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Els bacteris tenen un paper fonamental en el funcionament i la salut dels eco-
sistemes terrestres i aquàtics, ja que participen i controlen els principals pro-
cessos biogeoquímics que tenen lloc al sòl. No és d’estranyar, doncs, que la 
ciència i la tecnologia hi vulguin recórrer quan es produeix un episodi de con-
taminació ambiental i es vol restaurar la qualitat de les aigües i els sòls afectats. 
Per aquest motiu, la bioremediació, que es fonamenta en l’ús del metabolisme 
dels microorganismes per transformar i biodegradar els contaminants, és una 
ciència madura, eficient i sòlida que s’estudia des de fa dècades arreu del món 
i una tecnologia a l’alça. A més, l’avenç de la seqüenciació genètica, l’anàlisi 
d’isòtops estables, la microbiologia i l’ecologia ha permès una millor com-
prensió d’aquests ecosistemes i dels processos bioquímics associats. Per tant, 
avui dia, és possible disposar de prou informació per fer un seguiment adequat 
de les variables que controlen les reaccions de biodegradació i aplicar aquestes 
estratègies de descontaminació in situ. Aquest text de revisió pretén introduir 
i contextualitzar el fenomen de la contaminació dels sòls i de les aigües sub-
terrànies per diferents contaminants orgànics d’origen industrial; presentar 
l’estat de la qüestió de la tècnica de la bioremediació aeròbica i anaeròbica, 
i resumir els resultats obtinguts en les tres investigacions dutes a terme en 
el camp de la bioremediació anaeròbica dels dissolvents clorats i en el marc 
d’una tesi del Pla de Doctorats Industrials (col·laboració entre Litoclean, SL 
i la Universitat Autònoma de Barcelona). Les conclusions d’aquesta recerca 
demostren l’efectivitat de les tècniques de bioremediació i avalen l’ús de la me-
todologia usada per tal d’implementar-les, d’una manera exitosa, en aqüífers 
contaminats.
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actual.	 actualitzada
ARC	 Agència de Residus de Catalunya
BTEX	 benzè, toluè, etilbenzè i xilens
°C	 grau centígrad
CF	 cloroform o triclorometà
cis-DCE	 cis-1,2-dicloroetè
CSIA	 anàlisi d’isòtops estables específics de compostos (de l’anglès compound 

specific stable isotope analysis)
CT	 tetraclorur de carboni (de l’anglès carbon tetrachloride)
cur.	 curador
DCE	 dicloroetè
DCM	 diclorometà
Dhc	 Dehalococcoides
dir.	 director
DNAPL	 líquid dens de fase no aquosa (de l’anglès dense nonaqueous phase liquid)
DO	 oxigen dissolt (de l’anglès dissolved oxygen)
DOC	 carboni orgànic dissolt (de l’anglès dissolved organic carbon)
ed. 	 editor, editora, edició
Eh	 potencial d’oxidació reducció
et al.	 et alii (‘i altres’)
ETBE	 etil tert-butil èter
IEC	 Institut d’Estudis Catalans
ISCO	 oxidació química in situ (de l’anglès in situ chemical oxidation) 
ISCR	 reducció química in situ (de l’anglès in situ chemical reduction) 
MBT	 tècniques de biologia molecular (de l’anglès molecular biological tools)
MCB	 monoclorobenzè
MTBE	 èter tert-butil metílic
núm.	 número

Abreviacions
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p.	 pàgina, pàgines
PCE	 tetracloroetè o percloretè
PCR	 reacció en cadena per la polimerasa (de l’anglès polymerase chain reaction)
pH	 potencial d’hidrogen
qPCR	 PCR quantitativa
rdh	 deshalogenases reductives
s.	 segle
T	 temperatura
TCE	 tricloroetè
TOC	 carboni orgànic total (de l’anglès total organic carbon)
TPH	 hidrocarburs totals derivats del petroli (de l’anglès total petroleum  

hydrocarbons)
VC	 clorur de vinil
VFA	 àcid gras volàtil (de l’anglès volatile fatty acid)
vol.	 volum
ZVI	 ferro de valent zero (de l’anglès zero-valent iron) 
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1.1.  Contaminació del sòl per compostos orgànics d’origen 
industrial

L’apogeu de la indústria moderna arreu del món ha comportat l’alliberament 
intensiu de compostos orgànics d’origen industrial al medi ambient degut a la 
seva deficient gestió i eliminació, i/o a abocaments accidentals. Aquests procedi-
ments han tingut com a conseqüència una pol·lució sense precedents dels ecosis-
temes terrestres i aquàtics, ja sigui des de fonts de contaminació d’origen puntual 
(per exemple, activitats industrials) com en forma de contaminació difusa (per 
exemple, l’agricultura) (Loganathan i Lam, 2 011; Rodríguez-Eugenio, McLaughlin 
i Pennock, 2018). En aquest sentit, les fonts d’origen puntual són més típiques i ge-
neren concentracions de contaminants més elevades que les provocades per la con-
taminació difusa (Meckenstock et al., 2015).

Tot i que molts d’aquests compostos orgànics també es produeixen d’una ma-
nera natural al medi ambient, poden esdevenir un problema quan els sistemes 
naturals no poden adaptar-se a la seva presència o degradar-los prou ràpidament 
(Lyon i Vogel, 2013). A més, degut a les seves propietats fisicoquímiques, aquests 
tipus de contaminants tenen un temps de vida mitjà molt llarg, de manera que són 
molt persistents al medi ambient (USEPA, 2000).

A Catalunya, aproximadament el 80 % dels sòls i aigües subterrànies impactats 
són el resultat d’activitats industrials i comercials i, per aquest motiu, és habitual 
detectar aquestes substàncies orgàniques al sòl de zones industrials i urbanes. D’en-
tre tots els emplaçaments contaminats registrats, els hidrocarburs totals derivats del 
petroli (TPH, de l’anglès total petroleum hydrocarbons) representen un 37 % dels 
casos; els hidrocarburs aromàtics, un 15 %, i un 16 % correspon a una barreja de re-
sidus mixtos que inclou els pesticides (Fernàndez-Garcia, Carles Brangarí i Freixas 

1.  Introducció
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Borrell, 2014). Pel que fa als dissolvents clorats, segons l’Agència de Residus de Ca-
talunya (ARC), aquest tipus de compostos van representar entre el 8 i el 9 % dels 
contaminants detectats en sòls en el període comprès entre els anys 2012 i 2016 
(Agència de Residus de Catalunya, 2012, 2013, 2014, 2015 i 2016). 

L’extensa presència d’aquestes substàncies en sòls i aigües subterrànies s’ha 
convertit en una preocupació urgent a escala mundial degut a la seva toxicitat i als 
riscos que se’n deriven, tant per a la salut humana com per al medi ambient. En l’úl-
tim cas, a més, la contaminació fa perillar la biodiversitat, els serveis ecosistèmics, la 
qualitat de les aigües subterrànies i superficials o la seguretat alimentària (Rodrí-
guez-Eugenio, McLaughlin i Pennock, 2018), aspectes que esdevindran molt relle-
vants amb el canvi climàtic (per exemple, en un escenari d’escassetat d’aigua) i te-
nint en compte que, a Espanya, més d’una tercera part de la demanda d’aigua es 
cobreix a partir dels aqüífers. Per aquest motiu, al llarg dels últims anys s’han pu-
blicat normatives que estableixen estàndards de qualitat, tant per a sòls com per a 
aigües subterrànies, amb l’objectiu de regular-ne la gestió.

1.2.  Tecnologies per al sanejament dels sòls i de les aigües 
subterrànies

La recuperació dels sòls i de les aigües subterrànies afectats per contaminants 
d’origen industrial es pot dur a terme mitjançant diferents tècniques, en funció de 
les característiques de l’emplaçament i del plomall de contaminació existent. 
D’entre les diferents metodologies disponibles, com poden ser l’excavació de sòls, 
l’extracció de vapors, el bombeig i el tractament d’aigües, l’extracció en doble fase, 
la desorció tèrmica, les barreres reactives o la reducció i/o oxidació químiques, 
destaca la bioremediació, una tecnologia competitiva i sostenible que ha emergit 
en les últimes dècades com a alternativa a les tècniques fisicoquímiques més con-
vencionals i utilitzades al llarg del temps. Alguns dels avantatges que presenta la 
bioremediació in situ són la seva rendibilitat, la facilitat d’implementació i la re-
ducció del seu cicle de vida i dels potencials impactes tòxics i ambientals locals 
(Lemming et al., 2010). Addicionalment, aquest tipus d’estratègies són capaces de 
destruir els contaminants i, per tant, no generen un residu final, fet que estalvia la 
seva gestió o el manteniment a llarg termini, els elevats costos associats i passius 
potencials (Spira et al., 2006; Vidali, 2001). És per aquest motiu, doncs, que la bio-
remediació s’ha erigit en una de les alternatives preferides per a la remediació de 
sòls i aigües subterrànies (Pandey, Chauhan i Jain, 2009), si bé l’exitosa imple-
mentació a camp és encara un repte avui dia, tot i l’ampli estudi d’aquests proces-
sos al laboratori.

La bioremediació es pot definir com un procés en què els residus orgànics es 
degraden biològicament, en condicions controlades, fins a un estat innocu o fins a 
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nivells inferiors als límits establerts per les autoritats reguladores (Crawford i 
Crawford, 2005). Així doncs, com que aquest tractament biològic de la contami-
nació utilitza el metabolisme dels organismes vius per degradar els contaminants 
i desintoxicar el medi afectat, el procés de la biodegradació pot ocórrer d’una ma-
nera natural mentre els organismes estiguin presents i les condicions ambientals 
siguin apropiades per a la seva supervivència i el seu rendiment.

S’anomena atenuació natural el procés de biodegradació que es produeix en 
sòls i aigües subterrànies sense la intervenció humana, que és capaç de reduir la 
massa, la toxicitat, la mobilitat, el volum o la concentració de contaminants en 
aquestes matrius (Odencrantz, Vogl i Varljen, 2003). Quan l’atenuació natural no és 
possible degut al fet que les condicions del medi no són apropiades, però els orga-
nismes responsables de la degradació sí que hi són presents, l’estratègia de remedia-
ció recomanada és la bioestimulació (AFCEE, NFESC i ESTCP, 2004). En aquest 
cas, l’estimulació dels microorganismes es pot aconseguir mitjançant l’addició de 
substrats orgànics fermentables, oxigen i/o nutrients, i el control de la temperatura, 
el potencial d’oxidació reducció (redox), el pH o d’altres factors que estimulen l’ac-
tivitat microbiana (Atlas i Philp, 2005; Majone et al., 2015). Finalment, quan els 
microorganismes necessaris per a la biodegradació no són funcionals o no estan 
presents a l’aqüífer i l’atenuació natural o la bioestimulació no són possibles, l’estra-
tègia recomanada és la bioaugmentació. En aquest cas, s’inoculen microorganismes 
específics a l’ecosistema per millorar la capacitat de biodegradació per a un conta-
minant objectiu, i també és habitual afegir un substrat, com en la bioestimulació, 
per garantir que les condicions del medi són adequades per als microorganismes 
inoculats. Per aquest motiu, la bioaugmentació és la tècnica més cara, intrusiva i 
complexa, ja que el disseny i una implementació exitosa del tractament de remedia-
ció depèn de molts factors (Atlas i Philp, 2005; Stroo, Leeson i Ward, 2013).

1.3.  Estat de la qüestió de la bioremediació

El comportament dels contaminants orgànics al sòl i, per tant, les possibles 
vies de biodegradació depenen de l’estructura molecular i de les propietats fisico-
químiques dels compostos, però també de les propietats hidrogeoquímiques de 
l’aqüífer en què s’han alliberat. Per exemple, un cop travessen la zona no saturada 
i arriben a les aigües subterrànies, els TPH tendeixen a surar (Tomlinson et al., 
2014; Newell et al., 1992), mentre que els compostos orgànics clorats acaben al 
fons dels aqüífers, on l’accessibilitat és relativament baixa (figura 1) (Majone et 
al., 2015). Per tant, cal una bona comprensió de l’emplaçament (és a dir, litologia, 
heterogeneïtat, permeabilitat, conductivitat hidràulica, existència de vies de flux 
preferents i/o barreres impermeables, etcètera) abans de poder caracteritzar el 
plomall de contaminació i dissenyar una estratègia de bioremediació.
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14	 estratègies de bioremediació en aqüífers contaminats

Figura 1.  Processos de transport subterrani dels compostos orgànics alifàtics clorats a partir 
d’una font DNAPL. DNAPL: líquid dens de fase no aquosa; TCE: tricloroetè. 
Font:   Adaptat d’USEPA, 2000.

1.3.1.  Biodegradació d’hidrocarburs derivats del petroli

La via de biodegradació més comuna dels TPH és la que es produeix en condi-
cions òxiques, és a dir, en presència d’oxigen molecular, i per bacteris aerobis. 
Així, per exemple, la biodegradació de compostos alifàtics, monoaromàtics i poli-
aromàtics passa per reaccions d’oxidació que acostumen a produir fenols, alco-
hols o epòxids (Fritsche i Hofrichter, 2008; Mattes, Alexander i Coleman, 2010); 
tot i que aquestes poden diferir degut a la gran varietat d’enzims específics que les 
catalitzen (és a dir, les monooxigenases i les dioxigenases) i segons quines siguin 
les espècies bacterianes responsables de la degradació. Per exemple, alguns bacte-
ris poden metabolitzar alcans específics, mentre que d’altres descomponen frac-
cions aromàtiques o de resina d’hidrocarburs (Xu et al., 2018). Quan aquests bac-
teris metabolitzen i degraden els TPH, obtenen energia i carboni per al seu 
creixement i reproducció (Kleindienst, Paul i Hoye, 2015). Per això, estudis re-
cents han revelat que un gran nombre de bacteris degradadors d’hidrocarburs es 
troben en entorns rics en petroli (Hazen et al., 2010; Yang et al., 2015) i que la seva 
abundància i quantitat estan estretament relacionades amb el tipus d’hidrocarbur 
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i les condicions ambientals del lloc (Fuentes et al., 2016; Varjani i Gnansounou, 
2017). Tant és així que s’han identificat bacteris de més de 79 gèneres capaços de 
degradar TPH, entre els quals destaquen Acinetobacter, Mycobacterium, Pseudo-
monas i Rhodococcus (Tremblay et al., 2017; Xu et al., 2018). Però gairebé cap 
bacteri és capaç de degradar totes les fraccions d’hidrocarburs del petroli, fet que 
implica que la remediació de la contaminació per TPH requereixi l’acció de con-
sorcis bacterians per aconseguir la desintoxicació (Dombrowski et al., 2016; Xu et 
al., 2018).

En condicions anòxiques (absència d’oxigen molecular) també s’han descrit 
vies de degradació dels TPH (Heider et al., 1998; Lueders, 2017; Meckenstock et 
al., 2016; Rabus et al., 2016; Toth et al., 2021; Waals et al., 2017), però els microor-
ganismes amb aquesta capacitat mostren velocitats de creixement lentes, fet que 
dificulta la implantació d’aquesta tècnica fora del laboratori. A més, els microor-
ganismes capaços de metabolitzar TPH per via anaeròbia solen degradar un rang 
molt restringit de TPH, a part de tenir una menor versatilitat respecte a substrats 
alternatius no hidrocarburats. Així doncs, no és habitual observar la capacitat de 
degradació d’ambdós tipus de cadenes (alifàtiques i aromàtiques) en un sol mi-
croorganisme (Widdel, Knittel i Galushko, 2010). 

1.3.2.  Biodegradació de compostos orgànics clorats

Com s’ha comentat anteriorment, la majoria dels compostos orgànics clorats 
són més densos que l’aigua, de manera que, quan són introduïts a l’aqüífer, viat-
gen fins a arribar a la màxima profunditat possible, generalment una capa confi-
nada de l’aqüífer, on finalment formen «piscines» de producte pur o DNAPL 
(dense nonaqueous phase liquid, líquid dens de fase no aquosa) (USEPA, 2000). 
Atès que aquests compostos tendeixen a acumular-se en profunditat, que els 
aqüífers contaminats solen ser anòxics o presenten microambients anòxics (és a 
dir, absència d’oxigen) i que els dissolvents clorats són recalcitrants en condicions 
òxiques, la biodegradació d’aquestes substàncies per bacteris anaerobis estrictes 
s’ha erigit en una de les alternatives de remediació més eficients (Adrian i Löffler, 
2016a; Bouwer, 1994; Henry, 2010).

La biodegradació dels compostos orgànics clorats per part de bacteris anaero-
bis en condicions anòxiques i reductores sol produir-se mitjançant una reacció 
que es coneix com a descloració reductiva. En aquest procés, els bacteris trenquen 
l’enllaç C-Cl del contaminant (acceptor d’electrons) durant la respiració micro-
biana i, com a resultat, s’allibera l’àtom de clor (en forma d’ió clorur), que queda 
substituït per un d’hidrogen (Dolfing, 2016). Per exemple, el tetracloroetè o per-
cloroetè (PCE) es transforma seqüencialment fins a l’etè mitjançant diverses eta-
pes de descloració consecutives, procés en el qual es formen diferents etens clorats 
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com a productes intermediaris de la reacció (és a dir, tricloroetè, TCE; dicloroetè, 
DCE; i clorur de vinil, VC) (McCarty, 2016). Tot i que la descloració reductiva és 
un mecanisme comú per degradar aquests compostos en condicions anòxiques, 
no és l’únic descrit, ja que hi ha bacteris que poden fer-ho mitjançant reaccions 
d’oxidació (Mattes, Alexander i Coleman, 2010) i de fermentació. En qualsevol 
cas, els bacteris també poden utilitzar els dissolvents clorats per a la conservació 
d’energia, el creixement i la reproducció, de manera que la biodegradació dels 
contaminants està lligada a la seva supervivència (Adrian i Löffler, 2016b).

Hi ha diversos gèneres de bacteris anaerobis que poden degradar diferents fa-
mílies de contaminants. Per una banda, els que pertanyen al gènere Dehalogenimo-
nas poden degradar alcans halogenats (per exemple, 1,2-dicloropropà o 1,2-diclo-
roetà) (Moe, Rainey i Fan, 2016) i alguns clorobenzens (Qiao et al., 2018a), però 
també s’ha publicat recentment que degraden els etens clorats (Molenda, Quaile i 
Edwards, 2016; Yang et al., 2017b). D’altra banda, bacteris facultatius del gènere 
Desulfitobacterium poden utilitzar compostos alifàtics clorats i aromàtics (per 
exemple, etens clorats i clorofenols) com a acceptors d’electrons (Futagami i Fu-
rukawa, 2016), mentre que els bacteris del gènere Sulfurospirillum poden créixer 
en molts substrats, però només alguns utilitzen els etens clorats com a acceptors 
d’electrons (Goris i Diekert, 2016). Però, entre tots els gèneres descrits fins a l’actua-
litat (Atashgahi, Lu i Smidt, 2016), en destaquen els Geobacter, Dehalococcoides,  
Dehalobacter i Dehalobacterium per la seva capacitat de degradar una àmplia gam-
ma de dissolvents clorats que, a més, són els que es detecten més freqüentment als 
sòls i a les aigües subterrànies de les zones industrials. Del gènere Geobacter, diver-
ses espècies poden transformar el PCE a cis-1,2-dicloroetè (cis-DCE) (Duhamel i 
Edwards, 2006; Sung et al., 2006; Wagner et al., 2012). Del gènere Dehalococcoides 
(Dhc) s’han aconseguit aïllar diverses soques que s’han classificat com a gènere i 
fins a l’espècie Dehalococcoides mccartyi (Atashgahi, Lu i Smidt, 2016; Löffler et al., 
2013). Els Dhc són bacteris anaerobis obligatoris i estan restringits metabòlicament 
a la respiració de clorats, necessiten hidrogen molecular com a donador d’elec-
trons i acetat com a font de carboni (Löffler et al., 2013). Avui dia, s’han descrit di-
verses soques de Dhc que poden utilitzar diferents etens clorats com a acceptors 
d’electrons, així, doncs, en general, els Dhc són els bacteris candidats per transfor-
mar seqüencialment el PCE i/o el TCE fins a l’etè (Cupples, Spormann i McCarty, 
2003; He et al., 2005; Stroo, Leeson i Ward, 2013). En aquesta reacció, es produei-
xen el cis-DCE, que és el metabòlit més comú en la biodegradació del TCE (Bouwer, 
1994), i el VC com a productes intermediaris. Altres receptors d’electrons utilitzats 
pels Dhc inclouen els clorobenzens, els bifenils policlorats, les dioxines, el penta-
clorofenol o el bromofenol (Zinder, 2016). A més, s’han caracteritzat diversos gens 
dels bacteris Dhc, anomenats deshalogenases reductives (rdh), que codifiquen les 
proteïnes que catalitzen cadascuna d’aquestes reaccions dels Dhc. En destaquen els 
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gens PceA, TceA, BvcA i VcrA, que estan implicats en la descloració reductiva se-
qüencial del PCE a etè (Löffler, Ritalahti i Zinder, 2012). La identificació de la fun-
ció de cadascuna d’aquestes proteïnes permet utilitzar els gens que les codifiquen 
com a biomarcadors per avaluar el potencial intrínsec de bioremediació d’un em-
plaçament contaminat (Hug i Edwards, 2013) o predir i controlar l’evolució de la 
descloració reductiva in situ (Müller et al., 2004; Tarnawski et al., 2016). Diverses 
espècies del gènere Dehalobacter poden degradar el PCE i TCE, el cloroform o tri-
clorometà (CF), diversos etans clorats, clorobenzens, el 2,4,6-triclorofenol, el 
2,4,6-tribromofenol, el β-hexaclorociclohexà i l’ftalur durant la descloració reduc-
tiva (Atashgahi, Lu i Smidt, 2016; Chan et al., 2012; Tang i Edwards, 2013; Wong et 
al., 2016). Finalment, d’entre els anaerobis estrictes, la biodegradació de dicloro-
metà (DCM) s’ha descrit únicament en tres gèneres afiliats a la família dels Pepto-
coccaceae: el Dehalobacterium, el Dehalobacter i la Candidatus Dichloromethano-
monas elyunquensis. Tots ells metabolitzen el DCM mitjançant una reacció de 
fermentació (Justicia-Leon et al., 2012; Kleindienst et al., 2017; Lee et al., 2012, 
2015; Mägli, Messmer i Leisinger, 1998; Trueba-Santiso et al., 2017).

Tot i això, els dissolvents clorats també poden ser degradats en condicions òxi-
ques, tant per mitjà de reaccions d’oxidació metabòliques com de cometabòliques. 
Per una banda, en els processos cometabòlics, els bacteris aerobis que degraden 
TPH per mitjà d’enzims oxigenasa poden oxidar fortuïtament els etens clorats, si 
bé aquest tipus de reaccions poden acumular productes intermediaris que generin 
toxicitat (Mattes, Alexander i Coleman, 2010). Per l’altra, assajos de microcosmos 
han suggerit que l’oxidació metabòlica aeròbica del VC és una reacció comuna, 
mentre que l’oxidació aeròbica del cis-DCE és menys freqüent (Abe et al., 2009; 
Coleman et al., 2002; Mattes, Alexander i Coleman, 2010). D’una manera similar, 
els clorobenzens poden ser degradats en presència d’oxigen donat que són com-
postos aromàtics clorats que tenen un anell de benzè substituït per fins a sis àtoms 
de clor (Trueba-Santiso et al., 2022). En aquest cas, els clorobenzens amb quatre o 
menys àtoms de clor són especialment susceptibles a la mineralització microbiana 
aeròbica, procés que no produeix productes secundaris tòxics. S’ha observat aquest 
tipus de degradació aeròbica de clorobenzens, principalment, al fílum Proteobacte-
ria, inclòs l’ordre Burkholderiales, i als gèneres Pseudomonas, Sphingomonas i 
Xanthobacter (Field i Sierra-Alvarez, 2008). Tot i això, també s’ha observat la seva 
mineralització anaeròbica completa a través del metabolisme del benzè, tant en 
microcosmos de laboratori com in situ (Liang et al., 2013; Nijenhuis et al., 2007b; 
Qiao et al., 2018b), si bé la descloració del monoclorobenzè (MCB) a benzè és un 
coll d’ampolla que limita la velocitat de la reacció de degradació (Fung et al., 2009) 
i pot provocar l’acumulació de benzè, compost tòxic i cancerigen. Finalment, al-
guns dissolvents clorats també poden ser degradats per bacteris que no són estric-
tament anaerobis, com els bacteris metilotròfics facultatius que degraden DCM 
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(Muller, Bringel i Vuilleumier, 2011), a més dels diversos bacteris que poden de-
gradar DCM per via aeròbia (Heraty et al., 1999; Hermon et al., 2018; Nikolausz et 
al., 2006; Torgonskaya et al., 2019), o els bacteris anaerobis facultatius com Pseu-
domonas o Xanthobacter que poden degradar els dissolvents clorats mitjançant 
processos cometabòlics (Bhatt et al., 2007). Tot i aquestes possibilitats, els costos i 
la dificultat d’oxigenar les aigües subterrànies poden limitar l’eficàcia d’aquest ti-
pus d’estratègies de bioremediació (Boopathy, 2000).

1.3.3.  Variables de control en els processos de biodegradació

Existeixen diferents metodologies que permeten la caracterització i el segui-
ment dels processos de biodegradació in situ (Bombach et al., 2010; Nijenhuis i 
Kuntze, 2016). Tanmateix, la investigació d’una única línia d’evidència presenta 
incerteses i limitacions si la comparem amb un enfocament multidisciplinari, és a 
dir, amb un estudi integrat que proporcioni línies d’evidència diferents i comple-
mentàries en relació amb el potencial de biodegradació d’un emplaçament conta-
minat (Badin et al., 2016; Courbet et al., 2011; Stelzer et al., 2009). Per aquest mo-
tiu, a continuació es descriuen les variables de control més rellevants que cal tenir 
en compte en l’estudi dels processos de biodegradació de compostos orgànics 
d’origen industrial.

1.3.3.1.  Paràmetres hidrogeoquímics

Atès que la bioremediació depèn de la supervivència i el creixement dels bacte-
ris degradadors, és necessari que les condicions dels aqüífers siguin adequades per 
a la seva reproducció i funció metabòlica. Per tant, les condicions òptimes de tre-
ball (ja siguin naturals o estimulades) quedaran definides a partir de la via de bio-
degradació utilitzada durant el procés de bioremediació.

La primera línia d’evidència del potencial de biodegradació i, per tant, que 
l’aqüífer es troba en les condicions adequades per albergar els bacteris s’obté de 
l’evolució de les concentracions dels compostos d’interès. Les substàncies objec-
tiu en aigües subterrànies inclourien: 1) els anions i cations principals; 2) el subs-
trat o nutrients, i 3) els contaminants. Segons quines siguin les reaccions de bio-
degradació, els contaminants actuaran com a acceptors o donadors d’electrons.

La determinació dels anions i cations com els nitrats, ferro(II) i sulfats propor-
ciona informació sobre la disponibilitat de donadors i/o d’acceptors d’electrons al-
ternatius. Per exemple, el seu consum o la seva reducció química pot aportar evidèn-
cies de l’assoliment de condicions anòxiques i/o de reducció (figura 2) (AFCEE, 
NFESC i ESTCP, 2004; Wiedemeier et al., 1998). L’oxigen dissolt (DO, de l’anglès 
dissolved oxygen) és un altre paràmetre que proporciona informació rellevant: si el 
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valor de DO és ≥ 0,5 mg/L, es considera que les condicions encara són òxiques, però 
si és < 0,5 mg/L, es consideren anòxiques (Carter, Lapham i Zogorski, 2008). No obs-
tant això, en aquest darrer escenari, no tota la biodegradació existent està necessària-
ment lligada a bacteris anaerobis (Rosell et al., 2010). El control del potencial redox 
(Eh) de les aigües subterrànies és també un indicador útil de les condicions redox que 
prevalen a l’aqüífer i, per tant, de les reaccions que es poden produir (figura 2). Per 
exemple, la zona de reacció anaeròbica es crea quan s’aconsegueixen condicions en 
l’interval de reducció del ferro (~ –50 mV) a metanogèniques (~ –240 mV), i el rang 
òptim per a la descloració reductiva dels dissolvents clorats és de –100 a –250 mV 
(Bouwer, 1994; AFCEE, NFESC i ESTCP, 2004). Tot i això, és possible que aquest ti-
pus de reaccions comencin amb valors Eh més elevats, per exemple, entre +200  
i –100 mV per a compostos com el tetraclorur de carboni (CT, de l’anglès carbon te-
trachloride), CF i alguns etans clorats (Elsner i Hofstetter, 2011). I, de la mateixa ma-
nera, amb Eh elevats (> +740 mV), les condicions que prevaldran són les d’oxidació, 
en presència d’oxigen (AFCEE, NFESC i ESTCP, 2004). Alguns dels altres paràme-
tres que cal controlar són el pH i la temperatura (T). Per exemple, l’acidesa generada 
per les reaccions promogudes durant la bioremediació pot afectar l’activitat dels bac-
teris degradadors, per tant, és important que el pH es mantingui dins del rang neutre 
de 6-8 (Adrian i Löffler, 2016a; Yang, et al., 2017a). Pel que fa a la temperatura, el 
creixement òptim dels bacteris es produeix, en general, entre els 25-30 °C, tot i que 
alguns poden sobreviure a 40 °C (Adrian i Löffler, 2016a). També s’ha descrit que els 
bacteris poden créixer a temperatures de fins a 10 °C, per exemple, però és possible 
que el procés de biodegradació s’alenteixi en aquestes condicions.

Figura 2.   Canvis en les condicions redox del sòl, en ordre descendent, promoguts per una injec-
ció ideal de substrat per a una suposada bioestimulació de dissolvents clorats. 
Font:   Adaptat d’AFCEE, NFESC i ESTCP, 2004.
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El seguiment del substrat o dels nutrients es pot aconseguir amb l’anàlisi de les 
seves concentracions i/o les dels productes resultants de la reacció redox objectiu 
o, si aplica, del carboni orgànic dissolt o total present a l’aqüífer (DOC, dissolved 
organic carbon, o TOC, total organic carbon, respectivament). Aquesta informació 
aporta evidències sobre la presència i consum dels reactius i/o de la font de carboni 
per part dels bacteris autòctons i, fins i tot, pot ajudar a dilucidar les vies de reacció 
actives.

Finalment, l’anàlisi de les concentracions dels contaminants i dels possibles 
productes de la biodegradació pot informar sobre els processos bioquímics que 
s’estan produint. La disminució i l’eliminació del compost original i l’augment del 
producte de la reacció objectiu podria indicar l’ocurrència de la biodegradació. 
Però si la bioremediació s’implementa en un sistema obert (és a dir, en un aqüífer 
real), els resultats s’han de prendre amb precaució, ja que una disminució de la 
concentració també pot estar lligada a processos de dilució, sorció, o volatilitza-
ció. Per tant, les variacions en la concentració dels compostos d’interès poden ser 
una línia d’evidència de la biodegradació, però no una confirmació.

1.3.3.2.  Anàlisi d’isòtops estables específics de compostos

L’anàlisi d’isòtops estables es basa en l’existència de dos o més isòtops estables 
d’un mateix element químic que presenten diferents abundàncies a la naturalesa. 
Per exemple, el 98,93 % del carboni està en la forma isotòpica 12C, mentre que no-
més un 1,07 % està en la forma 13C. El mateix passa amb el clor, on el 75,76 % es 
presenta en forma de 35Cl, mentre que un 24,24 % ho fa com a 37Cl. En el cas de 
l’hidrogen, l’isòtop estable 1H representa el 99,9885 %, mentre que el 0,0115 % res-
tant és 2H. I això també passa amb el sofre i l’oxigen, per exemple, on el 32S i el 16O 
són més abundants que els isòtops 33S, 17O i 18O (Laeter et al., 2003). 

Els isòtops estables d’un mateix element presenten gairebé el mateix compor-
tament químic, però, a causa de les diferències de massa, els isòtops més pesants 
formen enllaços químics més curts, més estables i es difonen més lentament que 
els més lleugers. Per tant, aquestes diferències queden reflectides en els processos 
ambientals com poden ser les transformacions bioquímiques, en què es poden 
obtenir diferents velocitats de reacció per als diferents isòtops. Així, els compos-
tos amb enllaços amb isòtops lleugers seran degradats més ràpidament pels bacte-
ris, fet que provoca l’enriquiment d’isòtops pesants en el compost original resi-
dual (reactiu) i l’enriquiment d’isòtops lleugers en el producte de la reacció. 
Aquestes diferències de velocitat i preferències isotòpiques provoquen un canvi 
en la composició isotòpica dels contaminants, que es pot mesurar mitjançant la 
relació d’abundància d’aquests isòtops estables, fenomen que està lligat a la trans-
formació dels contaminants i que es considera significatiu en comparació amb els 
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canvis observats en processos físics com la dilució o l’adsorció (Aelion et al., 2009; 
Hunkeler, Aravena i Butler, 1999). Per tant, la informació obtinguda mitjançant 
isòtops estables es pot considerar definitiva i és una línia directa d’evidència que 
es pot associar a la biodegradació (Aelion et al., 2009; Elsner, 2010).

Addicionalment, l’anàlisi de la composició isotòpica es pot utilitzar per a la 
distribució de fonts (és a dir, identificar quines són les fonts de contaminació i 
quina és la seva contribució a la contaminació total registrada), així com per fer 
un seguiment dels processos de transformació in situ (Elsner, 2010; Hunkeler et 
al., 2008). Per tant, l’anàlisi d’isòtops estables específics de compostos (CSIA, de 
l’anglès compound specific stable isotope analysis) és una tècnica analítica que per-
met avaluar i quantificar l’abast i l’efectivitat dels tractaments de remediació, ja 
siguin biòtics o abiòtics (Aelion et al., 2009). 

Per acabar, l’anàlisi dual d’isòtops (és a dir, l’estudi de més d’un element) mi-
llora la identificació de la font i el comportament dels contaminants a les aigües 
subterrànies. En aquest últim cas, la relació entre els canvis isotòpics entre ambdós 
elements estudiats reflecteix els mecanismes de biodegradació en curs (Elsner, 
2010). Per tant, la informació recollida dels estudis de laboratori es pot comparar 
amb l’obtinguda a partir de mostres de camp per investigar els processos de degra-
dació in situ (Aelion et al., 2009; Bombach et al., 2010; Nijenhuis i Kuntze, 2016).

1.3.3.3.  Tècniques de biologia molecular 

Una altra línia d’evidència que podria informar de la viabilitat o de l’èxit d’una 
estratègia de bioremediació és la presència i/o identificació dels bacteris responsa-
bles de la degradació. Per exemple, per mitjà de la investigació qualitativa i quan-
titativa de la composició de la població microbiana, dels gèneres o espècies pre-
sents i/o actius, o bé dels gens que catalitzen les reaccions d’interès. Les tècniques 
de biologia molecular (MBT, de l’anglès molecular biological tools) inclouen tèc-
niques com la reacció en cadena per la polimerasa (PCR, de l’anglès polymerase 
chain reaction), la PCR quantitativa (qPCR) i la seqüenciació de DNA d’alt rendi-
ment (per exemple, Illumina) (Bombach et al., 2010; Jugder et al., 2016; Löffler, 
Ritalahti i Zinder, 2012).
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2.1.  Objectius

Aquest text de revisió pretén introduir i contextualitzar el fenomen de la con-
taminació dels sòls i de les aigües subterrànies per diferents contaminants orgànics 
d’origen industrial, presentar l’estat de la qüestió de la tècnica de la bioremediació 
aeròbica i anaeròbica i resumir els resultats obtinguts en les investigacions dutes a 
terme en el marc d’una tesi del Pla de Doctorats Industrials (Blázquez-Pallí, 2019), 
amb la col·laboració entre l’empresa Litoclean, SL i la Universitat Autònoma de 
Barcelona, i en relació amb la bioremediació anaeròbica dels dissolvents clorats. 
Així doncs, aquest treball persegueix aprofundir el coneixement sobre els proces-
sos de biodegradació anaeròbica (naturals i estimulats) de dissolvents clorats, en 
aigües subterrànies i en condicions de camp, per tal de millorar les futures estratè-
gies de bioremediació implementades a emplaçaments contaminats. Per fer-ho, 
s’han investigat tres emplaçaments diferents, contaminats per famílies de contami-
nants diferents, i que representen escenaris de complexitat creixent.

2.2.  Emplaçaments d’estudi

2.2.1.  Lloc 1

En el moment de la investigació, el sòl d’aquest primer emplaçament indus-
trial, ubicat a la província de Barcelona (Espanya), estava contaminat amb PCE, si 
bé també s’hi havien detectat concentracions de TCE, cis-DCE i VC. Des d’un 
punt de vista litològic, s’hi van identificar diferents unitats d’argiles, argiles llimo-
ses, llits de gres i, localment, dipòsits quaternaris (sorres, llims, argiles i materials 
antròpics). Així, les aigües subterrànies del lloc es concentren, principalment, en 
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els intervals de gres o microconglomerats que s’intercalen amb la matriu argilosa 
i, a causa de la continuïtat limitada de l’estrat permeable, l’explotació hidrològica 
potencial de la zona és baixa. A escala local, però, quan els piezòmetres o pous 
instal·lats tallen capes de gres, gresos llimosos, argiles llimoses i microconglome-
rats, la conductivitat hidràulica augmenta (figura 3).

Figura 3.  Nivell freàtic (línies blaves, en metres sobre el nivell del mar) representatiu del cabal 
natural d’aigua subterrània a l’emplaçament lloc 1, ubicació dels piezòmetres i fonts de contamina-
ció potencials. Els codis numèrics blaus fan referència als piezòmetres estudiats a l’apartat 3.1 del 
present text i els vermells fan referència als piezòmetres controlats durant la prova pilot in situ 
descrita a l’apartat 3.2. El piezòmetre PZ-2 és el punt d’injecció durant la prova pilot a l’emplaça-
ment.
Font:  Elaboració pròpia (Blázquez-Pallí et al., 2019b).
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2.2.2.  Lloc 2

Aquest emplaçament també es troba en una zona industrial de la província de 
Barcelona (Espanya). Des d’un punt de vista hidrogeològic, està constituït per argi-
les i conglomerats i l’aqüífer té una transmissivitat mitjana de 5-180 m2/dia. En el 
moment de la investigació, a les aigües subterrànies es van detectar concentracions 
elevades de contaminants i producte pur (DNAPL), si bé el plomall de contamina-
ció es considerava finit i contingut. Els principals compostos registrats van ser 
DCM, CF, TCE i MCB, però també es van detectar cis-DCE, VC, PCE, acetona, 
BTEX (benzè, toluè, etilbenzè i xilens) i tetrahidrofurà. 

2.2.3.  Lloc 3

Finalment, aquest emplaçament també es troba en una zona industrial de la 
província de Barcelona (Espanya), però a més de 30 km del lloc 2. Geològicament, 
està constituït per sorres i graves que recobreixen, d’una manera no conforme, 
una capa inferior de granit. Hidrològicament, les aigües subterrànies flueixen 
principalment per la unitat de graves i, en menor mesura, a través del granit més 
fracturat. De la mateixa manera que al lloc 2, en el moment de la investigació es va 
confirmar la presència de DNAPL al sòl, amb la sospita que la font de contamina-
ció encara fos activa. En aquest cas, els contaminants més abundants a les aigües 
subterrànies eren el DCM, CF, TCE i MCB, però també s’hi van detectar acetona, 
toluè, PCE, CT, VC, tetrahidrofurà i benzè.

2.3.  Mètodes

En general, per al desenvolupament de les tres investigacions descrites, es va 
seguir una metodologia integradora que combina: 1) l’estudi d’antecedents histò-
rics i la caracterització hidrogeoquímica dels emplaçaments (pH, conductivitat 
elèctrica, oxigen dissolt, potencial redox i concentracions d’ions principals en ai-
gües subterrànies); 2) l’anàlisi de les concentracions i CSIA dels compostos d’inte-
rès; 3) l’ús de les MBT com la PCR i la seqüenciació del gen 16S rARN; 4) la prepa-
ració de microcosmos anòxics al laboratori, que es van utilitzar com a eina de 
diagnòstic, i 5) assaigs pilot al camp per confirmar la viabilitat i l’èxit en la imple-
mentació d’una estratègia de bioremediació in situ. Aquest conjunt de tècniques es 
van emprar per obtenir línies d’evidència complementàries que fossin capaces de 
descriure i recolzar la viabilitat de les reaccions de biodegradació estudiades i, al-
hora, conèixer i entendre els diferents factors i mecanismes que governaven 
aquests processos, avaluar l’èxit de la descontaminació i/o identificar els potencials 
contratemps que es podrien produir en un futur tractament de bioremediació.
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3.1.  Assaigs de laboratori: avaluació del potencial  
de biodegradació d’un aqüífer

Habitualment, els etens clorats coexisteixen als aqüífers i formen mescles pe-
rilloses i tòxiques com a conseqüència de la mala gestió o l’abocament accidental 
del PCE i el TCE, i de les seves reaccions de descloració reductiva incompletes, 
que alhora generen els subproductes cis-DCE i VC (Bradley, 2000; Stroo i Ward, 
2010). Aquesta reacció de degradació dels etens clorats té com a producte final el 
gas innocu etè i es pot produir d’una manera biòtica pels Dhc, per exemple. 
Aquests bacteris són estrictament anaerobis i, per tant, quan l’oxigen dissolt en 
aigua, el potencial redox o els requeriments nutricionals (font de carboni i hidro-
gen) no són els adequats, l’aqüífer es pot condicionar per mitjà de l’addició de 
substrats orgànics fermentables (per exemple, lactat, metanol o etanol) per pro-
moure les reaccions de biodegradació desitjades (Adrian i Löffler, 2016a; Fennell 
i Gossett, 1998; AFCEE, NFESC i ESTCP, 2004).

Al primer estudi de Blázquez-Pallí et al. (2019a), es va avaluar el potencial de 
bioremediació d’un emplaçament (lloc 1), ubicat en una zona industrial de Barce-
lona i que en el passat havia estat contaminat per PCE. Per a tal fi, primer es va dur 
a terme la caracterització inicial de l’emplaçament, on es van analitzar 10 mostres 
d’aigua subterrània provinents de 10 piezòmetres diferents (figura 3). Els resultats 
van mostrar baixes concentracions dels productes de la biodegradació del PCE a 
les aigües subterrànies (TCE, cis-DCE i VC), la qual cosa constituïa una evidència 
qualitativa de la capacitat intrínseca de descloració reductiva de l’aqüífer, ja que el 
PCE (amb concentracions entre 2,1 µM i 77 µM) havia estat l’únic producte co-
mercial utilitzat a l’emplaçament. De la mateixa manera, un altre indicador quali-
tatiu d’aquesta biodegradació era la concentració dels ions clorur (Cl–), que era 

3.  Resultats i discussió
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entre 3 i 30 vegades més elevada en els piezòmetres impactats que en el piezòme-
tre de referència considerat (MW-4, sense impactar). Per la seva banda, les con-
centracions d’oxigen dissolt (DO) registrades a les mostres estaven entre els 0,2 
mg/L i els 2,0 mg/L; no es van registrar concentracions significatives de Fe total 
(< 0,1 mg/L); la concentració de nitrats va superar els 25 mg/L en quasi tots els 
piezòmetres, i es van detectar sulfats a nivells elevats a la majoria dels piezòmetres 
(valors entre 94 mg/L i 1435 mg/L). Aquests resultats van suggerir que l’aqüífer es 
trobava naturalment en condicions de reducció de nitrats i, per tant, era necessari 
promoure un canvi cap a condicions reductores de sulfats o de metanogènesi per 
tal d’afavorir la descloració reductiva completa del PCE a etè. Addicionalment, les 
mitjanes registrades de la temperatura (19 ºC ± 2 ºC) i del pH (7,4 ± 0,2) de l’aigua 
es van considerar òptimes per als processos de bioremediació. Finalment, l’anàlisi 
CSIA del carboni dels etens clorats va evidenciar que, possiblement, dues fonts de 
PCE diferents s’havien alliberat al sòl (Prof. A i MW-7), fet que hauria causat la 
distribució i el comportament del plomall de contaminació a l’emplaçament (fi-
gura 3). A més, els resultats van indicar que, en condicions naturals, la biodegra-
dació del PCE a TCE i cis-DCE existia, però que la reacció més enllà del cis-DCE 
no era significativa a causa de la geoquímica del sòl.

Al laboratori, l’establiment de microcosmos anòxics va demostrar que, efec-
tivament, el PCE es podia transformar, d’una manera natural, a TCE i a cis-DCE, 
i la detecció dels biomarcadors corresponents (Dhc 16S rARN i gen VcrA) va 
confirmar la presència de Dhc natius amb els enzims necessaris per desintoxicar 
les aigües subterrànies. A part, la seqüenciació del gen 16S rARN va confirmar 
també la presència d’altres bacteris descloradors del gènere Geobacter. Tot i això, 
els microcosmos en condicions naturals van mostrar l’acumulació de cis-DCE, 
que només es va poder evitar amb l’addició de lactat com a substrat orgànic fer-
mentable i el conseqüent canvi en les condicions redox (Bouwer, 1994; Elsner i 
Hofstetter, 2011). Així doncs, amb la bioestimulació es va aconseguir promoure  
i completar la descloració del cis-DCE fins a l’etè, un compost innocu (figura 4).

En definitiva, gràcies a l’ús de diverses tècniques analítiques i les línies d’evi-
dència complementàries obtingudes al laboratori i a camp, els resultats van indi-
car que la millor estratègia per descontaminar l’emplaçament era la bioestimula-
ció amb l’ús del lactat com a donador d’electrons. Així doncs, aquesta metodologia 
multidisciplinària utilitzada per diagnosticar la viabilitat de la biodegradació a 
l’emplaçament va resultar útil per comprendre la idiosincràsia de l’aqüífer i esta-
blir el millor tractament de remediació.
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Figura 4.  Evolució temporal al microcosmos esmenat amb lactat i preparat amb mostra de l’aqüí-
fer del piezòmetre MW-2. A) Descloració reductiva dels etens clorats (●: PCE; ○: TCE; ▲: cis-DCE; 
×: trans‑DCE; ■: VC; □: etè; +: suma dels etens clorats més etè). B) Àcids grassos volàtils (●: lactat;  
□: piruvat; ∆: acetat; ♦: format).
Font:  Elaboració pròpia (Blázquez-Pallí et al., 2019a).
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3.2.  Aplicació al camp: assaig pilot in situ i bioremediació  
a escala de l’emplaçament

Tal com s’ha descrit anteriorment, l’anàlisi CSIA del carboni és útil per obtenir 
evidències dels processos de biodegradació a les aigües subterrànies (Aelion et al., 
2009; Hunkeler, Aravena i Butler, 1999). A més, aquesta tècnica es pot utilitzar per 
quantificar l’abast de la bioremediació in situ i distingir entre diferents rutes meta-
bòliques (Elsner, 2010). D’una manera similar, la composició isotòpica dels possi-
bles acceptors d’electrons no halogenats es pot utilitzar per rastrejar canvis en les 
condicions redox de l’aqüífer, que és un dels factors que controla les reaccions de 
descloració reductiva (figura 2). Per exemple, una CSIA dual és útil per mesurar 
l’abast de la reacció de reducció del sulfat a partir de l’enriquiment en 34S i en 18O en 
el sulfat residual (Wu et al., 2011). Actualment, molts estudis se centren en meto-
dologies per avaluar la viabilitat dels tractaments de biodegradació al laboratori 
(Buchner et al., 2015; Courbet et al., 2011; Ebert et al., 2010; Kuder et al., 2013;  
Lee et al., 2016; Lu, Wilson i Kampbell, 2009; Matteucci, Ercole i Gallo, 2015; Nijen-
huis et al., 2007a; Slater et al., 2001; Tarnawski et al., 2016; Yu et al., 2018), però pocs 
han publicat resultats després d’una aplicació al camp (Herrero et al., 2019; 
Hirschorn et al., 2007; Song et al., 2002). En aquest sentit, existeixen també diver-
ses guies i protocols amb recomanacions per al disseny d’aquests tractaments de 
remediació (Dugat-Bony et al., 2012; Kueper et al., 2014; AFCEE, NFESC i ESTCP, 
2004; Leeson, Stroo i Johnson,  2013; Stroo i Ward, 2010), però, en última instàn-
cia, la majoria presenten enfocaments específics per al lloc en estudi.

És per això que, en el segon estudi de Blázquez-Pallí et al. (2019b), es va conti-
nuar el treball presentat a l’apartat 3.1 i es va aplicar una metodologia isotòpica i 
molecular integrada amb la intenció d’obtenir línies complementàries d’evidència 
per implementar i controlar, d’una manera eficient, un tractament in situ de bioes-
timulació amb lactat. Així doncs, en el mateix emplaçament ja esmentat (lloc 1), i a 
partir de les conclusions obtingudes al laboratori, es va dur a terme una prova pi-
lot in situ de bioestimulació que es va monitorar mitjançant una metodologia més 
completa que la utilitzada al laboratori, i per mitjà dels indicadors i anàlisis se-
güents: 1) hidroquímica, incloent-hi el potencial redox i la concentració d’espè-
cies sensibles al redox, etens clorats, lactat i acetat; 2) la seqüenciació del gen 16S 
rARN de diverses mostres d’aigua subterrània, i 3) l’anàlisi CSIA del carboni dels 
etens clorats i del sofre i l’oxigen dels sulfats.

La prova pilot in situ va durar uns 190 dies i va consistir en una sola injecció 
de lactat (donador d’electrons) en un sol piezòmetre (PZ-2). Tot i això, el segui-
ment de la prova pilot es va realitzar tant en el punt d’injecció com en 6 piezòme-
tres del voltant (figura 3). A partir de la seqüenciació d’alt rendiment de la regió 
16S rARN de diverses mostres d’aigua provinents del punt d’injecció i dels de se-
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guiment, es va observar que l’addició de lactat va induir un canvi en la comunitat 
microbiana cap a la predominança de bacteris fermentadors (Fennell, Gosset i 
Zinder, 1997; He et al., 2007; Tegtmeier et al., 2016), que serien els responsables 
de fermentar el lactat injectat i promoure la formació d’acetat i l’alliberació de 
l’hidrogen necessari per als Dhc. A les mostres de camp, però, amb prou feines es 
va detectar el fílum Chloroflexi (al qual pertany el gènere Dhc) a causa de la seva 
baixa abundància natural, en comparació amb el nombre total de microorganis-
mes presents als aqüífers. El seguiment de les concentracions d’ions principals 
(SO4

–2, NO3
–, HCO3

–, Cl–, Na+, K+, Ca+2, Mg+2), de les condicions geoquímiques 
(Eh i pH) i dels isòtops estables del sofre i l’oxigen dels sulfats va permetre enten-
dre l’efecte de la injecció de lactat sobre la hidroquímica del aqüífer. Aquest enfo-
cament va demostrar que, abans de la injecció, l’aqüífer es trobava naturalment en 
condicions reductores de nitrats, en què només la biodegradació del PCE i el TCE 
és factible, i que la bioestimulació amb un donador d’electrons va promoure un 
canvi cap a condicions reductores de sulfats i de metanogènesi. Aquest canvi va 
ser més notori al pou d’injecció PZ-2, així com als pous de seguiment PZ‑6, MW-6 
i PZ-1 (figura 3), fet que coincideix amb la disminució observada en les concen-
tracions de NO3– i SO4

–2, i en els canvis observats en la composició isotòpica dels 
sulfats (S-O). En definitiva, l’assoliment de condicions reductores de sulfat va 
confirmar el potencial per completar la biodegradació in situ dels etens clorats, ja 
que aquestes condicions permeten la transformació del cis-DCE i VC a etè 
(Bouwer, 1994). A més, els resultats van revelar que el pH es va mantenir dins del 
rang de 6-8, l’òptim per als bacteris anaerobis responsables de la descloració re-
ductiva (Yang et al., 2017a). Així doncs, a partir d’aquestes línies d’evidència es va 
confirmar que els piezòmetres amb absència de lactat van mostrar un menor aug-
ment de bacteris fermentadors en la seva població i un canvi no significatiu en les 
condicions redox.

Pel que fa a l’evolució de les concentracions dels dissolvents clorats, del lactat 
injectat (àcids grassos volàtils) i dels isòtops estables del carboni dels contami-
nants, els resultats van confirmar que la bioestimulació al piezòmetre PZ-2 es va 
correspondre amb la transformació del lactat a acetat, la biodegradació completa 
dels etens clorats (sense acumulació de cis-DCE i VC) i la formació d’etè (figura 5). 
Indicis d’aquesta mateixa evolució també es van observar als punts en què s’havia 
confirmat el canvi en les condicions redox (PZ-6, MW-6 i PZ-1; figura 3) i que, 
per tant, van quedar dins el radi d’influència de la bioestimulació assajada. 

Donat l’èxit de la prova pilot in situ, l’empresa Litoclean, SL va dissenyar i im-
plementar el projecte de bioremediació del sòl en aquest lloc, que va consistir en 
una bioestimulació amb lactat a tot l’emplaçament. Al cap d’un any de tracta-
ment, i a partir de noves anàlisis CSIA del carboni, es va confirmar que la desclo-
ració del PCE a etè estava ocorrent a tots els piezòmetres investigats i sense una 
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acumulació significativa de compostos intermediaris tòxics i carcinògens, com és 
el cas del VC.

En definitiva, la metodologia multidisciplinària proposada i validada en 
aquesta investigació es pot integrar fàcilment com a eina en el control, el segui-
ment i l’avaluació de l’èxit de les aplicacions de bioremediació in situ dels etens 
clorats, i permet reduir les incerteses relacionades amb aquest tipus de tracta-
ments de les aigües subterrànies.

Figura 5.  Evolució temporal dels paràmetres monitorats al pou PZ-2 durant la prova pilot in situ: 
A) concentració d’etens clorats; B) composició i balanç isotòpic del carboni; C) concentració dels 
àcids orgànics (VFA, àcid gras volàtil, de l’anglès volatile fatty acid), i D) potencial redox (Eh). 
δ13Csum: balanç isotòpic del carboni.
Font:  Elaboració pròpia (Blázquez-Pallí et al., 2019b).
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3.3.  Investigació del potencial de biodegradació i de l’origen  
de les fonts de contaminació en dos emplaçaments 
multicontaminats

A diferència dels apartats anteriors, el més habitual és que els aqüífers d’arreu 
del món estiguin afectats, no només per una família de contaminants, sinó per 
diverses d’elles que esdevenen mescles tòxiques complexes molt difícils d’elimi-
nar. Per aquest motiu, és habitual trobar aqüífers contaminats en què coexisteixen 
substàncies com els etens i els metans clorats, clorobenzens, altres substàncies ha-
logenades, BTEX, additius oxigenats del combustible com l’èter tert-butil metílic 
(MTBE) i l’etil tert-butil èter (ETBE), i TPH, entre d’altres. En aquests escenaris, 
la biodegradació microbiana es pot veure afectada, i fins i tot inhibida, pels cocon-
taminants. Aquesta informació és rellevant per preveure l’eficiència de l’atenua-
ció natural o de les estratègies de bioremediació estimulades. Per exemple, els 
efectes inhibidors del CF en processos microbians clau com la metanogènesi i la 
descloració reductiva dels etens i etans clorats és ben coneguda (Weathers i Par-
kin, 2000; Wei et al., 2016). A més, també s’ha descrit que el CT i el CF s’inhibei-
xen mútuament la seva biodegradació (Lima i Sleep, 2010; Grostern et al., 2010; 
Justicia-Leon et al., 2014). Finalment, diversos estudis de laboratori han aplicat 
l’anàlisi dual d’isòtops C-Cl per descriure els mecanismes de transformació biò-
tica i abiòtica del DCM (Chen et al., 2018; Heraty et al., 1999; Torgonskaya et al., 
2019) i del CF (Heckel et al., 2017, 2019; Rodríguez-Fernández et al., 2018; Tor-
rentó et al., 2017), però, segons el coneixement de l’autora, encara no s’ha publicat 
cap estudi amb l’aplicació d’una anàlisi C-Cl CSIA en emplaçaments contami-
nats per DCM.

Així doncs, en el tercer estudi de Blázquez-Pallí et al. (2019c) es va investigar 
el potencial de biodegradació de dos emplaçaments (lloc 2 i lloc 3) que estaven 
contaminats per múltiples substàncies utilitzades habitualment a la indústria 
(principalment, DCM, CF, TCE i MCB) i també el possible origen de les fonts de 
contaminació. Aquest treball es va realitzar, altra vegada, a través d’una metodo-
logia multidisciplinària que va avaluar les diferents línies d’evidència descrites 
amb anterioritat, entre les quals s’inclou l’estudi C-Cl CSIA per dilucidar l’ori-
gen dels plomalls de contaminació registrats i la preparació de microcosmos anò-
xics, simulant les estratègies de bioestimulació i bioaugmentació, per avaluar-ne 
la viabilitat.

Al lloc 2, la caracterització hidrogeoquímica va evidenciar que l’aqüífer pre-
sentava condicions redox mixtes i que la majoria de mostres analitzades es troba-
ven en condicions anòxiques, per tant, podrien afavorir les reaccions de desclora-
ció reductiva. A més, la temperatura i el pH també eren adequats per a la 
supervivència dels bacteris autòctons. Pel que fa al plomall de contaminació, el CF 
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era el compost amb concentració més elevada (454 mg/L), seguit del MCB 
(82,7 mg/L), el TCE (47,2 mg/L) i el DCM (1,47 mg/L). Finalment, les composi-
cions isotòpiques del C i del Cl provinents de les mostres de camp van ser consis-
tents amb els resultats obtinguts en els microcosmos preparats al laboratori, que 
van mostrar la capacitat de biodegradació del CF, del DCM i del TCE, però també 
l’acumulació del MCB, en no poder ser degradat. A més, la identificació del Deha-
lobacter sp. en els cultius de laboratori encara va donar més força al potencial bio-
degradador de l’aqüífer per eliminar els metans clorats (figura 6).

Figura 6.  Composició mitjana de la comunitat bacteriana al pou PI-2 (lloc 2).
Font:  Elaboració pròpia (Blázquez-Pallí et al., 2019c).
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Al lloc 3, la caracterització hidrogeoquímica va evidenciar que l’aqüífer també 
presentava condicions redox mixtes, però que la majoria de mostres analitzades 
es trobaven en condicions òxiques, fet que limitaria l’ocurrència de reaccions de 
descloració reductiva. Tot i això, la temperatura i el pH eren adequats per a la su-
pervivència dels bacteris autòctons. Pel que fa al plomall de contaminació, el CF 
era el compost amb concentració més elevada (272 mg/L), seguit del DCM 
(27 mg/L), el TCE (1,7 mg/L) i el MCB (0,88 mg/L). En aquest cas, però, les com-
posicions isotòpiques del C i del Cl provinents de les mostres de camp van indicar 
molt poca transformació del DCM, el CF i el TCE, i els resultats dels microcosmos 
al laboratori van evidenciar que la biodegradació de tots els compostos era lenta, 
ineficient i estava fortament inhibida, fins i tot en el cas dels microcosmos que si-
mulaven l’estratègia de bioaugmentació i que havien estat preparats amb dos con-
sorcis bacterians comercials i especialitzats en la degradació d’aquestes substàn-
cies. Aquesta incapacitat dels inòculs utilitzats de biodegradar els contaminants 
d’una manera eficient va suggerir que, probablement, hi havia problemes d’inhi-
bició. Una explicació plausible podria ser la cocontaminació que hi havia a les ai-
gües subterrànies, concretament, la presència de CT, que s’havia detectat en 
aquest aqüífer en el passat, i que és un inhibidor conegut de l’activitat microbiana 
i de la degradació del CF en particular (Lima i Sleep, 2010; Grostern et al., 2010; 
Justicia-Leon et al., 2014; Wei et al., 2016).

Per acabar, la C-Cl CSIA realitzada a partir dels resultats obtinguts a les ca-
racteritzacions dels dos emplaçaments i dels valors de referència de la literatura va 
permetre descobrir l’origen comercial del CF i del DCM detectats a les aigües sub-
terrànies d’ambdós emplaçaments. És a dir que havien estat abocats al sòl i que no 
eren subproductes d’altres reaccions de biodegradació in situ. D’una manera si-
milar, també es va poder descartar que el benzè detectat a les aigües provingués de 
la biodegradació natural del MCB, donada la incapacitat del medi per transfor-
mar aquest compost.

Aquesta investigació es va focalitzar en la correlació entre la composició iso-
tòpica dels dissolvents clorats i la informació del potencial de biodegradació ob-
tinguda amb els experiments de microcosmos. Per això, l’ús d’una metodologia 
integradora que combina diferents tècniques analítiques va permetre demostrar 
el potencial de biodegradació intrínsec del lloc 2 per transformar completament el 
CF, el DCM i el TCE, però no el MCB. En canvi, els resultats del lloc 3 van sugge-
rir que la inhibició estava impedint la transformació eficient de tots els compostos 
d’interès. Una vegada més, aquesta metodologia va demostrar que l’enfocament 
multimètode permet detectar possibles contratemps que podrien sorgir en una 
futura aplicació de bioremediació i recopilar dades que poden ajudar a prendre 
decisions in situ. Tenint en compte aquests resultats, i pensant en futures estratè-
gies de bioremediació viables per a cadascun d’aquests llocs, la implementació 
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d’un tren de tractament (és a dir, una combinació o seqüència temporal de dife-
rents estratègies correctives dirigides a diferents famílies o grups de contami-
nants) podria ser l’enfocament òptim per a la desintoxicació d’aquests aqüífers. 
Així, per exemple, al lloc 2 es podria aplicar, primer, una bioestimulació amb lac-
tat per degradar anaeròbiament tant els metans com els etens clorats (descloració 
reductiva). Posteriorment, donada la persistència del MCB en condicions anòxi-
ques i la presència d’altres contaminants d’origen hidrocarburat (BTEX i aceto-
na), es podria implementar una bioestimulació aeròbia amb l’objectiu de pro-
moure reaccions d’oxidació d’origen biològic que poguessin corregir l’afecció 
orgànica romanent. D’altra banda, considerant la inhibició de la biodegradació 
observada al lloc 3, una possible forma de procedir seria atacar la zona focus amb 
algun tipus de tractament fisicoquímic per tal de reduir dràsticament les concen-
tracions a les aigües subterrànies. Posteriorment, caldria avaluar de nou si l’activi-
tat biològica d’origen microbià es pot recuperar o si, per contra, segueix inhibida i 
seria més adequada la implementació d’un tractament d’oxidació química in situ 
(ISCO, in situ chemical oxidation) amb l’objectiu d’eliminar l’afecció romanent.
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Les tres investigacions dutes a terme en el camp de la bioremediació de compos-
tos orgànics d’origen industrial, en concret, sobre els processos de biodegradació 
anaeròbia dels dissolvents clorats (Blázquez-Pallí et al., 2019a, 2019b i 2019c), 
avalen l’ús d’una metodologia integradora que permet l’estudi i la recollida de 
dades complementàries i ajuda a prendre decisions in situ. Demostren que és una 
eina valuosa per investigar la viabilitat de les estratègies de bioremediació, identi-
ficar els possibles contratemps que poden sorgir i fer el seguiment dels tracta-
ments un cop ja han estat aplicats.

En particular, els resultats mostren que les condicions hidrogeoquímiques 
dels aqüífers exerceixen un control primari sobre les reaccions de biodegradació 
anaeròbia. Això es va observar al lloc 1 i al lloc 2, on va ser necessària l’addició 
d’un donador d’electrons per estimular canvis en les condicions del medi i com-
pletar la descloració reductiva dels etens clorats a etè.

D’altra banda, s’ha comprovat també que la CSIA és una tècnica versàtil i útil 
per fer el seguiment del procés de biodegradació i proporcionar informació relle-
vant sobre les possibles reaccions que tenen lloc in situ. En els treballs presents, la 
CSIA s’ha utilitzat per determinar si, en els aqüífers estudiats, es produïen trans-
formacions bioquímiques d’una manera natural; per a la investigació de l’origen i 
la distribució de les fonts de contaminació, i com a eina qualitativa per avaluar 
l’abast i l’èxit d’un procés de biodegradació. Tanmateix, la CSIA presenta algunes 
limitacions si no es complementa amb altres línies d’evidència. Per exemple, la de-
tecció de canvis significatius en les composicions isotòpiques dels compostos d’in-
terès també pot indicar la fuita de diferents dissolvents, és a dir, no sempre estan 
lligats a la biodegradació. A més, la coocurrència de diferents transformacions o 
rutes (bio)químiques pot donar lloc a la superposició de resultats, fet que podria 
evitar la identificació inequívoca de la reacció o del degradador responsable. Final-

4.  Conclusions
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ment, en escenaris en què la font encara és activa, la fuita de contaminant contínua 
pot emmascarar la biodegradació in situ, que caldria demostrar mitjançant altres 
tècniques.

Les MBT com l’anàlisi de la regió del 16S rARN i la PCR són útils per identifi-
car bacteris i enzims associats a la desintoxicació de contaminants i es poden uti-
litzar com a biomarcadors in situ per confirmar la presència dels gens necessaris 
per a la biodegradació completa dels contaminants objectiu. A més, aquestes tèc-
niques també són útils per investigar l’evolució de la diversitat microbiana durant 
els tractaments de bioremediació. No obstant això, les MBT també presenten al-
gunes limitacions, ja que la detecció no confirma l’activitat bacteriana i, per tant, 
la capacitat de realitzar la reacció investigada. Per a això, les tècniques transcrip-
tòmiques són més adequades.

Els microcosmos derivats de camp (és a dir, microcosmos construïts amb 
mostres de sòls i/o d’aigües subterrànies) són capaços de reproduir amb força fi-
delitat les condicions dels aqüífers i, per tant, els processos que podrien tenir lloc 
in situ. Així, els estudis de tractabilitat poden anticipar l’èxit o el fracàs d’una pos-
sible aplicació, fet que pot estalviar o redirigir les inversions de temps i diners. A 
més, amb experiments d’aquest tipus, també es pot descartar l’acumulació de pro-
ductes intermediaris tòxics i identificar les vies de degradació dels contaminants.

En definitiva, les tècniques de diagnòstic usades per recopilar línies d’evidèn-
cia de la biodegradació són útils per fer un seguiment adequat del procés de bio-
degradació tant al laboratori com al camp. Així, l’avaluació integrativa dels resul-
tats permet una millor comprensió de l’ecosistema objecte d’estudi, de manera 
que és més fàcil identificar els punts forts i els punts febles d’un futur tractament 
de bioremediació.
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Aquest text de revisió demostra que la tecnologia de la bioremediació és una cièn-
cia madura, eficient i sòlida que es pot aplicar in situ amb èxit si es fa un seguiment 
adequat de les variables de control. Lamentablement, però, el nombre d’emplaça-
ments que s’han descontaminat mitjançant tractaments biològics a Catalunya en-
cara és molt baix.

Segons l’opinió de l’autora, això es deu a la bretxa encara existent entre ciència 
i indústria, que es podria reduir per mitjà de la transferència de coneixement entre 
l’Administració i/o autoritats responsables, les consultories i el món acadèmic, i el 
finançament per al desenvolupament de recerca aplicada. En aquest sentit, encara 
cal, també, molta ciència bàsica que doni suport a la ciència aplicada i a la presa de 
decisions durant els tractaments de bioremediació. Així, cal trobar nous mecanis-
mes de degradació de les substàncies químiques que són àmpliament utilitzades a 
les indústries i que es detecten freqüentment al sòl i a les aigües subterrànies. La 
recerca hauria d’incloure, per exemple, la investigació i l’aplicació de noves vies de 
biodegradació metabòlica i cometabòlica de contaminants d’origen industrial (or-
gànics i inorgànics); de nous biomarcadors, tant per als bacteris com per als enzims 
funcionals que degraden aquests contaminants, i del fraccionament isotòpic mul-
tielement de més bacteris degradadors per tal de millorar la interpretació de dades 
de camp i el disseny d’una estratègia de remediació adequada. De la mateixa mane-
ra, caldria estudiar amb profunditat l’efecte de la cocontaminació dels aqüífers so-
bre els bacteris degradadors i els possibles processos de degradació que es poden 
produir en aqüífers complexos multicontaminats. Aquest tipus d’interaccions en-
tre contaminants i microorganismes encara no s’ha estudiat a fons, però és molt 
rellevant, ja que pot comprometre l’èxit de la bioremediació, per exemple, per pro-
blemes d’inhibició. Finalment, és essencial l’aplicació eficient d’estratègies de re-
mediació consecutives per optimitzar la descontaminació dels aqüífers, per exem-

5.  El futur de la bioremediació
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ple, amb l’ús de trens de tractament. La bioremediació d’un aqüífer multicontaminat 
podria dependre de la presència de diferents bacteris que, al seu torn, podrien re-
querir diferents condicions hidroquímiques. En aquest sentit, els trens de tracta-
ments podrien incloure l’addició de diversos estimulants per adequar les condi-
cions dels aqüífers als diferents bacteris autòctons o combinar tècniques biòtiques 
amb abiòtiques, com ara el ferro de valent zero (ZVI, de l’anglès zero-valent iron), 
l’oxidació química in situ (ISCO) o la reducció química in situ (ISCR, in situ chem-
ical reduction), per transicionar i crear una sinergia entre les diferents estratègies 
de remediació i aprofitar les interaccions cooperatives que es puguin produir. Un 
altre aspecte interessant dels trens de tractament seria la combinació d’estratègies 
òxiques i anòxiques tenint en compte les diferents condicions redox que es poden 
trobar al llarg del plomall de contaminació i la diversitat dels mecanismes de bio-
degradació dels metabòlits que podrien ser potencialment produïts.

Afortunadament, l’escenari d’innovació científica i tecnològica actual és espe-
rançador, ja que cada cop hi ha més col·laboracions i transferència de coneixe-
ment entre empresa i universitat que segur que promouran un gran avenç en 
aquest camp i tindran un impacte significatiu en l’aplicació d’estratègies de biore-
mediació in situ, tal com s’ha demostrat amb els resultats obtinguts en la tesi doc-
toral descrita en aquest text de revisió.
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Estratègies de bioremediació en aqüífers contaminats 

Els bacteris tenen un paper fonamental en el funcionament i la salut dels eco-
sistemes terrestres i aquàtics, ja que participen i controlen els principals pro-
cessos biogeoquímics que tenen lloc al sòl. No és d’estranyar, doncs, que la 
ciència i la tecnologia hi vulguin recórrer quan es produeix un episodi de con-
taminació ambiental i es vol restaurar la qualitat de les aigües i els sòls afectats. 
Per aquest motiu, la bioremediació, que es fonamenta en l’ús del metabolisme 
dels microorganismes per transformar i biodegradar els contaminants, és una 
ciència madura, eficient i sòlida que s’estudia des de fa dècades arreu del món 
i una tecnologia a l’alça. A més, l’avenç de la seqüenciació genètica, l’anàlisi 
d’isòtops estables, la microbiologia i l’ecologia ha permès una millor com-
prensió d’aquests ecosistemes i dels processos bioquímics associats. Per tant, 
avui dia, és possible disposar de prou informació per fer un seguiment adequat 
de les variables que controlen les reaccions de biodegradació i aplicar aquestes 
estratègies de descontaminació in situ. Aquest text de revisió pretén introduir 
i contextualitzar el fenomen de la contaminació dels sòls i de les aigües sub-
terrànies per diferents contaminants orgànics d’origen industrial; presentar 
l’estat de la qüestió de la tècnica de la bioremediació aeròbica i anaeròbica, 
i resumir els resultats obtinguts en les tres investigacions dutes a terme en 
el camp de la bioremediació anaeròbica dels dissolvents clorats i en el marc 
d’una tesi del Pla de Doctorats Industrials (col·laboració entre Litoclean, SL 
i la Universitat Autònoma de Barcelona). Les conclusions d’aquesta recerca 
demostren l’efectivitat de les tècniques de bioremediació i avalen l’ús de la me-
todologia usada per tal d’implementar-les, d’una manera exitosa, en aqüífers 
contaminats.
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