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RESUMEN

Titulo: Aislamiento de microorganismos degradadores de clorpirifés, fenantreno y

pireno para su uso en la biorrecuperacion de aguas y suelos contaminados.

En este Trabajo de Fin de Grado Experimental se ha desarrollado y evaluado una técnica de
biorrecuperacién de suelos contaminados por clorpirifds, fenantreno y pireno. Estos
contaminantes estan ampliamente distribuidos en el medioambiente, lo que supone un riesgo
para la salud humana.

Con esta técnica de biorrecuperacién se pretende conseguir un incremento en la tasa de
mineralizacién de estos contaminantes mediante la inoculacién con cepas bacterianas aisladas
y consorcios microbianos procedentes de un suelo agricola, obtenidos a partir de cultivos de
enriquecimiento.

La demanda bidlogica de éxigeno (DBO), es una prueba previa para determinar que el medio
contaminado posee las condiciones adecuadas para el desarrollo de las cepas bacterianas
aisladas y de los consorcios microbianos empleados en la biorrecuperacién, los contaminantes
constituyen la Unica fuente de energia y carbono. Se observd que los medios con clorpirifés y
pireno eran propicios para el desarrollo de las cepas B1, B2, B3, B4 y los consorcios C1 y C2,
midiendo para ello los mg de oxigeno consumidos L.

Los estudios de mineralizacidn se llevaron a cabo utilizando respirémetros con soluciones o
suspensiones de suelo, en agitacién continua.

En el tiempo de ensayo se llegd a observar que en las soluciones contaminadas con
fenantreno, e inoculadas con el consorcio microbiano C1, se alcanzé un porcentaje de
mineralizacidn del 30%. Cuando se utilizé el consorcio microbiano C1 en las muestras de suelo
Andujar (contaminado con fenantreno y pireno), se cuantificé una mineralizacién del pireno
inferior al 20% (inferior a lo alcanzado en solucidn) y ligeramente superior al 20% en el caso del

fenantreno.

Palabras claves: clorpirifés, fenantreno, pireno, biodegradacién y microorganismos

degradadores.



LISTA DE ABREVIATURAS

e CLP: clorpirifds.

e DBO: demanda bioldgica de oxigeno.

e LB: medio de cultivo Difco™ LB Broth, Miller Luria-Bertani.
e  MSM: mineral salts medium.

e PAHSs: hidrocarburos aromaticos policiclicos.

e PHE: fenantreno.

e PYR: pireno.

e SNs: solucién de micronutrientes.



1. INTRODUCCION

1.1. PROBLEMATICA MEDIOAMBIENTAL DERIVADA DE LA PRESENCIA DE
CONTAMINANTES ORGANICOS

Debido al aumento demografico a escala mundial, en los Ultimos afios, se ha tendido hacia una
agricultura intensiva, ya que las plantas constituyen la principal fuente de alimentos en el
mundo. El aumento de la productividad se ha desarrollado con la difusion de nuevas
variedades de cultivo de alto rendimiento, unido a nuevas practicas agricolas que utilizan
grandes cantidades de fertilizantes, insecticidas y plaguicidas, asi como tractores y otra
magquinaria pesada. Los beneficios alcanzados por esta mejora agricola son indiscutibles, pero
han surgido diversos problemas entre los que destacan los dafios medioambientales
generados, incluyendo la erosién del suelo, la salinizacién, el anegamiento de suelos muy
irrigados, el agotamiento de acuiferos, deforestacion, etc., asi como la contaminacion del

medioambiente por el uso excesivo de plaguicidas.

En ocasiones los plaguicidas no alcanzan su objetivo y al llegar a la superficie del suelo pueden
sufrir una serie de procesos tales como degradacion quimica y/o bioldgica,
fotodescomposicion, etc. También pueden producirse pérdidas por escorrentias y lixiviacion,
pudiendo alcanzar y contaminar las aguas subterraneas, lo que supone un gran riesgo para la
salud humana (Rubio-Bellido et al., 2016).

No obstante, hay que reconocer que los plaguicidas, contribuyen significativamente al
mantenimiento y proteccién de los cultivos, siendo indispensables en la agricultura moderna.
Sin embargo a pesar de los beneficios, en la sociedad hay una urgente necesidad de optimizar
sus usos, no solo en respuesta a las normativas establecidas sobre contaminacion
medioambiental, sino también para asegurar el mantenimiento de estos como una
herramienta efectiva y valiosa para los agricultores del futuro (Kudsk y Streibig, 2003).

Por otro lado la contaminacién de suelos, aguas subterraneas y superficiales por hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHs) es un tema de gran interés a nivel mundial. Muchos de estos
compuestos constituyen una amenaza para la salud humana y el medio ambiente. El suelo es
el principal sumidero para la mayoria de los PAHs. Su contaminacion puede ser debida a
accidentes industriales y a actividades antropogénicas, y constituyen un fuente de

contaminacion del medioambiente a largo plazo (Wong et al., 2009).



1.2. PLAGUICIDAS

Los plaguicidas son compuestos sintéticos extensivamente usados en cultivos para protegerlos
de plagas. El uso estimado de plaguicidas en el mundo es de 2 millones de toneladas por afio,
de los que 45% es usado en Europa, 25% en USA, y 25% en el resto del mundo. El 80 % de los
plaguicidas son usados en forma de insecticidas, el 15% son herbicidas y el 2% son fungicidas
(Agarwal et al., 2015). Se pueden encontrar residuos de plaguicidas en el aire, suelo, agua
superficial y subterranea.

Una familia de estos plaguicidas son los organoclorados (lindano, heptacloro,
diclorodifeniltricloroetano (DDT), etc). Estos compuestos tienen una amplia persistencia,
tendencia para bioacumularse y un elevado potencial téxico en organismos no diana. Por ello,
este grupo de plaguicidas ha sido reemplazado por los organofosforados (OP), relativamente
menos persistentes y efectivos. Aunque los organofosforados se degradan mas rdpido que los
organoclorados, esta clase de plaguicidas tiene una aguda neurotoxicidad debido a su

habilidad para inactivar la acetilcolina esterasa (AChE).

1.2.1. ORGANOFOSFORADOS. CLORPIRIFOS

El clorpirifés (figura 1) (O,0-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-ifosforotioato) es uno de los
organofosforados mas usados en el control de insectos en las cosechas. La vida media del
clorpirifés es normalmente de 10 a 120 dias en suelo, pero puede alcanzar hasta 1 afio
dependiendo del tipo de suelo, dosis de insecticida, clima y otros factores medioambientales.
El clorpirifés sin embargo posee efectos secundarios en la actividad espermatica, hepatica y
renal de humanos. La exposicion prenatal a clorpirifés tiene una fuerte relacidon con el bajo
peso en el nacimiento, la microcefalia y retraso en el desarrollo neuronal. Clorpirifés ha sido

identificado como un factor ambiental relacionado con el cancer de mama.
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Figura 1. Estructura quimica del insecticida, clorpirifds.




1.3. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (PAHs)

Los PAHs constituyen una familia de compuestos ampliamente distribuida en el medio
ambiente. El interés de conocer su origen y sus niveles ambientales radica fundamentalmente
en las propiedades carcinogénicas, mutagénicas y teratogénicas que poseen algunos de estos
compuestos (International Agency for Research of Cancer, IARC, 1983), lo que los llevd a ser
considerados contaminantes prioritarios por la Agencia Americana para la proteccién del
Medio Ambiente (EPA) y la Unidon Europea.

El origen de estos hidrocarburos en el medio ambiente es muy diverso, aunque bdsicamente se
puede diferenciar tres fuentes distintas:

A) Origen Pirolitico: procedente de la combustién incompleta de la materia organica,

reciente o fdsil, bien por causas naturales (incendios de bosques, erupciones
volcanicas, etc.) (ATSDR, 1995; Kim et al., 2003; Wilcke et al.,2005) o antropogénicas
(utilizacion de combustibles fosiles, incineracion de residuos, emisiones de vehiculos,
etc.) (ATSDR, 1995; Mastral et al., 2003; Motelay-Massei et al., 2006), predominando
los compuestos no alquilados sobre sus alquilhomélogos.

B) Origen Petrogénico: producido por vertidos accidentales o intencionados de derivados

del petréleo. Ademas de vertidos puntuales como consecuencia de accidentes.

C) Origen diagenético: de la materia organica sedimentaria, la cual puede sufrir una serie

de procesos geoquimicos naturales, como son la descarboxilacidon, aromatizacién y
desfuncionalizacion para convertirse en PAHs de origen natural.
Los PAHs son compuestos organicos formados por dos o mas anillos de benceno fusionados,
los cuales difieren en el nimero y posicion del anillo aromatico.
Existen dos tipos de PAHSs: los de bajo peso molecular que presentan 2 o 3 anillos aromaticos, y
los de alto peso molecular que tienen de 4 a 6 anillos aromaticos. Un ejemplo de cada clase de

PAHs seria: el fenantreno (figura 2) y pireno (figura 3), respectivamente.

Figura 2. Estructura quimica de fenantreno.



Figura 3. Estructura quimica de pireno.

1.4. BIODEGRADACION, MINERALIZACION, BIODISPONIBILIDAD, BIOACCESIBILIDAD,
Y ENVEJECIMIENTO

Segun la definicidon de la Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos EPA
(2009), la biodegradacion de un compuesto consiste en aquel proceso por el cual los
microorganismos transforman o alteran, por accidn metabdlica, la estructura de dicho
compuesto. En este proceso, los contaminantes organicos son biotransformados debido a que
generalmente los microorganismos pueden utilizarlos para su propio crecimiento como fuente
de carbono y energia y, en el caso de que no sean capaces de crecer a partir de ellos, pueden
seguir transformdandolos si se les aporta un sustrato de crecimiento alternativo o cosustrato
(Alexander, 1999). Para el crecimiento de los microorganismos es necesaria la presencia de
donadores y aceptores de electrones, una fuente de carbono y diferentes nutrientes (N, P, K, S,
Mg, Ca, Mn, Fe, Zn, Cu y elementos traza).

Ademads de los compuestos naturales, los elementos requeridos para el crecimiento celular
pueden ser aportados por muchos contaminantes organicos. La mayoria de los contaminantes
organicos, tipicamente alifaticos o aromaticos, contienen diferentes grupos funcionales (-OH,
-Cl, -NH,, -S0;3, etc). Estos compuestos organicos, actuando como donadores de electrones son
oxidados durante el metabolismo microbiano para proporcionar energia para el crecimiento
celular. Aunque el ultimo metabolito generalmente es un compuesto de naturaleza organica,
también puede obtenerse CO,, H,0 y/o sales inorgénicas, que es lo que se conoce como
mineralizacion.

Uno de los principales factores influyentes en la extensidn del proceso de biodegradacion es la
biodisponibilidad de los compuestos. El término biodisponibilidad hace referencia a la
disponibilidad total para ser captado por un organismo vivo en su habitat en un momento
determinado (Semple et al.,, 2004). En el caso de una sustancia toxica, cuanto mas

biodisponible sea, mayor serd su efecto nocivo sobre los seres vivos (ISO17402:2011)
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(Sorensen et al.,, 2013). La biodisponibilidad esta determinada por las propiedades
fisicoquimicas del compuesto, principalmente por su solubilidad en liquidos, o su capacidad
para adsorberse en sustancias sélidas o para volatilizarse. Sustancias volatiles o fuertemente
adsorbidas en particulas sélidas no van a estar al alcance de muchos seres vivos, lo que reduce
su potencial de toxicidad.

La asociacion de una sustancia a componentes sélidos del suelo como arcillas o materia
organica, asi como su solubilidad en liquidos no acuosos, limita su bioaccesibilidad, definiendo
bioaccesibilidad de una sustancia toxica como la disponibilidad de ésta para ser ingerida por un
organismo, si éste tiene acceso a dicha sustancia en el momento o en otro periodo de tiempo
(Semple et al., 2003). A continuacidon se muestra la figura 4 donde quedan reflejados estos

conceptos de forma esquematica.

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

temporalmente restringida). ., .
P glda) Fraccién adsorbida (lenta o lentamente

reversible) (bioaccesibilidad temporalmente
\restringida).

Fraccién
biodisponible

Fraccién bioaccesible
(estéricamente no

. Q restringida)
4

Compuesto ocluido
(no bioaccesible)

Figura 4. Concepto de biodisponibilidad y bioaccesibilidad de un contaminante en el suelo.

La mayoria de los reglamentos y procedimientos de evaluacion de suelos contaminados
aceptados se basan todavia en las concentraciones totales de contaminantes y no tienen en
cuenta la posibilidad de que los contaminantes no estén disponibles de forma que puedan
afectar negativamente a la salud humana o al medio ambiente (Alexander, 2000). Por ello, es

mas util y rentable un enfoque basado en el riesgo que representa la fraccién biodisponible del
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contaminante en el suelo que necesitard ser eliminado, que en el total de contaminante
(Semple et al., 2004).

Ademas, una baja biodisponibilidad constituye una de las principales limitaciones de la
recuperacion de suelos y sedimentos contaminados por hidrocarburos y plaguicidas, dado que
provoca que las tasas de biodegradacion sean mas lentas de lo deseado, dando asi lugar a la
persistencia de los compuestos biodegradables (15017402:2011) (Sorensen et al., 2013).

Por otro lado, dado que una baja biodisponibilidad reduce mucho la toxicidad de un
compuesto, en algunas ocasiones se recurre a la disminucién de la biodisponibilidad como
método para remediar un suelo contaminado.

La incorporacién de los compuestos orgdnicos a los suelos, implica a menudo dos procesos
cinéticamente distintos: un proceso inicial rdpido y reversible, seguido de un periodo largo y
lento que puede ocurrir en unas semanas, meses o quizas afos. Es esta lenta adsorcién la que
conlleva que una fraccidn de estos compuestos sea resistente a la desorcién. Es en este caso se
habla de compuestos envejecidos (Gevao et al., 2003). El envejecimiento es el proceso por el
cual la biodisponibilidad de una sustancia toxica en el suelo disminuye al penetrar en el interior

de los agregados del suelo a lo largo del tiempo.

1.4.1. PAPEL DE LOS CONSORCIOS MICROBIANOS EN LA BIODEGRADACION

Hay documentadas numerosas especies de microorganismos capaces de degradar diferentes
contaminantes, siendo los hidrocarburos derivados del petréleo y clorpirifés de los mas
estudiados.

La capacidad degradadora de un organismo depende del desarrollo de un sistema metabdlico
que le permita asimilar los compuestos, pero para que esto se produzca, el microorganismo
debe enfrentarse a una serie de condicionantes que limitan su actividad:

-Factores _medioambientales: temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes en el

medio, humedad, aceptores de electrones.

-Factores fisico-quimicos: concentracion del contaminante, estructura y peso

molecular, solubilidad, biodisponibilidad (la cantidad/fraccion de contaminante que
puede ser asimilado y degradado por el microorganismo) y bioaccesibilidad
(disponibilidad de una sustancia para ser asimilada por el microorganismo, viene
limitada por la solubilidad y/o la capacidad de ser adsorbida por la fraccion orgéanica de
un suelo).
La degradacion del compuesto se puede llevar a cabo mediante tres procesos diferentes: i) la
respiracidn aerobia, en el que el aceptor de electrones es el oxigeno, y se obtiene un aporte de
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energia elevado; ii)mediante respiracion anaerobia, donde se utilizan nitratos, sulfatos, Fe3* o
Mn** como aceptores de electrones, proceso mas lento que la respiracion aerobia y donde el
balance neto de energia es relativamente bajo, por lo que en ocasiones se dan relaciones de
sintrofismo; iii) por fermentacion, proceso en el que la cadena transportadora de electrones no
interviene en la obtencién de energia, se trata de un sistema catabdlico parcial, ya que los
productos finales son compuestos organicos que no han llegado a degradarse por completo,
obteniéndose un rendimiento energético bajo, (Friedrich et al., 2001; Rubio-Bellido et
al.,2015).

Las caracteristicas estructurales y fisico-quimicas de los contaminantes es otro condicionante a
tener en cuenta para que la biodegradacidn se produzca. De este modo nos encontramos con
que los microorganismos tienen una mayor facilidad para degradar hidrocarburos saturados,
como los alcanos o cicloalcanos, sin embargo, otros compuestos como hidrocarburos clorados
0 compuestos nitroaromaticos, son muy dificiles de descomponer y eliminar.

La biodegradacion a través de microorganismos es el mecanismo mas fiable para la
transformacion y disipacion de contaminantes organicos, estos son compuestos muy
persistentes en el ambiente, debido a sus escasa volatilidad, baja solubilidad en agua y alta
afinidad por las particulas del suelo. Sus tiempos de vida media varian entre un mes y un afio.
La biodegradacion mediada por microorganismos se puede llevar a cabo mediante la actuacion
de cepas microbianas aisladas o cultivos mixtos, los cuales pueden ser consorcios definidos y
consorcios no definidos.

- Consorcios definidos se caracterizan por ser una combinacién de cepas aisladas con
capacidades degradadoras conocidas, que son complementarias entre si (Foght et al., 1998).
En los consorcios definidos es posible la formacion de metabolitos intermedios que sean
toxicos para la misma cepa o para otras cepas existentes en el mismo (Casellas et al., 1998;
Kazunga y Aitken., 2000; Kazunga et al., 2001).

- Consorcios no definidos se caracterizan por ser el resultado de procesos directos de
enriquecimiento a partir de muestras ambientales con historia previa de contaminacion
(Venkateswaran et al., 1995; Sugiura et al., 1997; Budzinski et al., 1998) y por lo tanto no son
el resultado de una combinacién de cepas previamente aisladas. Es mas probable que en un
consorcio no definido se hayan seleccionado degradadores de productos finales (dead-end

products) que se acumulan como resultado de procesos cometabdlicos (Grifoll et al., 1995).
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1.5. BIOESTIMULACION Y BIOAUMENTO

Cuando la biodegradacion no se puede llevar a cabo de forma natural porque los
microorganismos no disponen de los elementos esenciales para ello en la zona contaminada,
se requiere la intervencion de actuaciones encaminadas a estimular la actividad
microbioldgica. Asi, la biodegradacion asistida acelera las reacciones de biodegradacidn
facilitando el crecimiento microbiano y optimizando las condiciones medioambientales de la
zona donde los microorganismos deben llevar a cabo su funciéon de descontaminacidn. Para
gue esta aproximacién funcione, el contaminante no debe ser recalcitrante, es decir, los
microorganismos deben tener la capacidad genética y fisiolégica suficiente para degradar la
sustancia.

La estimulacion de la actividad microbiana natural, conocida como bioestimulacion, se realiza
mediante el control de parametros como el potencial redox, las condiciones de humedad, la
adicion de oxigeno u otros aceptores de electrones (como nitrato o sulfato) y nutrientes tales
como el nitrégeno y el fosforo (Thompson et al., 2005; Tyagi et al., 2011). En el caso de que las
comunidades microbianas autdctonas no sean capaces de biodegradar compuestos como los
plaguicidas y PAHs, se pueden adicionar tanto a los suelos como las aguas microorganismos
especificos que si lo lleven a cabo, proceso conocido como bioaumentacidn (Ghazali et al.,
2004; El Fantroussi y Agathos, 2005; Thompson et al., 2005; Mrozik et al., 2010; Tyagi et al.,
2011).
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2. OBJETIVOS

La seleccién de los contaminantes sobre los que hemos centrado nuestro trabajo se ha
realizado en base a su especial persistencia y toxicidad en suelos y aguas. Los contaminantes
elegidos son: clorpirifds, fenantreno y pireno.

Los objetivos especificos que se persiguen en el presente trabajo son los siguientes:

1). Aislar microorganismos potencialmente degradadores de clorpirifés, fenantreno y pireno,
mediante el empleo de técnicas de cultivos de enriquecimiento a partir de suelos

contaminados.

2). Estudios preliminares relacionados con la DBO a partir de un sistema acuoso contaminado
artificialmente e inoculado con las cepas baterianas aisladas y consorcios microbianos, que
potencialmente son biodegradadores de dichos contaminantes, con el fin de obtener una
primera aproximacion de posibles bacterias capaces de llevar a cabo la mineralizacion de

estos.
3). Monitorizar en el laboratorio los procesos de mineralizaciéon de clorpirifés, fenantreno y

pireno en solucién, y en suelo de pireno y fenantreno, empleando para ello los sistemas

bacterianos aislados y consorcios microbianos.
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3. METODOLOGIA
3.1. MATERIALES
3.1.1. CEPAS BACTERIANAS AISLADAS

Las bacterias aisladas fueron obtenidas de suelos agricolas a través de cultivos de

enriquecimiento y de una solucién de clorpirifds contaminada en el laboratorio (Tabla 1).

Tabla 1. Nomenclatura utilizada para las bacterias aisladas de suelo y solucién de clorpirifés
contaminada.

Procedencia Nomenclatura para cepas

Bacteria aislada en solucion de clorpirifés B1
contaminada Img L™
Bacteria aislada en solucidn de clorpirifés B2
contaminada 1mg L™
Bacteria aislada en solucion de clorpirifés B3
contaminada Img L™

Bacteria aislada de SUELO ALAJAR B4

3.1.2. CONSORCIOS MICROBIANOS

Los consorcios microbianos se aislaron de suelos agricolas a través de cultivos de
enriguecimiento o por la unidn en el laboratorio de cepas bacterianas aisladas previamente.
Dichos consorcios microbianos, seran nombrados en este trabajo tal como se indican en la

tabla 2.

Tabla 2. Nomenclatura utilizada para los consorcios microbianos empleados en este trabajo.

Procedencia Nomenclatura para consorcio
microbianos
SUELO ANDUJAR C1
SUELO FUENTEHERIDOS C2
Artificial: combinacién C2 + B4 c3
Artificial: combinacién cepas B1 + B2 + B3 ca

En la figura 5 se muestran los consorcios y cepas aisladas, sembrados en cuadrantes en placas

Petri cuyo medio elegido fue LB-agar.
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Figura 5. Consorcio microbianos y cepas bacterianas aisladas sembradas en cuadrante en placa petri con

medio LB-agar (Luria Bertani).
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3.1.3. PLAGUICIDAS

Se ha utilizado clorpirifés en polvo (pureza >98%), suministrado por Sigma Aldrich (Madrid,
Espaia). El clorpirifés marcado radiactivamente en el anillo aromatico se adquirié del instituto
de Isétopos Co, Ltd., (Budapest, Hungria), actividad especifica, 36 mCi mmol . pureza quimica,

99,9%; pureza radioquimica, 100%.

3.1.4. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Se han utilizado los siguientes (PAHs) adquiridos a Sigma Aldrich (Madrid, Espafia):
Pireno (PYR Cy4H1o) en polvo (pureza > 98%) y fenantreno (PHE Cy4H4,) en polvo (pureza >98%).
El pireno y el fenantreno marcados radiactivamente en el anillo aromdtico se adquirien el

Instituto de Isétopos Co., Ltd., (Budapest, Hungria).

3.1.5. SOLUCION DE NUTRIENTES (SNs)

Para estimular a las cepas bacterianas se empled una solucidn de nutrientes, cuya composicion

se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Soluciéon de nutrientes (SNs).

Nutrientes pug mL™
Mn Cl, . 4 H,0 75,0
Fe SO, .7 H,0 37,5
Sn Cl,.2 H,0 25,0
Zn SO, .7 H,0 12,5

Al; (SO4); . 18 H,0 12,5
cocl,.6H,0 12,5
CaSO,.2 H,0 10,0

K Br 3,75
K Cl 3,75
LiCl 2,50




3.1.6. MEDIOS DE CULTIVOS
Los medios de cultivos empleados en la obtencién de las cepas bacterianas aisladas y los
consorcios microbianos, y en la realizacion de los estudios de mineralizacion y pruebas para la

determinacion de la demanda bioldgica de oxigeno, se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Medios de cultivos empleados.

Componentes msm  1B® LB,

(NH,4),S0, 08g

KH,PO, 20¢g

Na,HPO, 40¢g

MgSO, x 7 H,0 16¢g

Nacl 10g 10g
Triptona 10 10e
Extracto de levadura 5g 5g
Bacto Agar 20g

WMSM: Mineral salts medium.
Resultado de la mezcla de las siguientes disoluciones:
Disolucidn I: 2,0 g de KH,PO, mas 4,0 g de Na,HPO, en 500 mL de agua destilada.

Disolucidn Il: 1,6 g de MgS0,4 x 7 H,0 mas 0,8 g de (NH,),S0, en 500 mL de agua destilada.
@)1 B: Luria- Bertani médium. Medio 381 de la lista de medios para microorganismos (Leibniz

Institute DSMZ- German Collection of Microorganisms and Cell Cultures).

3.1.7. SUELO

El suelo empleado para el experimento de mineralizacion en suelo de la presente memoria,
fué un suelo denominado ANDUJAR, obtenido de la localidad de Andujar (Sur-Este de Espafia
38°01’39”N, 4°03’58”’W). La muestra se cogio de la capa mas superficial (0-20cm), se secé al
aire y se triturd haciéndose pasar por un tamiz de malla de 2mm. En la tabla 5 se representa

las propiedades fisico- quimicas de este suelo.

Tabla 5. Propiedades fisico- quimicas del suelo empleado.

Suelo pH MO Arena Limo Arcilla C03'2 Clasificacion
Textural

(%) (%) (%) (%) (%)

ANDUIJAR | 8,14 8,11 74,8 14,8 10,4 23,2 Arenosa
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3.2. METODOS
3.2.1. ENRIQUECIMIENTO DE SUELOS

En el caso de la cepa bacteriana B4 y consorcios microbianos C1 y C2 (tabla 1 y 2), se aislaron
de suelos que habian sido sometidos a una aplicacién continuada de contaminantes:
clorpirifés, fenantreno y pireno. La cepa bacteriana y consorcios microbianos aislados se
obtuvieron a partir de la técnica de cultivos de enriquecimiento de cada suelo.

En primer lugar se prepard una suspensién en recipientes estériles de 250 mL con 10 g de cada
suelo en 50 mL de medio MSM suplementado con clorpirifés, fenantreno y pireno (40 mg kg™)
y con una solucion de nutrientes (SNs). Cada 15 dias se recogian 10 mL de la suspension y se
afiadian en 40 mL de medio MSM enriquecido con los contaminantes (40 mg mL™) y SNs. Este
proceso se repitié 4 veces. A los 60 dias, una alicuota de 100 pL de este cultivo se inoculd en
placas Petri con medio LB—agar y posteriormente se incubaron a 30 °C durante 1 semana para

finalmente, con asa de siembra estéril, introducir la biomasa a conservar en crioviales.

3.2.2. PREPARACION DE INOCULOS DE LOS CONSORCIOS MICROBIANOS Y CEPAS
BACTERIANAS AISLADAS

Se preparan indculos a partir de los consorcios microbianos y cepas bacterianas aisladas, que
fueron previamente seleccionadas mediante cultivos de enriquecimiento para ser
posteriormente conservadas en crioviales a -80°C en congelador, (Revco Elite Plus, Clarkson

Laboratory & Supply Inc. USA). El proceso de preparacién de inéculos se muestra en la figura 6.

(] (o] wm
M= c=c=

& S/

L. Siembra en Siembra en Recogida de b =

Sliciinles césped. césped. biomasa en = g: 2

DUCRUESHK Medio: LB-agar Medio: LB-agar botella esteril. Sz @

T o O

3w 0O

Q=

0 UFC A >
-

1
1
|

i

- -
"
| 4 a8 il
10 min centrifugar 7000 rpm “ 3
Conservar el pellet y lavar con MSM

Figura 6. Preparacidn de los indculos de las cepas bacterianas aisladas y los consorcios de
microorganismos.
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De los crioviales se usé una esfera porosa que sirve de soporte para las bacterias y que a su vez
se encuentran sumergidas en un liquido crioprotector, para sembrar en placas de Petri con
medio LB- agar cada uno de los microorganismos conservados. Las placas se incubaron 24
horas a 30°C, excepcionalmente 48 horas en el caso del C2 y la B3. Se cogieron colonias
aisladas de las placas en el caso de las cepas bacterianas aisladas, y biomasa representativa de
todas las colonias presentes, en el caso de los consorcios microbianos, y se volvieron a sembrar
de nuevo en placas Petri en cuadrante, y se incubaron de nuevo en estufa a 302 C durante 24 y
48 horas. Con biomasa suficiente de cada una de las placas Petri se inocularon botellas con 100
mL de medio LB y 100 mg L™ (10 mg) de cada contaminante. Estas botellas se incubaron a
309C en agitacién (130 rpm) durante 20 horas, tiempo suficiente para que las bacterias
alcancen la fase estacionaria de crecimiento.

Una vez pasado este tiempo, se recuperaron las células bacterianas crecidas en los medios por
centrifugacion durante 10 minutos a 7000 rpm. Al pellet de células se le afiadieron 50 mL del
medio MSM, en vistas a lavar las células de posibles metabolitos que pudiesen haber en el
cultivo debido a los productos que se van formando con el metabolismo bacteriano,
recuperando de nuevo las células tras centrifugacién. Esta fase se repite una segunda vez.
Finalmente, se desechd de nuevo con cuidado el sobrenadante y se conservé solo el pellet. Se
resuspendi6 el pellet en medio MSM, hasta alcanzar una concentracion equivalente a 10 UFC
mL™ por comparacién con la escala de Mac Farland. La suspensidn bacteriana se conservé en

tubos a 42C hasta el momento de utilizarlos para inocular nuevos medios.

3.2.3. DETERMINACION DE LA DEMANDA BIOLOGICA DE OXIGENO

El ensayo de la demanda bioldgica de oxigeno (DBO), concierne la determinacion de la
degradacion de sustancias orgdnicas por microorganismos. La determinacién de la DBO serd
posible al medir indirectamente diéxido de carbono y el cambio indirecto de presion. El
didéxido de carbono obtenido va a reaccionar con hidroxido de sodio, formando carbonato de
sodio. De esta manera el diéxido de carbono que se encuentra en fase gaseosa, al ser
convertido en carbonato de sodio provoca un descenso de esta fase y por lo tanto un descenso

de presién que serd medido por el cabezal oxitop.

2 NaOH + CO, |, === N3,CO; ] +H,0
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Se emplearon botellas de vidrio, previamente esterilizadas, especiales para el experimento.
Para cada experimento se dispuso de un ensayo control y el inoculado por duplicado. Se
afiadio 147,6 mL de agua miliQ previamente esterilizada en autoclave, 16,4 mL de MSM, 164
uL de SNs, 1 mL del inoculo bacteriano, mas una cantidad de contaminante, que en el caso de
clorpirifés alcanzé una concentracion de 1 mg L™, y de pireno 0,2 mg L™. En el caso del pireno
se parte de una solucidn pireno:metanol 20 mg L, se toma 3 mL, y se afiaden a la solucién
final. Por otro lado para las pruebas con clorpirifés, se partié de una solucién clorpirifds:
metanol de 1000 mg L?, puesto que cogemos 0,164 mL, para alcanzar la concentracidn final de
1mg L. Siempre se tiene en cuenta que la concentracién en metanol esté por debajo del 1%
en la solucion final puesto que sobrepasando este porcentaje puede ocasionar la muerte de los
microorganismo. Se deposité la mezcla en la botella, en la cual se introdujo un iman para
mantener la solucién en agitacion continda.

Se cerraron las botellas con el cabezal oxitop (figura 7), donde se introdujo la sosa. En dichos
cabezales quedaron registrados automdticamente los valores de mg de oxigeno consumido L’
! Las botellas se mantuvieron durante 7 dias en unas cabinas termostaticas (figura 7), con una

temperatura constante de 20°.

Figura 7. Cabezal del oxitop y cabina termostatica.

Los valores obtenidos en el cabezal oxitop, deben ser multiplicados por un factor de
conversion para obtener los valores reales de DBO, estos factores estan sujetos al volumen del

ensayo, tabla 6.
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Tabla 6. Factor de conversidn de valores obtenidos en el experimento de demanda biolégica de oxigeno.
e —

Cantidad de muestra usada [mL] Factor(*)
- 32
365 2
250 5
164 10
97 20
43,5 50
22,7 100

*La cantidad de muestra usada es de 164 ml por tanto el factor a usar es 10.

3.2.4. ESTUDIOS DE MINERALIZACION DE CLORPIRIFOS, FENANTRENO Y PIRENO EN
SOLUCION Y EN SUELO

Para llevar a cabo los ensayos de mineralizaciéon se utilizaron respirdmetros, que consisten en
un cuerpo principal, formado por un matraz de vidrio de 250 mL de capacidad, en cuyo interior
se afiadieron el contaminante a estudiar, clorpirifés, fenantreno y pireno, no marcado vy
marcado **C en el anillo aromatico junto con 50 mL de medio MSM, mas el tratamiento a
evaluar en cada experimento (solucion de micronutrientes (1 mL SNs) y 1 mL del inéculo
microbiano a estudiar).

En la parte superior del matraz se colocé un tapdén envuelto en cinta de teflén con una trampa
de dlcali suspendida (1 mL de NaOH 0,5N) (Figura 8), la cual sera la encargada de atrapar la

produccién de **CO2 (Reid et al., 2001).

i T |
Figura 8. Respirometro empleado para los estudios de mineralizacién de contaminantes y trampa de
alcali antes de ser incorporada al matraz erlenmeyer.

En primer lugar, se afiadieron a los respirdmetros aproximadamente 450 Bqg (25000 dpm) del

contaminante marcado *C en el anillo aromatico, asi como contaminante no marcado en
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cantidad necesaria, tanto al experimento de mineralizacién en solucién como en suelo. La
concentracién del contaminante no marcado fue de 50 mg kg™ en mineralizacién en suelo y
10mg L™ en solucion. El substrato marcado y el no marcado se afiadieron disueltos en metanol,
dejandolos evaporar antes de afiadir el resto de componentes del tratamiento (SNs y/o
consorcios microbianos y/o cepas aisladas) para que no interfiriera en la mineralizacién. En el
caso de la mineralizaciéon en suelo se afiadieron el marcado y no marcado a 25% del suelo para
no destruir la flora enddgena, el resto de suelo hasta alcanzar los 10g se agregd una vez
evaporado el metanol. Finalmente, se homogeneizé bien el medio y los substratos, mediante

agitacién manual suave.

Todos los experimentos se realizaron a una temperatura de 25°C. Periédicamente, la soluciéon
de la trampa de sosa se retird y se reemplazé por una nueva. La solucién de NaOH retirada
(1mL) se mezclé con 3 mL de liquido de centelleo (ULTIMA GOLD ™, PerkinElmer, Inc., USA) y

dicha mezcla se mantuvo en oscuridad durante al menos 24 horas para la disipacién de la
guimioluminiscencia. La radiactividad se mididé con un contador de centelleo liquido modelo IlI

Beckman LS5000TD. En la tabla 7 se representan los ensayos de mineralizacion.

Tabla 7. Ensayos de mineralizacidn de clorpirifds, fenantreno y pireno en solucién, y en suelo.

EXP SNs MSM C1 C2 Bl1 B2 B3 B4 CLP* PHEN* PYR* S*
imL 50mL

1
2
3
4
5
6
7
8
9

CLP*, clorpirifés. PHEN*, fenantreno. PYR*, pireno. S*, suelo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DEMANDA BIOLOGICA DE OXIGENO.

En primer lugar se realizd un experimento previo, para comprobar que las cepas bacterianas
(B1, B2, B3 y B4) y consorcios microbianos aislados de los suelos (C1 y C2), llevaban a cabo la
degradacion de los contaminantes clorpirifés y pireno en solucién. Los contaminantes
constituyen la Unica fuente de carbono y energia para los sistemas bacterianos. Los consorcios
microbianos y cepas bacterianas aisladas fueron inoculados una vez alcanzaron la fase
estacionaria de su crecimiento (20 horas).

La figura 9, muestra las curvas donde se representa los mg de oxigeno consumidos en una
solucidn frente al tiempo, la cual contenia los contaminantes clorpirifés y pireno en una
concentracion de 1y 0,2 mgL™ respectivamente, inoculado con las distintas cepas bacterianas
y consorcios microbianos aislados. Al aumentar la masa bacteriana, se produce un mayor
consumo de oxigeno, que se traduce en una mayor produccién de CO,, que reacciona con el
hidréxido de sodio produciendo un aumento en la produccién de carbonato de sodio, dando
un ligero descenso de la fase gaseosa y una presidon negativa que quedara registrado en el
cabezal oxitop, por lo que las bacterias han llevado a cabo degradacién/mineralizacién del
contaminante puesto que era el Unico aporte de carbono y fuente de energia. Se ha tenido en
cuenta para la toma de datos que el cabezal tiene un limite superior de cuantificacién de 400
mg L™ de oxigeno. Tras estos resultados obtenidos en los que se compara el ensayo control (sin
bacterias) y las muestras inoculadas, se observa como en todas estas Ultimas se produce una
degradacién del contaminante. En el caso de las pruebas con las cepas bacterianas aisladas B1
(muestra 1), B2 (muestra 2), B3 (muestra 3) y B4 (muestra 4), se observa en todas ellas una
demanda de oxigeno por parte de los microorganismos, lo que implica que se llevd a cabo la
mineralizacién, alcanzandose para el clorpirifés en las pruebas con B1, B3 y B4 la saturacién del
cabezal oxitop (consumo de 02 superior a 400 mg L™ de oxigeno). Por otro lado, en el caso de
los consorcios microbianos C1 y C2 en pruebas con clorpirifés (muestra 5y 6), y el C1 con
pireno (muestra 7) observamos también niveles altos de mg de oxigeno consumido. En el caso
del C1 con clorpirifés se alcanzé la saturacidon del cabezal. De estos datos (figura 9 y tabla 8)

podemos concluir que se ha producido la mineralizacién de los contaminantes.
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Figura 9. Graficas de mg oxigeno consumido L™ frente al tiempo de ensayo.
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Tabla 8. Mg consumidos de oxigeno L™ a los diferentes tiempos del ensayo en el oxitop.

ENSAYOS To* T1* T2* T3* T4* T5* T6* T7*

1Control 0 0 10 0 0 10 0 0
1Inoculado 0 10 10 90 430 430 430 430
2Control 0 0 10 0 0 10 0 0
2Inoculado 0 20 90 390 390 390 390 390
3Control 0 10 10 10 20 10 0 0
3Inoculado 0 50 120 250 400 400 400 400
4Control 0 0 10 0 0 10 0 0
4inoculado 0 40 100 140 260 470 470 470
5Control 0 0 10 0 0 10 0 0
SInoculado 0 10 20 20 30 40 400 400
6Control 0 0 10 0 0 10 0 0
6lnoculado 0 10 20 30 50 250 250 250

7Control 0 20 30 160 170 180 180 180
7Inoculado 0 20 20 30 280 240 310 380

* mg L de oxigeno consumidos de oxigeno.

4.2. MINERALIZACION DE CLORPIRIFOS, FENANTRENO Y PIRENO EN SOLUCION

Se han realizado experimentos con el fin de comprobar que las cepas seleccionadas, bien por
separado, en parejas o formando un consorcio, eran capaces de mineralizar los contaminantes.
Los indculos fueron afiadidos al sistema tras alcanzar su fase estacionaria de crecimiento (20
horas). En la figura 10 se muestran las curvas de mineralizacidon en presencia de clorpirifés,
fenantreno y pireno en medio MSM suplementado con 10 mg L™ de contaminante y 1 ml de
SNs tal como se describe en el apartado 3.2.4. de Materiales y Métodos e inoculadas con las
cepas bacterianas aisladas B1, B2, B3 y B4, y los consorcios microbianos C1, C2, C3 y C4.

El consorcio C1 en solucion de fenantreno (E) sigue un modelo estandar de curva de
mineralizacién con tres estadios o fases claramente diferenciadas, fase lag (o fase de
aclimatacion), en la que los microorganismos inoculados en el medio se adaptan a la presencia
del contaminante que se ha adicionado. La fase lag se prolonga hasta que el porcentaje
mineralizado es >5%, en este caso hasta los 12 dias. A continuacién hay un incremento en la
tasa de mineralizacidn, representada por la fase exponencial de la curva, y despues la actividad

catabdlica alcanza un plateau que suele deberse a una falta de nutrientes o a los efectos
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toxicos tanto del compuesto como de sus metabolitos presentes en solucidon (Alexander,
1999), que podria ser mas toxicos que el propio compuesto original. Cabria destacar que en
esta muestra la extensién global de mineralizacion es de entorno al 30%. Este porcentaje de
mineralizaciéon observado corrobora que, efectivamente, el consorcio no sélo es degradador
especifico del fenantreno, sino que ademas es capaz de llegar a mineralizarlo de una manera
significativa. Esto hace pensar que llega un momento en el que el consorcio microbiano ya no
es capaz de mineralizar mas, y las curvas de mineralizacién han alcanzado una meseta, siendo
la tasa de mineralizacion en esta etapa menor que en la fase exponencial para todos los
consorcios microbianos y cepas bacterianas aisladas. Una explicacidén a esta desaceleracion en
la mineralizacion del contaminante para el consorcio microbiano y a no llegar a mineralizar el
100% de fenantreno, podria ser que el fenantreno biodisponible que aun queda en solucidn se
esté biodegradando dando lugar a metabolitos que sean téxicos para estos consorcios
microbianos (Villaverde et al., 2017). Los efectos de los plaguicidas en las comunidades
microbianas de los suelos son importantes para la aprobacion de éstos para ser usados en
agricultura, pero las relaciones entre ambos no se predicen facilmente. Ciertos plaguicidas
pueden favorecer el crecimiento de los microorganismos de suelos, en cambio, otros pueden
originar efectos negativos o ningun efecto en situaciones reales (Lo, 2010).

En el resto de cepas bacterianas y consorcios inoculados en la solucién con cada uno de los
contaminantes en el caso del A) B1 en solucion de clorpirifés, B) B2 en solucién de clorpirifds,
C) B3 inoculada en solucion de clorpirifés, D) B4 en solucidn de clorpirifés, E) C1 en fenantreno,
F) C1 en pireno, G) C1 en clorpirifés , H) C2 en clorpirifds, 1) C3 en solucion de clorpirifés y J) C4
en solucion de clorpirifds,en todos ellos se observa un porcentaje de mineralizacién inferior al
10%, sin presentar modelos estandares de curvas de mineralizacién con tres estadios o fases
claramente diferenciadas, al igual que con cada uno de los ensayos control (sin inocular) que
también se realizd. Es decir ninguna de las cepas bacterianas fueron capaces de mineralizar
por si solas los contaminantes. Numerosos consorcios han sido usados para la mineralizacidon
de diferentes contaminantes organicos obteniendo mejores resultados que mendiante la
adicion de cepas de microorganismos aislados (Hudcova et al.,2011; Pino y Penuela,2011; Ngigi
et al.,2011; Mikeskova et al.,2012), poniendo especial atencidn en el desarrollo y optimizacion
de los consorcios microbianos para que puedan sobrevivir y que sean biologicamente activos
cuando se inoculan en suelos y tienen que competir con la flora endégena.

Todos los consorcios necesitan un periodo de adaptacién al medio y activar su actividad
metabdlica para comenzar a degradar dicho contaminante. La variacién del tiempo de

adaptacion de los microorganismos potencialmente degradadores de cada flora enddgena
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vendrd determinada por diversos factores: proliferacion, fabricacién de enzimas especificas,
adaptacion genética, pudiendo ser causado también por crecimiento de otras poblaciones
microbianas, presencia de grupos toxicos y/o aparicion de nuevos genotipos que no sean
capaces de degradar el producto de partida (Alexander, 1999).

Estos resultados que en principio entraron en contradiccidén con aquellos observados mediante
la técnia de medicidén de la respiracion de estas mismas cepas, pero empleando el oxitop,
tendria su explicacion en que la produccién de CO, determinada mediante esta técnica
procederia de la mineralizacion de los carbonos presentes en la cadena lateral de una
molécula y no del carbono que conforma el anillo aromdtico y por lo tanto, no siendo
detectado al emplear el insecticida marcado **C en su anillo en los respirémetros. El anillo
aromatico suele ser el responsable principal de la persistencia que muestran la mayoria de
contaminantes orgdnicos del medioambiente. De hecho los principales metabolitos detectados
en el medioambiente conservan el anillo aromatico, como el 3,5,6-tricloro-2-piridinol y el

2,3,5-tricloro-6-metoxipirideno (IUPAS, pesticide properties database).
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Figura 10. Porcentaje mineralizado de los contaminantes clorpirifds, fenantreno y pireno en solucidn.

4.3. MINERALIZACION DE FENANTRENO Y PIRENO EN SUELO

La biorrecuperacién medioambiental se refiere a un proceso de mejora del medio ambiente,
en el cual los microorganismos juegan un papel fundamental. Muchos microorganismos
pueden adaptar su maquinaria metabdlica y formar consorcios bacterianos para alimentarse
de contaminantes indeseables alcanzando la biodegradacion de estos (Bonaventura y Johson,
1997).

Una vez seleccionado el consorcio bacteriano degradador de fenantreno y pireno, como es el

C1, se comienza a investigar el efecto de la inoculacién con dicho consorcio bacteriano en
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suelo Andujar, previamente esterilizado, con el objetivo de evaluar su capacidad de mineralizar
ambos contaminantes en él, dénde la biodisponibilidad del contaminante podria verse

reducida por los fenédmenos de adsorcidn sobre las particulas del mismo.
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Figura 11.Porcentaje mineralizado en suelo de cada PAHs frente al tiempo de ensayo.

En la figura 11 se muestran los porcentajes de mineralizacidn del fenantreno y pireno frente al
tiempo, llevados a cabo por el C1. Las curvas de mineralizacién obtenidas, en el caso del
pireno, presenta tres fases, que como anteriormente explicamos en el apartado
4.2 .Mineralizacion de clorpirifés, fenantreno y pireno en solucién, seria una primera fase lag,
de adaptacién de los microorganismos la cual en este caso tendria una duracion de
aproximadamente 7 dias, seguida de una fase exponencial y ya por ultimo una fase plateau,
alcanzandose un porcentaje de mineralizacion cercano al 20%. En el caso del fenantreno hay
gue puntualizar que no se observaria fase lag, y en este caso la mineralizacion alcanzada seria
superior al 20%.

Este consorcio microbiano se aplica a un suelo, que no esta en condiciones reales (ya que esta
previamente esterilizado). En el caso de mineralizaciéon del fenantreno en solucién se ha
alcanzado un porcentaje cercano al 30%, las propiedades fisico-quimicas de los suelos influyen
en la adsorcion, y por lo tanto, en su fraccién biodisponible potencialmente biodegradable. La
degradacién microbiana es el principal mecanismo de disipacién de muchos compuestos
organicos presentes en el suelo (Grant et al.,2002). La extension y la velocidad de degradacion
microbiana estan controladas por la biodisponibilidad de los contaminantes, que se define
como la fraccion libre que esta disponible para atravesar la membrana celular de los
organismos presentes en el medio en un momento determinado (Semple et al.,2004). Ello

puede limitar la capacidad de los microorganismo presentes, en nuestro caso al consorcio
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microbiano, para degradar los contaminantes retenidos en los mismos, dando lugar a un
aumento en su persistencia, asi como tambien al riesgo derivado de su prolongado efecto en el
medio ambiente. Es por esto que la mineralizacidn es inferior que en el caso de la solucién.

En el caso del pireno en suelo si se observa la aparicion de una fase lag, la cual no puede ser
explicada por la propia adaptacion del consorcio como lo confirmo el experimento en solucidn,
y por lo tanto, la explicacién se encontraria en la cantidad de pireno absorbido sobre las
particulas del suelo que provocarian una reduccion en la fraccién biodisponible del
contaminante, es decir un menor nimero de moleculas de pireno estarian disponibles para ser
atacadas por las enzimas excretadas por las cepas degradadoras especificas, lo que daria una
disminucion en la velocidad de degradacion del contaminante (Mathews et al.,2002) ya que
esta velocidad viene determinada por la concentracién de sustrato disponible. Partiendo de
esta conclusién, se puede explicar como estas fases lag son debidas pricipalmente a la
solubilidad del contaminantes, es decir a la menor cantidad del contaminante solubilizado.

Por otro lado Barles et al., (1979) comprobaron como tras la inoculacién de un suelo
contaminado con Paratién, con un cultivo degradador especifico de este, constituido por una
cepa de Pseudomonas stutzeri y otra de Pseudomonas aeruginosa, la biodegradacion de este
compuesto aumento hasta el 25% de la cantidad del insecticida afiadida, mientras que la flora
endogena del mismo suelo no habia degradado mas del 10% del insecticida. (White et al.,
1999), observaron que si suelos en los que la mineralizacién de PHE por la flora endégena del
mismo era pequefa cuando eran inoculado con un degradador especifico de este
contaminante (Pseudomonas cepa R), la cantidad de substrato envejecido degradado
aumentaba. Justificaron este resultado afirmando que la actividad de la poblacién microbiana
de un suelo, incluso sin que exista en el medio competencia con otros microoganismos por los
nutrientes, puede reducirse considerablemente aunque el substrato esté disponible vy
permanezca en el medio.

En el caso del pireno se observé un efecto contrario, ya que el pireno biodegradado fue
superior en presencia del suelo respecto al ensayo en solucién, donde todo el pireno estaba
biodisponible. Este hecho se debe al efecto cometabdlico que pudiese haber provocado la
presencia de materia orgdnica disuelta, haciendo que la actuacién sobre la misma como fuente
de carbono estimulase la actuacién de una ruta biodegradadora del pireno (Rubio- Bellido et
al., 2016).

Existen diferentes conclusiones acerca del uso de indéculos microbianos degradadores
especificos en la recuperacién de suelos contaminados con hidrocarburos, ya que en algunos

estudios se ha observado un incremento en la degradacién del contaminante, mientras que en
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otros se ha observado un efecto negativo en su degradacion (Jobsen et al., 1974; Goldstein et
al., 1985; Capelli et al.,2001; Bento et al.,2005); por ejemplo (Towell et al. (2011b)),
estudiaron, en un suelo agricola no contaminado, el efecto de la adicién de tres inoculos
bacterianos degradadores en la mineralizacién de **C- fenildodecano. Cada uno de los inoculos
se adiciond al suelo a tres concentraciones distintas. Salvo cuando los inéculos se adcionaron a
la concentracidon mas baja de las tres empleadas, obtuvieron que la duracién de la fase lag en
las curvas de mineralizacién fue mayor cuando no se adiciond ningun indculo. En todos los
caso la tasa maxima de mineralizacion de *C aumentd tras la adicién de los indculos. (Bento et
al., 2005), estudiaron el efecto de la bioaumentacién en la degradacién de gasoleo en dos
muestras de suelo observando en uno de los suelos una degradacidn optima tras la adicién de
un consorcio microbiano degradador especifico, mientras que este tratamiento no tuvo un
efecto significativo en el otro suelo en la degradacion del gasoleo en el suelo procedente de

Hong Kong.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones que derivan de estos estudios son las siguientes:

1.

Los consorcios microbioanos C1, C2 y cepa bacteriana B4, se consiguieron aislar de los
suelos ANDUJAR, FUENTEHERIDOS Y ALAJAR respectivamente, mediante la técnica de
cultivos de enriquecimento de cada suelo. Por otro lado las cepas B1, B2 y B3, fueron

obtenidas de una solucidn contaminada de clorpirifds en el laboratorio.

En el experimento de la demanda bioldgica de éxigeno (DBO), se comprobd que los
consorcios microbianos C1,C2 y cepas bacterianas B1, B2, B3 y B4, eran capaces de
sobrevivir, empleando los contaminantes (clorpirifés y pireno) como Unica fuente de
carbono y de aporte de energia. Las cepas bacterianas aisladas potencialmente
degradadoras de clorpirifés, mostraron capacidad de biodegradacién de los carbonos

presentes en la cadena lateral del insecticida pero no del anillo aromatico.

El consorcio C1 consiguié mineralizar fenantreno en solucién, confirmandose que los
consorcios microbianos poseen mayor capacidad para degradar, que las cepas

bacterianas aisladas.

Una vez demostrado la capacidad de C1 para mineralizar fenantreno en solucion, se ha
estudio la mineralizacidon en suelo del fenantreno, detectdandose un porcentaje de
mineralizacion mucho menor que en solucién, debido posiblemente a que los
contaminantes podrian quedar absorbidos sobre las particulas del suelo viéndose su
biodisponibilidad fuertemente reducida. Por el contrario en el caso del pireno la
biodegradacion se vié favorecida en el suelo respecto a la observada en solucidn,
probablemente debido a un efecto cometabdlico por parte de la materia orgdnica

disponible en el propio suelo.
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