Articulo de Revision

Hechos Microbiol. 2014; 5(1); 36-50.
© 2014 por la Universidad de Antioquia
http://www.udea.edu.co/hm

Potenciadores en el proceso de remocion bioldgica de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PHAS)

Enhancers in the biological removing process of polyciclic aromatic hydrocarbons (PHASs)

Estefany Quiceno Pérez.z*, Leonardo Alberto Rios Osoriot.

RESUMEN

INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son un tipo de contaminantes ambientales, formados a partir de la ig-
nicién incompleta de los combustibles fésiles, durante eventos naturales y/o actividades humanas; por tanto estin siendo
constantemente acumulados en el ambiente. La principal forma de eliminar estos HAP es mediante la biorremediacién a
partir de la capacidad de microorganismos para degradar compuestos altamente toxicos y recalcitrantes. Los procesos de
biorremediacién pueden verse intensificados mediante la implementacién de potenciadores, los cuales son sustancias o
compuestos que apoyan las técnicas de remediacion usadas actualmente mejorando los resultados obtenidos.

OBJETIVO
Describir los potenciadores implementados en la degradaciéon biologica de HAP a partir de la literatura cientifica.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una revision sistematica de la literatura cientifica de los ultimos 10 afios. La busqueda se realiz6 en las bases de
datos Springerlink y en el metabuscador ScienceDirect, se empled la ruta de busqueda (biodegradation AND (Polyeyclic Hydrocar-
bons Aromatic OR PHA) AND enhancer AND soil).

ResuLTADOS

Se obtuvieron 22 articulos para la realizacion de la revision sistematica, 15 de Sciencedirect y 7 de Springer, y se comple-
mentaron con 1 tesis de maestrfa y un articulo de revista no indexada. Se describen los diferentes potenciadores reportados,
su naturaleza, usos y porcentajes de potenciacién de la accion biorremediadora.

CONCLUSIONES
El uso de nitrégeno y algunos tipos de microorganismos generan un aumento en el efecto bioremediador de los PHAs.
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OBJECTIVE
To describe enhancers implemented in the biological
degradation of PAHs from the scientific literature.

MeTHoDS

A systematic review of the scientific literature of the
past 10 years was conducted. The search was realized
on the Springerlink database and ScienceDirect metase-
arch, the search path (biodegradation AND (Polyeyclic
Hydrocarbons Aromatic OR PHA) AND enbancer AND

soil) was used.

ResuLts

22 articles to develop the systematic review, 15 of Se-
encedirect and 7 of Springerlink were obtained and were
complemented by one master’s thesis and one non-
indexed journal article. Different enhancers, nature,
uses and percentages of enhancement of bioremedia-
tion action were described.

CONCLUSIONS
The use of nitrogen and some microorganisms gen-
erate an increase in the bioremedial effect of PHAs.

Kevyworps
Biodegradation, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,
Enhancet, soil.

INTRODUCCION

Los hidrocarburos de petrdleo son un tipo de com-
bustible fésil y peligroso contaminante organico, los
cuales estan presentes de forma natural en el medio
ambiente y especialmente en suelos industriales. Su
composicion quimica es sumamente compleja y varia-
ble, la cual se caracteriza por tener diferentes estruc-
turas de variado peso molecular.!

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)
hacen parte de estos hidrocarburos de petréleo y es-
tan compuestos por dos o mas anillos de benceno fu-
sionados, son altamente hidréfobos y por tanto, son
absorbidos ficilmente en suelos y lodos.? Estos hidro-
carburos se forman principalmente durante la quema
incompleta de los combustibles fésiles asi como por
los vertidos de petrdleo crudo o refinado, lo que resul-
ta en una contaminacién generalizada de la superficie
y el subsuelo.’

La contaminacién del medio ambiente por HAP
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esta asociada con la produccion industrial y la inade-
cuada e ilegal eliminacién de residuos de materiales
que contienen HAP. Sitios contaminados con éstos
son también comunmente asociados a derrames acci-
dentales y fugas de tanques de almacenamiento.?

Los HAP pueden permanecer en el aire durante
largos periodos de tiempo absorbidos sobre particulas
y pueden ser transportados a grandes distancias an-
tes de que entren en suelo o agua.* Ademas, también
pueden acumularse en la biota. Las plantas absorben
del suelo los HAP de bajo peso molecular y lo trans-
portan facilmente a través de sus tejidos alterando el
normal desarrollo de la vegetacion.*

El destino de los HAP en los suelos y sedimentos
estd relacionado con su solubilidad, biodisponibilidad,
biodegradabilidad, adsorcién y desorcion® Por tal
motivo, actualmente existen diversas estrategias para
la eliminacién directa de estos compuestos. Una de
ellas es el lavado del suelo empleando disoluciones a
base de agua y aditivos quimicos, este es un proceso
mecanico de separacién con un enfoque eficaz y de
rapida rehabilitacién, siempre que los agentes de ex-
traccion sean amigables con el medio ambiente y de
bajo costo. En este sentido, los tensoactivos naturales
se han utilizado con éxito para solubilizar HAP, ade-
mas se han empleado como agentes de lavado y como
potenciadores de las tasas de degradacion debido a la
mejora de la biodisponibilidad del contaminante.*

Adicionalmente, existen métodos fisicos utilizados
para recuperar petroleo pesado y sus derivados, pero
éstos son costosos y dan lugar a mas contaminacion
del medio ambiente.® Por tanto, el nivel de conta-
minacién ambiental se vuelve mas grave mientras la
cantidad de hidrocarburos aumenta. Por esto, es im-
portante desarrollar métodos de biorremediacion que
permitan la depuracién de ambientes contaminados
con aceites pesados por los microorganismos para ha-
cer frente a este problema critico.®

La biorremediacién es una estrategia de limpieza
emergente para suelos contaminados con HAP. Este
es un proceso influenciado por mecanismos de sor-
cién, adsorcién o desorciéon, que determinan la accesi-
bilidad de los contaminantes organicos e inorganicos
a los organismos que estan presentes.’

Esta estrategia utiliza el potencial metabdlico de or-
ganismos, principalmente bacterias, para reducir o eli-
minar riesgos medioambientales por medio de la trans-
formacion o degradacion de contaminantes otganicos.'

La baja solubilidad acuosa y altas propiedades ab-
sorbentes de los HAP obstaculizan la biodegradacion
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de éstos en el suelo. La disponibilidad de un com-
puesto para la transformacion extracelular o la capa-
cidad para ser transportado a través de la membrana
para el metabolismo intracelular puede ser el factor
mas importante que limita la biorremediacion.”

En las dltimas décadas, la liberaciéon de contami-
nantes al ambiente ha superado los mecanismos na-
turales de reciclaje y autodepuracion de los ecosiste-
mas receptores. Por esta razén, hoy en dfa existe la
necesidad de implementar procesos que aceleren o
potencialicen la degradacion de estos contaminantes.”
En este sentido, la adicién de emulsionantes, agentes
solubilizantes (incluyendo los sintéticos) y agentes
tensoactivos naturales, ha sido considerada para mejo-
rar la disolucién de los HAP para su postetior biode-
gradacion.? También estos compuestos se encuentran
a menudo, en los suelos deficientes en nutrientes y
en materia organica por lo que la aplicacién de ferti-
lizantes nitrogenados y fosforados ha sido igualmente
evaluada en su capacidad para estimular la actividad
microbiana, mediante el aumento de la biodisponibili-
dad de los contaminantes.’

En la literatura se mencionan diversos métodos y
formas de potenciar estos procesos de remocion, lo
cual hace necesatrio realizar una revision sistematica
que recopile de manera organizada y sintética la infor-
macién de estos potenciadores, con el propdsito de
facilitar el acceso a dicha informacién a personas que
estén trabajando a profundidad con el tema.

El objetivo principal de esta revisién es describir
los potenciadores mas utilizados en la degradacion
biolégica de HAP de acuerdo con la literatura cienti-
fica, comprendida entre agosto/2004 y agosto/2014.

MATERIALES Y METODOS

Se disend una revision sistematica de la literatura cien-
tifica bajo el método PRISMA, con el fin de respon-
der la pregunta de investigacién: ¢Cuales son los po-
tenciadores mas utilizados en el proceso de remocién
biolégica de hidrocarburos aromaticos policiclicos
segun la literatura cientifica de los dltimos 10 aflos?
La busqueda de articulos se realizé en la base de da-
tos Springerlink y en el metabuscador ScienceDirect, pot
especificidad utilizando las palabras obtenidas del des-
criptor de las ciencias de la salud Desc y por sensibili-
dad mediante la combinacién de los términos “AND”
y “OR”, con las cuales se cred la ruta de busqueda
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(biodegradation AND (Polycyclic Hydrocarbons Aromatic
OR PHA) AND enhancer AND soil).

La primera filtracién a los articulos elegidos fue
una filtracion técnica, la cual se realizé sélo en revistas
indexadas y definida por varias condiciones de bus-
queda referidas al idioma, tiempo y tipo de articulo
buscado. Los articulos debian estar esctitos en inglés,
haber sido publicados en los ultimos 10 aflos y ser
articulos originales, la vigencia se delimit6 teniendo en
cuenta sélo los articulos comprendidos entre agosto
de 2004 hasta agosto de 2014, y asi evitar fluctuacio-
nes en el numero de articulos.

Las citas encontradas fueron importadas al soft-
ware de gestion de referencias EndNote Web donde
se verifico la presencia de articulos repetidos entre las
diferentes bases de datos con el fin de eliminar dupli-
cados.

En el estudio se incluy6 los articulos que contenfan
aspectos relacionados con “biodegradacion”, “poten-
ciadores” en procesos de remocién y que este proceso
de remocion se realizara en “suelos”. Se excluyoé aque-
llos articulos cuyos potenciadores fueran eclementos
relacionados con biologfa molecular y degradacion
quimica del compuesto y ademas, los articulos que no
indicaran la cuantificacién o control del proceso de re-
mocién, los cuales permitirfan evaluar el aumento en la
biodegradacion del HAP con el potenciador.

Los articulos obtenidos en este ultimo filtro fueron
complementados, por exhaustividad, con la literatura
gris obtenida en el buscador de google scholary referida a
tesis de maestria y doctorado, documentos e informes
técnicos y articulos cientificos publicados en revistas no
indexadas, con base en la ruta de busqueda definida.

RESULTADOS

La implementacion del protocolo de busqueda descri-
to anteriormente arrojé un total de 91 articulos, 55 del
motor de basqueda Sciencedirecty 36 de la base de datos
Springerlink. Después de la importacién de articulos al
software de gestion de referencias EndNote, se ob-
tuvo el mismo numero de articulos por no haberse
encontrado duplicados entre las bases de datos. Pos-
terior a esto, se evaluaron los articulos con base en la
introduccién, metodologfa y resultados de cada uno.
En este paso fueron eliminados 69 articulos por no
cumplir con los criterios de inclusién determinados
y/o cumplir los critetios de exclusion, quedando un
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Figura 1. Esquema de la estrategia de bisqueda y resultados obtenidos.

total de 22 articulos para la realizacion de la revision
sistematica, 15 de Sciencedirect y 7 de Springer (Figura 1).

Aplicando el criterio de exhaustividad se obtu-
vieron 837 resultados, los cuales incluian articulos de
investigacion, tesis de pregrado y tesis de posgrado.
Después de aplicar los mismos criterios de inclusién
y exclusion se eliminaron un total de 835 resultados,
incluyendo en la ultima etapa de la revision sistematica
2 trabajos definidos de la siguiente manera: 1 tesis de
maestria y 1 articulo cientifico de revista no indexada
(Figura 1).
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Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP)

Los hidrocarburos son compuestos organicos forma-
dos por carbono e hidrégeno los cuales dependiendo
del tipo de enlace que se forme entre una molécula y
otra, son clasificados en hidrocarburos saturados y no
saturados.” Jiménez (2001)" afirma que los hidrocatbu-
ros aromaticos se encuentran dentro del grupo de los
hidrocarburos no saturados, lo que quiere decir que sus
estructuras estan formadas por dobles o triples enlaces
y se subdividen de acuerdo al nimero de enlaces ciclicos
que comprenda su estructura (mono o policiclicos).”
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La investigacion de estos compuestos no ha sido
muy amplia, por lo tanto aunque se sabe que existen
cientos de ellos, hoy en dfa se conoce solo a algunos,
los cuales pueden ser detectados facilmente en el am-
biente" y por tanto representan los principales HAP
contaminantes de suelos; entre estos compuestos se
encuentran pireno, naftaleno, antraceno, fenantreno,
fluoranteno, benzo [b+j+k| fluoranteno, fluoreno,
benzo [4] piteno, benzo [4] antraceno, ctiseno y el
acenaftileno.”

Los procesos de biorremediacién usados actual-
mente para contrarrestar el efecto de estos com-
puestos se clasifican en diferentes técnicas las cuales
buscan manipular los factores que influyen sobre su
remocién y esto se hace con el fin de crear condicio-
nes favorables que permitan potenciar el proceso de
biodegradacion. Teniendo esto en cuenta, éstas téc-
nicas son comunmente conocidas como atenuacién
natural, bioestimulacién y bioaumentacion.”

La atenuacion natural estd basada en el aprovecha-
miento de los fenémenos que ocurren naturalmente
en el ambiente, sin intervencién humana, para dismi-
nuir la concentracién de los contaminantes; estos fe-
némenos permiten la reduccion de estos compuestos
en prolongados periodos de tiempo, siendo esta su
principal desventaja. Entre las acciones involucradas
en este método de remediacién se encuentran la ac-
cién ejercida por los microorganismos presentes en
este sitio, la adsorcion del contaminante en las particu-
las, la dilucién en cuerpos de agua, la evaporaciéon por
accién de la temperatura o la luz solar, entre otros.™

La técnica de bioestimulacién se basa en la adicion
de oxigeno, nutrientes, sustratos o aditivos con activi-
dad superficial para mejorar las condiciones del medio
y estimular el crecimiento y desarrollo de organismos
capaces de biodegradar compuestos contaminantes.”

La técnica de bioaumentacion describe la adicién
de organismos (sea de la misma especie existente en
el sitio para aumentar su poblacionies diferentes que
se conozca que tienen potencial para degradar el com-
puesto especifico) o enzimas de éstos para acelerar el
proceso de degradacion.”® Las bacterias son los mi-
croorganismos comuinmente empleados en la bioau-
mentacion por las altas tasas de crecimiento y facil
adaptabilidad a ambientes contaminados, aunque Ma-
chin ez al., (2010) reportan que hongos como Penicillinm
spp también pueden ser empleados para este fin.?

Los potenciadotres son compuestos o sustancias,
que son adicionadas al suelo con el fin de mejorar la
eficiencia de estas estrategias de remocién (atenuacion
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natural, bioestimulacién y bioaumentacién) y pueden
clasificarse en diferentes grupos dependiendo de su
composicion: (1) potenciadores de naturaleza organi-
ca, este grupo a su vez se subdivide en dos, a) ma-
teria organica en descomposicion, y b) co-sustratos,
(2) potenciadores de naturaleza microbiolégica y (3)
potenciadores de naturaleza quimica (Tablas 1, 2, 3).

POTENCIADORES DE NATURALEZA
ORGANICA

MATERIA ORGANICA EN DESCOMPOSICION

Kobayashi ez a/. (2009)® indicaron que debido a que el
suelo contaminado con HAP es a2 menudo deficien-
te de nutrientes y materia organica, la aplicacién de
fertilizantes y compost son factores importantes en la
estimulacién de la capacidad de los microorganismos
para que estos compuestos sean degradados, y refe-
rencian hallazgos que evidencias como la adicién del
compost a base de estiércol mejord la mineralizacion
de los HAP? e indican que el abono con estiérecol de
cerdo, especificamente, aumenté de forma significati-
vala remocién de pireno de un suelo. Adicionalmente,
se sugiere que el lixiviado proveniente del compost
puede jugar un papel importante para proporcionar
una fuente de carbono y nitrégeno para el crecimiento
microbiano.?

En la revision de la literatura se encontraron re-
portes de algunos potenciadores de materia organica
en descomposicién que son comunmente usados para
mejorar la eficiencia de la biorremediacion, entre es-
tos, el estiéreol, el cual es empleado en procesos de
bioestimulaciéon y bioaumentacion®' respectivamen-
te, el compost de estiéreol, empleado en procesos de
bioestimulacion®, el lixiviado proveniente del compost
en atenuacion natural del contaminante® y los lodos de
depuradora en procesos de bioaumentacion.'®

Los hidrocarburos aromaticos analizados con es-
tos potenciadores de materia organica fueron pireno
y fenantreno como HAP comunes en todos los estu-
dios, adicionalmente benzo [4] pireno fue analizado
con lixiviado de compost, estiércol y lodos de depura-
dora y finalmente, fluoranteno, benzo [4] antraceno y
benzo [b y k] fluoranteno se midieron con estiércol y
lodos de depuradora (Tabla 1).

Pireno tuvo un porcentaje de potenciacién muy
significativo en la remocién mejorada con lixiviado de
compost del 50,5% (Tabla 1).® Ademds, este valor fue
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Tabla 1. Potenciadores de naturaleza orgénica

Potenciador Estrategia Porceniiajg fie Referencia
Potenciacién

Pireno 50.5
Lixiviado de Atenuacion Fenantreno 15 3
compost natural
Benzo a Pireno 48
Pireno 36.2
Fenantreno 38.1
Benzo a Pireno 37
B.|oaumen§ac_|c’m Fluoranteno 40 16
(Fitoremediacion)
Estiércol Benzo a Antraceno 46.8
Benzo b Fluoranteno 384
Benzo k Fluoranteno 453
Materia orgénica en .
descomposicion Bioestimulacién Pireno 93 5
(Tween 80) Fenantreno 10.3
Compost de Bioestimulacion Pireno 13
estiércol (Tween 80) 2
Fenantreno 12
Pireno 25.8
Potenciadores Fenantreno 28.6
de naturaleza
organica Benzo a Pireno 29.6
dLOdOS i B}oaumentac!cl)n Fluoranteno 323 16
epuradora  (Fitoremediacion)
Benzo a Antraceno 31.6
Benzo b Fluoranteno 30.8
Benzo k Fluoranteno 28.6
BieEmal ) ) . Acenaftileno 835
levadura Bioestimulacion 17
ACRL 2-metil naftaleno 48.7
Pireno 328
Atenuacion Naftaleno 51
natural 9
Glucosa (V2-7) Fenantreno 25.6
Co-sustratos Fluoranteno 49.8
HEEIUELE G Fenantreno 20.6 18
natural
Fenantreno 17.4
Aceite Atenuacion P 28 18
de colza natural P 17
Benzo a pireno 3.1
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hora, 12% con compost de estiérecol, 38.1% vy
28.6% con estiércol y lodos de depuradora respecti-
vamente.

El estiéreol segun estos reportes fue siempre un
mejor potenciador que los lodos de depuradora, esto
es evidenciado por los porcentajes de potenciacion
observados con cada HAP analizado.'

el mas alto obtenido con los diferentes poten-
ciadores, puesto que con estiéreol en el proceso que
empleaba la bioaumentacién para eliminar el com-
puesto se obtuvo un 36.2%," con lodos de depura-
dora 25.8%'¢ y finalmente con el compost de estiércol
11.3% de mejora en la remocién del proceso.”

Fenantreno obtuvo la mds alta potenciacién em-
pleando lixiviado de compost, 11.5% en solo una

CO-SUSTRATOS

Las técnicas usadas actualmente encaminadas a la lim-
pieza de suelos, tienen el mismo objetivo principal: la
adicion de fertilizantes, tensoactivos, oxigeno, inécu-
los especializados y otros productos comercialmente
disponibles con el fin de reducir la densidad aparente
de los suelos y facilitar su remediacién; sin embargo,
la principal forma de potenciar estos procesos ha sido
mediante la adiciéon de co-sustratos y material de fa-
cil degradacién en el suelo para promover la actividad
metabdlica de los microorganismos presentes en el si-
tio contaminado y acelerar la biorremediacion.”

El extracto de levadura,” la glucosa™® y el aceite
de colza®™ fueron los potenciadotes que se hallaron
reportados en la literatura en la remocién de diferen-
tes HAP, entre los cuales estan acenaftileno, 2-metil
naftaleno, naftaleno, fluoranteno, pireno, antraceno y
benzo [4] pireno (Tabla 1).

Los porcentajes de potenciacién con extracto de
levadura fueron 8.35% para acenaftileno y 48.7% para
2-metil naftaleno, siendo este resultado muy positivo
en la degradacion.

Pizzul et al., (2006), evidenciaron que los porcenta-
jes de mejora en la degradacion, alcanzados con aceite
de colza como potenciador de una atenuacién natural
de suelos no presenta buenas eficiencias, puesto que
el porcentaje mas alto con este co-sustrato fue en la
remocién de fenantreno (17.4%), seguido por la po-
tenciaciéon de benzo [z] pireno (3.1%) y finalmente,
antraceno y pireno con (2.8% y 1.7%), esto indica que
este potenciador no es adecuado en estos tratamien-
tos por los bajos niveles de rendimiento.”
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En el estudio donde se empled la glucosa como
potenciador, los porcentajes de mejora no tuvieron
diferencias muy significativas entre si, 25.6% para
fenantreno, 32.5% para pireno, 49.8% fluoranteno y
51% para naftaleno. Sin embargo, éstos fueron los
porcentajes mas altos reportados en la literatura de
procesos potenciados con materia organica como su-
plemento.’

En este estudio la glucosa fue adicionada al sue-
lo para potenciar la degradacién biolégica de varios
HAP por medio de la técnica de atenuacién natural, en
este caso, la degradacion se llevé a cabo generando las
condiciones adecuadas para que el microorganismo
Halomonas enribalina exprese el exopolisacarido V2-7,
H. euribhalina es una bacteria moderadamente hal6fila
capaz de sintetizar grandes cantidades de exopolisa-
caridos (EPS) bajo diferentes condiciones de cultivo,

este EPS finalmente es quien ayuda a la degradacion
de los HAP?

POTENCIADORES DE NATURALEZA
MICROBIOLOGICA:

Muchos organismos son usados en los procesos de
biorremediacioén para mejorar la eficiencia, en cuanto
a la disminucién de la concentracién de contaminan-
tes, sea por medio de las técnicas de atenuacién natu-
ral o de bioaumentacién.?

El uso de organismos como plantas, hongos, bac-
terias naturales o modificadas genéticamente es la
base de este proceso; debido a que son los encargados
de degradar los hidrocarburos, siendo las bacterias
las mas utilizadas. Entre los géneros de bacterias que
presentan la capacidad de realizar biorremediacion se
encuentran Bacillus spp., Sphingobacterinm, Acinetobacter,
Rhodococcus 'y Psendomonas spp., entre otras. También
existen bacterias hidrocarbonoclasticas las cuales son
verdaderas especialistas en degradar hidrocarburos ya
que no metabolizan (o lo hacen en menor cantidad)
azucares, ni aminoacidos ni otras fuentes de carbono
habituales. Entre estas se destaca Cycloclasticus debido a
que asimila s6lo hidrocarburos aromaticos.”"

Estos microorganismos son referenciados en la
literatura por la capacidad de degradar compuestos
contaminantes como los HAP;>*® igualmente se men-
ciona que también puede ser empleado el material ge-
nético de éstos; o directamente sus enzimas produci-
das, conocidas como exopolimeros (Tabla 2).

La implementaciéon de estas sustancias extracelu-
lares (biotensoactivos) ha sido una solucion eficiente,
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que ademas ha tenido impactos muy positivos en estos
procesos de remediacion.”” Por el contratio la intro-
duccién de tensoactivos quimicos al suelo puede con-
ducir a otros problemas mayores de contaminacion,
como por ejemplo la formacién de subproductos con
mayor grado de toxicidad que su parental. Por tanto
debe analizarse la toxicidad y los posibles productos
de degradacion de estos agentes antes de emplearlos
como alternativa de remediacion.?

Los biotensoactivos o también llamados biosut-
factantes son sustancias producidas biolégicamente.”?
Muchos microorganismos tienen la capacidad de
sintetizar una amplia gama de compuestos de super-
ficie activa, estos pueden clasificarse de acuerdo a
sus pesos moleculares (BEL: bajo peso 6 BEH: alto
peso), propiedades y localizaciones celulares.” De

esta manera, Pizzul e7 al., (2000) reportaron el uso de
Rbodococens spp. (Tabla 2 y 3) como potenciador de la
atenuacién natural de suelos contaminados con HAP.
Este microorganismo es utilizado por su capacidad de
utilizar una amplia gama de fuentes de carbono y por
presentar caracteristicas ventajosas, como la capaci-
dad de producir enzimas extracelulares lo que permite
la degradacion de HAP™®

Esta teotfa es apoyada por la investigacion rea-
lizada por Machin ez al, (2010),% quienes sugieren la
aplicacion de un co-cultivo de hongo-bacteria (Perni-
ctllum sp. y Serratia marcescens) a un suelo contamina-
do con benzo [4] piteno; esto con el fin de mejorar
su remocion debido a que este potenciador muestra
un importante aumento en la degradacién del com-
puesto (22%). Adicionalmente, Navarro ef al., (2008)

Tabla 2. Tipo de potenciadores de naturaleza microbioldgica.

Potenciador

Estrategia

Porcentaje de

. Referencia
Potenciacion

Lavado con

Atenuacion

.. Fenantreno 9,7 22
glicolipido natural
. Atenuacion .
Co-cultivo Benzo a Pireno 22 2
natural
Pireno 26
Atenuacion Fenantreno 22
B natural 28
Antraceno 25
Benzo a Pireno 55t
Pireno -53,4
Potenciadores de naturaleza Bioemulsionante Atenuacion
microbiolégica BEL — Fenantreno 0,6 20
Antraceno 0
Pireno -39,9
Bioemulsionante Atenuacion . 0 20
BEH natural
Antraceno -6,4
Pireno 0,6
. . .. Fenantreno 23,8
Bioestimulacion
Rhodococcus A 18
Antraceno 3,3

Benzo a Pireno -0,2
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muestran la eficiencia de usar ADN de salmén en
polvo en la potenciacién de la degradacién de pireno
(26%), fenantreno (22%), antraceno (25%) y princi-
palmente de benzo [a] pireno (55%), siendo este valor
el mas representativo para este grupo, contrariamente
el analisis con el indculo de Rhodococcus spp mostrd a
una inhibicién en la degradacién de este ultimo HAP
(-0.2%) 1%

Rbodococens spp contrariamente a esto, si tuvo un
efecto positivo en la mejora de la degradacién de
fenantreno. Este presenté mayor eficiencia en la po-
tenciacion al adicionar al suelo el inéculo de Rhodo-
cocens spp. (23.8%), adicionalmente también analizd
la potenciacién de antraceno (3.3%) y pireno (0.6%)
mostrando que esta bioaumentacién no afecté positi-
va ni negativamente la degradacion de estos dos HAP.

Franzetti et al., (2009), compararon la eficiencia

potenciada en la remocién, aplicando al suelo bioe-
mulsionantes producidos por Gordonia sp de diferen-
tes pesos moleculares, este estudio evalud la remocion
de pireno, fenantreno y antraceno; y segun sus repot-
tes, el unico efecto relevante en este proceso fue una
fuerte inhibicién que se presenté con ambos bioe-
mulsionantes (BEL y BEH) en la remocién de pireno,
-53.4% con BEL y -39.9% con BEH, evidenciando
ser un compuesto inviable para ser empleado en la
remocion de este HAP especifico® (Tabla 2).

En la tabla 2 se encuentran reportados los poten-
ciadores de naturaleza microbioldgica y ademads otros
microorganismos involucrados en procesos de bio-
rremediacion encontrados en la literatura, como es el
caso de Sphingomonas spp. Este microorganismo fue
reportado por Navarro ez al., (2008), en el proceso
donde el potenciador era lixiviado de compost y A.

Tabla 3. Microorganismos asociados a la remocién de HAP segun la literatura

Microorganismo

Sphingomonas sp.

Bacillus Flavobacterium

Gordonia BS29

Rhodococcus sp.

Halomonas eurihalina

Micrococcus leteus

Alcaliegenes faecalis

Bacillus pumilus

Serratia marcescens

Coliformes, Streptococcos

Mesoéfilos aerobios

Hongo
Irpex lacteus

Penicillium sp.

Pireno, Fenantreno, Benzo a pireno, Antraceno 8

Pireno, Fluoranteno, Fenantreno, Benzo a pireno,
Benzo a antraceno, Benzo b fluoranteno, Benzo K 16

fluoranteno
Fenantreno, Antraceno, Pireno 20
Fenantreno, Antraceno, Pireno, Benzo a pireno 18
Pireno, Fenantreno, Naftaleno, Fluoranteno 9
Fenantreno 24
Naftaleno
24
Pireno
Benzo a pireno 2
Acenaftileno, 2-metilnaftaleno 17
Fluoranteno, Fenantreno, Fluoreno, Pireno, Benzo a 25
pireno, Criseno, Antraceno

Antraceno, Fenantreno, Pireno, Fluoranteno 2
Benzo a pireno 2
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faecalis reportada por Toledo ez al. (2006)** en la remo-
cién de naftaleno empleando xileno como potenciador.

POTENCIADORES DE NATURALEZA
QUIMICA:

Los potenciadores de este grupo actian generalmente
sobre las propiedades fisicas y quimicas del suelo en
un proceso de biorremediacion, aunque compuestos
quimicos como el nitrégeno es empleado para ayudar
a la estimulacion y desarrollo de los microorganismos
facilitando la remocién del contaminante por técnicas
de atenuacion natural®® Este potenciador mostr6 altos
niveles de mejora en el proceso con fenantreno (83.8%)

siendo esto contrario a lo encontrado con pireno y
fluoranteno (1% y 0.2% respectivamente) (Tabla 4).

Existen  diferentes ~ compuestos  quimicos
como el cocamidopropyl hydroxysultaine (CAS),”
metanol,*hexadecano® y xileno® que buscan emulsio-
nar contaminantes para facilitar su posterior degrada-
cién. Estos compuestos son a menudo reportados en la
literatura cientifica como potenciadores en la remocién
biolégica de HAP.

El uso de tensoactivos quimicos como el CAS, re-
presenta un método eficiente para mejorar el acceso de
los microorganismos a los compuestos que presentan
baja solubilidad acuosa, como los HAP. Sin embargo,

Tabla 4. Tipo de potenciadores de naturaleza quimica.

Potenciador

Estrategia

Porcentaje
de Referencia
Potenciacion

Atenuacién natural

Xileno )
(Exopolimero)
CAS Atenuacién natural
Bioestimulacion
Metanol (Lodos de
Potenciadores depuradora)
de naturaleza quimica
Hexadecano Atenuacién natural
o Atenuacion
Nitrégeno
natural
Bioestimulacién
Fenton (Tween 80, tergitol

y triton)

Pireno 34,5
Fenantreno 59 24
Naftaleno 55,3
Benzo (b+j+k) Fluoranteno 62,5
27
Criseno 61,7
Pireno 255
Fenantreno 5,9
Antraceno 8,4
Benzo a Pireno 21,7 25
Fluoranteno 10
Criseno -8,2
Fluoreno 8,9
Fenantreno 1,2 18
Pireno 1
Fenantreno 83,8
26
Antraceno 53,9
Fluoranteno 0,2
Fenantreno 1,8
3
Pireno 6,5
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la eleccion de qué tipo de tensoactivo emplear, es el
primer paso que debe tenerse en cuenta para garanti-
zar la eficiencia del proceso,” debido a que muchos de
estos compuestos pueden formar subproductos con
mayor grado de toxicidad que el anterior. Segun lo re-
portado por Dhenain ez al., (2009)? los sutfactantes
tienen una cabeza hidrofilica y una cola hidrofébica,
esto hace que un tensoactivo no esté a gusto en sol-
vente polar ni apolar unicamente, sino en ambos a la
vez. Hsto sélo pasa en la superficie de dos fases, por
tanto son muy empleados en la remocién de aceites
pesados de cuerpos de agua y sedimentos.”

El metanol es otro de los potenciadores encon-
trados en la literatura, y segun Trably e al., (2006)*
puede mejorar el proceso de bioestimulacién con lo-
dos de depuradora. El metanol presenté el porcentaje
mas alto de potenciacién en la degradacién de pireno
(25.5%), mientras que en la remocién de criseno se
evidencié un efecto inhibitorio, dando como tresulta-
do un porcentaje de potenciacion negativo (-8.2%).%

Toledo e# al., (2006) reportaron que la remocién
de fenantreno empleando xileno como potenciador
mejord un 59%, naftaleno 55.3% y pireno en menor
proporcién 34.5%, esta remocién se vio potenciada
por el aumento en la produccion del exopolimero, el
cual es el encargado de la solubilizacién de los conta-
minantes.*

En la actualidad, no existen procedimientos de-
finidos en la literatura cientifica, para seleccionar un
tensoactivo definido, el cual pueda emplearse en el
tratamiento de un sitio contaminado especifico. Las
razones de que esto suceda, contempla que las condi-
ciones ambientales, la carga microbiana, los factores
fisico-quimicos y la concentracién del contaminante
son muy variables de un sitio a otro.*

DISCUSION

La potenciacién es una técnica que en la actualidad ha
ganado fuerza en los procesos de remocion biolégica.
El hallazgo inicial de un gran nimero de articulos so-
bre este tema apoya esta teotfa.®

El término con el cual se describe esta técnica ha
sido un inconveniente identificado; debido a que pue-
de encontrarse de diferentes maneras para expresar un
mismo significado. Potenciacién (o también llamado
potencializacién), hace referencia a aumentar o mejo-
rar las caracteristicas de algo que ya existe. Por tanto,
es una definicién simple de las técnicas que se estin
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buscando implementar en las tecnologfas de biorre-
mediacion, buscando asi que los procesos sean mas
eficientes, disminuyan los costos de tratamiento, re-
quiera menos tiempo de remocioén y sean mas amiga-
bles con el medio ambiente.®

Dentro de los aspectos descritos en la potencia-
cidn, las técnicas usadas actualmente para la remocion
biolégica de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) han tenido un gran aporte. La potenciacién
estd dirigida a mejorar las condiciones ambientales y
experimentales descritas en cada caso, sea atenuacion
natural, bioestimulacién y/o bioaumentacion, siendo
esta técnica otra forma de estimular el proceso para
obtener mejores resultados en menor tiempo.®

Los estudios de potenciaciéon tienen como obje-
tivo analizar estas diferentes formas de contrarrestar
el efecto de un contaminante en el ambiente, a causa
de esto, se desprenden las diferentes posibilidades de
mejorar el proceso. Es decir, diferentes formas de ate-
nuar un contaminante requiere diferentes formas de
mejoratlo. Esto es la base de la potenciacion.?®

Los co-sustratos también fueron encontrados en
la literatura como potenciadores, y estos son sustan-
cias o elementos empleados de forma cotidiana a nivel
industrial y en los procesos bioquimicos, que ademas
tienen distintos fines, como por ejemplo, suplemen-
to de cultivos microbianos. Estos co-sustratos se han
venido utilizando y explorando en los procesos de
potenciacion debido a las grandes ventajas que traen
sobre los procesos de biorremediacion.™

Por tanto, la mejora del proceso de remocion,
puede hacerse mediante la implementaciéon de materia
organica en descomposicién o co-sustratos, como es
el caso de los tipos de potenciadores de naturaleza or-
ganica (Tabla 1), la introduccién de microorganismos,
material genético o sus enzimas, como los potencia-
dotes de naturaleza microbiolégica (Tabla 2) y/o el
uso de compuestos quimicos como los potenciadores
de naturaleza quimica (Tabla 4).

Zhang et al., (2012) reportan que residuos organi-
cos se han considerado para ser una solucién eficaz
en la remocién de contaminantes persistentes en el
suelo. Por un lado, la materia organica, desempefia
un papel importante en la contribucién de nutrientes
al suelo ayudando a la mineralizacién de estos, y pot
otra parte, los desechos organicos siempre son ricos
en materia organica disuelta (DOM), y la presencia de
ésta en la fase acuosa, estd involucrada con la disminu-
cién de la sorciéon del HAP y por lo tanto, mejora su
movilidad y remocion.'®
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Esto es apoyado por los resultados obtenidos en
la revision de la literatura, puesto que en todos los
estudios encontrados con diferentes potenciadores
de materia organica en descomposicion, hubo un alto
porcentaje de potenciacion en la remocion de todos
los HAP evaluados, incluso pireno, el cual es conside-
rado uno de los HAP mas dificiles de remover por su
alto peso molecular, y éste increiblemente obtuvo el
mejor porcentaje de potenciacién al adicionar lixivia-
do de compost como potenciadot.®

El potenciador mas comunmente usado, dentro
de los potenciadores organicos de materia en descom-
posicion fue el estiércol,> los HAP evaluados abar-
can pireno, fenantreno, benzo [a] pireno, fluoranteno,
benzo [a] antraceno, entre otros. A partir de esto, se
determiné que los resultados mas significativos estan
relacionados con la degradacién de benzo [a] antra-
ceno, presentando el porcentaje de potenciacion mas
alto encontrado usando esti¢rcol como potenciador;
aunque no el mas alto del grupo de los potenciadores
organicos.® Analizando todos los porcentajes, el més
alto se observo en la degradacion de pireno, con lixi-
viado de compost. HEsto sugiere claramente, que este
potenciador, tiene una mayor contribucion a la disolu-
cién de pireno que los otros potenciadores organicos,
facilitando la degradacion del compuesto por Sphingo-
monas spp. Adicionalmente el aporte de nutrientes que
pudo contener este lixiviado es otra razén a tener en
cuenta.®

La glucosa fue el co-sustrato dentro del segundo
grupo de potenciadores organicos, que presenté me-
jores resultados, esto lo evidencian los autores Marti-
nez et al., (2007)° y Pizzul et al., (2006)"™® quienes anali-
zaron el efecto de este potenciador en la degradacion
de diferentes HAP, mostrando que en el mejor de
los casos, se obtuvo hasta 51% de potenciacion con
naftaleno (Tabla 1). Este resultado es muy aceptado,
debido a que la glucosa es una fuente de carbono uti-
lizada ampliamente por la mayoria de las bacterias,
ayudando a una mayor tasa de reproduccion de éstas,
y por consiguiente la remocién del contaminante més
efectiva.’

Dentro de los potenciadores de naturaleza micro-
biolégica estan contemplados los bioemulsionantes,
estos son los mas comunes encontrados en la lite-
ratura para este grupo. Aunque aun siendo los mas
usados no mostraron altos porcentajes de potencia-
cién, y por el contrario, en el caso de la degradacion
de fenantreno y antraceno no mejoré la remocién y
particularmente con pireno presentd un alto efec-
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to de inhibicién (-53.4%), de hecho, el mas alto que
se encontrd,” evidenciando de esta manera que los
bioemulsionantes no son una buena alternativa para
la biorremediacién de suclos contaminados con pi-
reno, haciendo necesatio la implementaciéon de otros
tipos de potenciadores que evidencien mejores resul-
tados como el lixiviado de compost o el estiércol.?
De este grupo de potenciadores microbiolégicos el
que mostré niveles mas altos de potenciacion fue el
ADN que aunque solo aparecié reportado en el estu-
dio de Navarro ez al., (2008)* evidenci6 altas tasas de
degradacion de todos los contaminantes analizados,
especialmente en los mas dificiles de remover (pireno
y benzo [a] pireno), esto indica que el ADN es un
excelente potenciador en cuanto a eficiencia, aunque
no se encontré muy reportado. Esto puede explicarse
debido a que probablemente, desde el punto de vista
econdmico, es un producto inviable por los altos cos-
tos que supone emplearlo, el cual segun lo reportado
por los autores Navarro ¢t al., (2008),” es un producto
en polvo a base de ADN de salmén, lo cual incremen-
tarfa considerablemente los costos de operacion.”

Finalmente, en cuanto a los potenciadores de na-
turaleza quimica se encontraron porcentajes muy altos
en la mejora del proceso de remocién. Esta es una
informacién que no es inesperada, puesto que éstas
eran las medidas que se usaban con mayor frecuen-
cia anteriormente en los tratamientos de remocion.”
Kobayashi (2009) reporté que anteriormente se in-
tentaba mejorar la degradacién de HAP empleando
surfactantes quimicos, pero luego se diezron cuenta
que ciertos de estos compuestos podrian ser toxicos
para los microorganismos y ademas podtian reducir la
biodegradabilidad de los HAP, debido a la formacion
de micelas que limita el transporte de nutrientes.® En
este sentido, los biosurfactantes se comenzaron a uti-
lizar y han mostrado valiosos resultados en cuanto a la
solubilizacién de HAP. Se han empleado tanto como
agentes de lavado, como potenciadores de las tasas de
degradacién de HAP debido a la mejora de la biodis-
ponibilidad del contaminante.®

Cuando el surfactante CAS y el nitrégeno fueron
los potenciadores empleados se observé altos porcen-
tajes de potenciacion, mientras que con hexadecano y
fentén no se obtuvieron cambios significativos en los
tratamientos.>® La adicién de xileno como potencia-
dor quimico aumenté considerablemente la produc-
cién del exopolimero y por tanto mejord la remocion
de fenantreno y naftaleno, sin embargo aunque son
valores muy altos, no fueron los porcentajes mas re-
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presentativos del grupo de potenciadores quimicos.
Mientras que si lo son los valores de CAS (61.7% para
ctiseno) y nitrégeno (83.8% para fenantreno).’®?”’

En general, teniendo en cuenta todos los tipos
de potenciadores encontrados en la literatura, el tra-
tamiento que presenté mejores resultados, fue utili-
zando nitrégeno como potenciador. Esto se analizé
en un proceso de remocién de suelo contaminado
con fenantreno, por medio de la técnica atenuacién
natural, y el potenciador que en definitiva tuvo el
efecto de inhibicién mas alto fue el bioemulsionante
de bajo peso molecular frente a la degradaciéon de
pireno.”” El uso de microorganismos como degrada-
dores de contaminantes ha sido una alternativa muy
eficiente, no solo por el trabajo de atenuacién natu-
ral que ejercen, sino por el alto potencial que tiene
la adicién de nuevos microorganismos al sistema,
generando principalmente efectos de bioaumenta-
cién.”™ Es bien conocido que los microorganismos
que crecen en hidrocarburos, con frecuencia produ-
cen biopolimeros o bioemulsionantes. Esta propie-
dad se considera como una estrategia bioldgica para
facilitar la disponibilidad de sustratos hidréfobos, y
adicionalmente, con esta produccién de exopolime-
ros se puede estimular el crecimiento de otras bacte-
rias degradantes de HAP y mejorar su capacidad de
utilizar estos compuestos como fuente de sustrato y
energfa. Por tanto muchos trabajos se han centrado
en el aislamiento y conservaciéon de estos microot-
ganismos para emplearlos en diferentes sitios con-
taminados.®

Las cepas que degradan los HAP y que han sido
caracterizadas hasta el momento en la literatura, son
taxonémicamente muy diversas, y principalmente
pertenecen a los géneros Pseudomonas spp., Alcaligenes
spp., Sphingomonas spp., Bacillus spp. y Mycobacterinm
spp.2* Esto se ve apoyado en los hallazgos de la lite-
ratura, debido a que muchos de los microorganismos
encontrados en la revision coinciden con estos, aun-
que no todos fueron encontrados en los articulos,
como es el caso de Pseudomonas spp.

Uno de los microorganismos mas representativos
de la revision, fue Halomonas euribalina. Esta bacteria
es capaz de sintetizar grandes cantidades de exopo-
lisacaridos bajo diferentes condiciones de cultivo,
ademis tiene la propiedad de emulsionar una amplia
gama de hidrocarburos. El exopolimero que es pro-
ducido por varias cepas de esta especie ha mostrado
interesantes propiedades, incluyendo su capacidad
para aumentar la solubilidad de compuestos hidré-
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fobos, lo que lo hace deseado para ser implementado
en muchos procesos de remocion.’

Los autores Pizzul ef al., (2000) evidencian la im-
portancia de la implementacién de microorganismos
en la remocién de HAP, confirmando la influencia
de éstos con el inéeulo de Rhodococens spp. en la de-
gradacion de fenantreno.® Otros microorganismos
encontrados en los articulos se referencian en la
tabla 3 y ademas se describen los HAP a los que se
encontraron asociados.

Los estudios mas comunes de remocién de HAP
se dan en cuerpos de aguas y suelos. Los derrames de
estos compuestos en agua presentan diferentes téc-
nicas de remocidn, las cuales aprovechan la insolubi-
lidad de los aceites, los cuales permanecen sobre la
superficie del agua para extraerlos. Excepto cuando
la cantidad de éstos es muy alta, aumentando el peso,
lo cual genera un desplazamiento del contaminan-
te hacia el sedimento. Mientras que los derrames en
suelo generan una contaminacién que puede llegar a
ser invisible en los primeros afios debido a la filtra-
cion de éste en el suelo, generando grandes dafios a
los ecosistemas a largo tiempo.?

Los potenciadores, microorganismos, técnicas de
remocién y demas factores ambientales tienen una
fuerte influencia en la biorremediacién de suelos
contaminados con HAP, puesto que la absorcién y
adsorcion de estos compuestos en esta matriz es un
tema que requiere muchos estudios debido a la difi-
cultad que presenta la extraccidén de estas moléculas
tan recalcitrantes.**

Por tanto, y teniendo en cuenta los posibles efec-
tos que estos contaminantes traen sobre el medio
ambiente y la salud humana, se ve reflejada la impor-
tancia de realizar este estudio; el cual permite hacer
un analisis de los posibles métodos de potenciacion
de la remocién de HAP en suelos, segin los porcen-
tajes obtenidos en previos estudios, reportados en la
literatura cientifica.

Factores como las condiciones experimentales de
cada estudio, el tiempo observado del proceso, las
metodologfas empleadas, las unidades de medida, los
métodos de cuantificaciéon de los HAP y las propie-
dades especificas de cada suelo sobre los que se rea-
lizaron los estudios; impiden realizar comparaciones
mas puntuales entre las eficiencias de cada potencia-
dor, dejando un margen de error que no es posible
cubrir sobre los resultados presentados.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta toda la informacién encontrada y
el analisis de la misma se puede concluir que el nitr6-
geno fue el potenciador reportado en la literatura que
presentd mejores resultados en cuanto a aumentar
la remocién de HAP, con un efecto de potenciacién
sobre el fenantreno de 83.8%. Ademas se evidencid
que el uso de microorganismos en procesos de reme-
diacién, tiene alta influencia en aumentar la degrada-
cion de contaminantes en suelos afectados con HAP
proponiendo nuevas alternativas de solucioén para este
problema.

Un hallazgo muy importante encontrado es que
existe gran cantidad de literatura cientifica que des-
cribe los procesos de remocién biolégica de hidro-
carburos de petréleo y sus derivados, y da cuenta del
numero de sustancias y compuestos que se pueden
usar para mejorar, estimular y potenciar los procesos
de biorremediacién, disminuyendo asi los grandes
riesgos contra la salud y el medio ambiente que esto
representa; este es el caso de los co-sustratos encon-
trados en la investigacion, los cuales segun la literatura
han demostrado tener el potencial de mejorar dichos
procesos. Sin embargo, no se encontraron suficientes
investigaciones especificas sobre la remocién de hi-
drocarburos aromaticos policiclicos, que permitieran
generar datos concluyentes sobre cudl es el potencia-
dor que debe usarse en cada caso particular.

Finalmente y ante la problematica cada vez mayor
que se evidencia a nivel mundial, con los combusti-
bles fosiles, se ha visto la necesidad y la relevancia de
investigar mas a fondo sobre la biorremediacién y las
formas de hacerla mas eficiente, explorando alternati-
vas novedosas de potenciacién que ofrezcan mejores
resultados en este proceso.
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