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Introducción

Las tecnologías para el tra-
tamiento de suelos y desechos 
sólidos que contienen hidrocar-
buros son diversas y varían 
desde las físico químicas hasta 
las biológicas, siendo el objeti-
vo principal cumplir con los 
criterios de limpieza, o exigen-
cias de la normativa ambiental 
en el país donde se generen. 
En teoría, ello significa que el 
suelo o desecho esta ‘remedia-
do’. En Venezuela, según el 
Decreto 2635 (1998) se exige 
menos de 1% (m/m) o 3% 
(m/m) de aceites y grasas en 
un suelo o desecho tratado, 
según los artículos 50 y 49, 
respectivamente. Cabe señalar 
que el término ‘aceites y gra-
sas’ incluye los hidrocarburos 
totales del petróleo y aquellos 
lípidos, carbohidratos y ácidos 
grasos que se pudiesen extraer 
del suelo según el solvente 
empleado. Para los fines de 
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este trabajo, aceites y grasas 
(AyG) será equivalente a hi-
drocarburos totales del petró-
leo (HTP), ya que se ha de-
mostrado que, en suelos petro-
lizados, la contribución de 
otras fracciones orgánicas es 
despreciable en comparación 
con los hidrocarburos (Martí-
nez, 2010; García et al., 2012). 
El nivel o criterio de limpieza 
usado en Venezuela es inde-
pendiente del uso del suelo, a 
diferencia de otros países, 
como por ejemplo Ecuador 
(Decreto 1215, 2001) y México 
(DOF, 2010), donde según sea 
para uso agrícola, recreacional 
o residencial, el nivel de exi-
gencia es diferente. En Méxi-
co, por otra parte, no se exige 
un valor total de HTP, sino el 
cumplimiento de LMP (limites 
máximos permisibles) para 
cinco fracciones del petróleo: 
fracciones ligera, mediana y 
pesada del petróleo crudo, 
concentración de benceno-to-

lueno -et i lbenceno -x i leno 
(BTEX) y concentración de 
los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (HAPs).

De lo anterior se destaca 
que no existe uniformidad en-
tre los valores de HTP exigi-
dos en los diferentes países. 
Adicionalmente, pocos inclu-
yen dentro de sus exigencias 
el uso de los análisis de toxici-
dad, empleando bioensayos 
específicos y estandarizados, 
como un criterio de remedia-
ción o limpieza de suelos y 
tratamiento de desechos, inde-
pendientemente de la tecnolo-
gía empleada. La toxicidad 
medida mediante bioensayos, 
en conjunto con los HAPS, 
BTEX y determinados meta-
les, puede ser utilizada para 
determinar el riesgo, que es lo 
que debería definir el criterio 
de limpieza o remediación de 
un suelo (McMillen et al 2001; 
Infante et al., 2010; Morales, 
2010). En Venezuela, los valo-

res de AyG fueron tomados de 
aquellos del estado de Lousia-
na, EEUU (Rule 29-B, 1986), 
los cuales no están sustentados 
en un análisis de riesgo. Así 
por ejemplo, se puede tener 
4% (m/m) de AyG o de HTP 
en un suelo y no ser tóxico, o 
tener menos de 1% (m/m) y 
ser tóxico. También es conoci-
do que no existe una correla-
ción directa entre la concentra-
ción de HTP y la toxicidad 
(Dorn y Salanitro, 2000; Plaza 
et al., 2005; García et al., 
2010), por lo que el análisis de 
toxicidad debería ser un pará-
metro obligatorio a ser inclui-
do en los criterios de limpieza 
de suelos y tratamiento de de-
sechos con hidrocarburos, así 
como en su caracterización 
inicial, ya que no basta con 
conocer la concentración de 
aceites y grasas o HTP para 
inferir su toxicidad.

Existen diversos ensayos de 
toxicidad, los cuales emplean 
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RESUMEN

Se presentan los resultados de toxicidad evaluados a través 
de bioensayos empleando semillas de Lactuca sativa L, en di-
ferentes muestras de ripios de perforación impregnadas con 
crudo extrapesado (10°API) y suelos contaminados a nivel 
de laboratorio, con un crudo mediano (27°API) y uno liviano 
(32°API). Además, se compara el efecto tóxico de las muestras 
de suelos contaminadas con crudo antes y después de someter-
las al proceso de biorremediación. No se encontró toxicidad en 
las muestras de ripios impregnadas con el crudo extrapesado, 
así como ninguna relación entre toxicidad y concentración de 
aceites y grasas. Las muestras de suelo contaminadas con cru-

do liviano y mediano presentaron toxicidad expresada en fun-
ción del porcentaje de elongación del hipocotilo con respecto 
al control (suelo sin hidrocarburo) antes del proceso de bio-
rremediación. Luego de finalizada la biorremediación, se re-
gistró una disminución significativa de la toxicidad. Con base 
en estos resultados se enfatiza la necesidad de incluir análisis 
de toxicidad mediante la aplicación de bioensayos estandari-
zados en la caracterización de desechos sólidos petrolizados, 
tales como los ripios de perforación, además de su uso como 
criterio de ‘limpieza’ en la remediación de suelos.
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diferentes organismos de la 
cadena trófica que van desde 
bacterias hasta plantas supe-
riores (Bowers et al., 1997; 
Cheung et al., 1989; Dutka, 
1989). En muestras sólidas, 
tales como desechos con hi-
drocarburos y suelos contami-
nados por derrames de hidro-
carburos, los bioindicadores 
más comúnmente empleados 
son lombrices de tier ra y 
plantas (Dorn et al., 1998; 
Plaza et al., 2005). En los 
bioensayos con plantas se em-
plean semillas de lechuga, 
centeno, maíz, berro, trigo, 
cebada, entre otros (USEPA, 
1989; Plaza et al., 2005; 
OECD, 2006). En Venezuela, 
una de las metodologías que 
más se ha usado recientemen-
te en la determinación de 
toxicidad en muestras de sue-
los y desechos contaminados 
con hidrocarburos, son los 
bioensayos con semillas de 
lechuga, Lactuca sativa L 

(USEPA, 1989). Este bioensa-
yo ha sido ampliamente usado 
en la evaluación de toxicidad 
en suelos contaminados con 
hidrocarburos (Chaîneau et 
al., 2003; Banks y Schultz 
2005; Hubálek et al., 2007). 
Es un ensayo fácil de prepa-
rar, y económico en lo refe-
rente a requerimientos de 
equipos, materiales y mante-
nimiento de la especie de 
prueba; sin embargo, se in-
vierten muchas horas de per-
sonal en la medición de los 
parámetros indicadores de 
toxicidad, de una muestra 
problema.

La toxicidad de un hidro-
carburo es el resultado de una 
interacción compleja y varia-
ble entre las características 
propias del crudo y del suelo 
(Tarache, 2011). En general, 
suelos y desechos con hidro-
carburos livianos presentan 
mayor toxicidad en compara-
ción con crudos pesados y 

extrapesados o meteorizados 
(Salanitro et al., 1997; Dorn y 
Salanitro, 2000). No obstante, 
en estos últimos, aún cuando 
la toxicidad suele ser menor, 
existe un efecto físico sobre 
las propiedades del suelo (In-
fante et al., 2010), como es la 
disminución de la capacidad 
de campo e incremento de la 
repelencia al agua, entre otras 
propiedades, que merman su 
fer tilidad (Adams et al., 
2008). Las características o 
tipo de suelo afectan signifi-
cativamente la toxicidad. 
Aquellos suelos con mayor 
capacidad de intercambio, ma-
teria orgánica o contenido de 
arcilla, exhiben mayor adsor-
ción del hidrocarburo, y habrá 
menor efecto tóxico sobre el 
ecosistema (McBride, 1994; 
Dorn et al., 1998). Los suelos 
con mayor contenido de mate-
ria orgánica y textura arcillo-
sa pueden adsorber los hidro-
carburos, reduciendo su solu-

bilidad y presión de vapor 
efectivas, debido al reparto 
entre las fases lipofílicas. De 
esta manera, disminuye su 
biodisponibilidad y movilidad 
(El-Tarabily, 2002; Eibes et 
al., 2006), lo que se traduce 
en una menor toxicidad (Dorn 
et al., 1998). En suelos de 
textura arenosa, los hidrocar-
buros no son fácilmente rete-
nidos, aún en presencia de la 
materia orgánica, por lo que 
el efecto tóxico es más mar-
cado (Labud et al., 2007)

El objetivo principal del 
presente trabajo es presentar 
los resultados de toxicidad 
evaluados a través de bioensa-
yos con semillas de Latuca 
sativa L en muestras de sue-
los y desechos contaminados 
con hidrocarburos (ripios o 
cortes de perforación), con la 
finalidad de mostrar la impor-
tancia de incorporar los análi-
sis de toxicidad en la caracte-
rización inicial de este tipo de 
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RESUMO

Toxicity of different samples of heavy oil drilled cuttings 
(10°API) and contaminated soils with medium (27°API) and 
light (32°API) crude were estimated with Lactuca sativa L 
bioassays. The toxicity of contaminated soil was evaluated be-
fore and after a bioremediation process carried out at labora-
tory scale. The results show no toxicity in samples of cuttings 
impregnated with extra heavy oil, as well as any relationship 
between toxicity and oil and grease concentration in soils. By 
contrast, soil samples contaminated with light and medium 

Apresentam-se os resultados de toxicidade avaliados atra-
vés de bio-ensaios empregando sementes de Lactuca sativa L, 
em diferentes amostras de cascalhos de perfuração impregna-
dos com petróleo extra pesado (10°API) e solos contaminados 
em nível de laboratório, com um petróleo mediano (27°API) e 
um leve (32°API). Além disso, se compara o efeito tóxico das 
amostras de solos contaminadas com petróleo antes e depois 
de submetê-las ao processo de biorremediação. Não se encon-
trou toxicidade nas amostras de cascalhos impregnadas com 
o petróleo extrapesado, assim como nenhuma relação entre 
toxicidade e concentração de óleos e graxas. As amostras de 

crude oil showed toxicity, expressed in terms of percentage of 
hypocotyl elongation with respect to the control (soil without 
oil), before the bioremediation process. After bioremediation 
there was a marked decrease in toxicity. Based on these re-
sults, the need is emphasized to include toxicity analysis by 
applying standard bioassays as part of the characterization of 
solid waste such as drilled cuttings, in addition to its use as a 
cleaning criteria in soil remediation.

solo contaminadas com petróleo leve e mediano apresentaram 
toxicidade expressada em função da porcentagem de elongação 
do hipocótilo em relação ao controle (solo sem hidrocarbone-
to) antes do processo de biorremediação. Logo de finalizada a 
biorremediação, se registrou uma diminuição significativa da 
toxicidade. Baseados nestes resultados, é enfatizada a neces-
sidade de incluir análises de toxicidade mediante a aplicação 
de bioensaios padronizados na caracterização de detritos só-
lidos petrolizados, tais como os cascalhos de perfuração, além 
de seu uso como critério de ‘limpeza’ na remediação de solos.
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muestras, y como un 
criterio adicional en los 
estándares o exigencias 
de limpieza, después de 
aplicada una técnica de 
remediación a un suelo 
o desecho contaminado 
con petróleo.

Metodos

Muestras evaluadas

Se estimó el efecto 
tóxico a t ravés de 
bioensayos con Lactuca 
sativa L, de 14 mues-
tras de desechos de 
perforación (ripios o re-
cor tes) impregnadas 
con crudo extrapesado 
de 10°API, procedentes de la 
Faja Petrolífera de Orinoco, 
Oriente Venezolano, caracteri-
zados por una textura arenosa 
y pH ligeramente básico de 
7,8 (Morales, 2010). Asimis-
mo, se evaluó el nivel de toxi-
cidad en muestras de suelo 
provenientes de El Tigre, Es-
tado Anzoátegui, Venezuela, 
caracterizadas por una textura 
arenosa y pH ácido de 4,5 
(Córdova, 2010; García et al., 
2012), las cuales fueron con-
taminadas con crudo en el 
laboratorio. Para ello, un lote 
de suelo de ~7,5kg. se pasó 
por un tamiz de 2mm. Una 
porción (~1kg) se usó como 
testigo o control equivalente a 
suelo limpio sin contaminar. 
El restante lote de suelo fue 
dividido en dos porciones 
iguales, una parte se contami-
nó con crudo liviano (32°API) 
y la otra con crudo mediano 
(27°API), ambos a una concen-
tración teórica de ~5,5% m/m 
de TPH. El crudo fue agrega-
do lentamente y se fue mez-
clando cuidadosamente hasta 
conseguir homogeneidad. 
Dado que se trataba de crudos 
frescos, con altos °API, y un 
suelo arenoso, fue relativamen-
te fácil el proceso de homoge-
nización del suelo con el cru-
do. De cada porción se sepa-
raron seis muestras (seis repli-
cas) de suelo contaminadas 
con crudo liviano y seis con 
crudo mediano. A estas 12 
muestras, más seis de testigo 
o control (sin hidrocarburo), 
se les midió la toxicidad.

Adicionalmente, estas mis-
mas muestras contaminadas 
con el crudo liviano y media-
no fueron sometidas a un pro-
ceso de biorremediación du-
rante 90 días (García et al., 
2008; Córdova, 2010) y poste-
riormente se le midió la toxici-
dad. El proceso de biorreme-
diación se llevó a cabo me-
diante bioestimulación de los 
microorganismos autóctonos, 
con fertilización con una rela-
ción C:N de 60:1 y C:P de 
800:1, ajustando los factores 
abióticos (Infante, 2009). Para 
ello, las muestras de suelo 
contaminadas se colocaron en 
bandejas de 20cm de largo, 
por 15cm de ancho y 13cm de 
altura, simulando un microcos-
mo. Cada microcosmo (seis 
para cada crudo) fue aireado 
con un rastrillo manual, dos 
veces por semana, a fin de 
facilitar el intercambio de oxi-
geno atmosférico con el suelo 
y mantener el proceso en con-
diciones aeróbicas. El ensayo 
se realizó en condiciones de 
laboratorio, a una temperatura 
de 24-27ºC, y la humedad de 
la mezcla se mantuvo en 30-
40% de la capacidad de cam-
po del suelo. Para el control de 
la humedad durante el ensayo 
de biorremediación se repuso 
el agua evaporada pesando los 
microcosmos cada tres días. 
Los microcosmos eran cerra-
dos en su base, por lo que no 
hubo pérdidas por infiltración, 
y las pérdidas por fotooxida-
ción se consideraron mínimas 
ya que los mismos se mantu-

vieron durante todo el ensayo 
fuera de la incidencia directa 
de luz.

Los crudos empleados en 
este estudio poseen una com-
posición SARA (saturados, 
aromáticos, resinas y asfalte-
nos) diferente. El crudo liviano 
se caracteriza por tener un 
61% de saturados, 22% de aro-
máticos, 14% de resinas y 3% 
de asfaltenos; mientras que el 
crudo mediano contiene un 
54% de saturados, 25% de 
aromáticos, 11% de resinas y 
10% de asfaltenos (López et 
al., 1998). Por su parte, las 
muestras de ripios impregna-
das con crudo extrapesado 
(Morales, 2010) presentan un 
menor contenido de saturados 
(21%) y aromáticos (21%), y 
un mayor contenido de resinas 
y asfaltenos (35 y 21%, respec-
tivamente).

Bioensayos de toxicidad

La evaluación de la toxici-
dad de las muestras de estudio 
se realizó a través del bioensa-
yo estandarizado con semillas 
de lechuga (Lactuca sativa L; 
USEPA, 1989), empleando el 
elutriado de la muestra corres-
ponde a la fase acuosa que ha 
estado en contacto con el sue-
lo o desecho contaminado du-
rante 48h, en una relación 
suelo:agua de 1:4 (Figura 1). 
La prueba se desarrolla en 
condiciones estáticas y permite 
que se puedan evaluar los 
efectos fitotóxicos de compues-
tos del crudo sobre el proceso 

de germinación de 
las semillas, y so-
bre la elongación 
del hipocotilo du-
rante los primeros 
días de crecimiento. 
La toxicidad puede 
ser expresada como 
toxicidad aguda o 
letal, la cual se es-
tima a través de la 
concentración a la 
cual se produce 
más del 50% de in-
hibición de la ger-
minación de las 
semillas, entendién-
dose que la falta de 
germinación es la 
muerte de las semi-
llas debido al efec-

to tóxico en la muestra que se 
esté evaluando. En contraste, 
la reducción del crecimiento o 
elongación del hipocotilo en 
un periodo de tiempo, en más 
de un 50% con respecto al 
control (suelo sin hidrocarbu-
ro), constituye la medida del 
efecto crónico o subletal de la 
muestra ensayada (USEPA, 
1989). La evaluación del pará-
metro elongación del hipocoti-
lo de las semillas permite pon-
derar el efecto tóxico de com-
puestos solubles presentes en 
niveles de concentración tan 
bajos, que no son suficientes 
para inhibir la germinación 
pero que, sin embargo, pueden 
retardar o inhibir completa-
mente los procesos de elonga-
ción de la radícula o del hipo-
cotilo.

A partir de cada una de las 
14 muestras de ripios o cortes 
de perforación y de las 12 
muestras de suelo que fueron 
contaminadas con hidrocarbu-
ro (seis de crudo liviano y 
seis con crudo mediano) antes 
del proceso de biorremedia-
ción y de las 12 muestras 
después del proceso de biorre-
mediación, se obtiene el elu-
triado respectivo (Figura 1). 
Cada muestra se evalúa por 
triplicado y el elutriado repre-
senta el 100%, a partir del 
cual se preparan diferentes 
diluciones con agua (80, 75, 
50, 40, 20, 10 y 0%). Segui-
damente, en cápsulas de Petri 
de 100mm de diámetro, las 
cuales contienen un papel de 
filtro, se añaden 5ml de cada 

Figura 1. Diagrama del desarrollo del bioensayo con semillas de L. sativa.
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dilución, para luego 
colocar 20 semillas 
de L. sativa y se 
incuban durante 
120h en oscuridad, 
a 22 ±2°C. Al cabo 
de ese tiempo de 
exposición, se cuan-
tif ica la germina-
ción y el largo o 
elongación del hipo-
cotilo. Como parte 
de los criterios de 
calidad que deben 
cumplir este tipo de 
bioensayos, se de-
termina el porcenta-
je de germinación 
del lote de semillas 
a ensayar, el cual se 
mantuvo en el pre-
sente caso alrededor 
de 98%.

Análisis de aceites 
y grasas

Para la determi-
nación del conteni-
do de crudo (aceites 
y grasas; AyG) o 
HTP en las diferen-
tes muestras, se uti-
lizó la extracción Soxhlet, 
usando diclorometano, grado 
analítico (Sigma-Aldrich gra-
do HPLC, CAS:75-09-2) como 
solvente de extracción, según 
el método EPA 3540 (USEPA, 
1986). Para ello se pesaron 
10g de muestra (peso seco) y 
10g de sulfato de sodio anhi-
dro (Baker, grado reactivo), se 
mezclaron y colocaron en un 
cartucho de celulosa dentro 
del equipo Soxhlet, el cual se 
acopló a un matraz de 250ml 
con 100ml de solvente de ex-
tracción. Seguidamente, el 
matraz se colocó en la manta 
de calentamiento y se ajustó 
el reostato de manera de com-
pletar 4 a 6 ciclos de reflujo 
por hora durante 16h. Poste-
riormente, el solvente de los 
extractos fue evaporado en un 
rotaevaporador provisto de 
condensador y se llevó hasta 
peso constante a ~65oC en 
una estufa con extracción de 
vapores. El contenido de ex-
traíbles, o AyG presentes, fue 
determinado gravimétricamen-
te. Este procedimiento se 
efectuó para las 14 muestras 
de cortes de perforación, por 

t r iplicado, y para las seis 
muestras de suelo contamina-
das con el crudo liviano y las 
6 contaminados con el crudo 
mediano, antes y después del 
proceso de biodegradación. 
Los resultados fueron corregi-
dos por el porcentaje de hu-
medad y expresados sobre 
base seca en m/m. Los análi-
sis fueron realizados en un 
laboratorio que analiza hidro-
carburos y AyG en muestras 
de suelos y desechos petroli-
zados de forma rutinaria y 
con un programa de control 
de calidad, el cual incluye la 
medición periódica de mues-
tras dopadas con cantidades 
conocidas de petróleo crudo 
evaporado (‘topeado’) a 65oC. 
Una proporción del hidrocar-
buro no es extraído debido a 
la interacción con el suelo, la 
cual depende de la textura y 
del contenido de materia or-
gánica del mismo. Con base 
en los resultados históricos 
del laboratorio de desechos 
tóxicos de la Universidad Si-
món Bolívar, Venezuela, y 
usando este solvente que es 
de alta capacidad de extrac-

ción, se acepta un 
porcentaje de ex-
tracción de ~80% 
del crudo dopado.

Procesamiento de 
datos y análisis 
estadísticos

Los resultados de 
los bioensayos de 
toxicidad se analiza-
ron a través del pro-
grama CL50 desarro-
llado para PC, basa-
do en Stephan 

(1977). Para la compara-
ción entre tipos de mues-
tras se empleó análisis de 
varianza (ANOVA) y la 
prueba de comparación de 
medias de Tukey HSD 
(honestly significantly di-
fferent), con niveles signi-
ficancia de 5%, para lo 
cual se empleó el progra-
ma STATGRAPHICS 
Centurión XV.

Los valores promedios 
con sus respectivas des-
viaciones estándar del 
porcentaje de germinación 
y porcentaje de elongación 

del hipocotilo, de cada una de 
las muestras de ripios y de 
suelos, se presentan gráfica-
mente, con la finalidad de vi-
sualizar las muestras que no 
presentan toxicidad en aquellas 
que tienen un porcentaje de 
germinación ≥50%, o un por-
centaje de elongación del hipo-
tilo ≥50% con respecto al con-
trol.

Resultados y Discusión

Toxicidad en desechos 
impregnadas con crudo 
extrapesado y en suelos 
contaminadas en laboratorio

En la Figura 2 se presentan 
los resultados de toxicidad en 
función del porcentaje de ger-
minación a las diferentes con-
centraciones de aceites y gra-
sas (entre 0,02 y 8,75% m/m) 
de las muestras de desechos 
(ripios) impregnadas con cru-
do extrapesado, y en la Figu-
ra 3 se muestran los resulta-
dos de toxicidad en relación 
al porcentaje de elongación 
del hipocotilo. En ambos ca-
sos, los resultados correspon-

den al elutriado puro (100%), 
es decir, al caso más severo. 
Los resultados correspondien-
tes de las otras diluciones del 
elutriado (80, 75, 50, 40, 20 y 
10%) no se muestran, ya que 
no presentaron diferencias 
estadísticamente significativas 
(p<0,05) respecto al elutriado 
puro.

Se observa en primer lugar 
que no existe toxicidad en nin-
guna de las muestras evalua-
das, ya que no se registró una 
disminución mayor al 50% del 
porcentaje de germinación de 
las semillas, ni inhibición en 
más del 50% de la elongación 
del hipocotilo con respecto a 
muestras control (sin hidrocar-
buro), y por lo tanto no se 
puede calcular un CE50 en 
ningún caso. Posiblemente, 
estos resultados se deben a 
que se trata de un crudo pesa-
do; lo cual coincide con datos 
de la literatura, donde se seña-
la que los crudos pesados son 
menos tóxicos o no tóxicos en 
comparación con los crudos 
livianos y medianos (Dorn et 
al., 1998; Salanitro et al., 
1997). Ello se ha atribuido al 
menor contenido de hidrocar-
buros ligeros en los crudos 
pesados, los cuales son los 
más solubles en agua y gene-
ralmente más tóxicos. A partir 
de los resultados de las Figu-
ras 2 y 3, también se deduce 
que no existe correlación algu-
na entre la concentración de 
aceites y grasas, y el porcenta-
je de germinación y porcentaje 
de elongación del hipocotilo, 
para estas muestras de ripios 
con crudo extrapesado. Otros 
autores (Dorn y Salanitro., 
2000; Plaza et al., 2005; Gar-
cía et al., 2010; Tarache, 2011), 
coinciden en señalar la falta de 
correlación entre concentración 
de hidrocarburos en suelo y la 
toxicidad. Estos resultados 
permiten inferir que una ma-
yor concentración de hidrocar-
buros en una muestra de suelo 
o ripio de perforación, automá-
ticamente no es indicativa de 
una mayor toxicidad. Otros 
factores tales como tipo de 
crudo, características químicas 
del suelo pudiesen afectar la 
toxicidad. Es importante resal-
tar que acorde con el Decreto 
2635 de la normativa ambien-

Figura 2. Toxicidad expresada en porcentaje de germinación 
a diferentes concentraciones de aceites y grasas en las 14 
muestras de ripios impregnadas con crudo extrapesado (100% 
elutriado, caso severo).

Figura 3. Toxicidad expresada en porcentaje de elon-
gación del hipocotilo a diferentes concentraciones de 
aceites y grasas en las 14 muestras de ripios impreg-
nadas con crudo extrapesado (100% elutriado, caso 
severo).
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tal venezolana, el limite per-
mitido de aceites y grasas en 
suelos superficiales, es de 1% 
(m/m). Esto quiere decir que 
para aquellas muestras con 
concentraciones de aceites y 
grasas >1%, debe aplicarse una 
técnica de remediación hasta 
cumplir con dicho límite per-
mitido. Sin embargo, tal como 
se observa en los resultados 
presentados en las Figura 2 y 
3, una gran cantidad de mues-
tras de ripios de perforación 
presentan contenidos de acei-
tes y grasas >1%, llegándose 
hasta valores de 8,7% (m/m) 
inclusive, sin que se observe 
toxicidad alguna con el tipo de 
bioensayo empleado.

En el caso de las muestras 
de suelo contaminadas con 
crudo liviano (concentración 
de aceites y grasas en prome-
dio de 4,3% m/m, a los 0 días, 
Tabla I), y con crudo mediano 
(concentración de aceites y 
grasas en promedio de 4,9% 
m/m, a los 0 días, Tabla I), 
tampoco se registró una inhi-
bición de la germinación de 
las semillas mayor al 50% (da-
tos no mostrados), lo cual sig-
nifica que no presentan toxici-
dad. Sin embargo, sí se regis-
tró una reducción significativa 
(p<0,05) en el largo del hipo-
cotilo con respecto a las mues-
tras de suelo control con el 
elutriado al 80% (Figura 4). 
Nótese que todas las muestras 
tienen porcentajes de elonga-
ción del hipocotilo menor al 
50%. En consecuencia las 
muestras de suelo que fueron 
contaminadas con los crudos 
liviano y mediano si presentan 
toxicidad con el bioindicador 
empleado. Cabe señalar que no 
se registraron diferencias esta-
dísticamente signif icativas 
(p<0,05) entre los resultados 
de toxicidad expresada en fun-

ción del porcentaje de 
elongación del hipocotilo 
para las muestras de sue-
lo que se contaminaron 
con crudo mediano y li-
viano. Otros autores (Sa-
lanitro et al., 1997; Dorn 
y Salanitro, 2000), han 
encontrado que los cru-
dos livianos son más 
tóxicos que los media-
nos, sin embargo deben 
considerarse otros facto-
res. Por ejemplo, un cru-
do liviano de composi-
ción parafínica, muy pro-
bablemente tendrá menor 
contenido de compuestos 
aromáticos de bajo peso 
molecular, los cuales son 
los más solubles y tóxi-
cos en comparación con 
un crudo de la misma 
gravedad API de compo-
sición aromática. En este 
sentido, cabe destacar 
que el contenido de hi-
drocarburos saturados en 
el crudo liviano es de 
61%, mientras en el cru-
do mediano es de 54%.

Por otra parte, los re-
sultados obtenidos en el 
presente trabajo difieren 
de los resultados presen-
tados por Tarache et al. 
(2009) quienes no encon-
traron toxicidad, con este 
mismo tipo de bioensayo, 
en suelos contaminados 
con un crudo de 29°API 
(liviano), a concentracio-
nes de hidrocarburos de 
5-20% m/m. Sin embar-
go, dichos autores seña-
lan la utilización de un 
suelo de textura franco 
arenosa en sus ensayos. 
La textura relativamente 
más fina del suelo, au-
mentaría la adsorción en 
la fase sólida, disminu-
yendo la solubilidad 

efectiva de los hidrocarburos 
en el agua. Es conocido que 
suelos con mayor capacidad de 
intercambio, materia orgánica 
o contenido de arcilla, tendrán 
mayor adsorción del hidrocar-
buro, menor biodisponibilidad 
y menor será su efecto tóxico 
sobre el ecosistema (McBride, 
1994; Dorn et al., 1998; Eibes 

et al., 2006). Por el contrario, 
en suelos de textura arenosa la 
retención de los hidrocarburos 
en la fase sólida es muy po-
bre, desplazándose la partición 
hacia la fase acuosa y aumen-
tando de esa forma la movili-
dad y biodisponibilidad de las 
fracciones solubles (Labud et 
al., 2007).

Los resultados obtenidos en 
este trabajo no son conclu-
yentes, pues tendría que 
evaluarse un número signifi-
cativo de suelos de diferente 
textura, así como un mayor 
número de crudos de grave-
dad API contrastante. Sin 
embargo, el resultado de los 
bioensayos indica que la 
toxicidad en suelos de la 
misma textura aumenta con 
la gravedad API, siendo 
nula para el crudo de 
10oAPI utilizado en el pre-
sente estudio.

Contenido de aceites y 
grasas y toxicidad en las 
muestras de suelo, después 
del proceso de 
biorremediación

En la Tabla I se muestran 
los resultados de aceites y 
grasas (A y G) de las mues-
tras de suelo arenoso conta-
minadas con crudo liviano y 
mediano sometidas al proce-
so de biorremediación antes 
y después de 90 días, en el 
cual hubo una reducción es-
tadísticamente significativa 
(p<0,05) del hidrocarburo. 
Nótese que para el suelo con 
crudo liviano, la concentra-
ción de A y G a los 90 días 
se corresponde prácticamen-

te con la exigida por 
la normativa ambien-
tal venezolana (≤1% 
m/m); mientras que 
con el crudo media-
no, la concentración 
está por encima de lo 
exigido como criterio 
de limpieza. Los re-
sultados de toxicidad 
en función del por-
centaje de germina-
ción de las semillas y 
porcentaje de elonga-
ción del hipocotilo 
con respecto al con-
trol, para estas mues-
tras se presentan en 

Figura 4. Toxicidad expresada en porcentaje de 
elongación del hipocotilo en las muestras de sue-
lo contaminadas con crudo mediano y liviano, 
antes del proceso de biorremediación (elutriado al 
80%).

Figura 5. Toxicidad expresada en porcentaje de 
germinación en las muestras de suelo contamina-
das con crudo mediano y liviano después del 
proceso de biorremediación (100% elutriado, caso 
severo).

Figura 6. Toxicidad expresada en porcentaje de elonga-
ción del hipocotilo en las muestras de suelo contamina-
das con crudo mediano y liviano después del proceso 
de biorremediación (100% elutriado, caso severo).

Tabla I
Contenido de aceites y grasas (A y G) en % 
(m/m) en muestras de suelo contaminado 
con crudo liviano y mediano, al inicio 

y final del proceso de biorremediación*

Tiempo 
(días)

A y G en suelo 
con crudo liviano

A y G en suelo 
con crudo mediano

0 4,3 ±0,5 4,9 ±0,7
90 1,1 ±0,4 2,8 ±0,3

* Valores promedio de seis muestras ±desviación estándar.
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las Figuras 5 y 6, respectiva-
mente. Se observa que en am-
bos casos no se registró toxici-
dad, en ninguna de las 12 
muestras evaluadas a los 90 
días del proceso de biorreme-
diación con el bioensayo em-
pleado.

El proceso de biorremedia-
ción permitió la disminución 
de la toxicidad de las muestras 
de suelo que originalmente 
presentaron toxicidad expresa-
da en función del porcentaje 
de elongación del hipocotilo 
(Figura 4). La mayoría de los 
estudios coinciden en señalar 
la disminución de la toxicidad 
por efecto del proceso de bio-
rremediación (Salanitro et al., 
1997; Dorn y Salanitro, 2000; 
Plaza et al., 2005; Hubálek et 
al., 2007). Sin embargo, es 
también conocido que como 
consecuencia de la biodegrada-
ción se forman compuestos 
carboxílicos más polares y so-
lubles que los hace más bio-
disponibles que los hidrocar-
buros originales. Esto se tra-
duce en aumento de la toxici-
dad durante la evolución de un 
proceso de biorremediación, 
generando un incremento en 
los primeros días del proceso 
y luego una disminución hasta 
niveles no tóxicos o menos 
tóxicos (Hubálek et al., 2007; 
Al-Mutairi et al., 2008; Ramí-
rez et al., 2008).

Desde el punto de vista de 
criterios de remediación de 
suelos, indiscutiblemente la 
determinación de la toxicidad 
es fundamental. Cabe destacar 
que en las muestras de crudo 
mediano (Tabla I), aún cuando 
no se había alcanzado el crite-
rio de limpieza en el suelo a 
los 90 días de la biorremedia-
ción, ya éste no era tóxico, lo 
cual indica que con ese suelo 
de esas características, y con 
ese crudo, el nivel de limpieza 
pudiese ser flexible. Por ejem-
plo si los suelos van a ser des-
tinados a uso industrial, podría 
completarse el proceso de tra-
tamiento por dilución con sue-
lo limpio u otro material orgá-
nico acondicionador del suelo, 
hasta alcanzar el límite exigi-
do por la normativa ambiental. 
Igualmente, si el uso de la 
tierra está destinado a uso 
agrícola, el análisis de toxici-

dad es clave junto con otros 
parámetros biológicos en el 
suelo como evolución del CO2, 
biomasa microbiana, biodiver-
sidad de las comunidades mi-
crobianas, actividad enzimáti-
cas (deshidrogenasa, glucosa 
oxidasas, hidrolasas entre 
otras), los cuales proporcionan 
información que integra mu-
chos factores ambientales (Mi-
jangos et al., 2006), y permi-
ten garantizar la ‘salud’ del 
suelo. Alkorta et al., (2010) 
señalan que la meta central de 
los procesos de remediación en 
un suelo debe estar orientada 
no solamente a disminuir la 
concentración del contaminan-
te, sino a restaurar la salud del 
suelo que es aún mas impor-
tante.

En esta investigación no se 
evaluaron suelos con niveles 
de aceites y grasas por debajo 
del nivel de limpieza exigido 
por la normativa ambiental 
venezolana, tales que presenta-
ran toxicidad; lo cual podría 
ocurrir con crudos livianos o 
productos refinados. En esta 
situación, el límite de aceites y 
grasas debería ser más exigen-
te (mucho menor a 1%) o se 
debería exigir un límite no 
basado en el porcentaje de 
grasas y aceites del suelo sino 
en su toxicidad. De esta mane-
ra, el objetivo de la remedia-
ción del suelo no sería sola-
mente la disminución del con-
tenido de hidrocarburos o gra-
sas y aceites, sino la elimina-
ción de los efectos tóxicos de-
bidos al contaminante.

Conclusiones

El elutriado de las muestras 
de ripios impregnadas con cru-
do extrapesado, desde 0,02% 
m/m de aceites y grasas o 
TPH hasta 8,75% m/m, resultó 
ser no tóxico expresado en 
función del porcentaje de ger-
minación y porcentaje de elon-
gación del hipocotilo, em-
pleando el bioensayo estanda-
rizado con semillas de L. sati-
va. En las muestras de suelos 
de textura arenosa contamina-
das a nivel de laboratorio, con 
un crudo mediano (4,3% m/m) 
y uno liviano (4,9% m/m), se 
registró toxicidad expresada en 
función del porcentaje de elon-

gación del hipocotilo. Las dife-
rencias en los resultados entre 
las muestras de ripios impreg-
nadas con crudo extra pesado, 
y las muestras con crudo livia-
no y mediano, se deben posi-
blemente a las características 
propias de estos crudos junto a 
la textura arenosa de los sue-
los y ripios, que determinan la 
partición de los componentes 
tóxicos del crudo entre la fase 
sólida, la fase oleosa y el 
agua. Por otra parte, se regis-
tró una disminución en la toxi-
cidad de las muestras contami-
nadas con crudo mediano y 
liviano, como consecuencia del 
proceso de biorremediación. 
Basado en los resultados obte-
nidos, se recomienda el uso de 
los análisis de toxicidad en la 
caracterización de desechos, e 
incorporarlo como un criterio 
en la limpieza de suelos cuan-
do se aplica una técnica de 
remediación.
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