UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

OPTIMIZACION DE LA DEGRADACION DE HIDROCARBUROS EN EL
AREA DE BIOTRATAMIENTO DE SUELO DE LA EMPRESA PETROLERA
“PETROZUATA C.A”.
(Modalidad: Pasantia)

ROSELYS MARIA BERMUDEZ RINCONES

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OPTAR AL TITULO DE LICENCIADO EN BIOLOGIA

CUMANA, JULIO 2009



OPTIMIZACION DE LA DEGRADACION DE HIDROCARBUROS EN EL
AREA DE BIOTRATAMIENTO DE SUELO DE LA EMPRESA PETROLERA
“PETROZUATA C.A”.

APROBADO POR:

7727

Prof. Pedro J. Lopez G

Asesor Académico




INDICE GENERAL

DEDICATORIA ...ttt sttt st b et st e st et saeeae il
AGRADECIMIENTO ...ttt sttt sbeennesanans il
LISTA DE TABLAS ..ttt sttt ettt e e s eseeneas v
LISTA DE FIGURAS ... ettt ettt e e e e e et e e e s sae e e e e naaaaesennaaeaeanns v
RESUMEN ...ttt ettt st b et st sbe bt e bt e b et e saeenee vi
INTRODUCCION ....cooiirmiiniinrieneeseeiseessse s st sss st 1
METODOLOGIA ...ttt 7
DescripCion del AT€a..........ceuieiuiiiiiiieeiiee ettt 7
Toma de 1S MUESLIAS ...c..eeveriieiiiieeieree et 7
Aislamiento de las bactérias degradadoras de hidrocarburos ............c.cccceeeeveenennn. 7
Identificacion de bacterias degradadoras de hidrocarburos ............cceeeevvveeneennen. 8
ENSayo de CAmMPO......c..eiiuiiiiiiiie et 9
Enumeracion bacteriana (NIMP)..........ooooviiiiiiiiiiiiceeee e 9
Formula para el calculo del nimero mas probable (NMP)..........ccoevvveiieennennee. 10
Determinacion de pardmetros fisico — qQUIMICOS ....cuvveerveeerieeeriiieeireeeieeeieee s 10
MELOAOS EStAAISTICOS ...vvieiriieiiieeiiie et e et e eiee e e ee e et e e e e e beeesaeeeeabeeesareeesseeens 11
RESULTADOS ...ttt sttt b et sttt e b et s 13
Aislamiento e identificacion de bacterias degradadoras de hidrocarburos.......... 13
Determinacion de pardmetros fisiCoO-qUIMICOS........ccveercuieerieeeriieeniee e e 13
DISCUSION .....ooiiiiiiiniieiiseeis ettt 25
0] = ST 26
Conductividad €lECIICA. ......evuiiiieieiieiieieeee et e 27
NItrato ¥ fOSTALO voeeeiiieiiie et e 28
HUMEAAA ...t eare e 29
Hidrocarburos saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA)................... 30
Aceites minerales e hidrocarburos totales de petréleo (HTP)........c.cccvveveennennee. 32
Densidad DaCteriana .........cocueeiuieiiiiiieiie e 34



CONCLUSIONES ... s e 37

RECOMENDACIONES ... oottt ettt sttt st e e ens 38

BIBLIOGRAFIA ...ttt 39

ANEXOS ettt ettt ettt e bt et e bt e teentesaeens 46

5 L F T [SY] (5] 72T o TSRS 50
DEDICATORIA

Primeramente a Dios y a la Virgen del Valle por darme fuerzas y ganas de

seguir adelante

A mis padres: José y Rosa por lo que representan en mi vida.

A mi querida abuela: Victoria y a la memoria de mi tio Armando por confiar en

A mis hermanos: José, Héctor y Robert y a mis sobrinos para que le sirva de

ejemplo.

i



AGRADECIMIENTO

A la Empresa petrolera “Petrozuata C.A” (Complejo petrolero José Antonio
Anzoategui, Zuata, estado Anzoategui) por haberme proporcionado esta gran
oportunidad para culminar mi carrera y a su personal gerencial: Ing. Ramén Ramos,

Lic. Marcel Guevara y al Ing. Francisco Reyes, por su amistad y sabios consejos.
Al Centro Regional de Investigaciones Ambientales (CRIA) (Universidad de
Oriente; Nucleo de Nueva Esparta) por la colaboracion prestada para la realizacion de

los anélisis microbiologicos.

Al Profesor Pedro José¢ Lopez por su amistad, asesoria y orientacion durante la

realizacion de este trabajo de grado.

Un agradecimiento especial al Msc. Alexander J. Barrios, por su paciencia,
consejos, gran ayuda y por hacerme el camino mas facil durante la realizacion de este
trabajo.

A mis amigos José G. Castillo y Iralis B. Villarroel, por su apoyo y amistad.

A todos aquellos que de alguna u otra forma y en diferentes circunstancias me

apoyaron y animaron con palabras de aliento y sabios consejos.

Un consejo para todos: el camino es largo y tiene sus dificultades, pero vale la

pena transitarlo................. El que persevera alcanza.......................

GRACIAS

i1



LISTA DE TABLAS

Tabla. 1. Distribucion del n° de cepas bacterianas aisladas en cada una de las
parcelas del area de biotratamiento de SUElO. ..........cceeviieiiieriieiiieriecieee e 13

v



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Variacion del pH en el tiempo en cada una de las sub-parcelas del area de
biotratamiento de SUCLO. ........eeiiiiiiiiiiiiiieee et 14

Figura 2. Variacion de la conductividad eléctrica en el tiempo en cada una de las
sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.........ccceeeeveeerciieeriieeciieeieeeee e, 15

Figura 3. Variacion del contenido de nitrato en el tiempo en cada una de la sub-
parcelas del area de biotratamiento de SUCIO. .......cc.eeecvvierciiiiniiiieeieecee e 16

Figura 4. Variacion del contenido de fosfato en cada una de las sub-parcelas del area
de biotratamiento de SUELO. .......cccuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 17

Figura 5. Variacion del porcentaje de humedad en el tiempo en cada una de las sub-
parcelas del area de biotratamiento de SUCIO. .......cc.eeecuvieriiiinciiieeie e 18

Figura 6. Variacion del porcentaje de las fracciones de hidrocarburos saturados en
cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo............ccccveeeeveenneee. 19

Figura 7. Variacion del porcentaje de las fracciones de hidrocarburos aromaticos en
el tiempo en cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.......... 20

Figura 8. Variacion del porcentaje de las fracciones de resinas en El tiempo en cada
una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo..........ccccceeeveveevciienennns 21

Figura 9. Variacion del porcentaje de las fracciones de hidrocarburos asfaltenicos en
el tiempo en cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.......... 22

Figura 10. Variacion del porcentaje de aceites minerales e hidrocarburos totales de
petroleo (HTP) en el tiempo en cada una de las sub-parcelas del area de
biotratamiento de SUCLO ........ccuiiiiriiriiiieiieece e e 23

Figura 11. Densidad de bacterias heterdtrofas y degradadoras de hidrocarburos en
cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.........ccccccceeveruenee 24



RESUMEN

La explotacion del petrdleo y el uso de sus derivados, asi como el acelerado
desarrollo industrial en el mundo, involucra procesos de explotacion a las que estan
asociadas la liberacion de gran cantidad de compuestos contaminantes al ambiente,
alguno de los cuales pueden ser carcinogénicos. La biodegradacion es una técnica que
permite descomponer estos compuestos contaminantes haciéndolos menos toxicos al
ambiente. La contaminacion del suelo causada por derrames petroleros es un
problema que se ha vuelto muy comun en nuestros dias. El objetivo de este trabajo
fue optimizar el proceso de biodegradacion de hidrocarburo en el area de
biotratamiento de suelo de la empresa petrolera “Petrozuata C.A”. Para ello se
tomaron muestras de suelo a una profundidad de 15 cm en cada una de las cuatro
parcelas que conforman el area de biotratamiento de suelo, a las cuales se les aislaron
e identificaron las bacterias degradadoras de hidrocarburos. Para el ensayo de campo
de las cuatro parcelas que conforman el 4rea de biotratamiento de suelo, se
prepararon seis sub-parcelas, de las cuales se tomaron muestras a una profundidad de
15c¢m cada 15 dias durante dos meses. A estas sub-parcelas se les determinaron los
siguientes parametros fisico-quimicos: pH, conductividad eléctrica, humedad,
contenido de nutrientes (nitrato y fosfato), % de hidrocarburos saturados, aromaticos,
resinas y asféltenos (SARA), % aceites minerales e hidrocarburos totales de petrdleo
(HTP) y se determind recuento de bacterias degradadoras de hidrocarburos y
heterotrofas, utilizando el método del Numero Mas Probable (NMP). Las bacterias
degradadoras de hidrocarburos identificadas fueron Pseudomonas sp, P. aeuriginosa,
P. fluorescens y Flavobacterium sp. Se encontraron variaciones en los parametros
fisico-quimicos que superaron lo establecidas en el Decreto 2635 que habla sobre las
normas para el control y recuperacion de materiales peligrosos y el manejo de
desechos en su articulo n° 53. El pH se encontré dentro de los limites establecidos por
el decreto durante todo el periodo de estudio a excepcion de la sub-parcela 6 (no
tratada), los valores de conductividad eléctrica se encontraron por encima de los
intervalos establecido por este decreto, en todas las sub-parcelas durante el desarrollo
del estudio, mientras que, el porcentaje humedad presentd valores muy bajo durante
el periodo de estudio, el contenido de nutrientes (nitrato y fosfato) fue deficiente ya
que no se le agrego6 ningun tipo de fertilizante dos meses antes y durante el desarrollo
de la investigacion. Estas variaciones en los parametros fisico-quimicos ocasionaron
la lenta biodegradacion de las fracciones de los hidrocarburos SARA durante el
tiempo de estudio, asi como, los aceites minerales e hidrocarburos totales de petroleo
(HTP), en este estudio, también se pudo visualizar un bajo de recuento de bacterias
degradadoras y heterdtrofas. Se pudo observar que la sub-parcela 4, fue la que
presentd las condiciones mas adecuada, es decir, donde se observo la mas alta tasa de
biodegradacion de los hidrocarburos SARA y HTP y el mayor crecimiento de
bacterias degradadoras de hidrocarburos y heterétrofas. La eficiencia del proceso de
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bioremediacion requiere de condiciones fisico-quimicas Optimas y de un tiempo de
experimentacion mayor de 45 dias para que se pueda llevar acabo satisfactoriamente.
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INTRODUCCION

Los avances de la ciencia y la tecnologia desde la revolucion industrial han
aumentado la capacidad del ser humano de explotar los recursos naturales. El petroleo
ha sido uno de los recursos naturales no renovables principalmente explotados
(Canizares-Villanueva, 2000). El petroleo (“Aceite de piedra”) es una mezcla
compleja no homogénea de hidrocarburos (compuestos formados por hidrogeno y
carbono). La industria petrolera en sus procesos de extraccion, transporte y
refinamiento genera importantes cantidades de residuos oleosos y viscosos (Soriano

etal., 1998).

El petroleo se presenta bajo diversas formas, pudiéndose encontrar desde
amarillento y liquido hasta negro y viscoso. Estas diferencias son debidas a los tipos
de hidrocarburos que lo constituyen. Los hidrocarburos de petroleo representan
material de alto volumen, muchos de los cuales pueden ser degradados o
transformados por microorganismos. Los microorganismos tienen la capacidad de
degradar la mayoria de los componentes de los hidrocarburos naturales especialmente
los denominados alcanos saturados e insaturados, los monoaromaticos y los

hidrocarburos aromaticos policiclicos de bajo peso molecular (Ward et al., 2000).

Los microorganismos (bacterias, hongos, levaduras, etc.) son capaces de oxidar
todos los tipos de hidrocarburos en forma liquida, gaseosa o solida de series alifaticas,
oleofinicas, aromaticas y nafténicas. Esta habilidad facilita que el compuesto sea
dispersado y removido del ambiente (Atlas, 1981). Por lo tanto, la capacidad de los
microorganismos de utilizar una variedad de compuestos organicos sugiere que la
microflora autdctona tenga el potencial de degradar los agentes contaminantes in situ
(Atlas y Bartha, 1981).

Para metabolizar y utilizar los hidrocarburos como unica fuente de carbono y



energia, los microorganismos requieren de condiciones fisico-quimicas y
nutricionales 0ptimas como nitrégeno, fosfato, azufre, vitaminas y otros compuestos
(Atlas y Bartha, 1981). Muchas especies bacterianas son sensibles a la acidez y con

frecuencia crecen muy poco cuando el pH es menor de 5,0.

La descomposicion de los hidrocarburos puede ocurrir a temperaturas desde
0°C hasta 55°C, aunque la oxidacién es sensible a elevadas temperaturas, ademas de
requerir concentraciones de oxigeno adecuadas y la participacion de enzimas como
la mono y la dioxigenasas bacterianas. Se ha determinado que la disponibilidad de
otros sustratos carbonados afectan el catabolismo de los hidrocarburos, siendo comtn
una disminucién de la velocidad de crecimiento microbiano en presencia de un
sustrato facilmente degradable (Atlas y Bartha, 1981; Madigan et al., 2003). La
accion de los microorganismos anaerobicos en los procesos de biorremediacion es
mas lenta, pero a diferencia de los aerobios, son capaces de degradar compuestos mas
toxicos o con escasos lugares atacables enzimaticamente en sus moléculas, como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, solventes clorados y pesticidas (Berry, 1999).
Este grupo de organismos goza de “mala presencia” debido a que estan asociados a la
produccion de olores nauseabundos y gases inflamables, y también debido a que

muchos de ellos son patdogenos.

La degradacion completa de los contaminantes del petroleo en las areas de
biotratamiento de suelo o landfarming, generalmente se lleva a cabo por poblaciones
microbianas mixtas, mas que por una sola especie. En la mayoria de los ecosistemas
naturales, el inoculo inicial de microorganismos que utilizan los hidrocarburos limita
la tasa de degradacién del mismo, pero, posterior a un corto periodo de exposicion,
aumenta dicha tasa porque las bacterias comienzan a utilizar su maquinaria

bioquimica que les permite metabolizarlos (Atlas, 1981).

El biosaneamiento del suelo o tratamiento superficial de tierra es una técnica de



remediacion cuya aplicacion se utiliza para reducir la concentracion de hidrocarburos
en suelos contaminados aprovechando su capacidad para ser degradados. La
biodegradacion es un proceso que conduce a la utilizacion de sistemas bioldgicos
para la reduccion de la contaminacion del aire, sistemas acuaticos y terrestres. Los
sistemas biologicos que se emplean generalmente son los microorganismos. La meta
final de la biodegradacion es la mineralizaciéon del contaminante, es decir, la
completa degradacion de una molécula organica hasta compuestos inorgénicos (CO;
y formas inorganicas de N, P, S) y compuestos celulares (Alexander, 1994; Eweis et

al., 1998).

La practica de biotratamiento de suelo usualmente involucra movimientos de
capas de tierras contaminadas con el proposito de aireacion, estimulacion de la
actividad microbiana y mezcla de minerales y nutrientes (Leahy y Cowell, 1990).
Cuando es aplicable, este tratamiento suele ser un medio econémico para reestablecer
la calidad del ambiente. No obstante, y a pesar de la relativamente larga historia de la
investigacion en el campo de la bioremediacion de vertidos de hidrocarburos, ésta
continua siendo una disciplina esencialmente empirica, en la cual muchos de los
factores biologicos que controlan los procesos no han sido completamente

comprendidos (Korda et al., 1997).

La biodegradacion de los hidrocarburos es la degradacion biologica del petréleo
y sus derivados, llevada a cabo por bacterias y hongos que poseen la capacidad de
oxidarlos y metabolizarlos (transformarlos en bidéxido de carbono y agua) o
transformarlos en biomasa. Dado que los microorganismos requieren de nitrégeno y
fosforo para incorporar en la biomasa, el aprovechamiento de éstos en los suelos con
derrames es un factor critico para su posible degradacion. Es posible la aceleracion
del proceso por adicion de urea, fosfato, fertilizante del tipo NPK (Luque et al.,
2005).



La contaminacion por hidrocarburos tiene un profundo impacto sobre la
estructura de las comunidades microbianas naturales, lo cual se suele traducir en una
reduccion de la diversidad, la biomasa y la actividad metabolica (MacNaughton et al.,
1999). Se ha visto que en los ambientes sometidos a una contaminacién cronica
tienden a predominar las poblaciones de microorganismos capaces de utilizar los
compuestos contaminantes o con capacidad de sobrevivir en su presencia; sin
embargo, bajo condiciones normales, dicho grupo de microorganismos esta presente a
baja densidad. La mayor parte de los conocimientos sobre los efectos ecologicos
derivados de un episodio de estas caracteristicas proviene de los datos obtenidos a
partir de microorganismos o grupos de microorganismos aislados a partir de dicho
ambiente, con capacidad de degradar hidrocarburos o compuestos similares (Kanaly
et al., 2000; Rios-Hernandez et al., 2003). Desde los estudios pioneros de ZoBell
(1946), en ambientes marinos, se han aislado diferentes cepas bacterianas de
ambientes litorales y ocednicos capaces de degradar diferentes hidrocarburos (Atlas,
1981; Leahy y Cowell, 1990; Van Hamme y Ward, 2003). Muchos de estos géneros,
tales como Alcalinivorax sp. o Planococcus sp., usan un numero limitado de fuentes
de carbono, preferentemente utilizan hidrocarburos de petroleo, y podrian
considerarse como especialistas (Dyksterhouse et al., 1995; Engelhardt et al., 2001;
Golyshin et al., 2002; Yakimov et al., 1998). No obstante, también se han aislado
bacterias que no presentan esta marcada especializacion, como aquellas de los
géneros Marinobacter, Staphylococcus, Micrococcus, Sphingomonas o Geobacillus
(Gauthier et al., 1992; Gilewicz et al., 1997; Maugeri et al. 2002; Zhang et al., 2002).

El conocimiento de la diversidad microbiana es de gran importancia, tanto para
evaluar el impacto que supone la contaminacién por hidrocarburos, como para
determinar cuales poblaciones microbianas pueden estar implicadas en la degradacion
de los mismos en el area de biotratamiento. Las metodologias tradicionalmente
utilizadas para el estudio de los procesos de bioremediacion consistian en la

utilizacion de métodos microbioldgicos convencionales para la obtencion de cultivos



axénicos o consorcios con capacidad de degradar hidrocarburos. Sin embargo, desde
hace tiempo, se ha puesto de manifiesto la necesidad de utilizar métodos que no
requieren un paso previo de cultivo, dado que una gran parte de los microorganismos
presentes en los ambientes naturales no pueden crecer en medios de cultivos

sintéticos (Amann et al., 1995).

Las aproximaciones basadas en métodos moleculares, ya sea mediante la
construccion de librerias genéticas, la hibridacion in situ o la electroforesis en gel de
gradientes desnaturalizantes a partir de una amplificacion mediante PCR (PCR-
DGGE) han revelado una enorme diversidad bacteriana en los ambientes naturales
(Olsen et al., 1986; Pace et al., 1986; Amann et al., 1995; Torsvik et al., 1998). Las
bacterias obtenidas a partir de técnicas convencionales de cultivo suelen ser diferentes
a las identificadas mediante aproximaciones cultivo-independientes. De hecho,
muchas veces las bacterias aisladas en cultivos axénicos representan una baja
proporcion de las poblaciones microbianas presentes en ambientes naturales (Eilers et
al., 2000). En tal sentido, estos métodos han permitido detectar numerosas bacterias
no cultivables, algunas de las cuales constituyen poblaciones dominantes. Finalmente,
permiten proveer medidas para determinar la influencia de estas poblaciones en la
degradacion del petréleo y reforzar las practicas de biosaneamiento basadas en la

microbiota autoctona (Whyte et al., 1998).

La biodegradacion es un proceso natural, ventajoso no sélo por permitir la
degradacion de los compuestos del petrdleo impidiendo su concentracion, sino que
también es indispensable para el reciclaje de los elementos de la biosfera. Otra de las
ventajas de esta técnica es que el costo de inversidn y operacion es relativamente
bajo, especialmente cuando se trata de eliminar residuos de dificil acceso, como por
ejemplo, los derrames de gasolina, u otros componentes del petroleo, esta técnica no

requiere de desarrollo tecnologico intenso (Alexander, 1994).



Los conocimientos que se tienen sobre los procesos involucrados en la
biodegradacion han permitido el avance de las investigaciones en el manejo de areas
impactadas por hidrocarburos. El estudio de la optimizacion de los parametros
microbioldgicos y fisico-quimicos para alcanzar el 6ptimo funcionamiento del area de
biotratamiento de suelo en la empresa petrolera “Petrozuata C.A”. aportara
conocimientos importantes para las empresas petroleras venezolanas. La evaluacion
de estos parametros y la comprension de sus posibles variaciones ayudardn a tomar

medidas correctivas para la evaluacion del area de biotratamiento.



METODOLOGIA

Descripcion del area

El 4rea de biotratamiento de suelo estuvo constituida por cuatro parcelas que
conformaron una extension total de 2 hectareas, ubicadas al este de la planta de
mejoramiento de la empresa petrolera “Petrozuata” C.A (Complejo petrolero José
Antonio Anzoategui, Zuata, estado Anzoategui), entre los 10° 04'17"" N y los 64°
53’57 O, estas parcelas se disefiaron para el tratamiento y la incorporacion de lodos
petrolizados. Se procesan lodos que contienen 10% de hidrocarburos en la mezcla de
material incorporado para luego ser sometidos a tratamiento bioldgico

(biosaneamiento).

Toma de las muestras

Las muestras de suelo de aproximadamente 1 kg, fueron tomadas con una pala
pequena a una profundidad de 15 cm y colocadas en frascos de vidrio previamente
esterilizados y etiquetados. Posteriormente fueron colocados en cavas con hielo y
trasladados al laboratorio de Microbiologia del Centro Regional de Investigaciones
Ambientales (CRIA), Universidad de Oriente, Nucleo de Nueva Esparta. Los anélisis

microbioldgicos se realizaron en aproximadamente 4 meses.

Aislamiento de las bactérias degradadoras de hidrocarburos

Se tomaron 10 g de la muestra recolectada en cada una de las parcelas, y se

suspendieron en un recipiente que contenia 90 ml de solucion buffer fosfato salino



(dilucién 107™"). A éstas se les aplico agitacion con un agitador magnético por 20 seg,
dejandola reposar con el fin de obtener la separacion de fases (liquida-solida).
Seguidamente, a partir de la fase liquida se tom¢d una alicuota de 1 ml y se prepararon
diluciones decimales seriadas desde 107 hasta 10™ en tubos que contenian 9 ml de
solucién de buffer fosfato salino. La inoculacion se realizd tubos de cultivo con
medio mineral Bushnell-Haas (Difco) modificado. Donde se sustituy6 el nitrato de
amonio por nitrato de potasio. La férmula final del medio fue: sulfato de magnesio
0,2g; cloruro de calcio 0,02 g; fosfato monopotasico 1 g; fosfato dipotasico 1 g;
nitrato de potasio 1 g y cloruro férrico 0,05 g; el pH se ajusté a 7,0 = 0,2 con
hidroxido de sodio 1 N. Al medio se le agreg6 trozos de papel filtro Whatman No 5
impregnados con hexadecano como fuente de carbono. Se sembraron en los tubos las
suspensiones de suelo de 10 a 10™" por triplicado y se incub6 a 35-37°C por 15 dias.
Simultaneamente se sembraron tubos control sin el hexadecano. Una vez pasado el
tiempo de incubacion y observado turbidez en los tubos con hexadecano, se sembrd
en placas de Petri con agar Bushnell-Hass (caldo con la adicion de agar-agar a 15 g/I)
y discos de papel filtro impregnados con hexadecano, y se incubaron a 35-37°C
durante siete a diez dias. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, las colonias
desarrolladas fueron aisladas y sembradas nuevamente en tubos de ensayo con medio
Bushnell-Hass liquido. Esta siembra efectuada de tubos a placas y viceversa se
realizd en tres oportunidades hasta que se obtuvieron colonias puras para su

identificacion.

Identificacién de bacterias degradadoras de hidrocarburos

Una vez obtenidas las colonias puras se escogieron las mas desarrolladas, es
decir, las que presentaron mayor tamafio. Se usoé la técnica de Gram (American Public
Health Association, 1998), con el objetivo de determinar su morfologia y reacciéon a
la coloracion. Para la identificacion de las bacterias a nivel de género y especie se

aplicaron las siguientes pruebas bioquimicas convencionales: Produccion de indol,



utilizaciéon de citrato como unica fuente de carbono, reaccion de rojo de metilo,
prueba de catalasa, prueba de oxidasa, prueba de oxidacion y fermentacion ( glucosa,
sacarosa, xilisa, maltosa), descarboxilacion de ornitina, lisina y arginina, presencia
de pigmento difusible (No Fluorescencia), crecimiento a 42°C, crecimiento en agar

cetrimide (Merck) a 35 y 41°C, hidrolisis de gelatina. (Koneman et al., 1992).

Ensayo de campo

De las cuatro parcelas que constituyeron el area de biotratamiento de suelo, se
prepararon seis sub-parcelas, cada una de 1m x Im con la siguiente distribucion: en la
parcela 1 se ubico la sub-parcela 1, en la parcela 2 la sub-parcela 2, en la parcela 3 se
ubico la sub-parcela 3 y en la parcela 4 la sub-parcela 4. A estas sub-parcelas se les
aplicaron tratamientos diarios, tales como: arado, adiciéon de agua y adicion de lodos
petrolizados. La sub-parcela 5 (sin lodo) se ubico en la parcela 1, y solo se le aplicaba
arado y adicion de agua diariamente, y la sub-parcela 6 (no tratada) se ubico en la
parcela 2 y diario se le agregaba agua y lodos petrolizados no se le aplicaba el arado.
Las muestras de estas sub-parcelas, se tomaron del centro de la sub-parcela a una
profundidad aproximada de 15 cm, cada quince dias durante dos meses, para realizar
analisis fisico-quimicos; para los andlisis microbioldgicos solo se hizo un muestreo
para la determinacion del NMP de bacterias degradadoras de hidrocarburos y de

bacterias heterotrofas

Enumeracion bacteriana (NMP)

Se enumeraron bacterias heterotrofas y bacterias degradadoras de hidrocarburos
mediante la técnica del Numero Mas Probable (APHA, 1998). Se prepararon
suspensiones decimales seriadas desde 107 hasta 10™® que se inocularon por triplicado
en caldo peptona-rojo fenol + extracto de carne (Difco) para enumerar bacterias

heterotrofas y en medio Bushnell-Haas con hexadecano para enumerar las



degradadoras de hidrocarburos, se incubd a temperaturas de 35-37°C por 7 dias para
las primeras y 15 dias para las segundas. En ambos casos se utilizé como criterio de
crecimiento la presencia de turbidez en los medios de cultivo. Los resultados se

interpretaron usando la tabla del NMP (APHA, 1998).

Formula para el célculo del nimero mas probable (NMP)

NMP= Npo * 100 A-Vireg-*Viotat

Npo= Numero de tubos positivos
Vtneg= Volumen (ml) de tubos negativos

Vtotal= Volumen total

Determinacion de parametros fisico — quimicos

Para la determinacion de los andlisis fisico-quimicos, las muestras recolectadas
quincenalmente en cada una de las sub-parcelas fueron colocadas en una cava con
hielos y trasladadas hasta la empresa INTERLAB (Division de Control Ambiental
C.A), el cual es un laboratorio especializado para realizar analisis de muestras de
suelos contaminados con hidrocarburos, ubicada en Puerto la Cruz, estado

Anzoategui. A estas muestras se les hicieron los siguientes analisis:
e pH del suelo: Por el método SW846 — 9045C, midiendo la actividad de iones

hidrogeno de la solucidén acuosa resultante de la mezcla de suelo y agua con

un pH-metro Orion 41.
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e Conductividad eléctrica: USDA (2004)-4F, midiendo el paso de electricidad
a través de un extracto del suelo obtenido de la filtracion de una pasta

saturada con un Conductimetro WWT-330i.

e % de humedad: ISO 11465, método gravimétrico mediante el secado en una
estufa al05°C con una Estufa MEMMERT.

e 9% de hidrocarburos saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA):
Separando las fracciones de saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos
contenidos en el hidrocarburo por cromatografia de columna con una Balanza

analitica Denver, instruments APX-200.

e 9% de aceites minerales e hidrocarburos totales de petroleo (HTP): EPA-
3540C, mediante la extraccion soxhlet con diclorometano, clean-up con silica
gel y cuantificacion gravimétrica con una Balanza analitica Denver,

instruments APX-200.

e Contenido de nitrato: USDA (2004)-4F2/ SMWW4500-NO, B; por
determinacién colorimétrica en el extracto de saturaciéon, Bureta

semiautomatica POBEL.

Contenido de fosfato: USDA (2004)-4D5al, por determinacion colorimétrica
al extracto obtenido con una solucidon de bicarbonato de sodio con un ICP

SPECTRO Ciros vision.

Métodos estadisticos

Inicialmente se aplico un analisis exploratorio (boxplot) (Boyer et al., 2000),
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para observar el comportamiento de todos los parametros fisico-quimicos.
Seguidamente se aplico un andlisis no parametrico Kruskal Wallis (Sokal y Rohlf,
1981) para determinar si existian diferencias en la degradacion de hidrocarburos en el
tiempo de estudio y establecer el cumplimiento del decreto 2635 establecido por el
Ministerio del Ambiente y los Recursos Naturales (MARN), en el articulo 50 que

plantea la norma para el control de la recuperacion de materiales peligrosos y el

manejo de desechos.
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RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de bacterias degradadoras de hidrocarburos

Las bacterias aisladas e identificadas fueron: Pseudomonas sp (58,33 %), P.
aeruginosa (16,66%), P. fluorescens (12,5%) y Flavobacterium sp (12,5%). En la
tabla 1 se evidencia el nimero de cepas bacterianas aisladas para cada especie

bacteriana.

Tabla. 1. Distribucion del n°® de cepas bacterianas aisladas en cada una de las
parcelas del drea de biotratamiento de suelo.

Parcelas Bacterias identificadas

Pseudomonas sp P. aeruginosa P. fluorescens Flavobacterium sp

n n n n

Parcela ; 2 0 0 0
Parcela ; 3 0 0 0
Parcela ;3 3 0 0 0
Parcela 4 6 4 3 3
Total 14 4 3 3

Determinacion de parametros fisico-quimicos

pH.

Los valores de pH mostraron un comportamiento variado (Fig. 1). Se pudo
observar durante el tiempo de estudio una tendencia hacia disminucion de los valores
del pH en casi todas las sub-parcelas. La excepcion se presentd en la sub-parcela 6
(no tratada) que mantuvo valores de pH casi constantes (8,06 a 8,18) durante los

cuarenta y cinco dias de estudio. Un comportamiento similar a los valores del pH de
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la sub-parcela 6 (no tratada) se observaron en la sub-parcela 5 (sin lodo), donde se
observé una disminucion del pH en los primeros quince dias y luego se mantuvo
constante durante el resto de los 45 dias de tratamiento (7,86 a 8,12). En la sub-
parcela 4 se observd un descenso del pH con valores que oscilaron entre 8,24 a 7,62
desde el inicio hasta el final del periodo de estudio. Para la sub-parcela 1, el
comportamiento fue similar a la sub-parcela 4. En la sub-parcela 2 se observd un
aumento durante los primeros quince dias, que luego descendio en el resto del tiempo
estudiado, mientras que en la sub-parcela 3, el comportamiento fue diferente a la sub-
parcela 2, disminuyendo en los primeros quince dias y luego aumentando durante los
otros quince dias y finalmente fue disminuyendo hasta final del estudio. La
distribucion de frecuencia del pH en las sub-parcelas analizadas durante el periodo
muestreado no presentaron diferencias significativas, es decir, presentdé una

distribucion normal (p> 0,05) (Anexos).
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Figura 1. Variacion del pH en el tiempo en cada una de las sub-parcelas del area de
biotratamiento de suelo.

Conductividad eléctrica

Las sub-parcelas 5 (sin lodo) y 6 (no tratada), presentaron comportamientos

similares en los valores de conductividad. En la sub-parcela 5 (sin lodo) inicialmente
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se observo un valor de 17,56 mS/cm hasta disminuir a 14,13 mS/cm a los 15 dias de

estudio, que luego descendio hasta el final del estudio mostrando un comportamiento

poco variable. En la sub-parcela 6 (no tratada) el valor inicial fue de 12,87 mS/cm,

mientras que el final fue de 12,20 mS/cm (Fig. 2). En las sub-parcelas 1 y 4 se

observo una tendencia monoténica ascendente en los primeros quince dias que luego

descendi6 hasta el final del estudio, la sub-parcela 1 presentd un valor inicial de 7,74

mS/cm y para la sub-parcela 4, el valor fue de 8,4 mS/cm, que luego se mantuvieron

constantes durante el resto del tiempo estudiado. El valor de conductividad mas alto

se encontrdé en la sub-parcela 2 a los treinta dias de estudio (19,82 mS/cm). La

conductividad eléctrica no presentd diferencias significativa en las sub-parcelas

estudiadas, la distribucion fue normal (p> 0,05) (Anexos).
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Figura 2. Variacion de la conductividad eléctrica en el tiempo en cada una de las
sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo

Nitrato

El comportamiento general de los valores de nitrato fue similar en casi todas las

sub-parcelas durante el periodo de estudio, observandose un incremento en los

primeros quince dias y luego una disminucion paulatina conforme se incrementaba el

tiempo de exposicion del lodo petrolizado. Los valores mas altos de nitrato fueron
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observados en las sub-parcela 2 (3,63 mg/kg), sub-parcela 4 (3,41mg/kg), y en la sub-
parcela 5 (sin lodo) (3,66 mg/kg) a los quince dias de exposicion del lodo petrolizado
(Fig. 3). Al iniciar el estudio se pudo notar la baja concentracién de nitrato en todas
las sub-parcelas con valores entre 0,006 a 0,11 mg/kg, que luego se incrementaron en
los primeros quince dias, alcanzando un promedio de 3,23 mg/kg, que luego
disminuyeron paulatinamente durante el resto del tiempo. La excepcion fue en la sub-
parcela 1 y 4, donde los valores de nitrato se mantuvieron casi constantes después de
los treinta dias de exposicion del lodo petrolizado. Este parametro no presentd una
distribucion normal, por lo tanto se aplico la prueba no paramétrica Kruskal Wallis,
encontrandose que no existian diferencias significativas en el contenido de nitrato

durante el tiempo de estudio (p> 0,05) (Anexos).
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Figura 3. Variacion del contenido de nitrato en el tiempo en cada una de la sub-
parcelas del area de biotratamiento de suelo.

Fosfato

El contenido de fosfato en las seis sub-parcelas no mostr6é una tendencia clara
durante los cuarenta y cinco dias de estudio, sin embargo se puede visualizar que en
las sub-parcelas 3 (530 a 645 mg/kg) y 4 (577 a 812 mg/kg) los valores del
contenido de fosfato aumentaron paulatinamente durante los primeros quince dias

de estudio, que luego descendieron pero de una manera muy lenta en donde la
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disminucién es casi inapreciable (Fig. 4). En las sub-parcelas 1 y 5 (sin lodo) se

encontraron valores de contenido de fosfato mas altos que oscilaron entre 1275 a

1280 mg/kg, mientras que en la sub-parcela 3 y 4 se observaron los valores de

contenido de fosfato mas bajo (530 a 577 mg/kg). El contenido de fosfato en el area

estudiada presentd una distribucion anormal, por lo tanto se aplico la prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis, observandose diferencias significativas en el

contenido de fosfato (p< 0,05) (Anexos).
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Figura 4. Variacion del contenido de fosfato en cada una de las sub-parcelas del area

de biotratamiento de suelo.

Humedad

El porcentaje de humedad observado durante el periodo de estudio tuvo un

comportamiento poco variable. En la figura 5 se puedo visualizar, que el mayor valor

de humedad se encontré en la sub-parcela 6 (no tratada) presentando un aumento

desde el inicio del tratamiento hasta los treinta dias de exposicion del lodo petrolizado

(22%) y mostrando un ligero descenso al final del estudio (20%), mientras que el

valor mas bajo fue hallado en la sub-parcela 4 en los tltimos 15 dias de exposicion

del lodo petrolizado (10%). Los valores del porcentaje de humedad descendieron

desde el inicio hasta el final del estudio en las sub-parcelas 4 y 5 (sin lodo) con

valores entre 17% a 10% y de 20% a 13% respectivamente, conforme transcurria el




tiempo de exposicion del lodo petrolizado. En las sub-parcela 2 y 3, se visualizoé un
comportamiento similar, una disminucién en los primeros quince dias y luego un
ligero aumento a los treinta dias y finalmente disminuyeron conforme transcurria el
tiempo. El contenido de humedad en las sub-parcelas estudiadas present6 una
distribucion anormal, por lo tanto se aplicd la prueba no paramétrica de Kruskal

Wallis, observandose diferencias significativas (p<0,05) (Anexos).
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Figura 5. Variacion del porcentaje de humedad en el tiempo en cada una de las sub-
parcelas del area de biotratamiento de suelo.

Hidrocarburos saturados

El porcentaje de las fracciones de los hidrocarburos saturados mostré una
tendencia variada, disminuyendo éste de manera progresiva en todas las sub-parcelas
estudiadas observandose valores entre 10 hasta 30%. La excepcion fue la sub-parcela
4, donde se pudo observar un aumento paulatino conforme aumenta el periodo de
exposicion del lodo petrolizado, tomando valores entre 10 a 21%. El mayor valor de
hidrocarburos saturados fue hallado en la sub-parcela 6 (no tratada) al inicio del
tratamiento con un valor del 30%. Los valores mas bajos fueron encontrados en la
sub-parcela 1 y 4, durante la exposicion del lodo petrolizados con valores del 10%,
presentando estos comportamientos diferentes. En la sub-parcela 2, se observd un
descenso en el inicio del estudio hasta los 15 dias de exposicion para luego mantener

un comportamiento estable hasta el final del tratamiento (12%). En la sub-parcela 4,
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los hidrocarburos saturados presentaron un aumento progresivo desde el inicio hasta
los 30 dias del tratamiento (10 a 21%) y luego se observo un ligero descenso al final
del estudio (18%). Las fracciones de los hidrocarburos saturados no presentaron

diferencias significativa (p> 0,05) (Anexos).
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Figura 6. Variacion del porcentaje de las fracciones de hidrocarburos saturados en
cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.

Hidrocarburos aromaticos

El porcentaje de las fracciones de hidrocarburos aromaticos presentd una
tendencia variada (Fig. 7), con valores que variaron entre sub-parcelas y periodo de
tiempo expuesto. Los valores mdas altos del porcentaje de las fracciones de
hidrocarburos aromaticos se observaron en la sub parcela 2, y en la sub-parcela 6 (no
tratada) a los 30 dias (32 a 33%) de exposicion del lodo petrolizado, presentando
éstas un incremento desde los 30 dias del tratamiento y luego se mantuvo estable
hasta el final del tratamiento. En las sub-parcelas 1 y 3, se observaron
comportamientos similares de las fracciones de hidrocarburos aromaticos donde se
visualiz6 una disminucion paulatina desde el inicio hasta los 15 dias de tratamiento y
luego aument6 hasta el final del estudio, mientras que, en las sub-parcelas 2 y 5 (sin
lodo) el comportamiento fue diferente observandose un incremento constante

conforme transcurria el tiempo. El porcentaje de las fracciones de hidrocarburos
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aromaticos en estas sub-parcelas presentd diferencias significativas (p<0,05)

(Anexos).
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Figura 7. Variacion del porcentaje de las fracciones de hidrocarburos aromaticos en
el tiempo en cada una de las sub-parcelas del drea de biotratamiento de suelo.

Resinas

El porcentaje de fracciones de resinas presentd un comportamiento variado,
observandose los valores mas altos fueron observados en las sub-parcelas 1 y 2, con
porcentajes que van desde 37 a 44 % respectivamente (Fig. 8). Las sub-parcelas 1 y 5
(sin lodo) mantuvieron un comportamiento estable desde el inicio del estudio,
ascendiendo paulatinamente en los primeros 30 dias, que luego disminuy¢ al final del
periodo de estudio, mientras que las sub-parcelas 3, 4 y 6 (no tratada) presentaron
tendencias similares donde se puede visualizar valores constantes en los primeros
quince dias que luego descienden levemente durante el resto del tiempo alcanzando
los valores mas bajos de resina (14 a 18%). En la sub-parcela 2, se observo un
comportamiento muy particular, observandose una fuerte disminucion en los
primeros quince dias del estudio (37% a 27%), que luego asciende de 27 a 37% para
luego mantenerse constante hasta el final del periodo estudiado. El porcentaje de las

fracciones de resinas presentaron diferencias significativas en el area estudiada, (p<
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0,05), encontrandose la mayor fraccion del contenido de este hidrocarburo en la sub-

parcela 1 y el mas bajo en la sub-parcela 4 (Anexos).
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Figura 8. Variacion del porcentaje de las fracciones de resinas en El tiempo en cada
una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.

Asfaltenos

El porcentaje de las fracciones de los hidrocarburos asfaltenicos mas altos se
encontro al inicio del estudio en la sub-parcela 4 (44%), seguida por la sub-parcela 5
(sin lodo) (42%) y la sub-parcela 3 (39%) después de haber trascurrido los primeros
15 dias (Fig. 9). Los valores mas bajos de las fracciones de los hidrocarburos
asfaltenicos se encontraron en la sub-parcela 6 (no tratada) (20%) al final del periodo
de estudio y en la sub-parcela 1, al inicio y final de la exposicion del lodo petrolizado
(20 y 21%). En las sub-parcelas 1, 2, 3 y 6 (no tratada) se observd una tendencia
similar durante todo el periodo de estudio, donde inicialmente aumentan las
fracciones de los hidrocarburos asfaltenicos y luego disminuyen monotdnicamente
hasta el final; es decir hasta los tltimos 45 dias, mientras que las sub-parcelas 4 y 5
(sin lodo) disminuyen paulatinamente conforme transcurre el tiempo. Se observo que
el porcentaje de las fracciones de hidrocarburos asfaltenicos no presentd (p> 0,05)

diferencias significativas (Anexos).
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Figura 9. Variacion del porcentaje de las fracciones de hidrocarburos asfaltenicos en
el tiempo en cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.

Aceites minerales e hidrocarburos totales de petréleo (HTP)

Se observé una disminucion progresiva en el porcentaje de HTP en la sub-
parcela 1 alcanzando valores entre 8,75 a 5,0% conforme transcurria el tiempo de
estudio (Fig. 10). En la sub-parcela 4 se presentd un comportamiento ascendente,
alcanzando valores entre 7.4 a 8,98% durante los primeros 30 dias y luego
presentando un ligero descenso hasta el final del estudio. El valor mas alto de (HTP)
se observd en la sub-parcela 3 a los primeros 15 dias de la exposicion del lodo
petrolizado y disminuy¢ hasta el final del tratamiento con valores de 9 a 11%. En las
sub-parcelas 2, 3 y 6 (no tratada) se visualizé una tendencia similar durante el periodo
de estudio, observandose elevados valores inicialmente que luego descienden hasta
hacerse constantes en los ultimos dias de la exposicion del lodo petrolizado. La sub-
parcela 5 (sin lodo) se visualizé un aumento progresivo alcanzando un valor de 7,9%
HTP a los 30 dias que luego disminuyo a 7,2% HTP a los 45 dias de tratamiento. El
porcentaje de aceites minerales e hidrocarburos totales de petroleo (HTP) no presento
una distribucion normal, por lo tanto se aplico la prueba no parametrica de Kruskal
Wallis, encontrandose diferencias significativas (p< 0,05) entre las unidades

experimentales (Anexos).
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Figura 10. Variacion del porcentaje de aceites minerales e hidrocarburos totales de
petréleo (HTP) en el tiempo en cada una de las sub-parcelas del éarea de
biotratamiento de suelo

Numero mas probable (NMP) de las bacterias degradadoras de hidrocarburos

usando el hexadecano como unica fuente de carbono.

Se visualiz6 un aumento de la densidad bacteriana, tanto de bacterias
heterotrofas como de degradadoras de hidrocarburos en las sub-parcelas 1, 2, 3,
observandose el mayor recuento de células tanto heterdtrofas (9,3x10° ufc/g) como
degradadoras de hidrocarburos en la sub-parcela 4 (1,1x10° ufc/g). El recuento de
bacterias degradadoras de hidrocarburos encontrada en la sub-parcela 1 fue
aproximadamente de 1,1x10° ufc/g, en la sub-parcela 2, fue de 1,2x10% ufc/g y para la
sub-parcela 3, de 2,6x10® ufc/g; mientras la densidad bacteriana heterdtrofas para la
sub-parcela 1 fue de 2,2x10° ufc/g, para la sub-parcela 2, fue de 3,4x10° ufc/g y para
la sub-parcela 3, fue de 5,1x10° ufc/g. Sin embargo, en la sub-parcela 5 (sin lodo), y
en la sub-parcela 6 (no tratada) no se observd densidad bacteriana significativo de
bacterias heterotrofas y degradadoras de hidrocarburos en el area de biotratamiento
durante el periodo de estudio. No se encontraron diferencias significativas en el
crecimiento de las bacterias degradadora y heterétrofas durante el periodo estudiado

(p > 0,05). (Anexos).
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cada una de las sub-parcelas del area de biotratamiento de suelo.
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DISCUSION

El biosaneamiento de areas impactadas por derrames de hidrocarburos u otros
desechos orgénicos, es la terminologia que describe la aplicacion préctica de los
procesos de biodegradacion (Infante, 2001). En el biosaneamiento se utiliza la
capacidad de los microorganismos para transformar compuestos quimicos con la
finalidad de disminuir o eliminar su toxicidad; se ha convertido en una alternativa
prometedora para la recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos (Atlas,
1981; Bartha, 1986, Ryan et al., 1991). Las bacterias aisladas e identificadas en el
area de estudio fueron: Pseudomonas sp, P. aeruginosa, P. fluorescens vy
Flavobacterium sp, en las parcelas 1, 2 y 3, solo se aislaron cepas de Pseudomonas
sp, mientras que, en la parcela 4, se aislaron los 4 tipo de cepas bacterianas.
Pseudomonas sp fue la que presentd el mayor nimero de cepas en la parcela 4. La
presencia de estas bacterias en esta parcela se atribuye a que esta presentd las
condiciones mas adecuada para su crecimiento. Es importante mencionar que en las
parcelas 1, 2 y 3, se observd una inclinacion del terreno, cuyas caracteristicas no
permitieron el absceso a la maquinaria para realizar el tratamiento diario, ya que estas
parcelas se encontraban inundadas a causa de las lluvias caidas dos dias antes, la
excepcion fue la parcela 4, que si se le pudo hacer el tratamiento diariamente ya que
esta no se inundaba. Esta causa quizas provoco la disminucién en el nimero y
diversidad bacteriana en la parcela 1, 2 y 3, por anoxia celular (Kastner et al., 1998),
ya que la abundancia de agua en el medio, hizo deficiente el paso del oxigeno a través

de los espacios porosos del suelo.

Las bacterias del género Pseudomonas pueden utilizar diversos sustratos,
incluyendo hidrocarburos del petroleo. Pseudomonas son bacterias Gram negativas,
aerobicas, con amplia capacidad metabodlica, que pertenecen a la clase gamma de las
Proteobacterias. Son productoras de biosurfactantes como los ramnolipidos,

involucrados en procesos de remocion de aceites y productos relacionados.
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Pseudomonas aeruginosa es una bacteria conocida como patdégeno oportunista en
humanos y causante de complicaciones graves en personas inmunosuprimidas, con
quemaduras severas o fibrosis quistica (Rockne et al., 2000). Estudios realizados en
el desempeinio metabolico de esta bacteria han permitido identificarla como
degradadora de gran cantidad de sustratos como el n-hexadecano, la mineralizacion
de compuestos alifaticos en condiciones anaerobias (reduccién de nitratos), la
degradacion de hidrocarburos aromaticos y poliaromaticos, asi como del pireno en
estudios in vitro (Fan et al., 2003). P. fluorescens es degradadora de naftalenos y
fenantrenos, ventaja que tiene sobre otras Pseudomonas que soélo metabolizan
naftalenos y asfaltenos. Flavobacterium sp, es una bacterias gran negativa, aerobia,
no moévil, oxidasa positivo, esta bacteria utiliza el nitrato en la respiracion anaerdbica,
y en los procesos de biosaneamiento se encarga de la degradacion de los
hidrocarburos totales de petréleo (Rockne et al., 2000). Se han realizado estudios
donde se ha determinado que entre los microorganismos aislados con mayor
frecuencia en la fase de degradacion de los hidrocarburos se encontraban especies de
los géneros Pseudomonas y Flavobacterium. Kastner et al., 1998; Rockne et al.,
2000; Cantini et al., 2001; Bracho et al., 2004 y Diaz-Borrego et al., 2006.

pH

En este estudio se observé un descenso en los valores de pH en casi todas las
sub-parcelas durante el tiempo de estudio. La disminucion inicial del pH puede estar
atribuida a la baja capacidad amortiguadora del suelo y al metabolismo activo de los
microorganismos (Margesin y Shinner, 1997). Este fendémeno no se observo en la
sub-parcela 6 (no tratada), donde se observo el mayor valor de pH durante todo el
estudio, lo cual puede estar asociado a que esta sub-parcela no fue tratada, es decir,
no hubo aireacion del terreno durante el periodo de estudio, ocasionando una intensa
actividad microbiana inicial, que a su vez puedo provocar una disminucion del

oxigeno en el medio, lo cual puede conducir a condiciones de anaerobiosis,
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favoreciendo esto reacciones de desnitrificacion (reduccion de nitrato a
amonio/amoniaco ¢ incluso a nitrégeno molecular (Dragun, 1988). Asi mismo alto
valor de pH también afectan directamente la solubilidad del fosforo y en el transporte
de metales pesados en el suelo (Volke y Velasco, 2002). Controlar el pH del suelo es
importante para el desarrollo de los microorganismos degradadores, siendo los mas
adecuados los comprendidos entre 6 y 8 (Dragun, 1988; Von Fahnestock et al., 1998;
Leahy y Colwell, 1990). Los valores de pH encontrados en este estudio estuvieron
dentro del rango Optimo para la biodegradacion de hidrocarburos. Cuando el pH
disminuye o aumenta se pueden controlar de diferentes formas tales como: la adicion
de azufre al suelo si los valores de pH son altos (> 9) y la incorporacion de carbonato
de calcio o hidréxido de calcio al suelo cuando los valores de pH son bajos (< 6)

(Maroto, 2001).

Conductividad eléctrica

En todas las sub-parcelas estudiadas se determinaron altos valores de
conductividad eléctrica. Los resultados indican que estos suelos presentaron un alto
contenido de sales y al ser comparados con el intervalo permisible por el MARN
(Republica de Venezuela, 1998), en su decreto 2635 en el articulo 50 que habla sobre
la norma para el control y recuperacion de materiales y el manejo de desechos, el cual
establece un limite maximo de <3,5 mS/cm de la conductividad eléctrica en suelos
contaminados con hidrocarburos. En todas las sub-parcelas estudiadas los valores
encontrados exceden el limite establecido por dicha norma. Estos resultados son
propios del area estudiada, ya que es una zona de caracteristicas aridas cercana al
mar. Como observacion personal, al momento del muestreo se podian visualizar
cristales de sal adheridos al suelo. Sin embargo aun las fuertes precipitaciones
registradas durante los meses de estudio no ayudaron a lixiviar el exceso de sales
presentes en la zona. El aumento de la conductividad eléctrica desde el inicio hasta el

final del tratamiento en todas las sub-parcelas estudiadas puede atribuirse a que los
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lodos petrolizados adicionados a las sub-parcelas podian estar presentando altas
concentraciones de sales. Acosta et al., (1995) estudiaron el efecto de lodos
petrolizados y lodos de tratamientos de aguas servidas sobre un suelo de la peninsula
de Paraguana, mientras que Araujo et al., (2006) trabajaron en el campo Moga, estado
Zulia, con lodos estabilizados y cepas bacterianas, en el biosaneamiento de suelos
contaminados por hidrocarburos. Los investigadores anteriormente mencionados en
sus diferentes estudios, determinaron valores de conductividad eléctrica por debajo
del méximo permitido por las autoridades venezolanas de 3,5 mS/cm y de los
encontrados en este estudio, que abarcaron un rango entre 4,13 a 19,82 mS/cm. Si
bien se plantea que la conductividad eléctrica no puede identificar un contaminante
en particular, es una medicion de gran utilidad para determinar la distribucion y la
concentracion de contaminantes como sales, adcidos o bases en un suelo (Margesin y

Shinner, 2001).

Nitrato y fosfato

Se observo un aumento en el contenido de nitrato desde el inicio del tratamiento
hasta los primeros 15 dias de exposicion con lodos petrolizados en todas las sub-
parcelas estudiadas, que luego disminuy6 significativamente hasta el final del
tratamiento. El contenido de fosfato mostré un comportamiento poco variable desde
el inicio hasta el final del estudio en todas las sub-parcelas estudiadas. Es importante
resaltar que a las parcelas donde estaban distribuidas las sub-parcelas no se les agregd
ningln tipo de fertilizante (nutrientes) dos meses antes y durante el desarrollo del
estudio, ya que estaban en proceso de cambio de fertilizante. El aumento del nitrato
durante los primeros 15 dias de estudio, pudo atribuirse a la transformaciéon de
compuestos organicos en sus compuestos inorganicos (mineralizacion) que luego
disminuyd paulatinamente al consumo natural por parte de las bacterias. Las bajas
concentraciones de fosfato observadas en el estudio pudieran ser debido al

metabolismo activo de los microorganismos durante el proceso de bioremediacion y a
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que este elemento es fuertemente absorbido por el complejo del suelo y en parte de
ello resulta ser inactivo para ser metabolizado por los microorganismos. Son diversos
los estudios que han demostrado que una concentraciéon inadecuada de estos
nutrientes trae como consecuencia una lenta biodegradacion (Lee y Levy, 1989). Los
resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo expuesto por los investigadores
anteriormente mencionados, ya que no se usé fertilizante durante el periodo de
estudio. Aunque el petrdleo es rico en carbono organico, es deficiente en los
nutrientes minerales necesarios para el crecimiento microbiano (Atlas, 1981). El
nitrato le proporciona a los microorganismos el nitrogeno necesario para la sintesis de
aminoacidos y enzimas, mientras que el fosfato interviene en la formacion de
compuestos energéticos (ATP) dentro de la célula (Atlas, 1981). Vallejo et al. (2005)
realizaron estudios sobre evaluacion de la bioestimulacion en la biodegradacion de
hidrocarburos totales en suelos contaminados por petroleo y determinaron valores
iniciales de nitrato entre 14,0 mgN-NO3/kg + 3,6 y 23,0 mgN-NO3/kg + 7,7 y de
fosfato entre 55,22mgP/kg + 4,16 y 74,03mgP/kg + 3,76 de fosfatos. Comparando
estos resultados con los obtenidos en esta investigacion (nitrato = 1,26mg/kg + 0,54 a
4,12mg/kg + 1,39 y fosfato = 530mg/kg+ 0,54 a 1280mg/kg + 41,8 5) los valores de
nitratos reportados por Vallejo et al. (2005) son apreciablemente superiores, mientras
que los valores de fosfatos, son inferiores por lo que una posible causa en la lenta
degradacion de los hidrocarburos sea la deficiencia y la desproporcion de estos
nutrientes en el drea estudiada. Otros investigadores como Margesin y Schinner
(1997, 2001), Gutierrez et al. (2007), han realizado estudios sobre nutrientes
presentes en suelos contaminados por petréleo y han concluido que la disminucion o
el aumento de los nutrientes se debe a la bioestimulacion de suplementos nutritivos lo

cual va a, intensificar la biodegradacion.

Humedad

En todas las sub parcelas se observd un comportamiento poco variable del
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porcentaje de humedad durante el periodo de estudio. Observandose que en la sub-
parcela 6 (no tratada) fue donde se visualizd6 mayor porcentaje de humedad desde el
inicio hasta los 30 dias de estudio. En la sub-parcela 4 se observo el menor porcentaje
de humedad descendiendo éste desde el inicio hasta el final del estudio. Los bajos
porcentajes de humedad en el area estudiada pueden ser atribuidos a que es una zona
de caracteristicas aridas cercanas al mar. A pesar que vario el porcentaje de humedad
en estas sub-parcelas durante el periodo de estudio, presentaron valores muy bajos
para que se lleve a cabo con eficiencia el proceso de bioremediacion. La baja
humedad registrada durante el periodo de estudio pudo haber sido ocasionada a la alta
evaporacion que se presentd durante el periodo de estudio, a pesar de la presencia de
lluvia en los primeros dias del tratamiento. Diferentes estudios realizados reportan
que la tasa optima para que se lleve a cabo el proceso de bioremediacion se encuentra
en el rango de 40 a 60%, valores menores inhiben la degradacion (Von Fahnestock et
al., 1998 y Madigan et al., 1998). Si comparamos estos resultados con los obtenidos
en nuestro estudio, los valores del porcentaje de humedad se encuentra por debajo de
lo establecido por Von Fahnestock et al. (1998) y Madigan (1998), lo cual es
desfavorable para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos degradadores
del suelo. Alexander (1994) describe que en suelos ricos en nutrientes y con bajo
contenido de humedad las bacterias se multiplican rapidamente, tales condiciones no
fueron las observadas en este estudio, ya que se hallaron bajos valores de nutrientes y
humedad. Rivera et al. (2002) sefalan que porcentaje de humedad muy bajos, es
desfavorable para las bacterias aerdbias. Estos autores trabajaron con poblaciones
microbianas en perfiles de suelos contaminados, encontraron que en suelos con
contenidos de humedad bajos, repercute en el desplazamiento del oxigeno por los

espacios porosos conllevando esto a condiciones anoxicas en el suelo.

Hidrocarburos saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA)

En las figuras 6, 7, 8, y 9, se muestran las concentracion de los componentes del
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petroleo (saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos). Se observa una degradacion
significativa de las fracciones de hidrocarburos saturados desde el inicio hasta el final
del tratamiento en las sub-parcelas 1, 2, 3, 5 (sin lodo) y 6 (no tratada). La sub-
parcela 4 fue la que present6 la menor concentracion de este hidrocarburo, a pesar de
que hubo un ligero incremento desde el inicio hasta el dia 30, que luego decayo hasta
el final del estudio. La baja concentracion de estos hidrocarburos, se atribuye a que
estas fracciones conforman los sustratos mas susceptibles de degradar por los
microorganismos, confirmandose esta hipdtesis por la notable densidad bacteriana
observada en esta sub-parcela (Leahy y Colwell, 1990; Whyte et al. 1997). Es decir,
la optimizacion de la biodegradaciéon de hidrocarburos fue observada en la sub-
parcela 4, por lo anteriormente mencionado. En las sub-parcelas 1 y 3, los
hidrocarburos aromaticos mostraron un descenso desde el inicio hasta los primeros 15
dias de tratamiento, que luego presentaron un aumento a partir de éste hasta el final
del tratamiento. Las sub-parcelas 5 (sin lodo) y 6 (no tratada), mantuvieron un
comportamiento poco variable durante todo el estudio, no hubo una degradacion
significativa de estas fracciones de hidrocarburos. La baja tasa de degradacion de los
hidrocarburos aromaticos se atribuye a que los procesos de degradacion de este tipo
de compuesto son muy complejos y se requiere mayor tiempo de tratamiento. Se
observd en los graficos que en comparacion con las fracciones de saturados y
aromaticos, las de resinas y asfaltenos fueron las que se encontraron en mayores
concentraciones, es decir, fueron mas dificiles de ser biodegradadas por los
microorganismos, debido a que éstas presentan estructuras quimicas muy complejas
(Atlas y Bartha, 1972; Pineda y Mesta, 2001). Estudios realizados en suelos
contaminados con hidrocarburos han demostrado que a medida que un crudo envejece
cambia de estructura, de manera que hidrocarburos saturados y aromaticos se
disuelven y se evaporan rapidamente y son metabolizados por los microorganismos,
mientras que los compuestos mas pesados como las resinas y los asfaltenos, que son a
su vez menos volatiles y biodegradables, tienden a permanecer, por lo tanto no es

posible que un crudo sea completamente biodegradado por los microorganismos
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(Leahy y Cowell, 1990, Whyte et al., 1997). Lo expuesto anteriormente coincide con
los resultados obtenidos en esta investigacion, donde se puede observar poca
biodegradacion de SARA. A pesar de que las condiciones fisico- quimicas no fueron
las mas estables, la sub-parcela 4 fue la que presentd las condiciones mas adecuadas
para que los microorganismos llevaran a cabo con eficiencia el proceso de
bioremediacion, ya que en esta sub-parcela fue donde se visualizé la mas baja

concentracion de los hidrocarburos SARA.

El MARM establece en el decreto 2635 en el articulo 50 la norma para el
control y recuperacion de materiales peligrosos y el manejo de desecho. El porcentaje
de las fracciones de hidrocarburos SARA, en suelos contaminados por petroleos tiene
que ser menor al 10% (Republica de Venezuela, 1998). Si observamos los valores
obtenidos en nuestro estudio estos resultados sobrepasan los limites establecidos por
dicha norma. Atlas y Bartha, 1972; Pineda y Mesta, 2001, Araujo et al., 2006 y
Gutiérrez et al., 2007. trabajaron con suelos contaminados con petroleo y
determinaron que hubo una alta tasa de biodegradacion de los hidrocarburos (SARA).
Comparando los resultados de estos investigadores con los obtenidos en este estudio
se evidencia que hubo una baja degradacion de los hidrocarburos por la falta de
bioestimulacion y por ende el bajo crecimiento microbiano. Los niveles registrados
de los parametros fisico-quimicos en las 4reas estudiadas en esta investigacion
sugeririan que las condiciones ambientales fueron desfavorables para obtener una alta

biodegradacion de estas fracciones de hidrocarburos.
Aceites minerales e hidrocarburos totales de petroleo (HTP).

Los aceites minerales y HTP en este estudio mostraron un comportamiento
poco variable, visualizandose que en las sub-parcelas 2, 3, 5 (sin lodo) y 6 (no

tratada), aumentaron los niveles de HTP durante los primeros 15 dias del tratamiento,

lo cual nos indica que cuando las concentraciones de estos contaminantes aumenta va
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disminuir la actividad microbiana y por ende la tasa de degradacion. Estas altas
concentraciones de HTP en este corto periodo de tiempo pueden atribuirse a la
presencia de compuestos de alto peso molecular dificiles de ser biodegradados por los
microorganismos y a la poca densidad bacteriana degradadora presente en estas sub-
parcelas, después del dia 15 disminuy6 la concentracion de los HTP, pero de una
manera muy lenta, posiblemente debido a la disminucion del pH en estas sub-parcelas
y al bajo contenido de nutrientes, el cual no fue suficiente para que se lleve a cabo
efectivamente la degradacion de los HTP por parte de los microorganismos. En la
sub-parcela 1 se observo una baja degradacion de los HTP desde el inicio hasta los 15
primeros dias del tratamiento, que luego paso a un periodo estacionario hasta el final
del tratamiento donde la disminuciéon de la concentracion de HTP es casi
inapreciable, este periodo estacionario se conoce como periodo de saturacion, en
donde estos contaminantes se vuelven menos disponibles para la biodegradacion por
su caracter recalcitrante y su limitada biodisponibilidad. La sub-parcela 4, fue donde
se observo las la mayor degradacion de estos hidrocarburos desde el inicio hasta el
final del estudio, en comparacién con las demds sub-parcelas estudiadas, lo cual
puede ser atribuido a la presencia de una diversidad bacteriana diferente al resto de

las sub-parcelas.

Segun lo establecido por el MARN, la concentraciéon de HTP en esta area de
biotratamiento debe ser menor al 1% y los valores de HTP obtenidos en todas las sub-
parcelas exceden a los intervalos establecidos en dicha norma. Algunos autores
indican que cuando la concentracion de contaminantes es alta puede ocurrir la
inhibicion del crecimiento microbiano (disminuyendo su capacidad de
metabolizacion) o la intoxicacion de los microorganismos (LaGrega et al. 1996).
Ercoli et al. (1998) realizaron ensayos de campo en procesos biologicos con
concentraciones de HTP hasta 30%, y encontraron poco crecimiento bacteriano y baja
biodegradacion. En los ultimos afios se han realizado diversos estudios de

restauracion de suelos contaminados con HTP (hasta 20,000 ppm) por procesos de
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composteo, obteniendo niveles de degradacion de 60 a 98% entre 98 y 120 dias
(Schulz y Poetzsch, 1995; Beaudin et al. 1996; Lainer y Jorgensen, 1997). En un
estudio realizado con concentraciones mayores de hidrocarburos (20,000-55,000
ppm) con un suelo arcilloso, se demostré una biodegradacion de 60 a 70%, entre 2 y
3 afios. Otros grupos de trabajo, han estudiado el uso de otros sistemas sélidos para la
degradacion de HTPs. Colombo et al. (1996) estudiaron la degradacion de HTP en el
suelo, por microorganismos nativos y por hongos filamentosos, y encontraron niveles
de degradacion significativos (26-35 %) en 90 dias de cultivo. Chaineau et al. (1995)
encontraron un 75% de degradacion de HTP en un suelo contaminado (2,000 ppm)
in6culado con la flora nativa del mismo suelo. Por las razones aqui presentadas, es
importante resaltar que el biosaneamiento en fase solida es una de las tecnologias de
recuperacion para suelos contaminados con excelentes perspectivas de aplicacion.
Quizds la alta concentracion de HTP encontrada en esta investigacion estd
relacionada con el bajo consumo de las pocas bacterias desarrolladas en el area de
estudio y a los factores fisico-quimicos del area estudiada, los cuales estan afectando

el crecimiento y desarrollo de los microorganismos degradadores.

Densidad bacteriana

Durante esta investigacion se estudio la densidad bacteriana tanto de bacterias
degradadoras de hidrocarburos como heterdtrofas. Es importante mencionar que este
recuento s6lo se determin6 al inicio del tratamiento con lodos petrolizados. Se
observd que la densidad bacteriana en este estudio no fue abundante. En las sub-
parcelas 1, 2 y 3, no se hallé una abundancia significativa tanto en el nimero de
bacterias degradadoras como heterotrofas, lo cual se atribuye a la deficiencia de
nutriente y a los altos valores de conductividad eléctrica presente en el area estudiada.
La sub- parcela 4, fue donde se observo la mayor abundancia bacteriana tanto de
heterdtrofas como degradadoras, pudo ser ocasionado por la presencia de la

diversidad bacteriana. A pesar de que las condiciones fisico-quimicas no fueron las
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mas adecuadas en todas las sub-parcelas, la sub-parcela 4 fue la que presento las
condiciones mas estables para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos
heterdtrofos y degradadores. En las sub-parcelas 5 (sin lodo) y 6 (no tratada), fue
donde se visualiz6 la menor densidad bacteriana, lo cual pudo estar relacionado, para
la sub-parcela 5 (sin lodo), con la falta de hidrocarburos para ser biodegradados, y en
la 6 (no tratada) con la condicion restringida del suelo ya que a esta sub-parcela no se
le hizo aireacion del terreno. Song y Bartha, (1990) observaron que durante el
desarrollo de la degradacion de hidrocarburos aromaticos y aliciclicos, los niveles de
bacterias degradadoras aumentaban mientras que los recuentos de heterotrofos
cultivables disminuian en todos los sistemas contaminados. Los resultados de esta
investigacion fueron diferentes, ya que se encontrd un mayor recuento de bacterias
heterotrofas que de degradadoras. Por otra parte, MacNaughton et al. (1999)
reportaron cambios en la estructura de la poblacion bacteriana durante el
biosaneamiento de un derrame experimental de petréleo en un suelo costero, al
observar diferencias entre poblaciones bacterianas de suelos contaminados y no
contaminados. Ellos plantearon que la estructura y diversidad de las comunidades
dominantes de bacterias cambia substancialmente tras un evento de contaminacion
con hidrocarburos. En esta investigacion solo se pudo identificar cuatro tipos de
bacterias, segin lo expuesto por MacNaughton et al., (1999), quizas la falta de
biosaneamiento no permitié encontrar diversidad de bacterias, a pesar de que se le
agregaba constantemente hidrocarburos. En tal sentido los bajos recuentos de
microorganismos en diferentes estudios de biodegradacion estan relacionados con las
altas concentraciones de HTP o cuando algtn factor limita el crecimiento (Margesin y

Schinner, 1997; Margesin y Schinner, 2001; Margesin et al., 2003).

La empresa petrolera Petrozuata se rige por el decreto 2635 del MARN, en su
articulo 53 que habla sobre las normas para el control y recuperacion de materiales
peligrosos y el manejo de desechos, el cual establece que para que un area de

biotratamiento de suelo esté en 6ptimas condiciones para llevar a cabo con eficiencia

35



el proceso de bioremediacion, sus parametros fisico-quimicos deben estar entre los
rangos establecidos por este, los cuales son: pH (6-8), conductividad eléctrica (<3,5
mS/cm), el porcentaje de humedad (40-60 %) y la adicién de nutrientes (fertilizantes)
debe ser constantes. También establece que para determinar que los hidrocarburos
estan siendo biodegradados por los microorganismos autdctonos del suelo estos
hidrocarburos se tienen que encontrar en concentraciones bajas; el porcentaje de
aceites minerales e hidrocarburos totales de petréleo (HTP) deben ser <1% y las
fracciones de SARA en el area <10%. En el estudio realizado estos pardmetros no se
encontraron dentro de los limites establecidos por el MARN, ya que la conductividad
eléctrica presentd valores muy altos, no hubo adicion de nutrientes, el porcentaje de
humedad era muy bajo para que los microorganismos llevaran a cabo con eficiencia
el proceso de bioremediacion, ademas las concentraciones de los hidrocarburos en el
area eran muy altas, indicandonos esto la baja tasa de degradacion de los

hidrocarburos presentes en el area estudiada.
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CONCLUSIONES

Las cepas identificadas en el area estudiada fueron: Pseudomonas sp,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Flavobacterium sp, las cuales

son ampliamente reconocidas por crecer en suelos contaminados con hidrocarburos.

El porcentaje de humedad y el contenido de nutrientes (nitrato y fosfato)
presentaron valores bajos durante el desarrollo del estudio, mientras que, la
conductividad eléctrica se hallaron valores altos, los cuales afectaran en gran escala el

crecimiento y desarrollo de la flora microbiana degradadora en el suelo.

El bajo recuento de bacterias heterdtrofas y degradadoras y la variacion de los
parametros fisico-quimicos, indican una baja actividad biodegradacion de los

compuestos SARA y TPH en el area estudiada.

A pesar de que las condiciones fisico-quimicas no fueron las mas estables, la
sub-parcela 4 fue la que presentd las mejores condiciones para que se llevara a cabo
el proceso de bioremediacion, ya que fue donde se visualizd una mayor degradacion

de los hidrocarburos SARA y HTP.
El 4rea de biotratamiento de suelos de la empresa petrolera Petrozuata C.A,

durante el desarrollo del estudio no presentaba las condiciones mas adecuadas para

llevar a cabo un el proceso de bioremediacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda elegir medidas biocorrectivas mas 6ptima, asi como es necesario

llevar a cabo un control y seguimiento del mismo por un periodo mas prolongado.

Se recomienda la adiccion constante de nutrientes organicos (fertilizantes) a las
parcelas analizadas que constituyen el area de biotratamiento de suelo, permitira un
aumento significativo en el desarrollo de la actividad microbiana y por ende una

mayor degradacion de los hidrocarburos

La eficiencia del proceso de bioremediacion va a requerir de condiciones fisico-

quimicas Optimas y de un tiempo de experimentacion mayor de 45 dias.
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ANEXOS

Analisis de varianzas (Anovas) de los parametros fisico-quimicos de las

sub-parcelas tratadas

pH
Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 10,87
Sub-parcela 2 4 10,87
Sub-parcela 3 4 10,12
Sub-parcela 4 4 10,87
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 12,25
Sub-parcela 6 (no 4 20,00
tratada)
Kruskall Wallis=5,607 p= 0,346
Conductividad eléctrica
Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 10,00
Sub-parcela 2 4 17,00
Sub-parcela 3 4 15,25
Sub-parcela 4 4 10,00
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 17,25
Sub-parcela 6 (no 4 5,00
tratada)
Kruskall Wallis=8,950 p=0,111
Nitrato
Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 15,75
Sub-parcela 2 4 13,37
Sub-parcela 3 4 12,00
Sub-parcela 4 4 13,25
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 14,12
Sub-parcela 6 (no 4 6,50

tratada)
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Kruskall Wallis=4,073 p= 0,538
Fosfato
Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 9,50
Sub-parcela 2 4 18,25
Sub-parcela 3 4 3,25
Sub-parcela 4 4 6,75
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 20,50
Sub-parcela 6 (no 4 16,50
tratada)
Kruskall Wallis=19,580 p=0,001
Humedad
Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 13,00
Sub-parcela 2 4 9,12
Sub-parcela 3 4 8,00
Sub-parcela 4 4 8,00
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 15,00
Sub-parcela 6 (no 4 21,87
tratada)
Kruskall Wallis=12,010 p= 0,034
Hidrocarburos saturados
Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 9,00
Sub-parcela 2 4 10,37
Sub-parcela 3 4 12,62
Sub-parcela 4 4 11,25
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 13,62
Sub-parcela 6 (no 4 18,12
tratada)
Kruskall Wallis=4,132 p= 0,530



Hidrocarburos aromaticos
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Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 8,25
Sub-parcela 2 4 15,12
Sub-parcela 3 4 9,12
Sub-parcela 4 4 15,37
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 6,50
Sub-parcela 6 (no 4 20,62

tratada)
Kruskall Wallis=11,822 p= 0,037
Resinas

Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 19,62
Sub-parcela 2 4 18,87
Sub-parcela 3 4 14,00
Sub-parcela 4 4 4,62
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 12,25
Sub-parcela 6 (no 4 5,62

tratada)
Kruskall Wallis=16,310 p= 0,006
Asfaltenos

Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 8,50
Sub-parcela 2 4 10,75
Sub-parcela 3 4 14,12
Sub-parcela 4 4 19,75
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 16,00
Sub-parcela 6 (no 4 5,87

tratada)
Kruskall Wallis=10,473 p= 0,062



Aceites minerales e hidrocarburos totales (HTP)

Sub-parcelas n Mediana
Sub-parcela 1 4 6,75
Sub-parcela 2 4 6,75
Sub-parcela 3 4 18,25
Sub-parcela 4 4 20,25
Sub-parcela 5 (sin lodo) 4 13,25
Sub-parcela 6 (no 4 9,75

tratada)
Kruskall Wallis=13,395 p=0,019
Crecimiento bacteriano
bacterias n Mediana
Heteroétrofas 6 8,5
Degradadoras 6 4.5
Kruskall Wallis=3,692 p= 0,054
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