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En este estudio se ha evaluado el potencial de la biorremediacion para la descontaminacion de un suelo
contaminado con hidrocarburos procedentes de un vertido de combustible de un depésito de almacenamiento.
A partir de los datos de la caracterizacion fisicoquimica y microbiologica del suelo contaminado, se disend un
ensayo de bioestimulacion utilizando diferentes enmiendas (compost, residuos del prensado de la manzana del
procesado de elaboracion de la sidra, urea y nitrato amoénico) para evaluar la eficacia de cada condicion ensayada
en la reduccion del contenido de hidrocarburos en el suelo. Las condiciones con enmiendas de compost y
residuos de procesado de sidra mostraron las mayores reducciones en el contenido de hidrocarburos.

. Biorremediacion; Bioestimulacion; Hidrocarburos Totales del Petréleo (TPH); Enmiendas Organicas.

In this study, the potential of bioremediation for the decontamination of a soil contaminated with hydrocarbons
from a fuel spill from a storage tank was evaluated. Based on the physicochemical and microbiological
characterization data of the contaminated soil, a biostimulation trial was designed using different amendments
(compost, apple pressing residues from the cider making process, urea and ammonium nitrate) to evaluate the
effectiveness of each tested condition in reducing the hydrocarbon content in the soil. The conditions with
compost amendments and cider processing residues showed the greatest reductions in hydrocarbon content.

KEYWORDS: Bioremediation; Biostimulation; Total Petroleum Hydrocarbons (TPH); Organic Amendments.
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En base al resumen previo de la presen-
tacion del articulo, de forma simulta-
nea, se aislaron microorganismos pre-
sentes en el suelo capaces de utilizar
hidrocarburos como Unica fuente de
carbono y energia. Se aislaron 14 ce-
pas microbianas con diferentes perfiles
bioquimicos y se identificaron median-
te secuenciacion masiva. De las catorce
cepas aisladas se seleccionaron siete,
en funcion de su nivel de riesgo biolo-
gico y de las evidencias procedentes de
revisiones bibliograficas que las asocia-
ban con la capacidad de biodegradar
hidrocarburos. Las cepas finalmente
seleccionadas pertenecian a los géne-
ros Rhodococcus sp., Gordonia sp.,
Achromobacter sp., Nocardioides sp.,
Pseudarthrobacter sp. y Luteibacter sp.

Estas cepas se evaluaron en cultivos
puros para determinar su capacidad de
degradar hidrocarburos con el objetivo
de evaluar su idoneidad para ser utiliza-
das en un futuro en una estrategia de
bioaumentacién aplicable a suelos con-
taminados con hidrocarburos. Estos ais-
lamientos se relacionaron positivamente
con la eficiencia de eliminacién de TPH
€N ensayos a escala microcosmos.

La contaminacion de los suelos debi-
das a derrames de los depdsitos de al-
macenamiento de combustible supo-
ne un grave peligro medioambiental.
Ademas, la mayoria de los compues-
tos que componen los combustibles
fosiles tienden a permanecer en el
medio ambiente durante un largo pe-
riodo de tiempo. Estos contaminantes
presentan diferentes riesgos para la
salud humana y la ambiental.

La opcion utilizada mayoritaria-
mente para la gestion de estos sue-
los contaminados ha sido la excava-
cién y disposicion en vertedero, al
resultar una opcion rapida y econé-
mica, aunque medioambientalmen-
te insostenible y poco eficiente. Esta
opcién implica el desplazamiento
de la contaminacion de una zona a
otra, sin abordar su tratamiento. El
problema sigue existiendo y es un

legado que se deja a las siguientes
generaciones.

Aunque ciertamente no existe una
técnica ideal o Unica aplicable a todos
los casos y situaciones de contamina-
cion de un suelo (al fin'y al cabo, una
gran variedad de factores determina
la seleccion de las mejores técnicas y
préacticas disponibles) es un hecho que
en la actualidad existe una clara volun-
tad de potenciar técnicas mas sosteni-
bles de descontaminacion.

En la Ultima década, con el impul-
so del gran pacto verde europeo, nos
hemos concienciado de la importan-
cia de la salud, tanto de la humana
como medioambiental, y por ello se
estd apostando por las tecnologias
basadas en la naturaleza (Nature-ba-
sed Solutions - NbS). Una de ellas es
la biorremediacion que, en contraste
con las técnicas tradicionales, pre-
senta ventajas importantes como su
menor coste y, sobre todo, su menor
impacto ambiental, lo que redunda en
la proteccion de la integridad y fun-
cionalidad de los ecosistemas y en la
aceptabilidad social como tecnologia
limpia y sostenible.

La biorremediacion puede definir-
se como el uso de organismos vivos,
entre los que se encuentran los mi-
croorganismos, para degradar o eli-
minar compuestos contaminantes. En
particular, es un proceso en el que los
contaminantes orgénicos presentes en
el medio ambiente son degradados
por microorganismos para finalmente
convertirlos en compuestos inocuos.

La biorremediacion estéa reconocida
como una tecnologia de tratamien-
to para los suelos contaminados por
petrodleo [1] y se considera rentable y
respetuosa con el medio ambiente.
Las principales estrategias de biorre-
mediacién son la bioaumentacion y la
bioestimulacién [2-4].

La bioaumentacion consiste en la
introduccién en el medio contami-
nado de un cultivo enriquecido con
uno O varios microorganismos con
capacidades para la degradacion del
contaminante objetivo [5]. La inocula-
cion de estas bacterias exdgenas pue-

| regeneracion de suelos

de acelerar la eliminacién de dichos
contaminantes y, por tanto, reducir el
tiempo de tratamiento. Sin embargo,
estos microorganismos tienen que
competir con las poblaciones micro-
bianas autdctonas ya presentes en el
ecosistema del suelo, y que estan muy
adaptadas a este entorno. Por ello, es-
ta estrategia muchas veces no da unos
resultados positivos. [6].

El proceso de bioestimulacion con-
siste en la adicion de nutrientes esen-
ciales como son el nitrégeno y el fos-
foro, con el objetivo de estimular el
crecimiento y la actividad metabdlica
de la poblacién microbiana autécto-
na del suelo [7-9]. Esto se debe a que
los microorganismos necesitan prin-
cipalmente carbono (C) para generar
nueva biomasa. Los contaminantes y
los compuestos orgénicos naturales
del suelo suelen proporcionar una
cantidad adecuada de carbono, pero
la disponibilidad de otros nutrientes
esenciales como el nitrégeno (N) o
el fésforo (P) puede ser insuficiente
en comparacion con la cantidad de
carbono. La relacién éptima de estos
nutrientes C:N:P oscila entre 100:5-
10:0.5-1[10, 11]. No obstante, un
exceso de nutrientes puede alterar el
equilibrio de nutrientes, provocando
un déficit de oxigeno [12].

Por otro lado, la generacion de resi-
duos organicos, tanto de origen animal
como vegetal, ha aumentado en los
Ultimos afos, en paralelo con el creci-
miento de la poblacion. El compostaje
es el principal proceso de estabilizacion
de residuos sélidos agricolas y residuos
sélidos urbanos (RSU) [13]. El uso de
biomasas recicladas, como es el com-
post, se ha convertido en los Gltimos
afos en un importante procedimiento
agronomico, que puede contribuir al
reciclaje de la materia organica y res-
taurar la fertilidad de los suelos.

Teniendo en cuenta todo esto, este
estudio se planted con el objetivo de de-
mostrar la eficiencia de la estrategia de
bioestimulacion para la biorremediacion
de un suelo contaminado con hidrocar-
buros del petréleo (TPH) y la implicacion
en el proceso de microorganismos del

Industria Quimica 51

22/05/2024 9:17:53



®

Biorremediacion de un suelo contaminado con hidrocarburos procedentes de un vertido de un depdsito de combustible

propio suelo con capacidades degra-
dadoras de estos contaminantes. En el
estudio se comparé el efecto de la adi-
cién de enmiendas organicas derivadas
del tratamiento de residuos (compost)
y de procesos alimentarios (residuo del
prensado de manzana para la produc-
cion de sidra) y de fertilizantes, tanto
sales organicas (urea) como inorganicas
(nitrato amoénico) en la biodegradacion
de los hidrocarburos del suelo.

El suelo contaminado se encontraba en
una antigua fundicion que lleva cerra-
da mas de 20 afos. En unos trabajos
de recuperacién del terreno de esta rui-
na industrial se encontré enterrado un
antiguo deposito de combustible fosil.
El tanque se habia roto por efecto del
tiempo y se encontréd que los Ultimos
restos del combustible se habian derra-
mado por el subsuelo. La zona fue ex-
cavada dejando el suelo contaminado
apilado en el exterior del terreno, junto
con el tanque de combustible que se
gestiond como residuo peligroso.
Antes de comenzar el estudio se to-
maron distintas réplicas de este suelo
contaminado para el analisis microbio-
l6gico y fisicoquimico (Tabla 1). Estas
muestras se compusieron de diferen-
tes submuestras tomadas aleatoria-
mente con el fin de tener una muestra

Imagen del muestreo del

suelo contaminado con hidrocarburos
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representativa de todo el suelo exca-
vado (Figura 1).

La caracterizacion microbiolégica ha
consistido en un recuento del total de
microorganismos aerobios y una esti-
macioén del total de microorganismos
presentes en el suelo mediante am-
plificacién por PCR de los genes 165
rRNA conservados.

El pH y la conductividad se analiza-
ron por electrometria. El contenido en
carbono, nitrégeno y fésforo se ana-
lizé por infrarrojo (IR), fotometria y
espectrometria de masas con plasma
de acoplamiento inductivo (ICP/MS),
respectivamente.

El anélisis de hidrocarburos (TPH
C10-C40) se realizd por cromatografia
de gases y detector de ionizacion por
llama (GC/FID).

Para este estudio se prepararon dis-
tintas condiciones de bioestimulacion,
comparando la adicion de enmiendas
organicas (compost y residuo de man-
zana) y de sales ricas en nitrégeno
(urea y nitrato amdnico) ya que es el
nitrégeno el elemento desbalanceado
del ratio de carbono, nitrégeno y fos-
foro (C:N:P) del suelo contaminado.
Para cada condicion (Tabla 2) se
prepararon cubetos con 1 kg de la
muestra de suelo con las distintas
enmiendas. Las enmiendas organicas
se adicionaron al suelo en estado soli-
do en una relacion en peso de 85:15
suelo:enmienda. Las sales nitroge-
nadas se anhadieron en disolucién en
agua ultrapura, de tal manera que la

RESULTADOS MEDIOS DEL ANALISIS POR TRIPLICADO DEL SUELO CONTAMINADO
EXPRESADO SOBRE PESO SECO DE MUESTRA

Parametros

|
Conductividad 25° C
Carbono total
Nitrégeno total
Fésforo total
Hidrocarburos totales C10-C40

Microorganismos aerobios totales

Estimacion microorganismos totales
por PCR 16S rRNA

Control bidtico

Enmendado con compost

Unidades Suelo contaminado

8,38
uS/cm 339
% (w/w) 4,60
mg/kg 787
mg/kg 762
mg/kg 1000

ufc/g 4,2E+05

;zr‘:f:] e 4,0E+08

CONDICIONES DEL ESTUDIO DE BIOESTIMULACION

Enmendado con residuo del triturado de manzana

Adicién de urea (C:N:P) (100:5:2)

Adicién de nitrato amonico (C:N:P) (100:5:2)

Adicién de nitrato amonico (C:N:P) (100:10:2)
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relacion C:N:P se ajusto a 100:5:1. Pa-
ra el nitrato amoénico se prepard una
condicién mas con un ajuste de C:N:P
a 100:10:1. También se prepard un
control bidtico con el suelo contami-
nado sin adicién de enmiendas ni nu-
trientes.

Las muestras se mantuvieron con la
humedad en el entorno del 70 % de
la capacidad de campo mediante la
adicion de agua ultrapura. Los suelos
se voltearon periédicamente para au-
mentar la tasa de aireacion. Los cube-
tos se mantuvieron cubiertos con una
lona oscura, en el interior del labora-
torio a temperatura ambiente.

Durante el tratamiento que duré
140 dias se tomaron mensualmente
muestras de suelo para el andlisis mi-
crobiologico y para la cuantificacion
del contenido en TPH.

Para aislar los microorganismos bio-
degradadores de hidrocarburos pre-
sentes en el suelo contaminado, se
incubaron las muestras de suelo reco-
gidas en un caldo Bushnell Haas, con
las sales minimas necesarias para los
microorganismos, al que se afiadieron
hidrocarburos en forma de aceite mi-
neral, como Unica fuente de carbono.
Estas muestras se incubaron durante
7 dias a 30°C con agitacion orbital vy,
posteriormente, se realizaron 4 reincu-
baciones sucesivas en el mismo medio
de cultivo con el objetivo de seleccio-
nar las cepas de microorganismos ca-
paces de crecer con los hidrocarburos
como Unica fuente de carbono.

Tras las sucesivas incubaciones en
el medio liquido, las muestras resul-
tantes se sembraron en agar Bushnell
Haas con aceite mineral y se incuba-
ron a 30 °C durante 72 horas con el
objetivo de aislar colonias indepen-
dientes. Se seleccionaron 14 colonias
diferentes en funcion de su distinta
morfologia colonial y de los distintos
perfiles metabolicos determinados
mediante pruebas bioquimicas.

Finalmente, las cepas aisladas se

analizaron por secuenciacion masiva,
con la tecnologia lllumina.

Durante la monitorizacion (Figura 2)
realizada durante el tratamiento de
bioestimulacién se observd un au-
mento de los microorganismos aero-
bios totales, siendo mayor este creci-
miento en las condiciones donde se
habfan aplicado las enmiendas orga-
nicas, alcanzando 2,1E+07 ufc/g en
la condicién de tratamiento del suelo
con el residuo del triturado de manza-
na. En las condiciones de atenuaciéon
natural y en las tratadas con las sales
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de nitrbgeno también se observd un
incremento en el nimero de microor-
ganismos que, o bien se mantuvo o
bien decreci6 ligeramente mientras
duré el tratamiento. Sin embargo,
en la condicion de control bidtico se
observé que el numero de microor-
ganismos decrecié ligeramente, no
llegando a superar un contenido de
5,0E+04 ufc/g.

En paralelo, la concentracion de
hidrocarburos (Figura 3) se mantuvo
constante en todas las condiciones,
excepto en los tratamientos con en-
miendas orgdnicas en los que se pro-
dujo una disminucién en su concen-

Evolucion del nimero de microorganismos aerobios mesofilos
(ufc/g) durante los 140 dias del estudio de bioestimulacion, para las diferentes

condiciones ensayadas
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Evolucion del contenido en hidrocarburos totales del petréleo (mg/kg
expresados sobre peso seco) durante los 140 dias del estudio de bioestimulacion,

para las diferentes condiciones ensayadas
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tracion. Asi, el rendimiento de reduc-
cion de hidrocarburos fue del 31 %
y del 40 %, para el tratamiento con
compost y con el residuo de triturado
de manzana, respectivamente.

Esto concuerda con estudios que
han demostrado que las enmiendas
organicas son mas eficaces para au-
mentar el contenido de materia orga-
nica del suelo e incrementar la activi-
dad microbiana que los fertilizantes
inorgénicos [14]. Otros investigadores
han realizado hallazgos similares que
demuestran que es mas probable que
los nutrientes organicos se liberen en
el medio ambiente lentamente y du-
rante un periodo mas largo, y con un
impacto beneficioso en el microbioma
del suelo [15-16].

En el proceso de aislamiento de las
cepas degradadoras de hidrocarbu-
ros (Figura 4) presentes en el suelo
contaminado se obtuvieron 14 cepas
distintas. Estas 14 cepas bacterianas
aisladas del suelo se identificaron me-
diante secuenciacion masiva del gen
16S rRNA utilizando los primers bacte-
rianos universales 27F y 1492R.

De estos aislamientos se seleccio-
naron 7 en base a su nivel de riesgo
biolégico y a las evidencias de revi-
siones bibliograficas que las asocia-
ban con la capacidad de biodegradar
hidrocarburos. Las cepas finalmente
seleccionadas pertenecian a los gé-
neros Rhodococcus sp., Gordonia
sp., Achromobacter sp., Nocardioi-
des sp., Pseudarthrobacter sp. y Lu-
teibacter sp.

Las cepas aisladas se evaluaron en
cultivos puros independientes para
determinar la capacidad en solitario
de cada cepa para degradar hidrocar-
buros. Los resultados de los cultivos
mantenidos durante 12 dfas (Figura 5)
muestran que la cepa Gordonia ami-
calis es la que presenta la mayor capa-
cidad de biodegradacion de hidrocar-
buros en solitario, llegando a alcanzar
una reduccion de TPH del 85 %.

Se ha demostrado que la estrategia
de bioestimulacién de las especies
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Bacterias aisladas del suelo contaminado con hidrocarburos

Rendimiento del consumo de hidrocarburos de los cultivos puros
independientes de las cepas microbianas aisladas del suelo contaminado
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bacterianas autéctonas de un suelo
contaminado con hidrocarburos (TPH),
con enmiendas organicas, favorece la
biodegradacion de estos compuestos
contaminantes. También se ha demos-
trado que un suelo con hidrocarburos
puede contener microorganismos con
capacidades degradadoras, pero que
estos necesitan ser adecuadamente
estimulados para metabolizar los com-
puestos contaminantes.
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Abreviaturas

NbS: Nature-based Solutions

C: Carbono

N: Nitrdgeno

P: Fosforo

RSU: Residuos S0

idos Urbanos

TPH: Total Petroleum Hydrocarbons

PCR: Reaccion en
Polimerasa

Cadena de la

RNA: Acido Ribonucleico

Ribosémico
IR: Infrarrojo

ICP/MS: Espectrometria de Masas
con Plasma de Acoplamiento

Inductivo

GG/FID: Cromatografia de Gases y
Detector de lonizacion por Liama
UFC: Unidades Formadoras de

Colonias
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