l l NIVERSIDAD . Lo oo
Trépico Himedo www.ujat.mx/publicaciones/uciencia
26(2):121-156,2010

EFECTOS DE RIZOSFERA, MICROORGANISMOS Y FERTILIZACION EN LA
BIORREMEDIACION Y FITORREMEDIACION DE SUELOS CON PETROLEOS
CRUDO NUEVO E INTEMPERIZADO

Effects of rizosphere, microorganisms and fertilization on bioremediation and
phytoremediation of soils with new and weathered crude oil

E Maldonado-Chavez, MC Rivera-Cruz ==, F lIzquierdo-Reyes, DJ Palma-Lépez

(EMC)(MCRC)(FIR)(DJPL) Programa en Produccién Agroalimentaria en el Trépico, Campus Tabasco. Colegio de
Postgraduados Periférico Carlos A. Molina s/n km 3.5 CP 86570, H. Cardenas, Tabasco. México. mariari@colpos.mx

Articulo recibido: 26 de septiembre de 2008, aceptado: 15 de junio de 2010

RESUMEN. Se evalué el potencial de un consorcio microbiano constituido por bacterias (Pseudomonas sp y Serratia
marcescens y hongos (Aspergillus sp y Trichoderma sp) y de fertilizante inorganico incorporados al suelo en la biorre-
mediacion, y el potencial del pasto egipto (Brachiaria mutica) y de la leguminosa guaje (Leucaena leucocephala) en
la fitorremediacién de un suelo contaminado con petréleos nuevo (PN) recién incorporado al suelo y el intemperizado
(PI) procedente de derrames crénicos de petréleo desde hace 25 afios. El experimento fue factorial 4x3x2x2, estos
fueron petréleo [150 mg kg=! de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) de origen biogénico, 50 000 y 78 000
mg kg=! HTP de PN y 79 457 mg kg=! HTP de PI], planta (sin planta, con planta de pasto egipto o de guaje),
consorcio microbiano (sin inéculo y con inéculo, 5 mL de inéculo bacteriano con 250x10° UFC mL~! + 40x10% UFC
de hongos mL™!) y fertilizante (sin fertilizante y con fertilizante, dosis 160-50-00). Se evaluaron 48 tratamientos. Se
cuantificaron al inicio (dia 1) y al final (dia 158) la degradacién de los HTP y las poblaciones de bacterias y hongos. La
medicidén de bacterias y hongos se realiz6 con el método de recuento en cajas Petri. La extraccién de HTP se efectué
con diclorometano, procedimiento EPA 418.1 y la cuantificacién por gravimetria segiin la NMX-AA-134-SCFI-2006.
La interaccion de rizésfera, consorcio microbiano y el fertilizante originaron efectos positivos significativos (Tukey p <
0.05), promovieron la degradacion del PN y el Pl. La mayor degradacién a los 158 d fue 47 % en el suelo con 50 000
mg kg~! de PN y la menor en suelos con 78 000 y 79 457 mg kg~! de PN y PI, respectivamente. La leguminosa guaje
inoculada con consorcio y fertilizante tiene un amplio potencial de uso en la fitorremediacién de un suelo con 50 000
mg kg=! de HTP de PN, se promovié la degradacién de HTP hasta un 81 %, 9 % mas respecto a la rizésfera del pasto
Egipto, pero en suelo con Pl el mejor fue en pasto Egipto con un 44 % de degradacion.
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ABSTRACT. The bioremediation potential for a consortium including two bacteria (Pseudomonas sp and Serratia
marcescens), two fungi (Aspergillus sp and Trichoderma sp) and inorganic fertiliser incorporated into the soil, and the
phytoremediation potential of the Para grass (Brachiaria mutica) and the leguminous “guaje” (Leucaena leucocephala),
were evaluated both in a soil polluted with fresh crude oil (PN) recently incorporated into the soil, and in a soil with
25-year old weathered crude oil (PI) from chronic oil spills. The bioassay was 4x3x2x2 factorial: with the oil [150 mg
kg~! total oil hydrocarbons (HTP) from biogenic sources, 50 000 and 78 000 mg kg=! HTP of PN and 79 457 mg
kg=! HTP of PI], the plant (without plant, with Para grass or with guaje), the microbial consortium (without and with
inoculum, 5 mL of bacterial inoculum with 250x10% CFU mL~! + 40x10° fungal CFU mL~1) and the fertiliser (without
and with fertiliser, 160-50-00 dose). Forty eight treatments were evaluated. Quantified at the start (day 1) and end (day
158) were the degradation of the HTP, and the bacteria and fungi populations. The measurement of bacteria and fungi
followed the counting method in Petri dishes. HTP extraction was carried out with dichloromethane according to the
EPA 418.1 method, and quantification by gravimetry followed the NMX-AA-134-SCFI-2006. The interaction among
the rhizosphere, the fertiliser and the microbial consortium generated significant positive effects (Tukey p < 0.05) and

121



l INIVERSIDAD
Tropico Himedo

Maldonado-Chdvez et al.
26(2):121-136,2010

promoted new oil degradation and weathering. The greatest degradation after 158 days was of 47 % in the soil with
50 000 mg kg~! of PN, and the lowest was that in soils with 78 000 and 79 457 mg kg~—! of PN and PI respectively.
The leguminous guaje inoculated with the consortium and fertiliser has a great potential for use in phytoremediation
of soils with 50 000 mg kg=! of HTP and PN. The degradation of HTP was promoted up to 81 %, 9% more than in
the Egypt grass rhizosphere. In soils with PI, the Egypt grass was the best with a degradation of 44 %.

Key words: Aspergillus, Brachiaria, Leucaena, Pseudomonas, Serratia, Trichoderma, microbial consortium, degrada-

tion, fertiliser, total oil hydrocarbons.

INTRODUCCION

El consumo mundial de energia en la actua-
lidad se basa en diferentes fuentes. Las opciones
incluyen combustibles sélidos como el carbén, bio-
masa vegetal, petréleo, gas natural, hidroeléctrica,
solar, geotérmica, edlica y nuclear. A pesar de los
elevados precios del petréleo y la dependencia aso-
ciada con el suministro energético, el mayor con-
sumo de energia son recursos no renovables como
el petréleo. Cifras del Departamento de Energia del
Reino Unido (Anénimo 2007) muestran que el pe-
tréleo representé cerca del 40 % de la energia utili-
zada durante 1990 a 2006, las tendencias se man-
tendran para 2010.

La industria petrolera de México tiene reser-
vas probadas para 9.6 afios a la actual velocidad de
extraccion (Anénimo 2007). La produccién de pe-
tréleo en México disminuyé durante 1996 a 2006.
La Region Sur de la paraestatal Petréleos Mexica-
nos, en la cual se encuentra el estado de Tabasco,
aporté 630 000 barriles diarios en 1996 y disminuyé
a 491 000 barriles en 2006, decrecié 22 % en 10 afios
(PEMEX 2007). La industria petrolera en México es
una fuente importante de contaminacién del suelo.
Las actividades de perforacién, extraccién, conduc-
cién y transformacién del petréleo en zonas petro-
leras, han originado la contaminacién del suelo y el
agua ocasionada por derrames, fugas, filtraciones,
lodos y recortes de perforacién desde hace mas de
40 afios (Trujillo et al. 1995; Adams et al. 1999). Al
respecto Fent (2004) sefiala que los sitios contami-
nados plantean peligros significativos para el medio
ambiente, para los ecosistemas terrestres y acua-
ticos. Los suelos con una contaminacién extrema
comparten caracteristicas criticas como son severa
toxicidad aguda y/o crénica y prolongada persisten-
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cia ambiental.

Esta situacion existe en la regién occidental
del estado de Tabasco, en donde se han reporta-
do instalaciones petroleras de extraccién y procesa-
miento que ocasionan frecuentes derrames, locali-
zados en suelos inundables cultivados con praderas
introducidas, nativas, algunos cultivos y vegetacion
natural (Trujillo et al. 1995; Zavala et al. 2002).
Las cifras de la PROFEPA (Anénimo 2008) men-
cionan que de 1993 a 2003 sucedieron en Tabasco
1044 fugas o derrames de petréleo, que representd
el 18.9% del total nacional. Esta misma fuente re-
porta que en 2005 ocurrieron 62 derrames de petré-
leo en Tabasco, los principales contaminantes fueron
hidrocarburos, combustéleo y aceites. La superficie
afectada fueron 1 340.2 ha.

Los contenidos de petréleo en el suelo son
variables, se han reportado concentraciones de
100 000 (Ortiz 1999) y 323 000 mg kg~! de hi-
drocarburos totales del petréleo (Rivera-Cruz et al.
2002). Estas concentraciones rebasan los limites
maximos permisibles de suelos contaminados es-
pecificados en la normatividad ambiental mexicana
(DOF 2005). Las tecnologias de remediacién mas
utilizadas son el lavado de suelos, la oxidacién qui-
mica, la separacion fisica y los métodos biolégicos
como el composteo y la biolabranza. La mayor parte
de los tratamientos de remediacién se realizan in situ
y en menor medida ex situ (Volke & Velasco 2002).
Las tecnologias de biorremediacién ofrecen la ven-
taja de usar procesos naturales que se basan en la
capacidad de los microorganismos para la biodegra-
dacién del petréleo mediante procesos metabdlicos
o cometabdlicos. Estos procesos pueden transformar
los compuestos téxicos en productos secundarios de
menor toxicidad, o incluso promueven la mineraliza-
cion completa de los hidrocarburos totales del pe-
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tréleo a diéxido de carbono y agua (Alexander 1999;
Maier et al. 2000).

La fitorremediacién se sustenta en el uso de
plantas superiores y de microorganismos que viven
en la zona radical de las plantas, lugar donde se
desarrolla una actividad microbiolégica intensa en-
tre la microflora de la rizosfera y las plantas verdes.
Se asocia con enmiendas y practicas agronémicas
del suelo para eliminar, contener o disminuir la to-
xicidad de los contaminantes ambientales (Schnoor
et al. 1995; Cunningham et al. 1996; Hutchinson et
al. 2001a).

En los sistemas de fitorremediacién se han
utilizado diversas especies de pastos efectivos en
la fitorremediacion de suelos con hidrocarburos co-
mo son Festuca arundinacea (Parrish et al. 2004;
Ho et al. 2007), los pastos Echinochloa polystach-
ya (Rivera-Cruz et al. 2004), en maiz Zea mays L.
(Quifiones-Aguilar et al. 2003) y en la leguminosa
Galega orientalis (Lindstrom et al. 2003).

La aplicacién de la biorremediacién y fitorre-
mediacién esta limitada entre otros factores por las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, la toxi-
cidad ocasionada por la concentracién y grado de
intemperismo del petréleo. Otros factores son la
disponibilidad de nutrimentos, la presencia y per-
manencia en el tiempo de poblaciones de microor-
ganismos degradantes de hidrocarburos (Schnoor et
al. 1995; Hutchinson et al. 2001a).

Las dos principales estrategias bioldgicas que
se utilizan para aumentar la eficacia microbiolégi-
ca de la biorremediacién en experimentos de campo
son la bioestimulacion y la bioaumentacién. La pri-
mera se sustenta en la estimulacién de la poblacién
autéctona, por lo comin con la adicién de nutri-
mentos limitantes (nitrégeno y fésforo), esta practi-
ca se ha aplicado con éxito en derrames de petréleo
en ambiente marino y en suelos contaminados con
hidrocarburos policiclicos aromatico (Riser-Roberts
1998). La bioestimulacion se basa en la adicién con-
trolada de microorganismos especificos al ambiente,
los microorganismos introducidos aumentan pero no
substituyen a las poblaciones residentes. En algunos
casos se lleva a cabo la combinacién de la bioaumen-
tacién y la bioestimulacion en suelos contaminados
con petréleo (Bennett et al. 2001). En la bioaumen-
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tacién es importante el uso de especies microbianas
o consorcios de bacterias y hongos autéctonos que
han logrado cambios de adaptacién, enzimaticos y
mecanismos cometabdlicos naturales que les permi-
ten utilizar al petréleo como fuente de carbono y
energia (Cerniglia & Sutherland 2001). En el pre-
sente estudio el consorcio microbiano, la fertilizacién
inorganica, la rizésfera del pasto egipto Brachiaria
mutica (Forsskal) Staff., y de la leguminosa gua-
je Leucaena leucocephala Lam fueron evaluados en
sus interacciones para realizar procesos de biorre-
mediacion y fitorremediacién de suelos con petréleo
crudo nuevo e intemperizado.

MATERIALES Y METODOS

Seleccién de suelo, colecta, preparacién y pro-
piedades fisico-quimicas

Se seleccion6 dos Gleysoles, uno testigo y el
otro contaminado con petréleo, utilizados en estu-
dios anteriores (Rivera-Cruz et al. 2005). El sue-
lo testigo contiene 150 mg kg~! de HTP de ori-
gen biogénico, se localiza al noroeste de la Ciudad
de H. Cardenas, Tabasco, en las coordenadas 17°
59" 50"latitud Norte y 93° 24" 59"longitud Oes-
te. El segundo es un suelo contaminado que recibié
durante los dltimos 25 afios derrames crénicos de
petréleo, contiene 79 457 mg kg~! de HTP, base
seca, se localiza en el ejido José Narciso Rovirosa
en el area aledafa sur del Complejo Procesador de
Gas La Venta, en las coordenadas 18° 04" 54"lati-
tud Norte y 94° 02’ 31"longitud Oeste. Se colecté
suelo del horizonte superficial (0-25 cm), se secé
a la sombra a temperatura ambiente, se fragmenté
y se tamiz6 con una malla metélica de 0.5 cm de
abertura (OECD 2006). De acuerdo a los criterios
que establece la Norma Oficial Mexicana NOM-021-
RECNAT-2000 (DOF 2002), el suelo testigo es ar-
cilloso, moderadamente acido, contenido medio de
materia organica, concentracién alta de P y me-
dia de K y alta capacidad de intercambio catidnico
(CIC). El suelo contaminado es arcilloso, fuertemen-
te acido, materia organica muy alta, contenido bajo
de P, medio de K y alta CIC.
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Petréleo y contenedores

Se utilizaron dos tipos de petréleo. Uno es el
petréleo crudo recién extraido del yacimiento y al-
macenado en la bateria cinco del campo petrolero
Cinco Presidentes. El segundo petréleo es el intem-
perizado contenido en suelo contaminado, procede
de la ruptura de oleoductos y que ha estado expues-
to a las condiciones ambientales durante los Gltimos
25 afios. Los contenedores que se utilizan son fras-
cos de vidrio color ambar limpios y desinfectados,
con capacidad de 2 L, de 13 cm de diametro y 17
cm de altura.

Disefio experimental y tratamientos

Se establecié un experimento de tipo factorial
4x3x2x2, con un total de 48 tratamientos, alojados
en un disefio completamente al azar con tres repe-
ticiones y un total de 144 unidades experimentales.
Los factores en estudio fueron: 1) cuatro niveles de
petréleo [150 mg kg=! HTP de origen biogénico;
50 000 y 78 000 mg kg=' HTP de petréleo crudo
nuevo y 79 457 mg kg=! HTP de petréleo crudo
intemperizado], 2) tres niveles de planta [sin planta,
con pasto egipto Brachiaria mutica (Forsskal) Staff.
y con la leguminosa guaje Leucaena leucocephala
Lam.], 3) dos niveles de fertilizante (sin fertilizan-
te y con fertilizante). Se aplicé la dosis 160 N-50
P-00N a ambas plantas. Esta dosis segin Meléndez
(2000) satisface la demanda nutrimental de pastos
tropicales y en cuatro meses alcanza su maximo en
altura y contenidos de proteinas. 4) dos niveles de
consorcio microbiano [sin consorcio y con consorcio
(dos bacterias, Pseudomonas sp y Serratia marces-
cens y dos hongos, Aspergillus sp y Trichoderma
sp)]. Estos microorganismos se aislaron durante el
afio 2002 de plantas que crecen en forma natural
en el sitio contaminado. Las bacterias y hongos son
heterétrofos y se aislaron de las rizosferas de plan-
tas tolerantes a petréleo localizadas en el suelo con
derrame crénico. Pseudomonas sp se aislé de la le-
guminosa zarza (Mimosa pigra), S. marcescens del
espadafio ( Typha sp), Aspergillus sp del pasto ale-
man (Echinochloa polystachya) y Trichoderma sp
de la planta hojilla (Thalia sp). La biorremediacién
agrupé 16 tratamientos de suelo sin planta (sin ri-
zosfera) y la fitorremediacion se estudié en 16 tra-
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tamientos de suelo con planta (rizosfera) del pasto
egipto y en 16 tratamientos con planta de guaje.
Se evaluaron 48 tratamientos obtenidos de la com-
binacién de cada uno de los niveles de los cuatro
factores en estudio. La unidad experimental consis-
tié de un frasco de vidrio con suelo, petréleo, planta,
consorcio, fertilizante o suelo sin planta, sin petré-
leo, sin consorcio y sin fertilizante y sus respectivas
combinaciones.

Caracteristicas del consorcio microbiano y la
fertilizacién

El consorcio microbiano se integré con las dos
bacterias y los dos hongos. Estos microorganismos
se evaluaron in vitro en dos estudios realizados du-
rante 2003 (Cérdova 2005; Hernandez 2005) que
midieron la capacidad para la degradacion del petré-
leo en el suelo. La elaboracién del inéculo se realizé
por separado para cada bacteria y hongo, después
se resuspendieron en medio de cultivo liquido (cal-
do nutritivo), se incubaron para su multiplicacién a
una temperatura de 28 °C en agitador mecanico a
180 rpm durante un periodo de 48 h para bacterias y
168 h para hongos. Se utilizé la dosis de fertilizacion
160-50-00, la fuente de nitrégeno fue urea (46 % de
N) y de fésforo el superfosfato triple de calcio (46 %
de P). El fertilizante se fraccioné en dos aplicaciones
para mejorar la bioestimulacién, la primera al inicio
del experimento (dia 1) y la segunda a la mitad del
mismo (dia 78).

Establecimiento del experimento y almacigo de
plantulas

El experimento se desarrollo en invernadero
durante 158 d. Se realizaron tres actividades se-
cuenciales para su establecimiento. 1) Mezcla suelo-
petréleo. Se preparé una mezcla suelo-petréleo nue-
vo con 50 000 y 78 000 mg kg~ HTP, se pesé 1 605
g de suelo seco sin contaminacién y se pesaron 80.25
gy 125.2 g de petréleo crudo, después el petréleo se
adicion6 en el suelo y se revolvié con una varilla de
vidrio hasta formar una mezcla homogénea. El suelo
testigo, el suelo contaminado con petréleo nuevo y
el suelo contaminado con petréleo intemperizado se
introdujeron, por separado, en los contenedores. La
humedad del suelo se mantuvo a 28 % durante los
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158 d. 2) Almacigo y transplante. Se establecieron
almacigos de ambas especies vegetales en recipien-
tes conicos de plastico. El transplante de las plantu-
las de pasto egipto y de la leguminosa guaje de 50 y
38 d después de sembradas en almacigo, se realizé
24 h posterior al riego del suelo. 3) Inoculacién del
consorcio microbiano y fertilizacién inorganica. Se
utiliz6 5 mL del consorcio de bacterias y 5 mL del
consorcio de hongos, cada consorcio se inoculé en el
suelo aledafio al momento del transplante. Las po-
blaciones en la primera inoculacién fueron 250x106
UFC mL~! de inéculo de bacterias y 40x10° UFC
mL~! de inéculo de hongos. La inoculacién se repi-
tié 78 d después de establecido el experimento. Al
momento del transplante se realiz6 la fertilizacion
del suelo, en cada contenedor se adicioné 0.128 g
de urea y 0.09 g de superfosfato triple de calcio,
disueltos en forma separada en 720 ml de agua, se
aplicé 10 ml por contenedor. Al dia 78 la dosis de
urea se increment6 a un gramo por maceta aplicada
en solucién de agua.

Muestreo de unidades experimentales

Se colectaron muestras de cada unidad expe-
rimental al inicio (dia 1) y al final del experimento
(dia 158), las cuales se mantuvieron por 15 dias en
refrigeraron a 4 °C. A estas muestras se les deter-
miné el contenido de los HTP (%), de humedad
(%) y la densidad de bacterias y hongos heterétro-
fos que integran el consorcio microbiano (UFC g=*
suelo seco).

Extraccion y cuantificacién de los hidrocarbu-
ros totales del petréleo

La extraccién de los hidrocarburos del petro-
leo (HTP) se efectué con CCly al 99.5 % de pureza
(Merck para analisis), en equipo soxhlet, seglin mé-
todo EPA 418.1 modificado para suelo y sedimentos
(EPA 1986). La determinacién cuantitativa por gra-
vimetria adaptado del procedimiento establecido en
la NMX-AA-134-SCFI-2006 (Consuegra, 2006).

Consorcio microbiano

El consorcio microbiano se determiné con el
tamaiio de la poblacién de bacterias y hongos hete-
rétrofos por cada gramo seco de suelo (UFC g~1).
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Se aplicé el método de cuenta viable por dilucién
seriada por siembra en superficie (Madigan et al.
2004), los medios de cultivos para bacterias (agar
nutriente) y hongos (papa dextrosa agar con rosa
de bengala al 2% de fenol). El conteo se realizé
al dia 1 y 158 después de la inoculacién. Al primer
dia fue con el objetivo de verificar el establecimiento
del consorcio en suelo y con medias de poblaciones
de 45x10° 4 304 y 26x104 + 259 UFC g~! s.s de
bacterias y hongos respectivamente.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de la varianza y la sepa-
racion de medias de Tukey para la variable porcen-
taje de degradacién de los hidrocarburos totales del
petréleo (PDHTP), se realiz6 mediante el procedi-
miento GLM del paquete SAS (Statystical Analysis
System, por su siglas en inglés) para Windows ver-
sién 8.2 (SAS 2001). El PDHTP se determiné con
la diferencias entre el valor en por ciento del conte-
nido de HTP al dia 1 respecto al dia 158 en base
seca.

RESULTADOS

Efecto de los factores petréleo, planta, consor-
cio y fertilizante en la degradacién del petréleo
en suelo

El analisis de varianza del PDHTP por efecto
de los factores petréleo (A), planta (P), consorcio
microbiano (C) y fertilizante (F) mostré diferencias
estadisticas altamente significativas (p < 0.01) (Ta-
bla 1). El factor petréleo en suelo con 50 000 mg
kg=! HTP de petréleo crudo nuevo sucedié la ma-
yor biodegradacién con 47 %. El menor PBHTP fue
23%, se determiné en el nivel se 78 000 mg kg~!
HTP de petréleo crudo nuevo y en 79 457 mg kg~!
HTP de petréleo crudo intemperizado con 27 %, es-
tadisticamente estos dos porcentajes son similares
(p > 0.01) (Tabla 2).

El nivel del factor planta con menor porcen-
taje de degradacion de los HTP fue 16 %, se deter-
miné en suelo sin planta, mientras que en suelo con
planta la biodegradacion del petréleo fue 37 % por
efecto rizosférico del pasto egipto y 20% en sue-
lo con la leguminosa guaje, respectivamente (p <
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0.01) (Tabla 2). La bioaumentacién en suelo con-
taminado mediante la inoculacién del consorcio de
bacterias y hongos contribuy6 en el 29 % de la di-
sipacion del petréleo y en suelo sin consorcio fue
20% (p < 0.01). La bioestimulacién mediante la
aplicacién de fertilizantes quimicos comerciales (N
y P) indican que hubo un efecto significativo sobre
la biodegradacion, ya que en suelo con fertilizante
se encontré 27 % en comparacién con el 22% en
suelo sin fertilizacion (p < 0.05) (Tabla 2).
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Figura 1. Efecto de la interaccién petréleo x planta en el por-
centaje de degradacién de los hidrocarburos totales del petréleo
a los 158 d. (M) = suelo sin planta, (Bf) = suelo con planta del
pasto egipto, (O) = suelo con planta de guaje.

Figure 1. Effect of the oil-plant interaction on the percentage
of degradation of the total oil hydrocarbons after 158 days. (M)
= soil without plant, (B8) = soil with Egypt grass, (O) = soil
with leguminous guaje.
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Figura 2. Efecto de la interaccién petréleo x consorcio en el por-
centaje de biodegradacién del petréleo a los 158 d. (M) = con
consorcio microbiano. (B8) = sin consorcio microbiano.

Figure 2. Effect of the oil-consortium interaction on the
percentage of oil biodegradation after 158 days. (M) with
consortium, (B8) = without consortium.

Combinaciones tipo de planta, consorcio mi-
crobiano y fertilizante en la degradacién de di-
ferentes niveles de petréleos crudo nuevo e in-
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temperizado

El analisis de varianza para PDHTP a los 158
d muestra diferencias altamente significativas en 11
interacciones de 15 , de primer, segundo y tercer or-
den, considerando los cuatro factores; factor petré-
leo con cuatro niveles, factor planta con tres niveles,
factor consorcio microbiano con dos niveles y factor
fertilizante con dos niveles establecidas en esta in-
vestigacién, esto permite deducir que la mayoria de
los factores con sus respectivos niveles interactian y
afectan la degradacién de hidrocarburos totales del
petréleo en el suelo (Tabla 1).

60 -

S5 g
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Figura 3. Efecto de la interaccién petréleo x fertilizacién en el
porcentaje de degradacién del petréleo a los 158 d. (H) = con
fertilizacién, (B8) = sin fertilizacion.

Figure 3. Effect of the oil-fertilisation interaction on the percen-

tage of oil degradation after 158 days. (M) with fertilisation, (&)
= without fertilisation.

La interaccién petréleo-planta (Figura 1)
muestra que en suelo contaminado con 50 000 mg
kg~—! de HTP petréleo crudo nuevo ocurrié la mayor
biodegradacién con 65 % en el suelo rizosférico del
pasto egipto y 59 % en el suelo rizosférico de la le-
guminosa guaje. La menor biodegradacion (5 %) se
encontr6 en suelo rizosférico de guaje en 78 000 mg
kg~' HTP de petréleo crudo nuevo. La mayor bio-
degradacion del petréleo crudo intemperizado con
79 457 mg kg~! de HTP fue 34 % ocurrié en suelo
sin planta y fue igual en términos estadisticos que
31 % de degradacién en la rizosfera del pasto egip-
to. En la combinacién petréleo-consorcio se observé
que el consorcio microbiano inoculado en suelo con
50 000 mg kg~ HTP originé el 56 % de la biodegra-
dacién (Figura 2) en un periodo de 158 d, en cam-
bio en suelo sin consorcio la degradacién fue 38 %.
La disipacion del petréleo no excedié 32 % en suelo
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Tabla 1. Grados de libertad y diferencias significativas segin la interaccién de factores respecto al porcentaje de degrada-
ci6én de los hidrocarburos totales del petréleo (PDHTP) a los 158 d. (** diferencias estadisticas altamente significativas,

p < 0.01).

Table 1. Degrees of freedom and significant differences according to the interaction of factors with respect to the per-
centage of degradation of the total oil hydrocarbons after 158 days (** highly significant statistical differences, p <

0.01).

Fuente de variacion Grados de libertad

Diferencias significativas de factores respecto PDHTP

Petréleo (A)
Planta (P)
Consorcio (C)
Fertilizacion (F)
A*pP

A*C

P*C

A*P*C

A*F

P*F

A*P*F

C*F

A*C*F
P*C*F
AXP*C*F
Error

ONNWHFONMNWODNWORFEFNDW

(]
[&))

Coeficiente de variacién (%)
R cuadrada

13350.340%*
5660.083**
2782.562**

987.006**
3582.055**
517.155%*
586.083**
524.148%*
237.562**
15.194
81.944
3.062
42.432
233.333%*
166.509**
50.645

29.32
0.95

hasta con 78 000 de petréleo nuevo igualmente para
el petréleo intemperizado. El efecto del fertilizante
en la biodegradacién del petréleo también fue ma-
yor en suelo con 50 000 mg kg~! de petréleo con
48 % de degradacion (Figura 3), ademas la tenden-
cia fue la disminucién de la degradacién en suelos
con mayores concentraciones de petréleos nuevo e
intemperizado, bioestimulado con fertilizante o sin
fertilizante.

En la relacién planta-consorcio (PxC) la ma-
yor degradacion del petréleo se evalué en suelo con
pasto egipto y consorcio microbiano con 40.65 %
(Tabla 3). Esta cifra fue 2.7 veces mayor al obtenido
en suelo sin planta y sin consorcio. En suelo rizosfé-
rico de la leguminosa guaje con bicaumentacién al-
canzé un 28.12 % de biodegradacién, cantidad que
fue 2.3 veces mayor a la obtenida en suelo sin planta
y sin consorcio microbiano (p < 0.01) (Tabla 3). En
la interaccion planta-fertilizacion (PxF) el porcen-
taje de degradacion no tuvo diferencias estadisticas
significativas (p > 0.05), la mayor degradacién del

petréleo (40 %) ocurrié en suelo con pasto egipto
con fertilizacién, cantidad que fue 2.8 veces mas
grande que la obtenida en suelo sin planta y sin fer-
tilizacién (Tabla 3). El porcentaje de degradacién
menor (14 %) se evalué en suelo no rizosférico y sin
fertilizacion (Tabla 3).

No hubo diferencias estadisticas significativas
(p > 0.01) en la combinacién consorcio x fertiliza-
cion (CxF) sobre el porcentaje de degradacion del
petréleo (Tabla 1). La Tabla 3 muestra que en sue-
lo fertilizado y con consorcio microbiano, el PDHTP
fue 31 %, que representa 1.8 veces mayor degrada-
cion que la determinada en suelo sin fertilizacién y
sin consorcio microbiano. A su vez, en suelo sin con-
sorcio y con fertilizacion la degradacion fue del 22 %,
mientras que en suelo con consorcio sin fertilizacién
la degradacién fue 26 %.

Relaciones petréleo, planta, consorcio micro-

biano y fertilizante en la biorremediacion y fito-
rremediacién en diferentes niveles de petréleos
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Tabla 2. Degradacién del petréleo en funcién de cuatro factores de la biorremediacién de
suelo contaminado con petréleos crudos nuevo e intemperizado. (* Valores con diferente letra
son estadisticamente diferentes, Tukey p = 0.05) (a > b).

Table 2. Oil degradation considering four factors of the bioremediation of soil polluted with
crude fresh and weathered oil (*values with different letters are statistically different, Tukey

p = 0.05) (a > b).

Factor Nivel Degradacion del petréleo (%)
Petréleo 150 0.0*
(mg kg -1 HTP) 50,000 47a
78,000 23b
79,457 27b
Planta Sin planta 16¢
Pasto egipto 37a
Leguminosa guaje 20b
Consorcio Sin consorcio 20b
Con consorcio 20a
Fertilizante Sin fertilizante 22b
Con fertilizante 27a

crudos nuevo e intemperizado en el suelo

El analisis de la interaccidon petréleo-planta-
consorcio (AxPxC) mostré diferencias estadisticas
altamente significativas en el PBHTP a los 158 d
evaluado en suelo sin planta (biorremediacién) y con
planta (fitorremediacién) (p < 0.01) (Tabla 1). La
degradacion segin la concentracién de petréleo en
los tratamientos con suelo, planta y consorcio, mos-
traron diferencias respecto al PDHTP en suelo sin
planta y con el consorcio. En las tres concentracio-
nes de hidrocarburos en el suelo se observé (Figura
4b) que la asociacion planta (leguminosa guaje) mas
consorcio microbiano en 50 000 mg kg=! HTP es-
timul6 el mayor porcentaje de degradacion (78 %)
y en segundo lugar el pasto egipto con consorcio
favorecié el 72% de la degradacion en esta mis-
ma concentracién de petréleo. El pasto egipto con
consorcio microbiano promovié la mayor degrada-
cién (62 %) en suelo con 78 000 mg kg=! HTP;
esta misma planta en suelo con 79 457 mg kg~! de
HTP de petréleo intemperizado pero sin consorcio
degradé el 32 % del petréleo (Figura 4b). Asi mismo
se identificé (Figura 4a) que la degradacion del pe-
tréleo fue menor en el suelo sin planta, sin embargo
cuando se inoculé el consorcio microbiano en suelo
con 50 000 y 78 000 mg kg~! de HTP, esta fue de
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19.5% y 15.7 % respectivamente (Figura 4a).

El analisis de la interaccién petréleo-planta-
fertilizacion (AxPxF) no mostré diferencias signifi-
cativas (Tabla 1) en el porcentaje de degradacién de
los hidrocarburos totales del petréleo (p > 0.05). Sin
embargo, al determinar el efecto de la fertilizacién
en suelo sin planta y con planta en los tres conte-
nidos de HTP, indujo en cada uno de ellos mayor
porcentaje de degradacion respecto al tratamiento
sin fertilizacion (Figura 5a,b). La mayor degradacién
segin los contenidos de hidrocarburos en el suelo fue
66 % en suelo rizosferico del pasto egipto con 50 000
mg kg~! de HTP y fertilizado (Figura 5b).

La fitorremediacion en sistema rizosféricos del
pasto egipto mas fertilizacién tuvo el mayor por-
centaje de degradacion de los HTP con 65 %, 58 %
y 35% en la concentraciones 50 000 mg kg~ !y
78 000 mg kg~! HTP de petréleo crudo nuevo y en
79 457 mg kg~! HTP de petréleo crudo intemperi-
zado (Figura 5b), respectivamente. Estas cantidades
representan 4, 7.7 y 1.1 veces mayor degradacion del
petréleo que en suelo sin planta y con fertilizacion
en los mismos niveles de petréleo. En la interaccion
planta-consorcio-fertilizante (PxCxD) hubo diferen-
cias estadisticas altamente significativas (p < 0.01)
en el porcentaje de degradacion del petréleo (Ta-
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Figura 4. Degradacién de los hidrocarburos totales del petréleo; a) suelo sin planta (biodegradacién), b) con pasto egipto y/o guaje
(fitorremediacién), con consorcio (C/C) y sin consorcio (S/C) microbiano, segin diferentes contenidos de hidrocarburos del petréleo.
Figure 4. Degradation of the total oil hydrocarbons; a) soil without plant (biodegradation), b) with Egypt grass and/or guaje (phytoreme-
diation), with microbial consortium (C/C) and without microbial consortium (S/C), according to different oil hydrocarbon contents.

bla 1). La mayor degradacion del petréleo (41 %)
ocurrié en suelo con pasto egipto inoculado con el
consorcio microbiano y con fertilizante, la menor di-
sipacion fue 11 %, se determiné en suelo rizosférico
con la leguminosa guaje, sin inoculacién y sin ferti-
lizacién (Tabla 3).

De acuerdo con el analisis de varianza de
la interaccién petréleo-planta-consorcio-fertilizante
(AxPxCxD) hubo diferencias estadisticas altamente
significativas (p < 0.01) en el porcentaje de degra-
dacién de los HTP a los 158 d después de estableci-
do el experimento (Tabla 1). En los niveles de 50 000
mg kg~! HTP de petréleo crudo nuevo y 79 457 mg
kg~" HTP de petréleo intemperizado la biorreme-
diacion (suelo sin planta), la inoculacién del consor-
cio microbiano y la fertilizaciéon promovié la mayor
degradacion del petréleo con 23% y 40 %, respec-
tivamente. Estas cifras representan incrementos de
26 % y 30 % respecto al suelo sin consorcio y sin fer-
tilizacion (Tabla 4). La fitorremediacién con pasto
egipto promovié la mayor degradacion. En suelo con
50 000 mg kg~! de HTP nuevamente la adicién del
fertilizante y la inoculacién del consorcio incremen-
t6 la descontaminacién con 72% y fue similar en
suelo con consorcio pero sin fertilizante. La degra-
dacién fue un poco menor con 67 % por efecto del
consorcio mas fertilizante en suelo con 78 000 mg

kg~! de petréleo nuevo (Tabla 4). Respecto a la ca-
pacidad de Leucaena leucocephala demostré mejor
efecto en la descontaminacién de 50 000 mg kg™!
de petréleo nuevo con 81 % de disipacién por efec-
to conjunto del consorcio microbiano junto con el
fertilizante. Destaca que 78 000 mg kg~! de petré-
leo nuevo inhibié severamente la descontaminacion
a pesar de la bioestimulacién con fertilizante y de la
bioaumentacién con el in6culo microbiano, que fue
hasta 40 veces menor comparado con la disminucién
de 50 000 mg kg~! de petréleo nuevo. Los resulta-
dos de la degradacion del petréleo intemperizado,
79 459 mg, si hubo efecto positivo de la planta de
la leguminosa L. leucocephala y la adicion del fertili-
zante y el in6culo microbiano, la mayor degradacion
fue 43% (Tabla 4).

DISCUSION

Efecto de los factores petrdleo, planta, consor-
cio y fertilizante en la degradacién del petréleo
en suelo

En el factor petréleo se observé que el
PDHTP disminuyé al aumentar los contenidos de
petréleo crudo nuevo en el suelo, la mayor degrada-
cion (47 %) se localizé en 50 000 y la menor (23 %)
en 78 000 mg kg~! HTP. Esta tendencia es pro-
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Figura 5. Degradacién de los hidrocarburos totales del petréleo; a) suelo sin planta (biodegradacién), b) con pasto egipto y/o guaje
(fitorremediacién), sin (S/F) y con fertilizante (C/F) segun diferentes contenidos de hidrocarburos del petréleo.

Figure 5. Degradation of the total oil hydrocarbons; a) soil without plant (biodegradation), b) with Egypt grass and/or guaje (phytoreme-
diation), without (S/F) and with fertiliser (C/F), according to different oil hydrocarbon contents.

bable que sea originada por la toxicidad inherente
del petréleo que altera las condiciones de aeracién
del suelo, de modo que afecta el crecimiento de las
plantas y del tamafio de las poblaciones microbianas
en rizosfera, que son los elementos mas importantes
en la degradacién del petréleo en el suelo. El tama-
fio de poblacién de bacterias y hongos localizados
en suelo con 50 000 mg kg™! HTP fueron 25x108
y 54x10% UFC g! suelo seco, respectivamente. Es-
tas poblaciones pueden participar en la oxidacion de
moléculas de hidrocarburos a diéxido de carbono,
agua y energia (Maier et al. 2000).

La presencia de la planta en suelo con petréleo
promovié la degradacion de los HTP en el suelo. Re-
sultados de Anderson et al. (1993) demostraron que
las plantas de trigo, cafia de azicar, trébol, arroz,
maiz, chicharo, pastos, algodén, tabaco, lino y soya
pueden ser utilizados en la fitorremediacién de sue-
los contaminados por compuestos organicos como
el petréleo y sus derivados. Datos de Garcia (2005)
destacan que la exposicién de la planta de arroz Ori-
za sativa L. durante 120 d originé la degradacién de
53 y 33% de 60 000 mg kg=! y 90 000 mg kg~!
HTP de petréleo crudo nuevo, respectivamente.

La mayor degradacion de los HTP por efec-
to de la bioaumentacién (inéculo microbiano) pue-
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de estar relacionado con las poblaciones grandes de
bacterias y hongos (108 y 105 UFC g~! suelo se-
co) contados el dia 158 (datos no publicados), asi
como también a poblaciones de bacterias y hongos
autéctonos aislados de suelo contaminado con 79
457 mg kg=! de HTP de petréleo intemperizado.
Estos microorganismos autéctonos demostraron ca-
pacidad de adaptacion in vitro en estudios de biode-
gradacién (Cérdova 2005; Hernandez 2005) previos
al presente estudio. Otros estudios han identificado
mayor degradacion de las sustancias contaminantes
en suelo mediante la inoculacién de microorganis-
mos nativos aislados del mismo suelo en tratamiento
(MacNaugton et al. 1999).

El efecto positivo de la bioestimulacién en la
biodegradacion del petréleo es atribuible a la pre-
sencia de N y P soluble. Resultados de Lin et al.
(1999) identificaron que la incorporacién en el sue-
lo de macronutrimentos limitativos en forma soluble
increment? la velocidad de crecimiento de las pobla-
ciones microbianas y la biodegradacién del petréleo
crudo en el suelo.

Combinaciones tipo de planta, consorcio mi-
crobiano y fertilizante en la degradacién de di-
ferentes niveles de petréleos crudo nuevo e in-
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Tabla 3. Efecto de la interaccién planta x consorcio, planta x fertilizante, consorcio x fertilizacién
y planta x consorcio x fertilizante en el porcentaje de degradacién de los hidrocarburos totales del

petréleo a los 158 d.

Table 3. Effect of the plant-consortium, plant-fertiliser, consortium-fertiliser and plant-
consortium-fertiliser interactions on the percentage of degradation of the total oil hydrocarbons

after 158 days.

Interaccién de factores

Degradacién

Planta (P) Consorcio (C) Fertilizante (F) (%)
Planta x consorcio

No No No 15.04
No Si No 17.25
Pasto Egipto No No 32.58
Pasto Egipto Si No 40.65
Leguminosa guaje No No 12
Leguminosa guaje Si No 28.12
consorcio x fertilizacién

No No No 14
No No Si 18
Pasto Egipto No No 33
Pasto Egipto No Si 40
Leguminosa guaje No No 17
Leguminosa guaje No Si 23
consorcio x fertilizacién

Siy No No No 17.11
Siy No No Si 22.63
Siy No Si No 26.19
Siy No Si Si 31.13
planta x consorcio x fertilizante

No No No 14
No Si No 13
No No Si 16
No Si Si 20
Pasto Egipto No No 27
Pasto Egipto Si No 40
Pasto Egipto No Si 30
Pasto Egipto Si Si 41
Leguminosa guaje Si No 24
Leguminosa guaje No No 11
Leguminosa guaje Si Si 32
Leguminosa guaje No Si 13

temperizado

La mayor biodegradacién de los HTP por la
presencia del pasto egipto y del consorcio micro-
biano se relaciona con el potencial que tienen los
pastos en la degradacion del petréleo en suelos con-
taminados debido al incremento de la actividad mi-
crobiana en la rizosfera de las plantas (Siciliano et
al. 2003). En la relacion petréleo-consorcio se ob-
servé que la inoculacién del consorcio microbiano
bacterias-hongos en el suelo contaminado favorecié
la biodegradacién del petréleo en comparacién con

el suelo sin inoculacién microbiana.

Los resultados de la combinacién planta-
consorcio muestran que la bioaumentacién favore-
ci6 la biodegradacion del petréleo, tanto en suelo
rizosférico (con pasto egipto o el guaje) como en
suelo no rizosférico (sin planta), comparado con la
biodegradacion en suelo rizosférico y no rizosféri-
co sin inoculacién del consorcio microbiano. Segiin
Anderson et al. (1993) se ha encontrado que el efec-
to general de la interaccién planta-microorganismos
causa incremento en la biomasa microbiana en la
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Tabla 4. Degradacién de diferentes concentraciones de hidrocarburos del petréleo en suelo tratado con planta, consorcio microbiano

y con fertilizante al dia 158.

Table 4. Degradation of different concentrations of oil hydrocarbons in soil treated with plant, microbial consortium and fertiliser on

day 158.
Hidrocarburos totales del petréleo (mg kg™')
Técnica Planta/consorcio/fertilizante 150 50,000 78,000 79, 457
Degradacién ( %)
Sin planta
1. Biorremediacién S/C+S/F 0* 17 9 28
1.1.Bioestimulacién S/C+C/F 0 14 22 30
1.2. Bioaumentacién C/C+S/F 0 16 6 37
1.3.Bioestimulacién y bioaumentacién  C/C+C/F 0 23 16 40
2. Fitorremediacién
Pasto egipto
S/C+S/F 0 58 29 20
S/C+C/F 0 60 50 44
C/C+S/F 0 72 58 32
C/C+C/F 0 72 67 26
Leguminosa guaje
S/C+S/F 0 39 2 3
S/C+C/F 0 40 7 5
C/C+S/F 0 75 4 12
C/C+C/F 0 81 5 43

* No se encontré petréleo en suelo testigo.

rizosfera, este efecto positivo puede estar relacio-
nado con el aumento de la tasa metabdlica de la
degradacion.

La bioestimulacién con fertilizantes nitroge-
nados y fosfatados favorecen la biodegradacién del
petréleo. Datos de Atlas (1997) evidenciaron que la
fitorremediacion con fertilizante incrementé la bio-
degradacion de los HTP pero no mostraron diferen-
cias entre tratamientos. Resultados similares fueron
encontrados por Hutchinson et al. (2001b) en condi-
ciones de invernadero con los pastos bermuda Cyno-
don dactylon'y Festuca arundinacea, suelo sin planta
y fertilizantes inorganicos (N y P) en suelo conta-
minado con 48 800 mg kg~! HTP. Los resultados
que obtuvieron después de seis meses fue la disipa-
cién de 49 % del petréleo pero no hubo diferencias
significativas entre tratamientos.

En la relacion consorcio-fertilizante se identi-
ficé efecto positivo en la degradacién del petréleo
pero no fue significativo. Con estos resultados se
infiere que la inoculacién del consorcio microbiano
favorecié la biodegradacion del petréleo, el cual se
incrementé con la aplicaciéon del fertilizante al suelo.
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Relaciones petréleo, planta, consorcio micro-
biano y fertilizante en la biorremediacion y fito-
rremediacién en diferentes niveles de petréleos
crudos nuevo e intemperizado en el suelo

En la interaccién petréleo-planta-consorcio
los resultados obtenidos en la degradacion de petré-
leo en la rizosfera del pasto egipto (B. mutica) coin-
cide las tendencias encontradas en la degradacion
del petrdleo en la rizosfera del pasto aleman (Echi-
nochloa polystachya) segin resultados de Rivera-
Cruz et al. (2004). Estos autores reportan que en
la interaccién de la rizosfera del pasto aleman con
inéculo de bacterias y hongos promovieron mayor
capacidad de la degradacién 50 000 mg kg~! HTP,
fue 62% y 48% de 100,000 mg kg~! HTP. Estos
resultados muestran la importancia de la asociacién
planta con el consorcio microbiano en el proceso de
descontaminacién de suelos contaminados con pe-
tréleo. Hutchinson et al. (2001a) mencionan que la
fitorremediacién aumenta la tasa de transpiracion,
mejora el flujo de agua en el perfil del suelo y por
lo tanto favorece la aireacion dentro del suelo. De-
bido a que las raices penetran a través del suelo y
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rompen los agregados del suelo contaminado, ésto
favorece la exposicién de una superficie mayor para
la degradacién microbiana.

En las interacciones  petréleo-planta-
fertilizacion y petréleo-consorcio-fertilizacion los
resultados obtenidos indican efectos positivos en
la aplicacién y asociacién de estos factores y sus
niveles, que en forma conjunta promovieron la de-
gradacién del petréleo, sin embargo no hubo dife-
rencias en el PDHTP (p £ 0.05). Esto puede estar
relacionado con la dosis y frecuencia de aplicacién
de los fertilizantes. Al respecto Hutchinson et al.
(2001a) mencionan que la fitorremediacién con la
planta Festuca arundinacea con aplicacion de riego y
fertilizacion diaria tuvo efecto significativo en la bio-
degradacién, que alcanzé el 35% HTP de un suelo
contaminado con 35,000 mg kg~! HTP de petréleo
intemperizado; no obstante, encontraron efecto sig-
nificativo en la biodegradacién por la planta, cuando
la fertilizacién se aplicé cada semana.

Los resultados obtenidos en la interac-
cién planta-consorcio-fertilizacién y petréleo-planta-
consorcio-fertilizante permiten inferir que en suelo
con 50 000 mg kg~! HTP, la aplicacién conjunta
del consorcio microbiano y la fertilizacién estimula-
ron la degradacién del petréleo. La fitorremediacion
con pasto egipto o la planta de la leguminosa guaje,
con inéculo y con fertilizacién originé hasta 81 %
de la disipacién del petréleo, 9% mayor respecto
al pasto egipto; en cambio la biorremediacién sé-
lo promovi6 el 23% de la disipacién del petréleo.
Segtn Hutchinson et al. (2001a) la degradacion de
los compuestos organicos del petréleo es mayor en
presencia de las raices de las plantas porque el me-
tabolismo y cometabolismo de los contaminantes se
mejora en la zona de la rizosfera. La rizosfera de las
plantas constituye una zona de gran actividad micro-
biolégica con una compleja interaccion metabdlica
entre la microflora de la rizosfera y las plantas verdes
(Hinsinger 1998). Las plantas pueden liberar exuda-
dos al ambiente del suelo, que favorecen un mayor
crecimiento microbiano (Schnoor et al. 1995) y por
lo mismo una mayor degradacién de las sustancias
organicas téxicas.

En suelo con 79 457 mg kg=! HTP de pe-
tréleo intemperizado los resultados obtenidos en la
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degradacion del petréleo fueron 40 % por efecto de
la biorremediacién y un maximo de 44 % por la fi-
torremediacién con pasto egipto. Hutchinson et al.
(2001a) obtuvieron resultados similares en la fitorre-
mediacion en suelo contaminado con lodos con mas
de 35 000 mg kg~! HTP de petréleo intemperiza-
do. Estos autores observaron después de siete meses
mayor disipacién de los contaminantes en suelo con
planta con respecto al suelo sin planta. La reduccién
media de los HTP fue 47 % en suelo con planta y
30 % en suelo sin planta. En otro estudio (Hutchin-
son et al. 2001a) de fitorremediacién con lodos con-
taminados con 48 800 mg kg=! HTP de petréleo
intemperizado se identificé que después de 12 me-
ses la biodegradacion en suelo con planta fue mayor
que la determinada en suelo sin planta. Estos resul-
tados pueden estar relacionados con la preparacién
y manejo del suelo intemperizado (secado, tamizado
y rehumedecimiento), que favorecié la exposicion de
nuevas areas en los lodos que se saturaron de aire, lo
cual estimulé la mayor biodegradacion (Hutchinson
et al. 2001a).

La fitorremediacién en el sistema rizosférico
del pasto egipto o con la leguminosa guaje, la ino-
culacién del consorcio de bacterias-hongos y la fer-
tilizacién inorganica tuvieron sinergia positiva y sig-
nificativa que promovié mayor biodegradacién del
petréleo. Asimismo hubo respuesta positiva en los
tamarios de las poblaciones de bacterias y hongos en
suelo contaminado, con diferentes concentraciones
de petréleo crudo nuevo e intemperizado, respecto
al sistema de biorremediacion en suelo sin planta, sin
inéculo y sin fertilizacién. La bioaumentacién me-
diante el in6culo del consorcio de bacterias-hongos
y la bioestimulacién con fertilizantes nitrogenados y
fosfatados, incrementaron la biodegradacion del pe-
tréleo en la fitorremediacién y biorremediacion en
suelo contaminado con 50 000 y 78 000 mg kg~!
HTP de petréleo crudo nuevo y en 79 457 mg kg~!
HTP de petréleo crudo intemperizado.

En la concentracién de 50 000 mg kg=! HTP
de petréleo crudo nuevo se encontraron los mejores
tratamientos en la degradacion de los hidrocarburos
totales del petréleo con 81% y 75% en suelo ri-
zosférico con la leguminosa de guaje inoculado con
el consorcio de bacterias con fertilizacién y sin fer-

133



l INIVERSIDAD
Tropico Himedo

tilizacién, respectivamente. En suelo rizosférico del
pasto egipto la mayor degradacién del petréleo fue
72%, sucedié en los tratamientos con inéculo del
consorcio microbiano mas fertilizante y el segundo
con in6culo microbiano sin fertilizacién. En suelo
no rizosférico la mayor degradacién del petréleo fue
40 %, en el tratamiento con indculo del consorcio
microbiano y con fertilizante.

El sistema rizosférico del pasto egipto con
inéculo microbiano y con fertilizacién favorecié la
degradacion de los hidrocarburos totales del petro-
leo en suelo con 78 000 mg kg=! HTP de petro-
leo crudo nuevo respecto al sistema rizosférico con
la leguminosa guaje o suelo no rizosférico. El pasto
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