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RESUM

La biotecnologia de la bioremediacié es basa a aprofitar les capacitats metaboliques dels
microorganismes per degradar els contaminants quimics presents en diferents matrius
ambientals, majoritariament sols, incloent-hi les aigtiies subterranies. Fins avui dia, la ti-
pologia de contaminants amb la qual s’ha mostrat més eficag son els hidrocarburs. En la
majoria de casos es basa a estimular les poblacions microbianes presents a 'emplacament
mateix, atesa la seva adaptaci6 a la presencia dels contaminants. En altres ocasions s’afe-
geixen inoculs microbians obtinguts al laboratori amb les capacitats cataboliques adients.
Abans de portar a terme una bioremediacié s’han de coneixer les poblacions microbianes
presents i els factors ambientals que les condicionen amb l'aplicacié dels assaigs de tracta-
bilitat. A diferencia d’altres paisos europeus, el nostre pais esta tot just comencant, a causa
del retard en l'aparicio de la legislacié pertinent. No obstant aixo, ates que les estimacions
efectuades a Catalunya xifren en unes trenta mil les activitats potencialment contaminants
del sol, l'aplicacié de les normatives aparegudes recentment comportara un impuls per
a aquesta materia. En el cas concret de Catalunya es descriuen tres casos desenvolupats a
escala pilot. Finalment, s'apunten diferents aspectes necessitats d'investigacié que haurien
de permetre ampliar la tipologia de contaminants susceptibles de ser tractats i reduir el
temps de procés.

Paraules clau: bioremediacid, sols contaminats, bioestimulacio, bioreforg.

BIOREMEDIATION

SUMMARY

The biotechnology of the bioremediation is based on the metabolic capacities of the
microorganisms to degrade the chemical pollutants in different environmental com-
partments, especially soil including underground waters. Until the present time, the type
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of pollutants more suitable to be treated by bioremediation are the hydrocarbons. In most
of cases it is based on stimulating the microbial populations present in the location, given
their high adaptation to the presence of the pollutants. In other cases microbial indcula,
obtained in the laboratory with the appropriate metabolic capacities, are added. Before
carrying out a bioremediation it is important to know the microbial populations present in
the site and the environmental factors that they condition the biodegradation process by
means of the application of feasibility assays. Contrary to other European countries, our
country is in its beginnings due to the delay in the pertinent appearance of the normative
ones. Nevertheless, keeping in mind that the estimates made in Catalonia calculate poten-
tially in 30.000 the pollutants activities of the soil, the application of the normative recently
appeared behaved an impulse in the matter. In the case of Catalonia, three scale pilot cases
are described. Finally, different needy aspects of research are aimed that must allow to
enlarge the typology of susceptible pollutants of being treated by bioremediation as well

as reduce the time of the process.

Key words: bioremediation, polluted soils, biostimulation, bioaugment.

LA CONTAMINACIO QUIMICA
DELS SOLS

A partir de la segona meitat del segle xx,
i d'una manera creixent, la humanitat s’ha
trobat amb un important repte que amena-
¢a tant la seva salut com la del planeta que
habita: la contaminaci6é quimica ambiental.
El que durant molts anys hem qualificat
com progrés en diferents arees, com ara el
transport, la higiene, la construccié, l'agri-
cultura o la salut, ha implicat mobilitzar
materials que estaven immobilitzats (com
el cas del petroli o dels metalls pesants) o
introduir nous productes de sintesi quimi-
ca (detergents, pintures, plastics, materials
aillants, plaguicides, farmacs, etc.).

Aquests productes s'originen en el que
podriem anomenar la tecnosfera, on s’inte-
gren totes les activitats que porten envers
el seu as: extraccid, produccio, emmagat-
zematge, transport, distribucié i consum.
Malauradament, part d’aquests productes
quimics escapen accidentalment o intencio-
nadament cap a l'ecosfera, i produeixen una
contaminacié quimica del medj, ja sigui de
I'atmosfera, de les aigiies dolces o marines,
del sediments o del sols, incloent-hi les ai-
glies subterranies.

Mentre la depuracié d’aigiies residuals
constitueix una practica molt antiga i molt
estesa en el mon occidental, les tecnologi-
es per descontaminar els sols han aparegut
de manera mésrecent. Totjustala Cimera de
Rio, I'any 1992 (ONU, 1992), es va reconei-
xer la importancia de la proteccio dels sols i
dels seus usos potencials en el context d'un
desenvolupament sostenible i, en particu-
lar, contra la contaminacié procedent d’ac-
cions o activitats d’origen antropic.

MARC LEGISLATIU

Lany 1995 el Govern espanyol va apro-
var el Pla Nacional de Recuperacio de Sols
Contaminats. En aquest pla es van inventa-
riar un total de 18.142 activitats industrials,
a partir de les quals es van catalogar 4.532
emplacaments com a potencialment conta-
minats. D’acord amb aquesta situacid, es va
veure la necessitat urgent d'implantar una
legislacio sobre la contaminacié de sols.

A Catalunya, la Junta de Residus del De-
partament de Medi Ambient i, concreta-
ment, el Departament de Sols, va realitzar
un estudi (Busquet, 1997) que va servir per
elaborar la Guia d'avaluacio de la qualitat del



sol: criteris provisionals de qualitat del sol a
Catalunya (CQS).

Lany 1998 es va promulgar la Llei de resi-
dus (10/1998), que va incloure un capitol de
sols contaminats. En aquesta llei es reque-
ria a les comunitats autonomes (CA) que
fessin un inventari de sols contaminats, i
s'incloia un mandat al Govern central ma-
teix per publicar una llista d’activitats po-
tencialment contaminants i per establir cri-
teris i estandards que permetessin avaluar
el risc per a la salut humana i per al medi
ambient. Malauradament, la normativa es-
tatal en materia de sols contaminats no va
arribar fins set anys després. Lany 2005
es va publicar el Reial Decret 9/2005 (RD),
que estableix la relacio d’activitats potenci-
alment contaminants del sol i els criteris i
estandards per a la declaracié d"un sol com
a contaminat.

Aquest retard en la disponibilitat d’ins-
truments normatius s’ha traduit en un re-
tras, tant pel que fa al desenvolupament de
tecnologies adequades per part de les em-
preses del sector, com pel que fa a la cons-
cienciacié de la societat sobre la problema-
tica que presenten els sols contaminats i la
necessitat de protegir-los. Mentre paisos
europeus com Alemanya, Dinamarca o els
Paisos Baixos disposen d'una llarga experi-
encia en aquest camp, el nostre pais es troba
tot just al comencament.

A aquesta situacio hem d’afegir que el
nostre pais encapgala el ranquing de paisos
europeus pel que fa a activitat constructora.
Aquest fet ha portat a fer que molts ajun-
taments hagin canviat els usos de moltes
hectarees de sol industrial a sol urba. Mal-
auradament, aquesta situacid, juntament
amb el buit legal esmentat, ha portat al que
podriem anomenar la cultura de I'excavacio
i l'abocador, que suposa l'excavacio6 dels sols
contaminats i el seu trasllat a abocadors
controlats, estratégia molt poc sostenible.

En aquest sentit, un punt important del
RD, i que s’esmenta al preambul, és que per
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a la descontaminacié d'un sol s’han de pri-
oritzar les millors tecniques disponibles en
funci6 de les caracteristiques de cada cas,
i han d’aportar solucions permanents, de
manera que prevalguin aquelles tecnolo-
gies que evitin la generaci6 de residus. En
concret, l'article 7 diu que es prioritzen les
tecniques de remediacid in situ que evitin el
trasllat de terres als diposits controlats.

Actualment a Catalunya existeix un es-
borrany de decret per a la contaminacio6 del
sol, que esta en fase de consulta publica.
Aquest decret és I'adaptacio de la regulacio
estatal per donar compliment al que el RD
estableix per a les CA. Cal fer ressaltar el fet
que consolida la idea d’aplicar les millors
tecniques disponibles, aixi com la prioritza-
ci6 de les tecnologies de recuperaci6 in situ
i en segon lloc les on sitefex situ mitjangant
tractaments de la terra excavada.

Es, per tant, previsible, que laplicacié
d’aquest Reial Decret comportara un im-
puls en la materia, ates que les estimacions
efectuades a Catalunya xifren en unes tren-
ta mil les activitats potencialment contami-
nants del sol i, per tant, subjectes al compli-
ment del RD.

LA IMPORTANCIA

DELS MICROORGANISMES

EN L’ELIMINACIO

DELS CONTAMINANTS QUIMICS

Quan un contaminant arriba a l'ecosfe-
ra comencen a actuar a sobre seu diferents
processos fisics, quimics i biologics que di-
rigiran el que anomenem el seu desti ambi-
ental. Imaginem el cas d'una marea negra.
Malgrat que la primera imatge que hi as-
sociem és la d'una au bruta de petroli, és
a dir, una imatge macroscopica, existeix tot
un moén microscopic que ens passa desaper-
cebut.

Aixi que es produeix un vessament de
petroli al mar, els seus components, majo-
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ritariament hidrocarburs, estan subjectes
a processos fisics, quimics i biologics (ve-
geu la figura 1). Alguns només provoquen
el canvi de compartiment ambiental, com
I'evaporacié o la sedimentacio, ja que fan
que els hidrocarburs passin de l'aigua a
I'atmosfera o de la columna d’aigua al sedi-
ment. D’altres suposen un canvi d’estat fisic
o quimic, com la dissolucié o les reaccions
quimiques espontanies. De tots, destaquem
dos processos, que son la fotooxidacic i la de-
gradacié microbiana, els tinics que suposen
la transformacio dels hidrocarburs en pro-
ductes totalment innocus, com l'anhidrid
carbonicilaigua, és a dir, que provoquen la
mineralitzacié del contaminant i, per tant,
l'eliminacio del problema. Ara bé, mentre la
fotooxidacié només actua sobre les superfi-
cies irradiades pel Sol, la degradaci6é micro-
biana pot actuar en tota la columna d’aigua,
al sediment i a les zones costeres afectades,
atesa la ubiqtiitat dels microorganismes.
Sens dubte, el principal procés d’elimina-
cid dels contaminants quimics de qualsevol
emplacament contaminat és la degradacio
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FiGura 1. Desti ambiental d’un vessament de petroli. Font: Nuria Jimenez.



inventiva metabolica és extraordinariament
simple.

LA BIOREMEDIACIO

Tenint en compte la capacitat innata que
presenten els microorganismes per destruir
els contaminants del nostre medi, aprofun-
dir en el coneixement del procés per poder-
lo controlar, accelerar i millorar constitueix
lI'objectiu de molts microbiolegs ambientals
des de les tltimes decades del segle passat.
La informacio generada conjuntament amb
la d’altres disciplines, com ara la hidrogeo-
logia o I'enginyeria, ha configurat una nova
biotecnologia anomenada bioremediacio.

La bioremediacié es basa en l'aprofita-
ment de les capacitats metaboliques dels
microorganismes per a la destruccié dels
contaminants dels sols, sediments, platges i
aigiies subterranies (Alexander, 1999). Com
veiem, el tractament d’aigiies residuals no
queda inclos en el terme bioremediacid, atesa
la seva antiguitat; en aquest cas, parlem de
tractament biologic. La bioremediacié ha apa-
regut en el moment en qué ens hem hagut
d’enfrontar amb sols, platges i aigiies sub-
terranies contaminats o amb aigties residu-
als industrials molt especifiques, situacié
produida en les darreres decades.

Val a dir que existeixen tecnologies alter-
natives a la bioremediacid, pero, com hem
dit en el cas de les marees negres, la bio-
remediacié suposa la veritable eliminacio
dels contaminants perque els converteix en
anhidrid carbonic i aigua. Lexcavacid i pos-
terior gesti6 en abocador, els tractaments
fisicoquimics o la incineracié comporten el
trasllat del problema o la generacié de re-
sidus, i no l'eliminacid. A més, la bioreme-
diacio és una tecnologia compatible amb el
desenvolupament sostenible i de baix cost
comparada amb d’altres tecnologies fisico-
quimiques. Aquesta tecnologia ha estat ma-
joritaria en diferents paisos europeus com
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Alemanya, Dinamarca i Franca. En el cas
d’Alemanya, la bioremediaci6 va ser majori-
taria en els anys noranta. A titol d'exemple,
I'any 1998 el 98 % de les plantes de tracta-
ment fixes eren biologiques (Ulrici, 2001) .

TIPOLOGIES DE BIOREMEDIACIO

Existeixen diferents tipus de bioremedi-
aci6 en funcié de l'estrategia microbiologi-
ca i del lloc on es porti a terme. Tenint en
compte que el sol esta format per una zo-
na insaturada i una part saturada o aigiies
subterranies, segons sigui la zona afectada
per la contaminaci6 el tractament s’haura
d’adaptar a les caracteristiques diferencials
dels dos compartiments (Singh i Tripathi,
2007). En el cas de les marees negres és sus-
ceptible de tractar per bioremediaci¢ el lito-
ral afectat, les roques i les sorres, i no pas el
mar obert (Sabaté et al., 2003).

Atenuacio natural. Es parla de bioremedi-
aciod intrinseca o atenuaci6 natural quan no
es porta a terme cap intervencio i ens limi-
tem a portar un seguiment de la disminuci6
de la contaminacié que es produeix com a
conseqiiencia de l'activitat metabolica de les
poblacions microbianes de l'emplagament
mateix. Aquesta situacié es pot produir en
algunes gasolineres que presentin una bai-
xa contaminacié (Alvarez Pedro, 2006).

Bioestimulacid. Si el que fem és afavorir el
creixement de les poblacions que ja existei-
xen mitjancant 'addicié de productes que
millorin la seva activitat metabolica, parlem
de bioestimulacié. Partint del coneixement
dels factors que condicionen un procés de
bioremediaci6, la bioestimulacié suposa-
ra ajustar les caracteristiques de l'empla-
cament contaminat a les necessitats dels
microorganismes, mitjangant el subminis-
trament d’agents bioestimulants, com ara
oxigen o nutrients (Singh i Ward, 2004).

Biorefor¢. Finalment, si safegeixen mi-
croorganismes que tinguin les capacitats
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cataboliques adequades que no tenen els
autoctons, parlem de biorefor¢. En el cas
que les poblacions microbianes de I'empla-
¢ament contaminat no puguin degradar
els contaminants presents, es pot portar a
terme la inoculacid de soques bacterianes o
fungiques amb les capacitats cataboliques
especifiques (Vinas et al., 2002). No obstant
aixo, cal tenir present que aquests consorcis
microbians es fan créixer en unes condici-
ons controlades i constants en el laborato-
ri i, per tant, es trobaran amb uns bacteris
autoctons molt més competitius i més ben
adaptats a la presencia de depredadors, in-
hibidors i toxics, aixi com a les condicions
particulars de pH i temperatura de I'empla-
cament (Alexander, 1999).

Bioremediacié in situ. Quan no es porta a
terme l'excavacio del sol, els agents bioes-
timulants, com ara l'oxigen o els inoculs,
s’han de proporcionar mitjancant pous
d’injecci6 o galeries d’infiltracié adequades
a la part afectada, ja sigui la zona insatura-
da, les aigiies subterranies o ambdues.

Aquest tipus d’intervencio, malgrat que
és molt menys costosa que l'excavacio i el
tractament posterior, presenta I'inconveni-
ent de 'heterogeneitat del subsol i la neces-
sitat que els agents bioestimulants accedei-
xin als llocs on es troba el contaminant. Es
per aix0 que s'obtindran millors resultats
amb sols més homogenis. No obstant aixo,
en els darrers anys han aparegut una serie
de productes nous que permeten optimit-
zar el subministrament d’aquests agents.
Un exemple en son els alliberadors lents
d’oxigen (Koenigsberg i Mahaffey, 2001).

Bioremediacié on site/ex situ. Si la contami-
nacio afecta la zona insaturada, una vegada
excavat el sol es pot tractar amb diferents
tecnologies. Una és dipositar el sol damunt
d’un altre sol i llaurar-los: es tracta de I'ano-
menat landfarming. Aquesta tecnologia va
ser la primera a utilitzar-se, per la seva sim-
plicitat. Més recentment s’han introduit les
biopiles. Es tracta de construir una pila de

sol i subministrar-hi els activadors que es
necessitin. Si es construeix amb xarxes de
tubs de PVC que permetin el subministra-
ment dels agents bioestimulants, parlem de
biopiles estatiques. Si el que fem és afegir
l'aigua i els agents bioestimulants cada ve-
gada que es remena la pila de sol, es par-
la de biopila dinamica. El tractament és on
site quan la biopila es realitza en el mateix
emplagament, i ex sifu quan es porta a una
planta de tractament. En el cas de les aigiies
subterranies el tractament on site suposa
bombejar les aigiies a reactors en superficie,
on son tractades i posteriorment reinjecta-
des a l'aqiiifer.

Fins avui dia, la tipologia de contamina-
ci6 amb la qual la bioremediacié s’ha mos-
trat més eficac és la derivada del petroli i
derivats; per tant, amb els contaminants
que pertanyen a diferents tipologies d’hi-
drocarburs, com els alifatics o els hidrocar-
burs aromatics policiclics (HAP).

FACTORS QUE CONDICIONEN
LA BIOREMEDIACIO

Tenint en compte que la bioremediacio
suposa una interaccié entre els contami-
nants presents en un emplagament, el lloc
on es troben i els microorganismes autoc-
tons, els factors que condicionaran el pro-
cés estaran relacionats amb aquests tres
protagonistes (Atlas i Philip, 2005).

Malgrat que ens hem referit al gran po-
tencial catabolic dels microorganismes, no
sera dificil entendre que, atesa la gran vari-
abilitat d’estructures quimiques dels conta-
minants, no tots presentaran el mateix grau
de biodegradabilitat. Si tornem a recordar
que els microorganismes son a la Terra des
de fa aproximadament tres mil cinc-cents
milions d’anys, és a dir, des de l'aparici6 de
la vida, és raonable pensar que la biodegra-
dabilitat dels productes quimics estara rela-
cionada amb el temps que fa que es troben a



la Terra i, per tant, amb el grau d’adaptacio
a la seva presencia que han pogut desenvo-
lupar els sistemes enzimatics dels microor-
ganismes.

Feta aquesta consideracio, els productes
quimics que es troben en el nostre entorn
els podem classificar en tres categories: els
compostos, com les proteines, que formen
part dels organismes, que anomenem bio-
genics i que son a la Terra des de l'aparicié
de la vida; els hidrocarburs, que provenen
de transformacions de compostos bioge-
nics i que son presents a la Terra des de fa
milions d’anys i, finalment, els compostos
que son resultat d'una sintesi quimica feta
per 'home, com els plaguicides, i que, te-
nint en compte 'escala geologica del temps,
podem dir que fa només un instant que es
troben al nostre entorn. Aquests tltims els
anomenem xenobiotics, és a dir ‘estranys’,
ja que estan molt allunyats de l'estructura
quimica dels compostos biogenics. La bio-
degradabilitat d’aquestes tres categories de
compostos és decreixent, des dels compos-
tos biogenics, que sén intrinsecament bio-
degradables, fins als xenobiotics, amb els
productes més recalcitrants, passant pels
hidrocarburs, amb graus de biodegradabi-
litat variable depenent de l'estructura.

De fet, un contaminant és més dificil de
degradar en la mesura que presenti una
estructura quimica amb substituents di-
ferents dels dels compostos biogenics, que
s‘anomenen grups xenobiotics. Per exemple,
la presencia del clor fa que un compost si-
gui més resistent a la biodegradaci6 i a més,
de manera proporcional al nombre d’atoms
d’aquest element. Aixi, el clorur de metile
és més biodegradable que els bifenilpoliclo-
rats o PCB (Talley, 2006).

La biodegradacié d'un contaminant pot
ser parcial i pot donar lloc a un intermedi-
ari més oxidat, o pot ser oxidat d'una ma-
nera terminal a anhidrid carbonic, aigua i
compostos inorganics (Alexander, 1999). En
una bioremediaci6 aquest tiltim succés és el
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més desitjat, malgrat que quan hi ha la pro-
ducci6 d'un intermediari, és forga freqiient
que un altre microorganisme present pugui
acabar de mineralitzar-lo.

Per mineralitzar un contaminant els mi-
croorganismes necessitaran les condicions
adients per portar a terme el seu metabolis-
me. Si el metabolisme és aerobic necessita-
ran oxigen, i si és anaerobic necessitaran la
presencia de l'acceptor d’electrons especific,
com ara el nitrat o el ferro. En el cas dels
hidrocarburs, el metabolisme més eficag és
l'aerobic. Aixi mateix, el contingut d’aigua o
humitat sera un factor clau, com també ho
son el pH i la salinitat.

La majoria dels contaminants només es-
tan formats per carboni (C), hidrogen (H) i
halogens com el clor o el brom. Ara bé, les
cellules dels microorganismes, a més de C
i H, tenen nitrogen (N) i fosfor (P) en mol-
tes macromolecules, com les proteines, els
lipids o els acids nucleics, per la qual cosa,
si el contaminant és utilitzat pels micro-
organismes presents per créixer, és a dir,
per formar noves cellules, es necessitara la
presencia de N i P en quantitats proporcio-
nals. Es per aixd que una practica bastant
universal en la bioestimulaci6 és la d’afegir
nutrients, que poden ser hidrofils o lipofils.
Es considera que una cellula bacteriana té
unes proporcions de C:N:P de 50:10:4. Les
quantitats a afegir en aplicar una biore-
mediacié dependran del rendiment que
els microorganismes extreguin del conta-
minant. Durant molt de temps s’ha tingut
com a model Escherichia coli, que quan creix
amb glucosa deriva el 50 % en noves cel-
lules i l'altre 50 % en CO, i H,O. En aquest
cas les proporcions de C:N:P que haurien
d’estar presents a l'emplagament conta-
minat sotmes a una bioremediacié serien
de 100:10:4. En els tltims anys, l'aillament de
diferents soques bacterianes degradado-
res de diferents tipus de contaminants per
part de diferents grups de recerca ha per-
mes comprovar que els rendiments d’aques-



194 A. M. SOLANAS

tes soques bacterianes degradadores son
normalment inferiors al descrit per a E. coli.
Aixi, les soques bacterianes degradadores
d’hidrocarburs presenten uns rendiments
al voltant del 30 % (Casellas et al., 1997), i
per aixo les proporcions haurien d’estar al
voltant de 150:10:4.

FASES EN UN PROJECTE
DE BIOREMEDIACIO

Per portar a terme una bioremediacid
s’han de seguir una série d’etapes. En pri-
mer lloc es necessita caracteritzar l'em-
placament mitjancant sondeigs i presa de
testimonis. En aquesta etapa s’ha de poder
disposar d'un mapa hidrogeologic de I'em-
placament i de I'abast i el tipus de contami-
nacid, i també s’ha de saber si existeix fase
lliure en les aigiies subterranies. La fase lliu-
re és freqiient en la contaminacié amb hi-
drocarburs i suposa l'existencia d'una capa
flotant d’hidrocarburs. Aquesta informacio
servira per portar a terme la fase segiient,
que consisteix a dur a terme els anomenats
estudis de factibilitat o tractabilitat.

Aquests estudis es realitzen al laboratori
i pretenen poder respondre dues pregun-
tes. En primer lloc, si és adequat aplicar
una bioremediacié en un determinat em-
placament contaminat, i en segon llog, si la
resposta anterior és afirmativa, en quines
condicions es podran obtenir uns resultats
optims. Hem de partir de la base que cada
emplagament presenta unes caracteristi-
ques particulars i, per tant, dos sols poden
respondre de manera diferent enfront d'un
determinat agent bioestimulant En aquest
sentit, el Grup de Recerca de Biodegrada-
cié i Bioremediaci6 de la Universitat de
Barcelona, dirigit per Anna Maria Solanas,
integrat en el Centre de Referencia de Bio-
tecnologia de la Generalitat de Catalunya,
ja fa més de trenta anys que treballa en el
camp de la biodegradacié d’hidrocarburs, i

des de l'any 1998 realitza un paper destacat
dins dels sectors implicats, ja siguin empre-
ses o administracions, per convencer de la
necessitat de portar a terme aquests tipus
d’estudis.

De manera equivocada, alguna empresa
pot voler repetir en un altre emplagament
un tipus d’estrategia de bioremediacié que li
ha funcionat en un sol, i no necessariament
el nou sol respondra de la mateixa mane-
ra. La realitzacié dels assaigs de factibilitat
permeten coneixer la capacitat de resposta
d'un emplagament concret. Aquest tipus
d’estudi pot abaratir el cost final del pro-
jecte i, el que és més important, augmentar
les possibilitats d’exit. En aquest sentit, el
grup esmentat ha desenvolupat un protocol
d’assaigs de tractabilitat (Sabaté et al., 2003)
que ha aplicat a diferents tipologies de sols
contaminats (Martinez et al., 2003; Vinas et
al., 2001, 2005; Sabaté et al., 2003).

Una vegada demostrada la factibilitat de
portar a terme una bioremediacio i quines
son les condicions més eficaces, és conveni-
ent portar a terme una prova pilot, en que
es poden ajustar els diferents parametres.
Finalment es porta a terme la implementa-
ci6 de la tecnologia escollida acompanyada
d'un protocol de control del procés.

EXPERIENCIES DE BIOREMEDIACIO
A CATALUNYA

Prova pilot de bioremediaci6

d’un sol contaminat per olis minerals
a Llica de Vall amb la tecnologia

de la bioventilacio

Atesa la contaminacié del sol de les an-
tigues installacions de Clipper Oil de Lliga
de Vall, la Junta de Residus de la Generali-
tat de Catalunya va actuar subsidiariament
per evitar la possible afectacié de pous
d’abastament d’aigua. La contaminacio era



d’olis minerals. En primer lloc, es va por-
tar a terme una tecnologia de confinament
actiu per part de l'empresa ECOCAT SL
(abans TQMA). A continuaci6 es va dema-
nar un estudi de factibilitat a la Universitat
de Barcelona per aplicar una bioremedia-
cid. Lexistencia de poblacions microbianes
degradadores d’hidrocarburs, metabolica-
ment actives, capaces de biodegradar els hi-
drocarburs presents en el sol, van permetre
establir que I'emplacament era susceptible
de ser sotmes a la tecnologia de la bioreme-
diacid. La segona fase dels assaigs de tracta-
bilitat havia de permetre trobar les condici-
ons més adequades per arribar a optimitzar
el procés. Ja que la Junta de Residus volia
portar a terme una bioremediacié in situ, es
van dissenyar uns lisimetres per avaluar
el subministrament d’aire i el subministra-
ment de nutrients inorganics en forma de
nitrat i fosfat, per tal d’acostar-se més a les
condicions del camp (vegeu la figura 2).

Un bon airejament i un grau d’humi-
tat optim van ser els parametres clau per
assolir un bon descens de la concentraci6
d’hidrocarburs. L'addiccié de nutrients en
forma de nitrat i fosfat accelerava el procés
i permetia un descens lleugerament superi-
or. No obstant aix0, ateés el confinament, es
va optar per portar a terme una bioventila-
cid. Aquesta tecnologia va ser aplicada per
TQOMA (vegeu la figures 34, b i c).

Durant tot el procés es va realitzar un ri-
goros seguiment de les poblacions microbi-
anes, de la concentraci6 d'oxigen i CO, i de
la concentracid dels hidrocarburs (Martinet
et al., 2003). En aquesta prova pilot es van
assolir unes eliminacions del 84-97 % dels
hidrocarburs totals del petroli (TPH).
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Prova pilot de bioremediaci6
d’un sol contaminat per creosota
a Callas amb la tecnologia

de la biopila dinamica

En unes installacions de tractament per
a la conservaci6 de la fusta es va portar a
terme una bioremediaci®é mitjangant la
tecnologia de la biopila dinamica (vegeu
la figura 4). La creosota esta formada per
hidrocarburs aromatics policiclics (HAP),
dels quals és ben coneguda la toxicitat.
Després de portar a terme els estudis al la-
boratori per part del grup de la Universitat
de Barcelona es va optar per aplicar una bi-
opila dinamica mantenint l'airejament i la
humitat optima mitjangant el volteig de
la terra i el rec amb aigua (Vinas, 2005).
Aquesta prova pilot va ser financada per

FiGura 2. Assaig de factibilitat amb lisimetres per ava-
luar el subministrament d’aire, humitat optima i addicid
de nutrients en un sol contaminat d’olis minerals (Clipper
Oil, Lli¢a de Vall).
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la Junta de Residus de la Generalitat. En
aquesta prova pilot, que va durar sis mesos,
es van assolir unes degradacions entre el 96
iel 100 % per als HAP de tres anells. Per als
HAP de quatre i cinc anells es van assolir
disminucions entre el 46 i el 76 %. Hem de
dir que alguns dels HAP no van assolir els
valors NGR que es troben en la Llei de sols.
Aquest sol esta sent objecte d’estudi per
part del grup de recerca de la Universitat de
Barcelona.

Prova pilot de bioremediaci6 in situ
d’aigiies subterranies contaminades
per nitrats

La contaminacio per nitrats de les aigiies
subterranies és un problema important per
a Catalunya. En aquest sentit, 'empresa ca-
talana D d’enginy Biorem SL, pionera en
la recerca de tractaments anaerobis in situ
d’aigiies subterranies, va rebre l'encarrec
de I'’Agencia Catalana de 'Aigua (ACA) per
portar a terme una bioremediacié d"unes ai-
glies contaminades per nitrats. La proposta
plantejada per I'empresa esta basada en la
desnitrificacié bacteriana. Aquesta tecno-
logia aprofita la capacitat que té un grup
important de microorganismes per utilit-
zar els nitrats per respirar. Aquest procés
suposa convertir el nitrat en nitrogen gas.
En aquest procés es necessita un substrat
carbonatat facilment respirable per als mi-
croorganismes desnitrificants, que sin-
jecta mitjangant pous d’injeccio (vegeu la
figura 5).

LIMITACIONS I ASPECTES
NECESSITATS D’INVESTIGACIO

Una de les limitacions més importants de
la bioremediacio és el temps necessari per
assolir els objectius de descontaminacio,
que podria estar entre tres i deu mesos. La
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tipica cinetica de desaparici6 dels contami-
nants es pot observar a la figura 6.

A una disminucio inicial rapida segueix
un descens molt més lent. El procés supo-
sa un enriquiment del sol en compostos
cada vegada més recalcitrants i menys bi-
odisponibles. En aquest sentit, si s’han
d’assolir uns valors concrets per a cada
contaminant diana, reflectits en la Llei de
soOls com a valors de referencia o NGR, aixo
pot comportar una durada excessivament
llarga. Es el cas d’alguns contaminants d’alt
pes molecular i d’elevada hidrofobicitat i
recalcitrancia.

Els equips de recerca hem de trobar la
manera de disminuir el temps dels pro-
cessos de bioremediacid i tractar d’assolir
valors més baixos d’alguns contaminants.
Es tracta d’incidir en el punt d’'inflexié de
la cinetica en que es produeix un enriqui-
ment dels contaminants més recalcitrants i
menys biodisponibles. En aquests moments
els esforcos els estem realitzant en la millora
del coneixement de les poblacions microbianes
implicades, la millora de la biodisponibilitat dels

FiGura 3c. Control d’oxigen i CO,.
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contaminants i la biodegradacié de contami-
nants recalcitrants.

Les poblacions microbianes del sol en-
cara son poc conegudes, i s'estima que tan
sols un 0,1-1 % dels microorganismes pre-
sents son cultivables (Amann et al., 1995).
En aquest sentit, l'aparicié de tecniques
moleculars ha permeés augmentar el conei-
xement dels microorganismes presents en
un sol a partir de l'extraccié del DNA total,
I'amplificacio dels gens que codifiquen els

FiGura 4. Construccié i manteniment de la biopila dina-
mica.

rRNA 16S o 185, la separacio i la seqiiencia-
cié posterior.

El coneixement de les poblacions micro-
bianes presents en un sol sotmes a una tec-
nologia de bioremediaci6 ens pot permetre
coneixer millor la resposta d’aquestes als
diferents agents bioestimulants (vegeu la
figura 7). En aquest sentit, els estudis amb
sols afectats per diferents tipologies de
contaminants ens ha permes observar
que la practica quasi universal d’addicié
de nutrients a I'inici d'un procés de biore-
mediacié afavoreix les poblacions degra-
dadores d’hidrocarburs alifatics, perd no
les degradadores d’"HAP. Lexplicaci6 esta-
ria en el fet que els microorganismes que
degraden els HAP son de creixement lent
i els degradadors d’alifatics, més facils de
degradar, son de creixement rapid. Per tant,
I'addici6 de nutrients afavoriria les poblaci-
ons degradadores d’alifatics en detriment
de les degradadores d’"HAP. Aixi doncs, en
sols contaminats per olis minerals o gasoil
és adequat afegir nutrients, mentre que no
ho és, almenys a I'inici del procés, en sols
contaminats per HAP, com per exemple els
sols contaminats per creosota (Vifias ef al.,
2005).

Durant molts anys es pensava que la
no-biodegradabilitat d'un contaminant era
deguda al fet que els microorganismes pre-
sents no tenien la capacitat catabolica per
degradar-lo o els mancava algun dels fac-
tors necessaris per al seu metabolisme. En
I'tltima decada s’ha vist que molts conta-
minants no estan biodisponibles per als mi-
croorganismes (Mahro, 2000): per fenomens
de sorcio, ja sigui adsorcié a particules d’ar-
gila o absorci6 dins la materia organica, per
segrest mitjangant l'establiment d’enllagos
covalents dels contaminants amb els acids
htimics, o per interioritzacié dins de nano-
pors amb la pérdua conseqiient d’accessi-
bilitat per als bacteris. La possible addicié
de tensioactius o, encara millor, de bioten-
sioactius, podria desadsorbir els contami-



nants i permetren la biodegradacio. Ara bé,
mentre que s’han obtingut resultats espec-
taculars de millora de la biodegradacié dels
contaminants hidrofobics amb l'addicié de
biotensioactius en medi liquid (Abalos et al.,
2004), el comportament d’aquests en medi
solid és molt més complex i els resultats de
que disposem sén contradictoris (Ron i Ro-
senberg, 2002).

En l'accident succeit a la costa gallega del
petroler Prestige en el mes de novembre de
2002 es va produir una marea negra que
va afectar la costa gallega i la cantabra. El
producte vessat era un fuel molt pesant en-
riquit amb components d’elevat pes mole-
cular, tan pel que fa la part alifatica com pel
que fa a l'aromatica. Dels diferents agents
bioestimulants i diferents consorcis comer-
cials que es van assajar, el que va presentar
millors resultats va ser un fertilitzant oleofi-
lic que presentava un tensioactiu en la seva
formulaci6 (vegeu la figura 8). Precisament
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l'efecte d’aquest tensioactiu va ser el de mi-
llorar la biodisponibilitat dels components
més pesants (Jiménez et al., 2006).

Un altre aspecte important és refereix al
desti dels contaminants. Els contaminants
del sol poden ser mineralitzats pels micro-
organismes (convertits en anhidrid carbo-
nic i aigua) o bé parcialment oxidats. En el
cas dels hidrocarburs aromatics policiclics
(HAP) és molt coneguda la produccié de
metabolits d'oxidacié intermedia, que solen
ser més toxics que els hidrocarburs origi-
nals.

En aquest sentit es va descriure lailla-
ment d'una soca bacteriana F101 d’Arthro-
bacter sp. que degradava el fluore, un HAP
de tres anells, mitjancant tres rutes cata-
boliques diferents: dues que portaven a la
mineralitzacié del fluore i una tercera que
suposava l'oxidacio del fluore a fluorenona,
una cetona aromatica molt més toxica que
el fluore. Aquesta cetona s'acumulava per-
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FIGuRrA 5. Prova pilot de descontaminaci6 de nitrats segons el procediment de bioremediacio in situ per desnitrificacio

bacteriana (Osona).
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que la soca F101 no tenia els enzims neces-
saris per mineralitzar-la. Aquest fenomen
va portar els investigadors a intentar aillar
una soca bacteriana que fos capag de degra-
dar la fluorenona. Es va aillar la soca MC2
de Pseudomonas mendocina, que degradava
la fluorenona pero no el fluore, és a dir, pre-
sentava el sistema enzimatic que no tenia
la soca F101 (Casellas et al., 1998). En aquest
moment es tenia, al laboratori, un model
de cooperacié catabolica entre diferents
microorganismes que permetia que amb
el cocultiu deles duessoquess’eliminessinel
fluore i la fluorenona. Podia tractar-se d'un
model de collaboracié metabolica freqiient
en els processos de bioremediacid de sols
contaminats per HAP.

Aquesta hipotesi es va confirmar en la bi-
oremediacio del sol contaminat per creosota
esmentat anteriorment. Mentre que a I'inici
de la bioremediacio el sol presentava un alt
contingut d’'HAP i de productes d’oxidaci6
intermedia com la fluorenona, aquests van
anar disminuint fins practicament desapa-
reéixer al llarg del procés de bioremediacid
(Sabaté et al., 2006). Per tant, els resultats po-
drien fer concloure que la colaboracié me-
tabolica entre diferents poblacions microbi-
anes pot ser un dels principals mecanismes
d’eliminacio6 dels contaminants en el medi.
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Figura 6. Cinética de degradacié dels contami-
nants en un procés de bioremediacio.

Finalment, un altre punt critic que es pre-
senta al final d'un procés de bioremediacié
és el relacionat amb els criteris de descon-
taminaci6. Considerar que un sol no esta
descontaminat perque la concentraci6 resi-
dual d’algun hidrocarbur excedeix el valor
estandard establert en el RD (NGR) no és
cientificament correcte. S’hauria d’incloure
un criteri de toxicitat i no considerar el valor
de referencia com a tnic criteri. Per exem-
ple, el NGR del benzo(a)antrace, que és un
HAP de quatre anells, és de 2 ppm per a
un sol urba i de 20 ppm per a un sol indus-
trial. Quan un contaminant es troba al sol
pot estar biodisponible per als microorga-
nismes, €s a dir, que aquests el poden cap-
tar com a substrat per al seu metabolisme,
o pot no estar-ho (Mahro, 2000). Fenomens
de sorci¢ a les argiles, d’absorcid a la mate-
ria organica o de segrest per entrar a formar
part del humus del sol suposen convertir
els contaminants en no biodisponibles. Si
un contaminant no esta biodisponible la
toxicitat sen veura modificada. Per tant, a
més dels NGR s’hauria d'incloure una ava-
luacid toxicologica, que permetria conside-
rar un sol com a descontaminat, malgrat
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Figura 7. Electroforesi en gels de gradient de densitat
(DGGE). Cadascuna de les bandes correspon a un micro-
organisme diferent. Es pot veure la seva dinamica al llarg
del temps i en resposta a diferents tractaments, com ara
afegir nutrients.



que no s’haguessin assolit els valors abso-
luts de NGR. Hem d’esmentar que aquestes
concentracions s'obtenen a partir de meto-
dologies quimiques basades en extraccions
fortes amb dissolvents organics, lluny dels
lixiviats que es poden produir després de
la pluja. En aquest sentit s’esta generant in-
formaci6 al respecte mitjan¢ant 'avaluacio
toxicologica dels sols al llarg de processos
de bioremediacié amb assaigs de toxicitat,
com ara la germinacid de llavors i la toxici-
tat aguda en cucs (Eisenia foetida).

Per concloure, del que s’ha exposat en
l'apartat de normatives i de les proves pi-
lot que s’han portat a terme a Catalunya
fins ara es despren el fet que cal potenciar
el desenvolupament i, per tant, la recerca
de millores tecniques en la recuperacié de
sols, especialment aquelles que permetin la
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recuperacio in situ o bé on sitelex situ, i que
siguin viables des del punt de vista del cost.
Aixi dongs, els tractaments biologics seran
importants per a la recuperaciéo d’aquells
sols contaminats en qué aquest tipus de
tecniques siguin aplicables. Actualment
aquestes tecnologies s’estima que represen-
ten només un 2-3 % del total; indiscutible-
ment, aquest percentatge haura de créixer
en un futur.
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