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RESUMEN

El crecimiento de las areas urbanas supone un incremento de la contaminacion por metales
pesados en los suelos. Los metales pesados son unos de los contaminantes mas toxicos que
pueden estar presentes en los suelos, entre ellos, se encuentran el cadmio (Cd) y el plomo
(Pb).

El suelo es un componente esencial de la biosfera, por lo que cualquier contaminacion sobre
este ha de ser controlada para poder preservarlo. Sus propiedades bioquimicas y
microbiolégicas son las primeras afectadas por la contaminacién, por lo que son utilizadas
como indicadores de contaminacion y, también, la aplicacion de técnicas enzimaticas se

utiliza en la valoracion de los suelos sometidos a procesos de remediacion.

Hay diversos métodos de remediacion de suelos, entre ellos, se encuentra la estabilizacion “in
situ” de metales pesados. La bentonita es utilizada para la estabilizacion de metales pesados

en suelos contaminados.

Para evaluar la efectividad de la bentonita inmovilizando Cd y Pb en los suelos se utiliza el
analisis de un conjunto de parametros como las caracteristicas bioquimicas, las fracciones de

los metales, las actividades enzimaticas del suelo y la comunidad microbiana.

La disminucion de la actividad catalasa y el aumento de las actividades invertasa y ureasa y
de las bacterias, hongos y actinomicetos en el suelo implica la recuperacién metabdlica del

suelo por las adiciones de bentonita.

Estos resultados indican que la bentonita tiene potencial para reducir la biodisponibilidad de
los metales pesados en suelos agricolas; siendo necesaria la investigacion y remediacion de

los suelos para evitar contaminaciones que pueden llegar hasta la cadena tréfica.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

En la actualidad, la &reas metropolitanas como consecuencia de la rapida urbanizacion e
industrializacién, el elevado numero de industrias, la eliminacién inadecuada de residuos y
actividades agricolas, han experimentado un incremento en la contaminacién por metales
pesados de los suelos (Zhou y Song, 2004; Sun et al., 2009), lo que puede tener, a largo plazo,

un grave impacto ambiental y para la salud humana (Batjes, 2000).

Los metales pesados son los contaminantes inorganicos mas toxicos que se encuentran en los
suelos, siendo algunos de ellos toxicos incluso a muy bajas concentraciones. El cadmio es un
metal pesado que proviene de actividades agricolas, mineras e industriales, siendo uno de los
contaminantes mas peligrosos en el suelo debido a su persistencia, toxicidad y potencial de
bioacumulaciéon (Zhou y Song, 2004). Afecta principalmente a los rifiones, especialmente a
las células de los tubulos contorneados proximales. La enfermedad Itai-Itai, que se manifesto
en Japon por primera vez, es un ejemplo clasico de los problemas creados por los altos

niveles de Cd en el medio ambiente de origen antrépico.

La mayor contaminacion por plomo en el medioambiente ha sido a través de las practicas
inadecuadas en la fabricacion y almacenamiento de baterias, pinturas, municiones, soldaduras,
revestimientos de cables, industria automdviles, etc. (Ake et al., 2001; Tunali et al., 2006). El
plomo (Pb) es perjudicial para los seres humanos, animales y plantas, la intoxicacion por
plomo puede causar hipertension, nefritis, dolor abdominal, estrefiimiento, nauseas, vomitos,
cambios de comportamiento, discapacidad en el aprendizaje, defectos de desarrollo y

dificultades en el lenguaje.

El suelo, componente esencial en la biosfera, actia como soporte fisico de plantas y seres
vivos y forma parte de los ecosistemas en estrecha relacién con el medio acuéatico y el medio
atmosférico. La importancia de sus funciones productivas, su indiscutible valor social junto a
su naturaleza no renovable a corto plazo, hacen que este recurso deba ser controlado,

preservado y remediado de dafios.

Para medir la salud del suelo se toma en cuenta la eficiencia de procesos como los ciclos de
nutrientes y los flujos de energia. No obstante, estos se ven alterados a medio y largo plazo.
Sin embargo, las propiedades bioguimicas y microbiol6gicas de los suelos son las primeras
que se ven afectadas por cualquier tipo de perturbacion y, por ello, han sido frecuentemente

propuestas como indicadores tempranos y sensibles de estrés ecoldgico en todo tipo de
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ecosistemas. En este contexto, uno de los indicadores que se utiliza es el analisis de la
actividad de diferentes enzimas involucradas, en particular bajo la influencia de
contaminacion por metales pesados (Badiane et al., 2001; Filip, 2002; Hinojosa et al.; 2004;
Chaperon y Sauve, 2007; Khan et al., 2007). Actividades enzimaticas del suelo, como
arilsulfatasa, B-glucosidasa, fosfatasas &cida y alcalina, proteasa, ureasa, deshidrogenasa,
celulasa, proteasa e invertasa son sensibles a la presencia de metales pesados (Kunito et al.,
2001; Effron et al., 2004; Oliveira y Pampulha, 2006; Wang et al., 2008; de Santiago et al.,
2013, Martin-Calvarro et al., 2014). Por otra parte, la aplicacion de técnicas enzimaticas,

también se ha utilizado en la evaluacion de suelos sometidos a procesos de remediacion.

Se han propuesto numerosas tecnologias para la remediacién de suelos contaminados por
metales pesados, (Adriano et al., 2004; Kumpiene et al., 2008; Malandrino et al., 2011; Peng
et al., 2009; Sun et al., 2013; Xenidis et al., 2010; Zhou y Song, 2004). Una de ellas es la
estabilizacion “in situ” de metales en las particulas del suelo, como por ejemplo, la
inmovilizacion por modificaciones quimicas y la fitoestabilizacion. Otra es la extraccion “ex
situ” o separacion de los metales de suelos contaminados, como por ejemplo, la
fitoextraccion, lavado, flotacion y vertido. Sin embargo, remediar suelos contaminados por
metales pesados mediante métodos de ingenieria convencionales es un proceso lento y caro.
La estabilizacion “in situ” de elementos metalicos por aditivos naturales o sintéticos, tales
como compuestos de fosfato (Cao et al., 2002; Sukandar et al., 2009), compuestos alcalinos
(Ma et al., 2012), minerales de arcilla (Liang et al., 2013; Sun et al., 2013) y biosdlidos
(Tandy et al., 2009) es considerada como una alternativa prometedora a los métodos de
recuperacion disponibles en la actualidad debido a su rentabilidad y facil implementacién, asi
como su aplicacion a una amplia variedad de sitios contaminados (Garau et al., 2007). La
adsorcion, el intercambio i6nico, la complejacion y la precipitacion son los principales
mecanismos implicados en la conversién de formas solubles y potencialmente solubles de los
metales pesados a fases sdlidas estables (Adriano et al., 2004; Cao et al., 2008), reduciendo la

cantidad de metales pesados disponibles para las plantas en los suelos.

Los materiales de estabilizacion se pueden agrupar en agentes reguladores de pH o agentes de
sorcion (Kim et al., 2012). Agentes reguladores de pH, como la calcita y la cal, pueden
inducir la precipitacion de hidroxidos o carbonatos debido a sus propiedades alcalinas o
causar una reaccion de desprotonacion en la superficie del suelo, proporcionando mas sitios
de adsorcion (Appel y Ma, 2002). Los agentes de sorcion, también llamados adsorbentes,

incluyen el carbon activo, zeolitas y arcillas, entre otros. Tienen grupos funcionales como, por
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ejemplo, el grupo hidroxilo que absorbe o forma complejos con los metales pesados
(Kosobucki et al., 2008; Zhou y Haynes, 2010).

La bentonita (Al,034Si0O, nH,0) es un alumino-silicato que pertenece al grupo de arcillas
expandibles tipo montmorillonita. Se caracteriza por presentar cargas negativas permanentes
y gran superficie especifica. Es un adsorbente eficiente para algunos metales pesados,
especialmente para Pb y Cd (Karapinar y Donat, 2009; Hamidpour et al., 2010; Li et al.,
2010).

El objetivo de este trabajo ha sido realizar una revision bibliografica de articulos cientificos,
sobre suelos contaminados por cadmio y plomo y sometidos a una posterior remediacion
utilizando bentonita. También se discute la evaluacion ecotoxicolégica de los suelos
remediados a través de la medida de actividades enzimaticas y de las poblaciones microbianas
presentes en estos, y asi poder establecer los cambios que han sufrido estos suelos. Ademas se
identificaran las necesidades de investigacion inmediatas en este campo y se sugeriran futuras

direcciones para la investigacion.



MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo se revisaron articulos cientificos de la ultima década
consultando la base de datos Science Direct. Se revisaron los abstracts y en los casos
necesarios los articulos completos, teniéndose en cuenta finalmente todos los articulos que
hablaban sobre suelos contaminados por metales pesados y que fueron sometidos a una
posterior remediacion (de un total de 50 articulos), haciendo especial hincapié en aquellos en

los que se utilizo la bentonita como adsorbente.

En la mayoria de los trabajos revisados, las muestras de suelos se recogieron de zonas
agricolas, debido a la importancia que estos suelos tienen como recurso base de la seguridad
alimentaria. Las muestras fueron pasadas a través de un tamiz de luz de malla <2 mm y en
ellas se realizaron analisis fisicos y quimicos necesarios de acuerdo con los métodos
propuestos por ISRIC (2002) y segun las especificaciones del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA) (Schoeneberger et al., 2002). Se analizaron las propiedades fisicas,
como analisis granulométrico (contenidos en arcilla, arenas y limo). A su vez se determinaron
las propiedades quimicas: pH, capacidad de intercambio catiénico (CIC), materia organica
(MO), nitrégeno total, fosforo disponible y potasio disponible. EI contenido total de cadmio y
plomo se determiné por digestion acida, con una solucion de HNO3-HCIO4y HCI-HNO;3-HF-

HCIO,, respectivamente.

En gran parte de los articulos consultados, las muestras de suelo son contaminadas y
remediadas en el laboratorio. En base a ello, y para el presente trabajo, se ha seleccionado el
estudio realizado por Sun et al. (2015) en suelos agricolas de China. Para ello, tomaron,
aproximadamente 6 Kg de muestra de suelo, previamente homogeneizada, y se depositaron en
macetas de plastico diferentes submuestras en las que se realizaron los distintos ensayos. El
nivel de contaminacién se fijé en 5 mg Cd.Kg* y 2000 mg Pb/Kg™, lo que equivaldria a una
contaminacion moderada, ya que los valores limites estan fijados aproximadamente en 1,0 y
1000 mg.Kg™, respectivamente, segin la norma de calidad medioambiental (Grado I11) para
Cd y Pb en suelos de China (GB 15618-1995). El adsorbente utilizado, bentonita, fue
incorporado en las muestras de suelo contaminadas con las siguientes proporciones: 0%,
0,5%, 1%, 3% y 5%. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado, y los suelos tratados se

incubaron durante 5 semanas.



El fraccionamiento de Cd y Pb del suelo se realizd6 mediante extraccidn secuencial de Tessier
(Tessier et al., 1979) en la que se distingue las siguientes fracciones: fraccion intercambiable
soluble en agua (SE) (1 mol/L MgClI, extraible), unido a carbonato o débilmente adsorbido
(WSA) (1 M NaAc extraible), unido a la fraccion oxidada Fe-Mn (OX) (M NH, « HCI
extraible), unido a fraccion organica (MO) (30% H,0, y 3.2 M NH,Ac extraible) y fraccion

residual (RES, diferencia del contenido metalico total menos los anteriores).

Se utiliz6 material de referencia de suelo acreditado para verificar la exactitud y precision del
procedimiento de digestion y el andlisis subsiguiente. Las concentraciones de Cd y Pb en
todos los casos fueron determinadas por espectrofotometria de absorcion atémica de llama. La

longitud de onda para el andlisis de Cd y Pb fue 228,8 y 283,3 nm, respectivamente.

La actividad ureasa se ensay6 con urea como sustrato, incubandose en un tampon fosfato 0,2
M a pH 7,1y 37°C durante 24 h. La urea residual se determind por colorimetria. La actividad
enzimatica se expresd en mg NHs-N g* h™ (Sun et al., 2013). La actividad catalasa fue
analizada por valoracién con KMnOy (Stepniewska et al., 2009), y expresada en mg KMnQO4
por gramo de suelo seco. La actividad invertasa fue medida mediante la incubacion de suelo y
sacarosa a 37°C durante 24 h y midiendo posteriormente la produccién de glucosa por

colorimetria, expresado en mg g h™* (Kandeler et al., 1999).

La poblacion microbiana del suelo (bacterias, hongos y actinomicetos) fue estimada mediante
la técnica de placa de dilucidn (tres repeticiones para cada dilucién y plato de suelo) (Shen et
al., 2005).

Todos los tratamientos se repitieron tres veces. Se calcularon las medias y desviaciones

estandars (SD) mediante programas informaticos, asi como los analisis de varianza.



RESULTADOS Y DISCUSION

A menudo, los procedimientos de extraccion secuencial se aplican para investigar la
biodisponibilidad relativa de un metal en la fase sdlida de suelo, y con ello evaluar la
efectividad de los tratamientos de remediacion. En el caso de estudio y como se muestra en la
Figura 1, en el suelo control (CK), la concentracion de Cd obtenida en las distintas fracciones
fue la siguiente OX>WSA>SE>RES>OM, mientras que para el Pb fue
RES>SE>OM>WSA>0X. Al aplicar bentonita disminuyé la concentracion de Cd
intercambiable pero aument6 la de Cd residual en comparacion con el control, lo que indica
que, gran parte de la fraccion intercambiable de Cd pasa a forma residual, menos disponible.
Del mismo modo, las adiciones de bentonita redujeron el contenido de Pb soluble en agua
respecto al control. En el caso del Pb, la adicion de bentonita provoco la transformacion del
Pb intercambiable en distintas fracciones poco disponibles como: fracciones carbonatadas,
unidas a Fe-Mn y/o compuestos organicos y en forma residual. La alta inmovilizacién de Cd
y Pb en formas no disponibles indicé que la bentonita tiene un alto potencial de estabilizacion

de metales pesados en los suelos contaminados.
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Fig 1. Fracciones de Cd y Pb bajo los diferentes tratamientos con bentonita.

Las enzimas del suelo desempefian un papel fundamental en los procesos de descomposicion
de materia organica y en el ciclo de nutrientes (Sardar et al., 2007; Tao et al.; 2009). Las
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actividades enzimaticas del suelo se han propuesto como indicadores potenciales de los
efectos adversos de diversos contaminantes en la calidad de la tierra (Hinojosa et al., 2004;
Sun et al, 2013). Como se muestra en la Figura 2, la actividad catalasa disminuyo
gradualmente con el aumento de las concentraciones de bentonita, aunque no se inhibié
drasticamente hasta el tratamiento con bentonita al 3%. Comparado con la muestra de suelo
control, la actividad catalasa se redujo entre 6,5%-15,0%, tras la aplicacion de la bentonita.
Las actividades ureasa e invertasa aumentaron entre 0.5%-8,3% Yy 23,4%-46,9%,
respectivamente, tras la aplicacion de bentonita en comparacion con la muestra de suelo
control. Los metales pesados pueden inhibir las actividades enzimaticas a través de la
interaccion con los complejos de la enzima sustrato, desnaturalizando las proteinas
enzimaticas y ocupando sus sitios activos (Megharaj et al., 2003). Las altas actividades
invertasa y ureasa registradas en los suelos enmendados pusieron de manifiesto un buen
estado funcional del suelo y, por tanto, la determinacion de estas actividades enzimaticas
supone una correcta herramienta para ser utilizada en la evaluacion de la recuperaciéon de
suelos contaminados por metales pesados tras la remediacién por estabilizacion mediante

técnicas de adsorcion.
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Fig 2. Actividades enzimaticas bajo diferentes tratamientos.

Otro parametro que emplearon los autores para evaluar la efectividad de la bentonita en la
inmovilizacion de Cd y Pb fue el andlisis de la comunidad microbiana de los suelos, en los
distintos tratamientos ensayados. Tal y como se muestra en la Tabla 1, la poblacion de
bacterias, hongos y actinomicetos, incremento tras la aplicacion de bentonita, con maximos en
las adiciones del 3%, 1% y 0,5% de bentonita respectivamente para, posteriormente disminuir
con el incremento de la concentracion de bentonita afiadida. Por lo tanto, los efectos positivos

de la bentonita en la poblacion microbiana, como se observa por la recuperacion de la
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diversidad bioldgica de los suelos, pueden ser atribuidos a la reduccion de la toxicidad de los

metales que ocasiona la enmienda ensayada (de Mora et al, 2005).

Tabla 1. Cantidad de microorganismos tras la aplicacion de bentonita:

Cantidad microbiana CFU g™

Tratamiento Bacterias (10") Hongos (10%) Actinomicetos (10°)
CK 143+0.04a 3.66+1.18ab 143+0.28a
0,5% 145+0.11a 5.19+0.33a 150x£0.15a
1% 1.63+£0.18a 526 £0.33a 1.14 £ 0.08 ab
3% 1.79+0.26a 4,21 +0.62 ab 1.02+0.35ab
5% 159+0.08a 3.05+0.28b 0.74+£0.09b

10



CONCLUSIONES

e La extraccion secuencial realizada mostro que las adiciones de bentonita conviertieron
las fracciones intercambiables de Cd y Pb en formas poco disponibles y formas

residuales (fraccion no disponible).

e La enmienda ensayada recupero las propiedades funcionales del suelo tal y como se
refleja en el andlisis de la actividad de las enzimas del suelo y la poblacion

microbiana.

e Los resultados experimentales indican que el uso de la bentonita para inmovilizar los
metales pesados es una forma efectiva para la remediacion de suelos contaminados por
estos. Por ello, la aplicacion de bentonita puede ser una solucién rentable y sostenible

para la remediacion in situ de suelos contaminados por metales pesados.

e Sin embargo, los metales pesados inmovilizados permanecen aun en el suelo y podrian
ser liberados al suelo y en el agua cuando las condiciones del suelo cambien. Por lo
tanto, se hace necesario monitorizar los suelos enmendados con esta metodologia para

prevenir el riesgo potencial de contaminacion que representan.

En base a las revisiones realizadas, cuando un suelo esta contaminado es importante decidir si
es necesaria su recuperacion. Esto dependera de distintos factores como, por ejemplo, el uso
que se va a destinar a ese suelo y, sobre todo, si existe la posibilidad de transmitir la
contaminacion a la cadena trofica; también es importante valorar la proximidad de ese suelo a
poblaciones, a industrias y la naturaleza del suelo. Cuando se ha determinado la necesidad de
la remediacion se debe tener en cuenta el foco de contaminacion, el mecanismo de infiltracion
y el tipo de contaminante. A la vista de los problemas que plantea la contaminacion de los
suelos, las alternativas para su solucion son muy variadas, y actualmente se estan
desarrollando nuevas posibilidades basadas en diversas tecnologias, econémicamente viables,
que puedan llevarse acabo “in situ” y que sean respetuosas con la salud humana y con el

medioambiente.
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