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Prologo

Uno de los rasgos caracteristicos de la sociedad moderna es la creciente emision de
productos quimicos al medio ambiente. Existen dos fuentes principales para estas
emisiones: los productos quimicos creados para uso ambiental y ¢l material residual.

Una de las caracteristicas de los tiempos modernos es la gran produccion de
materiales sintéticos que son dificiles de degradar y/o son téxicos para el ambien-
te. Con el fin de mejorar su rendimiento, los compuestos han sido disefiados espe-
cificamente para tener una larga vida 1til y no reaccionar con los productos quimicos
ambientalmente mas comunes. Estas mismas caracteristicas evitan su degradacion.
Las estructuras compuestas resistentes al ataque quimico, que por lo tanto consi-
guen una mayor longevidad y un mantenimiento eficaz de la estructura —caracte-
risticas deseables—, son resistentes a las enzimas de la mayoria de los microbios.
En algunos casos, p. €j., en los bifenilos policlorados (PCBs), estas caracteristicas
han sido las responsables, en parte, de su presencia continua en zonas donde su
produccion y uso se ha detenido.

Los procesos de fabricacion poco eficaces también han dado lugar a escapes
accidentales de productos y precursores t6xicos (a veces, altamente téxicos}. Incluso
cuando la toxicidad esté documentada y haya finalizado ta produccién de un com-
puesto especifico, o clase de compuestos, la propia naturaleza del material asegu-
ra que durante muchos afios existirin problemas con su evacuacidn y destruccion.

Actualmente, las soluciones viables y permanentes para los problemas de eva-
cuacion son bastante limitadas. Durante muchos afios, el entierro en vertederos de
los residuos peligrosos ha sido un proceso razonablemente rentable. Sin embargo,
han surgido problemas con algunos vertederos, ya que se han producido filtracio-
nes a las aguas subterraneas. En los vertederos modernos, este problema ha sido
aliviado, al menos temporalmente, mediante el uso de un sistema complejo de recu-
brimientos geosintéticos, asi como de sistemas de drenaje y contencién. Un proble-
ma mas reciente asociado a los vertederos ha sido la rapida disminucidn del espacio
disponible —especialmente en la zona Este de Estados Unidos, zona muy indus-
trializada y poblada—. La separacion de materiales toxicos y su transporte hasta
lugares mas alejados supone unos importantes costes adicionales para su evacuacion.

Aunque la incineracion soluciona algunos de los problemas de los vertederos,
especialmente el de almacenamiento, genera sus propios problemas. La incinera-
cion de residuos liquidos y sélidos convierte al menos parte del material en un
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Prologo a la edicion espaiiola

Tradicionalmente, ¢l tratamiento bioldgicos se ha aplicado a aguas residuales in-
dustriales con altos contenidos en materia orgéanica y sin problemas de toxicidad.
Sin embargo, hoy dia el tratamiento biolégico puede ser una alternativa al trata-
meinto de residuos industriales téxicos y peligrosos. Este libro expone las técni-
cas y métodos que han permitido que esto sea asi. Aunque los conocimientos del
libro son aplicables de forma general al probiema planteado, se orientan de forma
especial al mas complejo tratamiento de suelos contaminados, describiendo y
analizando todas las técnicas disponibles. El libro abarca aspectos de gran interés
COmo $OMn:

¢ Elestudio de los diferentes tipos de tratamientos biolégicos propuestos para
residuos industriales peligrosos. Desde los tratamientos in situ de suclos
contaminados, con construccidn o no de un reactor, hasta los que necesitan
unz planta de tratamiento.

¢ La detallada explicacion de las técnicas dedicadas a la mejora de los citados
tratamientos. En este apartado podemos incluir desde los métodos compli-
cados, como el uso de microorganismos alterados o sintetizados genética-
mente, hasta métodos mas simples, como la experiencia necesaria para los
procesos de la bioestimulacion y el bicaumento.

¢ La aplicacion de los descritos tedricamente, en los apartados anteriores, a
casos practicos y reales, como ¢l tratamiento de suelos contaminados con
ftalatos, con dinoseb (herbicida) o con petroleo (accidente del Exxon Vai-
dez), o ¢l tratamiento de aguas residuales: industrias peligrosas.

* Los aspectos legales y politicos, tanto en lo relativo a la gestidén (contami-
nacidn, tratamiento y evacuacion) de residuos, desarrollo de nuevas tecno-
logias, como del control de los nuevos métodos aplicados (liberacion de
microorganismos modificados). Aunque el libro trata ese tema a la luz de
las leyes y normas de Estados Unidos de América (USA), esta vision es una
referencia obligada por otros paises.

Creemos que esta obra es una herramienta de gran utilidad para todos los que
participamos en la gestion y el tratamiento de los residuos industriales, porque
actualiza dicho campo incorporando los altimos avances y potencialidades del tra-
tamiento biologico de los mismes. Teniendo en cuenta lo que queda por hacer
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xil PROLOGO A LA EDICION ESPANOLA

en el campo de la recuperacion de suelos contaminados en los paises de habla
espaiola, pensamos que este libro puede ser de gran ayuda para los técnicos lo-
cales.

Por iltimo, tenemos que agradecer la colaboracién de nuestros colggas del
Departamento de Agua y Medio Ambiente, Juan Carlos Canteras Jordana y dofia
Luisa Pérez Garcia, Profesores de Ecologia, a los miembros del equipo de Inge-
nieria Ambiental de la Universidad de Cantabria, todos ellos Master en Ingenicria
Ambiental, Inmaculada Lorda de los Rios, Pedro Castillo de Castro, Juan José Osa
Olaizola y Daniel Hernandez Castillo. En el aspecto lingiiistico, la colaboracion
de Christopher Tyas (licenciado en Geogratia por la Universidad de Gales, Cole-
gio de Swansea) y Carmen Santamaria (licenciada en Historia por la Universidad
de Cantabria) ha sido inestimable.

Los traductores



Capitulo 1

VISION GENERAL
DEL BIOTRATAMIENTO
Y SU FUTURO

Morris A. Levin
Instituto de Biotecnologia de Maryland
Universidad de Maryland
College Park, Maryland

Michaei A. Geait
Departamento de Biociencia y Biotecnologia
Universidad de Drexel
Philadelphia, Pennsylvania

El problema basico: la emisiéon de materiales peligrosos

Los materiales residuales emitidos directamente desde fuentes industriales y agri-
colas son los causantes de una considerable contaminacion del suelo y del agua en
Estados Unidos. Existen en torno a 14.000 zonas industriales en este pais que ge-
neran cerca de 265 toneladas de residuos peligrosos anualmente. Los tipos de resi-
duos peligrosos encontrados en un vertedero, asi como su cantidad y toxicidad,
varian de forma importante. Un vertedero tipico puede contener un material tan
diverso como la mezcla de: conchas de ostras, cobre, pintura y productos asocia-
dos, y también, cajas con cianuro potasico, de arsénico, de caramelos y de galle-
tas. La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) ha lanzado un
programa para ¢l tratamiento de estos lugares, el Quperfund Innovation Technolo-
gy Evaluation Program (SITE), (Programa de Evaluacion para la Tecnologia In-
novadora Superfondo), y en diversos paises ya estan en marcha otros programas.
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Aunque la mayor parte de los esfuerzos en relacién al biotratamiento comer-
cial se han realizado en Estados Unidos®', en muchos lugares de Europa también
se han logrado éxitos™'"*%_ Algunas grandes empresas, como Dow Chemical, es-
tan implicadas en la investigacion dirigida hacia la mejora del proceso de biode-
gradacion. Estos esfuerzos se realizan sin el uso de organismos modificados gené-
ticamente, aunque las posibilidades de las cepas modificadas sugieren que en el
futuro se lograran unos mayores niveles de recuperacion'*®, Recientemente, Bha-
midimarti et al.'° informaron de que mas del 98 por ciento de unos lixiviados de
vertedero que contenian una carga diaria de 1,6 kg de derivados fendlicos y de
0,5 kg de fenoles, se degradaron mediante un método semicontinuo utilizando una
poblacién mezclada de microorganismos del suelo.

Recientemente, un grupo de empresas mas pequefas han formado una aso-
ciacién y han elaborado un compendio que describe lo realizado con éxito en el
biotratamiento a escala mundial2. Willian Reilly, cuando fue director de EPA, re-
saltd la importancia de la biorrecuperacion para el tratamiento de los residuos
peligrosos®.

En muchos casos, los materiales toxicos que necesitan una recuperacion estan
presentes porque se utilizaron para solucionar otros problemas técnicos. Por ejem-
plo, el uso de bifenilos policlorados (PCBs) en los transformadores era una practi-
ca comin porque eliminaban el peligro de incendio de otros lubricantes. En oca-
siones se producian emisiones durante la produccién de los compuestos, o la
construccién o evacuacion de los transformadores. Esto de ninguna forma facilita
la recuperacion.

Lo que mas atrae la atencién de los medios de comunicacion son los derrames
y otros escapes accidentales. El derrame del Exxon Valdez es un buen ejemplo de
fas dificultades que surgen en el transporte de materiales peligrosos. Lo que a
menudo se olvida es el mas frecuente derrame de aceite, aunque en cantidades
mucho mis pequeiias, que se produce cada vez que se tira lastre desde un buque
petrolero. Una situacién similar se produce con los derrames no programados des-
de camiones o vagones de ferrocarril. Cuando se rompe un camion cisterna carga-
do con cresol, no es necesario excavar toneladas de suelo para prevenir la conta-
minacién de las aguas subterraneas. Se puede aplicar una cepa apropiada de
bacterias, con los nutrientes correctos, para degradar el material molesto’. Aunque
son dramaticos, estos escapes importantes también son esporddicos y, por lo tanto,
pueden suponer un problema de recuperacién menor que los escapes constantes no
intencionados que acompafian al llenado o vaciado de una cisterna o de un tanque
de un petrolero.

Mecanismos de recuperacién

Existen diversos métodos, tanto biologicos como no biolégicos, para ia recupera-
cion de zonas contaminadas. Cada uno presenta ventajas y desventajas, y, en oca-
siones, lo mas rapido y rentable es una combinacién de sistemas. Para poder elegir
la combinacién adecuada de tecnologias, es necesario un examen completo del
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tugar. La evaluacion de la zona debe registrar los datos fisicos y biolégicos, inclu-
yendo: hidrogeologia, composicién del suelo, caracterizacion de la poblacién mi-
crobiana, y consideraciones de tipo climatologico, ademds de determinar el rango
de contaminantes presente.

Tratamiento no biolégico

Para eliminar la exposicion a residuos peligrosos han sido eficaces diversos trata-
mientos no biologicos. Estos métodos fisico-quimicos incluyen: el almacenamien-
to a largo plazo, los vertederos, la incineracion y ¢l arrastre por aire. Aunque otras
técnicas han demostrado su potencial para degradar a escala de laboratorio, la ne-
cesidad crucial de ampliar el sistema para recuperar cientos de lugares contamina-
dos a un coste razonable ha hecho que los métodos no bioldgicos sean muy ttiles.

El almacenamiento a largo plazo y el vertido presentan una serie de ventajas
y desventajas similares. Como no se manipula el material téxico, el coste suele
ser minimo, siempre y cuando se pueda conseguir un lugar razonablemente cerca-
no para el almacenamiento o vertido. El mayor coste implicado es el de separacién
y transporte de los residuos peligrosos. Este coste puede llegar a ser excesivo si la
distancia es muy grande. En la actualidad, la situacion suele complicarse debido al
rechazo del publico respecto al desarrollo de instalaciones de almacenamiento a2
largo plazo. La posibilidad de que se den unas condiciones de mantenimiento
insuficientes y de que se produzca una posible lixiviacion al suelo o a las aguas
subterraneas ha incrementado el nivel de inquictud publica. Junto con esta ma-
yor inquietud por parte del publico, ha surgido una legislacién y regulacién que
afecta al disefio de contenedores y vertederos, y esto ha supuesto un aumento de
los costes.

La incineracién y el arrastre por aire tienen como ventaja su capacidad para
hacer descender la cantidad presente de material téxico. La incineracién consume
energia y también puede llevar a la produccién de otros materiales téxicos, p. ej.,
10 [] U E- T Cren- e [) O £ acp o5 FHEE G C OCE datmo

fera. El arrastre por aire provoca también la emision al ambiente de pequefias can-
tidades de compuestos toxicos, y segin el método utilizado, puede implicar la ne-
cesidad de transferencia de los materiales téxicos al carbono activado, que a su
vez necesitaria un tratamiento. En muchos casos es preferible, por consideracio-
nes tanto econémicas como de tiempo, la combinacion de un tratamiento biolégi-
co con otro fisico-quimico. Los datos necesarios para adoptar este tipo de decisio-
nes deberian ser recopilados durante la inspeccion inicial de la zona.

Tratamiento biolégico

Para destoxificar los compuestos, otras tecnologias aprovechan la capacidad de
los microorganismos. Mizrahi* reviso los distintos métodos de tratamiento utili-
zados en los digestores de biogas, las tecnologias de digestion anaerobia, y los
aspectos de gestion que dan lugar a una operacion mas eficaz en una planta de
aguas residuales. Los primeros estudios recomendaron el uso de grava como me-
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dio soporte en un filtro percolador. Los residuos toxicos fueron retenidos por la
grava, en muchos casos posibilitando su degradacion mediante organismos autoc-
tonos. Aunque en la practica eran sencillos, estos filtros percoladores a menudo
resultaron lentos a la hora de destoxificar. A este trabajo le sigui6 el desarrollo de
unos digestores anaerobios mds eficaces y, posteriormente, de unos digestores ae-
robios. La digestion aerobia supone algo tan sencillo como la adicion de aire a la
mezcla de digestion, de esta forma se estimula el crecimiento y la capacidad oxi-
dativa de los microorganismos. Una de las primeras practicas de la seleccion ge-
nética se baso en el descubrimiento de que un indculo, procedente de las digestio-
nes previas, aumentaba considerablemente el proceso de degradacion. Las
modificaciones realizadas en el proceso de degradacion permitieron acortar el tiempo
necesario, a veces hasta llegar a tan sélo 5-10 dias.

Se han desarrollado muchos procedimientos diferentes para conseguir aumen-
tar el contacto entre los microorganismos y determinados contamjinantes especifi-
cos, con ¢l fin de maximizar el rendimiento del proceso y minimizar los posibles
riesgos. En la Tabla 1.1 (véase también Roberts et al., Capitulo 10) se describen
algunos de los procedimientos y las cuestiones de seguridad asociados a cada uno
de ellos. Existen procedimientos (p. ej., el tratamiento por aplicacion al terreno)
que presentan dificultades similares a las encontradas en el tratamiento no biolégi-
co; es decir, ia posible lixiviacion desde la zona de tratamiento. En el tratamiento
biologico, los productos quimicos no tratados, los productos de degradacién inter-
media y los propios microorganismos pueden escapar de la zona. No obstante, se
debe puntualizar que el periodo de tiempo durante el cual pueden producirse los
efectos adversos de los residuos o de los productos de desintegracién es mucho
mas corto. El procedimiento de degradacion microbiana se completa en un tiempo
finito; el sisterna de almacenamiento no presenta un limite. Los posibles efectos
adversos que se producirian a! afiadir microorganismos se revisan antes de permi-

TABLA 1.1. Comparaciéon de métodos de tratamiento

Tipo de Coste por Tiempo Factores Cuestiones

tratamiento metro cibico  mnecesario adicionales/ de
(% (meses) gastos seguridad
Incineracion 325-1.040 6-9 Energia Contaminacion
atmosférica
[nertizacion 70-96 6-9 Transporte; Lixiviacion
control a
largo plazo
Vertedero 195-325 6-9 Control a Lixiviacion
largo plazo
Biotratamiento 52-130 18-60 Tiempo Metabolitos
dedicado intermedios y

polimerizacién
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tir su uso inicial. Los microorganismos utilizados son los que normalmente ya es-
tan presentes (autoctonos).

Compuestos que pueden ser degradados biolégicamente. Existen diversas
opiniones en relacion a si los microorganismas tienen limites en sus capacidades
digestivas, o si bien son capaces de degradar cualquier compuesto que el hombre
pueda producir®. Indudablemente, 1a verdad se sitta entre estos dos puntos de vis-
ta extremos. No obstante, los microbios pueden degradar multitud de compuestos
bajo condiciones distintas. Muchos compuestos sintéticos pueden también modifi-
carse o transformarse mediante el uso de una bacteria, hongo, o de algin tipo de
poblacion microbiana trabajando en asociacion’, Estos procesos varian desde la
putrefaccion de comida hasta la limpieza de derrames de petréleo en las playas
costeras. En muchos casos estos procesos son beneficiosos y esenciales. Después
de todo, gran parte del proceso ciclico, organice € inorganico, necesario para el
mantenimiento del ecosistema es consecuencia de la actividad microbiana®.

Ademas de poder modificar o degradar un compuesto, el rendimiento tiene que
ser alto. Se ha calculado que cada aiio 6.000 toneladas de azufre circulan entre los
compuestos organicos e inorganicos. Gran parte de los compuestos xenobidticos
(sintéticos) emitidos también deben ser facilmente digeridos por los microorganis-
mos mediante modificaciones complejas de los caminos ciclicos naturales®. Cada
afio en Estados Unidos se producen mucho mds de 50 millones de toneladas de re-
siduos peligrosos regulados a nivel federal”. Ademas de la produccién nueva, existen
muchos (las estimaciones llegan hasta ¢l 50 per ciento) depdsitos de almacenamiento
de productos petroliferos que tienen pérdidas. Entre los contaminantes quimicos
se pueden mencionar: tolueno, benceno, di-, tri-, y tetracloroetileno; y parationa
(AATP). Las concentraciones pueden ser altas. Por ejemplo, se ha encontrado tri-
cloroetileno (TCE) en concentraciones de 27 ppm en las aguas subterrineas’.

Los cortos marcos temporales no permiten la evolucion de sistemas microbia-
nos capaces de tratar con facilidad y rapidamente todos los productos quimicos
xenobioticos*™**. Muchos productos quimicos xenobidticos son resistentes al ata-
que microbiano y/o son toxicos para los microorganismos. Sin embargo, en zonas
contaminadas con diversos compuestos xenobidticos se han aislados algunos mi-
crobios que pueden degradar muchos compuestos xenobiéticos con diversa facili-
dad y velocidad. Abramowicz' demostro estas conclusiones en suelos contamina-
dos con PCBs. Propuso la combinacién de material genético con 26 cepas aisladas
distintas para producir una sola bacteria 1til. Las moléculas que se han podido
biodegradar incluyen: cloruro de etileno®?; PCBs'#%'?; gasolina y otros derivados
del petréleo™ **; compuestos con 2 y 3 grupos nitro, incluyendo herbicidas nitroge-
nados®® y trinitrotolueno?; hidrocarburos policlorados, incluyendo: pentaclorofe-
nol**¥4 tetracloroetileno (PCE), TCE, dicloroetileno (DCE), y cloruro de vinilo
(VC) 760877 tetracloroeteno'®; creosota?'*; y fluoranteno>*.

Organismos implicados. Son varios los organismos capaces de llevar a cabo el
proceso de degradacion. En algunos casos se han identificado y caracterizado,
mientras que en otros ha sido extremadamente dificil cultivarlos e incluso aislar-
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los. Uno de los organismos mas estudiados ha sido el Pseudomonas G4*'*. Esta
bacteria es eficaz en la degradacion del TCE. El organismo puede inducirse en
ambientes mas generales mediante un gran numero de cosubstratos®. Como puede
degradar varios compuestos ¢ inducirse a partir de diversos compuestos, ¢l G4
puede ser de gran utilidad en ¢l tratamiento de los residuos en muchas zonas don-
de exista una mezcla de productos toxicos. Las modificaciones genéticas de esta
bacteria deberian conseguir aumentar su potencial.

Las modificaciones genéticas han sido investigadas por Ensley y Zylstra (véase
Capitulo 3). Se ha probado con modificaciones que incrementan el rango de capa-
cidad de los microorganismos asi como el nivel de degradacion y estabilidad en
condiciones de estrés ambiental. Aunque se han obtenido unos resultados excelen-
tes en el laboratorio, los estudios a escala real todavia estan en fase de desarrollo.
Tal y como expone Giamporcaro (Capitulo 6), 1a vision reglamentaria todavia esta
desarrollandose, tanto para los organismos creados mediante las técnicas clasicas
(p. ej., conjugacion, transformacion, mutagénesis) como para los creados median-
te la biologia molecular, que implica ¢l uso de vectores o electroporacion, y muta-
génesis dirigida a un sitio. Giamporcaro trata también detalladamente desde una
perspectiva reglamentaria los problemas especificos asociados al uso de microor-
ganismos modificados.

Otros cjemplos de la utilidad de las especies de Pseudomonas incluyen las
multipies cepas que contienen el plasmido TOL, lo que permite la degradacion del
tolueno. La localizacién en el plasmido de los genes implicados en la degradacion
del tolueno ha aumentado la capacidad de delimitar los mecanismos que permiten
un mejor tratamiento. El plasmido TOL se produce de forma natural, lo que sugie-
re que la capacidad de degradar los compuestos xenobidticos puede ser el resulta-
do, en parte, de la interaccion con moléculas generadas por los microorganismos
autdctonos.

Entre las muchas otras cepas que han demostrado una capacidad degradadora
se encuentra el «pseudomonad (cepa L.B400)», que ha sido aislade v presenta ac-
tividad frente a los PCBs'2. Se ha demostrado que un aislado de clostridium pue-
de transformar el tricloroetileno, triclorometano, y tetraclorometano®®. También
se ha demostrado que el Azotobacter sp degrada los herbicidas dinitrofenoles®.

Aungque se han podido encontrar organismos unicos que son capaces de degra-
dar compuestos sencillos o grupos de compuestos, normalmente es necesario una
asociacion de bacterias para llevar a cabo la degradacion de un flujo de residuos
mezclados. En muchos casos, las asociaciones son incluso mas eficaces para los
residuos uniformes?®?2733 Un mayor desarrollo de las asociaciones naturales o
creadas puede dar lugar a mejoras en las practicas de degradacion. Como descri-
ben Roberts et al. (Capitulo 10), las practicas selectivas sobre las poblaciones na-
turales facilmente pueden desarrollar y reproducir un indculo capaz de degradar el
pesticida dinoseb.

En muchas ocasiones, los organismos indigenas requieren el aumento de algin
nutriente para lograr una degradacion relativamente rapida y completa de los resi-
duos peligrosos introducidos*. Los organismos en condiciones naturales gene-
ralmente presentan carencias en fosforo, nitrégeno y azufre. La adicion de estos
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compuestos estimula el crecimiento de la poblacion natural, y quizas aan mas im-
portante, mejora su metabolismo, facilitando el transporte por las membranas ce-
lulares y, por lo tanto, el ataque metabolico. Puesto que la mayoria de las degrada-
ciones del material téxico se producen mediante cometabolismo, a veces puede ser
necesario afiadir una fuente de carbono.

Técnicas de biorrecuperacion

Una vez elegidos los organismos, o adoptada Ja decision de utilizar organismos
indigenas, Ia siguiente tarea consiste en establecer cial serd la mejor técnica para
la degradacion. Los métodos varian tanto en sus requisitos biolégicos e ingenieri-
les como en las consideraciones de seguridad (Tabla 1.2). El método elegido de-
pendera del lugar, del marco temporal, y de los recursos econdmicos disponibles.
El tratamiento por aplicacion al terreno es probablemente el método mas sen-
cillo y comun a la hora de tratar los residucs. Se realiza directamente in situ y sélo
implica la adicion de humedad y de los nutrientes necesarios para conseguir el
crecimiento microbiano y favorecer el metabolismo de los contaminantes. Se pue-
den tratar grandes extensiones de suelo con un minimo de transporte, normalmen-
te utilizando una retroexcavadora; la aireacion frecuentemente se realiza emplean-
do la misma retroexcavadora. Solo es posible un control ambiental minimo de los
parametros fisicos (pH, temperatura, etc.), v los productos de las reacciones mi-
crobianas en general se dispersan libremente. Este proceso puede ser acelerado
mediante el reciclaje de parte del suelo empleado, creciendo, de esta forma, la
poblacion microbiana capaz de degradar unos residuos especificos. El tratamiento
anaerobio es posible mediante la supersaturacion del suelo contaminado con nu-
trientes, asi disminuird la cantidad de oxigeno disponible para las bacterias y hon-
gos (véase Capitulo 10, por Roberts et al.). Se han utilizado recubrimientos para
contener el proceso, pero éstos fallan, y su control es dificil.
Una metodologia comun es la separacion del suelo o del agua contdmmados
. €]., aguas subterraneas, colocs * ] -
nismos. La construccién de un reactor en el que se mezclaran los residuos peligro-
$0s y los microorganismos es mas eficaz en términos de control, pero més costoso
en términos globales de construccion y operacion'*". En el reactor se puede opti-
mizar la temperatura, el tiempo de contacto, los niveles de nutrientes y las concen-
traciones de residuos. La construccion optima y la teoria de reactores son discuti-
das por Armanente (Capitulo 4), y por Sayles y Suidan (Capitulo 11). Por otra
parte, este método reduce la dispersion de los microorganismos y de los productos
de degradacion, y permite una degradacién mas rapida. El uso de microorganis-
mos inmovilizados o de biorreactores con pelicula fija consigue con frecuencia un
mayor rendimiento, ademas el efluente puede ser controlado para minimizar la
salida de microorganismos al ambiente. Es posible reciclar el material tratado, de
esta forma se consigue mejorar el rendimiento global del proceso de tratamiento.
Una de las mayores ventajas es que los reactores se¢ pueden fabricar con un tamaiio
que permita su transporte mediante un camiodn; esto posibilita el uso de un mismo
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Tabla 1.2. Tipos de procesos de biotratamiento

Tipo

Principio

Observaciones

Cuestiones
de seguridad

Tratamiento en le-
chos

Mezcla completa de
suelo (depdsito o la-
guna)

Recuperacion subsu-
perficial

Sistema de tratamien-
to de suclos

Reactor secuencial
continuo {SBR)

Sistema de tratamien-
to acuoso

Biorreactor de pelicu-
la fija

Suelo mezclado con
nutrientes in sifu

Suelo y aguas agita-
dos juntos en reactor

Agua, nutrientes y
oxigeno (receptor de
electrones) bombea-
dos a través del suelo

Procedimiento de la-
vado para solubilizar
los contaminantes ad-
sorbidos

Digestion microbio-
logica en suspension
liquida

Microorganismos o
enzimas inmoviliza-
dos en un sistema
continuo

Microorganismos/en-
zimas sobre un medio
plastico en columna
para maximizar el
area superficial y el
intercambio de nu-
trientes

Requiere  recubri-
miento para contener
microorganismos y
matenial

No existe control de
temperatura

Mayor crecimiento de
toda la poblacién au-
toctona. Aplicaciones
principales: derrames
de petrdleo y gaso-
lina

Pretratamiento nece-
sario para mazimizar
la eficacia

Permite controlar las
condiciones de la re-
accion

Requiere materia or-
ganica soluble

Puede tratar bajas
concentraciones de
materia organica

El recubrimiento y la
cubierta presentan pro-
blemas de escapes y de
envejecimiento; el con-
trol y el tratamiento
pueden ser dificiles

Poco control del proce-
so de depuracion; el
efluente puede contro-
larse y tratarse

Contaminacion organi-
ca de las aguas sub-
terraneas debido a la
movilizacion de los
compuestos; ningin
control sobre la disper-
5ién de los microorga-
nismos o los productos
de degradacion

El efluente va al SBR;
el suelo lavado se pue-
de controlar antes de su
resustitucion

Emistdén de microor-
ganismos al ambiente;
se puede controlar pa-
ra microorganismos y
contaminantes

Ninguna emision de
microorganismos; el
efluente se puede con-
trolar y tratar

Ninguna emision de
microorganismos; la
recirculacion de los
contaminantes permite
aumentar la elimina-
cién y el control
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reactor en diversos lugares, lo que sin duda provoca una reduccion de costes. Con
frecuencia es necesario un post-tratamiento antes del vertido de los residuos en los
sistemas municipales. Los microorganismos modificados genéticamente son los
mas logicos para su utilizacion en los reactores, debido a su mayor facitidad de
retencion, y porque ¢l material contaminante puede ser pasado por un reactor que
contenga la mezcla adecuada de contaminante-microbio y ser controlado en los
niveles de nutrientes, pH y oxigeno. Se puede permitir la salida al ambiente cuan-
do los niveles de contaminantes sean aceptables, vy el efluente sea tratado para
minimizar la salida de la poblacién microbiana.

Algunas modificaciones en la tecnologia de los reactores pueden mejorar la
degradacion. Por ejemplo, Pierce® e Irvine®' discuten ¢l uso de los Reactores Se-
cuenciales Discontinuos (SBRs) para tratar los lixiviados. Los esfuerzos de Irvine
se centraron en ¢l lixiviado de un lugar industrial contaminado. Inicialmente, el
lixiviado se coloco, durante un periodo de hasta 19 dias, en unos depositos de
almacenamiento en contacto con «fango activado» procedente de una planta de
aguas residuales, antes de ser filtrado a través de columnas de carbono activo granu-
lado {CAG). A los reactores se les afiadieron unos organismos especificos selec-
cionados. En uno de los casos®, se aislé y cultivé una cepa unica de Pseudomonas
putida, que poseia una capacidad degradadora especifica no encontrada en la cepa
original, se adaptd a los SBRs y se aiadio a la mezcla microbiana existente en el
SBR. Los SBRs funcionaron como sistemas cerrados. Todo €l material orgéanico
volatil fue adsorbide en el CAG y reciclado anualmente, ademds se¢ controld la
reduccion de los compuestos. El proceso SBR mostrd su mayor eficacia sobre el
carbono organico total (COT) y ¢l fenol, consiguiendo una reduccion de més del
99 por ciento, partiendo de niveles de 10.575 y 1.553 mg/l, respectivamente. El
lixiviado tratado en el SBR todavia necesitaba un tratamiento con CAG para cum-
plir los niveles legales de descarga. A pesar del carbono necesario para reducir el
COT y el fencl, después del tratamiento mediante SBR, ¢l coste se redujo en aproxi-
madamente 30 dolares por metro cubico de agua.

El compostaje es un proceso de tratamiento comun en todas las comunidades
agricolas que sirve como método para convertir ios residuos en enmiendas de sue-
lo reutilizables. Basicamente, se trata de una conversion microbiana llevada a cabo
bajo una serie de condiciones, que limitan los tipos de bacterias y hongos, y de
esta forma, sus actividades desarrolladas ®. Un compostaje 6ptimo requiere un ri-
guroso control de la humedad (50-60 %) y de la temperatura. El perfil de tempera-
tura de una pila de compost generalmente permite que los microorganismos pue-
dan atacar sucesivamente unidades difetentes del residuo peligroso. También es
muy importante la aireacion, y con frecuencia se presta mucha atencion al método
de introduccion del aire. Las pilas de compost pequefias se ventilan normalmente
mediante el volteo mecanice del material que esta fermentandose. Forzando el aire
a través de la pila de compost o succionandolo mediante un sistema de vacio, se
consigue regular mejor la ventilacion. Los residuos litorales contaminados con
petréleo han sido tratados con éxito mediante un compostaje aireado *.

Uno de los campos mas interesantes de la biorrecuperacion s el tratamiento in
situ de los residuos peligrosos. Mediante el tratamiento no solamente in situ, sino
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también sobre el mismo suelo o directamente en el agua, se consiguen importantes
ahorros en términos de excavacidon, bombeo, transporte, etc. Sin embargo, tam-
bién existird una pérdida de control sobre los factores ambientales y los microor-
ganismos que puedan interreaccionar con el material residual. En cualquier caso,
es necesario anadir nutrientes al suelo o al agua para conseguir una degradacion
suficiente. Con frecuencia, el oxigeno se introduce directamente o mediante la
adiciéon de H,0, a los nutrientes. La necesidad de un cosustrato implica que la
mayor parte de la degradacion se realiza mediante cometabolismo o cooxidacién.
En ocasiones hay que afiadir un analogo estructural (p. ¢j., anilina para la 3,4-
dicloroanilina, o un bifenilo para los PCBs) con el fin de inducir las enzimas nece-
sarias para la degradacion. Esto es necesario incluso en los casos en los que exis-
ten suficientes nutrientes y oxigeno. La toxicidad de 1a sustancia inductora es una
de las dificultades que pueden surgir cuando se utiliza esta técnica. En los Capitu-
los 2 (Atlas) y 7 (Litchfield) se pueden encontrar miltiples ejemplos de la biode-
gradacion in situ. '

La degradacion in sifu normalmente requicre un cometabolismo, ya que el com-
puesto que se encuentra degradiandose sirve escasamente o de forma nula como
fuente de carbono o energia®. El trabajo de Pfaender, Alexander® y Sakazawa®’
ilustra el hecho de que cuando se implica al cometabolismo, a2 menudo, se desco-
noce la designacion de la especie del/de los organismo(s) implicado(s), aunque en
muchos casos s¢ especifique el género. Cuando se utilizan asociaciones de micro-
organismos, se identifican los productos finales del metabolismo y, con frecuen-
cia, no se especifica cada microorganismo®. El proceso de degradacion a menudo
implica una asociacion de microorganismos que incluye cepas del género Nocar-
dia, Pseudomonas, Acinetobacter, y Flavobacterium, sin una identificacion a ni-
vel de especie. Una compaiiia constatd en un informe que en la degradacion de un
derrame especifico de gasolina aparecian implicados hasta 32 microorganismos
diferentes’'. Por lo general, cuanto mas compleja sea la mezcla, mds compleja sera
la asociacién de microorganismos! 0,

_ Es posible que sea necesario afiadir mas microorganismos in situ. Estos nor-
malmente serdn microorganismos autoctonos, ya que éstos tienden a funcionar mejor
(véase Capituto 10). La investigacion aun no ha concluido a la hora de determinar
las relaciones entre la capacidad genética de la poblacion microbiana total en un
lugar determinado, y la expresion fenotipica de la biodegradacion. El objetivo de
las investigaciones consiste en desarrollar una poblaciéon microbiana mejor capaz
de reducir los residuos en un lugar especifico, y, quizas, comercializar la asocia-
cién para que pueda ser usada en otros lugares con una contaminacion similar. La
investigacion también identificara aquellas actividades que, una vez desarrolla-
das, puedan mejorar las capacidades degradadoras (véase Ref. 65 y Capitulo 8).

Evolucion de la biodegradaciéon

Las consideraciones practicas a la hora de desarrollar un plan de recuperacién o
restauracion incluyen:
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Restricciones de tiempo

El tiempo que puede dedicarse a la recuperacion frecuentemente es uno de los
clementos a considerar cuando se eligen los procesos de tratamiento. En general,
la biorrecuperacion in situ puede ser un proceso bastante rapido, especialmente
cuando se compara con otros que requieren mayores infraestructuras. Sin embar-
go, existen importantes diferencias de tiempo para las distintas metodologias de
biodegradacion. El uso de microorganismos seleccionados (o reciclados) puede
acelerar los procesos, pasando de desarrollarse en meses a hacerlo en unas pocas
semanas. No obstante, es posible que ademas existan diferentes tratamientos mas
rapidos para algunos xenobidticos.

Restricciones de coste

Las inversiones realizadas por las comunidades para la biorrecuperacion llegaran
a 10.000 millones de ddlares en el afio 2.000 y a 30.000 millones en la década
siguiente ¥, Esto supone la realizacion de procesos de limpieza mediante una mez-
cla de métodos fisicos, quimicos y biologicos. Actualmente, los métodos biologi-
cos se emplean en un 15-20 por ciento de los casos. La Tabla 1.1 compara los
costes de diversos métodos de tratamiento, y se basa en las cifras de coste publica-
das '!4033586164.70  Egta comparacion es problemadtica ya que es necesario tener en
cuenta otras consideraciones ademas de la estimacion directa de los gastos reales.
El biotratamiento requiere menos energia, y es el inico método que puede lograr
la mineralizacién de los materiales residuales en productos inocuos. Sin embargo,
el biotratamiento necesita mas tiempo, y no siempre alcanza el nivel de limpieza
requerido por la normativa federal o local. Esto lleva a la necesidad de un trata-
miento adicional y, por lo tanto, a costes adicionales. Sin embargo, el biotrata-
miento también genera un volumen importante de residuos, lo que reduce de for-
ma significativa ¢l coste-del tratamiento adicional.

Restricciones reglamentarias

El Federal Register (Registro Federal) describe la politica del gobierno de Esta-
dos Unidos respecto a la reglamentacion de los productos de biotecnologia. Esta
politica se basa en las leyes existentes sobre seguridad laboral, medio ambiente,
agricultura, procesamiento de comidas y produccion de farmacos, y salud publica.
Existen cuatro leyes relevantes que afectan a la biorrecuperacion y que deben te-
nerse en cuenta para garantizar ¢l cumplimiento de la normativa actual. Estas le-
yes son: el Acta para ¢l Control de Sustancias Toxicas (TSCA) (Toxic Substances
Control Act); el Acta Global de Responsabilidad, Compensacién y Respuesta
Ambiental (CERCLA) (Comprehensive Environmental Response Compensation,
and Liability Act); el Acta de Recuperacion y Conservacion de Recursos (RCRA)
(Resource Conservation and Recovery Act); y el Acta Federal para las Plagas
Agricolas (FPPA) (Federal Plant Pest Act}®*¢, Todos estos estatutos se encuentran
bajo la jurisdiccion de la.EPA (USA). La EPA ha anunciado su intencion de in-
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cluir a los microbios en ¢l TSCA, y ha manifestado que la definicion de «producto
quimico» recogida en el TSCA incluye también a estos microorganismos. El RCRA
exige que EPA defina a los residuos peligrosos y fije normas para su tratamiento,
el CERCLA regula la gestion de los residuos. Todas estas normativas que definen
los tipos de residuos y describen los procedimientos para su tratamiento son discu-
tidas por Giamporcaro en el Capitulo 6.

Restricciones de lugar

La composicion fisica del lugar donde se encuentran los materiales peligrosos re-
percutira de una forma importante sobre la capacidad de los microorganismos para
llevar a cabo la biorrecuperacion. Es importante determinar la hidrogeologia, la
localizacion de las tuberias subterraneas, asi como otros factores que puedan afec-
tar a los nutrientes y oxigeno suministrados a las bacterias degradadoras. La em-
presa Keystone Environmental Resources empled dos afios en el estudio del suelo
que se encontraba bajo una zona contaminada'®. Durante este ticmpo se definieron
algunos aspectos fisicos, como la hidrologia del lugar, el tipo de suclo, las condi-
ciones subsuperficiales y las caracteristicas climatolégicas, al mismo tiempo que
se llevaban a cabo estudios de laboratorio para establecer las caracteristicas de la
flora microbiana y el impacto de los contaminantes sobre las mismas. En el Capi-
tulo 7, escrito por Litchfield, se dan los detalles de los requisitos de lugar para una
biorrecuperacidn in situ. Quizas las consideraciones mas importantes scan: la na-
turaleza exacta de los contaminantes, la extension de la contaminacién, y determi-
nar si la contaminacion se localiza principalmente en la zona vadosa del suelo o ha
Hegado hasta las aguas subterrineas.

La localizacion de la zona contaminada afectard a las perspectivas de biorrecu-
peracion en funcion de la temperatura, el pH y la disponibilidad de agua. En cuan-
to a la temperatura, incluso las variaciones estacionales afectaran a la capacidad
degradadora de los microbios. Sin embargo, esta claro que existen bacterias y hon-
gos que pueden levar a cabo la biorrecuperacion hasta en las zonas climéticamen-
te mas adversas, incluso en Alaska existen bacterias suficientes como para realizar
una biorrecuperacién in situ (véae Capitulo 12). La temperatura afecta no sola-
mente a la velocidad de la actividad enzimatica, sino también a la biodisponibili-
dad, el transporte en las membranas celulares, etc. La acidez o alcalinidad del medio
también influirdn sobre la recuperacion, afectando, por ejemplo, al crecimiento de
los organismos y a la especie molecular de xenobidticos presente. Quizas lo mas
importante sea la disponibilidad de agua. Para la actividad bioldgica es imprescin-
lible contar con un contenido de agua en el suelo.

En muchos casos los microorganismos autoctonos pueden degradar el material
rontaminante si s¢ suministran los nutrientes, la humedad y los receptores de elec-
rones adecuados. Los nutrientes implicados son: el nitrégeno, el fosforo y las sa-
es minerales. El carbono raramente es ¢l factor limitante en las subsuperficies
:ontaminadas. Normalmente se afiade oxigeno como receptor de electrones, aun-
Jue en ocastones se afiade nitrito como alternativa, tal como se hizo en el Valle del
Rhin en Alemania®. Puede afiadirse también peroxido de oxigeno (H,0,) en lugar
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de oxigeno. Ademas puede haber casos (véae Capitulo 10) en los que se desee una
degradacion anaerobia. Esto puede lograrse afiadiendo nutrientes sin la adicion de
oxigeno.

Si el tratamiento va a llevarse a cabo in situ, antes de empezar el proyecto,
deben establecerse los procedimientos de control, incluyendo los periodos, los puntos
y la duracion del muestreo. La eleccion de los compuestos sometidos a control
dependera de los requisitos reglamentarios, asi como de los compuestos especifi-
cos implicados y sus productos de descomposicion. EPA ha fijado unas normas de
emision, unos procedimientos de control y analisis estadisticos {Tabla 1.3). En el
caso de Keystone Environmental Resources, se controld el contenido en cloruro
como indicador de la mineralizacion, y se hicieron mediciones directas de la con-
taminacion en tres pozos aguas arriba y otros tres aguas abajo. A las 12 semanas
de tratamiento, se habia eliminado en torno al 90 por ciento del contaminante. En
otras aplicaciones de campo se ha observado una reduccion del 98-99 por ciento
en los niveles de tetracloruro de carbono, clorobenceno, y etilbenceno.

Normalmente, para degradar 3.785 1 de hidrocarburo, serian necesarios
4.536 kg de oxigeno y 397 kg de nitrégeno amoniacal. Esto daria como resultado
la produccion de 3.175 kg de bacterias. El éxito que supone el aumento de nutrien-
tes se demostrd en los esfuerzos que se realizaron para limpiar la costa de Alaska
después del derrame del Exxon Valdez'®, y es tratado por Pritchard en el Capi-
tulo 12,

Los problemas asociados a las vaniaciones de las condiciones ambi¢ntales in-
cluyen la degradacion parcial provocada por la presencia de metabolitos interme-

Tabla 1.3. Mediciones necesarias para controlar la eficacia del tratamiento

Parametro Valor aceptable
Carbono organico total (COT) 2,3-2,4 mg/l **
Organohalogenados totales 297-353 mg/l
pH 5-10 #%*
Concentracion de:

Ac. benzoico <2,5-34 mg/l
Eenol 4,9-7,5 mg/] ¥***
Ac. clorobenzoico
orto <3,5 mg/l
mela <5,0 mg/l
para 40-47 mg/l
Acido Het * 279-246 mg/l

* Acido 1,4,5,6,7-hexacloro-biciclo-5-norboneno-2-3-anhidrido dicarboxilico.
** Contaminante prioritario de EPA (USA): nivel aceptable = 300 mg/l.
*** Contaminante prioritaric de EPA (USA): nivel aceptable = 5-10.
**++ Contaminante prioritario de EPA (USA): nivel aceptable = 1 mg/l.
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dios. Por ejemplo, en el proceso para la degradacion del PCE, conocido cancerige-
no en animales, -se puede producir una acumulaciéon de VC, que también es un
cancerigeno humano®®. McCall et al. (1981) registraron que durante la degrada-
cion del PCE se encontraron concentraciones de 2,4,5-triclorofenol y 2,4,5-triclo-
roanisol en el suelo. Vira y Fogel proponen una combinacién de tratamientos anae-
robios y aerobios, con la adicion de nutrientes (incluyendo oxigeno y metano),
para lograr un control sobre la degradacion en zonas con valor ecologico.

Consideraciones técnicas en la biorrecuperacion

Los problemas técnicos relacionados a la interaccion bioldgica con los residuos
peligrosos a menudo estan en funcion de la naturaleza del producto final. Un ejemplo
comun es el incremento de VC que con frecuencia acompafia a la degradacién del
TCE. Como el VC es mucho més toxico que el TCE, lo mejor seria no hacer nada
en vez de «recuperar» el problema convirtiéndolo en otro mas grave.

Los microorganismos se han utilizado también para inducir la polimerizacion
de los residuos peligrosos. Los polimeros se degradaran progresivamente, dando
lugar a un posible retraso de la emision de la sustancia peligrosa, no a su preven-
cion. Este puede ser el caso del almacenamiento in situ, en vez de dar lugar a una
verdadera recuperacion. Otro tipo de problema comin es la produccion de sustan-
cias intermedias mas toxicas si el material no se encuentra completamente minera-
lizado. Cuando se produce una biotransformacion, se debe determinar la toxicidad
de los nuevos productos (o de las sustancias intermedias que puedan aparecer en el
proceso hacia la completa mineralizacion). La aparicion de estos compuestos trans-
formados es mas probable cuando se trata de PCBs mayores del 1.248, hidrocar-
buros policlorados con anillos que contengan mas de cinco carbonos, y residuos
mezclados que contengan radioisotopos.

Existen varios factores que deben considerarse cuando se desarrolla una pro-
puesta para el uso de la biodegradacion. De una importancia inmediata es la pre-
sencia o ausencia de una poblacion bacteriana en el lugar, capaz de degradar el
residuo peligroso. Aunque existen algunos materiales residuales que resisten (al
menos a efectos practicos) la degradacion microbiana, en general se pueden obte-
ner organismos capaces de atacar a la mayoria de los residuos. Puede ser necesario
potenciar a los organismos en términos de densidad celular o actividad metaboli-
ca. Es posible que sea preciso un tiempo y esfuerzo (gasto) para desarrollar cepas
adaptadas a un lugar en particular; el lugar puede requerir una serie de modifica-
ciones para maximizar el potencial degradativo de los microorganismos; y 1os cos-
tes asociados a estos procesos es posible que superen los disponibles para el pro-
yecto. Esto es especialmente cierto cuando las modificaciones necesarias entran
en el campo de la ingenieria genética, que es capaz de lograr grandes mejoras en la
capacidad degradadora, pero que, en general, emplea mucho tiempo ya que impli-
ca una amplia investigacion. Otra consideracion a tener en cuenta es la necesidad
de un cosustrato u otra sustancia inductora (véanse los Capitulos 2, por Atlas, y 3,
por Ensley y Zylstra, para una informacion mas amplia) para mejorar el metabolis-
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mo de un residuo especifico. Si se trata de una sustancia demasiado costosa o toxi-
ca, quizas no sea factible utilizarla, especialmente si las metodologias propuestas
son ¢l tratamiento in situ o el tratamiento terrestre.

Consideraciones de escala

Los pasos necesarios para la implantaciéon de un programa de biotratamiento co-
mienzan por las determinaciones de factibilidad (es decir, jse puede hacer?), y
finalizan con las cuestiones de ingenieria y economia (es decir, ;como puede ha-
cerse a la escala necesaria en un lugar concreto con un coste razenable?). El pro-
yecto Keystone citado anteriormente es un ejemplo de actividades a escala. Wick
y Pierce® han descrito una aproximacién integral al desarrollo e implantacion de
la biorrecuperacidn, esta aproximacion implica: un examen detallado del lugar,
una estimacién de la cantidad y del tipo de material que se va a degradar, una
demostracion a gran escala y un analisis del coste del proceso, una consideracién
de las cuestiones reglamentarias (es decir, jse permitira el uso de microorganis-
mos —modificados o naturales—?, ;cudles son los limites reglamentarios impues-
tos por las autoridades competentes para los productos primarios y finales?), una
estimacidn del tiempo necesario para completar el proceso de recuperacion, y una
evaluacidn de los restantes procedimientos que puedan combinarse con el biotra-
tamiento para acelerar la limpicza y rebajar los costes. Para estos autores, el exa-
men detallado de todos estos factores es esencial si se desea conseguir el éxito

total de un proyecto de biorrecuperacion.

Por lo general, el uso de tratamientos biolégicos permite llevar a cabo un pro-
ceso de tratamiento rentable que puede hacer descender el nivel de materiales toxicos
por debajo de los niveles maximos legales. Aunque, ocasionalmente, el proceso
puede emplear mas tiempo que los procesos abidticos como, por ejemplo, la inci-
neracion, en general consigue una mineralizacion completa, con lo que disminu-
yen las posibilidades de exposicion de las poblaciones humanas a los residuos
posiblemente toxicos o cancerigenos.
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Las dos aproximaciones principales a la biorrecuperacion de los residuos peligro-
sos petroliferos y de los contaminantes ambientales son: la inoculacién microbia-
na (seeding) y la bioestimulacion de las actividades microbianas naturales. En la
mayoria de los casos, 1a bivestimulacion consiste en una modificaciéon ambiental
capaz de suprimir algun factor limitante que esta restringiendo la velocidad del
crecimiento microbiano y ¢l metabolismo de la sustancia contaminante. Para que
esta aproximacion funcione, ¢l contaminante no debe ser recalcitrante, es decir,
los microorganismos deben tener la capacidad genética y fisiolégica suficiente como
para degradar la sustancia. Los factores que generalmente se controlan para esti-
mular las actividades biodegradadoras mediante bioestimulacién son: las concen-
traciones de nutrientes —normalmente nitrogeno y fésforo—, la concentracion de
oxigeno molecular, el potencial redox, y los niveles de humedad. Ademas, pueden
aportarse sustancias como los sustratos para apoyar el crecimiento.

El uso potencial de la bioestimuiacion para la biorrecuperacion de los residuos
peligrosos y petroliferos, y de otros contaminantes, es una aplicacién que surge de
los estudios bésicos sobre el metabolismo microbiano y la ecologia. Los estudios
de los afios 50 se dirigieron a los procesos del metabolismo microbiano de hidro-
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carburos, con el fin de desarrollar biorreactores con células productoras de protei-
nas especificas que utilicen sustratos basados en el petréleo. Durante esta década
se sentaron las bases del conocimiento del metabolismo de los hidrocarburos. Es-
tos estudios se ampliaron al metabolismo de los hidrocarburos clorades, muchos
de los cuales se utilizan como pesticidas o, de otra forma, acaban como contami-
nantes ambientales persistentes y/o toxicos. Estos estudios fisiologicos sobre el
metabolismo microbiano fueron completados en los afios 60 con un examen de los
factores ecologicos que controlan las distribuciones y actividades de los microor-
ganismos en el medio ambiente. Algunos de estos estudios tenian como objetivo
determinar los factores que controlan las velocidades de degradacion microbiana
de los contaminantes ambientales. Durante este periodo, se constatd que los mi-
croorganismos tenian limitaciones y que, en ocasiones, no degradaban los resi-
duos y contaminantes a unas velocidades lo suficientemente rdpidas como para
impedir una serie de impactos ambientales adversos. Se puso de manifiesto enton-
ces la fiabilidad de los microorganismos, especialmente en términos de capacidad
para degradar los xenobi6ticos y mostrar una rapida actividad degradadora en cual-
quier condicion.

Aunque la bioestimulacién no pudiese hacer mucho para superar las limitacio-
nes de la evolucidén microbiana a la hora de desarrollar las vias de degradacion
enzimatica, si podia superar las limitaciones impuestas a la degradacion microbia-
na por las restricciones ambientales. Las condiciones se podian optimizar en bio-
rreactores, como ya se habia hecho durante décadas en los fermentadores indus-
triales ¢ instalaciones de tratamiento de aguas y otros residuos, para conseguir la
degradacion microbiana de los residuos y contaminantes. También se podian dise-
fiar tratamienios in sifu para superar los factores que limitaban las actividades mi-
crobianas degradadoras en la naturaleza.

Cosustratos

El uso de microorganismos en la biorrecuperacion depende de la capacidad de las
cepas microbianas concretas para degradar contaminantes en compuestos menos
toxicos, que no causen dafios ambientales o tengan efectos adversos sobre la salud
humana. Para lograr esto, los microorganismos generalmente tienen que desarro-
llarse sobre la sustancia residual o contaminante. Los microorganismos consiguen
energia y/o nutrientes para la formacion de nuevas células como consecuencia del
metabolismo catabélico de los sustratos que apoyan la vida. Sin embargo, en algu-
nos casos, los microorganismos son incapaces de metabolizar una sustancia como
fuente uinica de carbono y energia, pero pueden transformar dicha sustancia si se
les aporta un sustrato de crecimiento alternativo, llamado cosustrato. Este feno-
meno es conocido como cometabolismo, cooxidacion, o cotransformacion.
Desde un punto de vista formal, el cometabolismo describe ¢l fenémeno que
tiene lugar cuando un microorganismo transforma un compuesto, sin embargo, el
organismo no puede crecer a partir del compuesto, y no obtiene energia, carbono u
otro nutriente de la transformacion. Normalmente, los productos del cometabolis-
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mo son metabolitos parcialmente oxidados y/o deshalogenados. Si se aportan los
cosustratos necesarios para apoyar ¢l crecimiento, los microorganismos pueden
transformar, gratuitamente y de forma simultanea, los residuos y contaminantes
que por si solos no podrian soportar el crecimiento microbiano. La adicion de co-
sustratos, por lo tanto, puede ser utilizada para soportar la degradacion cometabd-
lica de algunos residuos y contaminantes ambientales.

El uso de microorganismos cometabolizantes es prometedor para la biodegra-
dacion de algunos residuos quimicos, suponiendo que puedan encontrarse los co-
sustratos apropiados y puedan ser afiadidos de forma rentable en las zonas donde
tenga lugar la degradacion de los residuos o contaminantes. Si un compuesto orga-
noclorado xenobidtico no soporta el crecimiento microbiano, el microorganismo

puede ser enriquecido con un analogo estructural clorado o menos clorado. Si el
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tabollzar el preducto quimico xenobidtico aunque no pueda crecer a partir de él,
Es razonable pensar que un suelo contaminado con un compuesto organociorado
recalcitrante pueda ser destoxificado si se aporta un analogo estructural biodegra-
dable. De hecho, esto quedd demostrado en el caso de los bifenilos policiorados
(PCBs) y la 3,4-dicloroanilina. En el primer caso, el bifenilo y, en el segundo, la
anilina, fueron utilizados como sustratos estimulantes (You y Bartha, 1982; Brun-
ner et al., 1985). La desaparicion de los xenobiodticos se acelero mediante este
método en un orden de magnitud o mas. La degradacwn del DDT (n-[dicloro-
difenil-tricloroetano]} fue observada por vez primera utilizando cultivos enrique-
cidos con un cosustrato bifenilo.

Como las bacterias metanotroficas, mediante su produccion de la enzima me-
tano monocoxigenasa (MMO), son capaces de degradar ¢l tricloroetileno (TCE),
dicloroetileno {DCE) y cloruro de vinilo mediante cometabolismo (Fogel et al.,
1986), varios investigadores han considerado el uso de las bacterias metano-oxi-
dantes para la biorrecuperacion de lugares contaminados con estos compuestos
halogenados. La idea consiste en lograr un enriquecimiento para obtener metano-
trofos mediante el suministro de metano en forma de gas natural u otro sustrato,
por gjemplo, acetato. Se ha demostrado que existe la posibilidad de conseguir una
degradacion aerobia amplia del TCE y de otros compuestos de C, halogenados
medhante una asociacion microbiana que utilice metano (Fogel et al., 1986; Moore
etal., 1986; Little et al., 1988).

La baja especificidad de la enzima metano monooxigenasa permite la conver-
sion del TCE en TCE epoxido, que posteriormente se hidroliza de forma esponténea
en productos ttiles para los microorganismos. El Methylococcus capsulatus convirtid
el cloro- y el bromometano, consiguiendo transformar el dicloro metanot en CO y
el triclorometano en CO, mientras se desarrollaba sobre metano (Dalton y Stirling,
1982). La degradacion cometabodlica del TCE mediante bacterias que utilizan me-
tano ha sido documentada en varios estudios (Little et al., 1988; Palumbo et al.,
1991; Uchiyama et al., 1989; Vogel y McCarty, 1985; Wilson y Wilson, 1983).

McCarty et al. (1991) descubrieron que podian estimular las poblaciones me-
tanogénicas autdctonas. Ellos desarroilaron un tratamiento modélico de biorrecu-
peracion in situ que requeria 5.200 kg de metano y 19.200 kg de oxigeno para
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convertir 1.375 g de hidrocarburos clorados, en un acuifero de 480.000 m°® con una
carga contaminante de 1.617 kg de compuestos halogenados. Palumbo et al. (1991)
constataron, sin embargo, que la presencia de perciorometileno (PCE) inhibia los
microorganismos metanotrofos, lo que sugeria la necesidad de una separacion anae-
robia del PCE antes de estimular a los microorganismos metanotrofos para que
¢éstos separasen el TCE. Las bacterias metanotrificas son prometedoras en la bio-
rrecuperacion de acuiferos contaminados con halocarburos.

Ademas de las bacterias metano-oxidantes, los metanotrofos anaerobios son
candidatos para las transformaciones cometabdlicas de los residuos halogenados y
contaminantes ambientales. Algunos microorganismos anaerobios llevan a cabo la
deshalogenacion reductora, produciendo sustancias que pueden ser degradadas mas
facilmentc por otros microorganismos. Se ha demostrado que es posible la degra-
dacidon del tetracloroetileno mediante una asociacion de bacterias metanogénicas,
éstas crecerian sobre acetato en un reactor anaerobio (Vogel y McCarty, 1985;
Galli y McCarty, 1989). Los pesticidas clorados, incluyendo al DDT, estan sujetos
a una deshalogenacion reductora, es decir, a la separacion del atomo de cloro por
microorganismos anaerobios (Genthner et al., 1989q, 19895). Por ¢jemplo, se ha
atacado un herbicida nitrogeno-heterociclico mediante deshalogenacién reductora
(Adrian y Suflita, 1990). Los clorobenzoatos y clorobencenos tambi¢n son degra-
dados utilizando este mecanismo (Dolfing y Tiedje, 1987; Fathepure et al., 1988;
Stevens y Tiedje, 1988; Stevens et al., 1988; Linkfield et al., 1989; Mohn y Tied-
je, 1990a, 19905).

Pfaender y Alexander (1972) tuvieron éxito al demostrar la mineralizacion in
vitro del anillo bencénico del DDT mediante la utilizacién secuencial de extractos
libres de células de una bacteria oxidante de hidrdogeno, de células enteras de Ar-
throbacter, la adicion de cosustratos, y regimenes sucesivos de condiciones anae-
robias y aerobias alternantes. Sin embargo, llegaron a la conclusion de que 1a mi-
neralizacion bioquimica del DDT en ¢l ambiente, 0 no se produce, o se produce
muy lentamente. Aparte de ser energéticamente no favorable en los pasos de de-
cloracion, no se encontrd ninguna explicacidn satisfactoria para este hecho.

La degradacion de los PCBs normalmente es por cometabolismo y aumenta
con la adicidn de compuestos andlogos menos clorados, tales como el diclorobife-
nilo (Adriaens et al., 1989; Brunner ¢t al., 1985; Novick y Alexander, 1985). Sem-
prini et al. (1991) descubrieron que los lugares contaminados con tetracloruro de
carbono, tricloroetano y freon podian biorrecuperarse estimulando las poblaciones
desnitrificadoras autdctonas mediante la adicidn de acetato. Se demostrd la posibi-
lidad de biodegradar el tetracloruro de carbono en suelos contaminados utilizando
el cometabolismo, cuando la bioestimulacidon es llevaba a cabo utilizando acetato
en presencia de sulfatos, y nitratos en ausencia de oxigeno.

Oxigeno complementario

El crecimiento de microorganismos y el desarrollo de sus actividades metabélicas
especificas dependen de la disponibilidad de oxigeno molecular y del potencial
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redox. Algunos procesos tienen lugar solamente bajo condiciones aerobias, otros
en cambio son estrictamente anaerobios. Los pasos iniciales en la biodegradacion
de hidrocarburos, al menos en la realizada por la mayoria de las bacterias y hon-
gos, implican, por ejemplo, la oxidacion del sustrato mediante oxigenacion (ga-
nancia de oxigeno), para lo cual se necesita.oxigeno molecular (Atlas, 1984). Los
hidrocarburos con contaminantes abundantes aparecen en los ambientes contami-
nados por productos para el tratamiento de la madera (la creosota contiene altas
concentraciones de hidrocarburos policiclicos aromaticos), por derrames de petro-
leo (el petroleo contiene una gran diversidad de hidrocarburos alifaticos, ciclicos
y aromadticos), y por las fugas de los depdsitos subterraneos de almacenamiento (el
benceno, el tolueno, y los xilenos -——BTX— son los principales contaminantes en
cientos de miles de depositos con pérdidas).

Existen informes sobre la degradacion anacrobia de los hidrocarburos petroli-
feros aromaticos mediante microorganismos (Ward y Brock, 1978; Grbic-Gallic y
Vogel, 1987; Vogel y Grbic-Gallic, 1986; Zeyer et al., 1986, 1990). Hambrick et
al. (1980) investigaron la emision de '“CQ, a partir del n-hexadecano y naftaleno
radioetiquetados en fangos sedimentarios de estuarios, incubados durante 1 mes a
diferentes potenciales redox, dentro de una variacion de ~250 a +510 mv. En los
potenciales redox mds bajos, no se detecto la biodegradacion del naftaleno durante
el periodo experimental de ! mes, y la biodegradacion del hexadecano fue al me-
nos 4 veces menor que en el potencial redox mas alto. Este estudio de laboratorio,
junto con las mediciones de campo (Ward y Brock, 1978; Ward et al., 1980; De-
laune et al., 1980), llevo a la conclusion general de que la importancia ecologica y
ambiental de la biodegradacion anaerobia de los hidrocarburos es muy baja en
comparacion con la biodegradacion aerobia.

Aunque la presencia de oxigeno normalmente no es un limitante en los niveles
superiores de la columna de agua en ambientes marinos y de agua dulce (Floodga-
te, 1984; Cooney, 1984), la diponibilidad de oxigeno en suelos, sedimentos y acui-
feros, a menudo, si es un limitante, y depende del tipo de suelo, y de si éste se
encuentra saturado o no de oxigeno (Janison et al., 1975; Huddleston y Cressweil,
1976; Von Wedel et al., 1988; Bossert y Bortha, 1984; Lee y Levy, 1991). Cuando
los contaminaiils llegan al nivel fredtico y han contaminado los acuiferos, la dis-
ponibilidad de oxigeno es el principal problema de la biorrecuperacion. La solubi-
lidad del oxigeno en el agua es baja (a niveles de saturacion cercanos a 8 mg/l), y
la demanda de oxigeno para la degradacion de los hidrocarburos es muy alta. La
degradacion microbiana de los hidrocarburos petroliferos en algunas aguas subte-
rraneas y suclos estd severamente limitada por la disponibilidad de oxigeno. La
oxidacion de 1 | de hidrocarburo acabara con el oxigeno disuelto en 385.000-
400.000 1 de agua saturada (8 mg/1).

Las limitaciones de oxigeno se pueden superar suministrando oxigeno in
situ a los micror-~anismo~ o mediante la colocacion de los materiales con-
taminados en un biorreactor acrobio donde se pueda realizar el suministro. En el
suelo superficial, se puede conseguir la oxigenaciéon mediante un drenaje ade-
cuado, Los espacios porosos llenos de aire del suelo facilitan la difusion del oxige-
no, mientras que en el suelo saturado la difusion del oxigeno es extremadamente
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lenta, no siendo posible mantener el ritmo de demanda de los procesos de des-
composicion heterotréfica. Las grandes concentraciones de residuos organicos
en descomposicion crean una demanda de oxigeno muy alta en los suelos, y la
velocidad de difusion suele ser inadecuada para satisfacerla, incluso en suelos
bien drenados y de textura ligera. El suelo subsuperficial no saturado (vadoso)
normalmente es aerobio, pero una fuerte actividad de biodegradacién de hidro-
carburos puede acabar con el oxigeno mas rapidamente de lo que puede ser reem-
plazado mediante difusiéon. En una situacién como ésta, la subida y bajada pe-
riddica del nivel freatico puede facilitar el intercambio de aire (Beraud et
al., 1989).

Se han utilizado también técnicas de cultivo (arado de la tierra) para voltear el
suelo y asegurar su méaximo acceso al oxigeno atmosférico (Kincannon, 1972; CON-
CAWE 1980a; 1980b). En columnas de suelo de laboratorio, la proliferacion mi-
crobiana en respuesta a la contaminacién por combustible de aviones, y la bio-
rrecuperacion, fue de tres a cinco 6rdenes de magnitud en la zona cercana a la
superficie de la columna, pero de menos de un orden de magnitud en la parte mas
profunda de la columna (Song y Bartha, 1990).

El compostaje y los biorreactores aerobios

El compostaje es un proceso microbiano aerobio que ha sido utilizado durante
mucho tiempo para la degradacion de los residuos organicos, p. €j., hojas, y que
también puede ser empleado para la evacuacion de diversos residuos peligrosos y
petroliferos, y para el tratamiento de suelos contaminados. Si se desea lograr un
compostaje Optimo sera necesario tener en cuenta una serie de condiciones. Debe
existir una humedad adecuada (50-60 por ciento de contenido.en agua), pero debe-
ra evitarse un exceso de humedad (+70%), ya que interfiere con la aireacion y
hace descender el autocalentamiento por la gran capacidad calorifica del agua. El
compostaje, con la ayuda de materiales espesantes generalmente inertes, tales como:
trocitos de madera, cascaras de arroz o de cacahuetes, también puede ser utilizado
en la biodegradacion de residuos quimicos.

Unos residuos costeros, contaminados con petrdleo, procedentes de un derra-
me maritimo fueron tratados con éxito en una pila de compost aireada (Labrie y
Cyr, 1990). La arena, el barro y el material organico contaminados con petréleo
fueron colocados sobre una lona impermeable, con una ligera pendiente para per-
mitir la recogida de los lixiviados. La capa de grava por debajo del material conta-
minado contenia tuberias perforadas conectadas a un compresor de aire reversible.
Después de 180 dias de funcionamiento, las concentraciones iniciales de petréleo,
de hasta un 30 por ciento, fueron reducidas hasta alcanzar valores por debajo de
un | por ciento. En este momento, fueron vertidos los rechazos. Durante el mismo
tratamiento, el contenido en hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) del conta-
minante se redujo desde las 283 ppm iniciales hasta 8 ppm.

Debido a su fuerte tendencia hacia la sedimentacion, los biorreactores de
mezcla completa para suelos son dificiles de disefiar y operar, sin embargo, los
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flotantes procedentes de los procesos de lavado de suelo pueden biorrecu-
perarse eficazmente en las unidades de tratamiento aerobio de aguas residua-
les del tipo fangos activados (CONCAWE, 1980a; Morgan y Watkinson, 1989).
Deberia ser posible procesar suelos contaminados en biorreactores de compostaje
(Pavoni et al., 1975), pero los tiempos de‘residencia necesarios son muy largos
para la biodegradacion de hidrocarburos,’y los efectos poco favorables que las
elevadas temperaturas tienen sobre el proceso, de momento, no favorecen este
método.

Los sistemas de tratamiento con biorreactor aerobio, modificados a partir de
los normalmente utilizados para el tratamiento de aguas residuales y cuyo objetivo
es reducir la demanda bioldgica de oxigeno (DBO), también pueden ser emplea-
dos para la biodegradacién de contaminantes. Muchas instalaciones industriales
poseen tratamientos aerobios para los residuos que reducen la DBO global de los
compuestos organicos presentes en las aguas residuales y, ademas, rebajan las con-
centraciones de contaminantes especificos.

Los biorreactores utilizados en las zonas industriales incluyen los procesos
biopelicula de los filtros percoladores, en este tipe de biorreactor, una comuni-
dad microbiana adherida mineraliza los nutrientes organicos disueltos que pasan
por encima de los microorganismos fijos. La aireacion se proporciona pasiva-
mente mediante la naturaleza porosa del lecho. La sobrecarga puede provocar un
exceso de biopelicula, lo que reduce las tasas de aireacién y filtracién, y hace
necesaria una renovacion del lecho del filtro percolador. Las bajas temperaturas
del invierno reducen mucho el rendimiento de las instalaciones al aire libre. Un
sistema de tratamiento biopelicula aerobio mas avanzado es ¢l contactador biolo-
gico rotatorio o sistema «bicdisco». Unos discos poco separados entre si, normal-
mente hechos de plastico, giran en el depésito que contiene el efluente. Me-
diante este método, pueden tratarse los tintes azoicos, algunos componentes de
municiones, como ¢l TNT, y otros tipos de residuos. Las fosas y lagunas de oxida-
cidén son sistemas de tratamiento a bajo coste que se utilizan con frecuencia para la
evacuacion de contaminantes sujetos a retencion. Tienden a ser ineficaces vy re-
quieren una gran capacidad de almacenamiento y largos tiempos de retencion. Como
la oxigenacion generalmente se consigue mediante difusion y la actividad fotosin-
tética de las algas, necesitan tener poca profundidad. En algunos biorreactores se
emplea la aireacion forzada para suministrar el oxigeno necesario. Una laguna puede
contar con tubos rociadores, distribuidores y deflectores de aire forzado para ase-
gurar una buena aireacion. Las plantas para tratamiento de agua de lastre, utiliza-
das para reducir el BTX antes de su vertido, normalmente se disefian de esta for-
ma. Un tipo mds avanzado de sistema de tratamiento para los residuos liguidos,
con aireacion forzada, y empleado frecuentemente, es el proceso de fangos activa-
dos. El residuo liquido, que contiene compuestos organicos disueltos, se introduce
en un deposito con aireacion. La aireacion s¢ proporciona mediante inyeccion de
aire y/o agitaciéon mecanica. La actividad microbiana se mantiene a niveles muy
altos mediante la recirculacion de la mayor parte de los fangos activados sedi-
mentados procedentes de un ciclo de tratamiento anterior, de ahi el nombre del
nrocesn.
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Ajreacion in situ

En los acuiferos contaminados, se puede suministrar oxigeno mediante difusores
de aireacion forzada. El difusor de aire, sin embargo, es ineficaz y caro (Davis-
Hoover, 1991). El aire no puede introducirse a mucha distancia de! suelo contami-
nado y debe ser suministrado de forma continua. Jamison et al. {1975) utilizaron
aireacion forzada, con el fin de suministrar oxigeno, para lograr la biodegradacion
de los hidrocarburos presentes en un suministro de aguas subterraneas que habian
sido contaminadas con gasolina. La adicion de nutrientes, sin aireacién, no consi-
guid estimular ia biodegradacion, pero cuando se suministraron nuirientes y oxi-
geno, se calculd que se habian eliminado hasta 1.000 barriles de gasolina mediante
la degradaciéon microbiana estimulada. Este tipo de manipulaciones para suminis-
trar oxigeno probablemente no son factibles en sistemas abiertos, donde hay que
depender de las fuerzas naturales, tales como el viento y la accién de las olas, para
conseguir una mezcla turbulenta y un aporte extra de oxigeno capaz de soportar la
biodegradacion del petréleo.

Las limitaciones de oxigeno también es posible superarlas afiadiendo perdxido
de hidrogeno en concentraciones apropiadas (American Petroleum Institute, 1987,
Yaniga y Smith, 1984; Brown et al., 1984, 1985; Thomas et al., 1987; Berwanger
y Barker, 1988). La descomposicién de peroxido de hidrogeno emite oxigeno, y
éste es capaz de soportar el metabolismo microbiano acrobio. La concentracion
practica del peroxido de hidrogeno en el agua inyectada se sitia en tomo a 10 ppm
(Brown et al., 1984; Yaniga y Smith, 1984). Berwanger y Barker (1988) investi-
garon la biorrestauracion in sity mediante la biodegradacion aerobia estimulada
sobre un medio anaerobio, este medio fueron unas aguas subterraneas saturadas
con metano; para lograr la biodegradacion aerobia utilizaron peroxido de hidrége-
no como fuente de oxigeno. El peroxido de hidrégeno afiadido a un nivel no téxico
proporciond el oxigeno suficiente como para conseguir una biodegradacion rapida
del benceno, tolueno, etilbenceno, y o-, m-, y p-xileno. Frankenberger et al. (1989)
realizaron estudios sobre un escape de 1.000 galones de gasoleco de un deposito
subterraneo.

La descomposicion demasiado rapida del perdxido de hidrogeno crea bolsas
de gas que interfieren con las operaciones posteriores de bombeo. Por esta razon,
el peroxido de hidrogeno se aplica conjuntamente con estabilizantes que desacele-
ran su descomposicion (Browm ct al., 1984). Las formulas de los estabilizantes
son privadas y no se publican sus composiciones. Aigunos compuestos con pro-
piedades estabilizantes, tales como los fosfatos, pueden realizar el doble papel de
gstabilizantes y fertilizantes.

En un trabajo de campo, se inyectd peroxido de hidrogeno a un acuifero conta-
minado a una velocidad de 750 mg/l durante medio afio (Huling et al., 1991). El
gradiente de la concentracion de oxigeno indico claramente que el oxigeno habia
llegado a la zona saturada del suelo desde los puntos de inyeccion. Los niveles de
oxigeno emitidos fueron lo suficientemente altos como para provocar alguna inhi-
bicién de la actividad bacteriana. Aproximadamente, la mitad del oxigeno emitido
del peréxido de hidrogeno fue transferido a la fase gaseosa.



BIOESTIMULACION PARA MEJORAR LA BIORRECUPERACION MICROBIANA 29

En otro estudio sobre la adicion de perdxido de hidrégeno para hacer factible
la biorrecuperacion, Barenschee et al. (1991) descubrieren que los hidrocarburos
de los combustibles di¢sel se degradaban entre 4 y 7 veces mas rapidamente cuan-
do se afiadia peroxido de hidrogeno que cuando se afladia nitrato como receptor
terminal de¢ electrones para la respiracion. La adicion de peroxido de hidrogeno
incremento en dos ordenes de magnitud el computo de microorganismos degrada-
dores de hidrocarburos, aumentod cinco veces la produccion de didxido de carbo-
no, y consigui¢ biodegradar entre un 70-80 por ciento de los hidrocarburos conta-
minantes. De forma similar, Flatham et al. (1991) descubrieron que la adicién de
perdxido de hidrogeno a las columnas de suelo para ensayos incrementaba mucho
las tasas de biodegradacion de hidrocarburos en ¢l combustible JP-5. Lee y Ray-
mond (1991) dieron a conocer ¢l gran éxito que supuso, en la recuperacion de un
acuifero contaminado con gasolina, la utilizacion de arrastre por aire y la biorrecu-
peracion bioestimulada con peroxido de hidrogeno.

La Guardia Costera (USA) y EPA (USA) llevaron a cabo una evaluacién de
campo sobre biorrecuperacion en los derrames de combustible de la Base Aérea
USCG, en Traverse City, Michigan, en este lugar se inyectd perdxido a un derra-
me de gasolina aerondutica (Wilson, 1991). Se inyectaron, en pozos localizados
en la zona contaminada con gasolina, 11 gal/min de agua con concentraciones de
peroxido cercanas a tos 750 mg/l. Se inyecto agua limpia, procedente de otra parte
del acuifero, a 22 gal/min, de esta forma se consiguié subir ¢l nivel fredtico ¢

inundar la capa o estrato contaminado con gasolina. Después de 18 meses de ope-
racion, la concentracion de benceno en los pozos de control, situados hasta 30
metros de los pozos de inyeccion, fue menor de 0,1 pg/l. Las concentraciones de
los demas alquilbencenos estaban por debajo de los 5 pg/l en los pozos situados a
15 metros de los pozos de inyeccion. Sin embargo, el material extraido a tan sélo
2,5 metros del pozo de inyeccion todavia contenia 700 mg/kg de hidrocarburos de
petroleo totales.

Nutrientes y fertilizacion

El nitrogeno, el fosforo, y otros nutrientes minerales son necesarios para su incor-
poracion en la biomasa. Las concentraciones de nitrégeno y fosforo disponibles, a
menudo, limitan la velocidad de degradacion microbiana; por ejemplo, muchos
informes demuestran que las concentraciones de nitrogeno y fosforo en el agua del
mar limitan la velocidad de degradacion de los hidrocarburos después de los de-
rrames de petroleo (Atlas y Bartha, 1972; Bartha y Atlas, 1973; Floodgate, 1973,
1979; Gunkel, 1967; Leahy y Colweli, 1990). Tomando como base petréleo crudo
de Kuwait, a 14 °C, la demanda de nitrégeno es de 4 nmoles de nitrégeno por g de
petroleo (Floodgate, 1979). Colwell et al. (1978) llegaron a la conclusion de que el
petroleo del desrame de Matulla se degradé lentamente en el ambiente marino,
probablemente, debido a las limitaciones impuestas por las concentraciones relati-
vamente bajas de nitrogeno y fosforo disponibles en el agua de mar. De modo
semejante a lo que sucede en el medio acuatico, la disponibilidad de nitrégeno y
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fosforo tdmbién puede limitar la biodegradacion de hidrocarburos dentro del 4m-
bito terrestre (Dibble y Bartha, 1979a; Bossert y Bartha, 1984; Bartha, 1986).

Fertilizacién del suelo y tratamiento del terreno
para la evacuacion de residuos aceitosos

En el tratamiento del terreno, se aplican al suelo fangos aceitosos. A principios de
los afios 70 se inici6 la supervision cientifica de la aplicacion de fangos al terreno
(Kincannon, 1972; Francke y Clark, 1974). Mas adelante, y sistematicamente, se
fue optimizando el proceso en los experimentos de campo y de laboratorio (Lehto-
make y Niemela, 1975; Maunder y Waid, 1973, 1975; Raymond et al., 1976;
Huddleston y Meyers, 1978; Dibble y Bartha, 1979b; Arora et al., 1982; Brown y
Donelly, 1983; Sandvik et al., 1986; Shailubhai, 1986; Amaral, 1987; Tesan y
Barbosa, 1987).

Algunas de las recomendaciones practicas para el tratamiento del terreno fue-
ron resumidas por el American Petroleum Institute (AP1) (1980) (Instituto del Pe-
troleo Americano) en Estados Unidos, y por CONCAWE (19805) en Europa. El
petroleo se aplica a velocidades que consiguen una concentracion de hidrocarbu-
ros del 5 por ciento en los 15-20 ¢m superiores del suelo. Las concentraciones de
hidrocarburos por encima del 10 por ciento son, definitivamente, inhibitorias para
la biodegradacion. Este limite se traduce en aproximadamente 100.000 | de hidro-
carburos por hectérea, normalmente, con un volumen de fangos que es entre 3 v 4
veces mayor (Dibble y Bartha, 19794). El pH del suelo se ajusta a un valor com-
prendido entre 7 y 8, o al valor prictico mas cercano, utilizando caliza agricola.
Se aplican fertilizantes de nitrogeno y fosforo en las siguientes relaciones;
hidrocarburo:N = 200:1 ¢ hidrocarburo:P = 800:1. Los hidrocarburos no degrada-
dos no lixivian con facilidad a las aguas subterraneas desde las zonas de trata-
miento del terreno (Dibble y Bartha, 19795), y parece ser minimo el impacto am-
biental en las zonas gestionadas de forma correcta (Arora et al., 1982).

Song et al. (1990), descubrieron que el proceso es més apto para las fracciones
medias del petréleo. Aunque la gasolina responde a la biorrecuperacion en suelos
superficiales, la biodegradacion es inferior a la velocidad de evaporacion, y la mayor
parte del producto se pierde en la atmésfera. En experimentos de laboratorio, Song
et al. (1990) tuvieron un éxito muy limitado con el fuel n.® 6 (residual). Sin embar-
go, Jones y Greenfield (1991) obtuvieron unos resultados bastante prometedores
en un trabajo de biorrecuperacion in situ en Florida. El suelo contaminado con una
media de 10.000 ppm de fuel n.® 6 fue tratado con fertilizantes. Se volted el suelo,
se cultivo y se mantuvo hiimede mediante rociadores cuando fue necesario. En
300 dias se eliminé cerca del 90 por ciento del contaminante, quedando aproxima-
damente 1.000 ppm de residuo, que incluia HPAs.

Nutricion de acuiferos

Cuando se bombea un acuifero contaminado, para que la contaminacién no se ex-
tienda, s¢ afiaden nutrientes minerales (nitrogeno y fésforo) al agua recuperada y
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se airea. La combinacion de biodegradacién y de arrastre por aire libera al agua
recuperada de los contaminantes disueltos. El agua, conteniendo ya gran nitmero
de microorganismos degradadores de hidrocarburos, es devuelta al acuifero cerca
de 1a zona contaminada. Este método de «bombear y tratar» es ayudado posterior-
mente por la actividad in situ de microorganismos inyectados (Lee y Ward, 1985;
Brown et al., 1985; Thomas et al., 1987). Para maximizar la actividad in situ, el
agua puede ser enriquecida, antes de la inyeccion, con nutrientes minerales adicio-
nales y ofros materiales que sirven como receptores de electrones para la oxida-
cion de los hidrocarburos.

La biorrecuperaciéon de acuiferos contaminados con aromaticos halogenados,
haloetanos y halometanos presenta problemas mas complejos (Kuhn et al., 1985;
Wilson et al., 1986; Berwanger y Barker, 1988). Aunque algunos de estos materia-
les se deshalogenan anacrobiamente, otros no pueden servir como sustratos, ni
bajo condiciones aerobias ni anaerobias, y son atacados tan sélo cometabolica-
mente.

Un derrame de JP-4 fue recuperado mediante nutrientes minerales y nitratos
(Wilson, 1991). Una zona de estudio, de 10 m x 10 m, fue inundada con 200 gal/min
de agua desde la parte inferior del derrame. El agua tard6 8 horas en pasar por la
zona contaminada y, posteriormente, una semana en llegar a los grandes pozos
productores que suministraban agua a la galeria de infiltracion situada sobre la
zona de estudio. Durante 2 meses se hizo circular agua sin aditivos para conseguir un
equilibrio quimico entre el agua y el petroleo. Después, se hizo circular 10 mg/1 de
nitratos durante 2 meses adicionales. Antes de afiadir los nitratos, el benceno se
hizo descender por debajo de 0,1 mg/l. Después de la adicion de nitratos, los de-
més alquilbencenos bajaron a menos de 5 pg/l.

La adicion de fosfatos a los acuiferos puede provocar una precipitaciéon que
puede llegar a taponar el acuifero (Aggarwal et al., 1991). Unos ensayos de labo-
ratorio empleando suelos contaminados con hidrocarburos, demostraron que una
concentracion de fosfatos de 20 mg/l en ¢l suelo del acutfero es suficiente como
para crear un exceso de fosfatos que limite el crecimiento microbiano. Los fosfa-
tos, sin embargo, se precipitarin en forma de sal de calcio si se afiaden a suelos
calcareos con altas concentraciones de calcio. En los suelos arenosos de cuarzo,
los fosfatos no daran lugar a un exceso de precipitados si se afiaden en forma de
ortofosfatos hasta 20 mg/l. Para concentraciones mayores, los fosfatos pueden ser
afadidos en forma de trimetilfosfato.

Fertilizantes oleofilicos

Para los derrames en suelos marinos, Atlas y Bartha (1973) desarrollaron un ferti-
lizante de nitrogeno y fésforo oleofilico que permaneceria en contacto con el pe-
tréleo en la interfase petrdleo/agua, donde tiene lugar la biodegradacién microbia-
na de los hidrocarburos. El fertilizante disefiado por Atlas y Bartha (1973) contiene
urea parafinizada y octil fosfato, pero cualquier otra gama de compuestos oleofili-
cos de nitrogeno y fosforo podria servir de igual forma (Atlas y Bartha, 1976).
Atlas y Bartha ensayaron la eficacia de los fertilizantes oleofilicos en zonas cerca-
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nas a la costa de New Jersey (Atlas y Bartha, 1973}, en Prudhoe Bay, y en diversas
darsenas cercanas a Barrow, Alaska (Atlas y Schofield, 1975; Atlas y Busdosh,
1976); en cada caso, los ensayos se realizaron in situ ¢ in vitro. Ademas, el fertili-
zante fue probado en diferentes microcosmos para potenciales aplicaciones en el
Artico (Horowitz y Atlas, 1977). En cada caso existia una poblacién natural de
microorganismos que podia biodegradar el petréleo cuando el fertilizante oleofili-
co era afadido a un derrame de petréleo, y, en cada caso, la adicién de fertilizante
oleofilico estimul6 las pérdidas biodegradativas.

Olivieri et al. (1976) describieron un fertilizante de emision lenta, que conte-
nia fosfato-amoénico-magnésico apoyado con parafina, como ingrediente activo para
estimular la biodegradacidn del petroleo. Después de transcurridos 21 dias a partir
de ser afiadido el fertilizante, el 63 por ciento del petrdleo habia desaparecido,
frente a un 40 por ciento registrado en la zona de control. Olivieri et al. (1978)
también descubrieron una combinacidn de lecitina de soja y etil-alofanato capaz
de proporcionar buenas fuentes oleofilicas de fésforo y nitrégeno, respectivamen-
te. Bergstein y Vestal (1978) comprobaron que el fertilizante oleofilico mejora la
biodegradacién del petréleo crudo en darsenas y lagos oligotroficos.

Se ha demostrado que una baja disponibilidad de hierro limita la biodegrada-
cion de los hidrocarburos, pera la misma limitacién no se mostré evidente en el
agua de mar cercana a la costa, rica en sedimentos (Dibble y Bartha, 1976). No se
han encontrado, ni s¢ sospecha que existan, otros nutrientes minerales limitantes
de 1a biodegradacion del petrdleo en el agua de mar, sin embargo, en algunos am-
bientes de agua dulce, la concentracion de sulfatos puede ser insuficiente para sos-
tener una 6ptima biodegradacion del petrdleo (Barth, 1986). Dibble y Bartha (1976)
comprobaron que se producia una estimulacion adicional de la biodegradacion del
petroleo cuando se afiadia hierro oleofilico en forma de octanoato férrico junto
con nitrdgeno y fosforo. Solamente se observé una estimulacién mayor en las aguas
marinas libres de sedimentos, no en las aguas costeras ricas en sedimentos. La
adicién de hierro oleofilico sdlo parece til en mar abierto, donde las concentra-
ciones de hierro son especialmente bajas.

Después del derrame det Amoco Cadiz, en 1978, 1a empresa Elf Aquitaine (Pa-
ris, Francia) desarrolld un fertilizante oleofilico comercial (Sirvins y Angeles, 1986;
LaDousse et al., 1987; Sveum y LaDousse, 1989; Tramier y Sirvins, 1983; LaDo-
usse y Tramier, 1991). El producto, llamado Inipol* EAP22, contiene urea como
fuente de nitrégeno, laurilfosfato como fuente de fésforo, y dcido oleico como
fuente de carbono para incrementar ia poblacion de microorganismos degradado-
res de los hidrocarburos. Su formula es la de una microemulsion. Los experimen-
tos realizados en el laboratorio mostraron la importante mejora que se producia en
la biodegradacion del petrdleo; en algunos experimentos, el 60 por ciento del pe-
troleo afiadido fue biodegradado en matraces fertilizados, frente a un 38 por ciento
en los no fertilizados, dentro de un periodo de 60 dias {(LaDousse et al., 1987). En
ensayos de saturacion con oxigeno de alta energia (LaDousse et al., 1987) se obtu-
vo un aumento incluso mayor, el 70 por ciento de biodegradacion en ¢l matenal
fertilizado, frente a tan sdlo un 20 por ciento en ¢l no fertilizado. Los ensayos
realizados en campo también mostraron mayores velocidades de biodegradacion
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con la aplicacion del fertilizante Inipol EAP 22, incluso en ensayos frios, en el
Artico (Sirvins y Angeles, 1986; Sveum y LaDousse, 1989).

Pritchard y Costa (1991) observaron que el Inipol EAP 22 no era tan eficaz
como el nitrogeno soluble en agua y los fertilizantes que contienen fosforo, a la
hora de mejorar la biodegradacion del petrdleo subsuperficial. Comprobaron que
el 50-60 por ciento del amoniaco y del fosfato del Inipol EAP 22 se emitian a los
pocos minutos de su aplicacion, después tenia lugar una emision mas lenta durante
las semanas posteriores. Salferman (1991) ensay0 con varias férmulas de nitroge-
no de emisidn lenta para tratar las costas contaminadas en el derrame del Exxon
Valdez. En sus ensayos, los briquetes de diurea isobutiraldehido daban los mejores
resultados en términos de emision de amoniaco.

A pesar de la complejidad del muestreo y de la interpretacion, debido a una
alta variabilidad en la distribucion del petroleo sobre las playas, fue posible de-
mostrar estadisticamente que la biodegradacion del petroleo (medida por los cam-
bios en el peso de los residuos y en la quimica del petrdleo) fue significativamente
mayor en la playa tratada con ¢l fertilizante que en la playa de referencia (Prince et
al., 1990; Pritchard y Costa, 1991). Después de 45 dias, habia entre 3 y 4 veces
mads petroleo en la playa de referencia que en la tratada con fertilizante. Esto se
corresponde con una velocidad de biodegradacion aumentada de dos a tres veces.
Los resultados parecian similares en la playa tratada con Inipol-Customblen, pero
para esta playa fue dificil establecer unas diferencias estadisticamente significati-
vas con respecto a la playa de referencia. Sin embargo, parece que se produjo una
biodegradacion acelerada (aproximadamente, en el orden de 2 a 3) al principio del
ensayo, cuando las concentraciones de nutrientes eran mayores. Estos resultados
indican que es importante la reaplicacion de fertilizantes (manteniendo las con-
centraciones de nutrientes a altos niveles durante largos periodos).

Como consecuencia del proyecto EPA-Exxon, quedé demostrado que la bio-
rrecuperacion de las playas contaminadas con petréleo era una tecnologia de lim-
pieza segura; no se observé ningiin efecto ecoldgico adverso (Fox, 1990; Oficina
de Evaluacion Tecnologica, 1991). La adicion de fertilizantes no provocoé ninguna
eutroficacidn, ni toxicidad aguda para ias especies marinas sensibles, y no provo-
c6 tampoco la emision desde las playas de los residuos de petréleo no degradados.
El éxito del programa de demostracion real ya ha preparado el campo para consi-
derar la biorrecuperacion como un componente clave (pero no el unico) en cual-
quier estrategia de limpicza para futuros derrames de petréleo.
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Cualquier uso comercial de microorganismos, incluyendo la degradacion de resi-
duos peligrosos, conduce pronto a ciertas especulaciones sobre la posibilidad de
que determinadas modificaciones genéticas posiblemente mejorarian las activida-
des desarrolladas por los mismos. La forma de conseguir estos cambios genéticos
puede variar desde una biisqueda de las frecuencias de mutacion natural, hasta la
utilizacién de mutagenos y de otras técnicas sofisticadas de biologia molecular.
Cada uno de estos métodos presenta sus propios «pros» y «contras» que seran
discutidos a continuacion.

Los cientificos que buscan mejorar los microorganismos mediante su muta-
cién deberian tener en cuenta que las bacterias y demdas microorganismos que de-
gradan los residuos sélidos ya se han adaptado para llevar a cabo este trabajo. Los
cambios genéticos realizados a un microorganismo por necesidad se hacen igno-
rando la historia de sus genes o su evolucion. Quizas existan excelentes razones
que expliquen por qué un microorganismo dado no deprada mas rapidamente un

a1
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compuesto determinado, o por qué una ruta catabdlica no tiene un rango de sustra-
to mas amplio. Aungue existan muchos e¢jemplos de modificaciones genéticas rea-
lizadas con éxito que han logrado un mejor rendimiento, se debe comenzar por
obtener un conocimiento adecuado de las caracteristicas intrinsecas del microor-
ganismo original. El microorganismo ha contado con decenas, y quizas centenares
de siglos de adaptacion y seleccidén, para conseguir una ruta degradadora equili-
brada respecto a las restantes necesidades fisiologicas de la célula, lo cual permite
que ¢l microorganismo pueda competir en su ambiente natural. Si un investigador
construye un nuevo microorganismo capaz de mostrar un metabolismo mas répi-
do, o mas completo, pero que ya no pueda competir con sus primos naturales en el
ambiente, este nuevo microorganismo sera initil para la mayoria de las aplicacio-
nes en la degradacion de residuos peligrosos.

Las aproximaciones genéticas que pretenden mejorar las cepas de microorga-
nismos degradadores se complican por el hecho de que la mayoria de los residuos
peligrosos no se degradan de forma completa con una sola reaccion enzimatica;
mis bien, se requieren rutas completas de hasta cinco pasos o mas para lograr una
mineralizacion efectiva. Por lo tanto, las modificaciones genéticas encaminadas a
lograr un producto enziméatico deben ser compatibles con la compleja maquinaria
de las rutas metabdlicas completas. Una superenzima fabricada mediante muta-
cion, no es suficiente para mejorar el rendimiento; también debe ser capaz de inte-
grarse en un sistema vital. Ademads, la mayoria de las rutas degradadoras requieren
una serie de cofactores y unas correctas condiciones ambientales. Esto significa
que es necesario contar con microorganismos vivos y completos para degradar la
totalidad, menos unos pocos, de los residuos peligrosos. Una mutacion que sea
muy nociva o que provoque una inestabilidad genética puede lograr todos los efectos
deseados en relacion a la reactividad o especificidad, pero aun asi no sera util
(dentro o fuera del laboratorio).

Este capitulo describe una serie de métodos, de complejidad creciente, que
pueden ser empleados para modificar genéticamente los microorganismos con la
esperanza de mejorar su rendimiento. En este caso, «mejorar» quiere decir modifi-
car ¢l rendimiento de la célula hasta ilegar a lo deseado por los invesiigadores o
los responsables de la biorrecuperacion. Siempre hay que tener en cuenta que el
propio microorganismo quizas no considere estos cambios como una mejora. Los
medios disponibles actualmente para introducir cambios genéticos estables en los
microorganismos incluyen: el uso de la mutagénesis y la seleccién; la conjugacion
y/o recombinacion de las rutas o pasos en las rutas; los transposones; la clonacién
de genes; la ingenieria de proteinas y la mutacion in situ.

Mutagénesis y seleccion

Esta discusion prestard mas atencion a la seleccion de las cepas mutantes, ya que
la mutagénesis es un proceso mucho mas facil. Existen varios protocolos disponi-
bles para la utilizacién de los mutdgenos '?, pero siempre es dificil encontrar la
mutacion deseada. Las técnicas mutagénicas incluyen: la exposicion a mutagenos
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quimicos; el uso de radiacion ultravioleta; la congelacion y descongelacion; o sen-
cillamente, el aprovechamiento de Ia frecuencia natural de mutacién de los micro-
organismos, mutacion creada por errores durante la replicacion, exposicién a ra-
diaciones cosmicas, u otros factores ambientales de mutacion. Existen varios tipos
de mutagenos quimicos que pueden provocar cambios en el genoma. Algunos agen-
tes, tales como las bases analogas, los colorantes, las radiaciones, o los productos
quimicos radioactivos, pueden provocar mutaciones. Las bases analogas, como el
5-bromouracilo o la 2-aminopirina, se incorporan durante ¢l ciclo de replicacion,
de esta forma provocan las mutaciones GC a AT o AT a GC. Los colorantes, como
las acridinas o el bromuro de etilo, pueden causar mutaciones de cambio de fase.
La radiaciéon, como la ultravioleta o los rayos-x, provoca la formacion de dimeros
de pirimidina o el ataque de radicales libres sobre ei ADN, ambos sucesos pueden
llevar a una reparacion susceptible a errores 0 a una\'sg.lpresién. Los productos qui-
micos reactivos, como por ejemplo: la hidroxilamina, la 4-nitroquinoleina, el me-
tanosulfonato de etilo, o el metanosulfonato de metilo, son capaces de modificar
quimicamente el ADN, provocando malos emparejamientos y una replicacion del
ADN propensa a errores.

Un mutageno extremadamente potente es la N-metil-N-nitro-4-quinoleina, que
induce a mutaciones mediante una ruta de reparacion SOS propensa a errores. Un
procedimiento para inducir mutaciones en la Streptomyces utilizando nitroquino-
leina, es ¢l siguiente: durante 20 min, se incuba con nitroquinoleina un cultivo de
células ajustado a un pH 8,5, con una concentracién de 100-400 ug/ml. Después se
separan las células del mutageno mediante el centrifugado o ia resuspensién en un
medio fresco. A continuacion, los cultivos se desarrollan en un medio nutritive y
se colocan en placas para obtener varios mutantes®. Lo que hace eficaz cualquiera
de estos métodos es el disefio y la implantacion de una estrategia de seleccion que
favorezca la identificacion de las caracteristicas deseadas, a pesar del método
mutagénico empleado. Esto también es vélido para la manipulacion genética o
mutagénesis de transposones. El éxito de cualquiera de estos métodos depende de
una buena y solida estrategia de seleccion.

Una de las mayores desventajas que presentan las técnicas mutagénicas senci-
llas es que la mayoria de las mutaciones dan como resultado un microorganismo al
que, sencillamente, le falta una cierta actividad enzimatica. Esto es util si se estd
estudiando la cartografia genética o la estructura y funcién de los genes, pero la
pérdida de una capacidad normalmente no se considera como una mejora para un
microorganismo degradador. Las mutaciones sencillas que aceleran la velocidad
global de una reaccion, o las que permiten la degradacién de compuestos nuevos,
son mucho mas raras y dificiles de seleccionar después de un tratamiento mutagé-
nico. Un ejemplo frecuentemente utilizado, para ilustrar que pueden emplegrse
técnicas mutagénicas y selectoras sencillas con el fin de mejorar los microorgagis-
mos biosintéticos, es la sobreproducciéon de antibioticos, como la penicilina, a plar-
tir de cultivos fungicos. Lo que se ignora son las miles de horas de trabajo manal
gue han sido necesarias para seleccionar de forma individual los cultivos aislados,
uno tras otro, después del tratamiento mutagénico. La atraccion que puede ejercet
este método simple para la mejora de cepas desaparece rapidamente cuando se
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calcula que costaria mitlones o decenas de millones de délares en gastos de labo-
ratorio para repetir ¢l proceso utilizado en el aislamiento de las cepas sintetizantes
de penicilina. Hacen falta técnicas selectoras mas sofisticadas para aislar una cepa
mejorada; estas técnicas deben emplear al personal de forma eficaz y dentro de un
periodo de tiempo razonable.

Existen varios métodos eficaces para la seleccion y enriquecimiento de los
mutantes defectuosos en las rutas catabolicas. Uno de los mejores depende de si la
muerte de un microorganismo muestra las propiedades de una cepa salvaje. El
enriquecimiento a favor de los mutantes deseados puede conseguirse provocando
que las cepas salvajes formen un intermediario toxico durante la degradacion de
un sustrato andlogo. Un ejemplo de esto seria el uso de analogos halogenados
—en particular los fluorados—— de hidrocarburos aromaticos para enriquecer el
medio a favor de los mutantes que son defectuosos en la degradacion de moléculas
naturales no halogenadas. Este método ha sido denominado sirtesis letal; en este
método, las moléculas toxicas, como el fluorocitrato, se acumulan durante la de-
gradacion de los analogos fluorados®. Se ha utilizado el enriquecimiento selectivo
para aislar pseudomonas defectuosas en el catabolismo de algunas moléculas, como
la cimeno, con analogos fluorados®. Este método es tan eficaz que después del
crecimiento de la Pseudomonas putida en presencia de 5 mM de 5-fluorosalicila-
to, sin ninguna mutagénesis previa, hasta el 100 por cien de los microorga-
nismos supervivientes fueron defectuosos respecto a su capacidad para meta-
bolizar los salicilatos. Este método también generéd mutantes defectuosos con
benzoatos, ftalatos, hidroxibenzoatos, y anisatos halogenados *¢’. En todos los ca-
sos, los mutantes fueron enriquecidos a partir de cultivos que no habian sido ex-
puestos a ningdn mutdgeno; una vez mds se¢ ilustra la capacidad de este método
para dar lugar a un enriquecimiento, con un alto grado de eficacia, en favor de los
mutantes defectuosos deseados. Este tipo de seleccion, fuerte, y eficaz, es la forma
mas directa de obtener los mutantes deseados que son defectuosos en las rutas
catabolicas.

Otro método selectivo que ha mostrado un alto rendimiento es el tratamiento
mediante células capaces de matar a las cepas salvajes restantes, que todavia pue-
den crecer y después rescatar a las viables que no han crecido. Este método imphi-
ca la incubacion de las células en un sustrato especifico junto con los organismos
defectuosos, y, posteriormente, ¢l cultivo se trata con una combinacion de penici-
lina o amplicilina mas cicloserina® (Fig. 3.1). Los multiples procesos de exposi-
cion de un cultive a un sustrato especifico afiadiendo cicloserina y ampicilina para
matar a las células que puedan crecer sobre este compuesto y, después, aislar y
enriguecer los mutantes mediante el lavado de las células y su colocacién en pla-
cas sobre otro compuesto de crecimiento, generan una alta proporcion de mutantes
que pueden ser aislados (hasta en varios 6rdenes de magnitud después de tres ci-
clos de enriquecimiento y aislamiento). Esta técnica es sencilla, eficaz, y muy fa-
cil de utilizar si los microorganismos empleados son sensibles a la ampicilina 0 a
la penicilina mas cicloserina. El método mas sencillo con ¢l que se obtengan los
resultados descados, normalmente, serd el mejor, y dicho método no deberia ser
despreciado solamente porque sea el mas antiguo.
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* Se desea una modificacion en una ruta metabélica dsl benzoato.

= La cepa salvaje degradador de banzoato puede ser mutada o utilizada tal cual
dependiendo de las frecuencias de mutacion naturales.

» Incubar el cultivo con el benzoato hasta que comienza el crecimiento rapido.

4

f e T———

*+ Afiadir ampicilina mas cicioserina y seguir con la incubacién para matar solamente
las células que estén creciendo.

= Separar las células mediante el centrifugado, eliminar los antibidticos mediante la
resuspension del relet 2-3 veces en medio frasco y recentrifugar.

* Incubar las células en medio de crecimiento fresco con una fuente de carbono no
seleclivoe como el succinato, glutamato o Acidos casaming para «rescatar» a los
supervivientes (incluyendo los mutantes deseados) del tratamiento con antibisticos.

* Recuperar las células e incubarias en medio frasco que contiene benzoato.

* Repetir e} proceso de incubar el cultivo en benzoato, tratandolo con antibiotico, y
rescatando los supervivientes por o menos 2-3 veces mas.

¢ Sembrar las células resultantes sobre un medio selectivo en placas de agua y
aislar a los mutantes defectuosos en benzoato.

FIGURA 3.1. Enriquecimiento para obtener un mutante bloqueado.
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Aunque es dificil imaginar que una mutacién que origine la pérdida de una
actividad dé lugar a un microorganismo con unas propiedades degradadoras mejo-
radas, la pérdida por mutacion de la funcidn catabolica a veces es util en €l sentido
de que genera microorganismos con una gama de actividades mas amplia frente a
los residuos peligrosos. Se ha utilizade un microorganismo que contenia una le-
sidn genética en la ruta de mefa-ruptura, como punto de partida para la produccién
de una nueva cepa que contenia una ruta metabolica hibrida.

Las mutaciones sencillas también han sido utiles para ampliar el rango de los
sustratos que pueden ser atacados por un solo microorganismo. Se ha utilizado la
mutacion espontanea, que provoca la aparicién de una actividad fenol-oxidante,
para la construccion de un microorganismo capaz de degradar una amplia gama de
sustratos®. También se han conseguido poblaciones microbianas con mayor capa-
cidad para degradar compuestos orgénicos clorados utilizando la mutagénesis UV
aleatoria *. Ademas, se¢ ha operado con éxito un dispositivo, que incluye una ca-
mara de flujo continuo de radiacion UV conectada a un biorreactor, que continua-
mente selecciona los microorganismos capaces de crecer a costa de los acidos 4-
clorobenzoico, 2,4-diclorobenzoico y de otros compuestos cloroorganicos. Se ha
demostrado que el método de mutagénesis UV aumenta la degradacion de los com-
puestos orgdnicos clorados mediante la introduccion continua de mutaciones in-
ducidas por la radiacion UV.

La mutagénesis y seleccién también pueden ser utilizadas, al menos en teoria,
para ampliar la especificidad del sustrato de una enzima o de una ruta degradadora
completa. Una forma de mutacion util seria conseguir un microorganismo que con-
tuviese una ruta degradadora que se sintetizase constitutivamente, en vez de estar
sujeta a la induccidn mediante uno 0 mas sustratos. Muchas rutas degradadoras se
muestran activas frente a sustratos que no inducen a la sintesis de la ruta degrada-
dora en si. Normalmente, debe haber un cosustrato presente como inductor, pero
la produccion de mutantes constitutivos permite que el espectro total de las capa-
cidades metabélicas de un microorganismo actie frente a un rango de sustratos,
con o sin la presencia de un inductor. Esta es una herramienta atil en la mutagéne-
sis, ya que la sintesis constitutiva puede hacer superar una barrera regulatoria, lo
que podria evitar que un microorganismo atacase €, incluso, creciese a costa de un
rango de sustratos mucho méas amplio.

Los mutantes constitutivos de las rutas degradadoras aromadticas pueden obte-
nerse facilmente mediante el método descrito por Parke y Ornston !'. En este mé-
todo, las células se cultivan de forma alterna sobre succinatos {una fuente no in-
ductora de carbono) y sobre un compuesto encontrado en la ruta metabélica que
normalmente no es sustrato de crecimiento. Durante la exposicion al succinato,
todas las células crecerdn y surgiran mutantes espontancos. Cuando se subcultiva
en un medio que contiene un sustrato de ruta no inductor, solamente creceran de
forma inmediata los mutantes constitutivos. Si no se observa ningiin crecimiento,
el cultivo se traslada de nuevo al medio succinato para permitir un crecimiento
adicional y la formacién de nuevos mutantes espontaneos. La exposicion alterna
del cultivo a estos dos sustratos, al final, puede dar lugar a un mutante constituti-
vo. Este método también podria utilizarse para el enriquecimiento a favor de mu-
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tantes constitutivos, siguiendo la mutagénesis con mutigenos quimicos o transpo-
sones.

También se han desarrollado unos esquemas para aislar mutantes que tienen
una especificidad inductora alterada; la maquinaria reguladora se cambia median-
te mutagénesis para que las nuevas moléculas provoquen la induccion de la ruta
enzimatica deseada. El sistema regulador de ' la ruta benzoatica codificada sobre el
plasmido TOL se ha alterado mediante mutagénesis quimica para que sea inducido
por ¢l 4-etilbenzoato 2. En este caso particular, la maquinaria reguladora a favor
de 1a ruta TOL (el promotor Pm y el gen xy IS) fue introducida en la misma célula
mediante técnicas de ingenieria genética. El promotor Pm, en vez de regular la
expresion de los genes TOL, se colocd en una posicién para controlar la expresion
de un gen resistente a la tetraciclina. Escherichia coli, que contiene este sistema
genético, creceria en presencia de la tetraciclina si se anadiese al medio de cultivo
un inductor de la ruta TOL, como puede ser el benzoato, pero no ¢receria en pre-
sencia del 4-etilbenzoato (4EB), ya que este compuesto no es un inductor del Pm.
Después de colocar las células sobre placas con agar que contenian el mutageno
etilmetasulfonato y 4-etilbenzoato, se aislaron unos pocos mutantes resistentes a
la tetraciclina. Algunos de estos mutantes presentaron como propiedad que el 4-
etilbenzoato fuera capaz de provocar la induccion del promotor Pm. Aunque el
método utilizado en este ejemplo para seleccionar un sistema de promotores 4EB-
inducible dependia de técnicas de ingenieria genética, la mutacion en si se produjo
por mutagénesis quimica sencilla

por-m
Harker y sus colaboradores utilizaron la transposicién para crear una ruta cons-

titutiva del acido 2,4-diclorofenoxiacético empleando el plasmido pJP4 y el trans-
posén Tn 7721 . En este caso, ¢l transposon fue insertado en el gen regulador
originando la expresion constitutiva. Esta construccion se llevo a cabo con plasmi-
dos naturales y, por lo tanto, no seria considerada como un producto de ingenieria
genética.

Conjugacion y recombinacion naturales

La conjugacion es un método que consiste en trasladar la informacion genética
deseada desde un organismo a otro. Se trata de un proceso natural mediante el cual
se trasladan uno o mas genes desde un organismo a otro, posibilitando el empare-
jamiento de los dos organismos. Las bacterias son promiscuas, se aparean con fa-
cilidad, e intercambian informacion genética con otras especies con una frecuen-
cia relativamente alta. Aunque no todos los plasmidos son capaces de introducirse
en una nueva cepa alojadora, a veces pueden ser inducidos a hacerlo mediante la
presencia de un segundo plasmido «ayudante» que codifica la transferencia del
ADN det plasmido desde un microorganismo donante hasta otro receptor. Este
sistema de transferencia genética es util para introducir ADN nuevo en un huésped
que ya contenga algunas de las propiedades deseables. Un microorganismo podria
ser modificado mediante este método para que degradase a un rango de sustratos
mas amplio, o para que desarrollase nuevas actividades enzimaticas en un huésped
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que ya se hubiese adaptado para sobrevivir o reproducirse en un ambiente con-
creto.

El proceso de conjugacion es muy sencillo en el laboratorio, Normalmente, el
organismo receptor se elige porque sus propiedades se acercan a las deseables, y
porque muestra alguna caracteristica segun la cual podra separarse del donante
mediante seleccion, Uno de los métodos de seleccion consiste en hacer al organis-
mo receptor resistente a un antibiotico, como por ¢jemptlo la rifampicina; otro con-
siste en mutar al organismo donante para hacerle deficiente en lo que se refiere a
su capacidad de sintetizar un aminoacido o nucled6tido esencial. Una vez consegui-
do esto, ¢l organismo que contiene ¢l ADN deseado y ¢l organismo receptor se
mezclan sobre un filtro, un medio de cultivo, o la superficie de una placa con agar,
y s¢ deja que crezcan juntos. La masa biolégica resultante se suspende, se lava y
se coloca de nuevo sobre un medio que sélo permita la reproduccion del organis-
mo receptor. Si el ADN del plasmido codifica una funcidn directamente seleccio-
nable, como ¢l crecimiento sobre un sustrato nuevo, ¢l organismo receptor podra
seleccionarse posteriormente mediante ¢l crecimiento sobre el compuesto especi-
fico (Fig. 3.2).

Los procesos de conjugacion descritos aqui son eficaces para la trans-
ferencia genética de un rango muy amplio de genes transportados por plasmidos.
Si es necesario un plasmido ayudante para llevar a cabo la transferencia, en-
tonces se utilizan tres cepas diferentes en el proceso de emparejamiento: la recep-
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dante, todas ellas son emparejadas juntas. Este proceso de intercambio genético da
lugar a la transferencia-al receptor de la informacion genética deseada. La nueva
cepa, conseguida mediante métodos cuasinaturales, es considerada un micro-
organismo natural, aunque ahora contenga propiedades que puedan ser unicas
en un huésped concreto. Estas propiedades confieren al receptor una caracte-
risticas nuevas y esperanzadoramente deseables, y son una forma muy eficaz de
introducir grandes cantidades de ADN nuevo en un organismo huésped. Las
cepas microbianas pueden ser construidas de forma natural mediante la mo-
vilizacion de genes cromosomicos y plasmidos por parte de los plismidos conju-
gativos. Esta es la técnica utilizada por Kellog et al., y mejorada por Krockel y
FOCht I4.l5.lb'

El uso de procesos naturales de intercambio genético, promoviendo ¢l empare-
Jamiento u otros mecanismos para el intercambio del ADN, puede dar lugar, en el
laboratorio, a nuevas vias hibridas degradadoras sobre una gran gama de sustratos.
Este método también puede descubrir nuevas clases de compuestos que sirvan al
microorganismo receptor como sustratos de crecimiento. Aunque estos procesos
dependan de sucesos de recombinacion, o inciuso de la introduccion de grandes
plasmidos (>100 kb) en los microorganismos, esta aproximacion no se considera
ingenieria genética, y por lo tanto no esta estrictamente regulada por las agencias
gubernamentales. Incluso cuando una cepa especifica exista Gnicamente en el la-
boratorio donde haya sido producida, el uso real de este organismo en el trata-
miento de los residuos peligrosos no sera mas restringido que el de una cepa no
indigena que exista de forma natural.
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rif+ rif+
A B

O

El microorganismo receptor ‘A’ La bacleria donante ‘B’
resistente a la rifampicina sensible a la rifampicina lleva un
no puede crecer con catecol metabolizador de catecol
rif+ rif+
A B
g = L

O

Permitir el intercambio genético per conjugacion, sembrar en placas la mezcla
de las células conjugadas sobre un medio que contiene rifampicina mas
catecol como la dinica fuente de carbono y energia

rit+ rif+ rif—

A A 8
El receptor ‘A’ no El receptor conjugado. Células donantes. No
conjugado. No puede Solamenie estas células pueden crecer en la
crecer con sl catecol creceran en las placas presencia de rifampicina

FIGURA 3.2. Transferencia por conjugacion de informacién genetica.
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Algunos de los primeros ejemplos de rutas metabdlicas hibridas fabricadas uti-
lizaron el plasmido TOL introducido por conjugacion. Una cepa de Pseudomonas
putida que crezca sobre salicilatos via formacion de catecol y por via de una rup-
tura en orto también podra convertir al 3-metilsalicilato en 3-metilcatecol, pero no
podra crecer sobre 3-metilsalicilato porque tiene una especificidad muy .alta para
la ruta orto-ruptura. La introduccién, en este cultivo, del plasmido TOL que con-
tiene la via de meta-ruptura no especifica producird un microorganismo que crece-
ra a costa del 3-metilsalicilato .

Otro cjemplo de tuta hibrida generada mediante conjugacion es la descrita por
Reineke y Knackmuss para un microorganismo que puede atacar compuestos aro-
maticos halogenados '*'°. La cepa B13 Pseudomonas puede degradar algunos com-
puestos aromaticos clorados, como por ejemplo ¢l 3-clorobenzoato, a través de la
ruta clorocatecol. $in embargo, otros halobenzoatos sustitutos no son sustratos para
la primera enzima en esta ruta, y los intentos de mutar o seleccionar mutantes
espontaneos no tuvieron éxito. Estos investigadores demostraron que una molécu-
la como la 4-clorobenzoato podria servir como sustrato de crecimiento si la espe-
cificidad de la primera enzima de la ruta se pudiese ampliar para atacar a este
compuesto, ya que el 4-clorocatecol podria ser metabolizado por ¢l resto de la ruta
y servitia como sustrato de crecimiento. Esta barrera metabdlica inicial fue supe-
rada mediante la transferencia del plasmido TOL, la codificacion de una benzoato
dioxigenasa, y-su-conjugacién en la cepa receptora eudomonas B13. Después
de la seleccién, se aislaron las células receptoras que dependian de 1a benzoato
dioxigenasa TOL-codificada para su crecimiento con el 4-clorobenzoato, como
Gnica fuente de carbono y energia.

La investigacion descrita en el parrafo anterior es un ejemplo excelente del uso
de la conjugacion y seleccidn posterior para mejorar las propiedades de un micro-
organismo activo frente a los residuos peligrosos recalcitrantes, como pueden ser
los compuestos organicos halogenados.

Un trabajo anterior con Pseudomonas sp. cepa B13 habia mostrado la inestabi-
lidad estructural de los plasmidos TOL. degradadores, después de la conjugacion
en Pseudomonas putida. La introduccion del plasmido, mediante su apareamiento,
en un fondo bioquimico nuevo dio lugar a cambios estructurales en el ADN,
lo que origind un plismido nuevo que creceria con un sustrato de m-metil ben-
zoato y produciria derivados que a su vez crecerian a costa del sustrato 4-cloro-
benzoato ».

Estos experimentos de conjugacion también causaron grandes cambios es-
tructurales en el ADN que codificaba la ruta TOL degradadora. Los plasmidos
originales sufrieron una gran regresion, lo que origind cambios en el fenotipo
regulador permitiendo el crecimiento con ci 4-ciorobenzoato. Estos experimentos
demuestran la naturaleza plastica del ADN; se pueden provocar grandes cam-
bios en la especificidad del sustrato e incluso la estructura del ADN por el mero
hecho de introducir un trozo de ADN en un nuevo microorganismo. Como este
proceso tiene lugar en la naturaleza todos los dias, no es sorprendente que existan
maltiples rutas enzimaticas relacionadas para la degradacion de compuestos or-
ganicos.
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Mutagénesis de transposones

Los transposones son unidades del ADN, de diverso tamafio y complejidad, que
pueden «saltar» a varios lugares ¢n un genoma bacteriano. Parece ser que los trans-
posones se autoinsertan en secuencias del ADN. combinando funciones que son
codificadas por los propios transposones ?'. Los transposones y otros elementos de
la secuencia de insercidn tienen caracteristicas en comiin. Los términos de estas
unidades de ADN llevan repeticiones invertidas de 10 a 40 pb, que se piensa que
sirven como puntos de reconocimiento para las enzimas de transposicion (como,
por ejemplo, las transponasas). Estas repeticiones flanquean una zona central que
contiene un niimero determinado de genes que codifican las funciones de transpo-
sicion y otros marcadores seleccionables. La insercién en un genoma bacteriano
viene acompafiada por una duplicacion del ADN. Los transposones son capaces
de integrarse mediante la recombinacién en cualquier nimero de secuencias del
ADN extrafio (a falta de cualquier homologia aparente de ADN).

La ventaja que ofrecen los transposones a la modificacion genética de los mi-
croorganismos degradadores de residuos peligrosos, es su capacidad para reorde-
nar ¢l ADN. Los transposones gestionan fusiones, duplicaciones, regresiones, in-
versiones, y la adicion de nuevos genes. Todas estas acciones pueden modificar, y
con suerte mejorar, el rendimiento de los microorganismos utilizados para degra-

dar los residuos peligrosos. Los transposones han sido muy utiles para el estudio
de la funcién y estructura de los genes; y algunas rutas metabdlicas de hidrocarbu-
ros, como el sistema TOL, son llevadas sobre transposones 2223, Los genes catabo-
licos del plasmido TOL también han sido localizados y caracterizados mediante la
mutagénesis de transposones.

Otra ruta metabélica que emplea transposones incluye a la ruta catabélica del
clorobenzoato que utiliza el transposon Tn5271. Este permite ¢l crecimiento del
organismo huésped sobre 3- y 4-clorobenzoato 2. Ademas, se moviliza en un ran-
go de diferentes bacterias huéspedes durante la adaptacion comunitaria a la pre-
sencia de 4-cloroanilina, un contaminante comun industrial y agricola®. Los ge-
nes de la clorobenceno dioxigenasa de la cepa P51 Pseudomonas también son
utilizadas con un elemento transposable, Tn5280%. El hecho de que las funciones
catabdlicas puedan ser transportadas por transposones, como en este caso, puede
ser un mecanismo que posibilite su diseminacion en el ambiente cuando esté pre-
sente un sustrato apropiado, como por ejemplo un clorobenceno. Un informe re-
ciente indica que los genes que codifican la degradacién del naftaleno utilizan un
transposon defectuoso, denominado Tn46557%,

La insercion de un transposon es un suceso catastréfico para un gen estructural
cuando é€ste es el lugar de insercion. Como los transposones normalmente son gran-
des piezas de ADN, su insercion en cualquier gen estructural provoca la destruc-
ci0n integra de ese gen y la pérdida completa de su funcion. Ademas, los transpo-
sones pueden tener efectos polares sobre el resto del operon. Es decir, la insercion
de un transposon no solamente inactiva un gen estructural, sino que también, a
menudo, bloquea la transcripcion de cualquier otro gen que dependa del mismo
elemento promotor. Esta caracteristica es muy util para el estudio de las relaciones
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estructura-funcidn y del orden genético en una serie de genes mas alla de un pro-
motor dado. Esto viene ilustrado en el siguiente ejemplo. Un promotor P controla
la sintesis de cinco genes en el orden A, B, C, D, y E. La insercién de un transpo-
son en el gen E provocaria la pérdida funcional de tan sélo el gen E (Fig. 3.3). Una
insercion transposonal en el gen B causaria la pérdida funcional de los genes B, C,
D, y E. De esta forma, un grupo de mutantes de transposones, ung o mas en cada
gen del operon, identificaria el orden génico en este operén.

Los transposones tienen otros usos, ademas de servir para la nactivacion de
genes y el estudio de la estructura genética. Una de las ventajas de la mutagénesis
de transposones es el hecho de que se produce con una frecuencia relativamente
alta, de 10~ a 10 por célula®. Ademas, las mutaciones transposonales son suce-
sos naturales, y los productos derivados de su utilizacién no son considerados por
las agencias reguladoras como manipulados mediante ingenieria genética. Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta la siguiente advertencia. Un método frecuentemen-
te utilizado para introducir transposones en una célula consiste en la transferencia
de un plasmido, éste lleva el transposoén a la célula receptora. Si ¢l plasmido (no el

Promotor Genes estructurales en el operén

P—p A B c D E

I I I I ]

Direccion de la transcripcion ——»

Tn
P—b A B C D E
L1 ! 1 ] [ |
La insercion det transposon inactiva el gen E
Tn
P—>» A B C D E

La insercion del transposon inactiva los genes B, C,Dy E

FIGURA 3.3. Cartografia de transposones de un operdn.
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transposon) ha sido objeto de cualquier actividad de ingenieria genética, como la
clonificaciéon de genes o mutagénesis in situ, el mutante transposonal resultante
puede ser considerado por EPA como manipulado genéticamente, incluso aunque
el propio plasmido no pueda ser replicado dentro de la célula mutada. Por lo tanto,
si se esta planificando el uso de un transposdn para generar una cepa con mejores
propicdades respecto a la degradacion de residuos sélidos, y se desean evitar pro-
blemas reglamentarios y gastos, se debe elegir un sistema de entrega de transposo-
nes y pldsmidos que no contenga informacién producida por ingenieria genética,
Una ventaja importante de la mutagénesis transposonal y del uso de transposo-
nes como elementos de transferencia genética es la simplicidad de los experimen-
tos implicados. Aunque se produzcan con una frecuencia relativamente alta, los
sucesos de transposicion son lo suficientemente raros como para precisar del dise-
fio de una estrategia de seleccion del genoma transpuesto. Una caracteristica que
presentan la mayoria de los transposenes es que contienen algun tipo de marcador
seleccionable, como por ejemplo: la resistencia a los antibioticos, la resistencia a
los metales pesados, o una funcidén genética positiva. Normalmente, un transposon
puede ser introducido en una célula receptora mediante conjugacion utilizando un
plasmido transportador. Como es mucho mas eficaz examinar solamente los mi-
croorganismos que realmente han sufrido un suceso de transposicion, el plasmido
que transporta el transposon, con frecuencia, puede ser manipulado de alguna for-
ma para que la célula receptora lo pierda. Por lo tanto, después de la seleccion,
cualquier célula que contenga el marcador seleccionable transportado sobre el trans-
poson debe haber padecido un suceso transposicional. Una forma de llevar a cabo
esto consiste en utilizar un plasmido cuya maquinaria replicadora sea sensible a la
temperatura. El plasmido crece en las células donantes a una temperatura permisi-
va, y se transfiere, mediante conjugacion, a una célula receptora que, posterior-
mente, crece a una temperatura que no permite la replicacién del plasmido. Al
final de este ciclo de seleccidn, cualquier céluila que todavia lleve el marcador
selecctonable sobre el transposdén habra pasado por un suceso transposicional.
Unas pocas de estas células tendridn un transposon insertado en, o cerca del,
gen de interés, a menos que este transposon solamente se inserte en un lugar o
unos pocos lugares sobre el cromosoma de la célula receptora. Un experimento
tipico, para la mutacidn o insercidn transposicional del ADN en una pseudomona
receptora u otro microorganismo degradador de hidrocarburos, seria el siguiente,
Una £. coli, capaz de aparearse con la Pseudomona receptora, se¢ transforma me-
diante un plasmido que lleva un transposén. El transposén lleva también un mar-
cador seleccionable, como por ¢jemplo. una resistencia a la tetraciclina. El plasmi-
do, aunque sea capaz de ser transferido mediante conjugacion a la Pseudomona
receptora, no puede replicarse en ese huésped. A continuacion, la £. coli donante
se aparea con la Psewdomona receptora. Después de aparearse, los organismos se
ponen en placas que contienen un material que tan solo permite el crecimiento de
la Pseudomona, como por ejemplo un medio minimo que contenga una fuente de
carbono aromatico. Como ¢l plasmido de £. coli no puede replicarse dentro de la
Pseudomona, la seleccidn del marcador llevado sobre el transposon, por g¢jemplo:
resistencia a la tetraciclina (esto presupone que la Psendomona no era resistente a
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la tetraciclina), produce un grupo de colonias de Pseudomonas que ahora llevan el
transposon, o bien en alguna parte det cromosoma, o bien insertado en un plasmi-
do que ya estaba en la célula.

Este tipo de experimento es una forma sencilla de llevar a cabo.una serie de
sucesos genéticos complicados. Un gran fragmento de ADN nuevo, que contenga
uno o varios genes, puede ser insertado en alguna parte del genoma de un receptor
elegido. Cuando se produce la inactivacion por insercién de un gen, se procede a
llevar a cabo atin mas ciclos de seleccidn. La seleccién en busca de la pérdida de
una funcién genética, a la vez que se utiliza el marcador seleccionable levado
sobre el transposon, puede provocar el aislamiento de uno o mas microorganismos
que leven el transposdn en el gen de interés.

Ademas de la inactivacion catastrofica de genes estructurales, que apenas si es
itil para aplicaciones comerciales, los transposones pucden alterar el ADN de otras
formas que presentan un potencial mucho mayor en lo que s¢ refiere a aplicacio-
nes ambientales. Como los transposones pueden contener varios genes estructura-
les que codifiquen una resistencia a los antibi6ticos, funciones transposonales, y
otras actividades no caracterizadas, los promotores de estos genes pueden egjercer
su influencia mas all4 de los confines del ADN del propio transposon. Los promo-
tores llevados por transposones pueden provocar la transcripcion de genes estruc-
turales mas allé del punto de insercién. Tal hecho puede haber acontecido en un
microorganismo recientemente presentado, que normalmente degrada al contami-
nante comun tricloroetileno (TCE), después de su crecimiento en presencia de sus-
tratos aromaticos como el tolueno o el fenol. Este microorganismo muestra la sin-
tests constitutiva de las enzimas implicadas en la degradacion del TCE después de
someterse a una mutagénesis transposonal .,

La mayoria de las funciones naturales de los transposones, con la posible ex-
cepcion de algunas actividades como las del plasmido TOL, no estan directamente
relacionadas con la degradacién de los residuos peligrosos, pero algunas pueden
mejorar la capacidad de una cepa huésped de sobrevivir en un ambiente nuevo.
Estas funciones genéticas llevadas por los transposones incluyen la resistencia a
los metales pesados. Un organismo huésped que lleve tal resistencia, tedricamen-
te, podra desarrollar sus funciones en un ambiente nuevo donde los metales pue-
dan ser inhibitorios o letales para la cepa huésped original. Un ejemplo de esto es
el transposon TnS50 [,

Un inconveniente que la mutagénesis transposonal comparte con otros meca-
nismos naturales de mutacion es que, por definicion, se trata de un suceso aleato-
rio. Una mutacion deseada es relativamente rara, y casi nunca existe una base ra-
cional a favor del uso de este tipo de mutédgeno para mejorar el rendimiento. Si se
requieren multiples mutaciones para una via metabolica completa con el fin de
conseguir las nuevas caracteristicas deseadas, puede que sea tmposible desde un
punto de vista prictico crearlas utilizando métodos naturales de mutagénesis. Una
ventaja fundamental del uso de transposones u otros mutagenos naturales es que ¢l
roceso es muy sencillo de realizar, y las agencias regulatorias ven favorablemen-
e el uso de estos productos. Esta no es una razén de peso para los estudios de
aboratorio o los cultivos elaborados en un proceso restringido de tabricacion. Sin
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embargo, el tratamiento de residuos peligrosos casi invariablemente requerira un
uso ambiental de los microorganismos. La emision al medio ambiente de microor-
ganismos que no hayan sido alterados de una forma «natural» todavia implica un
alto nivel de supervisiones reglamentarias y de gastos afiadidos, lo que en ocasio-
nes hace que unos cambios genémicos meneos controlados sean una alternativa mas
practica.

Ademas de interrumpir la funcion de los genes y, a veces, provocar la sintesis
constitutiva de las enzimas deseadas, otra de las actividades de los transposones
les convierte en vehiculos muy atractivos para modificar los genomas bacterianos.
Un transposén, por su naturaleza, introduce los genes, acompafiados de las se-
cuencias de insercion, en el cromosoma o plasmidos residentes de la célula recep-
tora. Los transposones, por lo tanto, pueden ser utilizados para entregar informa-
cion genética a un nuevo huésped. En el contexto de la degradacion de residuos
peligrosos, la mayoria de los transposones tienen un potencial natural limitado
respecto a incrementar la especificidad de una ruta enzimatica o afadir nuevas
funciones metabolicas deseables. Por lo tanto, esta atractiva caracteristica de los
transposones solo puede ser utilizada eficazmente si se rebasa la linea que separa
el uso de métodos mutagénicos naturales y el uso de tecnologia de ingenieria ge-
nética. Se puede utilizar cualquier técnica moderna de la biologia molecular para
insertar un gen nuevo €n un transposon, alterar la estructura genética del propio
transposén o, incluso, cambiar las propiedades del plasmido que introduce el trans-
poson en la celula. En este caso, se considera que el microorganismo modificados
resultante contiene material manipulado mediante ingenieria genética, y sera regu-
lado mas estrictamente que una cepa obtenida de forma «naturaly,

Un vez superado o justificado este compromiso practico, los transposones son
herramientas muy atiles para la ingenieria genética. Recientemente se ha descrito
una nueva serie de transposones que pueden ser utilizados para la mutagénesis
insercional, para funciones de sondeamiento del promotor, y también, para afadir
nuevas capacidades genéticas al cromosoma de un microorganismo huésped *'. Estos
transposones han sido modificados mediante ingenieria genética para que conten-
gan genes capaces de especificar una resistencia a los antibidticos, como por ejemplo
la kanamicina o el cloramfenicol, y contengan un lugar Gnico de clonificacion acom-
pafiado de las secuencias de repeticion invertida del Tn3. Algunos derivados tam-
bién contienen genes estructurales sin promotor, como por ejemplo: lacZ, LuxAB,
o xvlE, que pueden utilizarse para identificar diversas funciones promotoras. Estos
transposones estan localizados en un plasmido que se replica solamente en algu-
nas cepas particulares de E. coli, pero que puede ser apareado en un gran nimero
de microorganismos receptores. El propio plasmido donador también ha sido ma-
nipulado mediante ingenieria genética para proporcionar las funciones de transpo-
sicion necesarias para el «salto» del transposon, Este plasmido movil transporta el
transposon al receptor, donde se pierde el plasmido de replicacion deficiente y su
funcion de transposasa asociada. El transposon lleva un marcador seleccionable
para que los receptores desarrollados bajo sefeccion solo contengan el transposon,
habiendo perdido el plasmido sus funciones de transposicion, de esta forma, el
transposon ahora permanecera «pegado» en su nueva localizacion,
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Estos transposones ya han sido utilizados para introducir nuevas funciones
genéticas que amplien la especificidad de la via metabélica en la especie B13 Pseu-
domoenas, de forma que sea posible la degradacién de sustratos adicionales COn un
solo microorganismo. Con el fin de ampliar el rango degradador del organismo
receptor para que éste incluya al 4-clorobenzoato, se utilizé un derivado del trans-
poson TnS manipulado genéticamente que contenia genes del plasmido TOL codi-
ficado toluato 1,2-dioxigenasa (xpiD), dihidroxiciclohexadieno carboxylato dehi-
drogenasa (xyiL), y el regulador positivo xp/S*.

Técnicas de biologia molecular

A lo largo de los tltimos quince afios han surgido varias técnicas que implican una
manipulacion de! ADN, y que permiten la modificacion deliberada de uno o mds
genes sobre plismidos o cromosomas de microorganismos. Estas aproximaciones
han sido utilizadas intencionadamente para mejorar las propiedades deseables de
algunos microorganismos de uso industrial, principaimente en la manufactura de
productos terapéuticos humanos. Otras aplicaciones incluyen la modificacion de
los microorganismos utilizados en la agricultura y la fabricacidon de pesticidas,
ademas de las plantas que han sido manipuladas mediante ingenieria genética. Las
técnicas de ingenieria genética se encuentran entre las herramientas mas podero-
sas disponibles para mejorar las caracteristicas de los microorganismos.

Aunque, por definicidn, los procesos de biologia molecular son menos aleato-
1i0s y generan resultados mas predecibles, el inconveniente principal que presen-
tan estos métodos es la estricta regulacion que existe actualmente respecto al uso
¢n el ambiente de microorganismos manipulados por ingenieria genética (MIGs).
Las emisiones ambientales, que incluyen a la mayoria de las aplicaciones de de-
gradacion de residuos peligrosos, estan sometidas a largos examenes por parte de
EPA (USA) y otras agencias estatales y locales. El uso ambiental de los MIGs
también presenta una gran resistencia a nivel local y nacional por parte de los
sectores criticos profesionales de la ingenieria genética, y por parte de los grupos
de ciudadanos preocupados porque estos productos pudiesen ejercer un impacto
adverso sobre la salud y el ambiente. Actualmente, las ventajas de utilizar méto-
dos que den lugar a cambios definidos, racionales y predecibles en el genoma de
un microorganismo, que favorezcan la degradacidn de residuos peligrosos, no han
sido demostradas en el trabajo de campo. Hasta la fecha, no se ha realizado ningdn
ensayo real para degradar residuos peligrosos con organismos manipulados gené-
ticamente. Como probablemente esta situacion cambiard en el futuro, a continua-
cion se presenta una descripeion de la utilidad de estas técnicas para construir
nuevos y mejorados microorganismos degradadores de residuos peligrosos.

Cualquier modificacién genética para mejorar una cepa comienza por un cam-
bio en el ADN que codifica un solo gen. Este cambio puede unplicar que se intro-
duzca una pareja de nucledtidos mediante una mutacion aleatoria, sin embargo la
técnica de mutagénesis dirigida disponible conlieva una aproximacion racional y
disefiada para la modificacion del material genético. Las mutaciones introducidas
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en los genes reguladores pueden provocar la sintesis constitutiva de las enzimas
deseadas, o provocar la induccion de una ruta degradadora mediante un nuevo
estimulo. Una mutacién en una secuencia promotor también puede dar lugar a unos
altos niveles de expresion genética, Las mutaciones en los genes estructurales pueden
cambiar la velocidad de una reaccion enzimatica o provocar cambios en la estabi-
lidad o en la vida media de una enzima. Los cambios que afectan a las actividades
de enlace del sustrato de las proteinas catalizadoras pueden ampliar también la
especificidad del sustrato, y provocar que una enzima pueda mostrar actividad en
una tuta btodegradadora frente a un rango amplio de sustratos, mejorando de esta
forma su utilidad. Todos estos cambios pueden hacerse (al menos tedricamente)
mediante mutagénesis aleatoria, sin embargo, si se conoce la secuencia de ADN
que codifica una enzima o una ruta degradadora, entonces, se pueden introducir
cambios racionaies en ei disefio de estas enzimas o ruias metabolicas. Estas nue-
vas propiedades pueden ser extremadamente dificiles o imposibles de generar uti-
lizando técnicas mas tradicionales.

La mutagénesis in sifu ya ha sido uttlizada para incrementar la estabilidad de
una enzima comercial (la subtilisina proteasa). Se introdujeron varias mutaciones
en el gen estructural que codifica la subtilisina, provocando que la nueva proteina
mostrase una vida diez veces mas larga a temperaturas elevadas y en presencia de
detergentes o agentes oxidantes, como por ejemplo una lejia***. La informacion
disponible sobre la estructura activa de esta proteina hizo posible que los investi-
gadores pudiesen proponer una serie de cambios en su arquitectura, lo que provo-
caria un aumento de su estabilidad. Su hipdtesis fue correcta; mediante algunos
cambios, se produjo un aumento de la estabilidad de la proteina de hasta un orden
de magnitud. La estabilidad ¢s una caracteristica deseable, tanto para las enzimas
industriales como para las implicadas en la degradacién de residuos peligrosos, ya
que una larga vida enzimatica en ambientes adversos es una de las caracteristicas
de rendimiento requeridas para las aplicaciones ambientales, aunque la enzima
normaimente se encuentre dentro de la célula y ¢l ambiente aqui no sea tan
adverso.

La mutagénesis dirigida especificamente al nucledtido se puede emplear para
llevar a cabo sustituciones, supresiones ¢ inserciones de bases. Los métodos para
realizar este tipo de mutagénesis se describen detalladamente en un volumen re-
ciente, Methods in Enzymology **. Se han disefiado métodos que utilizan genes re-
plicados en un vector plasmidico ¢ incluso en un fago como el M13 7%, El uso del
fago MI13 permite la utilizacién de un proceso sencillo para la introduccion de
mutaciones. La mutagénesis se produce cuando una hebra sencilla de ADN M13,
que contiene un gen replicado, se mezela con un pequeiio oligonucleotido que sc
hibrida en la region de mutacion deseada. El pequefio oligonucledtido habra sido
sintetizado para que contenga la mutaciéon deseada y una region homologa. Este
oligonucleétido mutante todavia hibridard el ADN de hebra Gnica salvaje, y se
emplearan-técnicas clasicas para rellenar la hebra de ADN restante. Este proceso
genera una copia del gen salvaje y una copia de un gen localizado en el sitio de-
seado (Fig. 3.4). Los genes también pueden ser llevados por plasmidos antes del
paso de mutagénesis, pero el ADN de doble hebra debe convertirse en uni-hebra
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antes de introducir la mutacion deseada. Se han desarrollado métodos para obtener
una alta cosecha de mutantes utilizando ADN de plasmido de doblc hebra V.

Una desventaja de la mutagénesis dirigida, mencionada con frecuencia, es que
después del suceso de mutagénesis, con suerte, la mitad del ADN Ileva la muta-
cidn deseada, y, de hecho, normalmente apenas la mitad del ADN se ha mutado.
Unas frecuencias de mutacién extremadamente bajas pueden ser resultado de unas
reacciones in vitro ineficaces, y también de un fenomeno de la expresion hetero-
duplex que favorece la secuencia original a costa de los mutantes . La dificultad
de obtener la mutacion deseada después de la mutagénesis dirigida, requiere el
establecimiento de una serie de procedimientos subsiguientes de seleccion de co-
lonias similares para el aislamiento de los mutantes generados aleatoriamente.

+ Un gen que serd mutado se clona en un vector (plasmido o fago) que
puede ser monocatenario.

Un vector de ADN monocatenario con gen clonado.

(O

* Una sonda que incorpora {a mutacidn deseada se hibrida al ADN.

* La ADN polimerasa y los nucledtidos se afiaden para generar ADN de doble hebra,

-
D

* ElI ADN mutado se transforma en las células receptoras y el ADN que contiene la
mutacidn se identifica mediante la seleccién.

FIGURA 3.4. Mutageénesis dirigida.
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Se puede utilizar una aproximacion racional a la mutagénesis dirigida para
generar mutantes con una aita frecuencia, ¢ incluso se pueden aislar mutantes que
no muestren un fenotipo seleccionable. Este tipo de mutagénesis dirigida, que fa-
vorezca al mutante y sea muy eficaz, se puede realizar mediante ¢l uso, como pa-
tron, de bacterias que sintetizan un ADN que contiene uracilo. El gen que va a ser
mutado se replica en ADN plasmido o fago M13, y se transfiere a un huésped E.
coli al que le faltan las enzimas dUTPasa (dur) y glicosidasa uracilo (ung). Estas
mutaciones provocan que ¢l ADN celular contenga uracilo en vez de timina. El
ADN patron que contiene uracilo se recupera desde estas células y se mezcla con
nucledtidos salvajes, una primera sonda que contendra la mutacion lugar-especifi-
ca deseada, y ADN polimerasa. Esta reaccion provocara la sintesis de una segunda
hebra de ADN que contendra timina y la mutacién especifica deseada, ya que la
hebra nucva se sintetiza utilizando la primera sonda. Al final de la reaccidn, habra
una mezcla de dos tipos de ADN: el ADN no mutado que contiene uracilo y que
fue utilizado como patrén al principio de la reaccion, y el ADN que contiene timi-
na y que lleva la mutacién lugar-especifica. La mezcla de ADN se transfiere des-
pués a un £. coli tipo salvaje. Como este E.coli tiene la enzima d¢UTPasa, el ADN
que contiene uracilo se destruye, pero se retiene ¢l ADN mutado que contiene
timina *

Las mutaciones dirigidas son utiles para diversas aplicaciones mas alla del in-
cremento de la actividad enzimatica. La mutagénesis dirigida también ha sido uti-

—lizada paraalterar taespecificidad del sustrato. El reconocimiento de ta subtifisina
por parte del sustrato también se ha alterado mediante mutagénesis lugar-dirigi-
da***'. Realizando cambios en uno o mas aminodcidos en el lugar activo de la
subtilisina, podria modificarse radicalmente la forma de reconocimiento para la
separacion del enlace peptidico de esta enzima. Mediante este método se recolec-
taron diferentes subtilisinas, cada una reactiva preferencialmente respecto a su se-
ri¢ particular de sustratos polipeptidicos. Algunos de estos cambios provocaron
una hidrélisis muy rapida de los sustratos, que normalmente son muy poco reacti-
vos con la subtilisina. Este método de mutagénesis dirigida muestra el valor pric-
tico de esta técnica; se pueden introducir unos cambios precisos en una proteina
para provocar su reaccion con una gama mas amplia de, o de diferentes, sustratos.
La modificacion de la especificidad del sustrato, de las enzimas que degradan re-
siduos peligrosos, permitird que la misma enzima o ruta degradadora ataque a una
gama de sustratos mas amplia. Esto siempre sera importante para la degradacién
de residuos peligrosos, ya que la contaminacién con compuestos puros €s muy
rara; la mayoria de los lugares contienen mezclas de muchos compuestos distintos.
Si se pudiese utilizar un solo microorganismo para degradar la mayor parte, o to-
dos, los residuos peligrosos en un lugar determinado, este tipo de alteracion tlega-
ria a ser extremadamente 1itil, y reduciria de forma importante el coste de generar
y aplicar biomasa en la degradacion de residuos peligrosos. En el futuro, la muta-
génesis dirigida llegara a ser una herramienta ampliamente utilizada para la mejo-
ra de las enzimas activas frente a los residuos peligrosos.

Con el advenimiento de una nueva técnica, denominada reaccion cadena-poli-
merasa (RCP), para la replacacmn in vitro del ADN, se ha presentado un método
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nuevo y altamente controlado para la introduccion de mutaciones en genes clona-
dos***. Los ingredientes para una RCP incluyen: un gen clonado que servira como
ADN patron; una serie de nucleotidos que seran utilizados para .construir ADN
nuevo; sondas oligonucleétidas que servirin para «promover» la reaccion, y seran
sintetizadas de tal forma que, al menos una de las sondas, se hibridara en el fugat
de mutacioén y lHevara las secuencias mutadas; y una enzima ADN-polimerasa ter-
mosensible. Los participantes de la reaccion se mezclan, se calienta la reaccién
para separar el ADN patrén, y las sondas oligonucleotidas (incluyendo las que
contienen la mutacion) se hibridan con el ADN patrén y dirigen la sintesis hacia
una nueva hebra de ADN. Esta nueva hebra de ADN contendra la mutacion desea-
da. Como estas hebras de sintesis nueva se convertirdn ahora en patrones para la
siguiente ronda de sintesis, el ADN mutado rapidamente 1legara a suponer el ma-
yor producto de 1la RCP. Al final de los ciclos de amplificacion existe una alta
proporcion de ADN mutado para su clonacion, aislamiento y caracterizacion pos-
terior.

Una de las aplicaciones mas importantes de las técnicas de biologia molecutar
consiste en su utilizacion para transferir uno o mas genes desde un organismo a
otro. Esta transferencia genética puede introducir nuevas capacidades metabdlicas
en el organismo receptor. Los métodos de clonacion han llegado a ser casi rutina-
rios durante los ultimos quince afios. Existen descripciones sobre experimentos de
clonacion para algunos genes sencillos implicados en la degradacion de pestici-
das* y conjuntos enteros de genes que codifican la degradacion de moiéculas com-
plejas, como por ejemplo hidrocarburos aromaticos o bifenilos policlorados
(PCBs)®. Estos métodos son faciles de utilizar pero requieren una cierta experien-
cia en las técnicas de laboratorio de biologia molecular.

Con frecuencia, la introduccién de uno o unos pocos genes en un microorga-
nismo puede usarse para ampliar de forma importante sus capacidades degradado-
ras. A menudo, una ruta de poca utilidad para la degradacion de residuos peligro-
sos puede ser mejorada mediante la introduccion de un solo gen que codifique una
enzima «entrada» con una especificidad mucho mas amplia. Esto ha sido demos-
trado mediante una serie de experimentos en el laboratorio de K. N. Timmis, don-
de se han construido microorganismos capaces de degradar a una amplia gama de
aromaticos clorados*. Las técnicas de clonacion de genes siguen un protocolo
relativamente sencillo, especialmente si el gen en cuestion confiere una propiedad
deseada, como, por ejemplo, el crecimiento sobre un nuevo sustrato. Un microor-
ganismo que contenga el/los gen/es de interés se hace crecer en un medio, y el
ADN se recupera mediante uno de los métodos que se encuentran en el manual
Cold Spring Harbor*. Después, el ADN se «corta» o se digiere mediante diversas
enzimas contadoras. Los fragmentos de ADN se clonan en un plasmido o fago
utilizando ligasa de ADN, con el fin de introducir et ADN digerido en un vector
de ADN digerido de forma similar (el plasmido-ADN o fago que ha sido utilizado
para introducir el gen clonado en un nuevo huésped). El organismo huésped se
«transforma» ahora con el ADN recombinante, y los individuos que han sido alte-
rados con exito mediante este método se identifican mediante técnicas de aisla-
miento y seleccion, o técnicas de crecimiento.



PRINCIPIOS ¥ PRACTICAS DE BIOTRATAMIENTO... 61

Estos organismos, ahora, contendran un ADN nuevo y funcional que confiere
al microorganismo receptor una serie de propiedades Unicas y deseadas, y provoca
que estas células sean etiquetadas como «manipuladas por ingenieria genétican. El
material genético introducido puede codificar un gen sencillo o varios en una ruta
completa. Las nuevas propiedades pueden incluir la capacidad de degradar molé-
culas recalcitrantes o dificiles de tratar. Una de las primeras patentes, sobre un
microorganismo manipulado mediante ingenieria genética, describia a un organis-
mo que contenia multiples rutas catalizadoras capaces de degradar los compuestos
del petroleo crudo®.

Las técnicas para el clonado de genes ofrecen algunos métodos que no estan
disponibles a partir de otros sistemas de alteracion genética, Mediante el uso de la
clonacion, se pueden someter rutas bioquimicas completas a la influencia de pro-
motores y sistemas reguladores que permitan que la ruta se active o desactive me-
diante la adicion de un inductor especifico o un cambio en las condiciones de cul-
tivo. La posibilidad de modificacion de las rutas reguladoras o degradadoras puede
ser una ventaja importante si el residuo peligroso no es inductor de la ruta degra-
dadora, o bien, si el residuo aun es peligroso a concentraciones por debajo de las
necesarias para provocar la induccion de la ruta. Una regulacion alterada también
podria ayudar a la degradacién de los compuestos que no sirven cotno fuentes de
carbono o energia para €l crecimiento de un organismo. Existen plasmidos, deno-
minados vectores de expresion®, que llevan una fuerte secuencia promotora capaz
de dirigir la transcripcion en uno o mas lugares de clonificacién. Se puede transfe-
rir un gen o una serie de genes de una ruta biodegradadora a un lugar de clonacion,
y regularse mediante un fuerte promotor. Las secuencias promotoras nativas lleva-
das sobre el ADN clonado, en ocasiones, pueden provocar la expresion constituti-
va de la actividad enzimatica degradadora en la nueva célula huésped.

Estos dos métodos han sido descritos en la literatura cientifica relativa al tema.
Los genes que codifican‘la oxidacion de compuestos aromaticos, como el naftale~
no, originan una actividad enzimdtica mayor que la salvaje en E. coli si se utiliza
el promotor fac en el plasmido pUC para digerir la expresion®. El conjunto de
genes que codifican la tolueno-monooxigenasa también ha sido introducido en
vectores de expresion. Las células que llevan los vectores recombinantes degradan
tolueno y TCE después de la induccidn térmica o quimica det promotor hibrido.”'
Se han introducido en un plasmido de alto grado de replicacion los genes que co-
difican la ruta para la degradacion de ciertos PCBs, y las células que llevan este
vector muestran una sintesis constitutiva de la actividad degradadora del PCB %,

Los genes de tolueno-dioxigenasa de Pseudomonas putida F1 han sido secuen-
ciados y clonados en vectores de expresion E. coli 2. En el momento de induccion
se comprob6 que la enzima expresada tenia un gran rango de sustratos, incluyendo
compuestos tan distintos como: tolueno, fenol, cresol, clorobenceno, dicloroben-
ceno, xileno, naftaleno, bifenilo, y algunos mono- y diclorobifenilos, asi como
TCE*.

En algunos casos, la cantidad de una enzima o de las enzimas presentes en el
ambiente limita la velocidad de degradacion de los residuos peligrosos. Los genes
que codifican la actividad degradadora pueden ser clonados, con un alto niimero
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de copias (30 0 mas por célula), mas alla del fuerte promotor llevado sobre un
plasmido. Esto puede provocar una sobreexpresion de los genes degradadores, pro-
vocando una alta presencia de enzimas degradadoras en las células, Las técnicas
de biologia molecular y bioquimica han sido mejoradas hasta el punto que pueden
lograr que el 40 por ciento de la proteina total de una célula pueda estar en una
sola molécula ™. Un organismo que contenga tantas enzimas quizas no sea practi-
co para las aplicaciones ambientales, ya que habra tanta energia celular dedicada a
la sintesis de una proteina que noe quedara mucha para degradar los residuos. Una
amplificacion genética mas modesta, que produzca la ruta metabolica deseada pre-
sentando una importante actividad enzimatica en la célula, podria acelerar radical-
mente {a velocidad de degradacion de los residuos toxicos en aquellos ambientes
en los que el nivel de enzimas es lo que limita la velocidad del proceso.

El uso de métodos modernos de RCP en microbiologia ambiental trae consigo
nuevas ventajas asociadas a las técnicas de biologia molecular. Recientemente,
han sido descritas en microbiologia una serie de aplicaciones para la ampliacion
del ADN mediante RCP**, Las aplicaciones ambientales especificas de la amplia-
cion genética mediante RCP son: el uso de este método para detectar la presencia
de microorganismos en muestras ambientales, y ¢l uso de los métodos RCP para
seguir la dispersion y supervivencia de microorganismos modificados genética-
mente *. La ampliacion mediante RCP puede emplearse para detectar los microorga-
nismos indigenas que puedan servir como indicadores de la contaminacion quimi-
ca o bioldgica desde algunas fuentes, como por ejemplo, aguas residuales no tratadas.

El método RCP también puede ayudar en la clonacion de los genes o secuen-
cias de genes parcialmente caracterizados. La ampliacion del ADN mediante RCP
ha sido utilizada para aislar genes directamente desde ambientes naturales*’, y los
métodos RCP pueden utilizarse también para ampliar e} ADN con una informacion
de secuencia limitada .

Estos métodos RCP enfatizan el papel creciente de la tecnologia en las técni-
cas de biologia molecular. Esta tecnologia estd continuamente desarrollando nuevos
y mds potentes métodos para la clonacion, manipulacion y expresion genética. Estas
tecnologias, que cambian y avanzan rapidamente, alteraran la forma de abordar
los problemas de biorrecuperacion, la calidad de los biocatalizadores dispo-
nibles para los investigadores y profesionales de esta actividad, y mejoraran las
posibilidades de limpieza en las zonas contaminadas con residuos peligrosos
recalcitrantes.
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BIORREACTORES

Piero M. Armenante
Departamento de Ingenieria Quimica, Quimnica y Ciencias Ambientales
New Jersey Institute of Technology
Newark, New Jersey

Un hiorreactor puede definirse como un depdsito en el que se prodocen una serie
de reacciones blologlcas llevadas a cabo por los mlcroorgamsmos 0 en21mas que

banos o industriales, los bloneactores se emplean principalmente para reducnr la
concentracion de los contaminantes presentes en las aguas residuales afluentes,
hasta que se consigan unos niveles aceptables El tratamiento biolégico parece ser
muy versatil y rentable cuando la concentracmn de contaminantes en las aguas
residuales es relativamente baja y los volumehes a tratar son grandes, de esta for-
ma, resulta poco atractivo el uso de otras alternatlvas de tratamiento, como, por
¢jemplo, la incineracion.

Las aguas residuales normalmente conticnen algunos contaminantes que de-
ben ser separados, o al menos reducidos en su concentracion de una forma signifi-
cativa. Estos contaminantes pueden clasificarse de la forma siguiente:

Materiales flotantes inmiscibles (p. ¢j., aceites, sélidos flotantes).
Solidos en suspension.

Materiales organicos no peligrosos sclubles.

Materiales peligrosos solubles.

Materiales inorganicos solubles (p. ej., amoniaco y nitratos, fésforo).
Materiales volatiles.

La eleccion de la secuencia de tratamientos especificos a desarrollar depende-
rd del tipo y concentracion de los contaminantes. Por lo general, la prictica comun
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consiste en clasificar los procesos de tratamiento de aguas residuales en tres cate-
gorias, es decir, tratamiento primario, secundario y terciario*. El tratamiento pri-
mario consiste en la separacion de los materiales ficilmente aislables, como, por
cjemplo: aceites, solidos flotantes, o solidos de rapida sedimentacion, y la prepa-
racion del agua residual (p. €j., ajuste del pH) para tratamientos posteriores. El
tratamiento primarto implica operaciones como: homogeneizacion, neutraiizacion,
sedimentacion, separacion del aceite y flotacion. El tratamiento secundario nor-
malmente es la parte mas importante del proceso, y se emplea fundamentalmente
para separar el grueso de los solidos en suspension, los materiales organicos (peli-
£rosos y no peligrosos), y otros materiales solubles. El ratamiento terciario, que
implica procesos como la filtracion con arena, osmosis inversa, absorcion y elec-
trodialisis, se utiliza (si es necesario) para separar cualquier contaminante residual
que no haya sido eliminado durante los procesos de tratamiento anteriores,

Lo normal es elegir el tratamiento biolégico durante el tratamiento secundario
de las aguas residuales. Los microorganismos utilizados durarite el proceso de tra-
tamiento, normalmente, seran capaces de reducir de forma significativa el conteni-
do en contaminantes, utilizandolos como fuente de energia y nutrientes, o recepto-
res de electrones durante la respiracion. Existen varios métodos para determinar la
concentracion de contaminantes, y son de uso habitual en los sectores industriales,
Los mas comunes son: la demanda bioldgica de oxigeno (DBO), método introdu-
cido originalmente por la Comisién Real Britanica para la Evacuacion de Aguas
Residuales, en 1898, y la demanda quimica de oxigeno (DQO} . Las estimacio-
nes realizadas mediante estos métodos son bastante generales, pero ofrecen una
idea aproximada del material oxidable y biologicamente degradable presente en el
agua. Normalmente, se analiza también la presencia de algunos otros compuestos
en las aguas residuales; estas mediciones incluyen: fosforo total, nitrogeno total y
solidos totales en suspension. El tratamiento biolégico se emplea de forma rutina-
ria para reducir la DBO desde 100-250 hasta 5-15 mg/l, la DQO desde 200-700
hasta 15-75 mg/l, el fosforo desde 6-10 hasta 0,2-0,6 mg/i, el nitrégeno desde 20-
30 hasta 2-5 mg/l, y los s6lidos en suspension desde 100-400 hasta 10-25 mg/1°,
Ademas, ya es casi comun la practica de analizar el agua para determinar su con-
tenido en aquellos contaminantes que son prioritarios para EPA %, Estos contami-
nantes son muy dificiles de tratar biolégicamente, al menos en las plantas de trata-
miento convencionales, y probablemente, una parte importante de las cantidades
separadas en estas plantas, realmente se separa mediante arrastre por aire y adsor-
cion en vez de utilizarse la oxidacién biologica . Por otra parte, durante los dlti-
mos anos se ha demostrado que algunos microorganismos especificos son capaces
de atacar y mineralizar muchos de los materjales peligrosos que antes se pen-
saba que no eran degradables bioldgicamente %, Esto también puede tener un
impacto sobre ¢l disedio de ios reactores, ya que cada tipo de microorganismo pue-
de precisar una serie de requisitos distintos para realizar bien su actividad degra-
dadora.

En general, el objetivo principal que se pretende alcanzar con el uso de bio-
rreactores s la generacion de un ambiente dptimo para que la actividad biologi-
ca pueda realizarse a gran escala, ademas deberan cumplirse también los requisi-
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tos de calidad (en términos de concentracion de contaminantes residuales) y can-
tidad (en términos de velocidad de flujo) impuestos para el agua tratada y verti-
da. Por lo tanto, los biorreactores dustinados al tratamiento de aguas residuales
solo podran disenarse de forma apropiada si se tienen en cuenta los parametros
cinéticos asociados (al menog) a las principales reacciones bioldgicas implicadas
en el proceso, tales como: la velocidad de eliminacién de los contaminantes por
unidad de biomasa; la velocidad de crecimiento de los microorganismos; la pro-
duccidn de biomasa por unidad de sustrato consumido; y los requisitos de nutri-
cion de los microorganismos. Ademds, el disefiador debera disponer de informa-
cidn cuantitativa en relacion a la velocidad de transferencia de la masa de los
nutrientes (especialmente oxigeno) a los microorganismos, con el fin de elaborar
un disefio que satisfaga todos los balances de masas y energéticos del sistema.
Todos estos datos se obtienen normaimente mediante experimentos en laborato-
rios o plantas-piloto, o bien, a partir de las experiencias acumuladas en la opera-
cion de las plantas existentes.

Hay que poner un cuidado especial a la hora de interpretar y utilizar los datos
procedentes de ensayos a pequefia escala, ya que los efectos del cambio de escala
pueden llegar a ser significativos durante ¢l disefio de las instalaciones a gran es-
cala. Por ejemplo, el tiempo de mezcla necesario para homogeneizar comptleta-
mente ¢l contenido de un fermentador de 5 | mediante un agitador, es una serie de
ordenes de magnitud menor que el tiempo correspondiente necesario para mezclar
completamente el contenido de un reactor de 500 m’ (suponiendo una velocidad
constante del agitador), incluso si los dos sistemas cuentan exactamente con las
mismas proporciones geométricas. En términos numéricos, si el tiempo de mezcla
en el tanque de 5 1 es de 50 s, se podra esperar un tiempo de unos 40 min. para el
reactor de 500 m*. Es evidente que esto puede tener un efecto importante, entre
otras cosas, sobre la distribucion y disponibilidad de los nutrientes clave, para to-
dos los microorganismos, especiaimente si los nutrientes se alimentan en un solo
punto del reactor,

Este ejemplo ilustra que diferentes aspectos del proceso (en este caso, tiempo
de mezcla y tamaiio del reactor) de aumento de escala deben realizarse teniendo
en cuenta distintas reglas. Si éste no fuese el caso, seria suficiente con ensayar un
proceso a pequeita escala en el laboratorio y, después, sencillamente, agrandarlo a
la escala necesaria. Ademas, en este ejemplo la ingenieria, como disciplina, no
existiria. De hecho, un aumento a escala bien realizado requiere un conocimiento
de las normas de cambio de ¢scala apropiadas para el proceso, y la implicacion de
ingenieros en todos los aspectos del diseio de la planta.

Clasificacion de los sistemas de reactores biolégicos

Antes de examinar las caracteristicas de cualquier biorreactor especifico seria con-
veniente considerar las diferentes categorias en las que pueden clasificarse los bio-
rreactores. Esto ayudara a comprender las ventajas e inconvenientes de cada tipo
de reactor.
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Reactores anaerobios frente a aerobios

La diferencia fundamental entre ambos tipos de reactores consiste en que los pri-
meros deben cerrarse para excluir al oxigeno del sistema, ya que el oxigenb podria
interferir en el metabolismo anaerobio. Una excepcion importante es la constitui-
da por los estanques anaerobios y ¢l fondo de los estanques facultativos, en este
caso, las condiciones anaerobias se establecen como consecuencia de la estratifi-
cacion y reduccién del oxigeno en la parte inferior del estanque. Otra razon que
obliga al cierre de los reactores anaerobios es el olor asociado a la fermentacion
anaerobia. Un reactor anaerobio debe contar también con un sistema de ventila-
cion o recogida para separar los gases (fundamentalmente metano y didxido de
carbono) generados durante la anaerobiosis.

Por ¢l contrario, los reactores aerobios que contienen biomasa en suspension
cast sicmpre requieren ¢l uso de un sistema de aireacién o difusores para propor-
cionar oxigeno a los microorganismos. Una de las principales deficiencias del oxi-
geno como sustrato clave es su baja solubilidad en agua (unas 10 ppm a tempera-
tura ambiente), al contrario que los restantes sustratos importantes (p. €j.. glucosa,
nitratos), que presentan unas concentraciones de saturacion mucho mas altas. Ade-
mas y debido a la baja variacion de la concentracion del oxigeno (en las condicio-
nes mas favorables, igual a la diferencia entre la concentracion en saturacién y la
concentracion real en agua), la fuerza motriz para transferir al agua la masa de
oxigeno procedente de las burbujas de aire es bastante pequeiia. Por lo tanto, hay
que generar una gran interfase aire-agua para suministrar suficiente oxigeno al
ststema. Generalmente, esto se Heva a cabo mediante ¢l uso de uno o mas agitado-
res que rompen las grandes burbujas de aire y las distribuyen por el liquido, con
un gasto importante de energia.

La mayoria de las plantas de tratamiento biologico existentes son aerobias. Las
razones para esta preferencia frente a los sistemas anaerobios son: la mayor gama
de aguas residuales que pueden ser tratadas mediante este sistema; la mayor esta-
bilidad que presenta el proceso y la facilidad de su control; y la capacidad de con-
seguir un mayor grado de eliminacién de DBO, nitrégeno y fosforo. Como ¢l me-
tabolismo se lleva a cabo mas lentamente, los sistemas anaerobios requieren un
mayor tiempo de residencia del residuo en el reactor. Esto se traduce en la necesi-
dad de un reactor de mayor volumen para tratar la misma cantidad de residuos. El
metabolismo lento implica también la necesidad de un mayor periodo de tiempo
para que los organismos anaerobios colonicen el reactor. Todo ello sugiere que el
tiempo de arranque puede ser importante, y que se requerira mas tiempo para vol-
ver a poncer el reactor en funcionamiento cuando se pierda poblacion bacteriana
por un fallo en el proceso. Los organismos anaerobios necesitan ademas un mayor
control de los pardmetros operativos, como por ejemplo: temperatura y pH.

Mientras la degradacion aerobia normalmente se fleva a cabo con maultiples
organismos que trabajan mas o menos de forma independiente y paralela, los orga-
nismos anaerobios viven ¢n consorcios o asociaciones, donde distintos tipos de
organismos son responsables de la realizacion de pasos unicos en el proceso de
degradacion. Esto provoca-que los reactores anaerobios sean mas propensos a los
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fallos. Las razones que explican este hecho son la sobrecarga hidraulica, organica
o toxica del reactor®. La sobrecarga hidraulica en reactores continuos se produce
cuando la velocidad de flujo demasiado alta expulsa la poblacion microbiana del
reactor. Esto tiene lugar especialmente en los casos en los que la poblacion se
reproduce lentamente, como sucede en los sistemas anaerobios. Este problema puede
minimizarse mediante una inmovilizacion, tal y como se describe mas detallada-
mente a continuacion. La sobrecarga organica se produce cuando las aguas resi-
duales contienen una alta concentracion de compuestos organicos. Esto provoca la
rapida produccion de una cantidad importante de acidos volatiles por parte de uno
de los tipos intermedios de organismos anaerobios del consorcio (las bacterias ace-
togenicas), y la inhibicion de los metandgenos (organismos ultimos que actdan en
un consorcio metanogénico), con el consiguiente fallo del reactor. Los compues-
tos toxicos también pueden inhibir la actividad de los metandgenos o provocar su
muerte, lo que ocasionara el fallo del reactor.

Sin embargo, los procesos anaerobios tienen sus propias ventajas. En general,
son capaces de tolerar mayores velocidades de carga, no requieren un alto gasto
energético para la dispersion del aire {(como sucede en el caso acrobio), y generan
menos biomasa por unidad de residuos degradados. Es mas, gracias a que carecen
de una importante fase de gas, los reactores anaerobios son mas adecuados para
tratar flujos contaminados con materiales peligrosos volatiles que, de otra forma,
podrian ser arrastrados del liquido por el gas introducido.

Uno de los principales inconvenientes del uso de procesos aerobios, por ejem-
plo, ¢l proceso con fangos activados, es la alta produccion volumétrica de bioma-
sa. Estos fangos normalmente se tratan de forma anaerobia para reducir su volu-
men ¢ incrementar su estabilidad. Bajo condiciones idéneas", el metabolismo
anaerobio generalmente da lugar a una produccion de metano que puede utilizarse
como combustible. Ademas, recientemente se ha demostrado que los organismos
anaerobios presentan unas capacidades de degradacion unicas, por ejemplo, pue-
den deshalogenar por procesos de reduccion compuestos altamente recalcitrantes,
que con posterioridad podrian tratarse de forma acrobia. Esto parece oftecer un
gran potencial para el tratamiento de los contaminantes peligrosos que EPA consi-
dera prioritarios, una gran cantidad de los cuales son clorados %%

La respiracion anaerobia (que utiliza un anién inorganico, como sulfato o ai-
trato, como receptor de electrones en vez de oxigenoy también se puede utilizar
para llevar a cabo una serie de reacciones degradadoras especificas, como por ¢jem-
plo, la desnitrificacion (conversion del nitrato en nitrogeno molecular), si se man-
tienen las condiciones apropiadas en el reactor.

Reactores continuos frente a discontinuos

La mayoria de los sistemas de tratamiento de aguas residuales a gran escala son
operados de modo continuo, es decir, el flujo de residuos entra continuamente en
la planta y el flujo aclarado sale de forma continua. Este es un requisito comun,
especialmente si los residuos se generan de forma continua. Un concepto Impor-
tante asociado a los reactores continuos es el tiempo de residencia, definido como
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el tiempo medio que un elemento fluido permanece en el reactor?’. Numéricamen-
te, el tiempo de residencia 7 se define como la relacion entre el volumen del reac-
tor ¥y el caudal Q:

Cuanto mayor sea ¢l tiempo de residencia, mayor seté el tiempo medio que el agua
residual permanecera en el reactor. Esto también implica que, para una velocidad
de flujo determinada, el volumen del reactor se incrementara en proporcion direc-
ta al tiempo de residencia necesario para el tratamiento de los residuos.

Si no existen fluctuaciones en la alimentacion o problemas en el proceso, un
sistema continuo debe tratar todos los residuos entrantes para los que fue disefia-
do. Ademas, la concentracion de contaminantes, biomasa, o nutrientes, debe ser
constante en cualquier localizacion especifica dentro del sistema, y no variar en
funcion del tiempo. En otras palabras, el sistema funciona en condiciones de esta-
do estacionario. En la practica, las fluctuaciones siempre estan presentes por los
cambios que se producen en las condiciones operativas (p. ej., variabilidad en la
composicién de la alimentacién y velocidad de flujo), y en los parametros de ope-
racion (p. ej., fluctuaciones diarias y estacionales de la temperatura). El problema
principal con los sistemas continuos es que si se produce una parada en el proceso
que no se pueda corregir satisfactoriamente, el resultado sera la descarga de un
fluide que no cumplira los requisitos deseados.

Por el contrario, en los sistemas discontinuos, el reactor se carga con los resi-
duos y el proceso se desarrolla hasta que se completa. Esto concede al usuario la
ventaja de poder seguir la evolucién del proceso y decidir cuindo se ha consegui-
do una descontaminacién adecuada del material antes de su vertido. Ademas, los
sisternas discontinuos generalmente son mas sencillos, requieren un equipo de apoyo
minimo. Son adecuados para ¢l tratamiento de pequedas cantidades de residuos.
Los reactores discontinuos también se usan, por necesidad, cuando el tiempo de
residencia requerido por la reaccion de descontaminacion es extremadamente lar-
g0, o bien, cuando se tratan sélidos. Este seria el caso del compostaje, por ejem-
plo, en ¢l que la descomposicion de los residuos se logra mezclando los residuos
con agentes espesantes y nutrientes en pilas de residuos sélidos. El tratamiento
liquido/sélido, proceso similar al proceso continuo de fangos activados a gran es-
cala, funciona mejor de forma discontinua®. Sin embargo, los procesos disconti-
nuos requieren mas personal, y la presencia de instalaciones de almacenamiento
para los residuos entrantes mientras se realiza el proceso de tratamiento en el reac-
tor. Esto hace que los procesos discontinuos no sean practicos para las operacio-
nes a gran escala.

Un meétodo de operacion intermedio, entre los procesos continuos y disconti-
nuos, ¢s el proceso semi-continuo, aqui ¢l material residual entra continuamente
€n un reactor, que es operado de forma discontinua. Una vez completado el proce-
so de destoxificacion, se vacia el reactor y se inicia de nuevo el proceso. En el
tratamiento de aguas residuales se emplea “stc método ampliamente en procesos
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escaionados que utilizan reactores secuenciales discontinuos (SBRs), tal y como
se discutira a continuacidon.

Reactores de mezcla-completa frente a flujo en pistén

Los biorreactores continuos se pueden disefiar y operar como reactores mezcla
completa, reactores flujo en piston, o como una combinacion de estos dos tipos
extremos.

En un reactor mezcla-completa, el contenido del reactor se hace completa-
mente homogéneo mediante el uso de un aparato de mezcla, tal y como se muestra
en la Figura 4.]1. Cuando entra al reactor, la alimentacion se encuentra completamien-
te homogeneizada dentro del seno del liquido. El flujo que sale del reactor tiene la
misma composicién que ¢l liquido contenido en el mismo. Al reactor mezcla-
completa frecuentemente se le conoce como reactor de agitacion continua [conti-
nuous stirred-tank reactor (CSTR)].

(a) Reactor de agitacion continua (continuous stirred-tank reactor (CSTR))

{b) Reactor de flujo pistdn (plug fiow reactor)

FIGURA 4.1. Reactor de mezcla completa (CSTR) y reactor de flujo piston.,
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En un sistema flujo en piston, el material de alimentacién sc mucve a través del
reactor sin interactuar (proceso ideal), ni antes ni después, con ei material affuen-
te. Por lo tanto, la composicion del fluido varia en cada punto mientras 's¢ mueve a
lo largo del reactor y se produce la reaccion. Una representacion grifica tipica de
estos reactores seria la de un tubo, en ¢l que cualquier chorro liquido que entre al
principio del reactor, aparecera al otro lado después de un tiempe igual al neccsa-
rio para que ¢l chorro recorra la longitud del reactor.

Ambos tipos de reactores se usan para caracterizar ¢l comportamiento de algu-
nos sistemas biorreactores utifizados en ¢l tratamiento de aguas residuales, como
el proceso de fangos activados que se describira mas detalladamente a continua-
cion. Ademas. también son posibles algunas combinaciones intermedias,

Los reactores con flujo en piston normalmente son mas eficaces en la mayoria
de las aplicaciones de tratamiento de aguas residuales, ya que las reacciones biolo-
gicas responsables de la descontaminacion de los restduos son directamente pro-
porcionales a fa concentracion de compuestos residuales. Por lo tanto, un reactor
de mezcla completa, en el que la concentracién media de los contaminantes nece-
sariamente ha de ser baja (ya que también es la concentracion del efluente), pre-
senta un menor rendimiento de conversion de residuos por unidad de volumen de
reactor que un reactor de flujo en piston, en el que el material efluente no se mez-
cla con los residuos entrantes. Por la misma razon, los reactores de flujo en piston
son mds sensibles a las eventualidades del sistema, como por ejemplo una carga
cxcesiva, ya que ésta no se diluye en la totalidad del volumen del reactor, como
sucede en un sistema de mezcla completa. De cualquier forma, un sistema de flujo
en piston ideal es dificil de conseguir en la practica, puesto que es inevitable algiin
grado de mezcla debido a la propia dispersion longitudinal, Por lo tanto, lo que se
encuentra con frecuencia son sistemas combinados formados por elementos de
ambos tipos de reactores.

Recirculacion del fluido

En muchas ocasiones es ventajoso proporcionar al reactor una recirculacion del
Huido, es decir, un flujo lateral procedente del efluente del reactor que se recircula
parcialmente ai reactor (Fig. 4.2). Incluso si el reactor es del tipo de flujo pistdn,
es evidente que tal flyjo recirculado introducird algan grado de mezcla en el siste-
ma?. Esto sucederd especialmente si la relacion entre el caudal de recirculacion y
la del flujo de alimentacion es alta. Los flujos recirculados, por to tanto, se pue-
den utilizar para incrementar el nivel de flexibilidad de un sistema. Ademads, los
flujos recirculados incrementan el tiempo de residencia del material tratado en el
reactor.

Adn mas importante es el uso de flujos recirculades en los que sdlo se recircu-
la un componente especifico y separable del contenido de reactor. Esto se realiza
en muchos sistemas de tratamiento aerobio y anaerobio. En estos sistemas, la bio-
masa constituye el «biocatalizador» responsable de las reacciones degradadoras.
Por ello, con frecuencia es conveniente maximizar la concentracion de biomasa en
el biorreactor con ¢l fin de mejorar el rendimiento degradador del mismo. Esto se
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Reactor

Recirculacién

FIGURA 4.2. Reactor con recirculacion.

puede lograr utilizando un decantador después del reactor. En el decantador, la
biomasa se separa parcialmente del liquido y después se recircula al reactor. En
estos sistemas, el decantador a menudo se convierte en el componente clave de
todo el sistema, y la mayoria de los fallos son atribuibles a su incapacidad para
separar la biomasa durante los tiempos de residencia en el decantador.

Sistemas de biomasa inmovilizada frente a biomasa

-1 - ] [-J o T-1.7-71
L1 auapwl =31

Otra forma de maximizar la retencidn de biomasa dentro del reactor es evitar su
salida junto con ¢l flujo efluente. Esto se puede lograr inmovilizando la biomasa
sobre un soporte que no pueda salir con el efluente. Por este motivo, existen varias
configuraciones de reactores que se presentan con un material de relleno al que se
adherirdan los microorganismos formando una pelicula bioldgica. Este proceso de
adherencia con frecuencia se ve incrementado por la preferencia de la poblacion
microbiana a crecer acoplada a un soporte, en vez de hacerlo en suspensidon. En
otros casos, los sdlidos a los que se acoplan los microorganismos son pe-
quefas particulas (como arena) que pueden mantenerse ficilmente en suspension
(es decir, de lecho fluidizado) mediante el flujo residual que entra en el reactor,
pero que no son lo suficientemente ligeras como para ser arrastradas por el flyjo
efluente. Finalmente, los organismos también pueden ser inmovilizados en un
soporte sobre el que se hace gotear ¢l efluente residual (como en el caso de los
reactores de lechos bacterianos), 0 en un soporte que se sumerge periddica-
mente en la disoluciéon de residuos [como en el caso de los discos rotatorios o
biodiscos (RBC)]J.

En todos estos sistemas, mientras la biomasa se va espesando sobre la superfi-
cie a la que esta adherida, sera cada vez mas dificil que los nutrientes lleguen en
cantidad suficiente a los organismos mas interiores. Al final, esto conducira a una
pérdida de la capa de biomasa contenida sobre una particula dada o un area de
superficie (desprendimiento masivo). Este fendmeno ayuda a mantener un nivel
constante de biomasa en el reactor, que de otra forma, se atascaria.
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Configuraciones basicas de los biorreactores

Actualmente, en el sector industrial, se utiliza un gran nimero de biorreactores
distintos. Se diferencian no solo en su configuracion fisica, sino también en los
diferentes requisitos que se imponen al proceso y a la actividad metabdlica micro-
biana. Por ejemplo, los reactores aerobios, invariablemente, tendran algun meca-
nismo para el suministro y distribucion del aire, rasgo ausente en los reactores
anacrobios, y como el aire se puede suministrar de distintas formas, se puede espe-
rar la existencia de un nimero equivalente de tipos de reactor. Ademas, los meca-
nismos para la inmovilizacion microbiana, la operacion continua o discontinua, y
la mezcla, entre otras cuestiones, dan lugar a las caracteristicas esenciales que con-
figuran un tipo de reactor especifico.

En general, los biorreactores para el tratamiento de aguas residuales se sitdan
dentro de dos amplias categorias:

* Biorreactores con biomasa en suspension. En estos reactores, la biomasa
responsabie de la accion degradadora se encuentra en suspension y, por lo
tanto, s¢ debera recuperar y recircular parcialmente al reactor para que el
proceso sea autosostenible. El proceso de fangos activos y todas sus varian-
tes se basan en ¢l uso de estos tipos de reactores. Algunos procesos conti-
nuos anaerobios también utilizan este método. Los reactores agitados meca-
nicamente y los reactores con aireadores de superficie (rotores) son algunos
ejemplos de esta categoria.

® Biorreactores con biomasu inmovilizada. FEn estos reactores. la biomasa
se inmoviliza sobre algun tipo de soporte y no se pierde con el efluente (ex-
cepto en las cantidades deseadas). Este tipo de reactores se utiliza en algu-
nas aplicaciones de tratamiento aerobio, como por ejemplo, los reactores con
relleno, los de lecho bacteriano, los de biodiscos y los de lecho fluidizado.
Ademas, ¢ste es el método utilizado en el disefio de la mayoria de los proce-
sos continuos de tratamiento anaerobio.

En el resto de esta seccion se ofrece una breve vision general de la configura-
cion de la mayor parte de los reactores utilizados en el tratamiento biologico de
aguas residuales. y de sus caracteristicas.

Biorreactores con agitacion mecénica

Los biorreactores agitados son recipientes metalicos o de hormigdn que cuentan
con un sistema mecanico de agitacion normalmente formado por varios motores
que mueven uno o mas agitadores. Si los reactores son pequefios y cerrados gene-
raimente seran cilindricos y metalicos, ademas tendran un ¢je central equipado
con rodetes (aspas) y movido por un motor. Con deflectores verticales montados
cerca de la pared del recipiente se elimina la rotacién sin mezcla (remolino) del
liquido. Las grandes instalaciones abiertas. que se encuentran con frecuencia en
las plantas de tratamiento aerobio, normalmente son depositos rectangulares con
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varios puntos de agitacidén distribuidos por igual en la superficie del depdsito. En
la Figura 4.3 se muestra un ejemplo de un biorreactor aircado y agitado.

La agitacion en estos sistemas cumple dos finalidades. Por un lado, conseguir
una mezcla homogénea, y para ello se dispersan por todo el reactor los nutrientes
disueltos y la biomasa. Para cada rodete, ¢l consumo de energia P puede calcular-
s¢ mediante la ecuacion: .

P = N, pN*D*

donde N es la velocidad de agitacion (en revoluciones por unidad de tiempo), D es
el didmetro del rodete, y N, es una constante (también llamada constante de Newton),
es decir, una constante adimensional que estd en funcion del tipo de rodete. Por
ejemplo, para las turbinas de discos con seis aspas N, es igual a 5. Los valores

Motor

A Aire

Reactor

™

Rodetes

Amortiguadores

FIGURA 4.3. Reactor agitado y aireado.
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de N, asociados a otros tipos de agitadores se pueden encontrar en la literatura
relativa al tema "3,

Si ¢l reactor es aerobio, el segundo objetivo del sistema de agitacion es la dis-
persion del aire rompiendo las burbujas de aire, de esta forma, se incrementa el
area de interfase gas-liquido y aumenta la transferencia de oxigeno. Las turbinas
de discos son agitadores muy eficaces para la dispersion pero consumen una im-
portante cantidad de energia. Existen varios tipos de agitadores que pueden pro-
porcionar unos resultados parecidos (en términos de dispersion del aire ¥ capaci-
dad de bombeo) con un menor consumo energético **. Se utiliza una tuberia de aire
acoplada a un compresor para bombear ¢l aire a los difusores dentro del reactor.
Normalmente, ¢l aire se difunde justo por debajo del rodete inferior, de esta for-
ma, tiene que atravesarlo y dispersarse en burbujas finas. El consumo energético
del agitador bajo condiciones de aireacion, F,, es solamente una pequefa parte del
consumo equivalente bajo condiciones de no aireacion. La relacion entre P y P,
viene dada por

f _
5= (N, Q)

donde la funcion AN, Q,) depende de la velocidad de agitacidn y de la tasa de
aircacion (). Sin embargo, en la mayoria de los casos, el valor de PN, O) es
una constante que se encuentra dentro del rango 0,4-0,6 . La velocidad de trans-
ferencia del oxigeno por unidad de volumen del liquido, N,,. viene dada por la
expresion:

No, = ka(C— C)

donde C, y C son las concentraciones de oxigeno en saturacion y €n agua, respec-
tivamente, y el valot de 44 (igual al coeficiente de transferencia de masas k, porel
area interfase/unidad de volumen del liquido a) viene dado por?':

k,a = B (EQ/V)G.'JV(LE)

En esta ecuacion, v es la velocidad superficial del gas, y el valor numérico de la
constante P estd entre 1,2 y 2,3 si todas las variables se encuentran en unidades del
SI. Los niveles tipicos de transferencia del oxigeno se sitian en el rango 1-1.8 kg
de O, transferido por kWh de energia consumida '*.

Estas expresiones ponen de manifiesto que la velocidad de transferencia del
oxigeno no aumenta de forma lineal en relacién al consumo energético y la veloci-
dad de agitacién. Esto puede ser importante a la hora de optimizar un sistema ae-
robio, para el cual, el consumo energético puede Iegar a constituir una parte fun-
damental de los costes operativos.
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Biorreactores con aireador de superficie (rotores y turbinas)

Los aireadores de superficie normalmente se encuentran en grandes reactores. Se
trata de un agitador gue gira muy cerca de la superficie del liquido y atrapa el aire
en la interfase gas-liquido, tal y como se muestra en la Figura 4.4. La mezcla aire-
liquido se dispersa a través del deposito mediante la accion giratoria del rodete. Si
se airean grandes depdsitos generalmente se utilizan varios de estos dispositivos.
La principal ventaja d¢ este método de dispersion del aire es que no se usa ningin
compresor de aire externo. El motor/impulsor se puede montar sobre una viga fija
dispuesta sobre el deposito, o puede colocarse con flotadores sobre la mezcla de
residuos. Este ultimo sistema ¢s especialmente conveniente si se quiere asegurar
gue e! rodete siempre se encuentre a la misma profundidad, independientemente
de las variaciones de nivel.

Existen diferentes configuraciones de agitadores. Normalmente estdn forma-
dos por unas turbinas, abiertas o cerradas, de diferentes formas y tipos de aspas®.
El consumo energético de estos agitadores generalmente es menor que el consumo
de los agitadores sumergidos. Son comunes nimeros de potencia del orden de 1 a
23 Las transferencias tipicas de oxigeno estan entre 1.5 y 2.5 kg O,/kWh. Para
asegurar que el agitador realice una suspensién completa de la biomasa, la profun-
didad de los tanques de aireacion normalmente sera menor de 4 m '

FIGURA 4.4. Reactor con aireador de superficie (biodiscos).
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Mediante los rotores de cepillo también se obtienen unas tasas de transferencia
de oxigeno comparables a las conseguidas mediante los aireadores de superficie.
En los rotores de cepillo se emplean unas paletas cilindricas de giro horizontal a
alta velocidad que, parcialmente sumergidas en el liguido, sirven para dispersar ¢l
aire y homogeneizar el liquido. Este tipo de equipo de aireacién se utiliza en los
estanques de oxidacion.

Biorreactores RBC (contactores bioldgicos rotatorios o biodiscos)

Estos reactores son usados exclusivamente en los procesos de tratamiento aerobio.
Estan formados por un nimero variable de discos montados sobre un ¢je horizon-
tal parcialmente sumergido en el liquido que gira lentamente, tal y COmO se mues-
tra en la Figura 4.5. La biomasa se acopla a ambas superficies de los discos. La
accidn giratoria la expone, de forma alterna, al liquido {que proporciona los nu-
trientes disueltos) y al aire (que proporciona el oxigeno). En la seccidn titulada
«Sistemas de reactor acrobio» se ofrecen mas detalles sobre la operacion y propie-
dades de este tipo de reactor.

Biorreactores de lechos fijos

Los reactores de lecho fijo representan uno de los dispositivos de separacion y uno
de los tipos de reactores mas comunes en la industria quimica. En el tratamiento
de aguas residuales, se utilizan los microorganismos inmovilizados en su interior
para degradar los contaminantes de las aguas residuales.

Los lechos fijos estan formados por un recipiente (que puede estar abierto o
cerrado) que contiene internamente un material de relleno. El reileno se disefia
para que posea una'gran area superficial donde la fase liquida, la fase gas (si exis-
te) y los organismos inmovilizados puedan contactar entre si. Normalmente, para

Rotacién Discos

PO

Il

Motor

{a) Frente (b) Lateral

FIGURA 4.5. Contactor biologico rotatorio.
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el tratamiento biolégico de las aguas residuales, el relleno se elabora con materia-
les sueltos, como gravilla, piedra de lava o material plastico.

Los lechos fijos se pueden emplear para los procesos anaerobios y aerobios.
Los lechos anaerobios son recipientes cerrados en los que sélo circula el liquido
tratado en un sentido ascendente dentro del lecho (Fig. 4.6). Se puede utilizar la
misma configuracién para el tratamiento aerobid, incluso cuando se usan organis-
mos filamentosos +*°. Sin embargo, esta aproximacién requiere que el propio flujo
se oxigene por separado para que los microorganismos puedan recibir un suminis-
tro suficiente de oxigeno. Este proceso puede ser especialmente beneficioso si el
compuesto tratado es volatil y puede ser arrastrado por el burbujeo de aire que se
realiza directamente sobre la columna. Recientemente, se ha utilizado este método
para tratar un flujo contaminado con cloruro de metileno, el flujo se ha hecho pa-
sar a través de una columna que contenia un lecho inmovilizado de un solo orga-
nismo aerobio®.

En la mayor parte de los casos, sin embargo, los lechos fijos aerobios requie-
ren la presencia adicional de una fase de gas. En este caso, la fase liquida sc aftade
desde la parte superior del reactor, desde alli, se hace circular hacia abajo median-
te la accion de la gravedad, y el aire se introduce desde el fondo. Si el reactor esta
abierto, ¢l aire se mueve a través del lecho por conveccién (tiro natural). La apli-
cacion mas utilizada de esta tecnologia para el tratamiento de aguas residuales son
los lechos bacterianos o filtros percoladores, que se describirdn mas detalladamen-
te a continuacion.
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FIGURA 4.6. Reactor de lecho fijo de flujo ascendente.
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Biorreactores de lecho fluidizado

Otra forma de retener a los microorganismos dentro del reactor consiste en inmo-
vilizarlos sobre las particulas de un material mas pesado que el liquido y, después,
mantenerlos en suspension utilizando el propio liquido. Este es el métado emplea-
do por los reactores de lecho fluidizado (Fig. 4.7). Como particulas de-inmoviliza-
cion se pueden utilizar diferentes materiales, por ejemplo: arena, carbono activa-
do, o resina. La suspensién se consigue cuando el arrastre friccional ejercido por
el fluido es equivalente a la fuerza de gravedad. Experimentalmente se ha compro-
bado que, para particulas mas pequefias de | mm, la velocidad de fluido en la que
se consigue la fluidizacién viene dada por*

_ nya=(di M
v =v, E,"10

donde v, ¢s la velocidad de fluidizacion, v, es la velocidad terminal de las particu-
las en caida libre dentro del liquido, £, es la porosidad del fecho, # s un exponente
que se encuentra en funcion del régimen de flujo, d es el didmetro de particula, y
D el diametro del reactor.

FIGURA 4.7. Reactor de lecho fluidizado.
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Como existe un area superficial grande por unidad de volumen del reactor, la
concentracidon de biomasa en los reactores de lecho fluidizado puede ser 10 veces
mayor que la que se puede conseguir sin inmovilizacién®,

Depdsitos con difusores y biorreactores con flujo de aire ascendente

En algunoes biorreactores aerobios, la energia suministrada al gas en forma de pre-
sion se emplea también para homogeneizar el liquido, e incluso para hacerlo cir-
cular. En los tanques de aireacidén, dentro del proceso tradicional con fangos acti-
vados que se describe a continuacidn, el aire se suministra de una forma alternativa
mediante el uso de difusores (en vez de utilizar la agitactdn mecdnica), se trata de
una serie de dispositivos colocados en la parte inferior del deposite capaces de
producir burbujas*. Existen dos métodos, el primero consiste en introducir aire a
través de un material poroso. De esta forma se obtendrin burbujas finas. El segun-
do método.consiste en forzar aire a través de una serie de orificios, con lo que se
obtienen burbujas mas grandes. También se pueden emplear boquilias de chorro,
tal y como se describe a continuacion bajo el epigrafe «Biorreactores con sistemas
de aireacidon de chorro». Normalmente, los difusores se montan sobre una red de
tuberias de aire localizadas en el fondo del depésito con el fin de proporcionar
una oxigenacion uniforme en el liquido. Las burbujas producidas por los difusores
para suspender la biomasa y los sdlidos que se encuentran en suspension. En estos
tanques de aireacion, la distribucion del aire es uniforme y, en consecuencia, no se
induce ninguna recirculacion neta del liquido que se pueda considerar importante.

Sin embargo, si el aire se suministra solamente en algunos puntos especificos
de una laguna o de un reactor se puede producir un flujo importante de recircula-
cion. Este es el principio que se encuentra detras de los reactores de aire ascen-
dente (air lift) (Fig. 4.8). Este concepto se utiliza fundamentalmente en los reacto-
res cilindricos profundos que cuentan con conductos de aireacion, es decir, tubos
cilindricos concéntricos abiertos en ambos extremos y localizados justo por enci-
ma del punto de difusion del aire. Cuando las burbujas de aire suben en el tubo,
inducen un flujo liguido ascendente dentro de éste y un flujo descendente en la
region exterior al tubo. Esta region exterior no tiene muchas burbujas, ya que éstas
se escapan y dejan el reactor cuando suben del conducto de aireacion.

Este principio se utiliza en los biorreactores de pozo profundo que pueden pre-
sentar una profundidad de hasta 100-300 m, poseen un consumo encrgético muy
bajo {0,17 kW/m’), y tienen unos excelentes niveles de transferencia de oxigeno
{6 kgO,/kWh) ',

Biorreactores de chorro

Los biorreactores de chorro utilizan chorros de liquido para recircular el contenido
del reactor y dispersar cualquier gas que se encuentre presente (Fig. 4.9). El liqui-
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FIGURA 4.8. Reactor de flujo ascendente de aire (airlift).

do que alimenta el chorro normalmente se extrae del propio reactor mediante una
desviacién externa y una bomba. Cualquier flujo afluente del reactor podra servir
también de alimentacion al chorro. En la mayoria de los casos, el chorro se en-
cuentra sumergido y la boquilla se orienta de forma que el material pueda recircu-
lar en el reactor. Por ejemplo, si €l chorro se localiza en ¢l fondo del reactor, el
liguido que lo alimenta se extraera desde la parte media o superior del mismo.
Para establecer un fuerte flujo recirculador dentro del reactor, la boquilla del cho-
rro se puede localizar dentro de los tubos de corriente o en una posicion asimétrica
dentro del reactor.

Los chorros de liquido también se pueden alimentar introduciendo gas. Exis-
ten un gran numero de disefios de boquillas de dos fases para este proposito. Por
ejemplo, en las boquillas de chorro libre, el chorro de liquido y el gas entran a
través de lineas separadas, situandose la salida del gas al final de la boquilla de
chorro liquido para maximizar la dispersion del gas*'¥’. En otro disefio, una bo-
quilla venturi para liquidos absorbe el gas que posteriormente sera dispersado *.



