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Resumen

Se evalué en condiciones de invernadero la capacidad de Panicum maximum
y Urochloa brizantha para biorremediar un suelo contaminado con crudo liviano
al 3% m/m, asi como los cambios en el tiempo del contenido de carbono microbiano
(CM) y la actividad de la enzima deshidrogenasa (ADH). Se establecieron tres
réplicas de cada pasto sembrado en envases con 20 kg de suelo contaminado con
un crudo liviano. El control estuvo constituido de suelo contaminado y sin plan-
tas. Muestras de suelo superficial (0-15 cm) fueron obtenidas a los 0, 30, 60, 120
y 240 dias para estimar CM, ADH y el contenido de aceites y grasas. En los
tratamientos con pasturas hubo una mayor reduccién del contenido de aceites y
grasas, aunque la tasa de fitorremediacién obtenida en este estudio fue mas lenta
respecto a los resultados que se presentan en la literatura para la biodegradacion
de hidrocarburos del petréleo en la capa arable del suelo. E1 CM y la ADH
incrementaron en los primeros 60 dias asociado a la degradaciéon microbiana de
compuestos biodisponibles; sin embargo, no se detectaron diferencias significati-
vas entre los tratamientos con y sin pastos y esto fue relacionado con la alta
variabilidad de la data. Los resultados permiten concluir que pese al potencial de
los pastos para disminuir la concentracién de aceites y grasas en suelos contami-
nados, no hay evidencias claras de un mayor CM y ADH en los suelos contamina-
dos con hidrocarburos livianos.
Palabras clave: Fitorremediacion, Panicum maximum, Urochloa brizantha,
C microbiano, actividad de la enzima deshidrogenasa
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Abstract

It was assessed the ability of Panicum mdximum and Urochloa brizantha
to decontaminate a soil polluted with 3% w/w of a light crude oil under greenhouse
conditions, as well as the changes in time in microbial C biomass (CM) and
dehydrogenase activity (ADH). Three replicates were established for each pasture
sowed in containers of 20 kg with contaminated soil. The control was constituted
by contaminated soils without pastures. Superficial soil samples (0- 15 cm) were
taken at 0, 30, 60, 120 and 240 days in order to estimate CM, ADH and oil and
grease content. In treatments with pastures reduction in oil and grease content
were higher; however, phytoremediation rates were lower when they are compared
with the results obtained with landfarming. Microbial C biomass and
dehydrogenase activity showed an increase during the first 60 days, and this was
associated to microbial degradation of bioavailable compounds. Although pastures
had the higher oil and grease reduction, it was not found significant differences
in microbial C biomass and dehydrogenase activity between contaminated soils
with and without pastures, and this was related to the high variability of the
data. Despite the ability of pastures to reduce oil and grease content of the soil,
there is no clear evidence of a higher CM and ADH in soils contaminated with
light crude.

Key words: Phytoremediation, Panicum mdximum, Urochloa brizantha,
microbial C, dehydrogenase activity.

Introduccion Introduction

Entre las técnicas de rehabilita- Phytoremediation is a technique,
ci6én de suelos degradados por la conta- among all the rehabilitation techniques
minacién con petrdleo, la of degraded soils by oil pollution, with
fitorremediacién ha despertado un in- more interest nowadays, since; it is
terés creciente, ya que es un procedi- passive, useful to repair a huge variety
miento pasivo, util para remediar si- of contaminants simultaneously, is
multdneamente una gran variedad de cheaper regarding the other
contaminantes, mas econémico respec- technologies based on physical and
to a las tecnologias basadas en proce- chemical processes and seeks for a
sos fisicos y quimicos y procura un better landscape (EPA, 1996; Frick et
paisaje mas agradable (EPA, 1996; al., 1999). Additionally,

Frick et al., 1999). Adicionalmente, la phytoremediation improves the quality
fitorremediacién mejora la calidad de of the soils, since it increases the

los suelos, ya que incrementa la agre- aggregation of mineral particles, the
gaciéon de las particulas minerales, el carbon content, improves the drainage
contenido de carbono, mejora el drena- (Cunningham et al., 1996; Pivetz,

je (Cunningham et al., 1996; Pivetz, 2001) and favors the microbial activity
2001) y favorece la actividad (Jing et al., 2008). In Venezuela, the
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microbiana (Jing et al., 2008). En Ve-
nezuela, la investigaciéon sobre la
fitorremediacién de suelos contamina-
dos con petréleo es escasa (Infante et
al., 2010b); sin embargo, de importan-
cia en virtud de las grandes reservas
de crudos y los riesgos de degradacion
de suelos por derrames y disposicion
inadecuada de crudos y sus derivados.
Adicionalmente, la mayoria de los ya-
cimientos del pais se encuentran en
tierras por debajo de los 250 m.s.n.m.,
con temperaturas calidas y constan-
tes que favorecen el desarrollo de las
plantas durante todo el afio, con un
suministro adecuado de agua.

Las pasturas tropicales represen-
tan una material vegetal de interés
para la fitorremediacién de suelos con-
taminados con hidrocarburos del pe-
tréleo en el trépico, ya que muestran
una rapida germinacién y altas tasas
de crecimiento. Adem4ds, sus raices
fasciculadas favorecen el desarrollo de
una rizosfera extendida con potencial
para catalizar la descontaminacién de
los suelos; sus requerimientos
agronémicos estan establecidos y sus
propagulos son comercialmente dispo-
nibles, lo que facilita su uso en la
fitorremediaciéon de suelos a gran es-
cala. La rizésfera juega un papel im-
portante en la fitorremediacién, ya que
las raices y sus microorganismos y
enzimas asociadas pueden absorber,
transformar, degradar o estabilizar los
contaminantes del suelo (Cunningham
et al., 1996).

El impacto de los derrames de
petroéleo en el suelo, asi como el papel
de las plantas en la biorremediacion
de suelos contaminados con petroleo,
pueden ser evaluados a través de
indicadores de la actividad
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research about phytoremediation in
soils polluted with oil is limited (In-
fante et al., 2010b); however, it is very
important due to the huge crude oil
reservoirs and the risks on the soils’
degradation caused by spills and
inadequate usage of the crude and the
derivates. Also, most of the reservoirs
in the country are under 250 masl,
with warm and constant temperatures
that favor the development of the
plants during the year, with an
adequate water supply.

Tropical pastures represent a ve-
getal material of great interest for the
phyoremediation of soils polluted with
oil hydrocarbons in the Tropic, since
these have a fast germination and high
grow rates. Besides, their fasciculated
roots favor the development of an ex-
tended rhizosphere with a potential to
catalyze the decontamination of soils,
their agronomical requirements are
established and their propagules are
commercially available, which
facilitates their usage in the
phytoremediation of soils at a great
scale. The rhizosphere has an
important role on the
phytoremediation, since the roots and
the microorganisms and enzymes
related might absorb, transform, de-

grade or stabilize the soils
contaminants (Cunningham et al.,
1996).

The impact of the oil spillage in
the soil, as well as the role of the plants
on the bioremediation of soils polluted
with oil, might be evaluated using
indicators of the microbiological and
biochemical activity of the soil, as well
as the activity of the dehydrogenase
enzyme (ADH) (Gianfreda et al., 2005;
Trasar-Cepeda et al., 2000) and the
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microbioldgica y bioquimica del suelo,
como la actividad de la enzima
deshidrogenasa (ADH) (Gianfreda et
al., 2005; Trasar-Cepeda et al., 2000)
y el contenido de carbono microbiano
(CM) en el suelo (Timmerman et al.,
2003), ya que ambos parametros es-
tan relacionados con: a) la oxidacién
de compuestos carbonados bajo condi-
ciones aerdbicas y b) el uso y acumu-
lacién del carbono por parte de los
microorganismos (Quilchano y
Maranon, 2002; Stépniewska y
Woliniska, 2005, Timmerman et al.,
2003). En el caso de los hidrocarburos
del petréleo, si su contenido en el suelo
no es toxico, los microorganismos pue-
den utilizar al petréleo como fuente de
carbono para incrementar su biomasa
y consecuentemente su actividad en el
suelo (Baker, 1970; Xu y Johnson,
1995), razén que justifica su uso para
monitorear la biorrecuperacién de sue-
los degradados por contaminacién con
petréleo.

Con base a lo expuesto, en el pre-
sente trabajo se evaluaron los cambios
producidos en la actividad microbiana,
durante la fitorremediacién con
Urochloa brizantha y Panicum mdxi-
mum de un suelo contaminado con un
crudo liviano

Materiales y métodos

Se realiz6 un ensayo en condicio-
nes de invernadero con los pastos
Panicum maximum dJacq. Var.
Tanzania y Urochloa brizantha
(Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster (an-
teriormente conocida como Brachiaria
brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf)
con el fin de establecer su capacidad
para reducir la concentracién de acei-
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content of microbial carbon (CM) in
the soil (Timmerman et al., 2003),
since both parameters are related to:
a) the oxidation of carbon compounds
under aerobic conditions and b) the
usage and accumulation of carbon by
microorganisms (Quilchano and
Maranon, 2002; Stépniewska and
Wolinska, 2005, Timmerman et al.,
2003).

In the case of the oil hydrocarbon,
if its content in the soils is not toxic,
the microorganisms might use the oil
as a carbon source to increase its
biomass and consequently, its activity
in the soil (Baker, 1970; Xu and
Johnson, 1995), reason that justifies
its usage for monitoring the bio-
recovery of degraded soils by
contamination with oil.

Because of the latter, on this
research were evaluated the changes
produced on the microbial activity
during the phytoremediation with
Urochloa brizantha and Panicum
mdximum of a soil polluted with a light
crude.

Materials and methods

An essay was carried out under
greenhouse conditions with grasses
Panicum maximum dJacq. Var.
Tanzania and Urochloa brizantha
(Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster
(previously known as Brachiaria
brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf)
with the aim of establishing their
capacity for reducing the concentration
of oil and grease of a polluted soil with
light crude, as well as to see the
changes in the time on the ADH
activity and the CM content. The ave-
rage microclimatic conditions in the
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tesy grasas de un suelo contaminado
con un crudo liviano, asi como los cam-
bios en el tiempo en la actividad de la
ADH y el contenido de CM. Las condi-
ciones microclimaticas promedio del
invernadero durante el ensayo fueron
23,2°C de temperatura, 450 uEs' de
radiacion y 85% de HR.

Se utilizaron semillas comercia-
les (Semillas Magna, con 95% de
germinacién certificada) de las espe-
cies antes mencionadas. Los suelos
usados correspondieron al horizonte A
de un Typic haplustox, franco areno-
so, fuertemente acido y oligotréfico pro-
veniente de la localidad de El Sombre-
ro (9°16' 33"N y 67° 2' 13" O), estado
Guarico, Venezuela (Hernandez-Va-
lencia y Mager, 2003) .

El crudo utilizado provino del
campo Budare del estado Gudrico y
presentaba una gravedad de 27,2° API,
con una composicion de 50,7% de hi-
drocarburos saturados, 36,3% de aro-
maticos, 12,0% de resinas y 1,0% de
asfaltenos (Hernandez-Valencia y
Mager, 2003). La seleccién de una con-
centracién del 3% m/m de la mezcla
suelo-crudo para los ensayos se debid
a varios criterios, como fueron: a) que
sea mayor al 1% m/m, ya que la legis-
lacién nacional establece que concen-
traciones menores al 1% m/m se con-
sideran satisfactorias para la disposi-
cién de suelos contaminados en forma
de esparcimiento sobre suelo limpio
(Decreto 2.635, Republica de Venezue-
la, 1998), b) no ser lo suficientemente
alta para generar efectos téxicos para
las plantas. A este respecto, la mayo-
ria de las experiencias realizadas en
Venezuela y el tropico no sobrepasan
una concentracién de petrdleo en el
suelo de 5% m/m (Infante et al.,
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greenhouse during the essay were
23.2°C of temperature, 450 uEs"' of
radiation and 85% of HR.

Commercial seeds (Magna seeds,
with 95% of certified germination) were
used from the species previously
mentioned. The soils used correspon-
ded to the horizon A of a Typic
haplustox, sandy-loamy, acid and
oligotrophic, coming from “El Sombre-
ro” (9°16'33"N y 67° 2' 13" O), Guarico
state, Venezuela (Hernandez-Valencia
and Mager, 2003).

The crude used came from
Budare, field Guarico state, and
presented a gravity of 27.2° API, with
a composition of 50.7% of saturated
hydrocarbons, 36.3% of aromatics,
12.0% of resins and 1.0% of
asphaltenes (Hernandez-Valencia and
Mager, 2003). The selection of a
concentration of 3% m/m of soil-crude
mix for the essays derived from
different criteria, such as: a) should
it be higher than 1% m/m, since the
national legislation establishes that
concentrations lower than 1% m/m are
considered satisfactorily for the
disposition of polluted soils on clean
soils (Decreto 2.635, Republica de Ve-
nezuela, 1998), b) it should not be as
higher as to generate toxic effects for
the plants. On this matter, most of the
experiences done in Venezuela and in
the Tropic do not overpass a
concentration of oil in the soil of 5%
m/m (Infante et al., 2010b), c) to design
an essay with a concentration that be
effective according to the latter
information that justify the logistical
and economical effort that implies the
phytoremediation, on the contrary, it
turns better to apply other physical,
chemical or biological techniques.
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2010b), y ¢) disefiar un ensayo con una
concentracién que sea efectiva de
acuerdo a los puntos anteriores y que
justifique el esfuerzo logistico y econo-
mico que implica la fitorremediacién.
De lo contrario, es mas factible apli-
car otras técnicas de tipo fisico, qui-
mico o biolégico.

El experimento fue realizado en
envases de poliestireno de 44 cm de
largo, 32 cm de ancho y 28 cm de alto.
Tres réplicas fueron establecidas para
cada pasto y en ellas se agregaron 20
kg de la mezcla suelo-crudo. Para la
preparaciéon de la mezcla suelo-crudo,
el suelo seco fue previamente tamiza-
do en un tamiz de 2 mm, de manera
que se excluyeran las particulas ma-
yores a este tamano. Luego se hume-
deci6 el suelo con agua destilada hasta
el 60% de su capacidad de campo y
después se agrego6 lentamente el crudo
liviano al suelo mientras se mezclaba
con la ayuda de una paleta de acero
inoxidable. Posteriormente se sembra-
ron 26 semillas de cada pasto por en-
vase, de acuerdo a las recomendacio-
nes de la casa comercializadora. Con
el transcurrir del ensayo, la competen-
cia entre plantas y la eliminacién ma-
nual permitio el establecimiento de dos
plantas por envase. Con el fin de mejo-
rar el desarrollo de las plantas, se adi-
ciondé al suelo cal agricola para obte-
ner un pH de 6,5 unidades (1:5-agua)
adecuado para el desarrollo de los pas-
tos. Ademas recibié fertilizaciéon con
0,23 g.kg' suelo de fosfato diaménico
y 2,4 g.kg' suelo de urea, fraccionada
en porciones equivalentes a los 0, 15,
30y 45 dias. La dosis de fertilizacion
fue determinada con base a la relacién
C:N:P de 100:2:0,2, recomendada para
la fitorremediacién de hidrocarburos

58

The experiment was done in
polystyrene containers of 44 cm of
length, 32 cm of width and 28 cm of
height. Three replicates were
established for each pasture and on
them, 20 kg of the soil-crude mix were
added. For preparing the soil-crude
mix, the dry soil was previously sieved
in a 2-mm sieve to exclude bigger
particles than thiz size. Later, the soil
was wet with distilled water until
reaching 60% of its field capacity, later,
the light crude was slowly added to the
soil while mixing, using a stainless
steel paddle. Later, 26 seeds of each
grass were sowed on a container,
according to the recommendations of
the sale company. With the time, the
competence between the plants and the
manual elimination allowed the esta-
blishment of two plants per container.
With the aim of improving the
development of the plants, agriculture
lime was added to the soil to obtain a
pH of 6.5 units (1:5-water) suitable for
the development of pastures. It also
received fertilization with 0.23 g.kg*
soil of diammonium phosphate and 2.4
g.kg! soil of urea, fractioned in portions
equal to 0, 15, 30 and 45 days. The
fertilization doses were determined
based on the C:N:P relation of
100:2:0.2 recommended for the
phytoremediation of oil hydrocarbons
(Hutchinson et al., 2001). This dose is
45 times higher than the N
requirement and twice higher than the
P requirements estimated for these
gramineae in non polluted soils.

The humidity content was kept
on 60% of the field capacity through
irrigations every three days. The field
capacity in polluted soils was
determined prior the phytoremediation
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de petréleo (Hutchinson et al., 2001).
Esta dosis es 45 veces mayor al reque-
rimiento de N y 2 veces mayor al re-
querimiento de P estimados para es-
tas gramineas en los suelos utilizados
no contaminados.

El contenido de humedad se man-
tuvo al 60% de la capacidad de campo
a través de riegos cada 3 dias. La ca-
pacidad de campo en los suelos conta-
minados se determiné previamente a
los ensayos de fitorremediacién de
acuerdo al método descrito por
Anderson e Ingram (1992). Como con-
trol, se establecieron 3 envases sin se-
millas y en consecuencia sin plantas,
pero con la misma concentracién de
crudo liviano, dosis de fertilizacidn,
cal agricola y contenido de agua del
tratamiento con plantas. En sintesis,
todos los tratamientos constituyeron
unidades experimentales en donde se
traté de estimular la actividad
microbiana (bioestimulacién) con la
adecuacién del pH y el suministro de
agua y fertilizantes.

Muestras duplicadas de suelos
superficiales (0-15 cm) fueron tomados
al azar en cada envase a los 0, 30, 60,
120 y 240 dias de iniciado el ensayo.
Las muestras fueron refrigeradas (4°C)
hasta realizar los anélisis de laborato-
rio. El contenido de aceites y grasas
fue determinado de acuerdo al método
gravimétrico EPA 3540, con el uso de
diclorometano como extractante (Deuel
y Holliday, 1997). El carbono
microbiano (CM) fue determinado
como la diferencia entre el contenido
de C de muestras fumigadas con clo-
roformo y no fumigadas e incubadas
por 24 h a 22°C, y en donde el valor
obtenido fue corregido con un Kc de
0,45 (Vance et al., 1987). La actividad
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essays according to the method
described by Anderson and Ingram
(1992). As control, 3 containers
without seeds were established,
consequently without plants, but with
the same concentration of light crude,
fertilization dose, agriculture lime and
water content of the treatment with
plants. Therefore, all the treatments
constituted experimental units where
was intended to stimulate the
microbial activity (bio-stimulation)
with a pH adequacy and the water and
fertilizers supply.

Duplicated samples of superficial
soils (0-15 cm) were taken at random
from each container at 0, 30, 60, 120
and 240 days of initiated the essay. The
samples were refrigerated (4°C) until
doing soil analysis. The oil and grease
content were determined according to
the gravimetric method EPA 3540,
using dichloromethane as extractant
(Deuel and Holliday, 1997). The
microbial carbon (CM) was determined
as the difference between the C content
of samples fumigated with chloroform
and unfumigated and incubated for 24
h at 22°C, and where the value
obtained was corrected with a KC of
0.45 (Vance et al., 1987). The activity
of the dehydrogenase enzyme (ADH)
was determined according to the
method of Casida et al. (1964), which
is based on the reduction of triphenyl
tetrazolium chloride (TTC) to triphenyl
formazan (TPF).

The duplicated data of the
containers was averaged and the value
that is reported for each treatment and
day corresponds to the mean of the
three replicates. The means obtained
from the treatments were compared
using ANOVA with a LSD test
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de la enzima deshidrogenasa (ADH)
fue determinada de acuerdo al método
de Casida et al. (1964), que se basa en
la reduccién del cloruro de trifenil
tetrazolio (TTC) a trifenil formazan
(TPF).

Los datos duplicados por envase
fueron promediados y el valor que se
reporta para cada tratamiento y dia
corresponde a la media de las tres ré-
plicas. Las medias obtenidas de los tra-
tamientos se compararon a través de
un ANOVA de una via junto con una
prueba LSD (P<0,05). Adicionalmente
se realizaron pruebas de correlacion li-
neal para establecer la relacion entre
los parametros estudiados. Para las
pruebas estadisticas se uso del paquete
Statistica 6.0. (Statsoft, 2001)

Para todos los tratamientos, la
dindmica en el tiempo del contenido de
aceites y grasas en el suelo se ajusté a
una curva exponencial negativa del
tipo:

Pt =Po e*t (1)

en donde Pt y Po es la masa de
aceites y grasas en el tiempo t y en el
tiempo inicial respectivamente, t es el
tiempo transcurrido y k la constante
de pérdida. Esta expresién ha sido
utilizada para describir la cinética de
descomposicién de la hojarasca en el
suelo e indica que se pierde una frac-
cién constante del material sujeto a
degradacion por unidad de tiempo
(Olson, 1963). La ecuacién anterior
puede ser expresada también como:

In (Pt/Po) = -kt 2)
que describe una recta, cuya pendien-
te es en este caso la constante de pér-
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(P<0.05). Additionally, lineal
correlation tests were done to establish
the relation between the studied
parameters. For the statistical tests
was used the software Statistica 6.0
(Statsoft, 2001).

For all treatments, the dynamic
in the time oil and grease and fats
content in the soil was adjusted to a
negative exponential curve type:

Pt = Po e*t (1)

Where Pt and Po is the mass of oil
and grease in the time t and on the
initial time respectively, t is the time
passed and k is the constant of the lost.
This expression has been used to descri-
be the decomposition kinetic of the
litterfall in the soil and indicates that a
constant fraction of the material
subjected to degradation is being lost per
time unit (Olson, 1963). The previous
equation might also be expressed as:

In (Pt/Po) = -kt (2)

That describes a straight line,
which slope, on this case, is the
constant lost of oil and grease. An
advantage of adjusting the data to this
model is that it allows calculating the
mean life’s time (0.693/k), as well as
the recovery rate or the time required
for it to degrade at 99% (4.605/k) the
original content of oils and fats.

Results and discussion

The content of 0il and grease from
the sample taken at the beginning of
the essay (day 0) was lower (2.7%) than
the prepared mix (3.0%) (figure 1).
The incomplete recovery of oil and
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dida de los aceites y grasas. Una ven-
taja del ajuste de los datos a este mo-
delo, es que permite calcular el tiempo
de vida media (0,693/k), asi como la
tasa de recambio o el tiempo requerido
para que se degrade el 99% (4,605/k)
del contenido original de aceites y gra-
sas.

Resultados y discusion

El contenido de aceites y grasas
de la muestra correspondiente al ini-
cio de los ensayos (dia 0) fue menor
(2,7%) al previsto para la mezcla pre-
parada (3,0%) (figura 1). La recupera-
ci6on incompleta de aceites y grasas se
debe a la volatilizaciéon de compuestos
de bajo peso molecular, especialmente
durante la preparacion de la mezcla y
en los primeros dias del ensayo.
Adicionalmente, es probable que el
diclorometano no haya extraido el to-
tal aceites grasas presentes en la

grease is due to the volatilization of
low molecular weight compounds,
especially during the preparation of
the mix and within the first days of
the essay. Additionally, it is proba-
ble that dichloromethane had not
extracted the total of oil and grease
presented on the sample. In any case,
the 88.3% recovery of oil and grease
can be considered satisfactorily, and
it is similar to the one reported by
Tarache (2011) for the extraction of
total petroleum hydrocarbon with
dichloromethane in a soil
contaminated with light crude.
Regarding the homogeneity of the
soil-crude mix prepared on the lab,
the results show that the variation
coefficient of the oil and grease content
was lower to 10% for all the evaluated
times (figure 1), which indicates the
scarce variability of this parameter.

The content of oil and grease
showed a fast reduction during the first
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Figura 1. Cambios en el contenido de aceites y grasas en suelos
contaminados con y sin gramineas. Las barras corresponden

al error estandar.

Figure 1. Changes in the content of oil and grease in soils contaminated
with and without gramineae. The bars correspond to

standard error.
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muestra. En todo caso, la recupera-
cién de 88,3% de aceites y grasas se
puede considerar satisfactorio, y es si-
milar al reportado por Tarache (2011)
para la extraccién con diclorometano
de hidrocarburos totales de petréleo en
un suelo contaminado con crudo livia-
no. Enlo que respecta a la homogenei-
dad de la mezcla suelo-crudo que se
preparé en el laboratorio, los resulta-
dos muestran que el coeficiente de va-
riacién del contenido de aceites y gra-
sas fue menor al 10% para todos los
tiempos evaluados (figura 1), lo que es
un indicador de la poca variabilidad de
este parametro.

El contenido de aceites y grasas
mostré una rapida disminucién duran-
te los primeros 30 dias y posteriormen-
te la tasa de pérdida se redujo progre-
sivamente en el tiempo (figura 1). La
concentracién de aceites y grasas fue
significativamente menor en presen-
cia de las plantas a los 120 y 240 dias
de iniciado el experimento. Al término
del mismo, bajo la cobertura de P.
maximum el contenido de aceites y
grasas se redujo en un 63%, para U.
brizantha en 55%, mientras que el
control mostré una reduccion del 40%.
El tiempo de vida media y el tiempo de
recambio siguen el orden P.maximum
> U. brizantha > Control y confirman
que bajo los tratamientos con
gramineas, es mayor la degradaciéon
del hidrocarburo utilizado y su persis-
tencia en el suelo es menor (cuadro 1).

La cinética del contenido de acei-
tes y grasas en el tiempo mostrd una
rapida disminucién en las etapas ini-
ciales y posteriormente los cambios
fueron menores hasta registrar pocas
variaciones en el tiempo. Para todos
los tratamientos, la rapida disminu-
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30 days, later, the rate was reduced
progressively in the time (figure 1). The
concentration of oil and grease was
significantly lower in presence of plants
within 120 to 240 days of initiated the
experiment. Once it finished, the content
of oil and grease on P maximum reduced
1n 63%, and on U. brizantha 55%, while,
control showed a reduction of 40%. The
mean life time and the recovery time
follow the order P. maximum > U.
brizantha > Control and confirm that
under the treatments with gramineae,
the degradation of the hydrocarbon used
is higher and its persistence in the soil
is lower (table 1).

The kinetic of the content of oil
and grease in the time showed a fast
reduction in the initial phases,
consequently, the changes were lower
until registering few variations in the
time. For all the treatments, the fast
initial reduction might be related to
the degradation caused by
microorganisms of the most labile
compounds, as well as the volatilization
of low molecular weight compounds.
In more advanced phases, the
reduction on the degradation rate of
the crude might be related to the
persistence of compounds with the
most difficult biodegradation due to
their chemical characteristics or low
bioavailability (McMillen, 1995;
Madsen, 1997). Minai-Tehrani et al.,
(2007) found that the use of Festuca
arundinacea reduced the content of oil
and grease in 60% during 120 days in
a soil polluted with light crude at 3%
m/m, while, in the soil without plants
the reduction was of 40%. This result
is similar to the one found on this
research when compared the reduction
percentage of oil and grease at 120
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Cuadro 1. Parametros de degradacion de los aceites y grasas en suelos
cony sin gramineas (n=15).

Table 1. Degradation parameters of oil and grease in soils with and
without gramineae (n=15).

Tratamiento Constantede Coeficientede Tiempode Tiempo de
degradacion (k) correlacién(r) vidamedia recambio
(anos)? (afos)?
Control -0,57 0,67* 1,2 8,2
Urochloa brizantha -0,75 0,70* 0,9 6,1
Panicum maximum -1,48 0,85%* 0,5 3,1

a: El tiempo de vida media y la tasa de recambio se calcularon cuando se obtuvo una correlaciéon
significativa (P<0,05) entre el In(Pt/Po) y t.
*P<0,05 **P<0,01

ci6n inicial estaria relacionada con la days, which was of 39% for the control
degradacion mediada por and 61% and 46% for P. maximum and
microorganismos de los compuestos U. brizantha respectively.

mas labiles, asi como la volatilizacién The CM showed the same
de compuestos del crudo de bajo peso tendency in all the treatments, with an
molecular. En estadios mas avanzados, increment until 60 days of initiated the
la reduccién en la tasa de degradacién essay, later, it showed a reduction until
del crudo estaria vinculada con la per- 240 days when it ended (figure 2). For
sistencia de compuestos de mas dificil the same date, none significant
biodegradacion debido a sus caracte- differences were detected among the
risticas quimicas o baja treatments due to the high variability
biodisponibilidad (McMillen, 1995; of the data. In the case of ADH, the
Madsen, 1997). Minai-Tehrani et al., maximum for all the treatments was
(2007) encontraron que el uso de observed within 30 days for the
Festuca arundinacea redujo el conte- treatments with pastures and 60 days
nido de aceites y grasas en un 60% for treatments without pastures (figu-
durante 120 dias en un suelo contami- re 3). Significant differences among
nado con un crudo liviano al 3% m/m, treatments were found only for days 120
mientras que en el suelo sin plantas and 240, being the highest the ADH
la reduccién fue de un 40%. Este re- for U. Brizantharegarding the control
sultado es similar al encontrado en este and P. maximum, meanwhile, the last
estudio cuando se compara el porcen- treatments did not show any significant
taje de reduccion de aceites y grasas a difference among them. Lineal
los 120 dias, el cual fue de 39% para el correlation tests were done between the
control y de 61 y 46% para P. content of oil and grease, CM and ADH,
maximum y U. brizantha respectiva- and was only found a positive
mente. correlation for the control treatment
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El CM mostré la misma tenden-
cia para todos los tratamientos, con un
incremento hasta los 60 dias de inicia-
do el ensayo y luego una disminuciéon
hasta los 240 dias cuando finaliza el
mismo (figura 2). Para una misma
fecha no se detectaron diferencias sig-
nificativas entre tratamientos debido
a la alta variabilidad de los datos. En
el caso de la ADH, el maximo para to-
dos los tratamientos se observé a los
30 dias para los tratamientos con pas-
tos y alos 60 dias para el tratamiento
sin pastos (figura 3). Sélo para los dias
120 y 240 se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos, sien-
do mas alta la ADH para U. Brizantha
respecto el control y P. mdximum,
mientras que estos dos Gltimos trata-
mientos no mostraron diferencias sig-
nificativas entre si. Se realizaron prue-
bas de correlacion lineal entre el con-
tenido de aceites y grasas, CM y ADH,
y solo se encontr6 una correlacién po-
sitiva para el tratamiento control en-

1200 A1

between the content of CM and ADH
(r= 0.52, n= 15, P<0.05).

The roots might stimulate the
microbial activity and favor the
degradation of the crude, since it has
been used as an alternative source of
carbon and energy. However, for the
different times evaluates, any
consistent increment was found
between CM and ADH with the
presence of pastures. This fact is mainly
justified by the high variability that
showed both of the evaluated
parameters, especially in the first 60
days of the essay. On this matter, it
must be considered that the samples
might have been constituted by
rhizospheric and non rhizospheric soil,
especially when the roots do not have
an uniform distribution in the soil. This
might happen mainly on the initial
phases of the essay, when the roots of
the seedlings do not cover homogenously
the soil and generates a marked
heterogeneity in the microbial activity.
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Figura 2. Cambios en la biomasa de carbono microbiano en suelos
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Figure 2.

Changes in the biomass of microbial carbon in soils

contaminated with and without gramineae. The bars
correspond to standard error.
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Figure 3. Changes in the ADH in soils contaminated with and without
gramineae. The bars correspond to standard error.

tre el contenido de CM y la ADH (r=
0,52, n= 15, P<0,05).

Las raices pueden estimular la
actividad microbiana y favorecer la de-
gradacién del crudo, ya que el mismo es
utilizado como una fuente alternativa de
carbono y energia. Sin embargo, no se
encontro para los diferentes tiempos eva-
luados, un incremento consistente en el
CM y la ADH con la presencia de los
pastos. Este hecho se justifica en parte
por la alta variabilidad que mostraron
ambos parametros evaluados, especial-
mente en los primeros 60 dias del ensa-
yo. A este respecto, se debe considerar
que las muestras pudieron estar consti-
tuidas por suelo rizosférico y no
rizosférico, especialmente cuando las
raices no tienen una distribuciéon uni-
forme en el suelo. Ello ocurriria princi-
palmente en las fases iniciales del ensa-
yo, cuando las raices de las plantulas no
cubren homogéneamente el suelo y se
genera una heterogeneidad mas marca-
da en la actividad microbiana.

Los resultado obtenidos contras-
tan con el obtenido por Jing et al.,

The obtained results contrast to
those of Jing et al., (2008), who found
that ADH in soils contaminated with
oil at 0.8% and with gramineae
Panicum sp., Eleusine indica and
Festuca sp., was of 1.6 to 2.2 times
superior regarding the soils without
plants, while Johnson et al., (2005)
observed that the soils contaminated
with polycyclic aromatic
hydrocarbons, and where were sowed
plants of Lolium repens and
Trifolium repens presented CM
contents superior to the
contaminated soils without plants.
On the other hand, Liu, et al., (2010)
pointed out that the CM measures
are normally variable in relation to
other properties of the soil, such as
the texture, organic carbon and to-
tal N, while Broos et al., (2007) found
the wvariability of the CM
determination with the fertilization-
extraction method, which might vary
until 4 times due to the spatial
variability to small scale of the
physic-chemical conditions of the soil.
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(2008), quienes encontraron que la
ADH en suelos contaminados con pe-
tréleo al 0,8% y con las gramineas
Panicum sp., Eleusine indica y
Festuca sp., fue de 1,6 a 2,2 veces su-
perior respecto a los suelos sin plan-
tas, mientras que Johnson et al. (2005)
observaron que suelos contaminados
con hidrocarburos aroméaticos
policiclicos y en donde se habian sem-
brado plantas de Lolium repens 'y
Trifolium repens presentaban conte-
nidos de CM superiores a los suelos
contaminados que no tenian plantas.
Por su parte, Liu et al. (2010) senala-
ron que las mediciones de CM suelen
ser muy variables en relacién a otras
propiedades del suelo, como al textu-
ra, carbono organico y N total, mien-
tras que Broos et al. (2007) encontra-
ron la variabilidad de la determinacién
de CM con el método de fumigacion-
extraccién puede variar hasta 4 veces
debido a la variabilidad espacial a pe-
quena escala de las condiciones
fisicoquimicas del suelo.

Otra posibilidad es que existan
factores diferentes a la rizodegradacién
que ejerzan una mayor influencia en
la fitorremediacién. Sobre este tltimo
supuesto, estudios con pesticidas y
otros xenobidticos han demostrado que
las plantas pueden absorber, secues-
trar o metabolizar compuestos organi-
cos (Cunningham et al., 1996), y en
consecuencia estos procesos se presen-
tan como alternativas que pueden ex-
plicar como las gramineas selecciona-
das tienen una mayor capacidad para
reducir la contaminacién del suelo. Sin
embargo, la investigacion sobre estos
mecanismos es escasa y los resultados
a la fecha respaldan que el principal
mecanismo asociado a la
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Another possibility is that there
are different factors to the rhizosphere
that exert a higher influence in the
phytoremediation. On this matter,
researches with pesticides and others
xenobiotics have showed that plants
might absorb, sequester or metabolize
organic compounds (Cunningham et
al., 1996), consequently, these processes
are presented as an alternative which
might explain how the selected
gramineae have a higher capacity to
reduce the soil pollution. However, the
research about these mechanisms is
little and the results support that
rhizodegradation i1s the main
mechanism associated to the
phytoremediation of light and medium
hydrocarbons (Anderson et al., 1993).

The type, quantity of the crude
and other agronomic managements
(fertilization, irrigation and
whitewash) favored the microbial
activity, since it was observed an
increment in the CM content and in
the ADH for all the treatments at the
beginning of the essay (figures 2 and
3). Similar results were obtained by
Xu and Johnson (1995), who worked
with soils contaminated with 0.5 to
5.5% of oil with unspecified
characteristics. The kinetic of the CM
and ADH show a similar behavior
with an initial peak among 30-60 days
of the essay, related to an increment
on the microbial activity by the use of
bioavailable carbon substrates, later,
the microbial activity decreases at the
time that reduce the bioavailable
substrates and increase the proportion
of more recalcitrant compounds
(Alexander 1999).

When the content of oil and
grease is compared at the end of the
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fitorremediacién de hidrocarburos li-

vianos y medianos es la
rizodegradacién (Anderson et al.,
1993).

El tipo, cantidad de crudo y otros
manejos agronémicos (fertilizacion,
riego y encalado) favorecié la actividad
microbiana, ya que se observé un in-
cremento en el contenido de CM y en
la ADH para todos los tratamientos al
inicio del ensayo (figuras 2 y 3). Resul-
tados similares fueron obtenidos por
Xuy Johnson (1995), quienes trabaja-
ron con suelos contaminados entre 0,5
a 5,56% de petroéleo de caracteristicas
no especificadas. La cinética del CM y
la ADH muestran una conducta muy
similar con un pico inicial entre los
30-60 dias del ensayo que se asocia con
un aumento de la actividad microbiana
por el aprovechamiento de sustratos
carbonados biodisponibles, posterior-
mente decae la actividad microbiana
en la medida que se reducen los
sustratos biodisponibles y aumentan
la proporcién de compuestos mas re-
calcitrantes (Alexander 1999).

Cuando se compara el contenido
de aceites y grasas al término del ensa-
yo (240 dias), ellos corresponden 1,0, 1,2
y 1,6% para P. maximum, U. brizantha
y el control respectivamente, siendo
estadisticamente diferentes entre si es-
tos valores (ANOVA, P<0,05), lo cual
indica que P. mdximum procura la
descontaminacién més rapida.
Adicionalmente, s6lo en el caso de P.
maximum se alcanzdé el limite de lim-
pieza establecido por las regulaciones
gubernamentales venezolanas del 1%
m/m de aceites y grasas (Decreto
2.635, Republica de Venezuela, 1998).
Cabe destacar que esto es un periodo
de tiempo bastante mayor que el re-
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essay (240 days), these correspond to
1.0, 1.2 and 1.6% for P. maximum, U.
brizantha and the control respectively,
being these values statistical different
among them (ANOVA, P<0.05), which
indicates that P. maximum tends to
decontaminate faster. Additionally,
only in the case of P. maximum, was
reached the cleaning limit, established
by Venezuelan Governmental
Regulations of 1% m/m of oil and
grease (Decreto 2.635, Republica de
Venezuela, 1998). It must be pointed
out that this is a period of time a lot
higher than the required to
decontaminate soils with light crudes
with concentrations between 3-5% m/
m with the biodegradation treatment
in the arable surface of the soil, where
are reached concentrations of oil and
grease or total hydrocarbons of oil of
1% from 120 to 150 days (Deuel y
Holliday, 1997; Infante 2003, Infante
et al., 2010).

If the negative exponential model
is used, the time required to reach a
value lower than 1% of the oil and
grease content establish by the
Venezuelan law would be of
approximately 701 days for the control
treatment, 548 days for U. brizantha
and 240 days for P. maximum as
mentioned before. The highest
biodegradation efficiency of the arable
surface regarding the
phytoremediation is because this
technique enhance soil aeration by
ploughing, situation that facilitates a
higher oxygenation of the substrate
and the aerobic degradation of the
crude, which is more efficient than the
anaerobic (Okoh, 2006). In contrast,
the phytoremediation is a passive
method, and once the plants are
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querido para descontaminar suelos con
crudo liviano con concentraciones en-
tre 3-5% m/m con el tratamiento de
biodegradacién en la capa arable del
suelo, en donde se alcanza una con-
centracién de aceites y grasas o de hi-
drocarburos totales de petrdleo del 1%
entre 120 a 150 dias (Deuel y Holliday,
1997; Infante 2003, Infante et al.,
2010).

Si se utiliza el modelo exponencial
negativo, el tiempo requerido para al-
canzar un valor menor del 1% del con-
tenido de aceites y grasas establecidos
por la legislacién venezolana seria
aproximadamente de 701 dias para el
tratamiento control, 548 dias para U.
brizanthay 240 dias para P. mdximum
como se menciond previamente. La
mayor eficiencia de la biodegradacién
de la capa arable respecto a la
fitorremediacién se debe a que con esta
técnica mejora la aireacion del suelo a
través del arado, situacion que facilita
una mayor oxigenacién del sustratoy
la degradacion aerdbica del crudo que
es mas eficiente que la anaerdbica
(Okoh, 2006). En contraste, la
fitorremediacién es un método pasivo
y una vez que las plantas se han esta-
blecido, por lo general hay poca o nin-
guna remocién del suelo y su oxigena-
cién es mas limitada, ya que depende
de la difusién de oxigeno atmosférico
por los poros del suelo y a través de las
raices.

No se estudi6 el impacto de la con-
taminacion del suelo sobre la biomasa
de los pastos al término del ensayo, ya
que no era el objetivo del estudio. Sin
embargo, Hernandez-Valencia y Mager
(2003) encontraron que después de 45
dias de establecidas las semillas de P.
maximum y U. brizantha en suelos de

68

established, normally there is little or
none movement of the soil and its
oxygenation is more limited, since it

depends on the diffusion of
atmospheric oxygen by the soil’s pores
and through the roots.

The impact of the contamination
of the soil in the biomass of the
pastures was not studied on this essay,
since it was not the objective. However,
Hernandez-Valencia and Mager (2003)
found that 45 days after of established
the P. maximum and U. brizantha
seeds in savannah soils polluted at 3%
with light crude, the total production
of the biomass (shoots + roots) reduced
in 86% in U. brizantha, and 99% in P.
maximum. On the other hand, the
biomass production of roots reduced in
81% and 99% for U. brizantha and P.
maximum respectively. If the mass
and volume of the roots reduced
drastically with the contamination,
this would affect the potential of the
pastures to decontaminate the soil. In
relation to this, Merkl et al., (2005)
found that in soils contaminated with
heavy crude at 5%, the roots of the
species Cyperus aggregatus, Eleusine
indica and Brachiaria brizantha
became thicker and shorter in relation
to those which grew in non
contaminated soils.

In relation to the highest
persistence of the crude in the soil and
on the environment in
phytoremediation treatments
regarding landfarming, it is very
important to consider that the oil has
compounds with toxic potential, such
as toluene, benzene, xylene,
ethylbenzene, meanwhile, the polycyclic
aromatic hydrocarbons are known by
having mutagenic and carcinogenic
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sabanas contaminados al 3% con cru-
do liviano, la produccién total de
biomasa total (vastago + raices) se re-
dujo en un 86% para U. brizantha,
mientras que para P. maximum fue
de 99%. Por su parte, la produccion
de la biomasa de raices se redujo en
81% y 99% para U. brizantha y P.
mdximum respectivamente. Si la
masa y el volumen de raices se redu-
cen drasticamente con la contamina-
cién, ello afectara el potencial de los
pastos para descontaminar el suelo. En
relacion a esto, Merkl et al. (2005) en-
contraron que en suelos contaminados
con un crudo pesado al 5%, las raices
de las especies Cyperus aggregatus,
Eleusine indica y Brachiaria brizantha
se hicieron més gruesas y cortas, res-
pecto a aquellas que crecian en suelos
no contaminados.

En cuanto a la mayor persisten-
cia del crudo en el suelo y en el am-
biente en los tratamientos de
fitorremediacién respecto a la
biodegradacién en la capa arable de
suelo (landfarming), es de suma im-
portancia considerar que el petrdleo
posee compuestos con potencial toxi-
co, como son el tolueno, benceno, xileno,
etilbenceno, mientras que los hidrocar-
buros aromaticos policiclicos se les
adjudica potencial mutagénico y
carcinégeno (Mancera-Lopez et al.,
2008). Sin embargo, si los riesgos al
ambiente por la presencia de sustan-
cias toxicas es reducido (p.e. concen-
traciones por debajo de las dosis que
generan efectos adversos o exposicion
reducida), la fitorremediacién puede
ser un método alternativo que ademas
de descontaminar reduce los riesgos de
erosién, procura una mejor calidad
microbiolégica respecto a los suelos que
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potential (Mancera-Lépez et al., 2008).
However, phytoremediation can be an
alternative method to use if risks of the
environment by the presence of toxic
substances are reduced (i.e,
concentrations under the doses that
generate adverse effects or reduced
exposition), this method besides
decontaminating also reduces the risks
for erosion, aims to a better
microbiological quality in relation to the
soils that lack of plants and ensure a
nicer landscape favoring the
development of the vegetal cover.

Conclusion

The results showed that pastures
Urochloa brizanta and Panicum mdxi-
mum produced a more effective
decontamination of the soil.

The CM and ADH indicated an
increment in the first 60 days,
associated to a microbial degradation
of bioavailable compounds, with a pos-
terior drop until the end of the essay.

Even though in treatments with
pastures occurred the highest
reduction of the content of oil and
grease, none significant differences
were detected for CM and ADH.

End of english version

carecen de plantas y procura un pai-
saje mas agradable al favorecer el de-
sarrollo de cobertura vegetal.

Conclusion
Los resultados mostraron que los

pastos Urochloa brizanta y Panicum
mdximum produjeron una desconta-
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minacién mas efectiva del suelo.

El CM y la ADH mostraron un
incremento en los primeros 60 dias que
esta asociado con la degradacién
microbiana de compuestos
biodisponibles y posteriormente decaen
hasta el término del ensayo.

Aunque en los tratamientos con
pasturas hubo la mayor reduccion del
contenido de aceites y grasas, no se
detectaron diferencias significativas
para el CM y la ADH.
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