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RESUMEN

Se evaluo6 el proceso de degradacion de un suelo contaminado con petroleo pesado, empleando estiércol equino y humus
liquido como agentes bioestimulantes, con el fin de remover los contaminantes presentes en el mismo. Se realizo el
seguimiento de hidrocarburos totales de petréleo, caracterizacion de saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA),
porcentaje de humedad, potencial de acidez, conteo de aerobios mesofilos totales, cromatografia de gases saturados y
espectros de resonancia magnética de protones a las resinas y asfaltenos. Ademas se realiz6 el analisis de varianza para
un diseflo en bloques completos al azar, estableciendo las comparaciones de medias mediante las pruebas de Tukey HSD
y Dunnett. Se obtuvieron diferencias significativas (p < 0,05) en la disminucion de los HTP para el tratamiento con
estiércol equino, producto de la degradacion microbiana de un 37,72 + 0,02 % quedando demostrado la efectividad de
éste como agente bioestimulante en la remocion de los HTP; a diferencia del humus liquido para el cual no se registraron
diferencias significativas (p > 0,05) en la prueba de Dunnett, con un porcentaje de degradacion del 16,36 + 0,02 % de HTP.
El tratamiento con estiércol equino presentd un alto porcentaje de remocion de hidrocarburos saturados. Sin embargo, en
los 22 dias que dur6 el tratamiento no se lograron los niveles de limpieza establecidos en la normativa ambiental vigente.
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EFFECTS OF HORSE DUNG AND LIQUID HUMUS ON THE BIODEGRADATION
PROCESS OF OIL CONTAMINATED SOIL

ABSTRACT

The degradation process of heavy oil on a soil using horse dung and liquid humus like biostimulants agents was evaluated
to reduce its pollution level. Total petroleum hydrocarbon, characterization saturated, aromatics, resins and asphalt
fractions (SARA), humidity rate, acidity potential, totals aerobics mesophylic count, gas chromatic to saturated fraction
and resonance magnetic de protons spectra to resins and asphalt fractions were determined. In addition was realized the
analysis of variance for randomized complete block and the multiple comparisons like all pairwise Tukey HSD and with
a control of Dunnett’s test. Shows significant differences (p < 0,05) in the reduction of TPH concentrations with horse
dung treatment by the microbial degradation enhance to 37,72 + 0,02 %, which demonstrates the effectiveness the horse
dung like biostimulants agent in the removal of the HTP, unlike the liquid humus for which significant differences in
Dunnett’s test were not registered (p > 0,05) with 16,36 + 0,02 % of TPH removal. The horse dung treatment showed a
high percentage of saturated hydrocarbon removal. But in the time of treatment (22 days) the levels of cleaning were not
obtained established by the environmental norm.

Keywords: Bioremediation, Horse dung, Liquid humus, Petroleum, Agent biostimulant.

INTRODUCCION nentes degradables en compuestos como el dioxido de car-

bono, agua y biomasa bacteriana, entre otros, favoreciendo
La biodegradacion se refiere al uso de procesos bioldgicos  asi la detoxificacion de un suelo impactado por un desecho
mediante el cual los microorganismos transforman compo-  organico contaminante (Infante, 2001).
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La biorremediacion es el proceso utilizado por el hombre
para detoxificar variados contaminantes en los diferentes
ambientes —mares, estuarios, lagos, rios y suelos— usando
de forma estratégica microorganismos, plantas o enzimas.
Esta técnica es utilizada para disminuir la contaminacion
por los hidrocarburos de petroleo y sus derivados, metales
pesados ¢ insecticidas; ademas se usa para el tratamiento
de aguas domésticas ¢ industriales, aguas procesadas y de
consumo humano, aire y gases de desecho (Gallego ef al.
2005).

La bioestimulaciéon como su nombre lo indica, consiste en
estimular los microorganismos nativos del suelo adicio-
nando nutrientes como nitrogeno y fosforo. (Gallego et al.
2005). Estos nutrientes se afladen como agentes bioestimu-
lantes y pueden ser fertilizantes, vermicompostes, estiérco-
les o aditivos organicos (Duran & Henriquez, 2007).

El tratamiento bioldgico de componentes recalcitrantes pre-
senta uno de los mas grandes retos a las técnicas de biore-
mediacion modernas, los cuales estdn basados en la bioesta-
bilizacion (mineralizacion) de resinas y asfaltenos que son
los componentes del crudo mas dificiles de degradar por la
accion microbiana. No obstante, estos componentes pueden
ser tratados y oxidados a través de métodos de bioremedia-
cion que empleen organismos autdctonos en cultivos ade-
cuados para su desarrollo (Talley, 2005).

De acuerdo a experiencias llevadas a cabo por Sanchez et
al. (2004), los suelos contaminados con petréleo crudo pue-
den limpiarse por la accion de bacterias autdctonas presen-
tes en agentes bioestimulantes de interés agronomico. Esto
coincide con los resultados de Infante (2001), quien sefiala
que la bioestimulacién con microorganismos autoctonos es
mas efectiva y més aplicada a nivel de campo.

En Venezuela la industria petrolera genera una gran canti-
dad de desechos con altos contenidos de hidrocarburos, los
cuales requieren una adecuada disposicion. En el suelo, el
petrdleo crudo representa un riesgo para el aire, las aguas
subterraneas, la calidad del suelo, la flora y la fauna (Schae-
fer & Filser, 2007). La biorremediacion o biotratamiento
permite la recuperacion de suelos contaminados, mediante
el empleo de microorganismos autoctonos, los cuales llevan
a cabo la degradacion del hidrocarburo, empleandolo como
fuente de energia en procesos oxidativos y reductivos bajo
ciertas condiciones especiales (Alvarez & Guevara, 2003)

Kirchmann & Ewnetu (1998), utilizaron estiércol equino
como bioestimulante para degradar desechos de petroleo
logrando una remocion de hidrocarburos de 78 a 93 % en
un periodo de 4,5 meses. Por otro lado Schaefer & Filser
(2007) emplearon a la lombriz roja californiana Eisenia
foetida como agente bioestimulador en la degradacion de
crudo obteniendo excelentes resultados a partir de su hu-
mus. Asi mismo Ogbo & Okhuoya (2008) emplearon es-
tiércol animal y otros acondicionadores como co-sustratos,

para disminuir las fracciones toxicas en un suelo contami-
nado con crudo.

Algunos estudios han revelado que los asfaltenos pueden
ser alterados por microorganismos. Connan (1984) ob-
servo que algunos microorganismos pueden sobrevivir en
un medio de cultivo en el cual los asfaltenos son la tnica
fuente de carbono. Magot ef al. (2000) probaron que los
microorganismos pueden crecer en un crudo sin cambios
en la fraccion de n-alcanos y aromaticos. Experimentos de
biodegradacion llevados a cabo por Jenisch-Anton et al.
(2000) indicaron que las geomacromoleculas (asfaltenos)
son degradables durante la biodegradacion aerobia, y nue-
vas funcionalidades pueden ser introducidas a éstas por la
oxidacion de sus cadenas laterales.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la descon-
taminaciéon de un suelo impactado con petréleo pesado
mediante biorremediacion con sustratos organicos, ya que
para realizar la biorremediacion de un suelo es necesario
adicionar agentes estructurantes o acondicionadores orga-
nicos. Dentro de estos agentes algunos actian como fuente
de microorganismos y fertilizantes, tal es el caso del estiér-
col equino y del humus liquido.

METODOLOGIA

Para desarrollar la investigacion se llevo a cabo el montaje
de microcosmos correspondientes a la aplicacion ex situ de
dos tratamientos, empleando como agentes bioestimulantes
estiércol equino y humus liquido en un suelo contaminado
con petréleo pesado de 15.70° API conocido como Merey,
proveniente de la faja petrolifera del Orinoco en el campo
Carabobo. Se hizo necesario la preparacion del suelo (en-
calado), la caracterizacion del crudo y el seguimiento de las
variables determinadas a lo largo de los tiempos muestrales
establecidos en la experimentacion para cada tratamiento.

Obtencion y caracterizacion de las muestras de suelo

Se trabajé con un suelo proveniente de Morichal, estado
Monagas, en el rodal del moédulo MPE — 3 de SINOVEN-
SA (filial de PDVSA). Primeramente se limpio el terreno
superficial sobre los puntos de muestreo y se procedio a
introducir un barreno recto para tomar una muestra cilindri-
ca no perturbada, con una capacidad de aproximadamente
20 kg de suelo. El muestreo se realiz6 en forma de zig-zag
mediante ploteos, los puntos de muestreo fueron (Morichal
punto 1 y Morichal punto 2) donde el punto 1, se ubica
geograficamente entre las coordenadas 50° 97 62,00” E y
96° 49’ 19,00” N, con una pendiente de aproximadamente
1,3 %, la vegetacion presente compuesta por pinos (Pinus
caribea). El punto 2, se ubica entre las coordenadas 51° 02’
97,00” E y 96° 49 39,00” N, con una pendiente de 1 % y
la vegetacion en esa area es de chaparros y gramineas del
genero Trachypogon. En cada punto seleccionado se con-
sideraron dos horizontes a diferentes profundidades, el A
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profundidad (0 — 15) cm y B profundidad (30 — 45) cm. Las
muestras seleccionadas fueron debidamente identificadas
para su posterior caracterizacion y traslado, los parametros
a determinar fueron:

* Variables fisicas: porcentaje de arcillas (% A), porcenta-
je de limo (% L) y porcentaje de arena (% a) (Agronomy,
1986).

* Variables quimicas: capacidad de intercambio cationico
(CIC), porcentaje saturacion con bases (% SB), relacion
de absorcion de sodio (RAS) (Blake & Hartge, 1986), po-
tencial de acidez (pH) SW 846 9045 C, 1996, calcio (Ca)
3500-Ca, 1998; fosforo total (P) 4500 - P E, 1983; nitr6-
geno total (N) SM 4500-Norg B, 1996; potasio (K) 3500-
K B, 1998; sodio (Na) 3500-Na B, 1998; magnesio (Mg)
3500-Mg, 1998; conductividad eléctrica (Ce) SW 846 9050
A, 1996; porcentaje de materia organica (% MO) Walkley
Black 9045C, 1995; aluminio intercambiable (% AI3+INT)
(Agronomy, 1986).

Encalado del suelo

El potencial de acidez fue de aproximadamente 4,87, factor
limitante para aplicar técnicas de biorremediacion, segun lo
expresa el articulo 53 del decreto 2.635. Como enmienda del
suelo se selecciono el carbonato de calcio s6lido (CaCO3),
el cual permite la correccion de la acidez por el intercam-
bio de los cationes aluminio en la matriz suelo. Para la rea-
lizacion del encalado, es necesario definir la cantidad de
enmienda a utilizar. Esto se realizod seglin la metodologia
planteada por Casanova (2005), en donde la cantidad de
enmienda a afiadir es funcion del aluminio intercambiable
presente en el suelo, la densidad del mismo y la profun-
didad promedio a la cual fue tomada la muestra de suelo.
Una vez determinada la cantidad de enmienda a suminis-
trar, la misma debe afiadirse disuelta en aproximadamente
a un 60% de la capacidad de saturacion del suelo. Esta se
determiné pesando aproximadamente 200 g de suelo vir-
gen a los cuales se les adiciond gradualmente un volumen
de 1 mL de agua destilada hasta observar una ligera capa
sobrenadante de agua en la superficie del suelo (ASTM-
D2216), lo que corresponde al punto de saturacion. Una vez
encalado el suelo se dejo en reposo realizando monitoreos
de pH hasta obtener su estabilizacion en valores cercanos
a la neutralidad.

Caracterizacion de los agentes bioestimulantes

Se trabajo con dos tipos de sustratos que fueron el estiér-
col equino y el humus liquido, los cuales han sido usados
ampliamente por Kirchmann & Ewnetu (1998), Schaefer &
Filser (2007) y por Ogbo & Okhuoya (2008), como agentes
bioestimulantes en la biodegradacion de suelos contamina-
dos con crudo. Estos sustratos organicos fueron caracteri-
zados para conocer el contenido de C, N, P y el porcentaje
de materia orgéanica presente en ellos, con el fin de calcular

las relaciones C/N y C/P y su posterior evaluacion dentro
del rango de valores 6ptimos propuesto por Levin & Gealt
(1997), ya que estos parametros garantizan el desarrollo de
los microorganismos presentes en el suelo.

Aplicacion de técnicas de biorremediacion

A 15 kg de suelo encalado se le adicionaron aproximada-
mente una cantidad de 850 g de crudo Merey, obteniendo
una concentracion de hidrocarburos totales de petréleo ini-
cial de 5,58 +£0,02 %.

Para el montaje de los microcosmos se utilizaron recipien-
tes rectangulares de plastico de polietileno de alta densidad
([PE-HD] 20%15%10 c¢cm) cada uno con 1,5000 = 0,0001 kg
de suelo contaminado dispuestos de la siguiente manera:
uno con suelo contaminado (control), 3 replicas con suelo
contaminado y 0,3500 + 0,0001 kg de estiércol equino; 3
replicas con suelo contaminado y 0,1900 + 0,0001 kg hu-
mus liquido. Las bandejas se colocaron en el laboratorio
a temperatura ambiente y sin exposicion directa de la luz
solar. Se realizo el proceso de aireacion por 5 minutos me-
diante una espatula y se ajusto el valor de humedad al 5 %
cada dos dias. Posteriormente se tomaron las muestras de
suelo para cada analisis realizando un monitoreo a los 0, 5,
9, 14y 22 dias.

Determinacion de los hidrocarburos totales de petréleo
(HTP) y de fracciones, saturados, aromaticos, resinas y
asfaltenos (SARA)

Los HTP fueron determinados siguiendo el método gravi-
métrico 3540c Soxhlet extraction (1996) propuesta por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), empleando te-
trahidrofurano como solvente en un equipo de extraccion
Soxhlet. Se siguiod el procedimiento por determinacion gra-
vimétrica de SARA, segtn la norma propuesta por EPA,
8020/8100 EPA (1986) empleando como solventes n-hexa-
no, tolueno, metanol y mezclas de estos en una columna
cromatografica de silica gel 60 de Merck 63-200um (70-
230 mesh ASTM).

Determinacion de la tasa de biodegradacion

De acuerdo a las concentraciones de cada uno de los com-
ponentes del petroleo (SARA) y de los hidrocarburos tota-
les del mismo, en cada tiempo muestral, se calcul6 la tasa
de biodegradacion de la fraccion o de los HTP segun la si-

guiente expresion:
0P,
%D, = 100 — | —
Y0Py,

(1)
donde:
i=(0..22).

%D, : porcentaje de degradacion de la fraccion o del HTP
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en el dia i de muestreo con respecto al porcentaje inicial
(%).

%P, : porcentaje de la fraccion o del HTP en el dia 7 de
muestreo (%).

%PTFO : porcentaje de la fraccion o del HTP en el dia de
inicio (%).

Analisis del potencial de acidez

Para la determinacion del potencial de acidez se utilizd
un pH-metro marca Oaklon modelo 510, equipado con un
electrodo de referencia de calomel saturado y un indicador
de membrana de vidrio sensible con referencia interna de
Ag/AgCl. Una vez calibrado, se pesaron aproximadamente
5 g de suelo contaminado en un vaso de precipitado, se le
adicionaron 25 mL de agua destilada (relacion 1:5) seglin
TMECC (2001), se agitd por espacio de 15 minutos, se fil-
tré y al liquido sobrenadante se le determiné el pH.

Analisis gravimétrico de humedad

Se utiliz6 el método de ensayo estandar para la determina-
cion del contenido de humedad de suelo por masa (AST-
MD?2216, 1998). Se determiné la masa de una capsula de
Petri con tapa, sobre la cual se agregaron 20 g de suelo y se
coloco en la estufa a 120 °C por 12 horas, por gravimetria
se determiné el porcentaje de humedad.

Analisis cromatografico de la fraccién saturada del cru-
do

Una vez obtenida la fraccion saturada del crudo, se pro-
cedid a realizar un analisis cromatografico empleando un
cromatografo de gases modelo VARIAN 3800 empleando
helio como gas de arrastre, en el cual se inyectaron 2 pL
de la fraccion obtenida previamente rota evaporada, en una
columna de silica fundida-100 % dimetil polysiloxano, BP1
no polar (30mx 0,22mm Dix0,33mmDe), con un detector
de ionizacion de flama (FID) a 300°C, y 270 °C en el inyec-
tor, realizandose la corrida de 100 a 290 °C con un gradiente
de 4 °C/min, par un tiempo total de 49,50 min.

Analisis de espectros de RMN-1H

Las fracciones de resinas y asfaltenos fueron analizadas en
un espectrometro BRUKER-AC-200. Los valores de des-
plazamientos quimicos se obtuvieron en ppm, utilizando te-
trametilsilano (TMS), como referencia interna y las mues-
tras fueron disueltas en cloroformo.

Analisis microbiologico
El crecimiento de los microorganismos heterotrofos totales

de las muestras de suelos contaminadas con hidrocarburos,
se efectud segin el método de dilucion seriada y vertido en

placa de Agar Plate Coutn, incubado a 37 °C por 24 horas;
para cada dia de muestreo se realizé el contaje bacteriano
(aerobios mesofilos) (Norma COVENIN 902-1987).

Analisis estadistico

Para realizar la estimacion de las principales variables es-
tadisticas de interés se empled el software analitico STA-
TISTIX 8.0 para Windows. El disefio experimental fue en
bloques completos al azar, donde se aplicaron 3 réplicas
por tratamiento. Con los resultados obtenidos se realizo un
analisis de varianza (ANOVA TWO WAY). Los resultados
fueron tratados mediante las pruebas de significancia cuyo
valor se situ6 en 0,05 (Gutiérrez & De la Vara, 2004). Se
aplicaron las pruebas de estimacion de supuestos, como la
de Shapiro — Willk, asi como también se realizé la prueba
de homogeneidad de las varianzas mediante el grafico de
los residuos por valores fijos. Para lograr una comparacion
efectiva de los tratamientos en conjunto se realiz6 la prueba
de Tukey HSD, ademas para realizar la comparacion de las
unidades experimentales en funcion del tratamiento control
se empleo la prueba de Dunnett.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con el tridngulo textural, el suelo usado en este
estudio es franco arenoso, el cual favorece al proceso de
biorremediacion seglin lo establecido en el decreto 2.635.
En la tabla 1 se muestran los resultados de la textura del
suelo.

Tabla 1. Analisis textural del suelo virgen.

Horizontes Morichal
Parametro Punto 01 Punto 02
A B A B
Arena (Ar +0,1)% 63,0 65,0 66,0 | 67,0
Arcilla Ac +0,1)% 20,8 24.8 20,8 | 20,8
Limo (L +0,1)% 16,2 10,2 13,2 | 12,2

Otras de las caracterizaciones relevantes son el fosforo total
(P) en ambos horizontes para cada punto muestreado (tabla
2), los valores son menores a 10 mg/kg indicando que pue-
de haber fijacion de este elemento ya que el suelo es muy
acido (Casanova, 2005).

También los elementos como el calcio (Ca), sodio (Na) y
Magnesio (Mg), en ambos perfiles de cada punto, estan por
debajo de 40 mg/kg, lo que significa que existe deficiencia
de estos elementos que son propicios para el desarrollo de
plantas en los suelos (Sandoval, 2002). Con respecto al po-
tasio, Sardi & Debreczeni (1992) y Buhman (1993), resal-
tan que los minerales arcillosos son la fuente principal de
potasio en el suelo.
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Tabla 2. Analisis de los macroelementos y materia organica presente en el suelo virgen
empleando el proceso de biorremediacion.

Horizontes Morichal
Parametro Punto 01 Punto 02
A B A B
Calcio total (Ca £ 0,01) mg/kg <40,00 <40,00 <40,00 <40,00
Potasio total (K +0,01) mg/kg 270,70 148,89 87,21 152,41
Sodio total (Na £ 0,01) mg/kg <40,00 <40,00 <40,00 115,75
Magnesio total (Mg + 0,01) mg/kg <40,00 <40,00 20,8 <40,00
Fosforo total (P + 0,01) mg/kg 3,10 2,05 <2,00 <2,00
Nitrogeno total (N + 0,001) % 0,022 0,022 0,022 0,022
Materia organica (Mo £ 0,01) % 1,36 0,54 1,51 0,00

El suelo captado a pesar de ser arenoso, tiene un porcentaje
de arcillas cercano al 20%, es por ello que los valores de po-
tasio se encuentran elevados por encima de 150 mg/kg sien-
do satisfactorio en la fertilizacion segun Casanova (2005).
En cambio el nitrdgeno total es bajo, lo que limita el creci-
miento de los consorcios bacterianos en el estudio (Canals,
2005). Otra de las variables importantes es la capacidad de
intercambio cationico (tabla 3) para cada punto muestrea-
do, los valores son muy bajos, propio de suelos arenosos
CIC<10 meq/100 g de suelo (Casanova, 2005), esto trae
como consecuencia que las particulas coloidales del suelo
(principalmente arcillas) e intersitios arenosos, se encuen-
tran saturadas por cationes aluminio (Al**) y protones (H"),
en lugar de cationes intercambiables como calcio, magne-
sio, sodio y potasio. Este tipo de suelo no tiene la habilidad
de retener nutrientes Na, Mg y Ca ya que son susceptibles al
lavado del perfil; esto ocasiona que el porcentaje de satura-
cion con bases sea bajo (< 65%) (Casanova, 2005), aunque
el decreto 2635 establece un nivel mayor a 80%. El valor de
conductividad eléctrica promedio es de 18,40 mmhos/cm,
lo que indica que el suelo tiene un abundante contenido de
sales minerales, catalogado por potencialmente salino (Ro-
driguez et al. 2006), ya que el decreto 2.635 establece un
maximo permitido de 3,5 mmhos/cm, lo que puede inhibir

el normal desarrollo de los cultivos.

El potencial de acidez en los horizontes evaluados (pH <
5,00) refleja acidez en el suelo. Esto es debido a la presencia
de gran cantidad de iones aluminio (AI*") e iones hidronios,
por lo que se procedio a realizar la enmienda o encalado del
suelo, ya que los protones liberados en el proceso de mine-
ralizacion de la materia organica pueden reaccionar con las
estructuras cristalinas de las arcillas, liberando aluminio y
acido salicilico a la disolucion del suelo. El i6n aluminio
pasa a los sitios de intercambio de las arcillas y puede suftir
un proceso de hidrolisis produciendo una mayor cantidad
de iones hidronios que disminuyen el pH, finalmente el alu-
minio precipita como hidroxido de aluminio [Al(OH)
(Casanova, 2005).

3(5)]

En la caracterizacion del petréleo se tiene que la fraccion
de hidrocarburos aromaticos es de 32,8 + 0,8 %, la fraccion
saturada es de 29,8 + 0,8 %, las resinas de un 32,9 + 0,8 %,
y los asfaltenos de 4,3 + 0,8 %. Por otro lado en la caracte-
rizacion de los agentes bioestimulantes que muestra la tabla
4, el estiércol equino empleado como agente bioestimulan-
te, es rico en materia organica, fosforo y nitrogeno total, no
obstante, algunos autores como Sandoval (2002) sugieren

Tabla 3. Variables fisico-quimicas de interés para la determinacion de las condiciones del suelo virgen

Horizontes Morichal
Parametro Punto 01 Punto 02
A B A B
Potencial de acidez (pH £ 0,01)adim 4,55 4.47 5,28 5,18
Conductividad eléctrica (Ce £0,01)mS/cm 31,40 14,77 17,68 9,76
Saturacion con bases (Sb + 0,01)% 0,12 0,06 0,08 0,08
Aluminio intercambiable(A £ 0,001) meq/100 g de suelo 7,710 7,710 7,710 7,710
Relacion de absorcion de sodio (RAS+ 0,001) adim 0,128 0,125 0,050 0,428
Capacidad de intercambio catioénico (CIC = 0,01) meq/100 g de suelo 0,73 0,50 0,60 0,65
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que los estiércoles se deben utilizar como acondicionadores
y mejoradores del suelo y no como fertilizantes, debido a
la baja cantidad de nutrientes que aportan con respecto a la
excesiva demanda que requieren los suelos.

El humus liquido es una gran fuente de nitrégeno, carbono
y fosforo de excelencia sobre los estiércoles ya que éste
contiene acidos humicos y fulvicos, compuestos organicos
muy usados como complemento de los fertilizantes que
contienen un pool de bacterias degradadoras de materia or-
ganica Sandoval (2002). No obstante, en la caracterizacion
del mismo (tabla 4) la cantidad de macro elementos presen-
tes (C, N, P) son muy bajos, esto se debe a que el humus uti-
lizado en este estudio proviene de una solucion del lavado
de la pila de compostaje, lo que origina que el residuo esté
muy diluido (Duran & Henriquez, 2007).

Tabla 4. Caracterizacion del estiércol equino
y de los humus liquidos empleados
como bioestimulantes en el proceso de biorremediacion.

. Estiércol | Humus
Parametro . -
equino liquido
Materia organica(Mo +0,02 )% 1,81 0,34
Carbono total (CT = 0,02 ) % 1,05 0,19
Nitrogeno total (NT = 0,02 ) % 0,14 0,16
Fosforo total (PT £ 0,2) mg/kg [ 290,2 100,0

De acuerdo con Levin & Gealt (1997), para que el proceso
de biorremediacion sea exitoso, es imprescindible mantener
una relacion de nutrientes adecuada (tabla 5). Con la ca-
racterizacion inicial del suelo virgen, del crudo, del humus
liquido y del estiércol equino, se pueden estimar, en funcion
de las cantidades de bioestimulante adicionadas, las rela-
ciones de nutrimentos iniciales en los microcosmos.

Tabla 5. Relacion de nutrientes presentes en los diversos
tratamientos al inicio de la experimentacion.

Relacion de nutrientes
(R £ 0,04) adim
Tipo de Tratamiento

(C/N) (C/P)
Control 197,84 14040,00
Estiércol equino 93,25 679,83
Humus liquido 102,36 3473,20

Para el tratamiento control (atenuacion natural), las relacio-
nes de nutrientes indican que existe un déficit de nitrégeno
y de fosforo ya que las relaciones son mayores al rango 6p-
timo. Lo que sugiere que los microorganismos autdctonos
del suelo no podran degradar en mayor porcentaje el carbo-
no presente en el suelo. Para los tratamientos con estiércol
equino, las relaciones arrojan resultados favorables dentro
del rango propuesto por Levin & Gealt (1997), no obstante,

en el tratamiento con humus liquido se pone de manifiesto
una deficiencia de fosforo por encima de la deficiencia de
nitrégeno como agentes propiciadores del buen desarrollo
bacteriano (tabla 5).

Por otro lado, en la determinacion de los HTP se empled
tetrahidrofurano p.a (C,H,0) como solvente extractor, ya
que es un compuesto heterociclico moderadamente po-
lar, el cual permite solubilizar a todos los diferentes tipos
de compuestos presentes en el crudo SARA, (Vivas et al.
2002). Los resultados se representan en la figura 1 y revelan
una disminucion de los hidrocarburos totales de petréleo en
funcioén del tiempo para todos los tratamientos, esto se debe
principalmente al establecimiento de comunidades bacte-
rianas autoctonas que logran degradar parte de los com-
puestos que estan presentes en el crudo, debido a que se
mantienen ciertas condiciones que propician su desarrollo
(Canals, 2005).
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Figura 1. Disminucién de los hidrocarburos totales
de petroleo en cada uno de los tratamientos aplicados.

Segun La Grega et al. (2002) las bacterias, hongos y le-
vaduras son las responsables de las reacciones de biode-
gradacion. Estos acotan también que aunque dichas reac-
ciones forman parte normal del metabolismo de una célula
bacteriana, el objetivo de estos microorganismos no es la
eliminacion de los contaminantes ambientales; sino crecer
y mantenerse, es por ello que existe un incremento de la
carga bacteriana como consecuencia de la degradacion de
los HTP; en la figura 2 se evidencia el crecimiento de la
carga bacteriana mesofila en el tiempo.
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Figura 2. Evolucion de la carga bacteriana mesoéfila
para cada uno de los tratamientos aplicados.
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El porcentaje de degradacion de hidrocarburos totales de
petréleo del suelo control representd un 8,50 + 0,02 % al
final del tratamiento, con el estiércol equino hubo un por-
centaje de degradacion de 37,72 £ 0,02 %, mientras que
para el humus liquido el porcentaje de degradacion es de
16,36 = 0,02 %. No se registraron diferencias significativas
(p>0,05) en el tratamiento con humus liquido en la prueba
de Tukey HSD ni en la prueba de Dunnett con respecto al
tratamiento control (figura 3). Estos resultados revelan que
el humus liquido no fue efectivo en la remocion de los HTP
a diferencia del tratamiento con estiércol equino.
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Figura 3. Porcentaje en peso de las diversas fracciones
de crudo al inicio y al final del tratamiento.
Tratamientos con la misma letra
no difieren significativamente (Tukey p> 0,05).
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Con respecto a la fraccion saturada en los tratamientos con
estiércol equino y humus liquido al inicio y al final del mis-
mo (figura 4) y la tasa de degradacion en las figuras 5 y
6, respectivamente, se observa reduccion de las areas en
los picos del cromatograma y se contrasta con la tasa de
degradacion, resultando que la tasa de degradacion es mas
elevada con el tratamiento estiércol equino.

Se puede establecer que las fracciones de hidrocarburos
saturados presentes en el crudo son facilmente biodegrada-
bles, esta degradacion se debe a la accion de las bacterias
autoctonas del suelo, del estiércol y del contaminante, que
a través de la humedad, aireacion y nutrientes aceleran la
biodegradacion, ya que son capaces de crecer y desarrollar-
se en el medio, usando la materia organica como sustrato y
fuente de energia.

Otra de las causas es que los compuestos saturados del pe-
troleo, como los n-alcanos, son considerablemente mas bio-
degradables que los alcanos ramificados y los alquilaroma-
ticos (Infante, 2001). También las fracciones de menor peso
molecular son mas biodegradables, solubles en agua, y mas
volatiles que los componentes de mayor peso molecular y
por lo tanto son removidos de la mezcla mas rapidamente.

La fraccion de hidrocarburos aromaticos aunque no sufrio
diferencias significativas en la prueba de Tukey (p>0,05),
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Figura 4. Cromatograma de la fraccion saturada. a) Tratamiento con estiércol equino;
b) Tratamiento con humus liquido. Al inicio del tratamiento (t = 0) y al final del mismo (t = 22).
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presenté una disminucion progresiva para el tratamiento
con estiércol equino con respecto a la del humus liquido. Al
ultimo dia de tratamiento habia un 24,10+ 0,02 % y 30,60+
0,02 % de hidrocarburos aromaticos en los microcosmos
con estiércol y humus, respectivamente. Esta disminucion
se debe principalmente a que las comunidades bacterianas
son capaces de degradar hidrocarburos aromaticos por me-

dio de reacciones metabolicas para la obtencion de energia
(Infante, 2001).

Los espectros de resinas reflejan algunas cambios, como la
disminucion de las sefiales de protones alifaticos en la es-
tructura de las resinas, asi como la inclusion de heteroato-
mos al final del tratamiento (figura 7), lo que indica que
hubo una posible degradacion de las mismas mediante la
accion oxidativa de algunos microorganismos que se en-
cuentran presentes en el suelo (Alvarez & Guevara, 2004).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Araujo
et al. (2006), quien encontro diferencias significativas en la
degradacion de resinas por medio de consorcios microbia-
nos. También se evidencia la presencia de tres sustancias
contaminantes (cloroformo, dicloro-metano y tolueno) que
se encontraron en las muestras durante la realizacion de los
espectros debido a su pretratamiento.

Los espectros de asfaltenos (figura 8), muestran también
formacion de heteroatomos que son producto de una degra-
dacion oxidativa por medio del oxigeno y nitrogeno que se
incorporan al microcosmos. Estos resultados también fue-
ron obtenidos por Ward (2003), el cual logré la remocion
de asfaltenos a partir de cepas bacterianas. En este trabajo
hubo remocion de asfaltenos, los cuales fueron trasforma-
dos en otras fracciones incrementando la fraccion resinas
(figura 3). Lo que coincide con los resultados obtenidos por
Walter & Colwell (1976), quienes reportaron la degrada-
cion de asfaltenos pero con un incremento en la fraccion
de resinas. Esto se debe, como se menciond anteriormente,
a que el estiércol es un agregado del suelo que aumenta
su porosidad, lo que impide que se creen zonas anoxicas
y por ende degradaciones reductivas. (Gomez et al. 2006),
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Figura 7. Espectros de resonancia magnética nuclear para las resinas extraidas del suelo
usando el tratamiento con estiércol equino: a) Al inicio del tratamiento, b) Al Gltimo dia de la experimentacion.
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Figura 8. Espectros de resonancia magnética nuclear para los asfaltenos extraidos del suelo
usando el tratamiento con estiércol equino: a) Al inicio del tratamiento b) Al tltimo dia de la experimentacion.

biodegradaron asfaltenos empleando humus de lombrices
rojas californianas y vermicompostes. Pineda et al. (2001,
2002 y 2004) evidenciaron la degradacion de asfaltenos a
través de consorcios microbianos de crudo extrapesado por
medio de mecanismos de alteracion macromoleculares. Por
otro lado, Rontani ef al. (1985) mostraron la degradacion
parcial de asfaltenos por medio de una mezcla de bacterias
marinas con hidrocarburos saturados como co-sustratos.
Estudios mas recientes, como los llevados a cabo por Liao
et al. (2009), sugieren que la biodegradacion puede alterar
la composicion y estructura de resinas y asfaltenos produ-
ciendo acidos carboxilicos, fenoles y alcoholes, entre otros,
a través de mecanismos de oxidacion. Y Silva et al. (2008)
proponen que aunque los asfaltenos son fracciones dificiles
de degradar los mismos poseen grupos alifaticos que son
susceptibles a biodegradacion por medio de consorcios mi-
crobianos, originando estructuras mas simples.

Otros de los parametros fisicoquimicos estudiados fueron
el pH y la humedad del suelo. El pH no varié de forma
significativa, esto se debe a que cuando se realizé la en-
mienda con carbonato de calcio éste adquiri6 una capacidad
reguladora que es capaz de resistir los cambios bruscos de
potencial de acidez (figura 9) manteniéndose en un valor
cercano a la neutralidad, favoreciendo el crecimiento bac-
teriano (Canals, 2005). Con respecto a la humedad ésta se
controlé durante el proceso de degradaciéon del crudo, la
cual se mantuvo en aproximadamente 5 %, lo que equivale
a decir un valor del 60% de la capacidad de campo (Infante,
2001), para que exista el adecuado trasporte de nutrientes a
través de las células de los microorganismos que ejercen la
funcién degradadora.
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Figura 9. Cambios del potencial de acidez
para cada tratamiento.

CONCLUSIONES

El suelo virgen empleado presentd textura franco-arenosa y
problemas de baja cantidad de nutrientes y un alto conteni-
do de acidez, verificandose que la aplicacion de carbonato
de calcio al suelo permite reducir los contenidos de alumi-
nio intercambiable y neutralizar su acidez, otorgandole una
capacidad reguladora de pH.

La caracterizacion del crudo indica que corresponde a un
crudo pesado con un 29,8 + 0,8% de saturados, 32,8 + 0,8
% de aromaticos, 32,9 + 0,8 % de resinas y 4,3 £ 0,8% de
asfaltenos.

La caracterizacion del estiércol equino indica que posee un
buen contenido de macronutrientes; no obstante el humus
liquido presentaba un déficit de los mismos, por lo tanto las
relaciones de nutrientes en los microcosmos con estiércol
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equino al inicio del tratamiento son favorables, a diferencia
de los microcosmos con humus liquido.

Los HTP disminuyeron en 8,50 = 0,02 % al final del trata-
miento para el control, un 37,72 + 0,02 % para el estiércol
equino y 16,36 + 0,02 % para el humus liquido, desarrollan-
dose una maxima carga bacteriana mesofila en el tratamien-
to control de (1,20 +0,01) x107 UFC/g, (2,30 +0,01) x107
UFC/g para el estiércol equino y (6,30 £ 0,01) x106 UFC/g
para el humus liquido.

El porcentaje de degradacion de la fraccion de hidrocarbu-
ros saturados, utilizando estiércol equino, tuvo mayor de-
gradacion que el tratamiento con humus liquido.

Los cromatogramas de las fracciones de saturados al inicio
y al final del tratamiento sefialan un decrecimiento de las
areas.

El potencial de acidez y el porcentaje de humedad en los
microcosmos durante el tratamiento, no sufrieron cambios
significativos, segln la prueba de Tukey (p >0,05). Mien-
tras que se obtuvieron resultados significativamente dife-
rentes segun la prueba de Tukey (p < 0,05) en la fraccion
saturada y de asfaltenos del crudo presente en el suelo para
los microcosmos con el tratamiento de estiércol equino a
diferencia de la fraccion aromatica y de resinas. No obs-
tante se verifico la inclusion de heteroatomos dentro de la
estructura de los asfaltenos y resinas al final del tratamien-
to. En la prueba de Dunnett no se encontré diferencia signi-
ficativa (p > 0,05) entre los tratamientos con humus liquido
y el control.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a los Laboratorios del Centro de
Investigaciones Quimicas de la Facultad de Ingenieria, al
Laboratorio de Investigacion de la Facultad Experimental
de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Carabobo, la
Unidad de Lombricultura de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Central de Venezuela, nucleo Maracay; asi
como al Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico
de la Universidad de Carabobo por el financiamiento Nro.
00113-07.

REFERENCIAS

ALvarez, P. & GUEVARA, E. (2003). Biorremediacion y ate-
nuacién natural de acuiferos contaminados por sustan-
cias quimicas peligrosas. Consejo de Desarrollo Cien-
tifico y Humanistico de la Universidad de Carabobo
(CDCH-UC), Venezuela.

ARrauJo, 1., MonTILLA, M., CARDENAS, C., HERRERA, L., AN-
GuLo, N., MoriLLo, G. (2006). Lodos estabilizados y
cepas bacterianas en la biorremediacion de suelos conta-
minados con hidrocarburos. Interciencia, 31 (004), 268-
275.

Astv D2216 (1998). Determinacion del contenido de hu-
medad. Consulta, 2007, Agosto 10.

BLakE, G. & HARTGE, K. (1986). Bulk Density. En Klute
A (Ed.) Methods of soil analysis. American Society of
Agronomy. Madison, Wisconsin, EEUU. pp. 363-375.

Bunman, C. (1993). K fixing phyllosilicates in soils, the
role of in herieted components. J.Soil Sci. 44: 347 360.

CanALs, M. (2005). Biorremediacion de suelos contamina-
dos por hidrocarburos: caracterizacion microbioldgica,
quimica y ecotoxicologica. Tesis Doctoral publicada.
Universidad de Barcelona. Facultad de Biologia. Depar-
tamento de microbiologia. Barcelona. Espaiia. (en linea)
http://www.tdx.cesca.es/TDX-0920105-085623/. Acce-
so: 30 Agosto (2008).

CasanNova, E. (2005). Introduccion a la ciencia del suelo.
Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la
Universidad Central de Venezuela (CDCH-UCV). Vene-
zuela.

Connan, J. (1984). Biodegradation of crude oils in reservo-
rirs. In: Brooks. J Welte, D.H (Eds.), Advances in pe-
troleum Geochemistry I. Academic Press, London UK.
298-335.

CovenN 902 (1987). Comisién Venezolana de normas in-
dustriales. Método para recuento de colonias de bacte-
rias aerobias en placas de Petri. 2da revision.

DEcreTO 2635 (1998). Reforma parcial del decreto conten-
tivo de las normas para el Control de la Recuperacion
de Materiales Peligrosos y el manejo de desechos peli-
grosos. Gaceta Oficial de la Reptiblica de Venezuela N°
5.245. Extraordinaria. Caracas.

DurAN, L. & HEenriQuez, C. (2007). Caracterizacion qui-
mica, fisica y microbiologica de vermicompostes pro-
ducidos a partir de cinco sustratos organicos. Revista
Agronomia Castrense. 31, 001, 41-51 (en linea) http://
redalyc.uaemex.mx/redalyc/pdf/436/43631105.pdf.
Consulta: 31 Agosto (2008).

GALLEGO, P., CUELLAR., R., Dussan, J. (2005). Biorreme-

56



diacion de residuos de petréleo. Documento en linea.
Disponible en: http://www.mindefensa.gov.co/derecho/
mea0lgua.html. Consulta: 2008, Enero 16.

GomMmEz, E., CorreA, A., HERNANDEZ, S., MARTIN, J., SAN-
CHEZ, M., GONZALEZ, J., HURTADO, J. RaMOs, M. (2006).
Biodegradacion de asfaltenos del Prestige mediante la
aplicacion de técnicas de compostaje-vermicompostaje.
Revista Residuos: 16 (92), 56-63.

GuTiirrez, H. & DE La Vara, R. (2004). Analisis y disefio
de experimentos. Primera edicion. México. Mc Graw-
Hill.

InFaNTE, C. (2001). Biorrestauracion de areas impactadas
por crudo por medio de intebios® y biorize®. Intercien-
cia. 26, 010, 504-507.

JENIScH-ANTON, A., ApaM, P., MicHAELIS, W. CoNNaN, J.,
HERRMANN, D., ROHMER, M., ALBERCHT, P. (2000). Mole-
cular evidence for biodegradation of geomacromolecu-
les Geochimica et Cosmochimica Acta 64, 3525-3537.

Kircumann, H. & EwneTtu, W. (1998). Biodegradation of
petroleum-based oil wastes through composting. Biode-
gradation 9, 151-156.

Magor, M. (2000). Microbiology of petroleum reservoirs.
Antonie Van Leeuwenhoek 77,103-106.

Metopo 3500-CA (1998). Standard Methods for the exami-
nation of water and wastewater. 20TH edition.

Metopo 3500-K B (1998). Standard Methods for the exa-
mination of water and wastewater. 20TH edition.

METopo 3500-NA B (1998). Standard Methods for the exa-
mination of water and wastewater. 20TH edition.

Metopo 3500-MG (1998). Standard Methods for the exa-
mination of water and wastewater. 20TH edition.

Metopo 4500 — P. E. (1983). Colorimétrico estandar. Fos-
foro total por espectrofotometria UV-VIS, (método del
acido ascorbico).UNE. Unidn Nacional Europea. 77047.

La GrREGA, M., BuckINGHAM, P., Evans, J. (2002). Gestion
de residuos toxicos. Tratamiento, eliminacion y recupe-
racion de suelos. Volumen II. Editorial Mc.Graw Hill,
Madrid.

LeviN, M. & GEaLt, M. (1997). Biotratamiento de residuos
toxicos y peligrosos. 1* Edicion. Editorial Mc.Graw Hill,
Madrid.

Liao, Y., GENG, A., Huang, H. (2009). The influence of bio-

degradation on resins and asphaltenes in the Liaohe Ba-
sin. Organic geochemestry 40 312- 320.

OGBo, J. & OkHuovA, E. (2008). Biodegradation of alipha-
tic, aromatic, resinic and asphaltic fractions of crude oil
contaminated soils by Pleurotus tuber-regium Fr. Singer
- a white rot fungus. African Journal of Biotechnology 7
(23). 4291-4297.

PmEDA, G. & MEsTa, A. (2001). Petroleum asphaltenes:
generated problematic and possible biodegradation me-

chanisms. Revista Latinoamericana de microbiologia 43
(3) 143-150.

PmEDA, G., BoLL, G., MEsTA, A. (2002). Biodegradacion de
asfalteno por un consorcio microbiano aislado de petro-
leo crudo MAYA. Revista Internacional de Contamina-
cién Ambiental18 (2) 67-73.

PmEDA, G., BoLL, G., GALEANA, C., MESTA, A. (2004). A mi-
crobial consortium isolated from a crude oil sample that
uses asphaltenes as a carbon and energy source. Biode-
gradation 15: 145-151.

RobpriGUEZ, R., MORENO, J., LARREAL, M. (2006). Compor-
tamiento de la conductividad eléctrica en dos series de
suelo del sector Cafio San Miguel, municipio Mara, es-
tado Zulia durante un periodo de dos afios. Universidad
del Zulia. Revista Facultad de Agronomia: 23 (4) 395-
406.

Rontani, J., JouLAk-Bousser, F., RAMBELOARISOA, E. BER-
TRABD, J., G1usTI, G., FAURE, F. (1985). Analytical study
of astahr crude oil asphaltenes biodegradation. Chemos-
phere 14, 1413-1422.

SANCHEZ, P., VoLKE, V., LINARES, L., RobriGugz, R., RIVE-
RA, M., FERRERA, R. (2004). Descontaminacion de suelos
con petroleo crudo mediante microorganismos autdcto-
nos y pasto alemdn. Revista Agrociencia. 38, 001, 1-12.

SanpovaL, J. (2002). Acondicionadores y mejoradores de
suelo. Instituto colombiano agropecuario. Medellin. Co-
lombia.

Sarpl, K. & DEeBReczENI, K. (1992). Comparison of me-
thods evaluating the plant available potassium content
in soils of different types and potassium levels. Comm.
Soil Sci. Plant Anal. 23; 26: 13 2632.

SCHAEFER, M. & FILSER, J. (2007). Efectos de la Lumbricus
terrestris, Allolobophora chlorotica y Eisenia foétida so-
bre las comunidades dinamicas microbianas en los sue-

57



los contaminados por petroleo. Applied Soil Ecology.
36, 53-62.

Sieva, T., Azevepo, D., RANGEL, M., FoNTEs, R., AQumNo, F.
(2008). Effect of biodegradation on biomarkers released
from asphaltenes. Organic geochemistry, 39, 1249-1257.

StaTisTIX 8.0 FOR WiNDOWS (2003). Analytical Software. Ta-
llahassee, FL.

TaLLey, W. (2005). Bioremediation of recalcitrant com-
pounds. Taylor & Francis Group. Boca Raton, FL. 2-3.

TwmEecc (2001). Test Methods for the Examination of Com-
posting and Compost. U.S. The Composting Council
Research and Education Foundation.

US Epra METHOD 3540-C (1996). Soxhlet Extraction. De-
terminacion de HTP. Agencia de proteccion ambiental
(EPA).

US Epa (8020/8100) (1998). Agencia de proteccion am-
biental (EPA) — Caracterizacion de crudos en fracciones
SARA.

US Epra MeTHOD SW 846 9050 A (1996). Método conduc-
timétrico. Determinacion de conductividad. Agencia de
proteccion ambiental (EPA).

US Epra MEtHOD SW 846 9045 C (1996). Método electro-
métrico. Determinacion de potencial de acidez. Agencia
de proteccion ambiental (EPA).

US Era METHOD WALKLEY BLAcK 9045C (1995). Determi-
nacién de materia organica. Agencia de proteccion am-
biental (EPA).

US Epa MEetHOD SM 4500-NorG B (1996). Método Kjel-
dahl. Determinacion de nitrogeno total. Agencia de pro-
teccion ambiental (EPA).

Vivas, E., Bravo, B., CHAVEZ, G. (2002). Estudio de las
fracciones acidas y basicas extraidas de asfaltenos de un
crudo pesado. Revista Ciencia: 10 (4) 419-428.

WALTER, J. & CoLwELL, R. (1976). Enumeration of petro-
leum-degrading microorganisms. Microbial Biotechno-
logy, 10, 284.

Warp, O. (2003). Accelerated biodegradation of petroleum
hydrocarbon waste. Appl. Envir. Microbiology 31, 198-
207.

58



