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Resumen. En este trabajo se determiné empiricamente la re-
lacién entre la concentracién de petréleo crudo extrapesado - me-
teorizado en un material arcilloso y la toxicidad aguda, capacidad
de campo, temperatura y crecimiento de un pasto tropical forrajero
(Brachiara humidicola). Para este tipo de hidrocarburo, ain en con-
centraciones altas (29279 mg/kg), la toxicidad aguda (Microtox®)
fue ligera (CE,=63200 - 76400 mg/kg). Sin embargo, se presenta-
ron afectaciones serias en términos de incremento en la temperatura
del suelo (+1,3 °C), reducciones en la capacidad de campo (-10,7%)
y la biomasa aérea (-97%). La relacién entre la concentracién de hi-
drocarburos y biomasa aérea se presenté como una funcién tipica de
dosis-respuesta (r = 0,99), en donde una concentracién de 2626 mg/
kg de hidrocarburos corresponde a una manutencién de 90% o mas
de biomasa. Ademds, durante el tiempo del experimento (un afio),
la biodegradacién fue proporcional a la produccién de biomasa (r
= 0,997) indicando una relacién sinérgica entre los microorganis-
mos biodegradadores de hidrocarburos del petréleo en la rizésfera

del pasto.

Palabras clave: Contaminacién; Suelo; Capacidad de campo;
Dosis-respuesta; Fitorremediacién.

Abstract. In this study, the relationship between the concentra-
tion of extra-heavy crude petroleum in a clayey material and the
toxicity, field capacity, temperature, and growth of a tropical forage
grass (Brachiara humidicola) was determined empirically. For this
type of petroleum the acute toxicity (Microtox®) was slight (CE,
= 63200 - 76400 mg/kg) even at high hydrocarbon concentrations
(29279 mg/kg). Nonetheless, serious impacts were encountered in
terms of an increase in soil temperature (+ 1.3 °C), reduction in field
capacity (-10.7%) and reduction in aerial biomass (-97%). The rela-
tionship between hydrocarbon concentration and biomass resulted
in a typical dose-response curve (r = 0.99), where a concentration
of 2626 mg/kg of hydrocarbons corresponds to a maintenance of
90% biomass. Furthermore, during the duration of this study (one
year) the biodegradation was proportional to the pasture biomass
production (r = 0.997) indicating a synergistic relationship between
the petroleum biodegrading microorganisms in the rhizosphere and
the pasture.

Keywords: Contamination; Soil; Dose-response; Field capacity;
Phytoremediation.
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INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

El objetivo de los proyectos de remediacién de suelos es
proteger la salud publica y al ambiente. En esto se incluye la
reduccion de la toxicidad, potencial de lixiviacion y contami-
nacién de cuerpos de agua y acuiferos, asi como la restauracién
de las propiedades fisicas y quimicas relacionadas con la ferti-
lidad del suelo. Generalmente los primeros dos objetivos son
logrados reduciendo la concentracién de los contaminantes en
el suelo (por ejemplo, implementando biorremediacién, lava-
do de suelo y desorcién térmica (Adams et al., 1999; Domin-
guez-Rodriguez, 2008).

El supuesto sustento teérico de esto es que la toxicidad y
potencial de lixiviacién estin directamente relacionados a la
concentracién del contaminante: en palabras, si se reduce la
concentracién, se reduce la toxicidad, lo cual puede ser falso,
ya que existen evidencias que demuestran que la toxicidad no
tiene relaciéon con la concentracién de hidrocarburos en el sue-
lo (Dorn & Salanitro, 2000; Rivera-Cruz & Trujillo-Narcia,
2004; Rivera-Cruz et al., 2005). Sin embargo, hay ciertos tipos
de hidrocarburos, sobre todo en la fraccién pesada o petréleos
muy meteorizados, que pueden afectar la fertilidad del suelo,
aunque éstos tengan baja toxicidad (Adams et al., 2006).

Este tipo de hidrocarburos pueden reducir la retencién hi-
drica del suelo, y la repelencia al agua (Adams et al., 2008a).
Esto provoca una menor infiltracién y mayor escurrimiento de
agua, afectando el balance de agua del suelo y la erosién hidrica
del mismo. También, reducen la capacidad de retener nutrien-
tes catidnicos durante fuertes precipitaciones (Roy y McGill,
1998). Por otra parte, puede ocurrir la compactacién del suelo
debido a la accién aglomerante de los asfaltenos, resinas y com-
puestos polares presentes en altas proporciones en crudos me-
teorizados, limitando la infiltracién del agua, asi como la pene-
tracion y desarrollo radical (Adams et al., 2008b). La afectacién
de estas propiedades fisicas reduce la fertilidad del suelo, atn en
concentraciones menores a 3000 mg/kg de hidrocarburos del
petréleo (NOM-138-SEMARNAT/SS-2003).

Desafortunadamente, las autoridades ambientales en la
mayoria de los paises donde se extrae petréleo tienen poco
conocimiento respecto a dichas afectaciones, propiciando que
los criterios (fisicos, quimicos y bioldgicos) de fertilidad del
suelo no se empleen y/o sean ignorados en los proyectos de re-
mediacién de suelos. El resultado es la supuesta “remediacién”
de sitios contaminados en los que se logra reducir la concen-
tracién de hidrocarburos a los niveles requeridos para cumplir
con lo establecido por la normativa local, pero en los que el
suelo sigue infértil.

Por este tipo de problemtica, en el siguiente trabajo se rea-
liz6 un experimento del tipo dosis-respuesta para determinar
empiricamente la relacion entre el crecimiento vegetal (bioma-
sa, productividad primaria y tasa de crecimiento) y la concentra-
cién de hidrocarburos, con la finalidad de proponer criterios de
saneamiento basado en impactos reales a la fertilidad del suelo.

Colecta del material contaminado, suelo y preparacién de
celdas. El material contaminado con hidrocarburos fue colec-
tado en el play6n suroeste de la Presa de Agua de Mina en la
Unidad Minera Texistepec, Veracruz (17° 52,46’ N, 94° 48,06’
0). Este fue extraido con pala recta a una profundidad de O -
30 cm. Aunque en este sitio no habia vegetacién debido a la
contaminacién (lo que indica cualitativamente problemas de
fertilidad), se decidi6 tomar muestra de material a esta profun-
didad, porque en la mayoria de los suelos, a esa profundidad
es donde se encuentra la mayor actividad radical que soporta
cultivos (Porta et al., 2003). Este material estaba compuesto
en su mayoria por lodos arcillosos bentoniticos provenientes
de recortes y fluidos de perforacién de pozos gastados, que
fueron utilizados para la extraccién de azufre. Dicho material,
contenia 71% de particulas finas (arcilla y limo, predominado
por minerales expansivos tipo 2:1) y presentd altas concen-
traciones (~ 5% de hidrocarburo, m/m) de hidrocarburos del
mismo yacimiento de azufre (domos salinos).

El material obtenido fue combinado con un suelo (arcilla
roja) de baja fertilidad obtenido de un banco de material en
la localidad Loma de Caballo, Municipio de Centro, Tabasco
(17° 59,91’ N, 93° 00,50’ O). El banco estd situado en lo-
mas muy bajas de tierra roja con un horizonte superficial de
tierra negra, y corresponde a un suelo Alisol humico en el
sistema de clasificacion WRB (FAO, 2006), segun los ma-
pas y descripciones de suelos del estado (Palma-Loépez et al.,
2006). De este suelo solo se tomé el material del horizonte
B. Palma-Lépez et al. (2006) describen este tipo de suelo en
Tabasco como “...suelos dcidos, rojos o amarillos, profundos,
de baja fertilidad y altamente intemperizados”. Un horizonte
B de un perfil tipico de este tipo de suelo (subsuelo de Alisol)
present6 las siguientes caracteristicas: pH de 4,6 o menos,
materia orgdnica < 0,68%, CIC: 23 cmol(+)/kg, y saturacién
de bases: 7,9%.

Este subsuelo se combiné con el material obtenido en la
Unidad Minera para obtener mezclas. En base a su densidad y
humedad estimada, se combinaron subsuelo (Alisol) y el ma-
terial contaminado para obtener concentraciones en el rango
de aproximadamente 1000-30000 mg/kg de hidrocarburos
(m/m, base seca), con diluciones de 1:2. Se eliminé la mezcla
correspondiente a 1875 mg/kg, debido a que era muy parecida
a las dos mezclas mds cercanas (de 937,5 y 3750 mg/kg), y
para tener una dispersién mejor de los tratamientos. Al ana-
lizar las concentraciones reales de hidrocarburos por métodos
quimicos, se determiné que correspondian a concentraciones
de 732,3659, 7318, 14635 y 29279 mg/kg (pm/m, base seca)
de hidrocarburos totales del petréleo.

Sobre una geomembrana (2 mm de espesor) se construye-
ron celdas de 0,4 x 0,4 m con 0,2 m de profundidad. Los sue-
los testigo (material arcilloso sin hidrocarburo) y contaminado
a diferentes concentraciones fueron disgregados manualmente
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y se depositaron de forma uniforme hasta una altura de 15 cm
(aproximadamente 40 kg de muestra). Cada tratamiento se
hizo por triplicado obteniendo un total de 18 muestras expe-
rimentales divididas en 3 bloques, a las cuales posteriormente
se les adiciond fertilizante y se sembré el pasto humidicola.
El experimento se realizé durante 16 meses, a la intemperie
en un clima tropical monzénico, tipo Am de acuerdo con la
clasificacién de Koppen (Peel et al., 2007). La temperatura
promedio anual es de 28 “C con una precipitacién anual de
1800-2000 mm (West et al., 1985; Adams et al., 2002).

Adicién de nutrientes. Los nutrientes fueron adicionados
mediante un fertilizante solido Grow Feed” en proporcién
20-30-10 (20% N, 30% P y 10% K, ademas de otros elemen-
tos traza). La aplicacion del fertilizante se realizé segun las
indicaciones del fabricante (Agro-Grow S.A. de C.V.) para
lo cual se preparé a una concentracién de 0,146 g/L. Este
procedimiento se aplicé solo al inicio del experimento para
proporcionar humedad y nutrientes al suelo antes de sembrar

el pasto humidicola, dado que el suelo que se utilizé es de baja
fertilidad.

Proceso de sembrado. El pasto empleado para este estu-
dio fue de la especie Brachiaria humidicola debido a que el uso
comun de éste es para pastoreo, tiene un crecimiento rastrero,
crece en suelos de baja fertilidad y posee cierta sensibilidad a
la exposicién de petréleo crudo. La siembra se llevé a cabo 7
dias después de haber agregado el fertilizante. En cada una de
las celdas se realizaron 17 puntos de siembra distribuidos en
una linea, ubicando 3-4 semillas por punto.

Caracterizacién de los hidrocarburos. Se tomé una mues-
tra de la fase libre del material contaminado y se realizé una
caracterizacién fisica del petréleo crudo extrapesado-meteori-
zado al inicio del experimento, con la finalidad de conocer la
gravedad AP y la proporcién de las fracciones de éste.

Debido a la densidad y viscosidad del aceite fue necesario
analizar su gravedad especifica, por medio de una modifica-
cién del método ASTM D 287-92 (método indirecto, Mo-
rales-Bautista et al., 2013), que consistié en diluir el petréleo
extrapesado-meteorizado (2 a 2,5%) en una mezcla de diesel
afiejado (gravedad API = 36°) y aceite lubricante multigrado
API SL SAE 20W-50W Bardahl® utilizado como solvente
en una proporcion 1:1 (v/v). Se realizaron entre 4 a 5 lecturas
con las cuales se calcularon los *AP]I, graficando la concentra-
cién gravimétrica vs. los resultados de densidad API corregi-
dos a 60 °F. Las regresiones lineales fueron extrapoladas para
calcular los "API a 100% y éstos fueron comparados contra
los valores obtenidos empleando el método del hidrémetro en
petréleo crudo puro.

El fraccionamiento de hidrocarburos por columnas se rea-
liz6 empleando como solventes selectivos: hexano (asfaltenos),
hexano-tolueno (alifiticos), tolueno-metanol (aromdticos)
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y metanol-acetona (polares) (Wang et al., 1994; Fernindez
et al., 2006). La cuantificacién de las fracciones se calculé en
base a su porcentaje en peso.

Andlisis de Hidrocarburos Totales de Petréleo. Los Hi-
drocarburos Totales del Petréleo (HTP) se cuantificaron me-
diante el método EPA 418.1 utilizando percloroetileno (J.T.
Baker®) como solvente de extraccién en muestras por tripli-
cado (n=3) y se midié en un equipo InfraCal TOG/TPH
Analyzer® modelo CVH con una longitud de onda de 3,4 pm
(2940/cm) (Mayo-Lépez et al., 2010). La concentracién de
HTP se calculé empleando curvas de calibracién realizadas
con soluciones patrén (pre-preparadas por quintuplicado,
n=5) de hidrocarburo obtenido del material a tratar. Este pa-
rdmetro se realizé al inicio y al final del estudio.

Analisis de toxicidad. Se evalué la toxicidad aguda me-
diante el sistema Microtox” (Azur Environmental) en fase
liquida (NMX-AA-112-1995-SCFI) modificado por Mayo-
Lépez et al. (2010). Para esta prueba se empled la bacteria
marina bioluminiscente Vibrio fischeri (cepa liofilizada, Micro-
bics®). La pérdida de luminiscencia de la bacteria se midi6 en
un luminémetro Microbics® M500 con una longitud de onda
de 490 nm y temperatura controlada (15 + 0,5 °C). La concen-
tracion efectiva 50 (CE, ) se obtuvo matematicamente, a par-
tir de la relacién dosis-respuesta. Se analizaron todos los datos
al inicio y al final del experimento. Para determinar el nivel de
toxicidad del suelo se utilizé la escala de toxicidad propuesta
por Cornelio (2001), quien reporta un “Nivel umbral” no téxi-
co, a una Concentracién Efectiva 50 (CE,) de 95000 ppm, y
especifica la escala que se muestra en la Tabla 1.

Medicién de temperatura. La temperatura del suelo se
midi6 con un termémetro de acero inoxidable TFA®, cuya es-
calava de -10 2 90 °C, para lo cual éste se introdujo en el suelo
a una profundidad de 10 cm aproximadamente. Esta lectura
se tomé entre las 12y 13 horas del dia (tiempo en que se eleva
mis la temperatura tomando en cuenta la estacién del afio).
Esta medicién solo se realizé al inicio del experimento en to-
das las celdas de tratamiento.

Capacidad de campo. La capacidad de campo (CC) se
evalué para todas las celdas de tratamiento por el método de
la columna de Colman (NOM-021-SEMARNAT-2000),
para lo cual se colocaron 100 g de suelo en un recipiente de
paredes rectas con orificios en la base. Luego se agregé agua
hasta saturar la muestra, se dejé escurrir durante 24 horas y se
pes6 la muestra humeda (Zavala et al., 2005). Posteriormente,
la muestra se llevé a peso constante en estufa a 60 °C. El por-
centaje de humedad se calculé por diferencia de pesos.

Medicién de biomasa. A los 30 dias de la siembra se realizo
un corte de la biomasa aérea, para homogeneizar los tratamien-
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Tabla 1. Criterios de toxicidad en sedimentos estimados bajo la adecuacion en el sistema logaritmico (Comelio, 20071).
Table 1. Toxicity criteria in sediments based on adjustment to the logarithmic system (Cornelio, 2001).

Nivel CE50 ppm UT
No Téxico/Casi Nulo >95000 <10,5
Indeterminado 84700 - 95000 10,5 -11,8
Ligeramente Téxico 58900 - 84700 11,8 - 16,98
Téxico 36000 - 58900 16,98 - 27,78
Muy Téxico <3600 >27,78
UT =1 ; CE,, = concentracién como proporcién a la que se ve reflejada el 50% de la bioluminiscencia en el bioensayo.
50
UT =_1 ; EC, = concentration as a proportion in which a 50% reduction in bioluminescence is observed in the bioassay.
CE

50

tos. Al cabo de 31 dias de rebrote se realizo la cosecha de bio-
masa para su andlisis. Esta fue cortada con tijera de jardineria,
procurando dejar el pasto de 3 a 5 cm de altura (simulando el
pastoreo del ganado). La biomasa colectada se colocé en bolsas
medianas (previamente pesadas) y se determiné el peso hime-
do de la muestra. Posteriormente, se puso a secar en una estufa
a una temperatura entre 60 y 70 °C por un periodo de 18 a 24
horas. Transcurrido este lapso de tiempo se registré el peso seco
y la biomasa se calculé por diferencia de peso. Los siguientes
cortes se realizaron cada 2 meses hasta llegar a la fase final (16
meses) obteniendo un total de 8 cortes. La produccién primaria
anual se calculé sumando la biomasa obtenida para los tltimos
6 cortes (2 meses c/u o 12 meses en total).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del petréleo extrapesado-meteorizado.
El hidrocarburo tuvo una gravedad especifica (corregidaa 15,6
°C) de 1,05 g/cm?®, correspondiendo a 3,4 "API. Este dato es
importante ya que los valores de los grados API mds bajos re-
portados para petréleo crudo son para las arenas bituminosas
de Venezuela (8-9,5 "API, correspondiendo a 1,014 - 1,004 g/
cm?®, Dusseault, 2001; Mommer, 2004) y de Alberta, Canada
(6 °API, correspondiendo a 1,029 g/cm?, Adams et al., 2005).
Por tal razén, el aceite en el suelo en el presente trabajo fue
mucho mis pesado (y potencialmente, mds contaminante) que
lo encontrado en petréleos crudos explotados comercialmente.

Es necesario mencionar que el petréleo extrapesado em-
pleado para este estudio estuvo expuesto durante dos déca-
das a procesos de meteorizacién, por lo que la proporcién de
ciertos componentes (fraccién volatil y/o hidrocarburos mds
facilmente biodegradables) se redujo. Esto resulté en que los
compuestos de mayor peso molecular (asféltenos) del petréleo
afectaran su viscosidad (Hinkle et al., 2008) y fuese imposible
medir la gravedad API por medio del método convencional
(ASTM D 287-92). Debido a esto, se opt6 por el método in-

directo (Morales-Bautista et al., 2013) para el cual se pueden
emplear pequeiias cantidades de hidrocarburos residuales.

En cuanto al fraccionamiento del hidrocarburo por colum-
na empleando solventes selectivos, los resultados indicaron un
alto contenido de fracciones pesadas. Casi 50% estuvo com-
puesto por las fracciones de asfaltenos+polares+resinas, 20,6%
son aromdticos (polinucleares), y 29,6% fueron aliféticos. Es-
tos dos dltimos datos resultan de suma importancia ya que
demuestran que un petréleo meteorizado ain puede contener
proporciones significativas de las fracciones aromatica y alifd-
tica. Sin embargo, los compuestos contenidos en estas fraccio-
nes son hidrocarburos de cadena larga, ramificados y/o cicli-
cos, y aromdticos polinucleares (HAP). Es decir, compuestos
de alto peso molecular (>C25), no biodisponibles (Trindade
et al., 2004), con bajo coeficiente de volatilizacién y puntos de
ebullicién por arriba de 260 °C (Lamus et al., 2011).

Por otra parte, cabe mencionar que 30,1% de la composicién
del petréleo extrapesado-meteorizado no fue soluble en hexano
(asfaltenos), por lo cual no fueron cuantificados segin los méto-
dos recomendados por la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
(UJAT, 2010). Se producen errores en la cuantificacién de HTP
por el método EPA 418.1 si se emplea hexano como solvente de
extraccién. Por esta razdn, concordamos con lo propuesto por
Infante et al. (2010), quienes sefialan que es de suma importan-
cia que en las determinaciones de HTP en suelos se considere el
tipo de solvente y las condiciones para la extraccién.

Toxicidad aguda. Los resultados de toxicidad aguda se
presentan en la Tabla 2. En ésta, se observa una tendencia leve
de presentar mayor toxicidad a mayor concentracién de hidro-
carburos al inicio del experimento, aunque no se pudo mostrar
estadisticamente. El tratamiento con la menor concentracién
(732 ppm) no present6 toxicidad. Sin embargo, al final del ex-
perimento la toxicidad se redujo a niveles no téxicos (casi nu-
los en todos los tratamientos). Esto pudo haberse debido a los
procesos de volatilizacién de la fraccién semivolitil (HAP y
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alifaticos de cadena larga y/o ciclicos) (Gustafson et al., 1997),
transformacién u oxidacién bioldgica (mineralizacién) de los
asfaltenos (Pineda-Flores et al., 2002; Ferndndez et al., 2008),
y descomposicién de los hidrocarburos por los microorganis-
mos (humificacién) (Das y Chandran, 2011), y el mismo pas-
to (rizobiodegracién) (Corgié et al., 2003; Kaimi et al., 2007;
Miranda-Martinez et al., 2007; Toledo et al., 2009).

No es probable que la toxicidad de los hidrocarburos resi-
duales en este suelo juegue un papel importante en el desarrollo
de la planta. Otros investigadores han encontrado relaciones si-
milares (Dorn y Salanitro, 2000; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia,
2004; Rivera-Cruz et al., 2005). Escalante (2000) encontré una
reduccién significativa en el desarrollo de Cyperus laxus ain a
concentraciones residuales de hidrocarburos que no presenta-
ron toxicidad en bioensayos con lombrices (Eisenia foetida).

Relacion entre concentracién de HTP y capacidad de
campo. Se encontré correlacién lineal negativa entre estos dos
pardmetros (r= -0,996) mostrando que la capacidad de campo
disminuyé conforme se incrementé la concentracién de hi-
drocarburo (Tabla 3); es decir, se obtuvo un mayor porcentaje

de capacidad de campo (35,57%) a menor concentracién de
hidrocarburo (732 ppm HTP), mientras que a la mayor con-
centracién (29270 ppm HTP), la CC fue menor (31,78%).
Adams et al. (2008b) reportaron un comportamiento similar
del efecto de los hidrocarburos sobre la CC en suelo arenoso y
arcilloso. Este resultado se debe a que la interaccién electros-
tatica entre las fracciones de arcilla (de carga eléctrica negati-
va) y el agua (polar) es interrumpida cuando los hidrocarbu-
ros (esencialmente polares o de muy baja polaridad) cubren
la superficie de las particulas del suelo (Trofimov y Rozano-
va, 2003), reduciendo asi su capacidad de retencién de agua
(Adams et al., 2008a).

Por otra parte, algunos suelos contaminados con petréleo
crudo después de varios afios o décadas de exposicion pueden
desarrollar niveles severos de repelencia al agua. Esta condi-
cién es altamente resistente a procesos de meteorizacién y se
propaga lateralmente por dispersion mecinica. Estos efectos
pueden ser atribuidos a la absorcién de compuestos de las fa-
ses liquida y gaseosa del petréleo (Roy & McGill, 1999b). La
repelencia al agua afecta a la infiltracién, evaporacién, erosion

y el balance hidroldgico del suelo (Leelamanie et al., 2008).

Tabla 2. Determinacion de la toxicidad aguda en las diferentes concentraciones de hidrocarburos.
Table 2. Acute toxicity determination at different hydrocarbon concentrations.

Concentracién Toxicidad
HTP (mg/kg) Inicial Final
CE,, UT Clasificacion CE,, uUT Clasificacion

0 87689 11,40 Indeterminado 100000 10,00 No Téxico/Casi Nulo
732 121768 8,21 No Téxico/Casi Nulo 100000 10,00 No Téxico/Casi Nulo
3659 71565 13,97 Ligeramente Téxico 100000 10,00 No Téxico/Casi Nulo
7318 76717 13,03 Ligeramente Téxico 100000 10,00 No Téxico/Casi Nulo
14635 63957 15,64 Ligeramente Téxico 100000 10,00 No Téxico/Casi Nulo
29270 79563 12,57 Ligeramente Téxico 100000 10,00 No Téxico/Casi Nulo

Tabla 3. Relacion entre la capacidad de campo, temperatura y concentracion de HTP en la produccion de biomasa.
Table 3. Relationship between field capacity, temperature and TPH concentration on biomass production.

Concentracién® Concentracién® CC (%) Temp. (°C) Biomasa (g)
de HTP (mg/kg) de HTP (mg/kg)
Inicial Final
0 0 41,44 51,66 5,59
732 167 35,57 51,66 9,66
3659 1183 35,15 52,00 8,01
7318 3655 34,66 52,00 2,47
14635 10763 33,42 52,66 0,35
29270 27610 31,78 53,00 0,30

* Cada valor es el promedio de n=3.
* Each value is the mean of n=3.
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Relacién entre concentracién de hidrocarburo, tempera-
tura y capacidad de campo. En la Tabla 3 se observa que la
temperatura del suelo se incrementé proporcionalmente a la
concentracién de HTP (r=0,933), es decir a mayor concentra-
cién de HTP, mayor temperatura. Estos incrementos alcan-
zaron hasta +1,3 °C para la mayor concentracién (29270 mg/
kg). Este resultado se debe a que cuanto mayor es la concen-
tracién de hidrocarburo en el suelo, éste se torna de un color
mids oscuro y modifica la absorcién de la radiacién solar dismi-
nuyendo las perdidas por calor latente, produciendo cambios
en el balance de energia (Garbi et al., 2001). Estos cambios
afectan las condiciones del medio y la velocidad a la que ac-
tdan procesos como la descomposicién de materia orgdnica,
absorcién de agua y nutrientes, fotosintesis y respiracién, que
influyen en forma directa o indirecta en la germinacién, emer-
gencia, crecimiento inicial y desarrollo radical de las plantas
(Porta-Casanellas et al., 2003).

Se presentd una correlacién lineal negativa (r= -0,977) en-
tre la capacidad de campo y la temperatura del suelo, es decir
a menor CC, mayor temperatura. Esto se puede explicar de-
bido al efecto de enfriamiento por la evaporacién del agua.
Si el suelo tiene mayor capacidad de campo, es probable que
pueda captar y retener mas humedad durante los periodos de
precipitacién. Si tiene un alto porcentaje de humedad, esto
puede reducir la temperatura. Parte de la energia cinética en
el suelo puede ser gastada en convertir la humedad en el suelo
a vapor, en vez de incrementar la temperatura del suelo, man-
teniendo la temperatura méds moderada. Cuando se reduce la
CC (debido al hidrocarburo), el suelo seco disipa una cantidad
creciente como flujo de calor, aumentando la temperatura del
suelo (Russell y Wild, 1992). Estos incrementos pueden ser
una limitante importante para la produccién del pasto, y el
crecimiento y desarrollo de las poblaciones de microorganis-
mos en el suelo. La temperatura ideal de la zona radical para
la germinacién y crecimiento de muchos cultivos esta entre 25
y 35 °C (Porta-Casanellas et al., 2003). En 4reas tropicales y
hdmedas es muy raro que la temperatura del aire exceda los 40

°C (Peters et al., 2003).

Relacién entre la biomasa y la concentracién de hidro-
carburos. En la Figura 1 se presenta una curva matematica
de dosis-respuesta (r=0,991) para el primer corte del pasto (a
los 61 dias), para la cual se asumié una produccién méxima al
nivel de la muestra con 732 mg/kg, que pareci6 experimentar
una pequefia estimulacién con respecto a la muestra sin hi-
drocarburos. La produccién de biomasa disminuyé conforme
aument6 la concentracién de HTP. Con respecto a la muestra
con 732 mg/kg, esta reduccién alcanzé hasta un 95% en la
muestra con la concentracién miés alta (29270 ppm). Otros
investigadores han reportado este mismo comportamiento en
pastos Egipto (Brachiaria mutica) (Zavala et al., 2005; Adams
et al., 2009), Alemén (Echinochloa polystachya) (Sinchez-Gar-

cia et al., 2004), Guinea (Panicum maximun) (Herndndez y

Mager, 2003), y Brizantha (Brachiaria brizantha) y estrella
(Eleusine indica) (Merkl et al., 2005).

Tomando en cuenta los datos obtenidos para el suelo testigo
(0 mg/kg),la produccion de biomasa se increment6 hasta un 73%
a las concentraciones mds bajas, lo que indica que el crecimiento
del pasto fue estimulado a concentraciones residuales de hidro-
carburo (<4000 mg/ke) (Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004;
Rivera-Cruz et al., 2005) (Tabla 3). En cambio, en los tratamien-
tos a concentraciones por encima de 7000 ppm, se presenté una
reduccién sustancial (-56% respecto al testigo). Debido a lo ante-
rior, es posible que el hidrocarburo cause compactacién del suelo
impidiendo la penetracién y desarrollo de las raices, reduciendo la
capacidad del pasto para obtener humedad y nutrientes del suelo
(Adams et al., 2008a; Nawaz y Bourrié, 2012).

La funcién matematica obtenida de la curva de dosis-res-
puesta se empled para calcular la concentracién de hidrocar-
buro y capacidad de campo que aun permiten el 90% de rendi-
miento de pastura. En la Tabla 4 se muestran los resultados de
las estimaciones realizadas. L.a concentracién de hidrocarburo
varié entre 1739-3344 mg/kg con un promedio de 2626 mg/
kg. La capacidad de campo requerida para cubrir esta deman-
da oscilé entre 34,92 y 38,08 por ciento de humedad (%H).
Por otra parte, también se observé que para el corte 5 se obtu-
vo la menor produccién inicial de pasto debido a la temporada
de sequia, y para el cual se reporta la concentracién mds baja

de HTP que inhibe el 10% de produccién de biomasa.

Relacion de la biomasa respecto a la concentraciéon de
hidrocarburos, capacidad de campo y temperatura. La tem-
peratura y capacidad de campo del suelo contaminado fueron
determinadas al inicio del experimento con la finalidad de saber
si el efecto del petréleo extrapesado-meteorizado sobre estas
variables afectaba o no en el crecimiento del pasto. Los resul-
tados obtenidos mostraron que los efectos en la produccién de
biomasa fueron multifactoriales (HTP+CC+T), siendo un fac-
tor determinante la concentracién de hidrocarburo (Tabla 3).

12 -
10 -
23 8 1 r=0,991
é g 6 | Biomasa = 9.73 +(10(2,4453 log log C (9,1314) +1)
S35
==l 4 |
2 4
0
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
HTP (ppm)
TPH (ppm)

Fig. 1. Curva dosis-respuesta en el crecimiento del pasto, del
primer corte.
Fig. 1. Dose-response curve for pasture growth, first sampling.
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Tabla 4. Concentracion de hidrocarburos y capacidad de campo que corresponden a una produccion de biomasa de 90% segin la

relacion de dosis-respuesta.

Table 4. Hydrocarbon concentration and field capacity corresponding to 90% of biomass production according to the dose-response relation-

ship.
Corte Periodo Temporada Productividad Hidrocarburos Capacidad de
Inicial (g) 90% Campo 90%
1 Oct-04 De lluvia (Rainy) 2,04 2832 35,01
2 Dic-04 De lluvia (Rainy) 1,25 2213 35,42
3 Feb-05 De Nortes (Northerns) 1,17 2626 34,95
4 Abr-05 Norte/Sequia (Northerns/Dry) 1,13 3344 38,09
5 Jun-05 Sequia (Dry) 0,94 1739 35,17
6 Ago-05 De lluvia (Rainy) 3,85 2998 34,92
X=2626 X=35,6
a =575 a=1,24

Los tratamientos con bajas concentraciones de hidrocar-
buro (<4000 mg/kg) presentaron reducciones e incrementos
(respecto al suelo testigo) en la capacidad de campo y tempe-
ratura, respectivamente. Sin embargo, la biomasa incrementé
como resultado de la estimulacién por el hidrocarburo. No es
hasta concentraciones mayores a 7000 ppm que se intensifi-
can los efectos sobre la CC y Temperatura, y por consecuen-
cia se presentan reducciones significativas en el rendimiento
del pasto. Esto refleja los efectos que tienen los hidrocar-
buros en la disponibilidad de agua y nutrimentos (relacién
suelo - agua - planta). Es importante sefialar que los efectos
a la capacidad de campo y temperatura fueron causados por
el hidrocarburo, los que a su vez conllevan efectos sobre la
produccién de biomasa.

Relacién producciéon primaria y el porcentaje de reduc-
cién de los HTP. Se tomaron los datos de la produccién pri-
maria anual de un bloque representativo (bloque 2) para con-
trastarlos con respecto al porcentaje de reduccién de HTP. Se
encontré una correlacién positiva (r=0,996) entre la produc-
cién primaria anual del pasto y el porcentaje de reduccién en
la concentracién del petrdleo extrapesado-meteorizado (Tabla
3). En la Figura 2 se observa que, conforme aumenta el por-
centaje de reduccién de hidrocarburos, se incrementa la pro-
duccién primaria anual; la maxima produccién en la muestra
estimulada (18,34 g/afio) se obtuvo para la mayor reduccién de
hidrocarburos (77%). Esta alta degradacién de hidrocarburos
se podria atribuir al crecimiento del pasto (Cunningham et al.,
1996), lo cual estimula la actividad microbiana en la rizosfera
(Liste y Prutz, 2006; Unterbrunner et al., 2007; Gaskin et al.,
2008). Por lo tanto, la biodegradacién de HTP puede resultar
en mejores condiciones (CC, temperatura, entre otras) para el
crecimiento del pasto (Ferro et al., 1994).

Otro factor que pudo influir en la reduccién de hidrocar-
buros es la estimulacién de la actividad microbiana por la adi-
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cién del fertilizante, facilitando el uso de carbono de los HTP
como sustrato para el crecimiento de los microorganismos
(Pardo et al., 2004; Unterbrunner et al., 2007). Por otra parte,
la adicién de fertilizantes reduce la competencia no sélo entre
las plantas sino también entre los microorganismos por la li-
mitacién de nutrientes que existe en los suelos contaminados
(Hernandez y Mager, 2003).

También es de esperarse que el mismo crecimiento del
pasto modifique el ambiente (zona rizosférica) del suelo
contaminado, incrementando la cantidad de materia orgéni-
ca, la aireacién y la capacidad de retencién de agua debido
a la produccién de sustancias himicas. Todo esto estimula
la biodegradacién del petréleo extrapesado-meteorizado por
los microorganismos en un ciclo de retroalimentacion posi-
tiva (Glick, 2003; Amora-Lazcano et al., 2010, Hong et al.,
2011). Esta relacién sinérgica (planta - microorganismo) en la
rizosfera desempefia un papel fundamental en la degradacion
de HTP, ya que incrementa la germinacién y produccién de
biomasa del pasto (Greenberg et al., 2007) (Fig. 3). Es por
eso que en este trabajo se presentd una relacién muy estrecha
entre la productividad primaria del pasto y la reduccién en la
concentracién de hidrocarburos.

La toxicidad del petréleo extrapesado-meteorizado en este
suelo en particular no resulté ser un factor limitante en el de-
sarrollo de la planta. Sin embargo, los cambios originados en
las propiedades fisicas tuvieron mayor impacto en el desarrollo
de la planta, incluso més que la toxicidad de éstos.

La capacidad de campo fue directamente afectada por la
concentraciéon de HTP reduciéndose cuando la concentra-
cién aument6 (r=0,996). La productividad del pasto se redujo
drasticamente (-56% respecto al testigo) a una capacidad de
campo menor al 35% de humedad. De igual forma, se observé
una correlacion lineal positiva entre la temperatura y el conte-
nido de hidrocarburo (r=0,966) reduciendo sustancialmente el
rendimiento del pasto a 52 °C.
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Es posible que la reduccién en el crecimiento del pas-
to sea multifactorial (HTP>T>CC>Biomasa) y cambiante
durante el desarrollo de la vegetacién. Sin embargo, se ob-
servé que la biomasa estd directamente relacionada con la

concentracion de hidrocarburo, siendo mayor la produccién
a concentraciones residuales (<4000 mg/kg) y presentando
reducciones en la produccién cuando la concentracién es

mayor a 7000 ppm.
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Fig. 2. Produccion primaria anual respecto al porcentaje de reduccion de los HTP.

Fig. 2. Annual primary productivity with respect to the reduction in TPH.

Nota: la produccion primaria fue calculada en un area de 0,16 m?.
Note: primary productivity was calculated for an area of 0.16 m?,
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Fig. 3. Sinergismo planta - microorganismo para la restauracion del suelo.
Fig. 3. Plant — microorganism synergism for soil restoration.
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Sin embargo, a largo plazo el pasto parece ser un agente
importante en la biodegradacion de hidrocarburos meteoriza-
dos. Existe una relacién muy estrecha entre la productividad
primaria y la reduccién de la concentracién de hidrocarburos,
ya que el crecimiento del pasto modifica el ambiente (la ri-
zosfera) por la adicién de desechos vegetales, estimulando la
biodegradacién por los microorganismos, debido a las condi-
ciones favorables que se presentan (presencia de materia or-
génica, aireacion del suelo). Por otra parte, también mejora
la capacidad de campo debido a la produccién de sustancias
humicas.
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