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RESUMEN

Proafio, C., Rivas, D. 2010. Rehabilitacion de suelos contaminados por derrame de
hidrocarburos mediante biorremediaciéon, Zamorano, Honduras. Proyecto especial de
graduacion del programa de Ingenieria Agrondmica y de Ingenieria en Desarrollo
Socioecondmico y Ambiente, Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Honduras. 22

p-

La remediacion de suelos degradados por derrame de hidrocarburos tiene limitantes que
afectan la rapida y efectiva mineralizacion del contaminante por los organismos vivos del
suelo. El objetivo principal del estudio fue evaluar la gallinaza como estimulador del
proceso degradador de hidrocarburos por organismos indigenas en el suelo. El
experimento inici6 en Junio de 2010 con una duracion de 10 semanas. Se usaron dos
relaciones carbono:nitrogeno (15 y 30) y un testigo sin bioestimulante en cuatro niveles de
contaminacion por derrame de bunker de petréleo (0.5, 0.62, 0.74 y 0.89% de
hidrocarburo). Para obtener las relaciones C:N se usaron diferentes proporciones suelo
contaminado, gallinaza y aserrin. Se monitored pH y temperatura durante las seis semanas
que duro el proceso de biorremediacion. Al final del proceso se determiné la relacion
C:N, conductividad eléctrica, y cantidad de hidrocarburos. Se evalu6 la germinacion y el
crecimiento del pasto tanzania (Panicum maximum) durante tres semanas después del
periodo de biorremediacion. La relacion C:N en suelos franco arenosos contaminados con
bunker de petrdleo aumenta linealmente segin la ecuacion: C:N = 6.963 (% hidrocarburo
en el suelo) + 7.937 (R*=0.971). En suelos contaminados con hidrocarburos es necesaria
la bioestimulacion para su rehabilitacion. La gallinaza sirve como aditivo principal de
bioestimulante y es mas eficiente en suelos con derrames menores a 14.4 litros de
bunker/m’ de suelo aplicado en una relacién C:N 30 con 12% de gallinaza y 5% de aserrin
basado en peso seco (p/p). En seis semanas el bioestimulante redujo la concentracion de
hidrocarburos al 50% de la concentracion inicial. Para derrames mayores a 14.4 litros se
obtuvieron resultados similares usando una relacion C:N 15 con 24% de gallinaza y 0.5%
de aserrin basada en peso seco (p/p). La germinacion y crecimiento del pasto se vio
severamente afectado por una conductividad eléctrica mayor o igual a 3.8 dS/m generada
por la gallinaza, cuando se us6 mas de 12% por lo cual se recomienda no usar esta
relacion.

Palabras clave: Bioestimulacion, hidrocarburos.
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas a nivel global, referido a la contaminacion de suelos,
compromete la inadecuada gestion de los residuos y materiales de los procesos
industriales. Dentro de las actividades que mayor impacto negativo han tenido y tienen
sobre el suelo destacan aquellas de la industria de los hidrocarburos: explotacion,
produccion, almacenamiento y transporte de petréleo. Asi mismo, la toxicidad de los
suelos degradados con este contaminante constituyen un riesgo potencial para la salud
humana, contaminacion de aguas subterraneas y afecta al desarrollo vegetal (Acosta et al.
2004).

Ante este contexto, las tecnologias que utilizan tratamientos bioldgicos para disminuir los
niveles de contaminantes o eliminarlos del todo, como la biorremediacion, se destacan no
solo por ser mas econdmicas sino también por ser herramientas Utiles para encaminar una
gestion ambiental eficiente y segura (Infante 1998). La biorremediaciéon o también
llamada biorrehabilitacion, es un proceso mediante el cual se utiliza el potencial
metabolico de organismos vivos que son capaces de degradar compuestos organicos
contaminantes en compuestos no toxicos, para el caso de los hidrocarburos en agua y
diéxido de carbono (Miller 1995; Volke y Velasco 2002). En forma natural, los suelos
contienen organismos indigenas capaces de degradar hidrocarburos y estos representan el
1% de la poblacion bacteriana del suelo. A pesar de las cifras, estos organismos son
capaces de degradar altos niveles de hidrocarburos con el ambiente adecuado para su
actividad (Atlas 1981). A la técnica de biorremediacion que favorece el crecimiento y el
metabolismo de las cepas microbianas indigenas se le conoce como bioestimulacion. Este
es el método mas usado para rehabilitar suelos contaminados con hidrocarburos debido a
sus beneficios al ambiente ya que no requiere inocular el suelo con organismos exogenos
con lo cual también se disminuyen los costos de tratamiento (Infante 1998).

El derrame de hidrocarburos en el suelo resulta en un desbalance de la relacion
carbono:nitrogeno debido a que el hidrocarburo contiene esencialmente carbono e
hidrogeno, este factor produce una deficiencia en el uso de nitrogeno lo que retarda la
actividad metabolica de los organismos autdctonos y la utilizacion del carbono (Jobson et
al. 1974), asi mismo la disponibilidad de oxigeno molecular es indispensable para la
degradacion del contaminante. Con las limitantes de oxigeno y nitrégeno, las poblaciones
de organismos degradadores de hidrocarburos tienen tasas de crecimiento bajas, en
algunos casos llega hasta el punto donde el contaminante puede permanecer en el suelo
indefinidamente (Atlas 1991). Estudios han demostrado que como consecuencia de los
dafos en las condiciones del suelo producidas por derrame de hidrocarburos estos tienen
efectos adversos en la productividad del suelo, en la densidad de las plantas y en el
rendimiento de cultivos (Inoni et al. 2006; Kisic ef al. 2010).



En la presente investigacion se us6 el método de bioestimulacion para rehabilitar suelos
contaminados por derrame de bunker de petréleo, utilizando dos relaciones de
carbono:nitrogeno mediante la adicion de gallinaza y aserrin. Ademas se manejaron los
niveles de humedad y la aireaciéon mediante riego y volteo manual del suelo. El objetivo
principal del estudio fue evaluar a la gallinaza como bioestimulante para la recuperacion
de suelos afectados por derrame de hidrocarburos mediante biorremediaciéon y como
objetivos secundarios identificar la relacion carbono:nitrogeno mas eficiente entre C:N 15
y C:N 30 y evaluar el efecto de la biorremediacion con gallinaza en el desarrollo vegetal.



2.  MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El experimento inicié en Junio de 2010 con la toma de muestras de suelo que fue
realizada en el municipio de San Lorenzo, departamento de Valle, Honduras, estos suelos
fueron sometidos a una contaminacion real por derrame de bunker de petroleo. La
localidad tiene una precipitacion anual de 1,680 mm y una temperatura media anual de
29°C (Hidrografia en Honduras, 2009). El experimento se desarrollé en los invernaderos
del PIF (Programa de Investigaciones de Frijol) de la Escuela Agricola Panamericana
Zamorano ubicada a 30 km al Este de Tegucigalpa, a una altura de 800 msnm con una
precipitacion promedio anual de 1100 mm y con una temperatura media anual de 24°C.

SUELO

Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Suelos y Agua de la EAP Zamorano. El
pH fue determinado con una relacion suelo: agua 1:1 (p/p) y medida con potencidmetro;
la conductividad eléctrica con el conductimetro (puente de Wheanston) medida en
solucién suelo: agua 1:1 (p/p), carbono organico por el método de Walkley-Black;
nitrogeno total determinado por el método de Kjedahl, fosforo con la solucidon extractora
Mehlich 3 y la concentracion determinada por colorimetria (Arévalo y Gauggel 2009). La
textura se determind mediante el método de Bouyoucous, densidad aparente con el
método del terrén y porcentaje de humedad por método gravimétrico (Arévalo y Gauggel
2008).

Las caracteristicas del suelo usado durante el experimento fueron: textura franco arenosa
(68% arena, 18% limo y 16% arcilla); densidad aparente 1.053 g/cm’; humedad a la
contaminacion 6.68%; pH 6.74; carbono organico 4.17%; nitrogeno total 0.36%; relacion
Carbono: Nitrogeno 11.6 y elementos extractables: fosforo 10 mg/kg, potasio 234 mg/kg,
magnesio 630 mg/kg y sodio 315 mg/kg. El suelo tuvo una contaminacion inicial de 0.5%
(p/p) de hidrocarburo.

CONTAMINANTE

Se us6 combustible bunker como contaminante, el cual también es conocido como fuel oil
nimero 6 6 bunker C. Este hidrocarburo es usado en la industria por sus propiedades
quimicas de alta viscosidad y de alto contenido de carbono (Parra 2003). En
Centroamérica se usa principalmente como combustible en centrales de generacion



eléctrica, datos indican que en el afio 2006 se consumieron 16.2 millones de barriles de
bunker y sélo en Honduras se usaron 4.53 millones (Pérez 2009).

CARACTERISTICAS DE LA CONTAMINACION

Se aplicaron cuatro niveles de contaminacion por derrame de bunker. Se tom6é como
pardmetro un derrame de bunker de 12 barriles de 22 galones/barril en 140 m? de suelo. A
partir de este parametro y segun la densidad aparente de las muestras de suelo, se
determind el volumen de bunker para cada nivel de contaminacion. El nivel de
contaminacion mas alto o nivel de contaminacidén cuatro es equivalente a un derrame de
bunker de 21.12 barriles/100 m® de suelo (17.54 L/m?); el nivel de contaminacion tres es
equivalente a 18.40 barriles /100 m® de suelo (14.60 L/m’); el nivel de contaminacion dos
es equivalente a 14.91 barriles/100 m® de suelo (12.24 L/m®) y el nivel de contaminacion
uno el cual corresponde a la contaminacién inicial del suelo 12.76 barriles/100 m® de
suelo (10.48 L/ m?).

Después de realizar la contaminacion controlada de bunker el suelo, con los diferentes
grados de contaminacion, se dejo a la intemperie y se homogenizd mediante el volteo con
palas cada tres dias, durante 15 dias. El objetivo fue simular un derrame donde el suelo
fue disturbado luego de la contaminacion. A los ocho dias de realizada la contaminacion
controlada y luego del volteo del suelo, se tomaron muestras de 600 gramos de cada nivel
de contaminacion. Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Suelos y Agua de
la EAP Zamorano, donde se determind el carbono total mediante pérdida de peso por
calcinacion y el nitrogeno total por el método de Kjedahl. El porcentaje de hidrocarburos
en el suelo fue determinado en el Laboratorio de Suelos del Ministerio de Energia y Minas
de la Republica de Guatemala mediante el método gravimétrico. '

BIOESTIMULANTE

El bioestimulante utilizado en el experimento fue una mezcla de gallinaza y aserrin,
ambos insumos colectados en Junio de 2010 en la Unidad Avicola y en la Unidad Forestal
de la EAP Zamorano. El objetivo de usar aserrin en el bioestimulante fue el de ajustar las
relaciones C:N por su alto contenido de carbono. Muestras de 200 g de los dos aditivos
del bioestimulante fueron analizadas en el Laboratorio de Suelos y Agua donde se
determind el carbono total mediante pérdida de peso por calcinacion, nitrégeno total por
el método de Kjedahl, fosforo por digestion himeda con H,SO4 y H,0O, y determinado por
espectrofotometria (colorimetria). El pH fue determinado con una relacion suelo: agua 1:1
y medida con potenciémetro. El porcentaje de humedad fue determinado dejando secar la
muestra a 70 °C y densidad aparente midiendo un peso conocido del material sobre el
volumen que ocupa (Arévalo y Gauggel 2008).

!'Villatoro M. 2010. Ing. Encargada.
Laboratorio de Suelos Ministerio de Energia y Minas de la Republica de Guatemala.



Debido a que el suelo sobre el que se trabajo ya estaba contaminado, se realizo un ajuste
para determinar el equivalente de litros de contaminante por metro cubico de suelo, a
partir de las diferencias en el hidrocarburo medido en el suelo segun el nivel de
contaminacion vs. el nivel inicial (Cuadro 1).

Cuadro 1. Equivalente de bunker (L/m’) de derrame.

Nivel de contaminacion Contaminacién ajustada (L/m’)
1 10.48
2 12.24
3 14.60
4 17.54
BIOESTIMULACION

En Julio de 2010 se mezclo el suelo contaminado y el bioestimulante. A cada nivel de
contaminacion de suelo se aplicaron dos niveles de bioestimulante para alcanzar las
relaciones C:N 30 y C:N 15 y uno sin bioestimulante. Se us6 el método de proporciones y
se calcularon los porcentajes de suelo, gallinaza y aserrin para ajustar relaciones C:N
(Cuadro 2). Cada mezcla se repartio en seis maceteros plasticos de tres pulgadas de
diametro y tres libras de capacidad, a los cuales se les coloco papel en el fondo para evitar
pérdidas del hidrocarburo por lixiviacion, se llend cada macetero con tres libras de cada
mezcla y seis maceteros sin bioestimulante por cada nivel de contaminacion. Los
maceteros se trasladaron a un invernadero de malla de sardn cubierto con plastico en las
instalaciones del PIF, lugar donde permanecieron durante diez semanas.

Cuadro 2. Proporcion de suelo y bioestimulante (p/p) para alcanzar relaciones C:N 30 y
C:N 15 en diferentes niveles de contaminacion de suelo con hidrocarburo bunker, EAP,
Zamorano, Honduras.

Nivel de C:N Suelo Bioestimulante (%)
contaminacion ' (%) Gallinaza Aserrin
1 30 83.4 11.6 4.9
15 75.6 23.8 0.7
2 30 83.6 11.7 4.7
15 75.6 23.8 0.5
3 30 88.4 6.90 4.7
15 75.7 23.9 0.4
4 30 88.6 6.90 4.4
15 75.8 23.9 0.3

Se mantuvo la humedad del suelo alrededor del 50%, humedad 6ptima para el crecimiento
microbiano (Moreno 2008), utilizando el método del tacto que consiste en tomar un
puiiado de material con la mano y si este se presenta seco y al presionarlo no forma bolas
estd a menos del 50% de humedad (Israelsen et al. 1985). Si la cantidad de humedad en
las mezclas no era la suficiente se realizaba riego mediante un sistema de micro aspersion.



Para asegurar la aireacion de las mezclas se realizaron volteos semanales usando una pala
de jardineria durante seis semanas.

EVALUACION DE LA REMEDIACION

Después de 42 dias de la bioestimulacion se sembraron 30 semillas por macetero de pasto
tanzania (Panicum maximun). Previamente, 100 semillas de este pasto se pre germinaron
para determinar su viabilidad. La pre-germinacion se hizo colocando las semillas en una
placa petri de 9 cm de didmetro y el fondo cubierto con papel absorbente. Las semillas
fueron regadas periddicamente durante una semana, tiempo después del cual se midio el
porcentaje de germinacion para determinar la viabilidad. Con base en el porcentaje de
germinacion, se ajustaron los resultados de germinacion en el experimento, con la
siguiente ecuacion.

. % germinacion
% germinacion ajustada= ——x100 [1]
% pre germinacion

Luego de determinar la viabilidad de las semillas se procedidé a la siembra en los
maceteros. Se realizaron riegos cada tres dias durante un total de 28 dias.

EFECTIVIDAD DE LA REMEDIACION

Se establecid la relacion entre el porcentaje de hidrocarburo degradado y el nivel de
contaminacion, en los suelos tratados con bioestimulante con dos niveles de relacion C:N
30y 15.

VARIABLES MEDIDAS

Las variables medidas en las mezclas de suelo fueron temperatura y pH, éstas se midieron
en la primera, segunda, cuarta y sexta semana del proceso de bioestimulacion. El pH fue
medido tomando una muestra de 50 g luego del volteo del suelo y analizada en el
Laboratorio de Suelos y Agua. La temperatura se midi6 una vez a la semana, los dias
sabado a las 7 a.m., con un termometro de suelo colocado en el centro del macetero a una
profundidad de 10 cm.

Las otras variables, medidas a la sexta semana de la bioestimulacion, fueron carbono
organico, nitrégeno total, relacion carbono: nitrogeno, fésforo, conductividad eléctrica y
porcentaje de hidrocarburos. Se midi6 el porcentaje de germinacion, a las dos semanas de
siembra, y crecimiento de la planta semanalmente, durante tres semanas.



TRATAMIENTOS

Se establecieron 12 tratamientos que consistieron en cuatro niveles de contaminacion,
cada uno con dos dosis de bioestimulante ajustadas a relaciones C:N 30 y C:N 15 y sin
bioestimulante las cuales sirvieron de testigos parciales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos basados en la relacion C:N 30 y C:N 15 con dos dosis de
bioestimulante y sin bioestimulante en los cuatro niveles de contaminacion de suelo con
hidrocarburo bunker, EAP, Zamorano, Honduras.

# Tratamientos Descripcion
1 Suelo con contaminacion 1*y sin bioestimulante
2 Suelo con contaminacion 1 y con bioestimulante C:N 30
3 Suelo con contaminacion 1 y con bioestimulante C:N 15
4 Suelo con contaminacion 2 y sin bioestimulante
5 Suelo con contaminacién 2 y con bioestimulante C:N 30
6 Suelo con contaminacién 2 y con bioestimulante C:N 15
7 Suelo con contaminacion 3 y sin bioestimulante
8 Suelo con contaminacién 3 y con bioestimulante C:N 30
9 Suelo con contaminacidn 3 y con bioestimulante C:N 15
10 Suelo con contaminacion 4 y sin bioestimulante
11 Suelo con contaminacién 4 y con bioestimulante C:N 30
12 Suelo con contaminacion 4 y con bioestimulante C:N 15

*Nivel de contaminaciéon de hidrocarburos (p/p): 1, 2, 3 y 4: 0.50%, 0.62%, 0.74% y
0.89% respectivamente.
DISENO EXPERIMENTAL

El disefio utilizado en el experimento fue BCA (Bloques Completamente al Azar). Se
realizaron seis repeticiones con un total de 72 unidades experimentales.

ANALISIS ESTADISTICO

Se us6 un analisis de la varianza (ANDEVA), separacion de medias, y la prueba Duncan.
El analisis fue realizado con el programa Stadistic Analysis System (SAS® 2007) con un
nivel de significancia exigido de P < 0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

SUELO CONTAMINADO

La relacion carbono: nitrogeno aumentd con el nivel de contaminaciéon en relacion lineal
segun la ecuacion:

y=6963x+7.937 [2]

Donde:
x= porcentaje de hidrocarburo en el suelo
y = relacion C:N

Existe una correlacion (r = +0.985 y R*= 0.971) entre la relacion C:N y el porcentaje de
hidrocarburos en el suelo (Cuadro 4) (Figura 1).

Cuadro 4. Volumen de contaminante, porcentaje de hidrocarburos en cuatro niveles de
contaminacion con bunker y relacion C:N, EAP, Zamorano, Honduras.
Nivel de Contaminante/suelo Hidrocarburos

contaminacion (v/v) (L/m?) (%) CN
1 10.48 0.53 11.6
2 12.24 0.62 12.1
3 14.60 0.74 12.9
4 17.54 0.89 14.3
16
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Hidrocarburo en el suelo (%) p/p

Figura 1. Relacion entre el nivel de contaminacion y la relacion C:N en suelos
contaminados con hidrocarburo bunker, EAP, Zamorano, Honduras



BIOESTIMULANTE

Los dos aditivos del bioestimulante fueron gallinaza y aserrin. La gallinaza tuvo una
humedad del 19.09%, densidad aparente 0.331 g/cm’, pH 6.42, carbono 50.59%,
nitrogeno 3.45%, relacion carbono:nitrogeno 14.7 y fosforo 1.21 mg/kg. El aserrin
present6 57.43% de humedad, densidad aparente 0.127 g/cm?, carbono 57.43%, nitrogeno
0.15% y relacion carbono:nitrogeno 380.

VARIACION DEL pH

El comportamiento del pH varia a través del tiempo, alcanzando el mayor valor en la
segunda semana después de la bioestimulacion (7.36 en promedio). La alcalinizacion en el
proceso de bioestimulacion (compostaje) en la segunda semana, se debe a la liberacion de
amoniaco durante la amonificacion y la mineralizacion del nitrégeno orgénico (Niklasch y
Joergensen 2001), lo cual ocurre luego de afadir materia organica en suelos contaminados
(Atagana 2008; Abouelwafa et al. 2008).

El pH disminuyé a la cuarta y sexta semana con promedios de 7.27 y 7.22
respectivamente y difieren estadisticamente (P<0.05). La acidificacion del medio fue
causada por la volatilizacion del nitrégeno amoniacal y los iones hidrogeno liberados
como resultado del proceso de nitrificacion (Eklind y Kirchmann 2000). La
descomposicion de la materia organica, a través de la digestion de bacterias y hongos,
generan acidos humicos los cuales también serian responsables por la disminucién del pH.
Al final del proceso de descomposicion de la materia organica, se espera que la
disminucién de pH aliente a la formacion de substancias himicas que tienen propiedades
tampon, neutralizando el pH (Hachicha et al. 2008; Marthur 1991).

Cuando no hay bioestimulacion en el suelo contaminado, el pH se mantiene
significativamente similar (P<0.05) con promedios de 6.9, 6.91 y 6.91 en los niveles més
bajos de contaminacion (0.50, 0.62 y 0.74% de hidrocarburos) y el pH es ligeramente mas
elevado (6.97) en el nivel mas alto (0.89% de hidrocarburos) con diferencia significativa
con los demds (P<0.05). El pH en el suelo aumenta luego de una severa contaminacién
con hidrocarburos (Atagana 2008; Ayotamuno ef al. 2006).

En promedio, los tratamientos que obtuvieron mayor pH en todo el proceso de
bioestimulacion son los que recibieron bioestimulacion con relacion C:N 30 (Bjg) y el
tratamiento con nivel de contaminacion (0.62% de hidrocarburo) y C/N 30 (C;B30), que
difiere estadisticamente de los demds con el pH mas alto (7.50 en promedio) (P<0.05). En
general los valores de pH observados estuvieron dentro de los rangos recomendados para
el compostaje de materiales organicos, valores de 5.5 a 8 (Cuadro 5) (Moreno 2008).
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Cuadro 5. pH, variaciéon por bioestimulacion en suelo contaminado por hidrocarburo
bunker a través del tiempo, EAP, Zamorano, Honduras.'

Semanas

Tratamientos” 1 7 1 5 Promedio
CiBy 6.92 &™) 686 1™ 6.88 T 6 9q T 6.90
CBso 72240 7.80 * ™  747%® 7194V 7.45°
CiBis 7.28¢4®  7873W 7384 796 7.42°°
C,By 6918 97°™  ggae® g gp W) 6.91°
C,B30 7.10¢® 768" 75100 74500 7.50°
C,Bis 73600 7833W 7 4pcd® g 37 bk 7.43°
C3By 6.94 8™ 684 94T 9gp W 691"
C3Bs3o 6.928 740%™ 7593 7612 7.42°
C3Bis 730°%® 731400 7470® 76120 7.38°¢
C4Bo 7.00 " 693 690 7 03¢W 6.97
C4B3o 7.14°¢® 7.39¢¢4™ 735X 7.04 <™ 7.42 %
C4Bis 738%™ 742°®  750PM 73600 7.23¢
Promedio 7.127 7.36" 727" 7.227

(P<0.05)

*Significativo (P<0.05), **altamente significativo (P<0.01).
"Promedios en la misma columna con letras distintas difieren entre si (P<0.05).

Promedios en la misma fila con letras distintas difieren entre si (P<0.05).
2C1, C,, Cs, C4 = contaminacion con hidrocarburos (p/p): 0.50%, 0.62%, 0.74% y 0.89%
respectivamente; By = sin bioestimulante, B3y = bioestimulante C:N 30; Bjs =
bioestimulante C:N 15.

TEMPERATURA

La temperatura muestra variaciones en el tiempo y entre tratamientos a (P<0.05). Cuando
no hay bioestimulacion (By) la temperatura no difiere significativamente (P<0.05) en los
niveles mas bajos de contaminaciéon (0.50, 0.62 y 0.74% de hidrocarburos) con
temperaturas de 21.7, 21 y 21.9 °C respectivamente siendo estas las mas bajas de todo el
experimento. El nivel de contaminacion con 0.89% de hidrocarburos (Cs) difiere
significativamente (P<0.05) de los demas tratamientos sin bioestimulante (B) a 22.6 °C.

Con bioestimulacion la temperatura aumenta. Las temperaturas mas elevadas se
observaron cuando el bioestimulante tiene relacion C:N 30 (23.2, 23.7, 24.1 y 24.3) con
contaminacion de 0.50, 0.62, 0.74 y 0.89 % de hidrocarburos, respectivamente. Sin
embargo, las temperaturas maximas del experimento no llegaron a ser las alcanzadas en
un proceso de degradacion de materia organica (compostaje) normal (Palomares et al.
1998). Esto se debe a que la mezcla suelo: bioestimulante estuvo compuesta
principalmente por suelo de textura arenosa, el cual presenta una baja conductividad
térmica (Jiménez y Lhomme 1990).

La temperatura va disminuyendo en la cuarta y sexta semana con diferencias
significativas entre si y con la temperatura a la segunda semana (P<0.05). La disminucion
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de la temperatura indica un decrecimiento de la actividad microbiana y del grado de
descomposicion de la materia orgénica (Moreno 2008) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Evaluacién del promedio de temperatura (°C) entre tratamientos y a través del
tiempo durante las seis semanas de bioestimulacion, EAP, Zamorano, Honduras.'

Semanas Promedio
Tratamientos” 1 2 4 6
CiBy 223f®  2358M 2130 19.8 21.7°¢
C,Bso 23.8°M  9q7fW 21.4 3¢ 19.7 23.1°¢
CiBis 252490 p57¢W 21.8°® 19.7 22.4¢
C,B, 22350 238eMW 21.2%4® 20.0 21.8°¢
C,B30 25590 265dW 21.3 240 19.9 23.7°
C,B;s 26.0%®  2720W 9 gabe® 20.0 233°¢
C3By 2271 2408™ 21.14W 19.8 219°¢
C3Bso 25394® 259 21.8%W® 20.3 24.1%
C3Bis 273*W  275°W 21.4 o4 20.1 233°¢
C4Bo 240%™  253°¢W 21.14® 20.0 22,69
C4B30 263°™ 268 ™ 91 g2k 20.0 24.3°
C4Bis 27430 g 53 21394 19.9 23.7°
Promedio 249 25.8"Y 2147 19.9 % 0.00"
(P<0.05) 0.00" 0.00” 0.003™ 0.05™  0.002"

*Significativo (P<0.05), **altamente significativo (P<0.01) y ™ no significativo.

! Promedios en la misma columna con letras distintas difieren entre si (P<0.05).
Promedios en la misma fila con letras distintas difieren entre si (P<0.05).

2C1, C,, G5, C4= contaminacion con hidrocarburos 0.50, 0.62, 0.74 y 0.89 respectivamente;

By = sin bioestimulante, B3¢ = bioestimulante C:N 30; Bs= bioestimulante C:N 15.

RELACION C:N AL FINAL DEL PERIODO DE BIOESTIMULACION

La variacion de la relacion C:N entre la semana inicial y a la semana final es mayor
cuando no hay bioestimulante. La relacion C:N aumentd en 24 unidades para el nivel de
contaminacion de 0.50% de hidrocarburos y en 30 unidades para niveles de
contaminacion 0.62, 0.74 y 0.89%. Una disminucion en el porcentaje de nitrégeno
incrementa las relaciones C:N en suelos contaminados (Atagana 2008; Eramo y Brennan
2009). Relaciones C:N mayores de 30 no favorecen a la actividad microbiana alargando el
tiempo de permanencia del hidrocarburo en el suelo (Pardo ef a./ 2004; Jobson et al.
1974).

La relacion C:N en los tratamientos con bioestimulacion C:N 30 decrecieron a relaciones
C:N finales de 20.5, 18.5, 21.6 y 22.4 (sin diferencias significativas entre si a P<0.05) en
todos los niveles de contaminacion. La relacion C:N 15 disminuy6 a 11.2, 12, 11.6 y 11.5
respectivamente en los niveles de contaminacion crecientes, sin diferencias significativas
entre si (P<0.05). La disminucion en 4 unidades de la relacion C:N en todos los
tratamientos con bioestimulacion C:N 15 reflejan una pobre descomposicion de la materia
organica, en este caso de la gallinaza (Huang et al. 2004). El resultado de la falta de
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descomposicion en la gallinaza también causa fitotoxicidad y tiene relacion con altos
niveles de conductividad eléctrica (Delgado ef al. 2010). Las relaciones C:N finales no
pueden ser usadas como un indicador absoluto de la maduracion de un proceso de
compostaje. Sin embargo, un valor menor o igual a 20 puede considerarse satisfactorio
cuando la relacion C:N inicial es de 25 o 30 (Hirai ef al. 1983; Liao et al. 1994) (Cuadro
7).

Cuadro 7. Porcentaje de carbono y nitrogeno; y relacion C:N a las seis semanas de
bioestimulacion, EAP, Zamorano, Honduras.

C:N

Tratamientos' inicial Final A
CiBo 11.6 358 @ 24
CBs0 30.0 20.5 -10
CiBis 15.0 112 ¢ 4
C,B 12.1 429 ® 30
C,B30 30.0 18.5 < -12
C,B;s 12.0 12.0 % 0
C;Bo 12.4 435 *° 30
C;Bs0 30.0 216 °© 9
C3Bis 15.0 11.6 * -4
C4Bo 14.0 442 ° 30
C4Bs 30.0 224 % -8
C4B;s 15.0 11.5 % -4
(P<0.05) ns * ns

*Significativo (P<0.05), ™ no significativo.

ICL C,, G5, C4 = contaminacion con hidrocarburos 0.50, 0.62, 0.74 y 0.89%
respectivamente; By = sin bioestimulante, B3y = bioestimulante C:N 30; Bjs =
bioestimulante C:N 15

EFECTIVIDAD DE LA BIORREMEDIACION

La concentracién de hidrocarburos en el momento del derrame fue de 0.53, 0.62, 0.74 y
0.89% para los niveles crecientes de contaminacion. En general, las concentraciones de
hidrocarburos disminuyeron con respecto al nivel de contaminacién inicial cuando se
aplicoé bioestimulante. Significé un descenso del 52% en el nivel de contaminacion 1,
independiente de la relacion C:N del bioestimulante; en el nivel de contaminacion 2 una
reduccion del 40% con el bioestimulante C:N 30 y 44% con C:N 15; en el nivel de
contaminacion 3 una reduccion del 35 y 32%, respectivamente y una disminucion del 38 y
58% en el nivel de contaminacion mas alto o 4 (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracion de hidrocarburos (HTP) en suelos contaminados antes y después
de la bioestimulacion, EAP, Zamorano, Honduras.

Tratamientos! HTP (%) Descenso de HTP
Inicial Final (%)
CiBy 0.53 nd nd
CiBso nd 0.25 52
CiBis nd 0.25 52
C,By 0.62 nd nd
C,B30 nd 0.37 40
C,Bis nd 0.35 44
C;By 0.74 nd nd
C3Bso nd 0.48 35
C3Bis nd 0.50 32
C4By 0.89 nd nd
C4Bs0 nd 0.55 38
C4Bis nd 0.37 58

"= datos no disponibles
1C1, C,, G5, C4= contaminacion con hidrocarburos 0.50, 0.62, 0.74 y 0.89 respectivamente;
B = sin bioestimulante, B3¢ = bioestimulante C:N 30; Bs5= bioestimulante C:N 15

En general se puede decir que el bioestimulante a base de gallinaza es mas efectivo en la
recuperacion de suelos contaminados por derrame de bunker, cuanto menor es la
contaminacion, independiente de la relacion C:N (Cuadro 9). La relacién entre el
porcentaje de hidrocarburo degradado y el nivel de contaminacion, presenta un
comportamiento polinomial, es decir que a bajos niveles de contaminacién es mayor la
efectividad de la degradacion de bunker hasta un punto, luego del cual, esta efectividad se
invierte, siendo mas efectivo a medida que aumenta la contaminacion (Figura 2). La
tendencia responde a las ecuaciones [3] y [4] para C:N 30 y 15, respectivamente.

C:N 30
y =0.0004x" - 0.0129x + 0.1143 [3]
R?=0.9904
Donde:
y = porcentaje de degradacion de hidrocarburo/(litros de bunker/m’de suelo)
x = binker derramado (L/m’ de suelo)

C:N 15
y = 0.0009 x> - 0.0248x + 0.1873 [4]
R>=0.9186

Donde :

y = porcentaje de degradacion de hidrocarburo/(litros de bunker/m’de suelo)
x = litros de binker/m’de suelo
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Segun esta ecuacion, cuando el derrame estd por encima de 14.4 L/m’ de suelo es mas
efectivo utilizar bioestimulante C:N 15, en caso contrario es mejor usar la relacion C:N
30.

Cuadro 9. Degradacion de bunker (%), segun el nivel de contaminacion y la relacion C:N
del bioestimulante, EAP, Zamorano, Honduras.

C:N Nivel de contaminacion % HTP % de degradacion de HTP
' (L bunker /m’ de suelo) ) / (Litros de Bunker)
inicial Final A
30 10.48 0.53 0.25 0.28 0.027
12.24 0.62 0.37 0.25 0.020
14.60 0.74 0.48 0.26 0.018
17.54 0.89 0.55 0.34 0.019
15 10.48 0.53 0.25 0.28 0.027
12.24 0.62 0.35 0.27 0.022
14.60 0.74 0.50 0.24 0.016
17.54 0.89 0.37 0.52 0.030
0.035
0]
.g 0.030 <
o 0.025 :
= 0.020
= ' ¢C:N 30
= 0015
O .
2 0010 C:N 15
T 0005
on
< 0.000 . ] . ] ]
3 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
= Bunker derramado (L/m? de suelo)

Figura 2. Relacion entre el nivel de contaminacion y el porcentaje de degradacion de
hidrocarburo/L de bunker en suelos contaminados con hidrocarburo bunker, EAP,
Zamorano, Honduras.

Cuando la contaminacién por derrame de bunker de petroleo es menor a 14.4 litros/m’ de
suelo franco arenoso, se recomienda usar bioestimulante a base de gallinaza con una
relacion C:N 30, con 140 kg de gallinaza y 58 kg de aserrin por cada metro ctubico de
suelo. Cuando la contaminacion es mayor a 14.4 litros/m’ de suelo franco arenoso es mas
efectivo utilizar bioestimulante con C:N 15 con 252 kg de gallinaza y 10 kg de aserrin por
cada metro cubico de suelo (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Cantidad de gallinaza y aserrin a utilizar de acuerdo a la magnitud del
derrame de bunker, en suelos de textura franco arenosa, EAP, Zamorano, Honduras.

Bunker/suelo Bioestimulante (kg/m’ suelo) (peso seco) Nitrégeno aportado
(L /m3) gallinaza aserrin (kg/m3 suelo)
<14.4 140 58 4.92
>14.4 310 6.46 10.70

Para calcular el peso de gallinaza y/o aserrin total, debe tenerse en cuenta el % de
humedad y multiplicar la cantidad dada x (1 + % humedad de la gallinaza o aserrin).

PORCENTAJE DE GERMINACION Y CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

La viabilidad de las semillas de pasto tanzania (Panicum maximun) utilizadas para el
experimento fue del 50%. La germinacidn en el experimento es baja y estd afectada por la
calidad de la semilla, alin asi la semilla germin6 en todos los niveles de contaminacion sin
bioestimulante y también fue afectada por la conductividad eléctrica del bioestimulante
especialmente donde la proporcion de gallinaza fue mayor (bioestimulante C:N 15).

El suelo tratado con bioestimulante con relacion C:N 15 obtuvo valores de conductividad
eléctrica por encima de 3.8 dS/m a las seis semanas, mientras que en el suelo con
bioestimulante C:N 30, la CE oscil6 entre 2.5 y 3.8 dS/m. Las semillas germinaron en
conductividades eléctricas por debajo o igual a 3.8 dS/m. La contaminacién ayudé en la
germinacion, obteniendo la mayor germinacion con las mas altas contaminaciones Czy Cy
sin bioestimulacion con alta significancia (P<0.001) (Cuadro 11).

Cuadro 11. Porcentaje de germinacioén y conductividad eléctrica a la sexta semana de
bioestimulaciéon de suelo contaminado con hidrocarburo bunker, EAP, Zamorano,
Honduras.

Tratamientos! Germinacion Conductividad Eléctrica
(%) (dSm™)
CiBy 20 ° 0.4¢
CBs0 7! 2.7°¢
CiBis 0 ¢ 5.8°
C,B, 18 P 041
C,B30 14 o 3.8°
CoBis 0 ¢ 54%
C;By 29 @ 024
C3Bs 13 % 25¢
C3Bis 0 ¢ 6.1°
C4By 29 *® 0.3¢
C4Bso 18 o 2.5¢
C4Bis 10 3.8°
(P<0.05) ” "

*Significativo (P<0.05), **altamente significativo (P<0.001).
lCl, C,, C;, C4= contaminacion con hidrocarburos 0.50, 0.62, 0.74 y 0.89 respectivamente;
By = sin bioestimulante, B3o = bioestimulante C:N 30; Bys= bioestimulante C:N 15.
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CRECIMIENTO DEL PASTO

En general, los tratamientos sin bioestimulante obtuvieron los menores valores de
crecimiento y en la diferencia de altura entre la segunda y la tercera semana fueron
significativamente iguales entre ellos (P<0.05). Los tratamientos con bioestimulante C:N
30 obtuvieron, en general, los mayores valores en diferencia de altura y son mayores aiin
cuando el nivel de contaminacion es mas alto (0.74 y 0.89% de hidrocarburo).

El tratamiento con nivel de contaminacion de 0.62% de hidrocarburo y con bioestimulante
C:N 30 es significativamente diferente (P<0.05) y menor (no hubo crecimiento) de los
demas tratamientos con éste bioestimulante (Cuadro 11). No hubo crecimiento en este
tratamiento debido a que su conductividad eléctrica era mayor, comparado a los demas
tratamientos con bioestimulante C:N 30 (3.8 dS/m).

Cuadro 12. Diferencia de altura (cm/planta) de pasto tanzania (Panicum maximun) entre
semanas, EAP, Zamorano, Honduras.

. 1 Semanas
Tratamientos

1-2 2-3
CiBo 0.23 023 ¢
CBs0 0.67 1.27 ¢
C,Bi;s Q Q
C,By 0.33 0.47
C,B5 0 0.00 ¢
C,Bis Q Q
C;By 0.57 0.37
C3Bso 2.10 1.70 °
C3Bis Q Q
C4By 0.67 0.30
C4Bs0 2.03 407 *
C4Bis 0.00 0.00 ¢
(P<0.05) ns *

*Significativo (P<0.05), **altamente significativo (P<0.001) y ™ no significativo.

Q) Tratamientos donde no hubo germinacion.

'Ci. C,, Cs, C4 = contaminacion con hidrocarburos 0.50%, 0.62%, 0.74% y 0.89%
respectivamente; By = sin bioestimulante, B3y = bioestimulante C:N 30; B;s =
bioestimulante C:N 15.



4. CONCLUSIONES

En suelos contaminados con hidrocarburos es necesaria la aplicacion de
bioestimulante para la recuperacion de los mismos, ya que resulta mejor que no
realizar ninguna aplicacion.

La gallinaza sirve como bioestimulante en suelos contaminados por derrame de
bunker de petrdleo. Cuando se maneja con una relacion C:N 30 permite el
desarrollo vegetal.

La contaminacion de suelos causa un desbalance de la relacion C:N aumentandola
en seis semanas en 24 a 30 unidades.

Entre mas alto el nivel de contaminacién en el suelo resulta efectivo utilizar
bioestimulante a base de gallinaza con relacion C:N 15.

La relacion C:N 15 en el bioestimulante usando gallinaza genera una
conductividad eléctrica muy alta, limitante para la germinacién de semillas y
desarrollo vegetal.

Suelos de textura franco arenosa y 4.17% de carbono organico aumentan
linealmente su relacion C:N al ser contaminados con bunker de petroleo segin la
ecuacion: C:N = 6.963(% hidrocarburo en el suelo) + 7.937 (R*=0.971).

Para calcular la cantidad de gallinaza y aserrin a utilizar para biorremediacion en
derrames de bunker se obtuvo la siguiente ecuacion:

Si el derrame es menor a 14.4 L/m’ de suelo y relacion C:N 30:

% de gallinaza

kg de gallinaza/m? de suelo= 30 x Dap <1000  [5]

% suelo

% de aserrinsy

kg de aserrin/m?® de suelo= x Dap x1000 [6]

% suelo

Donde Dap = densidad aparente (t/m’).

En este estudio se encontrd que para obtener una relacion C:N 30 el porcentaje de
gallinaza a usar es 12% (p/p), suelo fue 83% (p/p) y aserrin 5% (p/p).



18

Si el derrame es mayor a 14.4 L/m’ de suelo y relaciéon C:N 15

% de gallinaza . < Dap x1000 [7]

kg de gallinaza/m® de suelo= % suelo
0

% de aserrin,s

kg de aserrin/m?® de suelo= x Dap %1000 [8]

% suelo

Donde Dap = densidad aparente (t/rn3).

En este estudio se encontrd que el porcentaje de suelo fue 75% (p/p), gallinaza
24% y aserrin 0.5% (p/p).



3. RECOMENDACIONES

Evaluar otras fuentes de nitrogeno para usar como bioestimulante que aporte 4.92
kg de N/m® de suelo para derrames menores a 14.4 litros de bunker/m’ y 10.7 kg
de N/m’ de suelo con derrames mayores a 14.4 litros de bunker/m’. Ejemplo: urea.

Medir el hidrocarburo final presente en los tratamientos sin bioestimulante en los
diferentes niveles de contaminacion.

Si se quiere hacer andlisis estadistico del nivel de contaminacion final en todos los
tratamientos se debe hacer esta medicion en cada una de las repeticiones.
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