EVALUACION DE LA TOXICIDAD EN DESECHOS Y SUELOS

PETROLIZADOS EMPLEANDO SEMILLAS DE Lactuca sativa L.

Carmen Infante y Fernando A. Morales Garcia

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 perforacion impregnadas con
crudo extrapesado (10°API) y suelos contaminados a nivel
de laboratorio, con un crudo mediano (27°API) y uno liviano
(32°API). Ademadas, se compara el efecto toxico de las muestras
de suelos contaminadas con crudo antes y después de someter-
las al proceso de biorremediacion. No se encontré toxicidad en
las muestras de ripios impregnadas con el crudo extrapesado,
asi como ninguna relacion entre toxicidad y concentracion de
aceites y grasas. Las muestras de suelo contaminadas con cru-

do liviano y mediano presentaron toxicidad expresada en fun-
cion del porcentaje de elongacion del hipocotilo con respecto
al control (suelo sin hidrocarburo) antes del proceso de bio-
rremediacion. Luego de finalizada la biorremediacion, se re-
gistro una disminucion significativa de la toxicidad. Con base
en estos resultados se enfatiza la necesidad de incluir andalisis
de toxicidad mediante la aplicacion de bioensayos estandari-
zados en la caracterizacion de desechos solidos petrolizados,
tales como los ripios de perforacion, ademds de su uso como
criterio de ‘limpieza’ en la remediacion de suelos.

Introduccion

Las tecnologias para el tra-
tamiento de suelos y desechos
solidos que contienen hidrocar-
buros son diversas y varian
desde las fisico quimicas hasta
las biologicas, siendo el objeti-
vo principal cumplir con los
criterios de limpieza, o exigen-
cias de la normativa ambiental
en el pais donde se generen.
En teoria, ello significa que el
suelo o desecho esta ‘remedia-
do’. En Venezuela, seglin 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,
segun los articulos 50 y 49,
respectivamente. Cabe sefialar
que el término ‘aceites y gra-
sas’ incluye los hidrocarburos
totales del petréleo y aquellos
lipidos, carbohidratos y acidos
grasos que se pudiesen extraer
del suelo segun el solvente
empleado. Para los fines de

este trabajo, aceites y grasas
(AyG) sera equivalente a hi-
drocarburos totales del petro-
leo (HTP), ya que se ha de-
mostrado que, en suelos petro-
lizados, la contribucion de
otras fracciones organicas es
despreciable en comparacion
con los hidrocarburos (Marti-
nez, 2010; Garcia et al., 2012).
El nivel o criterio de limpieza
usado en Venezuela es inde-
pendiente del uso del suelo, a
diferencia de otros paises,
como por ejemplo Ecuador
(Decreto 1215, 2001) y México
(DOF, 2010), donde segun sea
para uso agricola, 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
maximos permisibles) para
cinco fracciones del petrdleo:
fracciones ligera, mediana y
pesada del petrdleo crudo,
concentracion de benceno-to-

lueno-etilbenceno-xileno
(BTEX) y concentraciéon de
los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs).

De lo anterior se destaca
que no existe uniformidad en-
tre los valores de HTP exigi-
dos en los diferentes paises.
Adicionalmente, pocos inclu-
yen dentro de sus exigencias
el uso de los analisis de toxici-
dad, empleando bioensayos
especificos y estandarizados,
como un criterio de remedia-
cidon o limpieza de suelos y
tratamiento de desechos, inde-
pendientemente de la tecnolo-
gia 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 deberia definir el criterio
de limpieza o remediacion 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 estan sustentados
en un analisis de riesgo. Asi
por ejemplo, se puede tener
4% (m/m) de AyG o de HTP
en un suelo y no ser toxico, o
tener menos de 1% (m/m) y
ser toxico. También es conoci-
do que no existe una correla-
cion directa entre la concentra-
cion de HTP y la toxicidad
(Dorn y Salanitro, 2000; Plaza
et al., 2005; Garcia et al.,
2010), por lo que el analisis de
toxicidad deberia ser un para-
metro obligatorio a ser inclui-
do en los criterios de limpieza
de suelos y tratamiento de de-
sechos con hidrocarburos, asi
como en su caracterizacion
inicial, ya que no basta con
conocer la concentracion de
aceites y grasas o HTP para
inferir su toxicidad.

Existen diversos ensayos de
toxicidad, los cuales emplean
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TOXICITY EVALUATION OF PETROLEUM CONTAMINATED SOILS AND OILY WASTES USING Lactuca sativa L SEEDS

Carmen Infante and Fernando A. Morales Garcia

SUMMARY

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

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.

AVALIACAO DA TOXICIDADE EM DETRITOS E SOLOS PETROLIZADOS EMPREGANDO SEMENTES DE

Lactuca sativa L
Carmen Infante e Fernando A. Morales Garcia

RESUMO

Apresentam-se os resultados de toxicidade avaliados atra-
vés de bio-ensaios empregando sementes de Lactuca sativa L,
em diferentes amostras de cascalhos de perfuracdo impregna-
dos com petroleo extra pesado (10°API) e solos contaminados
em nivel de laboratorio, com um petroleo mediano (27°API) e
um leve (32°API). Além disso, se compara o efeito toxico das
amostras de solos contaminadas com petroleo antes e depois
de submeté-las ao processo de biorremedia¢do. Nao se encon-
trou toxicidade nas amostras de cascalhos impregnadas com
o petroleo extrapesado, assim como nenhuma relagdo entre
toxicidade e concentragdo de dleos e graxas. As amostras de

solo contaminadas com petroleo leve e mediano apresentaram
toxicidade expressada em fungdo da porcentagem de elongagdo
do hipocotilo em relagdo ao controle (solo sem hidrocarbone-
to) antes do processo de biorremedia¢do. Logo de finalizada a
biorremediacdo, se registrou uma diminui¢do significativa da
toxicidade. Baseados nestes resultados, é enfatizada a neces-
sidade de incluir andlises de toxicidade mediante a aplica¢do
de bioensaios padronizados na caracteriza¢do de detritos so-
lidos petrolizados, tais como os cascalhos de perfuragdo, além
de seu uso como critério de ‘limpeza’ na remediagdo de solos.

diferentes organismos de la
cadena trofica que van desde
bacterias hasta plantas supe-
riores (Bowers et al., 1997,
Cheung et al., 1989; Dutka,
1989). En muestras sélidas,
tales como desechos con hi-
drocarburos y suelos contami-
nados por derrames de hidro-
carburos, los bioindicadores
mas comunmente empleados
son lombrices de tierra y
plantas (Dorn et al., 1998;
Plaza et al., 2005). En los
bioensayos con plantas se em-
plean semillas de lechuga,
centeno, maiz, berro, trigo,
cebada, entre otros (USEPA,
1989; Plaza et al., 2005;
OECD, 2006). En Venezuela,
una de las metodologias que
mas se ha usado recientemen-
te en la determinacion 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 evaluacion de toxicidad
en suelos contaminados con
hidrocarburos (Chaineau et
al., 2003; Banks y Schultz
2005; Hubalek et al., 2007).
Es un ensayo facil de prepa-
rar, y econémico 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 medicién de los
parametros indicadores de
toxicidad, de una muestra
problema.

La toxicidad de un hidro-
carburo es el resultado de una
interaccion compleja y varia-
ble entre las caracteristicas
propias del crudo y del suelo
(Tarache, 2011). En general,
suelos y desechos con hidro-
carburos livianos presentan
mayor toxicidad en compara-
cion con crudos pesados y
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extrapesados o meteorizados
(Salanitro et al., 1997; Dorn y
Salanitro, 2000). No obstante,
en estos ultimos, aun cuando
la toxicidad suele ser menor,
existe un efecto fisico sobre
las propiedades del suelo (In-
fante et al., 2010), 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). Las caracteristicas o
tipo de suelo afectan signifi-
cativamente la toxicidad.
Aquellos suelos con mayor
capacidad de intercambio, ma-
teria organica o contenido de
arcilla, exhiben mayor adsor-
cion del hidrocarburo, y habra
menor efecto toxico sobre el
ecosistema (McBride, 1994;
Dorn et al., 1998). Los suelos
con mayor contenido de mate-
ria organica y textura arcillo-
sa pueden adsorber los hidro-
carburos, reduciendo su solu-

bilidad y presiéon de vapor
efectivas, debido al reparto
entre las fases lipofilicas. 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 facilmente rete-
nidos, aun en presencia de la
materia organica, por lo que
el efecto toxico es mas 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 perforacion), con la
finalidad de mostrar la impor-
tancia de incorporar los anali-
sis de toxicidad en la caracte-
rizacion inicial de este tipo de
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muestras, y como un
criterio adicional en los
estandares o exigencias
de limpieza, después de
aplicada una técnica de
remediacion a un suelo
o desecho contaminado
con petroleo.
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Agitacion,
decantacion

Liquido
sobrenadante
-

Muestras evaluadas

1 parte de
muestra por 4
de agua

Elutriado puro
100%

Se estimo el efecto
toxico a través de

bioensayos con Lactuca
sativa L, de 14 mues-
tras de desechos de

De cada una de
las muestras de
suelo o ripio

perforacion (ripios o re-
cortes) impregnadas
con crudo extrapesado
de 10°API, procedentes de la
Faja Petrolifera de Orinoco,
Oriente Venezolano, caracteri-
zados por una textura arenosa
y pH ligeramente bésico de
7,8 (Morales, 2010). Asimis-
mo, se evaluo el nivel de toxi-
cidad en muestras de suelo
provenientes de El Tigre, Es-
tado Anzoategui, Venezuela,
caracterizadas por una textura
arenosa y pH acido de 4,5
(Coérdova, 2010; Garcia et al.,
2012), las cuales fueron con-
taminadas con crudo en el
laboratorio. Para ello, un lote
de suelo de ~7,5kg. se paso
por un tamiz de 2mm. Una
porcion (~1kg) se usdé 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-
n6 con crudo liviano (32°API)
y la otra con crudo mediano
(27°API), ambos a una concen-
tracion teorica 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 facil el proceso de homoge-
nizacion del suelo con el cru-
do. De cada porcidn se sepa-
raron seis muestras (seis repli-
cas) de suelo contaminadas
con crudo liviano y seis con
crudo mediano. A estas 12
muestras, mas seis de testigo
o control (sin hidrocarburo),
se les midio6 la toxicidad.
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Adicionalmente, estas mis-
mas muestras contaminadas
con el crudo liviano y media-
no fueron sometidas a un pro-
ceso de biorremediacion du-
rante 90 dias (Garcia et al.,
2008; Cordova, 2010) y poste-
riormente se le midio la toxici-
dad. El proceso de biorreme-
diacion se llevo a cabo me-
diante bioestimulacion de los
microorganismos autdctonos,
con fertilizacion con una rela-
cion C:N de 60:1 y C:P de
800:1, ajustando los factores
abioticos (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 aerdbicas. El ensayo
se realiz6 en condiciones de
laboratorio, a una temperatura
de 24-27°C, 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 biorremediacion se repuso
el agua evaporada pesando los
microcosmos cada tres dias.
Los microcosmos eran cerra-
dos en su base, por lo que no
hubo pérdidas por infiltracion,
y las pérdidas por fotooxida-
cioén se consideraron minimas
ya que los mismos se mantu-

de germinacion de

Cépsula petri con papel
de filtro en la base

las semillas, y so-
bre la elongacion

Triplicado
de cada dilucion
5ml por capsula

- 7-8 diluciones
Liquido
sobrenadante /

<

. e
—_— -

»4

Colocacion de 20
semillas de L. sativa

del hipocotilo du-
rante los primeros
dias de crecimiento.
La toxicidad puede
ser expresada como
toxicidad aguda o
letal, la cual se es-
tima a través de la
concentracion a la
cual se produce
mas del 50% de in-

hibicion de la ger-

hipocotilo

Incubacioén por 120 horas.
Determinacion porcentaje de
germinacion y elongacion

minacion de las
semillas, entendién-
dose que la falta de

Figura 1. Diagrama del desarrollo del bioensayo con semillas de L. sativa.

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

Los crudos empleados en
este estudio poseen una com-
posicion SARA (saturados,
aromaticos, resinas y asfalte-
nos) diferente. El crudo liviano
se caracteriza por tener un
61% de saturados, 22% de aro-
maticos, 14% de resinas y 3%
de asfaltenos; mientras que el
crudo mediano contiene un
54% de saturados, 25% de
aromaticos, 11% de resinas y
10% de asfaltenos (Lopez 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 aromaticos (21%), y
un mayor contenido de resinas
y asfaltenos (35 y 21%, respec-
tivamente).

Bioensayos de toxicidad

La evaluacion de la toxici-
dad de las muestras de estudio
se realizo 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 relacion
suelo:agua de 1:4 (Figura 1).
La prueba se desarrolla en
condiciones estaticas y permite
que se puedan evaluar los
efectos fitotoxicos de compues-
tos del crudo sobre el proceso

germinacién es la

muerte de las semi-

llas debido al efec-
to toxico en la muestra que se
esté evaluando. En contraste,
la reduccion del crecimiento o
elongacion del hipocotilo en
un periodo de tiempo, en mas
de un 50% con respecto al
control (suelo sin hidrocarbu-
ro), constituye la medida del
efecto cronico o subletal de la
muestra ensayada (USEPA,
1989). La evaluacion del para-
metro elongacion del hipocoti-
lo de las semillas permite pon-
derar el efecto toxico de com-
puestos solubles presentes en
niveles de concentracion tan
bajos, que no son suficientes
para inhibir la germinacion
pero que, sin embargo, pueden
retardar o inhibir completa-
mente los procesos de elonga-
cion de la radicula o del hipo-
cotilo.

A partir de cada una de las
14 muestras de ripios o cortes
de perforaciéon 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-
cién y de las 12 muestras
después del proceso de biorre-
mediacion, se obtiene el elu-
triado respectivo (Figura 1).
Cada muestra se evaltia 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 capsulas de Petri
de 100mm de diametro, las
cuales contienen un papel de
filtro, se afaden 5ml de cada
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dilucion, 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
exposicion, se cuan-
tifica la germina- o

Porcentaje de germinacion
(2]
o

cidn, se acepta un
porcentaje de ex-
traccion de ~80%
del crudo dopado.

Procesamiento de
datos y analisis
estadisticos

cién y el largo o 0
elongacion del hipo-
cotilo. Como parte
de los criterios de
calidad que deben
cumplir este tipo de
bioensayos, se de-

c
termina el porcenta- 8 100
je de germinaciéon 2735 "
del lote de semillas 8 §
O
a ensayar, el cual se 22 4
mantuvo en el pre- 5 2
sente caso alrededor G g 40
de 98%. 23
o = 20
(0]
Andlisis de aceites & 04

2 4 6
Aceites y grasas (% m/m)

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

10 Los resultados de
los bioensayos de
toxicidad se analiza-
ron a través del pro-
grama CL;, desarro-
llado para PC, basa-
do en Stephan
(1977). Para la compara-
cién entre tipos de mues-
tras se emple6 analisis de
varianza (ANOVA) y la
prueba de comparacion de
medias de Tukey HSD
(honestly significantly di-
[ferent), con niveles signi-
. ficancia de 5%, para lo

y grasas

Para la determi-
nacion del conteni-
do de crudo (aceites
y grasas; AyG) o
HTP en las diferen-
tes muestras, se uti-
lizd la extraccion Soxhlet,
usando diclorometano, grado
analitico (Sigma-Aldrich gra-
do HPLC, CAS:75-09-2) como
solvente de extraccion, segun
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
acopld a un matraz de 250ml
con 100ml de solvente de ex-
tracciéon. Seguidamente, el
matraz se coloco en la manta
de calentamiento y se ajusto
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 llevd hasta
peso constante a ~65°C en
una estufa con extraccion de
vapores. El contenido de ex-
traibles, o AyG presentes, fue
determinado gravimétricamen-
te. Este procedimiento se
efectud para las 14 muestras
de cortes de perforacion, por

severo).

o

2 4 6 8
Aceites y grasas (% m/m)

Figura 3. Toxicidad expresada en porcentaje de elon-
gacion del hipocotilo a diferentes concentraciones de
aceites y grasas en las 14 muestras de ripios impreg-
nadas con crudo extrapesado (100% elutriado, caso

triplicado, 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 biodegradacion.
Los resultados fueron corregi-
dos por el porcentaje de hu-
medad y expresados sobre
base seca en m/m. Los anali-
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
medicion periddica de mues-
tras dopadas con cantidades
conocidas de petroleo crudo
evaporado (‘topeado’) a 65°C.
Una proporcion del hidrocar-
buro no es extraido debido a
la interaccion con el suelo, la
cual depende de la textura y
del contenido de materia or-
ganica del mismo. Con base
en los resultados historicos
del laboratorio de desechos
toxicos de la Universidad Si-
mon Bolivar, Venezuela, y
usando este solvente que es
de alta capacidad de extrac-
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10 cual se empleo el progra-
ma STATGRAPHICS
Centurion XV.

Los valores promedios
con sus respectivas des-
viaciones estandar del
porcentaje de germinacion
y porcentaje de elongacion
del hipocotilo, de cada una de
las muestras de ripios y de
suelos, se presentan grafica-
mente, con la finalidad de vi-
sualizar las muestras que no
presentan toxicidad en aquellas
que tienen un porcentaje de
germinacion >50%, o un por-
centaje de elongacion del hipo-
tilo >50% con respecto al con-
trol.

Resultados y Discusion

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

En la Figura 2 se presentan
los resultados de toxicidad en
funcién del porcentaje de ger-
minacion 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 relacion
al porcentaje de elongacion
del hipocotilo. En ambos ca-
sos, los resultados correspon-

den al elutriado puro (100%),
es decir, al caso mas 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
estadisticamente 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 registré una
disminucién mayor al 50% del
porcentaje de germinacion de
las semillas, ni inhibicion en
mas del 50% de la elongacion
del hipocotilo con respecto a
muestras control (sin hidrocar-
buro), y por lo tanto no se
puede calcular un CE50 en
ningun 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 sefa-
la que los crudos pesados son
menos toxicos 0 no toxicos en
comparaciéon 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
mas solubles en agua y gene-
ralmente mas toxicos. A partir
de los resultados de las Figu-
ras 2 y 3, también se deduce
que no existe correlacion algu-
na entre la concentracion de
aceites y grasas, y el porcenta-
je de germinacion y porcentaje
de elongacioén del hipocotilo,
para estas muestras de ripios
con crudo extrapesado. Otros
autores (Dorn y Salanitro.,
2000; Plaza et al., 2005; Gar-
cia et al., 2010; Tarache, 2011),
coinciden en sefialar la falta de
correlacion entre concentracion
de hidrocarburos en suelo y la
toxicidad. Estos resultados
permiten inferir que una ma-
yor concentracion de hidrocar-
buros en una muestra de suelo
o ripio de perforacion, automa-
ticamente no es indicativa de
una mayor toxicidad. Otros
factores tales como tipo de
crudo, caracteristicas quimicas
del suelo pudiesen afectar la
toxicidad. Es importante resal-
tar que acorde con el Decreto
2635 de la normativa ambien-
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TABLA 1

CONTENIDO DE ACEITES Y GRASAS (Ay G) EN %

(m/m) EN MUESTRAS DE SUELO CONTAMINADO
CON CRUDO LIVIANO Y MEDIANO, AL INICIO
Y FINAL DEL PROCESO DE BIORREMEDIACION*

Tiempo Ay G en suelo Ay G en suelo
(dias) con crudo liviano  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 +desviacion estandar.

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 remediacion hasta
cumplir con dicho limite 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 perforacion
presentan contenidos de acei-
tes y grasas >1%, llegandose
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 (concentracioén
de aceites y grasas en prome-
dio de 4,3% m/m, a los 0 dias,
Tabla I), y con crudo mediano
(concentracion de aceites y
grasas en promedio de 4,9%
m/m, a los 0 dias, Tabla I),
tampoco se registrd una inhi-
bicion de la germinacion de
las semillas mayor al 50% (da-
tos no mostrados), lo cual sig-
nifica que no presentan toxici-
dad. Sin embargo, si se regis-
tr6 una reduccion 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).
Notese que todas las muestras
tienen porcentajes de elonga-
cion 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 sefialar que no
se registraron diferencias esta-
disticamente significativas
(p<0,05) entre los resultados
de toxicidad expresada en fun-
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cion del porcentaje de
elongacion 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 mas
toxicos que los media-
nos, sin embargo deben
considerarse otros facto-
res. Por ejemplo, un cru-
do liviano de composi-
cion parafinica, muy pro-
bablemente tendra menor
contenido de compuestos
aromaticos de bajo peso
molecular, los cuales son
los mas solubles y toxi-
cos en comparacion con
un crudo de la misma
gravedad API de compo-
sicion aromatica. 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 sefa-
lan la utilizacién de un
suelo de textura franco
arenosa en sus ensayos.
La textura relativamente
mas fina del suelo, au-
mentaria la adsorcion en
la fase sélida, disminu-
yendo la solubilidad

100

S (2] @
o o o

% elongacion largo hipocotilo
con respecto control (sin AyG)
N
o

Figura 4. Toxicidad expresada en porcentaje de

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

Pyt

@ Crudo mediano

B Crudo liviano

et al., 2006). Por el contrario,
en suelos de textura arenosa la
retencion de los hidrocarburos
en la fase solida es muy po-
bre, desplazandose la particion
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 tendria que
evaluarse un nimero signifi-
cativo de suelos de diferente
textura, asi como un mayor
namero de crudos de grave-

% dad API contrastante. Sin

T T T T T
1 2 3 4 5
Muestras de suelo

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
10°API utilizado en el pre-
sente estudio.

elongacion del hipocotilo en las muestras de sue-

lo contaminadas con crudo mediano y liviano,
antes del proceso de biorremediacion (elutriado al
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Figura 5. Toxicidad expresada en porcentaje de
germinacion en las muestras de suelo contamina-
das con crudo mediano y liviano después del
proceso de biorremediacion (100% elutriado, caso
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Muestras de suelos a los 90 dias

@ Crudo mediano

® Crudo liviano

I

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

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 biorremediacion antes
y después de 90 dias, en el

¢ cual hubo una reduccion es-

tadisticamente significativa
(p<0,05) del hidrocarburo.
Notese que para el suelo con
crudo liviano, la concentra-
cion de A y G a los 90 dias
se corresponde practicamen-
te con la exigida por
la normativa ambien-
tal venezolana (<1%
m/m); mientras que
# con el crudo media-
no, la concentracion
estd por encima de lo
exigido como criterio
de limpieza. Los re-
sultados de toxicidad
en funcion del por-
centaje de germina-
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Figura 6. Toxicidad expresada en porcentaje de elonga-
cion del hipocotilo en las muestras de suelo contamina-
das con crudo mediano y liviano después del proceso
de biorremediacion (100% elutriado, caso severo).

2 3 4

Muestras de suelos a los 90 dias

5

¢ cion de las semillas y
porcentaje de elonga-
cion del hipocotilo
con respecto al con-
trol, para estas mues-
tras se presentan en
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las Figuras 5 y 6, respectiva-
mente. Se observa que en am-
bos casos no se registro toxici-
dad, en ninguna de las 12
muestras evaluadas a los 90
dias del proceso de biorreme-
diacion con el bioensayo em-
pleado.

El proceso de biorremedia-
cion permiti6 la disminucion
de la toxicidad de las muestras
de suelo que originalmente
presentaron toxicidad expresa-
da en funcion del porcentaje
de elongacion del hipocotilo
(Figura 4). La mayoria de los
estudios coinciden en sefalar
la disminucion de la toxicidad
por efecto del proceso de bio-
rremediacion (Salanitro et al.,
1997; Dorn y Salanitro, 2000;
Plaza et al., 2005; Hubalek et
al., 2007). Sin embargo, es
también conocido que como
consecuencia de la biodegrada-
cion se forman compuestos
carboxilicos mas polares y so-
lubles que los hace mas bio-
disponibles que los hidrocar-
buros originales. Esto se tra-
duce en aumento de la toxici-
dad durante la evolucién de un
proceso de biorremediacion,
generando un incremento en
los primeros dias del proceso
y luego una disminucion hasta
niveles no téxicos o menos
toxicos (Hubalek et al., 2007,
Al-Mutairi et al., 2008; Rami-
rez et al., 2008).

Desde el punto de vista de
criterios de remediacion de
suelos, indiscutiblemente la
determinacion de la toxicidad
es fundamental. Cabe destacar
que en las muestras de crudo
mediano (Tabla I), aun cuando
no se habia alcanzado el crite-
rio de limpieza en el suelo a
los 90 dias de la biorremedia-
cion, ya éste no era toxico, lo
cual indica que con ese suelo
de esas caracteristicas, 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, podria
completarse el proceso de tra-
tamiento por dilucion con sue-
lo limpio u otro material orgé-
nico acondicionador del suelo,
hasta alcanzar el limite exigi-
do por la normativa ambiental.
Igualmente, si el uso de la
tierra esta destinado a uso
agricola, el analisis de toxici-

dad es clave junto con otros
parametros bioldgicos en el
suelo como evolucion del CO,,
biomasa microbiana, biodiver-
sidad de las comunidades mi-
crobianas, actividad enzimati-
cas (deshidrogenasa, glucosa
oxidasas, hidrolasas entre
otras), los cuales proporcionan
informacién que integra mu-
chos factores ambientales (Mi-
jangos et al., 2006), y permi-
ten garantizar la ‘salud’ del
suelo. Alkorta et al., (2010)
sefialan que la meta central de
los procesos de remediacion en
un suelo debe estar orientada
no solamente a disminuir la
concentracion del contaminan-
te, sino a restaurar la salud del
suelo que es aun mas impor-
tante.

En esta investigacion 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 podria
ocurrir con crudos livianos o
productos refinados. En esta
situacion, el limite de aceites y
grasas deberia ser mas exigen-
te (mucho menor a 1%) o se
deberia exigir un limite no
basado en el porcentaje de
grasas y aceites del suelo sino
en su toxicidad. De esta mane-
ra, el objetivo de la remedia-
cion del suelo no seria sola-
mente la disminucion del con-
tenido de hidrocarburos o gra-
sas y aceites, sino la elimina-
cion de los efectos toxicos 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, resultd
ser no toxico expresado en
funcién del porcentaje de ger-
minacion y porcentaje de elon-
gacion 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
registr6 toxicidad expresada en
funcion del porcentaje de elon-
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gacion 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 caracteristicas
propias de estos crudos junto a
la textura arenosa de los sue-
los y ripios, que determinan la
particién de los componentes
toxicos del crudo entre la fase
s6lida, la fase oleosa y el
agua. Por otra parte, se regis-
tr6 una disminucion en la toxi-
cidad de las muestras contami-
nadas con crudo mediano y
liviano, como consecuencia del
proceso de biorremediacion.
Basado en los resultados obte-
nidos, se recomienda el uso de
los analisis de toxicidad en la
caracterizacion de desechos, e
incorporarlo como un criterio
en la limpieza de suelos cuan-
do se aplica una técnica de
remediacion.
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