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Resumen

Este articulo de revisién presenta una breve sintesis de las tres metodologias de
biorremediacién: atenuacién natural, bioestimulacién y bioaumentacién. Adicional-
mente, describe las tecnologias de biorremediacion existentes como son: In situ, bio-
venting y air sparging, bioslurry, landfarming y biopilas y finalmente el compostaje.
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microroganismos.

Abstract

This review article presents a brief summary of the three bioremediation methods:
natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation. Additionally, bioreme-
diation describes existing technologies such as: In situ bioventing and air sparging,
bioslurry, and finally biopiles landfarming and composting.

Keywords: bioremediation, methodologies, technologies, Environment, microro-
ganismos.

La biorremediacién es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los
microorganismos (su capacidad de biodegradacion) para limpiar terrenos o aguas
contaminadas (Watanabe, 2001). También se puede definir como un grupo de
tratamientos, contra la contaminacién de un medio, que aplica sistemas bioldgicos
para catalizar la destruccién o transformaciéon de compuestos quimicos en otros
menos téxicos (Atlas & Unterman, 1999; Hughes et al, 2000). Estos microorga-
nismos utilizan su potencial enzimatico para mineralizar los compuestos con-
taminantes o degradarlos hasta productos intermedios, en un ambiente aerobio
o anaerobio. Existen factores limitantes (King et a/, 1997) como son: nutrientes
esenciales (nitrégeno y/o fésforo), aceptores adecuados de electrones, condiciones
medioambientales apropiadas (pH, potencial redox, humedad), inexistencias de
poblaciones microbianas con potencial enzimético.

Desde un punto de vista oficial, la academia americana de microbiologia define la
biorremediacion como “la utilizacién de organismos vivos para reducir o eliminar
riesgos medioambientales resultantes de la acumulacién de compuestos quimicos
téxicos y otros residuos peligrosos” (Gibson & Sayler, 1992). Estas técnicas estan
aprobadas por varias agencias reguladoras en todo el mundo (EPA, Environment
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Canada, etc.). La metodologia aplicada y sus con-
clusiones sobre el tema estdn disponibles en publi-
caciones, informes y bases de datos de organismos
publicos y privados en todo el mundo'.

El dmbito de aplicabilidad de la biorremediacién
es amplio, pudiendo considerarse como objeto
cada uno de los estados de la materia (Gonzélez-
Rojas, 2004):

+ Sélido: con aplicaciones sobre medios contami-
nados como suelos o sedimentos, o bien directa-
mente en lodos, residuos, etc.

o Liquido: aguas superficiales y subterraneas,
aguas residuales.

+ Gases: emisiones industriales, asi como pro-
ductos derivados del tratamiento de aguas o
suelos.

También se puede realizar una clasificaciéon en
funcién de los contaminantes con los que se pue-
de trabajar (Young & Cerniglia, 1995; Alexander,
1999; Eweis et al., 1999)

En cuanto a contaminantes, en la literatura se
pueden encontrar numerososestudios de biode-
gradacién de compuestos orgdnicos toxicos. Asi,
a modo de ejemplo, hay diversos trabajos que
muestran la biodegradacion aerobia (Késtner
et al., 1994; Bastiaens et al., 2000; Johnsen et al.,
2002; Potin et al., 2004) y anaerobia (McNally et
al., 1998; Johnson & Ghosh, 1998; Rockne et al.,
2000) de hidrocarburos aromaticos policiclicos
en suelos; la biodegradacién de clorofenoles y
derivados fendlicos utilizados como herbicidas
y pesticidas (Kao et al., 2004; Baggi et al., 2004;
Shibata et al., 2006); la biodegradacién de ben-
ceno mediante diferentes procesos terminales
de aceptacion de electrones, incluidas la reduc-
cién de Fe(Ill) (Anderson & Lovley, 1999), la
reduccion de sulfato (Anderson & Lovley, 2000)
y la metanogénesis (Weiner & Lovley, 1998); o
la biodegradacién de otros hidrocarburos mo-
noaromaticos como el tolueno, etilbenceno y
xileno por bacterias (Jahn et al., 2005) y hongos
del suelo (Prenafeta-Boldu et al., 2004; Nikolova

! Muchos enlaces de interés pueden encontrarse en la

seccion de biolinks de la pagina del ‘biogroup’ www.
bioremediationgroup.org

& Nenov, 2005). Por otro lado, en los dltimos
anos la puesta a punto de técnicas de biologia
molecular, protedmica y metabolémica ha
relanzado las expectativas de futuro de la bio-
rremediaciéon (Villas-Boas & Bruheim, 2007;
Wood, 2008; Zhao & Poh, 2008).

Desde un punto de vista metodoldgico existen
tres conceptos importantes, que determinan a
su vez otras tantas aproximaciones principales
a la biorremediacion, y que se comentan a con-
tinuaciéon (Gonzélez-Rojas, 2009; Llamas et al,
2003)

a Atenuacion natural

Se denomina biorremediacién intrinseca o ate-
nuacién natural a la que se lleva a cabo por los
microorganismos autdctonos, principalmente
bacterias, del medio afectado (Rosenberg &
Ron, 1996; Spain, 1997; Watanabe, 2001). Estos
utilizan su potencial enzimdatico para minera-
lizar (biodegradar completamente hasta CO2)
los compuestos orgdnicos o bien simplemente
degradarlos hasta productos intermedios, ya sea
en un ambiente aerobio o anaerobio. En otras
ocasiones las transformaciones cometabélicas
(llevadas a cabo por enzimas que metabolizan
simultdneamente otros compuestos como fuen-
te de carbono; Sdnchez & Gallego, 2005) son las
responsables de la biodegradacién. En cualquier
caso los procesos suelen tener lugar mediante
una gran variedad de interacciones biogeoqui-
micas entre los componentes del suelo, el agua,
los microorganismos y los contaminantes.

La capacidad intrinseca de asimilaciéon de un
medio depende de las ‘habilidades metabdlicas’
de los microorganismos nativos, del tipo de
contaminante y légicamente de la geoquimica
y la hidrogeologia en la zona (Gallego et al,
2006a). En relacién con el oxigeno, y en un mo-
delo muy simplificado, el proceso se definiria de
la siguiente forma:

+ En presencia de oxigeno (condiciones aero-
bias) los microorganismos convertirfan en
ultima instancia los contaminantes en di6xi-
do de carbono, agua y masa celular micro-
biana. Se habla de biodegradacién aerobia o
bien de biorremediacién aerobia.
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+ En el caso de escasez de oxigeno (condiciones
anaerobicas), los microorganismos produ-
cen otros compuestos, dependiendo de los
aceptores de electrones disponibles (nitrato,
sulfato, formas oxidadas de Fe o Mn,...).

Hablariamos de biodegradacién anaerobia o bien
de biorremediacion anaerobia, proceso general-
mente més lento que el aerobio. Abunde o falte
el oxigeno en el medio, éste puede reunir unas
condiciones ideales en las que los contaminantes
se transformarian en compuestos no peligrosos
para los posibles receptores. En este caso, la es-
trategia apropiada de biorremediacién puede ser
la atenuacién natural (Mills et al., 2003)

Desafortunadamente, hay bastantes factores que
pueden limitar o impedir la atenuacién natural
en cualquier medio, sefialaindose a continuacién
los mds habituales (King et al., 1997):

+ Carencia de nutrientes esenciales para los
microorganismos (por ejemplo, nitrégeno
y/o fésforo).

» Ausencia de aceptores adecuados de electro-
nes (citados atras).

» Inexistencia de condiciones medioambienta-
les apropiadas (pH, potencial redox, hume-
dad).

+ Ausencia de poblaciones microbianas con
el potencial enzimético adecuado necesario
para degradar los contaminantes.

+ DPresencia de componentes téxicos en la mez-
cla contaminante.

Si aportamos al medio alguno de los elementos de
los que carece o bien potenciamos los existentes,
favoreceremos la eliminacién del posible contami-
nante (Gallego et al, 2003). En muchos casos este
tipo de intervencion sera necesaria para reforzar
el proceso natural o bien para implantar unas
condiciones que reduzcan el riesgo (‘engineered
bioremediation strategies’). En esto se basan las
siguientes aproximaciones biotecnoldgicas: (i)
introduccién de modificaciones en el medio me-
diante el aporte de nutrientes, aireacién y otros
procesos (bioestimulacion, ‘biostimulation’ o
‘enhanced bioremediation’) y (ii) la adicién de mi-
croorganismos (bioaumentacién o bioaumento,
‘bioaugmentation’) (Gallego et al, 2006b; Gallego
et al 2006c¢).
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b. Bioestimulacion

La bioestimulacién consiste en la complemen-
tacién del medio en el cual se encuentran los
microorganismos con nutrientes o condiciones
adecuadas: nitratos, fosfatos, aceptores de elec-
trones (oxigeno) o ajustes de pH (Gallego et al,
2001; Gallego et al, 2005). Esta aproximacion se
fundamente en la premisa de que los microor-
ganismos indigenas o autéctonos son capaces
de degradar el contaminante tras un proceso
mas o menos largo de aclimatacion.

Existen multitud de técnicas para aplicar la
bioestimulacion. Una primera division se puede
hacer entre practicas ‘in situ’ (“bioventing’, “air
sparging’, adicién de nutrientes, etc.) y técnicas
‘ex sitw’ (“landfarming’, biopilas, biorreactores,
etc.), dependiendo de una gran variedad de fac-
tores especificos (Kerr, 1994; King et al., 1997;
Riser-Roberts, 1998; Atlas & Unterman, 1999;
Eweis et al., 1999). En muchos casos sera sufi-
ciente anadir aceptores de electrones (oxigeno,
nitratos, etc.) aunque en otros se podria reque-
rir la adicién de nutrientes o ajustes de pH. En
todo caso, estas aproximaciones se sostienen en
la premisa de que los microorganismos indige-
nas son capaces de degradar el contaminante tras
un proceso mas o menos largo de aclimatacion.

En lo que se refiere a la adicién de nutrientes, la
biorremediacién requiere que estos entren en
contacto con el drea impregnada (Morra, 1996) y
que su concentracidn sea suficiente para soportar
el crecimiento maximo previsto de la poblaciéon
degradadora en el transcurso de las operaciones
de remediacion. En esta linea, los sistemas ‘pump
& treat’ para aguas subterrdneas (Bosma, 2001),
que estdn a caballo entre las técnicas ‘in situ’ y ‘ex
situ] se estan imponiendo en los Gltimos tiempos
porque permiten utilizar un tanque mezclador
como un verdadero biorreactor con el fin de
controlar todos los pardmetros importantes

c. Bioaumentacion

La bioaumentacién es la adicién de microorga-
nismos especializados y exégenos al medio con
el fin de optimizar la remediacion (Walter, 1997;
Atlas & Unterman, 1999). Puede ser apropiada



para proyectos “ex situ’, con la utilizacién de
consorcios especializados (Vinas et al, 2002).
Existe sin embargo, la incertidumbre sobre si es-
tas bacterias son capaces o no de permanecer en
el sustrato contaminado y si la capacidad degra-
dadora se mantiene a través del tiempo (Gallego
et al, 2007b).

Otras lineas de investigacion han llevado a la
utilizaciéon de microorganismos especializados
y exégenos al medio con el fin de optimizar la
remediacién (Atlas & Unterman, 1999). Esta téc-
nica (bioaumentacién o bioaumento) puede ser
apropiada para proyectos “ex situ’; especialmente
en lo que se refiere a la utilizaciéon de consorcios
especializados (Vinas et al., 2002). No obstante,
falta por demostrar su completa validez en pro-
cesos “in situ’, ya que se han senialado una serie
de razones que dificultan la aplicabilidad de la
misma:

+ El tamano de la poblacién de microorganis-
mos degradadores crece rapidamente como
respuesta a la contaminacién del medio y es
muy dificil, si no imposible, incrementar la

poblacién microbiana mas alld de esos valores
mediante un inéculo externo.

+ La capacidad de carga de muchos ambientes
viene determinada por factores tales como la
presencia de depredadores, la superficie ‘libre’
de contaminantes y la presencia de abundante
materia organica (Providenti et al., 1990)

+ Los microorganismos anadidos compiten con
la poblacion indigena antes de ocupar los ni-
chos potenciales. Ha de tenerse en cuenta que
la utilizacion de microorganismos autdctonos
para bioaumentacién mejora la eficiencia de
este proceso (Alisi et al., 2009)

Pese a todo, la investigacion es este terreno
avanza a gran velocidad, y se han descrito ya
resultados positivos en situaciones experimen-
tales similares a las que se darian en tratamien-
tos “in situ” (Niu et al., 2009; Lima et al., 2009);
ademds, la creacién de microorganismos desa-
rrollados por ingenieria genética puede con el
tiempo ser el factor desencadenante de cambios
decisivos en el panorama actual de la biorreme-
diacién (Singh et al., 2008).

Figura 1. Sistema de BIS mediante infiltracién por zanja
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Tomada de ‘How toEvaluate Alternative Cleanup Technologies for Underground Storage Tank Sites: A Guide for Corrective Action
Plan Reviewers’ (EPA 510-B-94-003; EPA 510-B-95- 007; EPA 510-R-04-002).
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Tecnologias de Biorremediacion

Una vez estudiados los fundamentos, se des-
criben en este punto las principales técnicas de
biorremediacion desde el punto de vista de los
trabajos a escala real mas habituales en empla-
zamientos contaminados con hidrocarburos. Es
vélida aqui también la divisién ya mencionada
entre métodos “in situ” y métodos “ex situ” con
su variante “on-site” (Gallego et al, 2007b).

a. Biorremediacion “in situ” de aguas
subterraneas

El tratamiento bioldgico “in situ” del agua
subterranea fomenta el crecimiento de los mi-
croorganismos autéctonos de la zona saturada
del subsuelo con el fin de que estos degraden
los contaminantes disueltos en el agua y los
adsorbidos en la matriz del acuifero. Este pro-
ceso requiere generalmente mecanismos que
estimulen la actividad de los microorganismos
mediante algtiin sistema que dote al medio de
aceptores de electrones adecuados (oxigeno
en procesos aerobios mediante perdxidos por
ejemplo), nutrientes (nitrégeno y fésforo) y en
ocasiones una fuente de carbono alternativa al
contaminante que fomente la degradacién de
éste por cometabolismo. (Gallego et al, 2007b).

Inicialmente la biorremediaciéon “in-situ” (en
adelante, BIS) se ha utilizado como técnica de
“pulido final” para tratamientos de remediacién
fisicos; sin embargo, los tratamientos de BIS
estin madurando y se estd convirtiendo en
el principal método de actuacién en algunos
emplazamientos afectados con gasolinas y/o
gasdleos (Jorgensen, 2007). La eleccion de la
estrategia méas adecuada se fundamenta en el
conocimiento microbiolégico, quimico, hidro-
geoldgico del emplazamiento asi como las téc-
nicas de ingenieria que mejor puedan realizar
la inyeccién y difusién de los estimulantes en
las aguas subterraneas (Menéndez-Vega et al.,
2007).

La viabilidad de la BIS para descontaminar
aguas subterrdneas viene determinada por fac-
tores microbiolégicos, pero fundamentalmente
por los hidrogeoldgicos (Farhadian et al., 2008).
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b ‘Bioventing’ y ‘air sparging’.

El ‘bioventing’ consiste en introducir aire en
la zona no saturada del suelo para estimular la
concentraciéon de oxigeno y la biodegradacion
aerobia. También se favorece la evaporacion de
los contaminantes volatiles. A diferencia de la
extraccion mediante vacio del vapor del suelo, el
bioventing usa bajos caudales de aire para sumi-
nistrar Unicamente el oxigeno suficiente para
mantener la actividad microbiana.

La introduccion de oxigeno puede realizarse por
succion o por soplado, en la forma mas usual, el
oxigeno es suministrado mediante la inyeccién
directa de aire en el suelo.

Por otro lado, en el ‘biosparging’ o ‘air sparging’
se inyecta aire directamente en la zona saturada.
El aire vaporiza los contaminantes disueltos en
el agua o atrapados por capilaridad en los poros.
Los contaminantes vaporizados son arrastrados
por las burbujas de aire hasta la zona no satu-
rada, donde son biodegradados y/o recuperados
con un sistema complementario tipo SVE (ex-
traccion de vapores).

c ‘Bioslurry’.

Esta técnica consiste en un tratamiento controla-
do del suelo en un biorreactor. Tras la excavacién
del suelo, lo primero es proceder a la separacion
fisica de piedrasy gravas. Los suelos son entonces
mezclados con agua en una concentraciéon prede-
terminada que depende de la concentracién del
contaminante, del ratio de biodegradacion y de la
naturaleza fisica del suelo. La arena limpia puede
ser descargada del proceso llevando dnicamente
al biotratamiento los finos y las aguas de lavado.
Tipicamente las suspensiones o papillas (‘slur-
ries’) contienen entre el 10% y el 40% de sdlidos
en peso.

En el biorreactor se pueden controlar la presencia
de nutrientes, microorganismos, oxigeno y pH,
para favorecer la biodegradacién. Una vez final-
izado el proceso, el lodo resultante es desecado
y los suelos tratados pueden ser devueltos a su
emplazamiento de origen.



Figura 2. Sistema de Biosparging
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Tomada de ‘How to Evaluate Alternative Cleanup Technologies for Underground Storage Tank Sites: A Guide for
Corrective Action Plan Reviewers’ (EPA 510-B-94-003; EPA 510-B-95-007; EPA 510-R-04-002).

d ‘Landfarming’ y biopilas

Con estas tecnologias se somete al suelo a un tra-
tamiento en lechos sobre una solera impermea-
ble, con sistemas de recoleccién de lixiviados
para evitar la fuga de contaminantes. Se controla
la humedad, la temperatura, los nutrientes y el
oxigeno a fin de propiciar la biodegradacién.
Son sistemas relativamente sencillos de usar y
de mantener, aunque ocupan mucho lugar y los
tiempos de recuperacion del suelo pueden ser
largos (Christopher et al., 2004).

Landfarming

Su préctica habitual consiste en excavar el suelo
contaminado y extenderlo en lechos poco pro-
fundos (unos 50 cm), en una plataforma imper-
meable con un sistema incorporado para recoger
cualquier lixiviad. Periédicamente se ara (oxige-
nacion y mejora de la bioaccesibilidad), se riega y
se anaden nutrientes (abonos comerciales o bien
fertilizantes oleofilicos), y en ocasiones un sur-
factante si el suelo es muy arcilloso. Para todos

estos pardmetros existen pardmetros 6ptimos de
aplicacién, aunque suele primar el empirismo
(Gallego et al, 2001).

Esta técnica agricola, es barata y efectiva para un
amplio rango de hidrocarburos, tipica en refine-
rias o en grandes espacios de trabajo en zonas de
produccion. El landfarming ha sido exitoso en
el tratamiento de los hidrocarburos de petréleo
tales como gasoil, queroseno, lodos de hidrocar-
buros, preservantes de maderas (creosota), hi-
drocarburos policiclicos aromaticos en general,
residuos de la obtencién del coque de petrdleo,
etc (Gonzélez-Rojas, 2009).

Son en realidad una variante del landfarming que
consiste en la formacién de pilas de dimensiones
variables, formadas por suelo contaminado. Es-
tas pilas pueden ser aireadas de forma activa o
con una extraccién de vapores, volteando la pila,
o bien de forma pasiva, mediante tubos perfora-
dos de aireacion conectados a una soplante.

Con tierras excesivamente arcillosas puede ser
conveniente afiadir algin material estructurante
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Figura 3. Esquema de tratamiento de ‘bioslurry’ con mdltiples reactores
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(www.epa.gov ).

Figura 4. Diagrama conceptual con los elementos principales para la formacién
de un landfarming.Biopilas

ground :
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(virutas de madera, paja seca, etc.) e incluso ma-
teria organica (compost). Al no requerir laboreo,
como en el landfarming, y no estar limitada la
profundidad del lecho a una capa aerobia (30 - 50
cm), puede admitir un mayor volumen de tierras
en la misma superficie.

En principio, las biopilas se pueden aplicar al
petréleo y la mayoria de sus derivados, aunque
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son mas eficaces en los compuestos de caracter
ligero, combinadas entonces con un sistema de
extraccién de vapores.

e Compostaje

El compostaje es un proceso bioldgico aerobio en
el que los hidrocarburos son biodegradados en
parte, y en parte también transformados en ma-



teria orgdnica tipo humus. El funcionamiento del
proceso (en hileras o en pilas estdticas) requiere
de la optimizacion de la aireacién, temperatura,
humedad y pH. Aunque su uso no es demasia-
do habitual, puede dar buenos resultados en
mezclas de hidrocarburos pesados, refractarias
a otros tipos de biorremediacién. El producto
obtenido se denomina “compost’, y es un buen
abono de liberacién lenta y un excelente rege-
nerador orginico de suelos (Gonzilez-Rojas,
2009).
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