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RESUMEN

La contaminacion mixta por metales e hidrocarburos es una de las grandes amenazas
a las que esta sometido el recurso suelo y supone un desafio para la aplicacion de
estrategias de descontaminacion. A este respecto, la fitorremediacion, que tiene como
objetivo reducir el contaminante del suelo y recuperar su salud a través de las plantas
y su rizosfera, es una de las tecnologias de descontaminacion mas respetuosas con el
medio ambiente. En la actualidad, nuevas tecnologias como la nanofitorremediacién
asistida con enmiendas pretenden aumentar la eficacia de la fitorremediacion
mediante, (i) la incorporacion de enmiendas organicas para mejorar las propiedades
fisico-quimicas y biologicas, y (ii) la aplicacion de nanoparticulas de hierro cero-
valente (nZV1) para favorecer la degradacion de los contaminantes organicos. En este
trabajo se desarroll6 un experimento de microcosmos utilizando tres especies de la
familia de las Brasicaceas (Brassica napus, Brassica carinata y Brassica juncea),
enmienda organica y nZVI para nanofitorremediar un suelo contaminado con Zn
(1.500 ppm), Cu (500 ppm), Cd (50 ppm) y diésel para automdévil (6.000 ppm). El
objetivo principal del estudio fue determinar la combinacién de tecnologias mas
eficientes para la eliminacién de contaminantes y/o la recuperacion de la salud del
suelo en base a las propiedades microbianas, actividad, biomasa y diversidad
funcional. El contenido en carbonatos del suelo fue el principal factor que contribuyd
a la disminucion de la biodisponibilidad de los metales del suelo seguido por la materia
organica. El contenido de diésel disminuyé durante el ensayo y su degradacion fue
mayor en presencia de la enmienda. Ademas, la incorporacion de enmienda provoco
una mayor biomasa y actividad microbiana en suelos contaminados; pareciendo
destacar en este caso la especie B. juncea. En cuanto a la diversidad funcional
microbiana, destaco significativamente la planta B. napus. Por ultimo, las nZV1 a las
dosis empleadas no fueron efectivas para disminuir la biodisponibilidad de los metales
y/o aumentar la degradacion del diésel, aunque tampoco produjeron toxicidad sobre la
comunidad microbiana del suelo. A la vista de los resultados, se recomienda una
fitorremediacion asistida con B. napus por ser el proceso mas eficaz para la

recuperacion de la salud del suelo.

Palabras clave: suelo, metales, diésel, enmienda orgénica, nZVI, Brassica napus,

Brassica juncea, Brassica carinata, nanofitorremediacion.






1. INTRODUCCION

El suelo es un recurso complejo donde concurren una amplia gama de procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos, los cuales, a su vez, proporcionan servicios ecosistémicos
esenciales. Funciones como ser el habitat de una gran variedad de micro-, meso- y
macro-organismos, reservorio de agua y nutrientes, sustento de la produccion de
materia orgénica y soporte de los ciclos biogeoquimicos (Brevik et al., 2015) hacen

del suelo un sistema vivo y dindmico, convirtiéndolo en objeto de estudio e interés.

A pesar de tener un papel clave en la supervivencia de los organismos, incluidos los
seres humanos, el 33 % del suelo se encuentra degradado, en menor o mayor medida,
debido a factores como la erosion, la falta de nutrientes o la contaminacion (FAO,
2015). De hecho, el 35 % de los suelos esté afectado por contaminacion de metales, y
el 24 % por hidrocarburos, como diésel, petroleo etc.; siendo comun la contaminacién

mixta, con ambos (Agnello et al., 2015).

Tradicionalmente, las técnicas fisico-quimicas de descontaminacion como la
vitrificacién, incineracion o lavado de los suelos han sido utilizadas para la
recuperacion de terrenos contaminados por su efectividad y bajo coste econdémico. Sin
embargo, estas técnicas se caracterizan por un alto coste ambiental dado que producen
cambios fisicos, quimicos y bioldgicos irreversibles en la estructura y funcionalidad
del suelo, asi como problemas de contaminacién secundaria. En las Gltimas dos
décadas se ha venido apostando por el uso de tecnologias mas sostenibles, como la
“fitorremediacion” (Ali et al., 2013). El término “fitorremediacion” proviene del
griego, phytos (planta) y remedium (remedio); se basa en el uso de plantas, asi como
de los microorganismos de su rizosfera, para reducir la concentracion y el efecto de
los contaminantes en el medio (Dar et al., 2015; Ali et al., 2013). Esta tecnologia se
divide en las siguientes estrategias: fitoextraccion (i.e. acumulacién de metales en la
parte aérea de la planta), fitoestabilizacion (i.e. reduccion de la movilidad y
biodisponibilidad de los metales en el suelo), fitovolatilizacion (i.e. conversion de los
contaminantes en especies volatiles para su eliminacién por transpiracion) y
fito/rrizodegradacion de compuestos organicos en el entorno rizosférico (Ali et al.,
2013; GOémez-Sagasti et al., 2012).



La especie vegetal es determinante en el éxito de la fitorremediacion. En este sentido,
en el presente estudio se disefid un experimento de fitorremediacion basado en tres
especies pertenecientes a la familia de las brasicaceas: Brassica napus, Brassica
carinata y Brassica juncea. Todas ellas se caracterizan por un extenso sistema
radicular, gran biomasa y capacidad fitoextractora. De hecho, estudios previos han
descrito el gran potencial de estas especies en programas de fitoextraccion de suelos
contaminados con metales, como el cadmio (Cd); el cobre (Cu); y el zinc (Zn)
(Szczyglowska et al., 2011; Dar et al., 2015). Asimismo, se ha comprobado la bondad
de la actividad de su rizosfera, concretamente la de B. napus, para la degradacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Cheema et al., 2010).

En la actualidad, es habitual la complementacion de la fitorremediacidn con diferentes
tecnologias con el objetivo de mejorar su eficacia. La aplicacion de enmiendas
orgénicas en el proceso de fitorremediacion es una de ellas. En este trabajo en concreto
se ha utilizado material compostado de Residuos Sélidos Urbanos (RSU) con vistas a
no s6lo mejorar la fitorremediacién de suelos con contaminacién mixta sino también
a reutilizar, reciclar y revalorizar este tipo de residuos excedentarios (lhobe CAPV,
2015). Las enmiendas organicas, a priori, tienen un triple efecto positivo: (i) favorecen
el desarrollo y crecimiento de las plantas, (ii) de microorganismos presentes en el
suelo; y, (iii) estabilizan los metales del suelo disminuyendo su biodisponibilidad
(Kastner y Miltner, 2016).

Una de las tecnologias méas innovadoras para estimular el proceso remediador es la
aplicacion de nanoparticulas metalicas, particulas de diametro inferior a 100 nm. En
concreto, las nanoparticulas de hierro cero valente, denominadas “nZV1” por sus siglas
en inglés “Zero-Valent Iron Nanoparticles”, han sido descritas como una
“nanosolucion” eficaz a la contaminacion de suelos y aguas (Rodrigues, 2016). Debido
a su reducido tamafio y alta relacion superficie-volumen, las nZVI tienen una alta
reactividad hacia una amplia gama de contaminantes, incluyendo metales (Rodrigues,
2016) y compuestos clorados (Menéndez et al., 2016). Aunque esta tecnologia podria
incrementar la eficacia del proceso fitorremediador, la introduccién de las nZV1 en el
medio también puede conllevar riesgos para los organismos; existen estudios in vitro
que describen efectos negativos de las nZV1 sobre la comunidad microbiana de los
suelos (Lefevre et al., 2016).



A los dafios directos por contacto con las nZVI, que generan la desorganizacion y
aumento de la permeabilidad de las membranas, se les suman los indirectos causados
por el estrés oxidativo que sufren las biomoléculas (Xie et al., 2017). Los ensayos en
microcosmos, como el aqui presentado, abogan por la evaluacion de la ecotoxicidad

de las nZVI previa a su aplicacion en campo con el fin de garantizar su uso seguro.

Mas alla de reducir la concentracion de contaminante en el suelo, toda estrategia
fitorremediadora debe contemplar como objetivo final recuperar la salud del suelo. La
salud del suelo se define en textos de la FAO (2015) como “la capacidad continua del
suelo de funcionar como un sistema vivo vital, dentro de los limites de los ecosistemas
y del uso de la tierra, para sostener la productividad biol6gica, promover la calidad del
aire y el agua, y mantener la salud vegetal, animal y humana”. Esta definicion pone de
manifiesto la importancia del suelo y su salud, asi como la reduccién de su toxicidad
debido a los contaminantes presentes en él, la cual no tiene por qué tener una relacion
directa con la concentracion total del contaminante (He et al., 2016). En este contexto,
es imprescindible disponer de un conjunto fiable de indicadores de la salud del suelo,
entre los que se destacan las propiedades microbianas del suelo por su caracter
integrador, sensibilidad, respuesta rapida y relevancia ecoldgica (Gomez-Sagasti et al.,
2012). Después de todo, los microorganismos estan estrechamente relacionados con
su entorno debido a su alta relacién superficie-volumen y son, en gran medida,
responsables de la salud del ecosistema del suelo (Epelde et al., 2012). En particular,
las propiedades del suelo relacionadas con la biomasa, la actividad y la diversidad de
las comunidades microbianas del suelo tienen un gran valor como bioindicadores del

impacto de la contaminacion en la salud del suelo (Epelde et al., 2008; 2012).

Considerando la dificultad de proceder a la remediacién de suelos con contaminacion
mixta (metales y diésel) se evalla la eficacia de (i) tres especies fitorremediadoras, (ii)
el uso de material compostado de RSU, y (iii) la aplicacion de las nZVI. La
combinacion de los tres da lugar a la estrategia de “nanofitorremediacion asistida con
enmienda orgénica”. Esta ser4 analizada mediante indicadores microbianos de la salud
del suelo (biomasa, actividad y biodiversidad funcional). Se valorara, ademas, el efecto

potencialmente adverso del uso de nanoparticulas para los microorganismos del suelo.



2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

La hipdtesis de este trabajo es la siguiente: la nanofitorremediacion asistida con
enmienda organica mejorara la salud de los suelos contaminados resultando en un
incremento en los valores de los biomarcadores microbianos de biomasa, actividad y
biodiversidad microbiana. Asi, el principal objetivo es evaluar cuél es la combinacién
de especies vegetales y tecnologias méas eficaz para mejorar la salud de suelos con
contaminacion mixta de metales (Cd, Zn y Cu) e hidrocarburos (diésel). Este se puede

dividir en los siguientes objetivos especificos:

= Obijetivo 1.1.: Evaluacion del proceso de nanofitorremediacién asistida sobre
el contenido de los contaminantes.
= 1.1.1. Evaluacién del contenido de metales totales y biodisponibles.
= 1.2.1. Evaluacion de la degradacion de diésel.
= Objetivo 1.2.: Evaluacion de la salud del suelo al final del proceso
nanofitorremediador a partir de las propiedades de la comunidad microbiana.
= 1.2.1. Evaluacién de la actividad microbiana.
= 1.2.2. Evaluacion de la biomasa microbiana.
= 1.2.3. Evaluacion de la diversidad funcional microbiana.
= 1.2.4. Evaluacion de la toxicidad de las nZVI sobre la comunidad

microbiana.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Con el fin de llevar a cabo los objetivos anteriormente mencionados, se realizd un
estudio en microcosmos. Se recolectaron en junio de 2016 dos suelos localizados en
la periferia del area metropolitana de Vitoria-Gasteiz (42°50°N; 2°40°W). Uno de ellos
fue enmendado in situ un afio antes con 100 T/ha de enmienda organica resultante del
reciclaje de RSU, mientras que el otro se dejo sin enmendar. Los suelos se tamizaron
a < 6 mm, se dejaron secar al aire y se caracterizaron fisico-quimicamente (Tabla 1).

Seguidamente, ambos fueron artificialmente contaminados para conseguir las



siguientes concentraciones finales de metales y diésel: Zn (1.500 mg kg?), Cu (500
mg kg') y Cd (50 mg kg?') utilizando Zn(NOs)z, Cu(NOs), y Cd(NOs3)q,
respectivamente, y diésel comercial de automocion (6.000 mg kg?) (Figura 1). A los
suelos no contaminados se les afiadio KNOs (4.100 mg kg™) para compensar el aporte

de nitratos de los contaminados.

Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de los suelos a estudio.

Suelo sin enmienda (- Suelo con enmienda (+

Arcilla (%) 234 15,7
Arena gruesa (%) 17,9 14,5
Arena fina (%) 21,3 25,1
Limo (%) 37,5 44,0
Textura (USDA) Franco Franco
pH (1:2,5) 79 8,0
Materia organica (%) 1,0 4,3
Fésforo Olsen (ppm) 7,2 7,2
Carbonatos (%) 54,7 54,7
[Zn] Tot/ Bio (ppm) 41,410,0 127,810,0
[Cu] Tot/ Bio (ppm) 6,9/0,01 73,3/0,03
[Cd] Tot/ Bio (ppm) 0,3/0,0 0,5/0,0

USDA: United States Department of Agriculture
Tot: concentracion total de metal; Bio: concentracion biodisponible de metal
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Figura 1. Codificacion utilizada para los diferentes tratamientos (A) y cronograma del disefio experimental
(B). A. La codificacién se resume en tratamientos sin (-) o con (+) enmienda; sin contaminar (Control, C) o con
contaminacion (Mixta, M); fitorremediacién con planta (P) utilizando Brassica napus, Brassica carinata, Brassica
juncea, y sin planta (S); y, sin (@) o con (n) nanoparticulas de hierro cero-valente nZVI. B. Linea temporal con los
hitos del experimento (d, dias): aplicacion de la enmienda (t0); muestreo de suelo y su contaminacion con metales
y diésel (M); aplicacion de nanoparticulas (nZV1); siembra de las brasicas (t1); proceso de nanofitorremediacion
(NFR) y; finalmente, cosecha de suelo y material vegetal (2).



Los suelos -C, -M, +C y +M se mezclaron a fondo y se repartieron en macetas con 700
g de suelo cada una; se colocaron en una camara de crecimiento fitotron bajo
condiciones controladas (fotoperiodo 14/10 h dia/noche, temperatura 25/18 °C
dia/noche, humedad relativa 60/80 % dia/noche, 200 mmol fotones m? s) durante 27
dias, con el fin de permitir la estabilizacion de los contaminantes en el suelo. Tras este
proceso, las nZVI1 (NanoFer Star, Nanoiron s.r.0.) se activaron 48 horas antes de su
aplicacion al suelo (Figura 1B) siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas se
aplicaron a la concentracion de 1 g kg™ de peso seco (PS) de suelo. Pasados tres dias
desde su aplicacion y previo a la siembra se muestrearon los suelos tratados (muestreo
t1). A continuacion, se procedio a la siembra (t1) en la mitad de los tratamientos
(tratamiento “P”) de las tres especies fitorremediadoras, concretamente, tres especies
de la familia Brassicaceae: Brassica napus (n. com. colza), Brassica carinata (n. com.
mostaza etiope) y Brassica juncea (n. com. mostaza oriental). La mitad restante se dejo
como no sembrada (tratamiento “S”). En la Figura 1A se muestran todos los

tratamientos (namero de réplicas biologicas = 4; muestras totales = 128).

El experimento de nanofitorremediacién asistida tuvo una duracion de un mes en
fitotron (Figura 1B) bajo las condiciones mencionadas, regando periddicamente las
plantas en el plato para evitar el arrastre de los contaminantes de la maceta. Pasado ese
periodo, se realiz6 un muestreo final (t2).

3.2. EVALUACION DE LOS PARAMETROS QUIMICOS DEL SUELO

En ambos muestreos (t1 y t2), las muestras de suelos para la determinacion de las
propiedades microbianas (ver Apartado 3.3.) se conservaron a 4 °C mientras que las
destinadas a la determinacion de metales (totales y disponibles) e hidrocarburos (ver
Apartado 3.2.) se secaron en una estufa a 35 °C durante 48 h. Ademas, se determin0 la

relacién peso fresco (PF)/peso seco (PS) de todas ellas.
3.2.1. Determinacion del contenido en metales totales y biodisponibles

Las muestras de suelo seco fueron molidas a un tamafio de particula de 0,125 mm.
Para la determinacion del contenido total de Zn, Cu y Cd, las muestras de suelo fueron
sometidas a digestion acida (HCl y HNOs + H20>) de acuerdo con el método US-EPA
3051 A (2007).



Los metales potencialmente biodisponibles fueron extraidos mediante CaCl> 0,01 M
siguiendo el método descrito por Houba et al. (2000). Brevemente, se mezclaron 2 g
de suelo con 20 mL de CaCl,, fueron agitados por 2 h a 220 rpm, y se dejaron reposar
durante 30 minutos. Posteriormente, los sobrenadantes fueron recolectados y filtrados
(0,45 pm). Todos los extractos fueron acidificados con HNOs al 3 % y preservados a
4 °C. Finalmente, el contenido total y biodisponible de metales fue determinado
mediante Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS)
(Agilent 7700).

3.2.2. Determinacioén del contenido en hidrocarburos

Con el fin de determinar el contenido en hidrocarburos, se utilizo el procedimiento
descrito por Bartolomé et al. (2005). En resumen, 0,5 g de suelo seco se mezclaron
con 15 mL de acetona y se sometieron a una extraccion mediante un sistema cerrado
de microondas MDS-2000 (CEM, Matthews, NC, USA). El extracto fue filtrado (0,45
pum) y lavado mediante una extraccion en fase solida con cartuchos Florisil®.
Finalmente, los extractos obtenidos fueron analizados por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM), determinando el contenido de hidrocarburos

totales C12-C140 y fracciones con distinto peso molecular.
3.3. EVALUACION DE LOS PARAMETROS MICROBIANOS DEL SUELO

Para evaluar la recuperacion de la salud del suelo (i.e. el objetivo final del proceso
remediador) es fundamental la determinacidn de pardmetros microbianos, tales como
la actividad y biomasa de la comunidad microbiana, a partir de la respiracion basal
(RB) e inducida (RI), respectivamente; asi como su diversidad funcional mediante
placas Biolog™ tal y como se detalla a continuacion.

3.3.1. Determinacién de la respiracion basal e inducida

Para la determinacién de la RB de las muestras de suelo guardados a 4 °C, se utiliz6
un protocolo similar el utilizado por Epelde (2012). Se pesaron 20 g peso fresco de
suelo de cada muestra y se colocaron en un tarro hermético. Posteriormente, se
introdujo en ese mismo recipiente un vial con 10 mL de NaOH 0,2 N. Los tarros fueron

incubados a 30 °C durante 72 h. Pasado ese tiempo, se extrajo el vial y se realizd una



valoracion cido-base con HCI 0,1 N, en presencia de fenolftaleina. Se incubaron tres
viales con 10 mL de agua destilada (sin suelo) a modo de referencia. Finalizada la
determinacion de la RB, los suelos fueron mezclados con una solucién de glucosa en
una proporcion 10 g kg de suelo en sus respectivos tarros herméticos para la
determinacion de la RI. Los tarros se incubaron durante 6 h bajo las mismas
condiciones que en la RB.

CO. = AVolumen HCl - Normalidad HCl - Peso equivalente de C
, =

1)

Peso del suelo - Ratio Materia Seca del Suelo - Tiempo

Los calculos pertinentes para la determinacion de los equivalentes de CO2 consumidos

por cada muestra se llevaron a cabo mediante la Ecuacion (1).
3.3.2. Determinacion de la diversidad funcional microbiana

Los diversos parametros relacionados con la diversidad microbiana fueron evaluados
mediante placas Biolog EcoPlate™ constituidas por 31 sustratos, entre los cuales se

encuentran principalmente aminas, aminoacidos, carbohidratos y acidos carboxilicos.

Se determinaron los siguientes indices a las 40 h de crecimiento: la Actividad de
Degradacion de Sustratos (ADS), calculado como el area bajo la curva de crecimiento
microbiano, indicador del desarrollo de la absorbancia y de las diferencias en la fase
lag y ratios de crecimiento (Guckert et al., 1996); y, el indice de Shannon (H’)
calculado a partir de NUS (Number of Utilized Substrates) o el nimero de sustratos

que es capaz de utilizar cada muestra (Epelde et al., 2008).

Brevemente, se pesé la cantidad de suelo fresco equivalente a 1 g de PS suelo, y se
diluy6 en 9 mL de agua MiliQ. Tras una incubacién de 1 h a 125 rpm, las muestras se
agitaron con un espacio de 30 segundos entre ellas, para después dejarlas sedimentar
y tomar 200 pL del sobrenadante en el mismo intervalo de tiempo. Los extractos se
diluyeron 100 veces, afiadiendo 150 pL de cada uno al pocillo correspondiente de la
placa. Todo el proceso se realizd con material estéril. Finalmente, las placas se
incubaron a 30 °C en oscuridad durante una semana, tomando medidas de absorbancia
cada 24 h mediante un espectrofotometro de placas. En base a esos datos se determino
el punto medio de la fase exponencial en la utilizacion de los sustratos que se fijé en

las 40 h de incubacion.



3.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Con el fin de determinar la existencia de diferencias significativas en la RB, RI, ADS
y H’ entre los tratamientos y entre las especies de brasicas se comprobé la normalidad
(prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad (prueba de Levene) de los datos.
Cuando la hipotesis nula de ambas pruebas fue aceptada, la posible existencia de
diferencias entre tratamientos/especies se realizd mediante ANOVA de una via
seguida del pos-hoc Duncan (P<0,05). Si los datos, aun teniendo una distribucion
normal, ésta no era homogénea el pos-hoc utilizado fue Games-Hawell (P<0,05). En
caso de que los datos no tuviesen una distribucién normal, se utiliz6 las prueba de
Kruskal-Wallis (P<0,05). El anélisis estadistico se realizd mediante el software
SPSS®© 22.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha mencionado, para evaluar la eficacia de la enmienda y las
nanoparticulas en el proceso fitorremediador de los suelos con contaminacion mixta;
y a fin de conocer la salud del suelo contaminado, se analizaron diferentes parametros

microbianos de indicadores de salud del suelo (Gdmez-Sagasti et al., 2012).
4.1. ANALISIS DEL SUELO

El objetivo de un proceso fitorremediador es disminuir la concentracion y/o la
biodisponibilidad de los contaminantes del suelo. Este pardmetro es esencial para
relacionar los resultados obtenidos mediante los parametros microbianos con la

contaminacion.
4.1.1. Contenido de metales totales y biodisponibles en suelo

En cuanto a los metales totales del suelo, su cantidad no varid significativamente entre
el tiempo de siembra (t1) y el de cosecha (t2) en ninguno de los tratamientos (datos no
mostrados). Por el contrario, si que se observaron diferencias en la biodisponibilidad
de cada uno de los mismos como se muestra en la Tabla 2. No existieron diferencias
significativas entre especies. Asi, la principal causa de la reduccién de la

biodisponibilidad fue el tiempo, ya que incluso el suelo sin planta mostré niveles de
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biodisponibilidad de metales equivalentes a los observados en suelos sembrados.
Analizandolo en detalle, en los suelos sin planta el Zn (Tabla 2) y el Cu (Tabla 2) se
redujeron (de t1 a t2) 2 y 1,5 veces, respectivamente. En presencia de nZVI, esta

reduccion no fue tan acusada, e incluso se observé un aumento en el Cu biodisponible.

En los suelos enmendados la biodisponibilidad de Zn y Cu fue mayor que la de los
suelos sin enmendar, lo cual no se corresponde a la hipotesis inicial (estabilizacion de
metales) y a resultados de otros estudios (Venegas et al., 2016). Unicamente el Cd
tuvo niveles de biodisponibilidad inferiores en presencia de enmienda (Tabla 2). El
efecto quelante de la enmienda se encuentra relacionado, en gran medida, con un
aumento del pH, asi como el contenido de la misma (Venegas et al., 2016; Késtner y
Miltner, 2016). No obstante, el suelo con enmienda posee un pH bésico (Tabla 1), por
lo que éste no justifica la diferencia. La diferencia mas notable entre ambos suelos fue
la mayor concentracion de Zn y Cu de la propia enmienda y la reduccién de la cantidad
de arcilla en los suelos enmendados (Tabla 1), la cual podria ser agravante del efecto,

pues han sido ampliamente investigadas en adsorcion de metales (Uddin, 2017).

Tabla 2. Concentracion biodisponible de Zn, Cu y Cd. Promedios en partes por millon (ppm) de los metales
biodisponibles * error estandar (n=4). Datos del momento de contaminacion (t0), siembra (t1) y cosecha (t2).

t2
- Sin Planta Sin PIanta Sin Planta B. napus B. carinata B. juncea

-M 2,00 0,09 0,45 £ 0,01 0,28 £0,02 0,28 £ 0,01 0,18 £0,02 0,25+ 0,02
M 4,46 +0,82 0,69 £0,02 0,44 £ 0,08 0,38 £0,01 0,39 £ 0,02 0,45+ 0,01
-Mn - 0,44 £0,03 0,26 £ 0,01 0,34 £ 0,01 0,32 £ 0,02 0,33 £ 0,01
+Mn . 053+005 034001 031002  032+002  039+0,07
- 0,08+<0,01 0,08+<0,01 0,06%<0,01 0,05 £ <0,01 0,05 £ <0,01 0,04 £ <0,01
M 0,27 £ 0,02 0,22 £ 0,01 0,13 £ 0,01 0,15 £ <0,01 0,15+ 0,02 0,19 £ 0,01
-Mn - 0,06 + 0,02 0,07 +<0,01 0,07 +<0.01 0,07 +<0,01 0,10+ 0,03
+Mn - 0,25 £0,02 0,16 £ 0,01 0,20 £ 0,01 0,22 £ 0,05 0,17 £ <0,01
-M 0,16+0,01 0,07+<0,01 0,04 £<0,01 0,04 +<0,01 0,03 +<0,01 0,04 +<0,01
M 0,15+<0,02 0,03+<0,01 0,02+<0,01 0,02 £ <0,01 0,02 £ <0,01 0,02 £ <0,01
-Mn - 0,06 £ 0,01 0,04 £ <0,01 0,04 £ <0,01 0,04 £ <0,01 0,04 £ <0,01
+Mn - 0,03+<0,01 0,02 £+<0,01 0,02 + <0,01 0,02 + <0,01 0,02 + <0,01
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En cualquier caso, los niveles de metales biodisponibles fueron muy bajos debido a la
posible formacion de complejos con los aniones inorganicos del suelo. De hecho, la
alta presencia de carbonatos (54,7 %) justifica la baja disponibilidad de metales y, por

tanto, limita su toxicidad y bioacumulacion en plantas y otros organismos.
4.1.2. Contenido de hidrocarburos en suelo

Los hidrocarburos fueron analizados segun su peso molecular; contenido total (Tabla
3) y fracciones Ci3-Cis, C17-C21, Y C22-Cso (datos no mostrados). Desde el inicio del
periodo de estabilizacion se produjo una progresiva degradacion del diésel desde
+2.000 ppm (t0) a 1300-1400 ppm (t1) en suelos no enmendados, e incluso mayor en
presencia de enmienda. Esta estimuld los microorganismos presentes en el suelo

resultando en una mayor degradacion de los hidrocarburos presentes en el diésel.

Tabla 3. Hidrocarburos totales. Promedio en partes por millon (ppm) de hidrocarburos totales + error estandar
de la media (n=4). Datos del momento de contaminacion (t0), siembra (t1) y cosecha (2).

Diésel
Sin Planta Sin Planta Sin Planta B. napus B. carinata B. juncea

21166 14195+396 761,1+128 8087+199 7092+391 871,3+658

M 1.851,3 862,4 + 22,1 7844+187 711,9+485 661,7+461 851,5+21,0
-Mn - 12732+ 1147 9422+429 7569+1628 8838+143,1 921,6+93,6
+Mn - 687,5+27,5 7212+693 7655+955 8009+692 678.0+224

No obstante, durante el proceso fitorremediador (de t1 a t2) la tasa de degradacion con
enmienda fue menor, y méas activa en los suelos no enmendados, de forma que al final
el diésel residual fue similar en todos los tratamientos (Barrutia et al., 2011). Destaco
el caso de B. carinata en ambos tratamientos sin nZV1. En cuanto a éstas, parecen no

producir cambios significativos en el perfil de degradacion de los hidrocarburos.
4.2. PARAMETROS MICROBIANOS

El andlisis de las comunidades microbianas relacionadas a los diferentes tratamientos
es la columna vertebral de este trabajo, siendo de gran relevancia para determinar el

estado de la salud del suelo tras el proceso de nanofitorremediacion asistida.



12

4.2.1. Analisis de la actividad y biomasa microbiana

La incorporacion de enmienda al suelo tuvo un efecto estimulante significativo (Tabla
Al.3) sobre las comunidades microbianas del suelo ya que en todos los tratamientos
enmendados se observo una mayor actividad (Figura 2A) y biomasa (Figura 2B)
microbiana en ambos tiempos, t1 y t2. Tanto en el suelo enmendado como en el sin
enmendar, la contaminacion mixta produjo un aumento significativo en la actividad
microbiana (Figura 2A; Tabla Al.3), excepto en los suelos con B. juncea donde, en
general, se mantuvo a los niveles de los suelos control (no ocurre en suelos
contaminados, enmendados y sin nanoparticulas). Este aumento puede entenderse
como (i) estrés, como se ha comprobado en anteriores estudios con contaminacion de
metales (Kaplan et al., 2013; Klimek et al., 2016) o (ii) una estimulacion de la
actividad microbiana incrementada por la degradacion del hidrocarburo contaminante
(Riveroll-Larios et al., 2015). El hecho de que la degradacion del diésel (Tabla 3)
fuera finalmente similar en todos los tratamientos indicaria que el aumento fue debido

al estrés por contaminacion metalica.

El efecto positivo de las tres especies de brasicas en la actividad microbiana es
especialmente notable (y significativo) en los suelos enmendados y contaminados
(Figura 2A; Tabla Al.4). Es de remarcar el efecto de B. juncea, que, aun no siendo
significativo, aument6 la actividad microbiana en suelos no contaminados tanto si
éstos estaban enmendados como si no. Sin embargo, las nZVI no tuvieron un efecto
significativo en la actividad microbiana (Tabla Al.3). Aunque en este estudio las nZVI
no mejoraron el proceso remediador, si se han identificado mejoras con las mismas en
otros estudios (Jiang et al., 2015). El aspecto positivo es que incluso a la concentracion
utilizada, 1 g kg™ de suelo, no disminuy? la actividad de los microorganismos del suelo

ni en los controles ni en los suelos contaminados.

En cuanto a la biomasa microbiana (Figura 2B), se debe tener en cuenta que los datos
de RI fueron mucho mas elevados que los obtenidos en la RB debido a la aplicacion
de un sustrato universal (glucosa) facilmente utilizable por una amplia mayoria de
microorganismos. En los suelos contaminados sin enmienda, se produjo una reduccion
significativa de la biomasa microbiana respecto al control (Tabla Al.5), siendo esta

reduccion ain mas notable en suelos con B. juncea y B. carinata.
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Figura 2. Respiracion Basal (RB) (A) e Inducida (RI) (B). Valores obtenidos en las distintas muestras de suelo
a tiempo de siembra (t1) y de cosecha (t2); suelos con (fondo gris) y sin nZVI (fondo blanco); y, con (marcador
negro) y sin enmienda (marcador blanco). Las figuras con aristas hacen referencia a tratamientos con planta (P)
(triangulo: control; rombo: contaminado), mientras que el circulo (control) y cuadrado (contaminado) se refieren a
tratamientos sin planta (S).
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La aplicacion de enmienda, por su parte, aument6 significativamente la biomasa
microbiana en varios suelos, tanto contaminados como no (Tabla Al.5). Sin embargo,
los contaminantes redujeron la biomasa microbiana incluso en presencia de la
enmienda. Esta observacion contribuye a explicar que la estimulacion de la actividad
por el contaminante es un sintoma de estrés en suelos contaminados (Galende et al.,
2014). Las especies de plantas no tuvieron un efecto significativo sobre la biomasa
microbiana. No obstante, B. juncea aumento significativamente la biomasa microbiana
en suelos control y contaminados tanto enmendados como sin enmendar en presencia
de nZVI, asi como B. napus (Tabla Al.5). A la hora de comparar ambas, se comprobd
la superioridad de B. juncea (Tabla Al.6). Es bajo esta casuistica, donde se observé
un efecto positivo de las nZVI, dado que amortiguaron la reduccion de la biomasa

microbiana producida por la contaminacion.

En resumen, la tecnologia mas eficaz para estimular la actividad y biomasa microbiana
como indicadores de salud del suelo seria una nanofitorremediacion asistida con B.

juncea.
4.2.2. Andlisis de la diversidad funcional microbiana

El indice de Shannon (H”) (Figura 3) se define como la capacidad de la comunidad
bacteriana del suelo para degradar mas o menos tipos de fuentes de carbono, siendo
asi un indice de diversidad fisiol6gica de la comunidad bacteriana que en él habita.

Las comunidades microbianas capaces de degradar mas sustratos o degradarlos con
una eficiencia similar tendran valores mas altos de H’. En este sentido, la enmienda no
tuvo un efecto tan remarcable sobre la diversidad funcional como el observado en la
actividad (Figura 2A) y biomasa microbiana (Figura 2B), sobre todo en los suelos
contaminados, los cuales tienen los valores mas bajos. Estos resultados son similares
a los de otros grupos, los cuales también obtuvieron menores valores de biodiversidad

en suelos contaminados con Zn, Cu y Cd (Kaplan et al., 2013).

Sin embargo, la presencia de planta tuvo un efecto destacado en la estimulacion de la
biodiversidad funcional (Figura 3). Es sabido que hasta un 21 % del C fijado en la
fotosintesis por las plantas es excretado por las mismas en forma de exudados

radiculares a la rizosfera. Estos exudados sirven para mantener un microbioma
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especifico que serd el que proteja a la planta de estreses bidticos y abidticos,
incluyendo la presencia de contaminantes y falta de nutrientes (Huang et al., 2014).
De las tres especies ensayadas, B. napus fue la que destacd en suelos contaminados
con enmienda (Tabla Al.8), favoreciendo significativamente la biodiversidad
funcional de la comunidad microbiana del suelo y sélo en suelos enmendados y sin
nanoparticulas; aunque B. juncea también favorecio la diversidad, esta vez, en suelos
enmendados y con nanoparticlas (Figura 3; Tabla Al.7). Sin embargo, la
incorporacion de nZVI al suelo, en general, no afectd significativamente a la
diversidad funcional (Tabla Al.7), indicando que a las dosis empleadas en nuestro

estudio las nZV1 no tuvieron un efecto negativo.
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Figura 3. indice de diversidad funcional de Shannon (H’). Resultados obtenidos a tiempo de siembra (t1) y de
cosecha (t2). Suelos con (fondo gris) y sin nZVI (fondo blanco); y, con (marcador negro) y sin enmienda (marcador
blanco). Las figuras con aristas hacen referencia a tratamientos con planta (P) (triangulo: control; rombo:
contaminado), mientras que el circulo (control) y cuadrado (contaminado) se refieren a tratamientos sin planta (S).
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El efecto beneficioso de B. napus sobre la diversidad funcional del suelo se pudo
observar también tras desglosar los sustratos por grupos metabélicos (Figura 4). Esta
especie propici6 un mayor desarrollo de la actividad degradadora microbiana,

particularmente en suelos contaminados y enmendados, y mas en presencia de nZVI.

Analizando los grupos de sustratos utilizados, las tres especies estimularon el uso de
sustratos facilmente utilizables por los microorganismos, como las aminas,
aminoacidos y acidos carboxilicos, especialmente en presencia de B. napus seguida de
B. carinata y B. juncea; esto, podria explicar la estimulacion que la primera es capaz
de provocar. Como ya hemos indicado, no es de extrafiar que las plantas estimulen la
diversidad microbiana, ya que muchos de los exudados de la planta son metabolitos
relacionados con compuestos aminados y acidos carboxilicos (Huang et al., 2014). Al
incorporar nZV1 al suelo, la secuencia de la especie vegetal vario de forma que B.
juncea promovi6 mas el uso de los grupos de sustratos mencionados que B. carinata,
ambas por detras de B. napus. Estos tres grupos de sustratos son, aparentemente, los
mas utilizados por los microorganismos del suelo, como se puede comprobar en el
estudio de Rutgers y su equipo (2016), donde se menciona que los compuestos de
mayor relevancia son el acido D-galacturonico (&cido carboxilico), la L-asparragina
(aminoécido) y la putrescina (amina).

Para finalizar, el analisis de la actividad de degradacion de sustratos o ADS (Figura
5) nos aporta un resultado en el que se integra tanto la actividad como la biodiversidad
microbiana existente. De manera similar a Shannon, la combinacion de enmienda y
planta aumentd significativamente los valores de ADS, principalmente en el caso de
B. napus (Figura 5; Tabla Al.9). Esta vuelve a destacar significativamente frente a

las otras dos especies en suelos contaminados con enmienda (Tabla Al.10).

Este efecto estimulante de B. napus debe ser investigado con mas profundidad, ya que
ademas de ser una especie apta para la produccion de biocombustibles con alta
biomasa, es capaz de estimular la actividad y diversidad microbiana. Estas
caracteristicas la convierten en una especie de gran interés para su cultivo en espacios
degradados y/o contaminados para la produccion de biodiésel mediante técnicas de

fitogestion.
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Figura 4. Perfil de sustratos utilizados por los suelos con sin (A) y con nZVI (B). Resultados obtenidos en el
tiempo de siembra (t1) y de cosecha (t2); en suelos control (Cn) y suelos con contaminacion mixta (Mn),
enmendadas (+) y sin enmendar (-). El tamafio del circulo se basa en el valor promedio de ADS (el area bajo la
curva de crecimiento) de todos los grupos de sustratos, siendo éste indicador de la actividad de degradacién de
cada tipo de sustrato.
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Figura 5. Actividad de degradacion de sustratos, ADS. Resultados obtenidos a tiempo de siembra (t1) y de
cosecha (t2). Suelos con (fondo gris) y sin nZVI (fondo blanco); y, con (marcador negro) y sin enmienda (marcador
blanco). Las figuras con aristas hacen referencia a tratamientos con planta (P) (triangulo: control; rombo:
contaminado), mientras que el circulo (control) y cuadrado (contaminado) se refieren a tratamientos sin planta (S).

Por otro lado, las nZVI no tuvieron ningun efecto significativo en este parametro
(Figura 5; Tabla Al.9). Asi pues, bajo nuestras condiciones experimentales las nZVI
no estimularon las propiedades microbianas, pero tampoco las perjudicaron. Se puede
afirmar, en este caso, que las nanoparticulas de hierro utilizadas no tienen ningun
efecto ecotoxicoldgico; esto puede ser debido a que los potenciales productos de las
mismas al interaccionar con el suelo son Fe:Os y Fe2Os, elementos presentes
comunmente en la tierra (Rodrigues, 2016). Sin embargo, existen otros estudios en los
que se obtuvieron diferentes resultados a los aqui presentados en lo que al efecto de
las nanoparticulas se refiere (Jiang et al., 2015; Xie et al., 2017). De hecho, Jiang et
al. (2015) concluyé que las nZVI a bajas concentraciones no eran tdxicas, pero que
comenzaban a serlo a partir de concentraciones de 1 g L, concentracion similar a la

utilizada en este estudio; no obstante, este estudio no se realizé en suelo.
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Finalmente, la adicién de enmienda por si sola no aumentd la diversidad. Esto
concuerda con los resultados de Riber y su grupo (2014), quiénes concluyeron que la
enmienda o fertilizante no provocaba cambios en este parametro. Sin embargo, las
plantas crecidas en suelos enmendados, al tener mejor salud y desarrollar mayor
biomasa, si que tuvieron un efecto positivo remarcable en todos los parametros
microbianos estudiados. No ocurrié lo mismo con aquellas crecidas en suelos sin

enmendar, cuya salud y desarrollo se vieron mas afectados por los contaminantes.

A modo de resumen, en lo que a diversidad se refiere, la tecnologia o tecnologias mas

eficientes seria la fitorremediacion asistida con B. napus.

5. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, la mejor opcidn, entre las presentes, para la
mejora de la salud del suelo, es una fitorremediacion asistida. Sin embargo, la
seleccion de una especie concreta depende del resultado final deseado. De este trabajo

se pueden determinar las siguientes conclusiones:

= Una remediacion basada en la aplicacion de enmiendas de RSU no seria
suficiente para disminuir la biodisponibilidad de metales pesados en suelos.
= Los hidrocarburos derivados del diésel parecen ser méas rapidamente
degradables en suelos con enmienda.
= La mejor tecnologia para la fitorremediacién de suelos con contaminacién
mixta parece ser la fitorremediacion asistida con enmienda y/o con
microorganismos del suelo, con ligeras diferencias:
» Una fitorremediacion asistida con B. juncea parece la adecuada si el
objetivo final es el aumento de la biomasa y actividad microbianas.
= Una fitorremediacion asistida con B napus es la indicada si el objetivo
final es el aumento de la diversidad funcional microbiana del suelo.
= Lamejor opciodn es una fitorremediacion asistida con B. napus.
= Las nanoparticulas a las dosis empleadas no son efectivas para disminuir la
disponibilidad de Cu, Zn o Cd, o degradacion de diésel.
= Las nanoparticulas no parecen poseer ningun tipo de efecto adverso en la salud

microbiana del suelo, siendo nulo el efecto toxicolégico observado.
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ANEXO |

Tratamiento Estadistico






Tabla Al. 1. Analisis estadistico para los parametros del tiempo siembra (t1). Comparacion de la Respiracién
Basal (RB), Respiracién Inducida (RI), Shannon y la Actividad de Degradacién de Sustrato (ADS). Codigos: -/+:
sin/con enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.

(2 c a,b,c abc b ab abc abc a 2)
=
2
= a a a a a a a (1
=
(72}
(72
Q a a a a a a a (1

(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test
(2) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P < 0,05) = ANOVA Games-Hawell test

Tabla Al. 2. Andlisis estadistico para los parametros del tiempo siembra (t1) en comparacion con los del
tiempo cosecha (t2). Comparacion de la Respiracion Basal (RB), Respiracion Inducida (RI), Shannon y la
Actividad de Degradacion de Sustrato (ADS) mediante el andlisis T-student para muestras relacionadas (P > 0,05).
Cadigos: -/+: sin/con enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.

Shannon

Sig Sig
-C 0,50 008 = 092 = 0,50 =
-Cn 0,90 048 = 05 = 0,87 =
-M 0,81 001 # 073 = 0,10 =
-Mn 0,01 005 # 042 = 0,47 =
+C 0,73 010 = 1083 = 0,50 =
+Cn 0,21 006 = 049 = 0,64 =
+M 0,09 079 = 1082 = 0,16 =
+Mn 0,24 046 = 055 = 0,95 =




Tabla Al. 3. Analisis estadistico de la respiracion basal del tiempo cosecha (t2). Comparacion entre los
diferentes tratamientos en suelos sin fitorremediar (S) y con cada una de las plantas utilizadas. Cédigos: -/+:
sin/con enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZV!I.
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(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test
(2) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P < 0,05) = ANOVA Games-Hawell test

Tabla Al 4. Analisis estadistico de la respiracion basal del tiempo cosecha (t2). Comparacion entre el efecto
de las diferentes especies o la falta de planta en cada uno de los tratamientos. Codigos: -/+: sin/con enmienda;
C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.

Sin planta B. napus B. carinata  B. juncea

-Cn b a,b a a (1
M a a a a (1
-Mn a a a a (1
+C b b a,b a (1)
+Cn b b a,b a (1)
+M b a a a (1
+Mn b a a a (1

(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test



Tabla Al. 5. Andlisis estadistico de la respiracion inducida del tiempo cosecha (t2). Comparacién entre los
diferentes tratamientos en suelos sin fitorremediar (S) y con cada una de las plantas utilizadas. Cédigos: -/+:
sin/con enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZV!I.
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(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test

Tabla Al. 6. Anélisis estadistico de la respiracion inducida del tiempo cosecha (t2). Comparacién entre el
efecto de las diferentes especies o la falta de planta en cada uno de los tratamientos. Cédigos: -/+: sin/con
enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.

Sin planta B. napus B. carinata  B. juncea Test
C a a a a (M
-Cn a a a a (M
M a a a a Q)]
-Mn a a a a (1)
+C a a a a (M
+Cn b b b a (1)
+M a a a a ™
+Mn a b a a (1)

(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test



Tabla Al. 7. Andlisis estadistico de Shannon del tiempo cosecha (t2). Comparacion entre los diferentes
tratamientos en suelos sin fitorremediar (S) y con cada una de las plantas utilizadas. Codigos: -/+: sin/con
enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.
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(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test
(2) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P < 0,05) = ANOVA Games-Hawell test

Tabla Al. 8. Andlisis estadistico de la Shannon del tiempo cosecha (t2). Comparacién entre el efecto de las
diferentes especies o la falta de planta en cada uno de los tratamientos. Cédigos: -/+: sin/con enmienda; C/M:
Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.

Sin planta B. napus B. carinata  B. juncea

-Cn a a a a (1
M a a a a (1
-Mn a a a a @)
+C b a a,b a,b W)
+Cn a a a a (1)
+M b a a b (1)
+Mn b a b a,b (2)

(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test
(2) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P < 0,05) = ANOVA Games-Hawell test
(3) Normalidad (P < 0,05) = No paramétricos (Kruskal — Wallis)



Tabla Al. 9. Andlisis estadistico de la Actividad de Degradacion de Sustrato (ADS) del tiempo cosecha (t2).
Comparacion entre los diferentes tratamientos en suelos sin fitorremediar (S) y con cada una de las plantas
utilizadas. Codigos: -/+: sin/con enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.
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(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test
(2) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P < 0,05) = ANOVA Games-Hawell test

Tabla Al. 10. Analisis estadistico de la Actividad de Degradacion de Sustrato (ADS) del tiempo cosecha
(t2). Comparacion entre el efecto de las diferentes especies o la falta de planta en cada uno de los tratamientos.
Caodigos: -/+: sin/con enmienda; C/M: Control/Contaminado; @/n: sin/con nZVI.

Sin planta B. napus B. carinata  B. juncea

-Cn a a a a (1
M a a a a (1
-Mn a a a a (1)
+C b a a ab (2)
+Cn b a a a (1)
+M b a a a,b (1)
+Mn b a b b (1)

(1) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P > 0,05) = ANOVA Duncan test
(2) Normalidad (P > 0,05) & Homogeneidad (P < 0,05) = ANOVA Games-Hawell test
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