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RESUMEN

La contaminacion del suelo por petroleo es un problema ambiental y la fitorremediacion
ha probado ser una técnica promisoria para recuperar estos suelos. No obstante, la selec-
cion de especies para ser usadas en la fitorremediacion es clave para obtener resultados
satisfactorios. En el presente trabajo se estudid la capacidad del pasto Megathyrsus
maximus para fitorremediar un suelo contaminado con petroleo extra pesado, a través
de los cambios durante 120 dias en el contenido de hidrocarburos totales de petroleo
y de indicadores de la actividad microbioldgica en el suelo (actividad de la enzima
deshidrogenasa, biomasa del carbono microbiano y respiracion basal), los cuales fueron
evaluados en dos tratamientos, uno en suelos contaminados en donde se trasplantod
Megathyrsus maximus y otro en suelos contaminado sin la planta. Las diferencias en-
tre tratamientos fueron pequefias pero significativas. Los resultados mostraron que en
120 dias el contenido de hidrocarburos se redujo en un 17.1 %, en el tratamiento con
M. maximus y en 9.8 % en el tratamiento sin plantas. Las fracciones de los hidrocar-
buros que disminuyeron fueron las de aromaticos y saturados para el tratamiento con
M. maximus y la de aromaticos para el tratamiento sin plantas. El tratamiento con pastos
mostr6 cambios en el tiempo para todos los indicadores bioquimicos y microbioldgicos
evaluados, mientras que el tratamiento sin pastos s6lo para la actividad de la enzima
deshidrogenasa y el coeficiente metabdlico. La actividad microbiana fue siempre mayor
o similar en el tratamiento con plantas, probablemente por la presencia de una rizosfera
que favorece dicha actividad.
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ABSTRACT

Soil contamination by petroleum is an environmental problem and phytoremediation has
proved to be a promising method for treating such soils. However, selection of species
for use in phytoremediation is a key factor for its successful application. The aim of
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this study was to investigate the phytoremediation potential of the grass Megathyrsus
maximus in heavy crude-oil contaminated soils. Temporal changes on total hydrocarbons
and soil microbiological activity (enzyme activity of dehydrogenase, microbial biomass
carbon and basal respiration) were evaluated in two treatments of oil contaminated soil,
planted and unplanted with M maximus, over a 120-day period. Differences between
both treatments were small but significant. Hydrocarbon concentration was reduced
17.1 % in planted soils and 9.8 % in unplanted treatments. Both saturated and aromatic
hydrocarbon fractions were reduced in planted treatments but aromatics was the only
fraction reduced in unplanted treatment. Biochemical and microbiological indicators
varied temporally in the planted treatment but the unplanted treatment only showed
differences for dehydrogenase enzyme activity and the metabolic coefficient. Microbial
activity was always higher or similar in the planted treatment compared to the unplanted

one, probably as a result of the rhizosphere favoring this activity.

INTRODUCCION

La contaminacion de los suelos por derrames o
disposicion inadecuada de petréleo es un problema
ambiental mundial, particularmente la contaminacion
producida por el petroleo pesado y extra pesado, que
aunque son menos toxicos que los petrdleos livianos
y medianos, su remediacion es mas dificil y costo-
sa (Infante y Morales 2012). Adicionalmente, ain
cuando la toxicidad de los petréleos pesados y extra
pesados suele ser menor, existe un efecto fisico sobre
las propiedades del suelo, como es la disminucion de
la capacidad de campo e incremento de la repelencia
al agua, entre otras propiedades, que merman su
fertilidad (Adams et al. 2008). Cabe destacar que el
bitumen y los hidrocarburos pesados constituyen las
mayores reservas de petroleo del mundo (Head et al.
2014), hecho que justifica la investigacion sobre la
rehabilitacion de suelos contaminados por este tipo
de hidrocarburos.

Dentro de las técnicas para la descontaminacion
de suelos, la fitorremediacion resulta atractiva por
su bajo costo, por mejorar las condiciones del suelo,
por ser estéticamente agradable y ambientalmente
amigable (Pilon 2005, Yavari et al. 2015). La fitorre-
mediacion se fundamenta en el uso de plantas y su
microbiota asociada para remover, retener o reducir
los contaminantes presentes en el ambiente y puede
operar mediante diversos mecanismos que involucran
distintas partes de las plantas (Chavez-Maldonado
et al. 2010, Khan et al. 2013). Entre los mecanismos
asociados a la fitorremediacion se pueden mencionar
a la fitoextraccion, la fitoestabilizacion, la fitovola-
tilizacion y la rizodegradacion, siendo esta tltima
reconocida como la principal responsable de la dis-
minucion de hidrocarburos de petrdleo en el suelo
(Yavari et al. 2015). La rizodegradacion se basa en
el fomento de la actividad microbiana asociada a la

rizésfera para degradar los compuestos carbonados
que se encuentran en ella. Cabe destacar que los
exudados de las raices contienen aminoacidos, acidos
organicos, carbohidratos, factores de crecimiento
y proteinas solubles que incrementan la actividad
microbiana en la rizésfera (Miya y Firestone 2001).

La contribucion de las plantas y los microor-
ganismos en la fitorremediacion de suelos conta-
minados con petrdleo, puede ser evaluada a través
de indicadores de la actividad microbioldgica del
suelo, como son la respiracion basal, la actividad de
la enzima deshidrogenasa y la biomasa del carbono
microbiano, ya que estos indicadores estan rela-
cionados con el aprovechamiento, por parte de los
microorganismos, de los compuestos de carbono en
el suelo bajo condiciones aerobicas (Mager y Her-
nandez-Valencia 2013). Se parte de la premisa que
la adicion de hidrocarburos al suelo incrementard la
actividad microbiana al contar los microorganismos
con una fuente de carbono y energia en el petroleo.
Adicionalmente, la actividad microbiana, asi como la
degradacion de hidrocarburos, sera aun mayor en los
suelos con plantas por la presencia de una rizosfera
que estimula esta actividad.

Con base en lo expuesto, en este estudio se
evaluaron los cambios producidos en la actividad
microbiana durante la fitorremediacion con el pasto
Megathyrsus maximus de un suelo contaminado con
petroleo extra pesado de 9 © de acuerdo con la cla-
sificacion del American Petroleum Institutue (API).
Esta especie fue seleccionada ya que esta adaptada
a ambientes tropicales, presenta rapido crecimiento,
sus requerimientos agronémicos son ampliamente co-
nocidos, sus semillas se consiguen facilmente en los
comercios agricolas y es muy frecuente en habitats
perturbados. Por otra parte, su potencial para fitorre-
mediar suelos contaminados con petrdleo liviano ha
sido probado (Mager y Herndndez-Valencia 2013).
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio experimental y preparacion de muestras

El suelo usado en los ensayos fue obtenido del
horizonte A de un haplustox tipico, franco arenoso,
fuertemente 4cido y pobre en nutrimentos (Hernan-
dez-Valencia y Mager 2003), proveniente de la loca-
lidad de El Sombrero, estado Guarico, Venezuela. Por
su parte, el petroleo utilizado present6 una gravedad
especifica de 9° API, por lo cual se le clasifica como
extra pesado. Como planta con potencial fitorreme-
diador se uso al pasto Megathyrsus maximus (Jacq.)
B. K. Simon y S. W. L. Jacobs (guinea, gamelote),
una graminea perenne, de rapido crecimiento, in-
troducida de Africa, pero de amplia distribucion en
Venezuela. Se utilizaron plantas con alturas entre
25-30 cm, obtenidas a partir de la germinacion de
semillas certificadas en suelos no contaminados.

Se establecieron dos tratamientos en condi-
ciones de invernadero: a) suelo contaminado con
50.0 mg/g de petrdleo extra pesado y con el pasto
(CP), b) suelo contaminado con 50.0 mg/g de petroleo
extra pesado sin el pasto (SP). El suelo contaminado
fue una mezcla preparada con 85 % de suelo, 5 %
de petroleo extra pesado y 10 % de cascara de arroz
(m/m) como agente estructurante, con mayor capa-
cidad de retencion de agua, y de mejorar la actividad
microbiana (Infante et al. 2012). Una cantidad de 2.5
kg de la mezcla de suelo, petroleo y cascara de arroz
fue colocada en envases cilindricos de policloruro de
vinilo (PVC) de 30 cm de alto y 10 cm de diametro.
En el tratamiento con el pasto se sembrd un indi-
viduo de M. maximus por envase. Las condiciones
microclimaticas promedio del invernadero durante
el ensayo fueron 23.2 °C de temperatura, 450 pE/s
de radiacion y 85 % de humedad relativa. Para cada
tratamiento se establecieron cinco réplicas y la du-
racion del experimento fue de 120 dias.

Todos los tratamientos fueron fertilizados con
N:P:K: (15:15:15) y sulfato de amonio, en una re-
lacion C:N:P de 100:2:0.2, similar a la utilizada por
Hutchinson et al. (2001). El fertilizante se incorporo
un 50 % (1.772 g de N:P:K y 4.264 g de sulfato de
amonio por envase) al inicio del ensayo, y el restante
50 % fue repartido equitativamente a los 30 y 60 dias
siguientes. Los envases fueron regados cada 5 d con
agua del servicio doméstico, manteniendo el suelo
a 50 % de su capacidad de campo. La capacidad
de campo fue estimada por triplicado en una masa
de suelo previamente contaminada con el petréleo
extra pesado a la concentracion de 50 mg/g, al cual
se agreg6 agua hasta su saturacion. Luego el suelo
fue cubierto con un manto plastico para reducir las

pérdidas de agua por evaporacidon y posteriormente
se dejo drenar el excedente de agua durante 72 h. El
agua retenida o capacidad de campo se estimo como
la diferencia de masa entre el suelo himedo luego de
72 hy el suelo seco, después de ser secado por 48 h
a 105 °C en una estufa (Anderson e Ingram 1992).

Determinacion de hidrocarburos del petréleo y
sus fracciones

Se colectaron muestras de los suelos de ambos
tratamientos a los 0, 15, 30, 60 y 120 d de iniciado
el ensayo para realizar determinaciones del conte-
nido de hidrocarburos por el método EPA 3540C
(USEPA 1996), empleando como agente extractante
diclorometano. Adicionalmente, a los extractos de
hidrocarburos obtenidos al inicio y al final del ensayo
de cada tratamiento se les hizo un fraccionamiento
para determinar las variaciones en el contenido de
saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA),
de acuerdo con el método 5520 (APHA 1998),
procedimiento que se basa en la separacion de las
diferentes fracciones del petroleo a través de técnicas
de precipitacion y adsorcion, segun la solubilidad y
polaridad de dichas fracciones.

Determinacion de indicadores de la actividad
microbiologica en el suelo

Para las muestras de suelos obtenidas en cada
muestreo se determind la actividad de la enzima
deshidrogenasa (ADH), el carbono de la biomasa
microbiana (Cmic) y la respiracion basal (RB). La
actividad de la enzima deshidrogenasa se determind
seguin el método de Casida et al. (1964), el cual se
basa en la reduccion del cloruro de trifenil tetrazolio
(TTC) por la accion de dicha enzima a trifenil for-
mazan (TPF), lo que origina un precipitado de color
rojo soluble en metanol. Se emplearon 1.5 g suelo en
peso fresco que se colocaron en tubos de ensayo con
0.25 mL de TTC al 3 %, 0.05 g de CaCO3y 2.5 mL
de agua destilada. Las muestras se incubaron por 24 h
a 37 °C y posteriormente se afiadieron 2.5 mL de
CH;OH. Finalmente la muestra se filtré y se midid
la absorbancia a 485 nm. Los patrones fueron pre-
parados a partir de una solucion estandar de TPF de
Img/L.

Para la determinacién del Cmic se empled el
método de fumigacidén-extraccion segun Vance et al.
(1987) que estima este indicador como el contenido
de carbono soluble en una solucion de K,SO,4 0.5 M.
Para ello se utilizaron muestras de 5 g de suelo a
50 % de su capacidad de campo, por sextuplicado
para cada serie de tiempo. Tres réplicas se fumigaron
con cloroformo libre de etanol en una cdmara de vacio
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por 24 h con el fin de provocar la muerte de las células
microbianas, mientras que las tres réplicas restantes
no fueron fumigadas. El carbono de las muestras
fumigadas y no fumigadas se extrajo con 40 mL de
K,SO4 0.5 M agitando durante 1 h. Posteriormente
se tomaron 8 mL del extracto y se afladieron 15 mL
de una mezcla 4cida (2/3 partes de H,SO4 y 1/3 de
H3P04), 2 mL de K,Cr,0O7 66.7 mMy 70 mg de HgO.
La mezcla se coloco a digestion durante 30 min a
150 °Cy luego se valor6 con sulfato amonico ferroso
33 mM empleando como indicador 1.10 fenantrolina-
ferrosa 25 mM. La cantidad de carbono de la biomasa
microbiana se determind mediante la formula:

Cmic = (C orgénico fumigado —
C orgénico no fumigado)/Ke.

Donde K. = 0.38, es una constante de recupera-
cion calculada a partir de la correlacion de los resul-
tados obtenidos en doce suelos diferentes en donde
se utilizo este método (Vance et al. 1987).

La respiracion basal o CO, liberado por los mi-
croorganismos fue estimado por el método de Alef'y
Nannipieri (1995). Para cada tiempo se utilizaron 25 g
de suelo al 50 % de capacidad de campo y se colocaron
en envases de plastico con 50 mL de capacidad. En
envases similares se colocaron 10 mL de NaOH 0.5
M como solucién que absorbe el CO, emitido por los
microorganismos. Ambos envases se colocaron dentro
de un recipiente de vidrio herméticamente cerrado
y fueron incubados en la oscuridad a 23 °C durante
48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se anadio
a cada envase 1 mL de BaCl, 0.5 M para precipitar
como carbonato al CO, fijado y el NaOH restante se
valor6 con HC1 0.5 M, utilizando como indicador fe-
nolftaleina al 1%, disuelto en CH3COH. Con los datos
de respiracion basal y Cmic se calculd el coeficiente
metabolico (qCO, =RB/Cmic), que es una medida de
la eficiencia con la cual los microorganismos utilizan
el carbono disponible para la biosintesis (Marin et al.
2005).

Los resultados de los indicadores antes mencio-
nados fueron expresados con base en el peso seco,
luego de secar triplicados de las muestras de suelo
en una estufa a 105 °C por 48 h y pesadas en una
balanza de 0.01 g de precision.

Analisis estadisticos

Las medias de los tratamientos de los diferentes
parametros evaluados fueron comparadas a través
de un andlisis de varianza de dos vias y la prueba a
posteriori de la minima diferencia significativa (LSD,
por sus siglas en inglés) de Fisher con un nivel de

significancia del 0.05. También se realizaron pruebas
de correlacion lineal de las variaciones en el tiempo
entre el contenido de hidrocarburos, respiracion basal,
Cmic, coeficiente metabdlico y actividad de la enzima
deshidrogenasa. Para todas las pruebas estadisticas se
uso el programa Statistica 8.0 (Statsoft 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido total y fraccionamiento de los hidro-
carburos en el suelo

La figura 1 muestra los cambios en el contenido
de hidrocarburos en el tiempo. Se debe mencionar
que este método permite determinar tanto los hidro-
carburos de tipo mineral, como vegetal y animal. Sin
embargo, en vista de que analisis previos mostraron
que el contenido de aceites y grasas en suelos no
contaminados fue inferior a 5 mg/g, se desestimo la
contribuciodn de la fraccion vegetal y animal, por lo
que en consecuencia nos referiremos a los aceites y
grasas extraidos en este estudio como a hidrocarburos
del petroéleo.

Destaca que la recuperacion del petroleo del suelo
no fue total; es decir, de la mezcla originalmente
preparada de 50.0 mg/g de petroleo extra pesado, se
obtuvo una concentracion inicial de hidrocarburos del
37.5 mg/g, lo que implica una recuperacion del 75 %
aproximadamente. Este porcentaje de recuperacion
es similar a otros reportes en la literatura (Infante et
al. 2012, Mager y Herndndez Valencia 2013), y se
asocia con que el extractante no logra la desadsorcion
completa del petroleo por las interacciones con los
componentes de mayor polaridad con la matriz del

40

—=—CP

25 1

20

Concentracion de hidrocarburos (mg/g)

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (d)

Fig. 1. Variacion en el tiempo del contenido de hidrocarburos

de petroleo. Letras minusculas iguales indican que no

hay diferencias para un mismo tratamiento en diferentes

tiempos. Letras mayusculas iguales indican que no hay

diferencias entre tratamientos para un mismo tiempo.
Las barras corresponden a la desviacion estandar (n=5)
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suelo y por la volatilizacién hidrocarburos de bajo
peso molecular (Infante et al. 2012, Coérdova et al.
2013). Con base en ello, se usé para los célculos de
disminucién de la concentracion de hidrocarburos
en el tiempo, un valor inicial de 37.5 mg/g y no de
50.0 mg/g

Durante los 120 dias del ensayo, el valor inicial de
37.5 mg/g de hidrocarburos disminuy6 a 33.8 mg/g
en SP y 31.1 mg/g en CP, siendo estadisticamente
diferentes entre si s6lo a los 120 d (Fig.1). La mayor
disminucién del contenido de hidrocarburos en los
primeros 15 d para ambos tratamientos se relaciona
con la rapida degradacion de los componentes mas
labiles, como son los saturados y los aromaticos, las
fracciones mas biodegradables, pero también mas
toxicas respecto a las resinas y asfaltenos (Ehrmann
etal. 2009, Infante y Morales 2012). Posteriormente,
a partir de los 15 d y hasta el término del ensayo, el
tratamiento SP no evidenci6 una reduccion signifi-
cativa en el contenido de hidrocarburos.

La dinamica en el tiempo del contenido de hidro-
carburos en el suelo para ambos tratamientos se ajustd
a una curva exponencial negativa del tipo:

Pt =Po e (1)

en donde Po y Pt es la masa inicial y remanente
de hidrocarburos respectivamente, t es el tiempo
transcurrido y k la constante de pérdida (Mager y
Hernandez Valencia 2013). La ecuaciéon anterior
puede ser expresada también como:

In (Pt/Po) = -kt )

Cuando los datos se ajustan al modelo, descri-
ben una recta cuya pendiente (k) es la constante de
pérdida de los hidrocarburos. Una ventaja del ajuste
de los datos a este modelo, es que permite calcular
también el tiempo de vida media (0.693/k), asi como
la tasa de recambio o el tiempo requerido para que se
degrade el 99 % (4.605/k) del contenido original de
hidrocarburos (Mager y Herndndez Valencia 2013).

So6lo los datos de la variacion en el tiempo en el
contenido de hidrocarburos en CP se ajustaron al
modelo exponencial negativo (r = -0.88, p = 0.05,
n=15). La constante de degradacion (k) fue de -0.46,
lo que permite estimar que bajo las condiciones de
este tratamiento, la vida media y la tasa de recambio
del petroleo utilizado son de 1.5 y 10.7 afios respec-
tivamente. La baja tasa de biodegradacion de este
tipo de petroleo se confirma cuando se contrasta con
los resultados obtenidos por Mager y Hernandez-
Valencia (2013), quienes encontraron para la misma

especie y suelos contaminados a 30.0 mg/g con un
petroleo mas liviano, de 27.2° API, que el tiempo de
vida media y la tasa de recambio fueron de 0.5 y 3.1
afos respectivamente. Evidentemente, las diferencias
de estos resultados con los de nuestra investigacion
podrian justificarse por el hecho de que usamos
un petroleo extra pesado, con mayor contenido de
compuestos resistentes a la biodegradacion, como
resinas y asfaltenos, ademas en una concentracion
inicial en el suelo mas alta, y en consecuencia un
potencial mas téxico.

Respecto al uso de M. maximus en la recuperacion
de suelos contaminados con petréleo extra pesado,
pese a que se encontraron diferencias significativas
en los tratamientos con pastos a los 120 d, estas
no fueron muy grandes respecto al tratamiento sin
plantas, hecho que indica que en este caso el uso de
fitorremediacion no es tan eficiente, y en consecuen-
cia pudieran proveer mejores resultados otras técnicas
bioldgicas como la biorremediaciéon con técnicas
agricolas (landfarming, en inglés) y el compostaje
(Infante et al. 2010a) e incluso en otras basadas en
procesos fisicos o quimicos (incineracion, lavado, uso
de surfactantes) (Yavari et al. 2015). Sin embargo,
el uso de uso de M. maximus puede ser ventajoso si
se implementa luego de usar estas técnicas, ya que
el establecimiento de plantas con fines de fitorreme-
diacién mejora la calidad del suelo al aportar materia
organica y fomentar la actividad biologica, ademas
de remover compuestos contaminantes remanentes,
proteger al suelo contra la erosion y procurar desde el
punto de vista estético un entorno mas agradable. Es-
tos aspectos requieren mayores estudios en el futuro.

Dentro de las fracciones que componen los hidro-
carburos extra pesados, las fracciones de saturados
y aromaticos para CP y s6lo la de aromaticos para
SP disminuyeron a los 120 d (Fig. 2). Las resinas y
los asfaltenos no mostraron cambios significativos,
lo cual se asocia a su reconocida baja biodegradabi-
lidad (Moubasher et al. 2015). Se debe destacar que
los aromaticos forman parte de las fracciones mas
toxicas del petrdleo (Ptaza et al. 2005). Por lo que
su disminucion es beneficiosa para el suelo y el am-
biente en general. Dentro de la gama de compuestos
aromaticos se encuentran los denominados hidrocar-
buros aromaticos policiclicos, siendo algunos de ellos
cancerigenos (Rengarajan et al. 2015).

Respiracion basal, actividad de la enzima deshi-
drogenasa y carbono de la biomasa microbiana
Alos 0, 15, 30, 60 y 120 d no se registraron di-
ferencias significativas en la respiracion basal entre
los tratamientos con y sin plantas (Fig. 3) y ello se
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Fraccion de hidrocarburos

Fig. 2. Concentraciones iniciales y finales de las fracciones de
aromaticos, saturados, resinas y asfaltenos en suelos con-
taminados con petroleo extra pesado. Letras mintisculas
iguales indican que no hay diferencias para una fraccion
en los diferentes tiempos. Las barras corresponden a la
desviacion estandar (n = 5)

70

Respiracion basal (mgCO,/kg/d)
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Tiempo (d)

Fig. 3. Variaciones de la respiracion basal. Letras minusculas
iguales indican que no hay diferencias para un mismo
tratamiento en diferentes tiempos. Letras mayusculas
iguales indican que no hay diferencias entre tratamien-

tos para un mismo tiempo. Las barras corresponden a la
desviacion estandar (n = 5)

asocia a la alta variabilidad de los datos. Resultados
similares fueron obtenidos por Besalatpour et al.
(2010), donde la presencia de Carthamus tinctorius,
en suelos contaminados con 43.0 mg/g de petréleo
no incrementd la produccion de CO,, aunque si lo
hizo en presencia de Agropyron smithii, Festuca
arundinacea y Helianthus annus.

En CP la respiracion basal fue mayor a los 15 d
respecto a los 120 d. Lo que sugiere que la actividad
de los microorganismos se ve inicialmente favorecida
por la presencia de raices, sus exudados y el carbono
proveniente de los hidrocarburos. Posteriormente
tiende a disminuir en la medida que lo hacen los
hidrocarburos, especialmente aquellas fracciones
biodegradables, hecho ya reportado por otros auto-
res en diferentes suelos y tipos de hidrocarburos sin

plantas (Infante et al. 2010b, Riveroll-Larios et al.
2015). En el caso de SP no se encontraron cambios
significativos en la respiracion basal a los 0, 15, 30,
60y 120 d.

El contenido de carbono de la biomasa microbiana
no mostrd diferencias entre tratamientos los primeros
30 d. Posteriormente, en CP acus6 un incremento a
los 60 y 120 d, pero so6lo a los 60 d, el carbono de la
biomasa microbiana fue superior al registro de SP.
Por otra parte, SP se mantuvo sin cambios significati-
vos durante el desarrollo de los experimentos (Fig. 4).

Los resultados del coeficiente metabolico
(qCO,) indican que al inicio los microorganismos
presentaron la mayor tasa de emision de CO, por
masa de C microbiano y posteriormente esta dis-
minuye en el tiempo (Fig. 5). En los primeros 30
d no se registraron diferencias en el qCO, de am-
bos tratamientos. Entre los dias 60 y 120 el qCO,
fue menor en el tratamiento con plantas, lo que
pudiera indicar una condicion ambiental menos
estresante, ligada a la disminucion del contenido
de hidrocarburos y de los compuestos mas toxicos
como los aromaticos y los saturados (Figs. 1y 2).
Hecho que reduce los requerimientos energéticos y
de carbono para la sobrevivencia y crecimiento de
la biomasa microbiana (Caravaca y Roldan 2003).

700 -

—e—cP
600 - T

C microbiano (ugC/g)

Tiempo (d)

Fig. 4. Variaciones del carbono (C) microbiano. Letras mintiscu-
las iguales indican que no hay diferencias para un mismo
tratamiento en diferentes tiempos. Letras mayusculas
iguales indican que no hay diferencias entre tratamientos
para un mismo tiempo. Las barras corresponden a la
desviacion estandar (n = 5)

La actividad de la enzima deshidrogenasa (ADH)
mostré un pico para CP y SP a los 30 d (Fig. 6).
Sin embargo so6lo se encontraron diferencias signi-
ficativas entre tratamientos a los 15 y 60 d, siendo
mayor la ADH en CP. El incremento de la ADH los
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Fig. 5. Variaciones del coeficiente metabdlico (qCO,). Letras
minusculas iguales indican que no hay diferencias para
un mismo tratamiento en diferentes tiempos. Letras
mayusculas iguales indican que no hay diferencias entre
tratamientos para un mismo tiempo. Las barras corres-
ponden a la desviacion estandar (n = 5)
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Fig. 6. Variaciones en la actividad de la enzima deshidrogenasa.
Letras mintsculas iguales indican que no hay diferencias
para un mismo tratamiento en diferentes tiempos. Letras
mayusculas iguales indican que no hay diferencias entre
tratamientos para un mismo tiempo. Las barras corres-
ponden a la desviacion estandar (n = 5). TPF = Trifenil
formazan

primeros 30 d se asocia al aprovechamiento del carbo-
no del petroleo, especialmente aquellas fracciones mas
biodegradables como los aromaticos y los saturados.
Posteriormente, a partir del dia 60, con la reduccion
de las fracciones mas biodegradables y la persistencia
de las formas mas recalcitrantes de los hidrocarburos,
disminuyo la actividad de la enzima deshidrogenasa.
Mager y Hernandez Valencia (2013), sefialan un
comportamiento similar para la misma especie, pero
en suelos contaminados con petrdleo liviano.

Las correlaciones lineales entre los diferentes
parametros evaluados s6lo fueron significativas y de
manera inversa entre el contenido de hidrocarburos
y el Cmic (r* = -0.66) y de manera directa entre el
contenido de hidrocarburos y el qCO, (r* = 0.97). Ello
sugiere que: a) la biomasa microbiana incrementa
a expensas de la degradacion del petrdleo y even-
tualmente de la disminucion de las fracciones mas
toxicas como los saturados y los aromaticos (Fig. 2) y
b) con la reduccion del contenido de hidrocarburos
y de los compuestos mas toxicos, el ambiente del
suelo es menos estresante para los microorganismos,
y con ello los requerimientos de mantenimiento de la
biomasa microbiana, lo que se traduce en una menor
respiracion por biomasa de microorganismos (Marin
et al 2005).

Los resultados obtenidos muestran que M. maxi-
mus favorece la reduccion del contenido de hidrocar-
buros en el suelo en comparacién con el tratamiento
sin plantas. No obstante, las diferencias son visibles
a partir de los 120 d. En lapsos de tiempo menores,
la planta no ejerce cambios significativos. La tasa de
degradacion de los hidrocarburos se puede considerar
baja, tal como se esperaria para un petréleo extra
pesado. Si se toma en cuenta que las fracciones de
aromaticos y saturados son las mas biodegradables
y que el contenido inicial de estas fracciones de
acuerdo con los resultados del fraccionamiento
de SARA es de 32 % (Fig. 2), se podria disminuir
atn mas la concentracion de hidrocarburos en un
ensayo de mayor duracion. En este estudio de 120
d la reduccion del contenido de hidrocarburos y su
desviacion standard fue de 9.8 % + 3.9 % para SPy
17.1 % =+ 3.2 % para CP.

En cuanto al comportamiento de los parametros
microbiolégicos y bioquimicos seleccionados como
indicadores de la actividad microbiana, los resultados
no son determinantes respecto a cuales de ellos son
mas sensibles para evaluar el papel de la rizosfera y
sus microorganismos asociados en el proceso de des-
contaminacion. No obstante, algunos aspectos deben
ser resaltados: a) el tratamiento con pastos mostrd
cambios en el tiempo para todos los indicadores
bioquimicos y microbiolégicos evaluados, mientras
que el tratamiento sin pastos solo para la actividad
de la deshidrogenasa y el coeficiente metabolico, b)
el tratamiento con pastos mostré mayor cantidad de
registros en donde la actividad microbiana era mayor
o similar al tratamiento sin pastos, pero nunca menor,
lo cual probablemente debe estar ligado a la presencia
de una rizésfera que favorece dicha actividad y c) por
lo general al inicio de los ensayos no se encontraron di-
ferencias entre tratamientos, lo que puede estar ligado
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al proceso de adaptacion de la planta recién expuesta
a la contaminacion y posterior desarrollo del efecto
rizosférico. Esto se hace mas evidente para respiracion
basal, carbono microbiano y el coeficiente metabolico.
Por lo antes expuesto, es necesario realizar es-
tudios que incorporen otros indicadores, como por
ejemplo, actividades de otras enzimas ligadas a la
degradacion de hidrocarburos, conteo de microor-
ganismos o biodiversidad de las comunidades mi-
crobianas, bioensayos de toxicidad, entre otros, para
lograr una mejor interpretacion de la informacion y
del papel de las plantas y los microorganismos en la
fitorremediacion. La meta central de los procesos de
remediacion en un suelo debe estar orientada no sola-
mente a disminuir la concentracion del contaminante
y cumplir con un criterio de “limpieza”, sino restaurar
la salud del mismo, que usualmente se evaltia con
variados indicadores fisicos, quimicos y bioldégicos
(Alkorta et al. 2010, Infante y Morales 2012).

CONCLUSIONES

Megathyrsus maximus favorece la reduccion del
contenido de hidrocarburos de suelos contaminados
con petroleo extra pesado, en comparacion con suelos
que no tienen esta planta. No obstante, las diferencias
solo son visibles a partir de los 120 d.

De las fracciones que componen el hidrocarburo
extra pesado, disminuyeron las de saturados y aro-
maticos para el tratamiento con pasto y sélo la de
aromaticos para el tratamiento sin pasto, el resto de
las fracciones no mostraron cambios significativos, lo
cual se asocia a su reconocida baja biodegradabilidad.

El tratamiento con pasto mostré6 cambios en el
tiempo para la respiracion basal, carbono microbiano,
actividad de la enzima deshidrogenasa y coeficiente
metabolico, mientras que el tratamiento sin pasto
so6lo mostré cambios para la actividad de la enzima
deshidrogenasa y el coeficiente metabolico. Por otra
parte, el tratamiento con pasto evidencidé mayor can-
tidad de registros en donde la actividad microbiana
fue mayor o similar al tratamiento sin plantas, pero
nunca menor, lo cual debe estar ligado a la presencia
de una rizésfera que favorece dicha actividad.

Las correlaciones lineales entre los diferentes
parametros evaluados so6lo fueron significativas y de
manera inversa entre el contenido de hidrocarburos
y el carbono microbiano y de manera directa entre
el contenido de hidrocarburos y el coeficiente meta-
bolico. Ello sugiere que: a) la biomasa microbiana
incrementa a expensas de la biodegradacion del
petréleo como fuente de carbono y energia y b) con

la reduccién del contenido de los hidrocarburos y
probablemente de la toxicidad que estos producen, el
ambiente del suelo es menos estresante para los mi-
croorganismos y en consecuencia se reduce el costo
de mantenimiento de la biomasa microbiana, lo que
se traduce en una menor respiracion por biomasa de
microorganismos.
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