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RESUMEN

Se estudio la biorremediacion de un suelo contaminado con ripios de perforacion base aceite e
impregnados con crudo pesado, en donde se utiliz6 humus de lombriz en diferentes dosis (8, 12 y
16% p/p) como acondicionador organico. Los indicadores evaluados fueron los cambios en el
contenido de aceites y grasas, la respiracion basal, la actividad de la enzima deshidrogenasa y el
potencial toxico del material biotratado a través de un ensayo de fitotoxicidad con semillas de
Lactuca sativa. Los resultados mostraron que luego de 120 dias, la adicion de humus de lombriz no
produjo una disminucién significativa en el contenido de aceites y grasas con respecto al tratamiento
control (sin humus de lombriz). La respiraciéon basal del suelo fue mas alta al inicio en todos los
tratamientos con humus de lombriz o fertilizantes, pero sin diferencias entre estos tratamientos;
mientras que la actividad de la enzima deshidrogenasa aumenté significativamente a los 60 dias de
iniciado el estudio, en los tratamientos con 8%, 12% y 16% de humus de lombriz. Por su parte, la
germinacion de Lactuca sativa incrementé a los 120 dias para todos los tratamientos, y siempre fue
mayor en el tratamiento control respecto a los tratamientos con humus de lombriz. Los resultados
permiten concluir que el humus de lombriz no produjo un aumento de la degradaciéon de
hidrocarburos en suelos contaminados con ripios de perforacién impregnados con crudos pesados.

Palabras clave: desechos de perforacién, biorrecuperacion, actividad microbiolégica,
toxicidad.

The use of vermicompost to bioremediate soils mixed
with drill cuttings impregnated with heavy crude oil

Abstract

We evaluated the bioremediation of soil contaminated with oil-based drill cuttings impregnated with
heavy oil using vermicompost in different doses (8, 12, and 16 % w / w) as an organic conditioner.
Through a phytotoxicity test using Lactuca sativa seeds, changes in oil and grease content, basal
soil respiration, dehydrogenase activity, and the toxic potential of the soils bioremediated were
studied. After 120 days, the addition of vermicompost did not produce a significant decrease in the
content of oils and grease with respect to the control treatment (without vermicompost). The basal
soil respiration was higher at the beginning in all treatments with vermicompost and fertilizers, but
without differences between them. The dehydrogenase enzyme activity increased significantly at 60
days in treatments with 8%, 12%, and 16% of vermicompost. Lactuca sativa germination increased
at 120 days for all treatments and always was higher for control treatment than those with
vermicompost. These results suggest that vermicomposting does not increase the degradation of
hydrocarbons in soil contaminated drill cuttings impregnated with heavy oil.
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INTRODUCCION

Venezuela es uno de los principales paises productores de petréleo, y
en consecuencia genera grandes cantidades de ripios, que son rocas
trituradas e impregnadas con fluidos acuosos o aceitosos que se
producen durante la perforacion de los pozos petroleros. Los ripios
impregnados con aceite mineral y petréleo constituyen un pasivo
ambiental, y por esta razén se hace necesario el desarrollo de tecnologias
que permitan el tratamiento y disposicién segura de estos desechos.
Entre las tecnologias para el manejo de los ripios de perforacion se
encuentra el biotratamiento 6 biorremediacién, que consiste en la
aplicacion de procesos bioldgicos para transformar y reducir el potencial
toxico de compuestos que pueden impactar el ambiente (Gianfreda y
Rao, 2004). Durante el proceso de biorremediacion de compuestos
organicos, los microorganismos usan dichos compuestos como fuente de
carbono y energia, para producir biomasa celular, diéxido de carbono,
agua y otros derivados (Brook y col, 2001). La biorremediaciéon de
compuestos organicos en el suelo, como los hidrocarburos del petréleo,
ocurre naturalmente y es realizado por los microorganismos autoctonos.
Sin embargo, este proceso puede acelerarse si se adecuan las
condiciones del suelo, tales como, la disponibilidad de oxigeno, el
contenido de nutrimentos, la humedad, la temperatura, el pH y la
accesibilidad del hidrocarburo al ataque microbiano, factores todos que
afectan la capacidad metabélica de los microorganismos para realizar de
manera eficiente la degradacion del hidrocarburo (Brook y col., 2001,
Strauble y col., 2003).

Existen varias técnicas de biorremediacién, pero la bioestimulaciéon es
la técnica mas usada. En la bioestimulacion se fomenta la actividad de
los microorganismos autéctonos a través del uso de fertilizantes,
acondicionadores organicos (p.e. residuos vegetales, compost, etc), riego,
encalado, labranza y otros manejos (Liebeg y Cutright, 1999; Mathew y
col., 2006). Las experiencias nacionales e internacionales, sefialan que la
bioestimulacion es el método mas eficiente en la disminucién de las
fracciones biodegradables de crudos (saturados y aromaticos) u otros
desechos de la industria petrolera en el suelo (Infante, 2001).

En el presente trabajo se evalué el uso del humus de lombriz como
acondicionador organico en la biorremediaciéon de suelos contaminados
con ripios de perforacion base aceite mineral, e impregnados con crudo
pesado. La seleccion del humus de lombriz se debié a su alto contenido
de materia organica que puede mejorar las caracteristicas fisicas y
quimicas de los suelos contaminados, y en consecuencia promover la
actividad microbiana y la degradaciéon de los hidrocarburos (Hervas y
col., 1989; Alvarez-Bernal y col., 2006; Ferreras y col., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El suelo para el desarrollo de este estudio provino
del horizonte A de un Typic Paleustults, franco arenoso, fuertemente
acido y pobre en nutrientes (Tabla 1) de la localidad de Santa Barbara,
Estado Monagas, mientras que el ripio de perforacién utilizado fue uno
base aceite mineral densificado con barita, proveniente del pozo Amarilis
2, Formacion Carapita (Maturin, Edo. Monagas), obtenido a una
profundidad de 15.090 pies. Este ripio se impregné con crudo pesado
Merey de 13,3° API a un contenido de aceites y grasas de 14 %. Luego,
dicho ripio fue diluido con el suelo antes mencionado hasta obtener un
contenido de aceites y grasas de 6%, de los cuales 28% corresponden a
saturados, 26% a aromaticos, 42% a resinas y 4% a asfaltenos. Como
acondicionador organico para el proceso de biorremediacién se empled
humus de lombriz (HL) producido por la Cooperativa Jeric, San Antonio
de los Altos, Estado Miranda, y cuyas caracteristicas quimicas se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo de Santa Barbara (Edo. Monagas).

Arena Limo Arcilla Textura  Materia organica N total P disponible
(%) (%) (%) (%) (%) (ppm)
89 6 5 Franco 0,9 0,04 4

arenoso

Tabla 2. Contenido (%) de materia organica y nutrimentos en el humus de lombriz.

Materia Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio
organica total disponible intercambiable  intercambiable intercambiable
44,36 2,30 2,72 0,81 2,33 0,69

Tratamientos. Los tratamientos considerados fueron:

Ti: Un tratamiento control para evaluar la atenuacion natural,
constituido por el suelo contaminado, sin ningun tipo de fertilizaciéon ni
acondicionamiento con HL.

T2: Un tratamiento para evaluar la biorremediacion con fertilizaciéon
inorganica, sin acondicionamiento con HL. El tratamiento estuvo
constituido por el suelo contaminado y fertilizacién con N, P y K, en una
dosis de 0,60g de N:P:K (15:15:15) y 2,41 g de urea por cada 1,5 kg de
suelo contaminado. La cantidad de N y P agregada a este tratamiento
corresponde a las relaciones C:N = 60 y C:P = 783, muy similar a las
utilizadas en ensayos de biorremediaciéon de suelos venezolanos
contaminados con crudos (Infante y col., 2010).

Ts, Tay Ts: Tres tratamientos para evaluar la biorremediacion en el
suelo contaminado con HL (m/m) al 8% (Ts), 12% (T4) o 16% (Ts) y la
misma dosis de fertilizacién inorganica adicionada en Ta.
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Te, T7 y Ts: Tres controles abiéticos constituidos por el suelo
contaminado y HL al 8% (Ts), 12% (T7) o 16% (Ts), fertilizacion inorganica
y esterilizados en autoclave (lh y 1,5 atm) a los 0, 30, 60 y 90 dias, para
reducir la actividad microbiana.

Los ensayos fueron realizados en condiciones de umbraculo, con
temperaturas entre 22 y 26 °C. Cada tratamiento se desarrolld por
triplicado y las mezclas obtenidas fueron dispuestas en bandejas que
contenian 1,5 kg de las mismas. Los tratamientos se mantuvieron al
60% de la capacidad de campo del suelo y fueron aireados con un
rastrillo tres veces por semana. A los 0, 30, 60 y 120 dias de iniciado el
ensayo, se tomaron muestras de cada tratamiento para determinar el
contenido de aceites y grasas, la respiracion basal y la actividad de la
enzima deshidrogenasa. Las muestras de suelos obtenidas fueron
refrigeradas hasta realizar los analisis de laboratorio.

Los cambios en el contenido de hidrocarburos se determinaron a través
de los cambios en la concentraciéon de aceites y grasas segun el método
gravimétrico de la EPA 3540, utilizando como extractante diclorometano
(Deuel y Holliday, 1997). Para ello se emple6 un sistema de extracciéon
soxhlet en donde se recuper6 la mezcla diclorometano-aceites y grasas.
Posteriormente el extractante fue evaporado de la mezcla en un
rotaevaporador y la fraccion de aceites y grasas fue colectada en un balén de
destilacién, en donde fue cuantificado por diferencia de peso.

Como indicadores de la actividad microbiana se evaluaron Ila
respiracion basal y la actividad de la enzima deshidrogenasa (AED). Para
la respiracién basal se empled el método de la trampa de NaOH 0,2 N
(Alef y Nannipieri, 1998). E1 CO2 producido por el suelo durante este
tiempo y absorbido por el alcali, se calculd a través de la titulacion con
HCl 0,2N en presencia de fenolftaleina como indicador, previa
precipitacién del exceso de carbonatos con BaClz (0,5N). La actividad de
la enzima deshidrogenasa (AED) se determiné seguiin el método de Casida
y col. (1964). Este método se basa en la determinacién colorimétrica del
Trifenilformazan (TPF) que se produce después de incubar la muestra
fresca de suelo (1- 1,2 g) con una soluciéon acuosa de cloruro de
tetrazolio (TTC) a 37 °C durante 24 horas.

Para la evaluacion de los cambios en la toxicidad del suelo
contaminado, se realiz6 un ensayo de fitotoxicidad con semillas de
lechuga (Lactuca sativa) modificado del protocolo de USEPA (1996).
Como sustrato de germinacién se utilizaron 50 g de los suelos
provenientes de los diferentes tratamientos y sus respectivas réplicas,
tanto al inicio como al final del ensayo (120 dias). Las muestras fueron
puestas en capsulas de Petri de 90 mm de diametro y en cada una de
ellas se colocaron directamente 10 semillas de lechuga certificadas
(Lactuca sativa variedad Parris Island Cos), con un 90% de germinacién
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y humedecidas con 5 mL de agua destilada. Como control de la
germinacion se utilizé el mismo tipo de suelo, sin ninguna adiciéon de
ripio contaminado, fertilizacibn o humus de lombriz. Las muestras
fueron incubadas en la oscuridad a 22 °C durante 5 dias (120 horas).
Luego se contaron las semillas germinadas, considerando como criterio
de germinacién la aparicion de la radicula. Adicionalmente, se midi6 la
longitud de la radicula para cada una de las de las plantulas de lechuga.
Con esta informacién se estimé el indice de germinacién (IG), segun la
ecuacion propuesta por Hamdi y col. (2007):

~GxLr,
G - GoLr.

En donde:

IG = Indice de germinacién

Gt = Numero de semillas germinadas en el tratamiento

Lr:= Longitud promedio de la radicula en el tratamiento

Gc= Numero de semillas germinadas en el control de germinacion
(suelo limpio)

Lr= Longitud promedio de la radicula en el control

Analisis estadistico. Para determinar diferencias significativas entre
los tratamientos durante el tiempo de estudio se realizaron analisis de
varianza de una via y prueba a posteriori LSD, con un nivel de
significancia de 0,05. Adicionalmente, se realizé un analisis de correlaciéon
entre la actividad de la enzima deshidrogenasa y la respiraciéon basal, con
un nivel de significancia de 0,05. Para estos analisis se empled el paquete
estadistico STATISTICA 5.0 (Statsoft, 1995).

RESULTADOS

Contenido de aceites y grasas. A los 30 dias hubo una disminucién
significativa entre el 13 y 22% en el remanente de aceites y grasas en los
tratamientos de atenuaciéon natural (T1) y con adicién de humus de lombriz
(Ts, Tay Ts), mientras que a los 60 dias ocurre una disminucién del 8% con
el ensayo fertilizado con N:P:K y sin adiciéon del humus (T2) (Tabla 3).
Posteriormente, el remanente de aceites y grasas solo disminuy6 en los
suelos con HL al 8 y 12% sin esterilizar (T4 y Ts) y permanecié sin mostrar
variaciones significativas en el resto de los tratamientos. Los controles
abidticos Te y T7 no mostraron variaciones en los 120 dias de estudio
respecto al contenido inicial, excepto en Ts que fue del 9%
aproximadamente. Al final del ensayo, el tratamiento de atenuacién natural
(T1) reflejo un porcentaje de pérdida de aceites y grasas del 20%
aproximadamente, sin mostrar diferencias con los tratamientos con humus
de lombriz y sin esterilizar (Ts, T4 y Ts). Estos resultados indican que la
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aplicacion del humus de lombriz no procuré una mejora en la
degradacién del hidrocarburo.

Tabla 3. Remanente de aceites y grasas (%) a los 0, 30, 60 y 120 dias de ensayo.

Tratamiento Contenido remanente de aceites y grasas (%)
0 dia 30 dias 60 dias 120 dias
T1 10024 (0) 84, 68bA (4,88) 82,964 (0,32) 79,49b4B (5,61)
T 10024 (0) 92, 712bB (3,27) 92,14bBD (3,53) 86,42PAE (3,97)
Ts 10024 (0) 77,60pAC (1,85) 80,86bPA (2,16) 76,0908 (1,55)
Ta 10024 (0) 82,69bAC (1,65) 87,23b4B (4,11) 79,4148 (3,77)
Ts 10024 (0) 84,10pAC (5,17) 88,59p4B (5,68) 78,06¢B (4,52)
Te 10024 (0) 100,37aCE (2,70) 103,22a¢ (2,43) 95,90a.CD (2,19)
T7 10024 (0) 107,85bD (6,60) 96,902.CDE (6,71) 100,292a¢ (12,94)
Ts 10024 (0) 95,25ab.BE (8,30) 91,18bE (4,13) 91,42b.DE (7,83)

Los % aceites y grasas son el promedio de tres réplicas por tratamiento (n=3).

Valores entre paréntesis representan la desviacion estandar.

Letras minusculas iguales indican diferencias no significativas en el tiempo para un mismo tratamiento (filas).

Letras mayusculas iguales indican diferencias no significativas entre tratamientos para un mismo tiempo (columnas).

El tratamiento en donde se aplicé fertilizaciéon inorganica y sin HL (T2)
tampoco mostré diferencias significativas en el porcentaje de
degradacién de aceites y grasas a los 120 dias, con respecto al
tratamiento de atenuacién natural (T1), pero la disminuciéon en el
contenido de aceites y grasas fue significativamente menor en T2
respecto a los tratamientos Tz y Ts donde se aplicé el humus de lombriz.
Los controles abidticos (Tes, T7 y Ts) presentaron valores inferiores al 10%
de disminucién del contenido de aceites y grasas.

Respiracion basal. Al inicio, la respiracién basal en los tratamientos
fertilizados (T2 al Ts) fue significativamente mayor que en el tratamiento
de atenuacién natural (T1), aunque en este caso una mayor actividad
microbiana no se tradujo en una mayor disminucioén en el contenido de
aceites y grasas (Figura 1), ya que el tratamiento T1 mostré una tasa de
respiracion menor, pero tasas de pérdida de aceites y grasas similares a
los tratamientos fertilizados y sin esterilizacion (T2 al Ts). Adicionalmente,
se observo en los tratamientos fertilizados (T2 al Ts) una disminucion
progresiva en la respiraciéon basal entre el inicio y término del ensayo. En
los ensayos bajo esterilizacion (Te al Ts), se encontré que la respiraciéon
basal en algunos casos fue similar a los tratamientos de atenuacion
natural (Th) y fertilizacion sin esterilizacion (T2 al Ts). Ello indica que este
procedimiento no fue lo suficientemente efectivo para inhibir la actividad
microbiana, hecho bastante factible, ya que las bandejas, una vez
esterilizadas, se mantuvieron en condiciones de umbraculo no estériles,
y entre cada evento de esterilizacién, los microorganismos pudieron
colonizar la mezcla de suelos-ripios. Adicionalmente, pese a que la
esterilizacion en autoclave es una de las técnicas mas utilizadas para
evaluar la importancia de los microorganismos en la biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos, se ha encontrado que no es tan
efectiva para eliminar toda la microbiota del suelo (Wang y col., 2011).

158



Martinez-Borges y col.: Uso de humus de lombriz en biorremedacion de suelos

0,350
S 0300 r
bo
3 0,250 M
] )
BED O0dias
= 0,200 W 30dias
o —
_'E 0,150 D 6&0dias
[=
ig W 120dias
e 0,100 -
3
& 0,050 -

0,000 -

\,(\\ Qﬂb \.(";v\ \,\D\ 4(’)\ /\‘o\ ,(\\ Q‘b\
ST TN F & &
< oo oo ol x b X
< > o o " N N
&« & P oy o X
& o & Q’fb x'O’ x’\‘b
° < < < 3 &3
3 (_,R‘ (_;8‘

Tratamientos

Figura 1. Respiracion basal a los 0, 30, 60 y 120 dias de estudio.Las barras representan el
promedio (n=3) y la desviacion estandar de cada tratamiento durante el ensayo.
S. suelo, R. Ripio, F. Fertilizante, HL: Humus de lombriz, Est: Esterilizacion.

Actividad de la enzima deshidrogenasa. Los valores mas bajos de
AED se encontraron en los suelos esterilizados (Tes, T7 y Ts), lo que debia
esperarse, ya que la deshidrogenasa es una enzima intracelular asociada
a la actividad microbiolégica (Figura 2). Por el contrario, los valores mas
altos se registraron en los tratamientos en donde se adicion6 humus de
lombriz y sin esterilizar (Ts, T4 y Ts), siendo en Ts en donde se registr6 la
mayor actividad entre los 30 y 60 dias de iniciado el experimento.
Exceptuando el tratamiento de atenuacién natural (Ti1), el
comportamiento general observado es un incremento progresivo de la
AED hasta alcanzar un maximo entre los 30-60 dias y luego disminuy6 a
los 120 dias. Esta dinamica es muy similar a la observada para la
respiracion basal; de hecho, se encontré una correlacién significativa
entre estas dos variables (r=0,317304, p<0,0007).

Ensayo de fitotoxicidad. Se observé un aumento en el IG para todos
los tratamientos a los 120 dias respecto al inicio del ensayo (Figura 3).
Ello prueba que hay una disminuciéon en los efectos téxicos de los
compuestos presentes en la mezcla suelo-ripio impregnado con crudo
pesado, lo cual esta en concordancia con la reduccion en el contenido de
aceites y grasas (Tabla 3). Destaca la respuesta de los tratamientos bajo
esterilizacion, en donde a los 120 dias, el efecto téxico es mayor respecto
al resto de los tratamientos, en concordancia con el mayor contenido de
aceites y grasas. Por su parte, el tratamiento de atenuacién natural (T1),
mostro6 al final del ensayo el IG mas alto de todos los tratamientos, pese
a que no se adicioné humus de lombriz. Ello sugiere que la adicién de
humus de lombriz no redujo la toxicidad de la mezcla suelo desechos en
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relacién al proceso de atenuacion natural. Por el contrario, tanto al inicio
como al final del ensayo, el tratamiento T1 es el que procura los mas altos

IG y en consecuencia es

siempre el menos toxico. En lo que respecta a

cual tratamiento gener6 los indices de germinacién mas altos al finalizar el
ensayo, los resultados siguieron el orden T1 >T3=T5=T4 >T2 >Te=T7=Ts.

00 dias

m30dias

060 dias
m120 dias

Tratamientos

Figura 2. Actividad de la enzima deshidrogenasa (AED). Las barras representan el promedio y
la desviacién estandar (n=3) de cada tratamiento durante el ensayo.
S. suelo, R. Ripio, F. Fertilizante, HL: Humus de lombriz, Est: Esterilizacion
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Figura 3. Indice de germinacién (IG) al inicio (0 dias) y final (120 dias) del ensayo. Las barras
representan la desviacién estandar (n=3) del indice de germinacién en cada tratamiento.
Letras diferentes indican IG diferentes (LSD; p<0,05). S. suelo, R. Ripio, F. Fertilizante, HL: Humus

de lombriz, Est: Esterilizacion
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DISCUSION

Los hidrocarburos de petréleo son una mezcla compleja de
moléculas organicas que usualmente se clasifican en 4 fracciones:
saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (Atlas, 1981), siendo las
dos primeras las mas biodegradables, mientras que las fracciones de
resinas y asfaltenos son consideradas recalcitrantes por exhibir bajas
tasas de biodegradacién (Hervas, 1989; Leahy y Colwell, 1990). El suelo
contaminado utilizado en este ensayo, presenté un contenido de 28%
saturados y 26% aromaticos, lo que indicaria que al menos un 54% del
contenido inicial de aceites y grasas inicial podria ser biodegradado.
Los resultados muestran que luego de 120 dias, el contenido de aceites
y grasas disminuy6 entre un 15y 24%, lo que representa menos de la
mitad de la fraccién biodegradable presente en el suelo contaminado.
En esta reduccion, los microorganismos jugaron un papel importante,
tal como lo demostraron los ensayos en donde las mezclas fueron
esterilizados (Te, T7 y Ts), y en donde la reduccién en el contenido de
aceites y grasas fue muy baja (Te, T7) 0 no significativa (Ts) (Tabla 3).
De hecho, al observar las diferencias entre los tratamientos
esterilizados y no esterilizados con diferentes concentraciones de HL, la
contribucion porcentual de la actividad biolégica en la disminucion del
contenido de aceites y grasas fue 82,9% para el tratamiento con 8% de
HL, 100% para el tratamiento con 12% de HL y 60,8% para el
tratamiento con 16% de HL.

Los resultados obtenidos no mostraron evidencias suficientes para
soportar la hipétesis propuesta. Se esperaba que la adicion del humus
de lombriz mejorase las condiciones fisicas y quimicas del suelo
contaminado con ripio y crudo pesado, y en consecuencia aumentaria la
actividad microbiana y la biodegradacion del hidrocarburo. Esta
suposicién se basaba en que el HL podia mejorar la capacidad de
retencién de agua y procurar una fuente adicional de N y P, ademas de
la fertilizacion inorganica utilizada. No obstante, no se observaron
diferencias significativas a los 120 dias en el contenido de aceites y
grasas en los tratamientos con HL (T3, T4+ y Ts) y el de atenuacion natural
(T1), e incluso el tratamiento bajo atenuacion natural fue mas eficiente
en la remocion de aceites y grasas respecto al tratamiento bajo
fertilizacion inorganica (T2) a los 120 dias. A este respecto, debe tomarse
en cuenta que el N y P del fertilizante inorganico se encuentra en forma
soluble, mientras que en el caso del HL se encuentra principalmente en
forma organica y debe ser mineralizado por los microorganismos para ser
incorporado a las células. En relacion a esto, Arancon y col. (2006),
senalaron que la mayor parte de la materia organica del vermicompost es
muy estable; es decir, tiene muy baja susceptibilidad a la degradacion
microbiana, y en consecuencia los aportes de N y P por mineralizaciéon
son muy bajos. Se descartan los efectos téxicos sobre la actividad
microbiana por una eventual adicion excesiva de N y P, ya que la
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respiracion basal y la actividad de la enzima deshidrogenasa no
mostraron diferencias significativas entre el tratamiento control sin
fertilizacion (T1) y el resto de los tratamientos con fertilizantes (T2-Ts).

Otra posible explicaciébn para entender la ausencia de cambios
significativos en el contenido de aceites y grasas y la actividad
microbiana entre los suelos con y sin humus de lombriz, son los cambios
en las caracteristicas quimicas de las mezclas suelo-desecho. A este
respecto, Martinez-Borges (2007) encontré diferencias significativas en la
conductividad eléctrica y el contenido de cloruro de los suelos con HL
respecto a los que no tenian incorporado este material. El incremento de
la conductividad eléctrica fue de 3,2-3,5 mS cm-! en suelo sin HL (T1) a
6,2 a 9,0 mS cm-!. Esta mayor conductividad eléctrica y de contenido
de cloruros en presencia de HL, sugiere que el HL facilita la desorcién
de iones, creando condiciones osmoéticas desfavorables para el
desarrollo de los microorganismos. Los efectos toxicos no se
circunscriben solo a los microorganismos, sino también en las plantas,
tal como demostraron los ensayos de toxicidad en lechuga y en donde
los IG estimados para los tratamientos sin HL fueron menos téxicos
que aquellos que lo contenian (Figura 3).

La mayor tasa de respiracién en los tratamientos con fertilizacion
inorganica confirma que el suministro de nutrimentos, mejora las
relaciones C/N y C/P y favorece la actividad microbiana (Atlas, 1981;
Infante y Vasquez, 1999; Liebeg y Cutright, 1999), pero como se ha
mencionado, en este caso no se traduce en una mayor degradacion de
los hidrocarburos, ya que el tratamiento T:i mostré6 una tasa de
respiracion menor, pero tasas de pérdida de aceites y grasas similares a
los tratamientos fertilizados y sin esterilizaciéon (T2 al Ts). En lo que
respecta a la dinamica temporal de la respiracién basal, el
comportamiento observado es el mas comun, en donde las tasas iniciales
de emision de CO2 son mas altas y decrecen progresivamente en el
tiempo. Margesin y col. (2000) y Marin y col. (2005), senalaron que la
actividad microbiana medida como tasa de respiracion o producciéon de
CO2, aumenta al inicio con la incorporacién del hidrocarburo en el suelo,
y esta va decayendo a medida que la fraccién labil del hidrocarburo va
siendo degradada, quedando las fracciones mas recalcitrantes y en
consecuencia menos biodisponibles para los microorganismos.

Exceptuando el tratamiento de atenuacién natural (T1), la conducta
general observada es un incremento progresivo de la AED hasta
alcanzar un maximo entre los 30-60 dias y luego decae a los 120 dias.
Esto coincide con otros reportes en donde se ha observado un
incremento inicial debido a la estimulacién microbiana ante la fuente
de carbono que constituye el hidrocarburo y luego una disminucion en
el tiempo, a medida que dichos compuestos van siendo degradados
(Margesin y col.,, 2000; Marin y col.,, 2005). Garcia y col. (1997),
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encontraron una correlacién positiva entre la AED y la respiracion
basal del suelo (r=0,8573 y p=0,00001) confirmando que la AED puede
ser usado como marcador de la actividad microbiana del suelo y de la
intensidad de su degradacién.

El indice de germinacién (IG) es un parametro que tiene la ventaja de
que permite evaluar niveles bajos de toxicidad que afectan el crecimiento
de la raiz, asi como niveles altos de toxicidad que afectan la germinacion
de la semilla, ambos dentro de una misma expresiéon (Celis y col., 2006).
Entre los efectos negativos que ejercen los hidrocarburos sobre la
germinacién, es que actian como una barrera hidrofébica alrededor de
la semilla que bloquea o reduce el flujo de agua y oxigeno a la misma e
impide la germinacién (Molina-Barahona y col.,, 2004; Mathew y col.,
2006). En este sentido, algunas moléculas de compuestos aromaticos
pueden entrar en la semilla e inhibir el desarrollo del embrién (Marin y
col.,, 2005; Molina-Barahona y col.,, 2005; Merkl y col, 2006). Los
resultados indicaron que luego de 120 dias hubo una disminucién en los
efectos toxicos de los compuestos presentes en los suelos contaminados,
lo cual esta en concordancia con la reduccién en el contenido de aceites
y grasas (Tabla 3) y del contenido de saturados y aromaticos en estos
tratamientos (Martinez-Borges, 2007).

El tratamiento de atenuacién natural (T1) fue el tratamiento con el
mas alto IG tanto al inicio como al final del ensayo, hecho que refuerza la
poca utilidad del humus de lombriz para biorrecuperar este tipo de
desechos. El mayor IG que se observa al término del ensayo en los
tratamientos con HL sin esterilizacion (T3, T4 y Ts) respecto al
tratamiento con fertilizacion (T2) puede ser atribuido al mayor contenido
de aceites y grasas de éste ultimo y en consecuencia mayor potencial
téxico. Adicionalmente, al agregar ripio impregnado con crudo pesado en
el suelo, se puede mejorar la estructura del mismo debido al incremento
en la agregacion y en la retencién de humedad del suelo, favoreciendo
asi la germinacion y crecimiento de la vegetaciéon (Merkl y col., 2006).
Este resultado puede ser util para la revegetacién de areas impactadas
por disposicién de ripios impregnados con crudos pesados, e indica que
si bien el humus de lombriz no mejora la descontaminacion de suelos en
relacion al proceso de atenuaciéon natural, es una mejor opcién que el
uso de fertilizantes inorganicos para reducir el efecto toxico de los
hidrocarburos sobre las plantas.

CONCLUSIONES

El uso de humus de lombriz en las concentraciones de 8, 12 y 16%
no mejord la biorremediacién de ripios de perforacion impregnados con
aceite mineral y crudo pesado, respecto al proceso de atenuacién natural
y la biorremediaciéon con el uso de fertilizante inorganico. Las mezclas

163



ACTA BIOLOGICA VENEZUELICA VOL. 34 (2)

suelo-desecho con humus de lombriz mostraron ser mas téxicas que
aquellas que no lo contienen y ello pudiera explicar la ausencia de una
mejora significativa en la tasa de degradacién de hidrocarburo de
petroleos en presencia del humus de lombriz.
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