo hizo a la
concentracion mas alta (15 g L™). Para determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados obtenidos, se realizd6 un ANOVA. A la concentracién
indicada antes, no se observaron diferencias significativas entre Blend 1, Blend 2 e
loLiLyte C1EG, excepto para el isomero alfa (i.e. para a-HCH, Blend 1 ~ loLiLyte CIEG
> Blend 2 y para -, y- y 6-HCH, Blend 1 ~ loLiLyte C1EG ~ Blend 2) (ver Fig. 14).

También se determind la ecotoxicidad de las mezclas de liquido ionico y surfactante sobre
la germinacion y crecimiento temprano de L. perenne y T. pratense, observandose una
menor toxicidad de las mezclas Blend 1y Blend 2 en comparacion con loLiLyte CIEG
individualmente. Ninguna de las especies vegetales del experimento germind en
presencia de loLiLyte C1EG, en tanto que L. perenne si germind en presencia de Blend
1y T. pratense, de Blend 1 y 2 (ver Fig. 12). No obstante, el crecimiento de las dos

especies se vio inhibido o retardado en presencia de ambas mezclas (ver Fig. 13).
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Fig. 14 Capacidad de solubilizacién de las dos mezclas de un liquido idnico catiénico con un surfactante aniénico (Blend 1y 2) y el liquido i6nico catidnico individual (loLiLyte
C1EG) sobre los cuatros isomeros de hexaclorociclohexano (HCH): a-HCH (a), p-HCH (b), y-HCH (c) y 3-HCH (d). La capacidad de solubilizacién se representa como los
datos de solubilidad del isomero obtenidos en presencia del Surface-Active lonic Liquid o SAIL y surfactante normalizados frente a los obtenidos en el control (S/C). Los colores
de las barras indican las dos concentraciones ensayadas Y las letras, las diferencias significativas existentes entre los SAlLs/surfactantes aplicadosa5y 15 g L™
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CAPITULO IV: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Este estudio demuestra la modificacion de la solubilidad aparente en agua de HCH por
SAILs y surfactantes de tipo catidnico, anionico y no ionico, con diferentes caracteristicas
(ver Tabla 2) para su potencial aplicacion en la mejora de la biodisponibilidad de este

compuesto en suelos.
4.1. MODIFICACION DE LA SOLUBILIDAD DE HCH EN PRESENCIA DE
SAILs Y SURFACTANTES

Los datos de la solubilidad del conjunto de los isomeros de HCH en presencia de los
SAlLs/surfactantes mejoraron en la mayoria de los casos, en al menos una de las
concentraciones ensayadas, mostrando un aumento de mas de dos veces la obtenida en el
control con algdin compuesto (e.g. NaAOT a15¢g Lty TX-100a5g L™?).

La modificacion de la solubilidad de HCH respecto al control variaba segun la estructura
del SAIL, segin la concentracion utilizada (5 g L 0 15 g L™?) y el isdmero de HCH
analizado (a-, B-, y- 0 6-HCH) (ver Fig. 7). Considerando que la solubilidad del HCH
aumenta respecto al control cuando S/C>1, se puede decir que los SAILs/surfactantes
anionicos tienen una capacidad de solubilizacion mayor que los SAILs catidnicos o los
surfactantes no ionicos. Todos los anidnicos consiguieron aumentar la solubilidad del
conjunto de isomeros de HCH por encima de la solubilidad obtenida en el control entre
1,25 y 2,15 veces y ademas, la mayoria de los SAIlLs/surfactantes que obtuvieron

resultados significativamente notables fueron anidnicos (NaAOT, Lauryl y ChC12).

La solubilidad de los isomeros de HCH en presencia de SAILs/surfactantes aumentd, de
forma individual, de 1,5 a 6 veces con respecto a la obtenida en el control. Si se comparan
en detalle los resultados (ver Fig. 8, 9 y 10), la capacidad de solubilizacion de un
SAlL/surfactante varia segin el isomero de HCH, asi, puede decirse que los
SAlLs/surfactantes presentan diferencias de afinidad por los distintos isémeros,
ofreciendo mejores o peores resultados segun cual sea el isomero de interés. Estos datos
concuerdan con los obtenidos por otros autores e.g. Manickam et al. (2012) realizo un
estudio sobre la solubilizacion de HCH por accion de tres biosurfactantes y su posterior
efecto en la degradacion de HCH en el que también observé un menor aumento de la
solubilidad de beta y delta en comparacion con el de alfa y gamma. Explican que esta

diferencia puede deberse a las propiedades estructurales de los isémeros, su
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termodinamica en fase acuosa y la disposicion espacial de sus Cl. Los isomeros beta y
delta, por un lado, y alfa y gamma, por otro, tienen una conformacion espacial similar
debido a la posicion axial/ecuatorial de los cloros (B-HCH: eeeeee y 6-HCH: aeeeee; a-
HCH: aaeeee y y-HCH: aaaeee), lo cual puede afectar a las interacciones con las micelas
de los SAlLs/surfactantes haciendo mas o menos efectiva su solubilizacion. Esta teoria se
ve respaldada por el coeficiente de correlacion de Pearson, que resulté ser muy fuerte para
o-yy-HCH (p=0,845aCs=5g L'y p=0,839aCs=15¢g L?, p<0.01) y fuerte para
B-y&-HCH (p=0,729aCs=59gL'yp=0,738aCs =159 L*, p<0.01) (ver Fig. 11).
Existe una relacion entre el comportamiento de los isomeros con conformacion similar y
su susceptibilidad a la solubilizacion por accién de SAlLs/surfactantes. Ademas, el menor
efecto general de los SAIlLs/surfactantes sobre la solubilidad de beta y delta puede
justificarse por ser precisamente los isomeros con menor y mayor solubilidad,
respectivamente. B-HCH es tan poco soluble en agua que el aumento es dificil que sea
significativo y, en el caso de 6-HCH, la solubilidad sigue siendo alta y, por lo tanto, la

diferencia con el control no se puede apreciar facilmente.

4.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SAIL/SURFACTANTE SOBRE
SU CAPACIDAD DE SOLUBILIZACION DE HCH

La concentracion tuvo un efecto significativo en la capacidad de solubilizacion. Los
surfactantes no idnicos funcionaron mejor a la menor de las concentraciones ensayadas
(5 g L), mientras que la mayoria de compuestos catidnicos y anionicos presentaron
mejores resultados a la mayor concentracion (15 g L™). Sin embargo, si se compara en
detalle, en el caso de Brij C10 (surfactante no i6nico), los resultados fueron
significativamente mayores a 5 g L™ que a 15 mg L™, siendo esta tltima mas proxima a
su CMC (CMC = 1,366 mg L1). Esto podria explicarse porque los surfactantes no iénicos
tienen una CMC mas baja que los SAILs/surfactantes anidnicos o cationicos (ver Tabla
2), y por lo tanto la formacion de las micelas en presencia de HCH se produce a
concentraciones mas bajas, viéndose favorecida la solubilizacion de HCHa Cs=5¢g L™
Por otro lado, [C8mim][CI] y [CYPHQOS] tienen CMCs muy similares (ca. 438 y 435 mg
L1, respectivamente; ver Tabla 2), pero el primero funcioné mejor a15g Ly el segundo,
a5 g L™ Laexplicacion a esta diferencia de comportamiento radica en el equilibrio entre
los mondmeros libres y las micelas de la disolucion de SAIL/surfactante en presencia de
HCH: si la CMC se supera en gran medida, se puede producir una desestabilizacién de

las micelas por la presencia de abundantes mondmeros libres que rompen el equilibrio de
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la disolucidn. Esta desestabilizacion se producira a una mayor 0 menor concentracion
segun la estructura del SAIL/surfactante o el compuesto que se incorpora en el corazon de
la micela (HCH).

[C10mim][CI] fue el Unico que se ensay0 a una concentracion por debajo de su CMC
(CMC = 14,8 g L; ver Tabla 2) y los valores de solubilidad de HCH obtenidos a la
concentracion de 15 g L™ fueron significativamente mayores que los obtenidos a una
concentracion de 5 g L™ cuando presumiblemente no habia formaciéon de agregados

micelares en disolucion.

De acuerdo con los datos expuestos, la concentracion de SAILs/surfactantes necesaria
para garantizar una buena capacidad de solubilizacién de HCH debe estar por encima de
la CMC'y la proporcién Cs/CMC adecuada, i.e. que no consiga desestabilizar las micelas,
depende de la estructura del SAIL/surfactante y del compuesto que va a solubilizar.

4.3. EFECTO DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL SAIL/SURFACTANTE
SOBRE SU CAPACIDAD DE SOLUBILIZACION

El grado de aumento de la solubilidad aparente de un compuesto por accion micelar
depende de varios factores, incluyendo la estructura del surfactante, el nimero de
agregacion, geometria de la micela, balance hidrofilo-lipofilo o valor de HLB, fuerzas
i6nicas, temperatura y tamafio y quimica del compuesto solubilizado (isémero de HCH,
en este caso) (Paria, 2008).

4.3.1. EFECTO DE LA REGION POLAR (HIDROFILA)

Segun la bibliografia, la influencia de la region hidrofila de los surfactantes sobre su
agregacion no esté clara. Galgano et al. (2010) compararon las propiedades fisicas, CMCs
y parametros termodindmicos de SAILs y surfactantes convencionales con diferentes
grupos de cabeza (piridinio, imidazolio y amonio cuaternario) y concluyeron que se puede
esperar un efecto de la naturaleza de la parte hidrofila en la agregacién y posterior

solubilizacién de contaminantes.

Atendiendo a los datos experimentales, se observa que dentro de los SAILs/surfactantes
catiénicos, el grupo de cabeza (region polar) tiene un efecto en la micelizacion y
solubilizacion de HCH. Los SAILs con amonio cuaternario fueron los que mejores
resultados ofrecieron: Benzyl, loLiLyte C1EG e loLiLyte T2EG tuvieron valores de S/C

significativamente mayores que el resto de SAILs catidnicos, especialmente en la
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solubilizaciéon de a-HCH y y-HCH, e loLiLyte 221PG aumenté significativamente la
solubilidad de B-HCH respecto a los demas SAILs cationicos (S/C = 1,39 + 0,32) (ver
Fig. 8). En los SAlLs/surfactantes anidnicos y no iénicos este efecto no fue tan claro (ver
Fig. 9y 10).

4.3.2. EFECTO DE LA REGION APOLAR (HIDROFOBA)

La solubilizacion de hidrocarburos es especialmente dependiente de la longitud de la
cadena alquilica hidrofoba de los surfactantes (Paria, 2008). Al aumentar la longitud de
la cadena, aumenta el nimero de agregacion y el tamafio del corazon de la micela
favoreciendo un aumento de la solubilizacion. Ademas, las cadenas saturadas y/o
ramificadas tienen menor capacidad de solubilizacion que las insaturadas y/o simples
(Paria, 2008).

En los surfactantes cationicos se encuentra una relacion directa entre el nidmero de
carbonos de la cadena alquilica unida al catién y la CMC, explicada por la regla de
Klevens (Figueira Gonzalez, 2017; Luczak et al., 2008):

log(CMC) = A — Bn,

donde nc es el nimero de carbonos, A una constante que cambia con la naturaleza del
grupo hidrofilico y B una constante cercana al valor de log 2. Asi pues, cada grupo de -
CH2 hace disminuir la CMC un factor de 2. Esto también se observo en SAILs de tipo
alquilmetilimidazolio (Figueira Gonzalez, 2017). Es decir, si se aumenta la longitud de la

cadena alquilica (hidréfoba), disminuye la CMC y se favorece la formacion de micelas.

En los datos obtenidos en este experimento, se observo un efecto de la longitud de la
cadena alquilica unida a la region polar catidnica sobre la capacidad de solubilizacién de
los compuestos entre [C8mim][CI] y [C10mim][CI]. Ambos tienen la misma estructura,
pero diferente longitud de cadena. Los resultados de las solubilidades de los isomeros de
HCH obtenidas en presencia de [C10mim][CI] a 15 g L™! fueron mayores que en presencia

de [C8mim][CI] a cualquiera de las concentraciones.

Por otro lado, de acuerdo con la investigacion de Wang et al. (2008), en los SAILs
derivados de imidazolio, la naturaleza del anion afecta a las interacciones anién-cation y,
por lo tanto, a la CMC y a la forma de agregarse. En su investigacion cambi6 el anion de
[C8mim][X], entre ellos X = [CI']y [CH3COO], y observo un cambio de agregacion con

una CMC creciente para [Cl] < [CH3COO] y, en consecuencia, una menor facilidad para
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formar agregados del [C8mim] con anion [CH3COO]. Contrariamente a lo expuesto por
Wang et al. (2008), bajo las condiciones experimentales de este estudio, no se observaron
diferencias significativas entre [C8mim][CI] y [C8mim][Ac] lo que sugiere que, a pesar
de que el anion afecte a la formacion de las micelas, en este caso no afecta a la capacidad
de solubilizacion de HCH. Lo mismo ocurre con Na Alfoterra y CoNH3OH Alfoterra,
SAILs anidnicos con diferente cation, pero sin diferencias significativas en la
modificacion de la solubilidad de HCH.

Los resultados obtenidos indican que la capacidad de solubilizacion de HCH puede no
depender s6lo de la CMC y la agregacion en micelas, sino también del compuesto que se
incorpora en el corazon de la micela y las interacciones de caracter fisico-quimico entre

el compuesto y los agregados.
4.3.3. EFECTO DEL PARAMETRO HLB EN SURFACTANTES

El balance hidrofilico-lipofilico es un pardmetro empirico que describe la fraccion
lipofilica con respecto al peso de la molécula del surfactante. Los valores HLB conocidos
de los surfactantes de este estudio siguen el orden creciente: SDS > TX-100 > Brij C10 >
Igepal CO-520 > Brij L4 > Tetrakis (ver Tabla 2). La capacidad de solubilizacion
estimada de estos surfactantes, segiin el aumento de la solubilidad del conjunto de
isdbmeros expresada como S/C, seria de mayor a menor: TX-100 > Brij C10 > SDS >
Igepal > Tetrakis > Brij L4. Es decir, que TX-100 y Brij C10 con valores intermedios de
HLB (13,5 y 12, respectivamente) obtuvieron mejores resultados que SDS con HLB =40
0 Tetrakis con HLB = 1-7 (ver Tabla 2). Se puede decir que hay por tanto una relacion
entre el HLB y la capacidad de solubilizacion de HCH y que la mayor solubilizacién de

HCH se obtiene a valores intermedios de HLB.

4.4. ECOTOXICIDAD DE LOS SAILs Y SURFACTANTANTES EN ESPECIES
VEGETALES (GERMINACION Y CRECIMIENTO TEMPRANO)

Para determinar la potencial aplicabilidad de los SAILs/surfactantes en la remediacion de
suelos contaminados por HCH se realiz6 también un experimento de ecotoxicidad de los
SAlLs/surfactantes en dos especies vegetales (L. perenne y T. pratense). Se observé que
la ecotoxicidad depende principalmente de la estructura del SAIL/surfactante y del
organismo modelo empleado, como ya se habia concluido en otras investigaciones
(Batczewski et al., 2007; Cvjetko Bubalo et al., 2014; Jastorff et al., 2003).

58



CAPITULO IV: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

T. pratense y L. perenne respondieron de diferente manera a la presencia de los
Lls/surfactantes: L. perenne (monocotiledénea) es mas resistente a la toxicidad de los
Lls/surfactantes que T. pratense (dicotiledénea), ya que presenta una germinacion del
100% en presencia de practicamente todos los SAILs/surfactantes en los que el porcentaje
de germinacion es positivo (excepto con TX-100). El crecimiento en ambas especies se
vio afectado por la presencia de SAILs/surfactantes. En general, los mejores resultados de

germinacién se obtuvieron con surfactantes no idnicos y los peores, con SAILS cationicos.

4.4.1. EFECTO DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL SAIL/SURFACTANTE
SOBRE SU ECOTOXICIDAD

Segun investigaciones anteriores, la toxicidad de los liquidos idnicos en plantas depende
principalmente del catién, de la longitud de la cadena alquilica hidr6foba y, en menor
medida, del anion. No obstante, la mayoria de las investigaciones se centran en los
liquidos i6nicos cationicos mas utilizados y no hay datos sobre la toxicidad de liquidos
iGnicos anionicos. En general, se cree que los compuestos con mayor longitud de cadena
alquilica son més toxicos que aquellos que tienen cadenas mas cortas y que los liquidos
i6nicos catidnicos con amonio cuaternario o piridinio son menos toxicos que los que
tienen imidazolio o fosfonio (ver Fig. 4). Este criterio no se pudo comprobar en la
comparacion entre [C8mim][CI] y [C10mim][CI], ya que ambos fueron toxicos para las
dos especies vegetales a las dos concentraciones ensayadas. Por el contrario, si se
observaron diferencias entre Brij C10 y Brij L4, que tienen diferente nimero de carbonos
en sus cadenas (36 y 20, respectivamente): L. perenne presenta una elevada tolerancia a
Brij C10 (% germinacién = 100; ver Fig. 10), pero no a Brij L4, y T. pratense presenta
una tolerancia similar a Brij C10 y Brij L4 (% germinacion = 70 y 65 % respectivamente;
ver Fig. 10). Por otro lado, el inico SAIL cationico que no presento toxicidad fue loLiLyte
221PG. Esto podria deberse a su estructura quimica: es un amonio cuaternario (ver Tabla
2) y por tanto tiene una toxicidad potencial menor que los demas SAILSs cationicos. Sin
embargo, de ser asi, los demas SAILs con amonio cuaternario como grupo de cabeza
(region polar) deberian no ser toxicos o ser menos toxicos que el resto de SAILs
catiénicos, lo contrario a lo observado en el experimento. Esto podria explicarse porque
tienen una cadena alquilica mas compleja, con largas cadenas ramificadas, como es el

caso de Aliquat 336, o anillos benceno, como ocurre en Benzyl (ver Tabla 2).
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Estos resultados indican que si parece existir una relacion entre la estructura del
SAlL/surfactante, tanto por el grupo de cabeza como por la cadena alquilica hidr6foba,
pero los datos obtenidos son insuficientes para establecer relaciones claras. Es necesario
realizar una mayor y mas profunda investigacion sobre esto. Ademas, para la aplicacion
en biorremediacion in situ seria conveniente realizar un estudio mas amplio sobre el
comportamiento y la toxicidad de los SAlLs/surfactantes en suelo y como afecta esto a la
capacidad de solubilizacién de HCH.

44.2. EFECTODEL PHY LA C.E. DE LOS SAILs Y SURFACTANTES SOBRE SU
ECOTOXICIDAD

En la medicion de pH y C.E. de los SAlLs/surfactantes se obtuvieron valores muy
dispares. En general, la C.E. disminuye con la concentracion y el pH se mantiene estable.
La C.E. es una medida de la concentracidn total de iones en disolucion, de forma que al
disminuir la concentracion de SAIL/surfactante de la disolucion, también disminuye la
concentracion de iones en la disolucion. Por esta misma razén, los surfactantes no idnicos

presentan C.E. ~ 0 mS/cm.

Se observd que tanto [C8mim][CI] como [C1O0mim][CI] tuvieron valores
C.E.>4mScm?tail5gL? porlo que podrian resultar toxicos a esta concentracion en
una posible aplicaciéon en campo. Observando los datos experimentales (ver Tabla 3), se
puede decir que no se encontrd ninguna relacion entre los valores de pH y las C.E. de los
SAlLs/surfactantes y los porcentajes de germinacion de las especies vegetales en el ensayo
de ecotoxicidad y que la relacion entre la toxicidad y el liquido i6nico en cuestion va a
depender de forma compleja de varios aspectos de su estructura y su configuracion

espacial y micelar en disolucion.

4.5. EFECTO SINERGICO DE LA MEZCLA DE UN SAIL CATIONICO
(loLiLyte CLEG) Y UN SURFACTANTE ANIONICO (DBS)

La utilizacion de sistemas mixtos de surfactantes de distinto tipo es muy comun, sobre
todo la combinacion de un surfactante iénico y uno no ionico para disminuir su adsorcion
en el suelo y aumentar su efectividad de eliminacion del contaminante (Paria, 2008).
También las mezclas de surfactantes anionicos y cationicos tienen propiedades Unicas

que pueden ser muy beneficiosas (Kume et al., 2007; Rodriguez et al. 2017).
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Atendiendo a los datos experimentales correspondientes a Blend 1 y Blend 2, combinar
un SAIL cationico (lolilyte C1IEG) y un surfactante anionico (dodecilbenceno sulfonato
0 DBS) contribuye a la disminucion de la CMC y la toxicidad del liquido idnico, aunque
no afecta significativamente a la capacidad de solubilizacion de HCH. Esto puede
resultar util para futuras investigaciones de busqueda de un SAIL/surfactante 6ptimo para
proyectos de biorremediacion in situ, en los que interesa utilizar una baja concentracion
del compuesto, ya sea por cuestiones econémicas como ambientales, y una baja

toxicidad.
4.6. MARCO DE APLICACION DE LOS LIQUIDOS IONICOS Y
PERSPECTIVAS DE FUTURO

La aplicacion de liquidos ionicos en remediacion de suelos contaminados por
contaminantes organicos ha sido constatada en varios estudios (Keskin et al., 2008; Ma y
Hong, 2012). Sin embargo, estos se centran en tratamientos de remediacion de tipo
fisico-quimica mediante lavado de suelos o flushing. En ambos casos el liquido i6nico se
utiliza como disolvente en la extraccion del contaminante de la fase acuosa y después,
ambos se recuperan para la eliminacion del contaminante y reutilizacion del liquido
ionico; la diferencia radica en gque el lavado es un tratamiento ex situ y el flushing, in situ.
Hasta ahora, no se habia estudiado la aplicacion de liquidos idnicos, en concreto SAILS,
en proyectos de biorremediacion mejorada por surfactantes (SER) de suelos contaminados
por HCH.

En vista de los resultados obtenidos en este trabajo, los SAILS pueden considerarse una
opcion competitiva en proyectos SER de suelos contaminados por HCH y varios de ellos
pueden ser propuestos para una mayor investigacion con el fin de estudiar su posible
aplicacion en campo. Si bien es cierto que los compuestos que aumentaron
significativamente los cuatro isomeros de HCH fueron surfactantes (NaAOT y TX-100),
varios SAILs como Benzyl, loLiLyte C1EG, loLiLyte T2EG, Lauryl o ChC12, obtuvieron
valores notables de S/C para a- y y-HCH y, a veces, mayores que los obtenidos con
NaAOT y TX-100: e.g. Benzyl a Cs = 15 g L lleg6 a conseguir un aumento de la
solubilidad de a-HCH ca. 6 veces por encima de la obtenida en el control y ca. 2 veces la
obtenida en presencia de NaAOT. Ademas, cabe destacar el comportamiento de loLiLyte
221PG frente a B-HCH, por el que demostro tener especial afinidad siendo este el isomero

mas recalcitrante de todos (ver Fig. 8), algo que no ocurri6é con ningun otro compuesto.
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Muchos de los SAILs mencionados previamente resultaron ser toxicos en el experimento
de ecotoxicidad, esto implica que las posibilidades de aplicacion in situ podrian verse
reducidas. No obstante, los procesos de sorcion-desorcion en el suelo podrian influir en
la toxicidad de estos compuestos una vez fuesen aplicados, de modo que seria necesario
hacer un estudio mas amplio y profundo sobre el comportamiento de estos compuestos
en el suelo vy, si pudiera ser, teniendo en cuenta la naturaleza del suelo objetivo de
remediacion. Ademas, la concentracion utilizada en la experimentacion es alta y trabajar
a una concentracion menor restaria toxicidad (como se pudo comprobar con TX-100) y
disminuiria los costes, asi que también seria conveniente describir la curva de
dosis-respuesta con la ECso del liquido idnico en cuestién para establecer una dosis
efectiva de aplicacion.

La gran ventaja de los SAILs es su versatilidad estructural y la oportunidad que ofrecen
para el disefio de un liquido i6nico 6ptimo con propiedades especificas de interés para
una aplicacién determinada. El estudio en este trabajo de una gran variedad de
compuestos con distintas propiedades fisico-quimicas y estructuras permite elaborar un
screening inicial para la seleccién de liquidos i6nicos que requieren mayor investigacion
para proyectos de biorremediacién o para tener en cuenta en el disefio de un liquido i6nico
especifico de tarea o Task-Specific lonic Liquid (TSIL). Asi pues, los SAILs con buenos
resultados en solubilizacion de HCH y en el experimento de ecotoxicidad (e.g. loLiLyte
221PG) se propondrian para una mayor investigacion para su uso en biorremediacion in
situ. Sin embargo, en el caso de aquellos que tienen buenos resultados en la solubilizacion
de HCH y no tan buenos en el experimento de ecotoxicidad, se podria contemplar variar
su estructura de acuerdo a las recomendaciones para el disefio de liquidos iénicos menos
toxicos (ver Fig.4); o bien, estudiar su efectividad en proyectos de biorremediacion ex
situ, en biorreactores o biopilas, si se consiguiese determinar una concentracion que no
afectase a la poblacion microbiana y, si no fuera este el caso, en proyectos de lavado de
suelo o flushing. Debido a la diferencia de afinidad de los SAILSs por los isomeros de HCH,
se propone una seleccion en funcién del isomero mayoritario en el suelo: si el isbmero
predominante fuese a-HCH, se propondria para un mayor estudio a Benzyl o Lauryl, que
para este isbmero consiguieron S/C ca. 6 y ca. 5, respectivamente; si fuese B-HCH, se
propondria loLiLyte 221PG o Lauryl con S/C ca. 1,4; y si fuese y-HCH o 6-HCH, se
propondria ChC12 que obtuvo S/C ca. 2,5y ca. 1,5, respectivamente. En cualquier caso,

dichos SAILs, excepto loLiLyte 221PG, resultaron ser toxicos en el experimento de
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ecotoxicidad en especies vegetales y requeririan un mayor estudio de su toxicidad y
comportamiento en el suelo para definir el tipo de tratamiento. No6tese que se han obviado
en estas consideraciones a NaAOT y TX-100 por ser estos surfactantes convencionales y
no SAILs, aunque teniendo en cuenta los buenos resultados en la solubilizacién de HCH
y de ecotoxicidad, en el caso de TX-100, también deberian valorarse en futuras

investigaciones de SER de suelos contaminados por residuos de HCH.

Por otro lado, en la seleccion del SAIL es necesario considerar no sélo su capacidad de
solubilizacion de HCH y su toxicidad, sino también su biodegradabilidad y adsorcion en
el suelo. La efectividad del SAIL podria disminuir si la mayor parte queda retenida en el
suelo o si se degrada antes que el propio contaminante, ademas del coste econémico que
podria suponer. Si su persistencia es alta, el SAIL podria acabar convirtiéndose en un
contaminante mas. Segun varias investigaciones, la adsorcion en suelos parece depender
tanto del SAIL como de la naturaleza del suelo. Los liquidos idnicos catiénicos con anillos
de imidazolio o piridinio, pueden quedar fuertemente adsorbidos por interacciones
electrostaticas (Cvjetko Bubalo et al., 2014; Mrozik et al., 2013); ademas, las largas
cadenas alquilicas pueden formar mas enlaces con las particulas del suelo y, en
consecuencia, favorecer su retencion en este (Cvjetko Bubalo et al., 2014; Thuy Pham et
al., 2010). La sorcion en el suelo puede variar segun la naturaleza y propiedades del suelo
como el contenido en materia organica y arcilla o la capacidad de intercambio cationico
(Cvjetko Bubalo et al., 2014; Studzinska et al., 2009). La biodegradabilidad depende
principalmente de la estructura del liquido i6nico (ver Fig. 4). Asi pues, seria necesario
hacer un estudio previo del suelo objetivo de la remediacion y el comportamiento del

SAIL en este para el establecimiento de las dosis efectivas.

Los datos obtenidos con las mezclas Blend 1y Blend 2 (ver Fig. 12) de un liquido iénico
cationico (loLiLyte C1EG) y un surfactante anionico (dodecilbenceno sulfonato o DBS)
demuestran una reduccion de la CMC vy de la toxicidad frente a los datos obtenidos con
el liquido idnico catidnico individual, de modo que la combinacion de un liquido iénico
y un surfactante podria ser la “panacea” en el disefio de SAILs Optimos para proyectos de
SER de suelos contaminados.

Es importante también considerar que el aumento de la biodisponibilidad de HCH debe
estar en equilibrio con la ratio de degradacion de los microorganismos, ya que, de no ser

asi, podria suponer un problema de contaminacion de las aguas subterraneas por
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lixiviacion. Por ello, los estudios de aumento de biodisponibilidad en suelo, siempre

deben ir acompafados de estudios de riesgos.
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La mayoria de los SAILs/surfactantes utilizados en este experimento aumentaron
la solubilidad de HCH, en al menos una de las concentraciones ensayadas. Los
resultados varian segun la estructura del SAlL/surfactante, la concentracion
utilizada (5 g Lt 0 15 g L) y el isdmero de HCH analizado (o-, B-, y- 0 8-HCH)
La capacidad de solubilizacion de los SAILs/surfactantes aniénicos es mejor que
la de los cationicos 0 no idnicos, aungue esta varia segun la estructura quimica del
compuesto.

Por lo general, los SAlLs/surfactantes muestran diferente afinidad por los
isdbmeros. La solubilidad aparente de a- y y-HCH aumenté de forma mas
sifnificativa de los SAlLs/surfactantes ensayados, probablemente debido a la
posicién mayoritariamente axial de sus atomos de CI. Los Gnicos compuestos que
fueron capaces de solubilizar los 4 isdmeros de forma significativa fueron NaAOT
y TX-100 (surfactantes convencionales).

La concentracion utilizada en los ensayos batch de extraccion de HCH influy6 en
la capacidad de solubilizacion de algunos de los SAlLs/surfactantes. La
concentracion optima para la solubilizacion de HCH debe estar por encima de la
CMC de los SAlLs/surfactantes en una proporcion tal que no altere el equilibrio
entre micelas y monomeros libres de la disolucién y, por lo tanto, desestabilice las
micelas. Otras caracteristicas fisicoquimicas de la conformacion de las micelas
pueden tener influencia.

La longitud de la cadena alquilica de la region hidréfoba del SAIL/surfactante
tiene un efecto significativo sobre su capacidad de solubilizacion de HCH.

El contraion en los SAlLs/surfactantes no parece influir en la capacidad de
solubilizacion de los HCH.

El valor de HLB tiene relacién con la capacidad de solubilizacion de HCH siendo
optimos valores entre 12 y 13,5.

La mayoria de los SAILs/surfactantes son toxicos para las dos especies vegetales
ensayadas (Lolium perenne y Trifolium pratense). El grado de toxicidad depende
de la especie y del SAlL/surfactante. Los surfactantes no iénicos son los menos

toxicos.
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La combinacidn de un liquido iénico y un surfactante tiene efectos en la reduccion
de la CMC vy su toxicidad, pero no aumenta significativamente a la capacidad de
solubilizacion de HCH del liquido ionico.

Los resultados indican que los SAILs tienen un gran potencial para su aplicacion
en biorremediacion in situ, pero es necesaria mas investigacion sobre su toxicidad,
biodegradabilidad y adsorcion y es recomendable una evaluacion del caso
especifico.

La aplicacion en tecnicas mas tradicionales de lavado ex situ de suelo ofrece una
aplicabilidad mas inmediata para los SAILs ensayados que aumentaron de forma

significativamente la solubilidad aparente del HCH.
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ANEXO I: FOTOGRAFIAS DE LOS SIGNOS DE TOXICIDAD
OBSERVADOS EN EL ENSAYO DE ECOTOXICIDAD EN

PLANTAS

Fig. 1 Germinacion y crecimiento temprano en semillas de Trifolium pratense (a) y Lolium perenne (b) en
presencia de PolyK. Se observan signos de toxicidad en las semillas de Trifolium pratense (a).

Fig. 2 Signos de toxicidad observados en el experimento de ecotoxicidad para la medicion de la
germinacion y crecimiento temprano en semillas de Trifolium pratense en presencia de NaONS.
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Fig. 3 Signos de toxicidad observados en semillas de Trifolium pratense (trébol rojo) en presencia de
NaAOT a la concentracion de 0,4gL™*
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