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Pérez, E., Garrido, P., Laca, M. (2008). Indicadores microbiolégicos como marcadores de la contaminacién y recuperacion de
suelos contaminados con queroseno. Ecosistemas 17(3):133-138.

Se han analizado diferentes variables microbioldgicas con el fin de evaluar su utilidad como herramientas de monitorizacion de un proceso
de biorremediacion de un suelo contaminado con queroseno. Los resultados mostraron la existencia de una elevada correlacion entre la
actividad deshidrogenasa (DH), la respiracion basal (RB) y la concentracion residual de hidrocarburos (THC). El recuento de heterétrofos
cultivables (ufcs) resultdé ser menos efectivo que las variables anteriores para monitorizar el proceso de biorremediacion. Tras 2-4 semanas
de adaptacion, el incremento en la actividad de los microorganismos aumenté la tasa de degradacién. A medida que los hidrocarburos
disponibles se consumian, la actividad disminuyé y con ella las tasas de degradacion.

Palabras clave: queroseno, hidrocarburos, deshidrogenasa, respiracion basal, bacterias heterétrofas cultivables.

Pérez, E., Garrido, P., Laca, M. (2008). Microbiological indicators as markers of soil contamination and recovery after being
polluted with kerosene. Ecosistemas 17(3):133-138.

Different microbial variables were analyzed to assess their potential use as monitoring tools for the remediation of hydrocarbon-
contaminated soils. Results show a strong correlation between dehydrogenase activity (DH), basal respiration (RB) and hydrocarbon
residual concentration (TCH). Cultivable heterotrophic counts (ufcs) were not as effective as the previous variables for the assessment of
the evolution of the bioremediation process. After an adaptation period lasting 2-4 weeks, hydrocarbon degradation rates increased with
microbial activity. Then microbial activity and biodegradation gradually decreased as hydrocarbons depleted.
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Introduccién

Los hidrocarburos son sustancias de composicién quimica muy diversa, insolubles en agua, que resultan muy téxicas para
los organismos vivos cuando entran en contacto con el suelo. La intensidad de estos dafios, sin embargo, depende del tipo de
hidrocarburo. Asi, combustibles ligeros como la gasolina y el queroseno, son mas téxicos que los medianos y pesados
(diesel o fuel), debido a que contienen grandes cantidades de hidrocarburos saturados y bajos contenidos de compuestos
polares (Dorn et al. 1998), y a que su mayor volatilidad aumenta el contacto fisico entre el contaminante y las células
microbianas (Xu y Johnson 1995; Mendoza 1998; Labud et al. 2007). Cada vez mas, la biorremediacion de hidrocarburos se
presenta como una alternativa viable y prometedora por su efectividad y bajo costo frente a técnicas fisico-quimicas mas
agresivas que conllevan la pérdida de funciones del suelo. El empleo de bioindicadores microbiol6gicos para determinar el
estado de salud de un suelo contaminado con hidrocarburos presenta numerosas ventajas frente al empleo de indicadores
fisico-quimicos, entre las que destacan su mayor sensibilidad, su caracter integrador, y su alta velocidad de respuesta
(Pankhurst et al. 1995; Yakovchenko et al. 1996; Elliott 1997). Sin embargo, se ha demostrado que la medida Unica de una
respuesta microbioldgica ofrece diferentes valores en funcion del tipo de suelo y del contaminante vertido (Bundy et al. 2002).
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A pesar de que la bibliografia presenta cada vez mas estudios sobre el empleo de variables microbioldgicas para monitorizar
procesos biorremediadores de suelo, no existe consenso sobre el grado de afeccion de los microorganismos ante la
presencia de hidrocarburos en el suelo, ni sobre la manera de utilizar estas variables como herramientas de monitorizacion.
Por ello, es recomendable realizar estudios especificos para cada tipo de suelo, contaminante, concentracion, etc. que
permitan mejorar el conocimiento sobre la complejidad de la ecologia microbiana, y poder emplear variables microbiolégicas
como herramientas Utiles de monitorizacion.

En este trabajo se describen los resultados obtenidos del analisis de una bateria de indicadores microbiolégicos medidos
durante el proceso de biorremediacion en un suelo con muy bajo contenido en materia organica, contaminado con una mezcla
de hidrocarburos ligeros. Ademas, se describe la relacion existente entre estas variables y la concentracion residual de
hidrocarburos en el suelo, con el propésito de proporcionar una herramienta eficaz para monitorizar la efectividad de la
biorremediacion en la recuperacion de la salud del suelo.

Materiales y métodos

Se eligié un suelo de textura franco-arcillo-limosa procedente de un area rural abandonada situada en Gallarta, Bizkaia, el cual
se caracteriz6 por un bajo contenido en materia organica (1,7%) y pH de 6,5. El suelo se contamind de manera artificial con
queroseno sintético (10.000 mg kg™t). Un anélisis cromatogréfico indicé que poseia un 79% de compuestos alifaticos (C8-
C19), y un 21% de fraccion aromatica. La contaminacion del suelo se realizé por codisolucién del contaminante en acetona
(500 ml kg suelo), siguiendo las recomendaciones de la Norma ISO/CD 15952, por lo que previo al inicio de los tratamientos
de biorremediacion, se dej6 evaporar el disolvente a temperatura ambiente durante 2 semanas. El suelo se separd en
contenedores de 2 kg y se establecieron 5 tratamientos por triplicado: suelo no contaminado (UC), suelo contaminado estéril
(SC), suelo contaminado (C), suelo contaminado fertilizado 1 (FC1) y suelo contaminado fertilizado 2 (FC2). Todos ellos se
airearon 3 veces por semana Yy, excepto el control estéril, se mantuvieron a un 60% de su capacidad de retencién hidrica
durante todo el ensayo mediante la adicion periédica de agua. El tratamiento SC se esterilizé 2 veces en autoclave durante 1
h a 121°C, evaludndose posteriormente la actividad microbioldgica mediante el analisis de la respiracién basal. El control
estéril (SC) se mantuvo en ausencia de agua para evitar la aparicién de actividad microbiolégica en caso de que algunos
grupos formadores de esporas hubieran resistido el proceso de esterilizacion.

El suelo se fertilizé con KH,PO,, K,HPO,, NH,NO, y urea para conseguir una proporcion molar de C organico total, Ny P de
100:10:1 y 50:10:1 en los microcosmos FC1 y FC2, respectivamente. El suelo se incubd a temperatura ambiente durante 19
semanas y se muestre6 quincenalmente, analizdndose la concentracion de hidrocarburos en suelo (EPA 3550 B), la actividad
deshidrogenasa (por el método de Trevors et al. 1982, modificado por Garcia et al. 1993), respiracion basal (anélisis de la
produccion de CO, por cromatografia de gases tras incubar las muestras durante 48 h a 25°C en oscuridad, al 50% de su
capacidad de campo) y el recuento de heteroétrofos cultivables (extraccién por agitacion con agua y siembra en placas de agar
LB). La normalidad de los datos se comprob6 con el test de Kolmogorov-Smirnov, las diferencias entre tratamientos se
analizaron a través de los andlisis estadisticos t-Student para las medias y ANOVA para las varianzas. El analisis de
correlaciones se realiz6 con el test de Pearson. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el uso del paquete
estadistico STATGRAPHICS® Centurién XV (The User’s Guide to STATGRAPHICS® Centurion XV).

Resultados y discusion

La ausencia de actividad respiratoria observada en los microcosmos estériles indicé que la gran pérdida de hidrocarburos
(73%) detectada durante las dos primeras semanas tras la contaminacion en todos los microcosmos se debié a procesos
abidticos, principalmente a la volatilizacion del contaminante. Algunos autores han descrito que el agua es capaz de
desplazar los hidrocarburos del suelo, ya que es fuertemente retenida en los capilares, reduciendo la porosidad efectiva del
suelo (Fine et al. 1997). Como consecuencia, se puede producir una reduccién, tanto de la retencion fisica de los
hidrocarburos en los poros pequefios y capilares del suelo, como de la adsorcién a la superficie de las particulas minerales y
la materia organica (Mortland 1970; Chiou y Shoup 1985). Asi, la presencia de agua en los suelos puede favorecer la pérdida
abidtica de los hidrocarburos por procesos como lixiviacién. Sin embargo, en nuestro caso se descartan las pérdidas del
contaminante por lixiviacién ya que los experimentos se llevaron a cabo en contenedores estancos que se airearon de forma
mecanica tres veces por semana, evitando que el contaminante se quedara en el fondo del recipiente.

A pesar de que se han descrito reacciones abidticas como de hidrocarburos en la matriz del suelo, como la fotooxidacién y la
adsorcién (Margesin et al. 2007), la rapida desaparicién de éstos se atribuyé principalmente a la coevaporacion del queroseno
con la acetona aplicada al suelo. Debido a la alta proporcion de combustible volatilizado, los porcentajes de degradacién se
calcularon a partir de la concentracioén de hidrocarburos resultante en el suelo estéril SC durante el proceso de remediacion,
evitando asi sobreestimaciones en la evaluacion de la biodegradacion. La Figura 1 muestra la evolucién de la concentracion
residual de hidrocarburos en el suelo a lo largo de todo el experimento. En todos los casos se produjo una disminucién
significativa de la concentracién de hidrocarburos. En los microcosmos no fertilizados (C), se obtuvieron rendimientos de
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degradacion moderados (80%). La adicién de nutrientes (FC1 y FC2) increment6 la velocidad de degradacioén, alcanzando un
92% al final del ensayo, no observandose diferencias significativas entre ambos tratamientos de estimulacion (P>0,05). Al
contrario que lo observado por otros autores (Atagana et al. 2003) que describen un efecto téxico del exceso de fertilizacion
en el suelo, la adicion de una concentraciones superior de nutrientes en el suelo estudiado no produjo un efecto inhibitorio en
los microorganismos.
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Figura 1: Concentracion de hidrocarburos (mg kg?) respecto al tiempo (semanas).
¢ Control no contaminado (C);m Fertilizado 1 (CF1); A Fertilizado 2 (CF2)

La adicién de hidrocarburos al suelo provoco una disminucién de la actividad deshidrogenasa, la respiracion basal y el nimero
de ufcs (Fig. 2), evidenciando la toxicidad del queroseno para los microorganismos del suelo. En experimentos anteriores se
contaminé el mismo suelo con la misma concentracién de una mezcla de hidrocarburos mas pesada, similar a un gaséleo de
automocién (misma viscosidad, densidad y curva de destilacion) y la disminucién observada de la actividad deshidrogenasa, la
respiracion basal y el nimero de ufcs fue significativamente inferior a la observada en el experimento aqui descrito. La
volatilidad de los compuestos presentes en el queroseno facilita el contacto de los hidrocarburos con los microorganismos
sea mayor, aumentando su toxicidad (Xu y Johnson 1995; Mendoza 1998; Labud et al 2007). Tras esta fase inhibitoria, los
microorganismos comenzaron a degradar los hidrocarburos activamente, resultando en un incremento de todas las actividades
estudiadas. En el suelo no fertilizado (C) este incremento de actividad y ufcs se produjo de una manera progresiva. Por el
contrario, la incorporacion de nutrientes redujo la duracion del periodo inicial de adaptacién de 4 a 2 semanas, produciendo
ademas, un incremento brusco de la actividad deshidrogenasa y respiratoria de los microorganismos del suelo. Estas
actividades se mantuvieron elevadas hasta la semana 13, disminuyendo progresivamente después de esta fecha. Los
mayores incrementos de actividad observados en los microcosmos fertilizados se debieron probablemente a una mejor
aclimatacion de los microorganismos en estos microcosmos, a la presencia de los hidrocarburos y a una degradacion mas
eficiente (Margesin et al. 2000). La variacién en la concentracién de nutrientes no produjo diferencias significativas en la
evolucion de las diferentes variables microbiolégicas estudiadas (P>0,05).
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Figura 2: Respiracion basal (ug CO, g-* h'1), recuento de heterdtrofos cultivables [log (ufc g%)] y actividad deshidrogenasa

(mg INTF kg h-t) respecto al tiempo (semanas).
Control no contaminado (UC) ¢ Contaminado (C); m Fertilizado 1 (CF1); A Fertilizado 2 (CF2)

El andlisis de correlacion (test de Pearson, Tabla 1) mostré que en los microcosmos C tanto la actividad deshidrogenasa, la
respiracion basal como el nimero de heterétrofos totales se correlacionaron negativamente con la concentracion de
hidrocarburos del suelo. En los microcosmos fertilizados, la relacion existente entre estas variables y la concentracién
residual de hidrocarburos exhibié 2 periodos diferenciados: durante las primeras 4-5 semanas tras la fertilizacion, todas las
variables microbiolégicas estudiadas mostraron un incremento, mientras que la concentracién de hidrocarburos en el suelo
descendia bruscamente. Esto dio lugar a una correlacion negativa, indicadora de una degradacién muy activa de los
hidrocarburos. Posteriormente, las correlaciones se tornaron positivas, indicando que la actividad microbioldgica disminuia a

medida gue se consumian los hidrocarburos disponibles en el suelo.

THC

FC1
0-5 semanas 5-19 semanas

RB -0,8917** -0,9724** 0,9655*
DH -0,7691* -0,9738** 0,9906**
ufcs -0,7316* -0,9560* 0,9708*

Tabla 1: Coeficientes de correlacion bivariada de Pearson entre las diferentes variables relacionadas con la presencia de
hidrocarburos y la actividad microbiolégica estudiadas (*:P<0,05; **: P<0,01) THC: Hidrocarburos totales; C: contaminado;
FC1: Fertilizado 1; RB: respiracion basal; DH: actividad deshidrogenasa; ufcs: unidades formadoras de colonias.
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Conclusiones

El vertido de hidrocarburos sobre un suelo franco-arcillo-limoso pobre en materia orgéanica y ligeramente &cido tuvo un efecto
téxico inicial al hacer disminuir la poblacién de heterétrofos y la actividad microbiolégica del suelo. La comunidad microbiana
necesitd un periodo de 2-4 semanas para incrementar su actividad y biomasa, comenzando a degradar activamente los
hidrocarburos vertidos. El porcentaje de degradacién final resultante fue muy elevado, tanto con incorporacién de nutrientes
como sin ellos, indicando que el rendimiento final del proceso de biodegradacién de los hidrocarburos no se vio limitado por la
falta de nutrientes. Tal y como se esperaba, la aplicacion de fertilizante permiti6 un incremento de la velocidad de
degradacion, disminuyendo el periodo de adaptacion de los microorganismos.

Debido a las elevadas correlaciones observadas entre la actividad deshidrogenasa y la respiracion basal con los THC del suelo
a lo largo de todo el proceso de biorremediacién, ambas variables son herramientas adecuadas para monitorizar la
biodegradacion de queroseno en el suelo estudiado. Las correlaciones observadas entre las variables medidas en el suelo
fertilizado y el suelo sin fertilizar permitieron monitorizar ademas la efectividad del tratamiento aplicado. EI comportamiento de
las variables seleccionadas en este estudio permitié predecir tanto el comienzo de la degradacion activa de los hidrocarburos,
que coincide con el incremento en actividad y biomasa, como el rendimiento del proceso biorremediador.
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