Medio ambiente

En este trabajo se ha realizado un estudio quimico
analitico y microbioldgico para establecer la
evolucion y el impacto que produce la presencia de
contaminantes emergentes (bisfenol A, parabenos y
p-bloqueantes) cuando se introducen en el medio
ambiente. Las matrices seleccionadas para el
estudio son el lodo de depuradora, el compost
obtenido a partir del lodo y los suelos agricolas
enmendados con el compost. Se ha validado
metodologia analitica para cuantificar los
compuestos objeto de estudio en las matrices
citadas. Se ha estudiado el efecto del compostaje de
los lodos sobre la calidad del compost final, asi
como la lixiviacion y degradacion de los
contaminantes. Se ha evaluado la microbiota del
suelo —con y sin compost-y de los contaminantes
para aislar y seleccionar microorganismos capaces
de utilizar estos compuestos como fuente de
carbono y energia.

Biodegradacion de
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en suelo agricola enmendado con
compost procedente de EDAR urbanas
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aproduccién de fangos enlas Es-
taciones Depuradoras de Agua
Residual (EDAR) es una conse-

cuenciainevitable dela sociedad actual
de consumo, siendo éstos una impor-
tante fraccion de los desechos orgénicos
urbanos generados por el hombre. En
Europa se producen més de 8 millones
de toneladas al ano de este tipo de resi-
duos"?. Por tanto, su manejo represen-
ta un problema creciente que requiere
solucidn, siendo esencial encontrar al-
ternativas seguras, sostenibles y mane-
jables desde el punto de vista medio-
ambiental.

Actualmente, las principales rutas
de eliminacion de los lodos EDAR son
la aplicacion a la tierra previo trata-
miento, el almacenamiento en vertede-

ros, laincineracién y el vertido al mar"?.
El reciclado y compostaje para su uso
en agricultura es una alternativa atrac-
tiva en lo que se refiere al impacto am-
biental y desde el punto de vista econé-
mico, ya que es capaz de convertir un
producto nocivo para el medio ambiente
en otro de valor anadido. De hecho, es
considerada como la opcién mds favo-
rable a nivel internacional, ya que con-
tribuye de manera positiva al reciclado
de nutrientes del suelo mejorando su
fertilidad®*.

El compostaje consiste en la des-
composicion biolégica de la materia or-
gdnica bajo condiciones aerébicas con-
troladas para transformarlo en un producto
final estable, excelente para el enmen-
dado de suelos agricolas. El proceso es

Latinstock

facilitado por microorganismosy, en ge-
neral, involucra elevadas temperaturas
como resultado del calor producido de
naturaleza bioldgica. La figura 1 esque-
matiza el proceso.

El principal obstaculo para el uso de
este material en agricultura es su conte-
nido en metales pesados y contaminan-
tes orgdnicos (macro y microcontami-
nantes). El contenido de los primeros
estd ya regulado por numerosas regla-
mentaciones de forma que puede ser fa-
cilmente controlado®®. Enrelacién alos
contaminantes organicos, a lo largo de
los dltimos afios se ha desarrollado una
extensa investigacién, enfocdndose la
atencién sobre todo alosllamados «con-
taminantes organicos prioritarios y per-
sistentes» regulados por la legislacién,
de forma que las concentraciones per-
mitidas yencontradas enloslodos EDAR
han disminuido notablemente. Sin em-
bargo, enlos dltimos afios se ha genera-
do unaimportante inquietud a nivel glo-
bal en relacién a un nuevo grupo mds
extenso de compuestos de muy diversa
naturaleza. Son los llamados «contami-
nantes emergentes». De ellos se conoce
muy poco con respecto a su persisten-
cia; evolucion en aguas, suelos agricolas
y sedimentos; mecanismos de degrada-
cion; transferencia ala cadena tréfica; y
sus efectos sobre los ecosistemas ylasa-
lud humana. Aunque el control sobre es-
tas sustancias se ha ido desarrollando a
medida que ha ido avanzando el cono-
cimiento cientifico sobre ellas, y a pesar
del apoyo internacional al reciclado de
lodosy su uso en suelos agricolas, la acep-
tacién de esta practica ha creado un gran
recelo y muchos paises, como Suiza, han
rehusado aceptarla.

En la actualidad hay descritas méds
de 50 millones de sustancias quimicas,
delas cuales aproximadamente 150.000
estan registradas en la European Che-
micals Agency para su uso industrial”.
Dada la imposibilidad de estudiar este
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El proceso de compostaje
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Figura 1. Esquema del proceso de compostaje y pila de compostaje a escala real.

elevado niimero de potenciales conta-
minantes, este trabajo de investigacion
se ha centrado en dos grupos de com-
puestos de gran importancia: los dis-
ruptores endocrinos quimicos (bisfenol
Ay parabenos) y una familia de fairma-
cos (B-bloqueantes). Dentro de cada gru-
po se han seleccionado aquellos com-
puestos de mayor interés comercial y de
uso habitual por parte de la poblacién,
y que pueden ser detectados, por tanto,
en las aguas residuales que entran en
las EDAR.

El primer grupo de contaminantes
de interés por su persistencia medio-
ambiental es el de los disruptores en-
docrinos quimicos (EDCs). Se trata de
compuestos capaces de alterar el ba-
lance normal de las funciones hormo-
nales en animales y su progenie, sien-
do responsables de numerosos defectos
reproductivos, pudiendo llegar a dege-
nerar en diversos tipos de cdncer ®. Es-
tos compuestos, de los que se ha de-
mostrado actividad estrogénica, son
liberados continuamente al medio am-
biente, existiendo evidencia de que la
mayoria de ellos se encuentran presen-
tes enloslodos EDAR. Sin embargo, exis-
ten muy pocos estudios sobre su evolu-
cion alo largo del proceso de tratamiento
(por ejemplo, en el compostaje) que re-
ciben estos lodos antes de llegar a los
suelos agricolas, y los cambios que su-
fren a partir de ahi (lixiviacién, bio-
transformacion).
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El bisfenol A es uno de los compues-
tos quimicos mas producido a nivel mun-
dial, siendo la materia prima empleada
para la fabricacién de resinas epoxiy
plésticos policarbonato. Tiene innume-
rables aplicaciones en productos ma-
nufacturados que abarcan desde pintu-
ras o pldsticos para envasado de alimentos,
abiberones, composites dentales o pro-
tesis médicas"’. Es posiblemente el dis-
ruptor que mds preocupacion causaala
comunidad cientifico-médicay su pre-
sencia medioambiental es ubicua". Aun-
que se ha demostrado su eliminacion
principalmente por biodegradacion'?,

se sabe que las concentraciones rema-
nentes en las aguas y lodos EDAR son
capaces de provocar efectos adversos a
nivel endocrino. Actualmente se en-
cuentra bajo revision para ser incluido
dentro de la Directiva Marco Europea
del Agua (DMEA) como sustancia prio-
ritaria peligrosa, con objeto de realizar
un mayor control sobre ella"™. En la fi-
gura 2 se muestra la estructura quimica
del bisfenol A.

Los parabenos son una familia de
compuestos quimicos de sintesis em-
pleados como conservantes en cosmé-
ticos desde principios del siglo XXy que
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Figura 2. Estructura quimica de los contaminantes emergentes seleccionados.
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aunque se han usado durante mas deun
siglo, su seguridad se ha puesto en tela
dejuicio recientemente’. Su liberacion
al medio ambiente se realiza por multi-
ples vias, de forma que han sido detec-
tados en practicamente todos los com-
partimentos ambientales. El interés
de su estudio radica en la posible rela-
cién con el cdncer de mama, ya que se
les atribuye actividad como disruptores
endocrinos"*'®. En la figura 2 también
se muestra la estructura quimica de los
cinco compuestos seleccionados para
su estudio.

El segundo grupo de contaminantes
de interés seleccionados para el desa-
rrollo de esta investigacion son los far-
macos. Tras su uso, éstos son excreta-
dos através dela orinaylas hecesensu
forma original, como metabolitos y/o
formas conjugadas, finalizando su ci-
clo enlas aguas residuales de forma po-
co controlada. En Europa, la concen-

tracién ambiental limite de un farma-
coenlasaguasesde0.01 pg L' paraque
se pueda estimar la posibilidad de ries-
go ambiental™*’, no teniéndose infor-
macion al respecto en relacion alas con-
centraciones existentes en lodos EDAR.
Dado que la adsorcién al material séli-
do constituye una de las principales ru-
tas de eliminacion de fairmacos de las
aguas residuales, la aplicacién de estos
materiales como fertilizantes es unaim-
portante via de ingreso de estas sus-
tancias en el medio ambiente. Adems4s,
se debe estudiar su persistencia me-
dioambiental para evitar el riesgo por
exposicion alargo plazo, lo cual podria
ser responsable de problemas de toxi-
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cidad crénicos en animales y plantas®'.
En este trabajo se harealizado el segui-
miento de la familia de los $-bloquean-
tes. Se trata de firmacos de gran im-
portanciay presencia medioambiental
ya que son muy usados para el control
de enfermedades cardiacas. Constitu-
yen un grupo de 13 fdrmacos®, siendo
los seleccionados en este trabajo los que
se muestran en la figura 2.

Objetivo y alcance

En el departamento de Quimica Ana-
litica de la Universidad de Granada se
ha iniciado el desarrollo de una nueva
linea de investigacion para el estudio
del impacto medioambiental de nu-
merosos microcontaminantes emer-
gentes. El objetivo que se ha planteado
con esta investigacion es triple. Por una
parte, observar el efecto del proceso de
compostaje de los lodos sobre la cali-
dad del comporst final, estudiando pa-
ra ello la evolucion quimica de diversos
contaminantes emergentes desde su lle-
gada a los lodos EDAR hasta su aplica-
cion final al suelo de labor. Por otra, pro-
fundizar en el comportamiento de estos
contaminantes en los suelos de la Vega
de Granada enmendados con dicho ma-
terial, y por dltimo, realizar estudios de
biodegradacion de los contaminantes
en diferentes situaciones que permitan
aislar y seleccionar microorganismos
capaces de utilizar estos compuestos
como fuente de carbono y energia. Los
objetivos especificos concretos del pro-
yecto han sido:

I Desarrollary validar metodologia ana-
litica de buenas caracteristicas parala

El bisfenol A es el disruptor que mas preocupacion causa
a la comunidad cientifico-médica y su presencia
ambiental es ubicua. Se encuentra bajo revision para ser
incluido dentro de la Directiva Marco Europea del Agua.
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Tabla 1. Parametros 6ptimos del andlisis mediante USE-UHPLC-MS/MS (1 g muestra).

USE
BFA PBs B-Bloqueantes
Disolvente de extraccion Metanol Metanol Acetonitrilo / buffer (1:1, v/v)
Volumen de disolvente 2mL 5mL 5mL
Tiempo de ultrasonidos 15 min 25 min 30 min
Ciclos de extraccion 2
Potencia del ultrasonido 75 %

Tiempo de centrifugado

30 min (3.700 X g)

Evaporacion

Bajo corriente de N,

Volumen de redisolucion

500 pL

UHPLC

Gradiente de fase movil

4,0 min: 100 % B
6,5 min: 100 % B
6,6 min: 60% B
10,0 min: 60% B

Columna Acquity UPLC BEH C18 2.1 x 50 mm, 1.7 um
A:0.025 % NH; A 0.025 % NH; A: formiato amonico
Fase movil en agua en agua en agua (pH 4)
(300 uL min™) B:0.025 % NHg B: 0.025 % NHz B: metanol
en metanol en metanol
Inicial: 60% B Inicial: 60% B inicial: 20% B

4,0 min: 100 % B
6,5 min: 100 % B
6,6 min: 60% B
10,0 min: 60% B

3,0 min: 60% B
3,1 min: 100% B
4,9 min: 100% B
5,0 min: 20% B

Temperatura de columna 40°C 40°C 30°C
Volumen de inyeccion 5L 5L 5L
Tiempo de cromatograma 10 min 10 min 5min

MS/MS (Multiple Reaction Monitoring)

detecciony cuantificacion de los con-
taminantes emergentes seleccionados
ensuelos agricolas, lodo de EDAR ylo-
do de EDAR compostado.

I Estudiarlalixiviaciéon/degradacién de
los compuestos en suelos de labor sin
enmendar y enmendados con com-
post contaminados en una parcela agri-
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cola experimental situada en la Vega

de Granada

Modo de ionizacion ESI(-) ESI () ESI (+)
Voltaje del capilar 0.60 kv 1.80 kv 0.60 kv

T (fuente) 150° C 150° C 150° C

T (desolvatacion) 500°C 500°C 100°C
Flujo gas de cono 150Lh? 150LhK" 150Lh?
Flujo (gas desolvatacion) 500 L h” 800 Lh" 800 Lh"
Flujo (gas de colision) 0.15 mL min? 0.5 mL min? 0.15 mL min”
Presion (gas nebulizador) 7.0 bares 7.0 bares 7.0 bares
Gas (cono y desolvatacion) N, (99.995%) N, (99.995%) N, (99.995%)
Gas de colision Argon Argon Argon

Materiales y metodologia

I Realizar un estudio microbiolégico del
proceso de enmendado de los suelos
agricolas con compost, seleccionan-
do los microorganismos capaces de
biodegradar a estas familias de com-
puestos.

Reactivos, patrones y equipos

Los reactivos y disolventes emplea-
dos fueron los habituales en un labora-
torio de quimica y microbiologia. Los
patrones de bisfenol A (BFA), parabenos
(PBs) y B-bloqueadores fueron suminis-
trados por diferentes casas comerciales,



Contaminantes organicos y medio ambiente

La seguridad de los parabenos, aungque se han usado
durante mas de un siglo como conservantes en cosméeticos,
no ha sido puesta en tela de juicio hasta la actualidad

con una pureza superior al 99 por cien-
to en todos los casos. Para los andlisis
quimicos, se empleé un cromatégrafo
deliquidos Waters Acquity UPLC™ aco-
plado a espectrémetro de masas triple
cuadrupolo Waters H-Class-Xevo TQSTM.
Para el desarrollo de la metodologia de
extraccion de los contaminantes a par-
tir de las muestras, se ensayaron dos sis-
temas de extraccion: un equipo Dionex
ASE 200, para la extraccion con disol-
ventes presurizados (PLE), y una sonda
de ultrasonidos Digital Sonifier S450D
(BRANSON) para la extraccion asistida
por ultrasonidos (USE).

Para la recogida de las muestras de
compost se emplearon palas conven-
cionalesy paralas muestras de suelo un
muestreador de calado (superficiales) y
una barrena helicoidal para mayores
profundidades. La temperatura y hu-
medad del suelo fueron controladas a
las diferentes profundidades del suelo
estudiadas, de forma continua, mediante
una sonda AquaCheck. Por tltimo, se

coste. En la tabla 1 se muestran los pa-
rametros 6ptimos para cada contami-
nante cuando se empled esta técnica de
extraccion.

Por dltimo, y con objeto de mejorar
la calidad de los extractos finales obte-
nidos tras la extraccién con ultrasoni-
dos, se aplicé una etapa de limpieza me-
diante la técnica de QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Sa-
fe)*', observdndose que este proceso
favorecia notablemente la calidad del
andlisis.

Andlisis mediante UHPLC-MS/MS
En la tabla 1 se muestran también
los pardmetros optimizados para la se-
paracién cromatogréfica yla deteccion
mediante espectrometria de masas. Una
vez optimizadas estas variables se se-
leccionaron las dos transiciones en el
espectrémetro (cuantificacién e identi-

ficacion) 6ptimas parala determinacion
inequivoca de cada molécula. En la ta-
bla 2 se muestran las transiciones se-
leccionadas.

Evolucién de los contaminantes
durante el proceso de compostaje

Tras desarrollar la metodologia ana-
litica, se llevé a cabo un experimento
con muestras obtenidas a lo largo de
un proceso de compostaje en una plan-
ta piloto disefiada a tal efecto. Se estu-
dié la evolucién de los compuestos du-
rante un periodo de un mes. El objetivo
fue determinar la presencia/ausencia
de los contaminantes en el compost fi-
nal. Para desarrollar estos experimen-
tos, se tomaron muestras a diferentes
tiempos.

Estudio de campo (BFA 'y PBs)

Se llevo a cabo en una parcela expe-
rimental situada en la huerta de Santa
Maria (Belicena, Vega de Granada). En
ellano se habia utilizado ninguin tipo de
pesticida, herbicida o insecticida en los

Tabla 2. Fragmentacion de los contaminantes estudiados

emplearon los equipos (balanzas, estu-

fas, agitadores, incubadores, etc.) y el Transicion 1(Da) CV/CE (V) Transicion 2 (Da) CV/CE (V)
material de vidrio habituales de un la- BFA 227.2 > 210.1 50 /22 227.2 > 133.0 50/26
boratorio de quimica analitica y de mi- BFA-d,, 241.3 > 223.1 46722 2413 > 1420 46732
crobiologfa. MPB 151.1 > 91.8 38/22 151.1 > 135.9 38/14
EPB 165.1 > 91.9 38/ 24 165.1 > 136.6 38/16
Tratamiento de muestra PPB 179.1 > 91.9 42 /24 179.1 > 136.1 42 /16
Se optimizaron las diferentes varia- BPB 1932 > 91.9 42 /24 193.2 > 136.1 42 /16
bles que ejercen una mayor influencia Ph-PB 213.1 > 168.9 18 /10 213.1>92.8 18/28
en el rendimiento de las distintas téc- EP-Cys 171.2 > 143.8 44/ 14 171.2 > 97.9 44/ 22
. y PRO 260.2 > 116.0 20/ 20 260.2 > 183.0 18/18
nicas de extraccion empleadas. El valor
. . . ATE 267.1 > 144.9 96 / 96 267.1 > 190.0 24 / 28
optimo para cada variable fue determi-
do a través del waied MET 2683 > 71.4 12/12 268.3 > 116.0 20/ 20
nacoatraves delporcentaje ce recupe- soT 2732 > 255.1 22/22 2732 > 133.1 28/18
racion dela extraccion de muestras do- BET 3082 > 116.0 18/18 3082 > 74.2 20/20
padas con los compuestos (100 ng g"). NAD 310.3 = 254.1 20/20 3103 = 201.0 16 /22
Alavista de los resultados globales ob- BIS 3263 > 116.0 20/ 20 2263 > 73.8 18/ 26
tenidos, se selecciond la técnica de ul- Isoproturon-dy 213.2 > 77.8 14/ 14 213.2>51.9 26/16

trasonidos para el andlisis de las mues- . . s
CV: voltaje de cono; CE: energia de colision.

tras por su mayor simplicidad y menor
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Figura 3. Imagen de la huerta de Santa Maria y de las parcelas experimentales.

dltimos 10 afios con objeto de evitar la
alteracion de la microbiota del suelo?".
En la figura 3 se muestra una visién ge-
neral de la finca y de las subparcelas.

Se prepararon una serie de subpar-
celas de 1 m? para cada ensayo separa-
das por tasquibas de 30 centimetros de
espesor. Se procedio a la limpieza de la
vegetacion existente para evitar posibles
interferencias en los mecanismos de ad-
sorcion-desorcion, la degradacién de los
compuestos en estudio, o la interferen-
cia sobre alguna variable general como
elindice de evaporacién del agua. Se fi-
jaron cuatro condiciones diferentes:

m Parcela 1. Solo suelo. Referencia (Con-
trol).

m Parcela2. Conlos contaminantes pu-
ros aplicados directamente al suelo.

m Parcela 3. Enmendada con compost
y contaminada con BFA y PBs.

m Parcela4. Enmendada con compost.
Referencia (control, blanco).

La contaminacion tanto dela parcela
compostada como de la no compostada
se realiz6 adicionando 1 gramo de cada
compuesto en un volumen de 120 litros
de agua de pozo. Unavez dopada, durante
todo el periodo de experimentacion selle-
varon a cabo sucesivamente dos opera-
ciones, una de muestreo y otra de riego.
La toma de muestra se realizo a siete pro-
fundidades (superficie, 10, 20, 30, 40, 50
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y 60 centimetros). Durante la primera se-
mana la toma de muestra fue diaria, ya
que estudios previos realizados habian
demostrado que durante este espacio de
tiempo se producia la caida exponencial
dela concentracién, aportando informa-
cion de gran importancia sobre el com-
portamiento del compuesto.

Estudio microbiolégico

Para este estudio se tomaron tres
muestras de cada subparcela a lo largo
del tiempo (0, 15y 30 dias) y a tres pro-
fundidades (superficie, 30 y 60 centi-
metros). Debido a consideraciones de
tiempo de experimentacion y econémi-
cas, se seleccionaron para este estudio
solamente los tres compuestos de ma-
yor impacto medioambiental, es decir,

BFA, MPB y BPB. Se realizaron los si-

guientes ensayos:

I Recuento de la microbiota cultivable.
Mediante la técnica de siembra en
placa. Los resultados se expresaron
como recuento de unidades forma-
doras de colonias por gramo de sue-
lo (UFC/g suelo).

I Cinéticas de crecimiento de microor-
ganismosy estudios de degradacion de
los compuestos. Se seleccion6 una ba-
terfa de microorganismos proceden-
tes de las muestras de suelo tratadas
conlos diferentes compuestos y com-
postadas (codificados con las inicia-
les del compuesto adicionado a esa
parcelay un ndmero consecutivo). La
seleccion se realiz6 en base a criterios
morfoldgicos de las colonias. Ademds,
se utilizaron 10 de los microorganis-
mos para los ensayos de cinética de
crecimientoy degradacion. Parala ci-
nética se utiliz6 medio de cultivo ba-
se diluido 1/10 con 5 mg L' del com-
puesto en estudio y se incubé a 30° C
durante cinco dias.

I Andlisis microbiologicos. Se realizaron
alas0, 24,48, 72y 96 horas. Los resul-
tados se expresaron de acuerdo alare-
lacién densidad éptica / recuento UFC
mL".

I Andlisis quimicos. La determinacion
de la cantidad de compuesto degra-
dado se realizé mediante la técnica
de UHPLC-MS/MS, empleando las

El compostaje de lodos EDAR para su uso en agricultura
es una alternativa atractiva, ya que es capaz de
transformar un producto nocivo para el medio ambiente

en otro con gran valor anadido
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condiciones descritas con ante-
rioridad en este trabajo. Tras la
toma de muestra se centrifugo a
13.000 rpm para laretirada de cé-
lulas. Las medidas se realizaron
a tiempo inicial y final de ensa-
yo (0 horas y 96 horas).

I Caracterizacion bioquimica de
los microorganismos. Se realiza-
ron ensayos de API 50 CH (estu-
dio del metabolismo de car-
bohidratos) y API1 ZYM (estudio
de la actividad enzimadtica). Los
microorganismos elegidos para
realizar el test de carbohidratos
fueron aquellos capaces de de-
gradar en altos porcentajes alos
contaminantes, concretamente
los codificados como MPB-8, BPB-
3y BFA-4. De igual modo, se se-
leccionaron para el ensayo de las
actividades enzimadticas los mas
representativos de cada grupo de
muestras, es decir, para el metil-
parabeno, MPB-1, MPB-2, MPB-
3, MPB-8 y MPB-10; para el bu-
tilparabeno, BPB-3, BPB-7,
BPB-12, BPB-13, BPB-15; y para el bis-
fenol A, BFA-1, BFA-4, BFA-8, BFA-9
y BFA-10.

Resultados y discusion

Método analitico

En primer lugar se establecieron los
calibrados que relacionan la concen-
traciéon de cada uno de los compuestos
con la sefial generada por el equipo de
UHPLC-MS/MS. Para cada nivel de ca-
libracion se dopé 1 gramo de muestra
con cantidades crecientes de los com-
puestos a analizar y se anadieron los pa-
trones internos oportunos. Tras tratar
los patrones de acuerdo a los procedi-
mientos experimentales descritos me-
diante las técnicas de USE y QuEChERs,
se inyectaron en el cromatdégrafo.

Concentracion en (ppb)

Comcentracion en (ppb)
$
/

(@) ]
0 200 400 600 800 1000
Tiempo (Horas)

(b)
0 200 400 600 800 1000
Tiempo (Horas)

Figura 4. Cinética de degradacion del BFA en la

parcela de suelo enmendado con compost
contaminado, en superficie (@) y a 30 cm (D).

Validacion de los métodos.
Pardmetros de calidad

Se determiné en cada caso el rango
dinamico lineal, la sensibilidad analiti-
ca, loslimites de deteccién y cuantifica-
cionylaexactitud del método en térmi-
nos de precisién y veracidad. Los excelentes
resultados obtenidos demostraron la va-
lidez de los métodos desarrollados para
la aplicacion propuesta.

Estudio del compost

Los métodos validados se aplicaron
aladeterminacién delos contaminan-
tes en muestras de lodo EDAR y com-
post fabricado a partir del mismo. Se
observé que a lo largo del estudio se
produjo la desaparicién de la mayor
parte de los f-bloqueantes en los pri-
meros dias del experimento. Los mds
persistentes fueron el SOT y el BET, aun-

Los PBs no lixivian en el
suelo (enmendado y sin
enmendar). El BFA solo
lixivia hasta los 30 cm.
Esto indica un buen
comportamiento
medioambiental de los
contaminantes.

que se biodegradaron completa-
mente a tiempo final. Es impor-
tante destacar que la duracion de
un proceso a escala industrial de
compostaje en pilas de toneladas
de material es de aproximadamente
un afo. En el caso de BFA y PBs,
aunque se detecta una ligera re-
duccién respecto a la contamina-
cion inicial, se observa que los con-
taminantes estdn presentes en
concentraciones elevadas alo lar-
go de todo el ensayo, siendo por
tanto persistentes en las condicio-
nes del estudio realizado.

Estudio de campo

Dadalarapida degradacién delos 3-
bloqueantes durante los primeros dias
del proceso de compostaje, observada
en el estudio de la evolucién de estos
compuestos realizado en la planta pilo-
to, nuestra atencioén se centro en el res-
to de contaminantes ya que aparente-
mente muestran una degradaciéon mas
lentay por tanto mayor persistencia. Se
estudiaron las cinéticas de degradacion
de BFAyPBs en presenciay ausencia de
compost en el suelo. En la figura 4 se
muestra un ejemplo dela cinética de de-
gradacion de un compuesto en unas con-
diciones determinadas (BFA).

Los datos experimentales obtenidos,
para todos los contaminantes, se ajus-
tan a una ecuacién exponencial de pri-
mer orden (C = Co-e™*), siendo los valo-
res de concentracion inicial (Cy), constante
de degradacién (k), tiempo de vida me-
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dia (t,,) y coeficiente de determinacion
(R?» los mostrados en la tabla 3.

Como conclusién, se puede afirmar
que el comportamiento para el BFA es
similar en presencia y ausencia de com-
post observdndose una degradacion sig-
nificativamente mayor en las muestras
de superficie (zona aerobia) que a ma-
yores profundidades (zona anaerobia).
El tiempo de vida media (t,,,) en la par-
cela de suelo no tratado es mucho ma-
yor que en la parcela enmendada; esto
puede deberse a que el compost tiene
mayor contenido de materia organica,
hecho que favorece el crecimiento de
microorganismos que aceleran la de-
gradacion del contaminante. En cuan-
to a los PBs, en ambas condiciones los
cinco compuestos estudiados mostra-
ron un comportamiento similar en cuan-

Se podrian potenciar las caracteristicas del compost, aislando
y suplementando el material con ellos. Estos microorganismos
podrian ser usados en procesos de biorremediacion de
ambientes contaminados con BFA y PBs.

to a degradacién (todos se degradaron
en la superficie) y ninguno lixivié en el
suelo, hecho de gran importancia des-
de un punto de vista medioambiental ya
que, al no penetrar en el suelo, no al-
canzan el nivel fredtico y, por tanto, las
aguas subterrdneas. Los tiempos de vi-
damedia son también en este caso ma-
yores en las parcelas sin compostar pa-
rael caso delos PBs de cadena mds corta
(MPB vy EPB) y el Ph-PB, pero en el caso
de PPB y BPB se observa una biodegra-
dacién mads lenta en las parcelas en-
mendadas con compost.

Tabla 3. Parametros de la cinética de degradacion de los contaminantes

Superficie 10 cm 20cm 30 cm
BFA en suelo sin tratar
k (h) 6.2-10° 4.4-10° 2.9-10° 2.5-10°
Co (UEKE 7.6 8.7 7.4 6.9
ti, () 112 158 237 279
R? (%) 95.8 98.3 96.2 94.7
BFA en suelo con compost
k (h) 5.4-10° 49-10° 45-10° 3.6-10°
Co (Ug KE™ 14.0 8.9 5.9 47
ti, () 128 143 155 192
R? (%) 95.5 95.7 93.8 97.4
MPB EPB PPB BPB Ph-PB
PBs en suelo sin tratar (solo en superficie)
k (h") 3.8-10° 3.5-10° 4.1-10° 4.0-10° 2.9-10%
Co (UgKg 13.2 15.9 11.91 14.7 11.8
ty (M) 183.8 196.4 167.4 172.9 231.8
R* (%) 98.7 98.9 97.9 97.3 97.2
PBs en suelo compostado (solo en superficie)
k (h) 6.0-10° 5.1-10°% 3.7-10° 2.2-10° 4.6-10°
Co (g Kg") 13.8 14.9 12.8 10.9 14.2
ty, (M) 115.5 136.9 188.3 312.2 150.0
R? (%) 97.8 92.8 971 98.1 98.2

k: constante cinética; C,,; Concentracion inicial; t,,: tiempo de vida media; R2: Coeficiente de

correlacion.
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Estudio microbiolégico

A continuacion se muestran los re-
sultados obtenidos en el estudio micro-
biolégico desarrollado:

Influencia de la presencia de los
compuestos y del compost en el
recuento de la microbiota del suelo

La figura 5 muestra un ejemplo (BFA)
de la tendencia observada.

Los resultados porcentuales de log
UFC/gsuelo obtenidos en suelos sin tra-
tamiento con compost (Figura 5a) fueron
diferentes en relacién a las muestras su-
petficiales (100 por 100), siendo el des-
censo de microorganismos observado de
un 9,0 por ciento y de un 25,6 por ciento
para las muestras recolectadas a 30 y 60
centimetros, respectivamente. En los sue-
los enmendados con compost (figura 5b),
la evolucién del nimero de microorga-
nismos viables en el suelo adicionado de
composty contaminado con BFA fue de-
creciente, observandose una reduccién
de 0.5 log en el recuento de UFC suelo™,
alolargo del tiempo de ensayo. Si se com-
paran ambas figuras, se observa una ten-
dencia descendente del recuento al au-
mentar la profundidad del suelo; este
comportamiento se repite en todos los
ensayos realizados a lo largo del tiempo
(0,15y30dias). Enlos recuentos tanto de
las muestras de la parcela control como
de las tratadas con el BFA no se observa-
ron variaciones significativas en el re-
cuento en superficie (2 centimetros), lo
cual indica que los niveles poblacionales
se mantuvieron cuantitativamente cons-
tantes alo largo del tiempo. De igual mo-
do, tantolos recuentos realizados a 30 co-
mo a 60 centimetros de profundidad
indicaron que no existian variaciones sig-
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Figura 5. Ejemplo de recuento de microorganismos (Log UFC/g suelo) en las muestras de suelo tratado y no tratado con BFA a
diferentes profundidades, a tiempo inicial de ensayo (0 dias), a 15 y 30 dias. (a) Control de suelo sin compost (S) y
contaminado con el compuesto (S-BFA). (b) Control de suelo + compost (C) y suelo + compost contaminado (C-BFA).
Superficie (M); a30 cm (M), a60cm ().

nificativas en el tiempo en relacion a la
cantidad de bacterias presentes en las
muestras de suelo control como enlas tra-
tadas, obteniéndose valores muy simila-
res en el niimero de microorganismos en
las muestras recogidas a 30 centimetros
para cada compuesto asi como los de 60
centimetros de profundidad. Los PBs mos-
traron un comportamiento muy similar
entodoslos casos (figuras no mostradas).
Es de destacar, ala vista delos recuentos
obtenidos, un aumento del nimero ab-
soluto de microorganismos en presencia
de compost respecto al suelo no enmen-
dado, ya que el material compostado no
sélo aporta nutrientes quimicos, sino que
también aumenta la riqueza microbiana.
Por tanto, hay un mayor desarrollo mi-
crobiano en las parcelas enmendadas. Es-
te hecho serfa muy aprovechable ala ho-
ra de potenciar una mejora en las
caracteristicas del compost, aislando los
microorganismos de mayor interés y su-
plementando el material con ellos.

Caracterizacion bioquimica de los
microorganismos seleccionados™

El empleo de los kits API 50 CH para
el metabolismo de carbohidratos y API

ZYM para la actividad enzimdtica per-
miti6 caracterizar numerosos microor-
ganismos. A partir de los resultados ob-
tenidos en los procesos de oxidacién y
fermentacion de carbohidratos, se con-
cluy6 que cada microorganismo los me-
tabolizaba de forma diferente. Este da-
to, sumado alos resultados de actividad
enzimdtica, que informa sobre la pre-
sencia o ausencia de una determinada
actividad de una enzima, grupo de ellas
o de una determinada via metabdlica,
nos permitié discriminar los microor-
ganismos estudiados y seleccionar aque-
llos que eran diferentes desde el punto
de vista metabdlico.

Cinética de crecimiento en presencia
de BFA, MBP y BPB como fuente de
C/E. Degradacion de los compuestos

La figura 6 muestra un ejemplo de ci-
nética de crecimiento de microorganis-
mos para cada uno de los contaminan-
tes estudiados.

Los resultados mostraron que los mi-
croorganismos seleccionados fueron ca-
paces de crecer en presencia del conta-
minante y que este crecimiento fue
superior al obtenido en el medio base

en ausencia del compuesto (control).
Las diferencias entre ambos cultivos
(control y problema) son de aproxima-
damente 0.5log UFC mL"'. La mayor di-
ferencia entre el cultivo suplementado
con los contaminantes y el control se
observo en los microorganismos codi-
ficados como BPA-6, MPB-3, y BPB-7
(mostrados en la figura), siendo esta di-
ferenciade 8,2, 7,6 y 6,3 por ciento, res-
pectivamente. En relacion ala cantidad
de producto degradada, en el caso de
BFA fue parecida en todos los ensayos
realizados, observandose que todos los
microorganismos degradaron el com-
puesto casi en su totalidad (99,9 por cien-
to). En el caso del MPB existe una gran
variabilidad dependiendo del microor-
ganismo, siendo el codificado como
MPB-3 el tinico capaz de degradar com-
pletamente el compuesto, enlas 96 ho-
ras de ensayo, con un 99,9 por ciento de
degradacion total. El nivel de degrada-
cion observado en otros cultivos (MPB-
1, MPB-2, MPB-8y MPB-9) fue de apro-
ximadamente el 20 por ciento. Los
microorganismos que menos degrada-
ron el compuesto fueron MPB-4, MPB-
5, MPB-6 y MPB-7, con porcentajes de
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degradacién inferiores al 10,0 por cien-
to, siendo el microorganismo identifi-
cado como MPB-9 el que menos utilizé
este compuesto como fuente de C/E,
con un porcentaje de degradacion del
5,6 por ciento. En el caso de BPB, la can-
tidad de compuesto degradada fue tam-
bién muy variada dependiendo del mi-
croorganismo. Asi, ocho de ellos
degradaron este compuesto en un por-
centaje superior al 95 por ciento, ob-
servandose que el codificado como BPB-
7 degrado el producto en mas del 96 por
ciento.

Conclusiones

Alavista delosresultados obtenidos
alo largo del desarrollo de esta investi-
gacion, cabe concluir que:

I Se han propuesto y validado diferen-
tes metodologias analiticas parala de-
teccion y cuantificacién de micro-
contaminantes pertenecientes a dos
familias de disruptores endocrinos qui-
micos (PBs y BFA) y una de farmacos
(B-bloqueantes) en lodos EDAR, com-
post procedente de estos lodos y sue-
los agricolas (enmendados y sin en-
mendar) mediante el empleo de la

cromatografia de liquidos acoplada a
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espectrometria de masas (UHPLC-
MS/MS), previa extraccion de los con-
taminantes mediante las técnicas de
ultrasonido (USE) y QUEChERs. En to-
doslos casos, los limites de deteccion
y cuantificacién obtenidos son lo su-
ficientemente bajos como para poder
emplear estos métodos en la deteccion
y cuantificacién de estos contami-
nantes en las muestras medioam-
bientales seleccionadas.

Los métodos analiticos desarrollados
ofrecen una importante innovacion
cientifica, ya que en la actualidad son
muy pocos los métodos publicados so-
bre el estudio de estos contaminantes
en las matrices seleccionadas, princi-
palmente en suelos y compost proce-
dentes de las EDAR.

La aplicacion de la metodologia pro-
puesta al estudio de la evolucién de los
compuestos en un proceso de com-
postaje a escala piloto demostro lara-
pida degradacion de los 3-bloquean-
tes y la lenta de los EDCs bajo las
condiciones de trabajo ensayadas.

24 48 I3 %
Tiempo de Inoculacion (h)

Figura 6. Cinética de crecimiento. (a) Microorganismo BPA-6 en medio de cultivo contaminado con 5 ppm de BFA. (b) Microorganismo MPB-3 en
medio de cultivo con 5 ppm de MPB. (c) Microorganismo BPB-7 en medio de cultivo con 5 ppm de BPB. Linea azul: crecimiento del
microorganismo en medio TSB 1/10 suplementado con BPB. Linea roja: control, crecimiento del microorganismo en medio TSB 1/10.

I Elestudio de campo realizado en una

parcela agricola experimental dela Ve-
ga de Granada, sobre suelos agricolas
cuando estos son enmendados con
compost procedentes de EDAR urba-
nas contaminados demostré que los
compuestos de la familia de los PBs
eran retenidos en la superficie (2 cen-
timetros), desapareciendo por com-
pleto en esta zona, siempre que se man-
tuviera ésta humeda. En el caso del
BFA, éste lixivio hasta los 30 centime-
tros de profundidad, desapareciendo
en esta capa del suelo. Esto indica un
buen comportamiento medioambiental,
ya que los contaminantes en ningiin
caso alcanzaron el nivel fredtico y, por
tanto, las aguas subterrdneas.

Por otro lado, todos los compuestos
demostraron un comportamiento si-
milar en cuanto a su cinética de de-
gradacion, ajustdndose ésta a una
ecuaciéon exponencial de primer or-
den, C = Cy-e™. A partir de esta ecua-
cion se pudo determinar el tiempo de
vida medio para cada compuesto, la

El enmendado de suelos agricolas con compost es muy
beneficioso, pues acelera la biodegradacion de los
contaminantes organicos en el suelo e impide su lixiviacion
al favorecer su retencion
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concentracion inicial (Cy) y la cons-
tante cinética (k). Ademads, parala ma-
yoria de los contaminantes, los tiem-
pos de vida medios eran mayores en
las condiciones de la parcela no en-
mendada respecto a la enmendada.
Esto se debe a que al enmendar el sue-
lo con el compost, se aporta materia
orgdnica que favorece el crecimiento
de microorganismos, lo cual puede
provocar un aumento en laretencién
de los compuestos y en su velocidad
de degradacién.

El recuento de la microbiota heter6-
trofa cultivable de los suelos tratados
con los compuestos y de los suelos en-

aumentar la profundidad en el suelo,
se produce un descenso progresivo
del nimero de microorganismos via-
bles. Por otro lado, se pudo observar
que el mayor desarrollo microbiano
ocurria en las parcelas enmendadas
con compost.

El estudio morfolégico y bioquimico
delos microorganismos aislados per-
mitio aislar y seleccionar diferentes es-
pecies de microorganismos. Siendo
los microorganismos de mayor capa-
cidad enzimatica los codificados co-
mo MPB-8yBFA-4, con12y11 activi-
dades enzimaticas demostradas,
respectivamente.

por los microorganismos selecciona-
dos, siendo los porcentajes de degra-
dacién superiores al 70 por ciento en
todoslos casos. Los resultados obteni-
dos demuestran la habilidad de creci-
miento de los microorganismos en pre-
sencia de estos compuestos como fuente
de C/E. Por tanto, estos microorganis-
mos podrian ser utilizados en proce-
sos de biorremediacién de ambientes
contaminados con BFAy PBs. ¢
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