CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS EN 'A _‘:
YARACAL -4 ESTADO FALCON VENEZUELA

n"‘«g 2

Emelys Hurtado Blonco &



UNIVERSIDAD DE CARABOBO ?
FACULTAD EXPERIMENTAL DE CIENCIAS Y

TECNOLOGIA FRCYT

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

EVALUACION DE LA DIVERSIDAD CATABOLICA COMO
INDICADOR BIOLOGICO EN SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS, EN YARACAL - ESTADO FALCON,
VENEZUELA

Trabajo Especial de Grado como requisito parcial para optar al titulo de
Licenciada en Quimica

Elaborado por: Emelys Hurtado

Tutor: Dr. Arnaldo Armado

Valencia, Junio 2016



o) e : T
L)Tll%’t’,’f’,'\'i(l{,{(l de C(i’f'{f\'['{lhu

Facultad  Fxperimental de Ciencias y Tecnologia

Departamento de (Juinuca
Valencia -~ Venezuela

CERTIFICADO DE APROBACION DEL

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

Los abujo firmantes, Miembros del Jurado desimado por el Censcio de Departamente e

Departamento de Quimica de la Facultad Experimental de Ciencias v Teenologia, hacemos constan

due hemos revisade, evaluado y aprobado el siguiente Trabajo Especial de Grado.
“BEVALUACION DE LA DIVERSIDAD CATABOLICA COMO INDICADOR
BIOLOGICQ EN SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS, EN
YARACALESTADO FALCON, VENEZUELA".

Presentado por la Bachiller: Emelys Hurtado.

C.l:18.774.938.

Prof. Ardaldo Armado
(Tutor)




DEDICATORIA

A Mis Padres
Zenaida Y Cowrlos

A MiAbuela CarmenY Mi Hermano-Engels Viadimir
(aunque no-esten Fisicamente; siempre estordn evw
mi Corazowy mis Recuerdos)

A Mis Hermanitos Ernesto-Daniel Y La Pequenav
Milena del Carmenn.



uenos, pues siv elloy

“Nuncaw ter Desprendas de tus S

Z 7

como- wwv Pdjoro- conw unw alav

rot, no- podras Volar. Aferrowse o wnw S

s

sera,

mueren tw Vida

ueno- ey

es Verlo-

Cumplirse. Todo lo- que puede Concelbir y Creer la

4 -

Hacerlo Realidad y tener P

Mente del Hombre, Puede Lograrlo sw Mano- Loy

Triunfos

Nacen cuando- noy Atrevemos o

Conocimiento; ey lo- que Marca el

Inicio-del Avance o-Desarrollo- Tecnoldgico-

.
g )

esti

Cienciay, Irw

iv



AGRADECIMIENTOS

Cuando- se tiene Fe Indestructible; Perseveranciow Infinito,
disciplina y dedicacidn, sucedes cosas que parar nmuichos paweces
imposibles. Con Satisfaccion hoy doy Gracios:

A la Divinw Presencia, porque parow lav Cienciov o hovy
cosasy que sow inexplicables; Ser de Lug, Espuwritw de Guia, que
Stempre vav delante de mi haciendo- Facil, Seguvo-y Triwnfonte mis
Camino:

Al Universidad de Carabobo, Facultad Experimental de
Ciencias y Tecnologiovy al Depawtamento de Quimicay, Institucidnw
que fue lo cousar de estudio- que permitio- mi Crecimiento
Profesional.

A mi Madre Zenaida Blanco, mi Templo, mi Fortaleza, mi
Lug, el Ser que hav inundado- de Amor mi existenciov dandome lav
Fuersa, Esperangow y Apoyo dwronte las lawrgas hovas que
demando- estow ivwestigacidow y trabajo-

A mi Padre Carloy Hurtado, porque no- interesaun las faltos
realigadas, sino-el valor humano- pavaw combiow, Gracias, povque
en éste Camino, cuando te necesite, me apoyaste y me has
confirmado- que lo- seguivds haciendo- incondicionalmente.

A mi Hermano Engely Viadimir, te hasy wmowrchado
flsicaumente pero- siempre permanecerds enw mis recuerdos, wwv diov
me dijiste que no- estowias enw mi Acto- de Grado, s€ que estords exv
Alma, Gracias porque siempre Credste en mi

A mi Hermanito- Ernesto- Daniel; el que evwiquece miv Viday
poniendo unw Granito- de Locuraw cada diov y Uendndola con una
Creatividad sivv Limites.



A mi Tulor Dr. Arnaldo- Armado, Amigo; Profesor, Maestro;
Graciasy por loy Conocimientos Impoutidos, evseiados cow
Paciencioy, por ser la Guiaw pawow aprender sobre Bioquumicaw y lov
Cienciov de loy Suelos; por sw Entrega, y Cooperacid duwante el
avance de lov Tesis.

A loy miembros del jurado- evaluador, Prof. Juewv Pereivow y
Prof: Tucandis Fuentes, por sus acertadas corvrecciones powow
logrowr ww producto-final mejorado-

A lu Licc Anav Yelitzaw Armas y a lay Técnicos de loy
laboratorioy de Fisicoquimicaw Beakriz Moy, Quimicaw Organica
Lesbiaw Mawtinez y Quimicaw General y Analiticaw Dioleidy
Govgdley; por la dotacidw de powrte de loy reactivosy necesawrios
para Uevawr av cabo- estow Inwestigacion, Gracias por ensenouwme cov
Pacienciovy Dedicacion, Mujeres Dignas de Admivon.

Al Centro- de Inwestigaciones pawrow el Ambiente, Biologiaw y
Quimicay, de lov Universidad de Corabobo; lugar que fue mi
segundov casoy, exv el pertodo- transcurido- efectuando- este estudio-

Al Laboratorio- de Petrdleo, Hidvocowrburoy y Devivados, de
lov Universidad de Carabobo;, por el tiempo que pase ew él
realigando- parte de mi Inwvestigacion, a Gabriell Covdero- por
brindawme Apoyo-evv éstaw dieov.

Al Prof. Mawio- Palacios, del Departamento- de Biologia, por
sw colaboracidw enw el momento-ev el que law necesite.

A Todw la Familiov Gongaley Ojeda; Sra. Novay, Sr. Cipriano,
Gracias por Siempre prestowrme suw Apoyo- Incondicional av lo- lawgo-
de este caumino; por hacerme Sentir Bierwenida ev suw Caso.

A todas lay Personas, que de unaw w otrav maneros hicierovw
posible la realigacidvw de ésta Inwvestigacic.

MUCHAS GRACIAS...

Vi



UNIVERSIDAD DE CARABOBO ?
FACULTAD EXPERIMENTAL DE CIENCIAS Y

TECNOLOGIA FRCYT

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

EVALUACION DE LA DIVERSIDAD CATABOLICA COMO
INDICADOR BIOLOGICO EN SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS, EN YARACAL - ESTADO FALCON,
VENEZUELA

Autor: Emelys Hurtado

Tutor: Dr. Arnaldo Armado

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo, evaluar la diversidad
catabodlica como indicador biolégico de la calidad, en suelos contaminados
con hidrocarburos, ubicado en la zona de Yaracal-Estado Falcon, Venezuela.
Para ello, se empled la técnica de respiracion inducida por sustrato (RIS). Se
estudio un total de 10 muestras (5 contaminadas con crudo y 5 controles), las
cuales fueron caracterizadas determinando los parametros fisicoquimicos:
textura, pH, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catiénico,
contenido de humedad, retencioén hidrica y carbono orgéanico total. Luego, se
cuantific6 la materia organica extraida por solvente en las muestras
contaminadas y en los controles, asi como también, el porcentaje de
hidrocarburos totales del petrdleo presente en las muestras contaminadas,
empleando el método de extraccion Soxhlet. Las muestras fueron incubadas
con 29 sustratos carbonados que incluian carbohidratos, polimeros, aminas,
amidas, alcoholes, aminoacidos y acidos carboxilicos. En las muestras
contaminadas con crudo se evidenci6 una disminucion significativa en
algunos parametros fisicoquimicos tales como: pH, capacidad de intercambio
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catibnico, humedad y retencion hidrica. Ademas, se obtuvo una amplia
diversidad catabdlica, observandose mayor potencial de degradacién para
acidos carboxilicos y menor para carbohidratos. También, los perfiles de
respuesta de las comunidades microbianas, mostraron que el suelo
contaminado presenta mayor respiracion que los controles en los 29
sustratos carbonados, que fueron analizados con cada una de las muestras.
El procesamiento estadistico de los datos se realizé mediante el Andlisis por
Componentes Principales (ACP) y correlacionados a través del coeficiente
lineal de Pearson. Se obtuvieron dos componentes, que describen el sistema
satisfactoriamente, con un 82,357% de variabilidad en la data original.

Palabras Claves: Respiracion inducida por sustrato, muestras
contaminadas, crudo, hidrocarburos, sustratos carbonados.
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ABSTRACT

This research had as objective, evaluate the catabolic diversity as biologic
indicator of the quality, in soils contaminated with hydrocarbons, located in
the zone of Yaracal-Falcon state, Venezuela. Therefore, was used the
technique of substrate induced respiration (SIR). Ten samples (5
contaminated with crude and 5 controls) were studied, which were
characterized determining the physicochemical parameters: texture, pH,
electrical conductivity, cation exchange capacity, humidity content, hydric
retention and total organic carbon. Then, was quantified the organic matter
extracted by solvent in the contaminated samples and in the controls, as well
as, the percentage of total petroleum hydrocarbons present, using the
Soxhlet extraction method. The samples were incubated with 29 carbonates
substrates that included carbohydrates, polymers, amines, amides, alcohols,
aminoacids and carboxylic acids. Samples contaminated with crude showed a
significant decrease in some physicochemical parameters such as: pH, cation
exchange capacity, humidity and hydric retention. In addition, obtained a wide
diversity of catabolic, observing a bigger potential of degradation for



carboxylic acids and less for carbohydrates. Besides, the response profiles in
microbian communities showed that the contaminated soil present bigger
respiration than the controls, with the 29 carbonates substrates that were
analyzed in every single sample. Statistical data processing was performed
using the Principal Component Analysis (PCA) and correlated through the
Pearson linear coefficient. Two components were obtained that describe the
system succcessfully, with a 82,357% of variability in the original data.

Keywords: Substrate induced respiration, contaminated samples, crude,
hydrocarbons, carbonates substrates.
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Hurtado, E. (2016). Evaluacién de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcén, Venezuela.

INTRODUCCION

Venezuela es un pais poseedor de las mayores reservas probadas de crudo
pesado del mundo, y de las mayores reservas de crudo liviano en todo el
hemisferio occidental (Diaz, 2006). Esto permitié la explotacién y exportacion
de un recurso natural no renovable como lo es, el petréleo. Segun la real
academia de la lengua espafiola, el petréleo es un “liquido natural oleaginoso
e inflamable, constituido por una mezcla de hidrocarburos, que se extrae de
lechos geoldgicos continentales o maritimos. Mediante diversas operaciones
de destilacion y refino se obtienen de él distintos productos utilizables con
fines energéticos o industriales, como la gasolina, la nafta, el queroseno, el
gasoleo, etc.” Para extraer el petroleo del suelo, se perforan los pozos, que
luego es trasladado, para ser procesado y almacenado. Este tipo de
actividad ocasionan la contaminacion de la superficie terrestre que se filtran
hacia el suelo y subsuelo alterando y afectando la funcionalidad del
ecosistema debido a los niveles de toxicidad del crudo (Diaz, 2006; Noguera,
2010). Siendo esto una degradacion quimica que provoca pérdida parcial o
total de la productividad del suelo (Brissio, 2005; Noguera, 2010).

Un suelo contaminado es aquel que ha superado su capacidad de
amortiguacion para una o varias sustancias, las cuales originan alteraciones
importantes en las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del mismo
(Fernandez et al, 2008; Noguera, 2010). Uno de los componentes mas
importantes del suelo, que se ven afectados por la contaminacién, son los
microorganismos dada su alta abundancia, su alta diversidad aparente, y la
multiplicidad de funciones metabdlicas implicadas en procesos ecosistémicos
gue incluyen: ciclos biogeoquimicos, la transformacion y mineralizacion de
materia organica y la degradaciéon de compuestos xenobiéticos (Yanine,
2010). Por consiguiente, los microorganismos se relacionan con la
comunidad de la rizosfera, porque la misma, consiste en una microflora
(bacterias, hongos y algas) y una mesofauna (protozoos, nematodes,
insectos y acaros), dada esta estrecha relacion, los microorganismos han
sido postulados como indicadores en la calidad del suelo (Yanine, 2010). De
alli que, si los niveles de contaminacion son altos afectara también a los
microorganismos y al medio ambiente en general. Por lo tanto, la
contaminacién por derrames de petroleo varia en su valor original debido a la
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cantidad y tipo de hidrocarburos derramados. Por lo cual, es de interés
comun para la humanidad el estudio de las ventajas y desventajas del
petréleo con respecto al medio ambiente, a fin de encontrar alternativas
factibles para solucionar los problemas ambientales generados por los
procesos de la industria moderna (Diaz, 2006).

En éste estudio se evalud la diversidad catabdélica como bioindicador
en suelos impactados por derrames de petréleo, en muestras provenientes
de la localidad del Mene de San Lorenzo, en la poblacion de Yaracal, estado
Falcon, donde se encuentran pozos petroleros que antiguamente fueron
zona de explotacion.
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CAPITULO I: FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del Problema

El mejoramiento de la calidad de los suelos venezolanos, es de interés para
cientificos e investigadores ambientalistas dedicados a la edafologia. Esto se
debe a que, el suelo es la porcién de la corteza terrestre donde se desarrolla
la vida, forma una capa muy delgada, y al contener los elementos quimicos
necesarios para la fotosintesis y servir de sustrato al que fijarse las plantas,
es una porcion del medio fisico de gran importancia (Gold et al., 1998). Es
por ello que, las diversas actividades humanas en el uso del suelo, tales
como la agricultura, ganaderia, construcciones urbanas, junto con las
grandes obras publicas como: autopistas, carreteras, vias ferroviarias,
industrias petroleras, conllevan en muchas ocasiones a la destruccion de
tierras fértiles y contribuyen al incremento de suelos agotados e
improductivos, que con el tiempo, generan contaminacion edafica o la
degradacion de los suelos. Un suelo se puede degradar al acumularse en él,
sustancias a unos niveles de concentracion tales que repercuten
negativamente en la productividad de los suelos, ya que se vuelven toxicas
para los organismos de éste (Porta et al., 2008).

Uno de los factores contaminantes mas importantes lo constituye el
petroleo, causando dafios irreversibles al suelo, a pesar de ser la principal
fuente de energia utilizada por el hombre hoy dia. EI oro negro es el
resultado de la actividad continuada durante millones de afios de un cierto
tipo de bacterias, capaces de vivir y realizar las oportunas fermentaciones
anaerobicas. De éste liquido viscoso de color oscuro, se obtienen sustancias
compuestas de hidrocarburos y también gran cantidad de productos
derivados del petréleo (Gold et al., 1998).

Es por ello que, la localidad del Mene de San Lorenzo ha sido de total
preocupacion, ya que ésta zona presenta contaminacion generada por
derrames de crudo mediano, provenientes de pozos petroleros que
antiguamente fueron explotados, éste tipo de contaminacién conlleva a un
cambio en las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo.
Ademas, de poner en riesgo la salud humana, la vida animal, las plantas,
pero principalmente a las poblaciones de microorganismos, los cuales
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representan parte importante del ecosistema y son claves para los procesos
biogeoquimicos (Zamora et al., 2010). Resulta claro entonces que, las cifras
actuales de contaminacion y la baja calidad edafica crean la necesidad de
indagar técnicas y métodos para mejorar la afectacion del suelo estudiado en
la poblacion de Yaracal.

Por lo anteriormente mencionado, la actividad microbioldgica representa
un bioindicador que determina el estado de salud de un suelo contaminado, y
por ende la calidad del mismo. Este parametro biol6gico presenta numerosas
ventajas frente al empleo de indicadores fisico-quimicos, entre las que
destacan su mayor sensibilidad, caracter integrador, y su alta velocidad de
respuesta (Elliott, 1997). De alli que, se evaluo la diversidad catabdlica como
indicador biologico, de suelos afectados por hidrocarburos, ubicados en la
localidad del Mene de San Lorenzo, en la poblacion de Yaracal, estado
Falcon.

1.2. Objetivos de la Investigacion

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la diversidad catabolica como indicador biolégico de suelos
contaminados con hidrocarburos, ubicados en la localidad del Mene de San
Lorenzo, Yaracal, estado Falcon.

1.2.2. Objetivos Especificos

% Determinar parametros fisicos (retencion de humedad, contenido de
humedad y textura) y quimicos (pH, conductividad eléctrica, capacidad
de intercambio catidnico y carbono organico total) en las muestras de
suelo a estudiar.

¢+ Cuantificar el contenido de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en
las muestras contaminadas.
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% Evaluar la respuesta de las comunidades microbianas del suelo ante
diversos compuestos organicos, mediante la aplicacién de la técnica
de respiraciéon inducida por sustrato (RIS) en muestras contaminadas
y no contaminadas con petréleo.

% Determinar los perfiles de respuesta de la técnica de respiracion
inducida por sustrato para cada muestra.

% Analizar estadisticamente los perfiles de la respiracion inducida por
sustrato (RIS) obtenidos en presencia o0 ausencia de suelos
contaminados con petréleo.

1.3. Justificacion

La falta de informacion derivada del escaso conocimiento acerca de la
totalidad de los microorganismos presentes en el suelo, conlleva a un
desconocimiento de la base productiva de la mayoria de la biomasa mundial
(Yanine, 2010). La cual sin duda estd basada en las interacciones
microbianas, en algunos casos los microorganismos constituyen las Unicas
formas de vida en ambientes extremos y conforman las primeras poblaciones
colonizadoras en ambientes intervenidos severamente por el hombre o por
eventos naturales de gran magnitud. Es claro que sin la presencia de
microorganismos en el suelo, el ciclaje de nutrientes se interrumpiria y
llegaria al punto en que los reservorios naturales de estos elementos se
agotarian (Yanine, 2010).

Este impacto podria reflejarse en la desaparicién de poblaciones de
macroorganismos dependientes de esos reservorios, puede ser entonces
gue la extincion de algunas poblaciones de plantas o animales, que son
atribuidas a la explotacidon agricola intensiva, sea en realidad un evento
posterior al impacto generado en las comunidades microbianas, muchas
veces originadas por los derrames de crudo, la cual es una de las principales
fuentes de contaminacién de suelos ya que ocasionan perturbaciones en los
ecosistemas al afectar su estructura y bioprocesos, porque el petréleo
contiene compuestos quimicos toxicos que producen dafios a todos los seres
vivos y al ecosistema en general (Zamora et al., 2010).
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Con respecto a lo anterior, evaluar la diversidad catabdlica como
bioindicador en suelos contaminados por derrames de petréleo, representa
un enfoque de cambios en el uso que se le daria a los suelos porque se
tendria una medida valorable en cuanto a la calidad edafica se refiere,
ademas de tener una base para proveer mejoras futuras, lo cual es
beneficioso, no sélo para la humanidad en general, sino también por la
recuperacion de tierras fértiles que trabajos posteriores podrian realizar.

En la localidad del Mene de San Lorenzo, ubicada en la poblacién de
Yaracal, estado Falcén, existieron 82 pozos que fueron explotados hace mas
de 85 afios. Las extracciones de crudo cesaron en el aifio 1937, a partir de
alli, 67 pozos fueron cementados y saneados; sin embargo, hasta el afo
2014, existieron 15 pozos abandonados que emanaban crudo de manera
natural, lo que trajo como consecuencia la contaminacion del suelo (Barrios y
Polychroniadis, 2008; Noguera y Armado, 2010). Para el afio 2015, momento
en el que se realizo el muestreo, los pozos se encontraban cementados, pero
se observo un claro cambio de color en el suelo y el olor a hidrocarburos era
diferenciable con otras zonas del lugar. Por tal motivo, en éste estudio se
evalud la diversidad catabdlica utilizando diferencias entre la respiracion
inducida por sustrato (RIS) como respuesta de las comunidades microbianas
ante compuestos organicos, en muestras que se tomaron en pozos
petroleros inactivos y en zonas aledafias a los pozos, de la localidad
anteriormente mencionada.

La presente investigacion se justifica, ya que como fin, pretendié dar a
conocer una medida de la calidad del suelo contaminado con petrdleo, por
esto, puede servir como base para otras investigaciones donde requieran
mejorar y recuperar suelos contaminados con hidrocarburos y en un futuro
darle un uso productivo.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Evaluacion de metales en suelos contaminados por derrames de crudo
en Yaracal, estado Falcon, Venezuela (Noguera y Armado, 2010).
Evaluaron los contenidos de manganeso (Mn), cadmio (Cd), cromo (Cr),
cobre (Cu), niquel (Ni), cobalto (Co), zinc (Zn), hierro (Fe) y molibdeno (Mo)
en suelos contaminados con petroleo, provenientes de la localidad del Mene
de San Lorenzo, Yaracal, estado Falcon. También determinaron su relacion
con el nivel de contaminante presente, ademas analizaron si el contenido en
metales se encuentra dentro de valores permisibles segun las normativas
ambientales. Realizaron el estudio seleccionando 10 muestras (5 de suelos
contaminados con petréleo y 5 controles de suelos aledafios a los pozos), las
cuales fueron sometidas a digestion acida para determinar las
concentraciones de los metales mediante espectrofotometria de absorcidn
atomica de llama, empleando como fuente de radiaciéon una lampara de
catodo hueco para cada metal en particular. También cuantificaron la materia
organica extraible por solvente presente en el suelo, mediante una extraccion
Soxhlet basandose en el método EPA 3540 (1996), utilizando como solvente
extractor una mezcla cloroformo-metanol (7:3), y por diferencia obtuvieron la
cantidad de materia organica asociada al petréleo. Estimaron la correlacion
lineal entre las variables utilizando el coeficiente de correlacion ordinal de
Spearman (rs), el cual asume como hipotesis nula, probar la no correlacién
de las variables, segun Miller y Miller (2002).

Los resultados indicaron que, la materia organica extraida por Soxhlet
no presentd diferencias importantes con la materia organica determinada por
oxidacion via humeda; ambos métodos presentaron valores reproducibles.
Asi como también, segun las caracterizaciones fisicoquimicas que
obtuvieron, generalizaron que la CIC y la retencién de humedad disminuyen
en suelos contaminados, mientras que, el porcentaje de carbono organico
aumenta.

Concluyeron, que los niveles de cadmio (Cd) rebasaron los limites
permisibles para el esparcimiento en suelos, segun la Gaceta Oficial (1998).
También los umbrales de contaminacion propuestos para elementos trazas
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en la comunidad Andaluza, presentaron en general mayores valores en las
muestras contaminadas con hidrocarburos. Adicionalmente, los contenidos
de cromo (Cr) y niquel (Ni) en algunas muestras indicaron una posible
toxicidad, ya que se encontraron fuera de los limites permisibles segun las
normativas ambientales.

Estudio de la Actividad Microbiolégica y Biomasa Microbiana en Suelos
Impactados con Petrdleo, ubicados en Yaracal estado Falcén (Guerrero,
2010). Estudio la actividad microbiolégica y biomasa microbiana en suelos
impactados con petroleo, ubicados en Yaracal estado Falcén. Empled el
método de incubaciones estaticas siguiendo el desprendimiento de CO; por
la actividad de los microorganismos del suelo para determinar la actividad
microbioldgica (respiracion basal). Utilizo los métodos de respiracion inducida
por sustrato (RIS) y extraccion-fumigacion (FE), para la biomasa microbiana
y adicionalmente determind el coeficiente metabolico qCO2RIS y qCO,FE. El
estudio lo realiz6 con muestras de 4 pozos petroleros ubicados en la zona
del Mene de San Lorenzo, con muestras contaminadas y no contaminadas
con crudo proveniente de los pozos.

La respiracion basal fue determinada durante 40 dias de incubacion,
obteniendo valores que van desde 6,5 a 38 mg C-CO; *kgS™dia™ para las
muestras contaminadas, y de 11,3 a 32 mg C-CO, *kgS'dia® en las
muestras control. En dos de los pozos estudiados obtuvo una inhibicién de la
respiracion debido a la presencia del petréleo, mientras que en los otros dos
pozos aumento la mineralizacién de carbono en las muestras contaminadas
respecto al control. En cuanto a la biomasa microbiana por FE, obtuvo
valores que variaron desde 48 a 138 ug Cmic*gS' para los suelos
contaminados con hidrocarburos, y en los suelos control valores entre 211 y
640 pg Cmic*gS™. En la biomasa microbiana, por el método de RIS, los
resultados obtenidos para los suelos contaminados estuvieron entre 160 y
207 g Cmic*gS™ y observé que la biomasa microbiana disminuy6 en las
muestras contaminadas con petroleo en ambos métodos, mientras que el
coeficiente metabdlico aumentd, lo que indicé que hubo mayor estrés
microbiano en las muestras contaminadas con hidrocarburo. La correlacion
de los parametros fisicoquimicos con el contenido de hidrocarburos del
petroleo, la realizd utilizando el coeficiente lineal de Pearson, y obtuvo una
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correlacion significativa (p<0,05) con la biomasa microbiana (FE) y el
gCO2RIS, lo que implic6 que a medida que aumentd la concentracion de
HTP, aumenta la BM FE y hay mayor estrés microbiano por lo que qCO2RIS
aumenta. Concluyé que los parametros bioquimicos de los suelos
estudiados, se ven afectados por la presencia del petréleo.

Diversidad Microbiolégica de Bacterias y Hongos en Suelos Impactados
con Petr6leo Provenientes de Yaracal, Estado Falc6n, Venezuela
(Oropeza, 2010). El objetivo de éste trabajo fue estudiar la diversidad de
microorganismos existentes en suelos con presencia y ausencia del petréleo
como contaminante, provenientes del Mene de San Lorenzo, Yaracal, estado
Falcon, Venezuela. El estudio lo realizé tomando 4 muestras de pozos donde
se observoé la emanacion de petroleo, y a una distancia de 30 m selecciono
muestras control. El conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) la
realizO0 en placas utilizando agar LB como medio de crecimiento,
complementado con Ciprofloxacina® para inhibir el crecimiento de bacterias
y con Fluconazol® para inhibir el crecimiento de hongos. Para los
microorganismos fijadores de nitrogeno utilizo medio Burk’s con agar-agar
como gelificante.

Encontré que el petréleo afectd de manera diversa a las comunidades
de microorganismos en los suelos estudiados, observando en las muestras
contaminadas con petréleo una disminucion de dichas comunidades
comparadas con las no contaminadas. Asimismo, encontré6 28 colonias
bacterianas representativas con un 60% de Bacilos Gram-positivos y 40% de
Cocos Gram-positivos para las muestras contaminadas. En el caso de los
hongos aislé 17 colonias e identific6 dos géneros Aspergillus y Penicillium.
Para los microorganismos fijadores de nitrégeno encontré 10 colonias con un
44,44% de Bacilos Gram-positivos, 33,33% de Cocos Gram-positivos vy
22,22% de Cocos Gram-negativos en las muestras control, mientras que en
las muestras contaminadas solo encontr6 una colonia de Cocos Gram-
negativos. Observé que los organismos fijadores de nitrégeno se
correlacionaron con las bacterias. Demostr6 que bajo una determinada
concentracion de petréleo, algunas familias microbianas pueden adaptarse al
agente perturbador y que muchas otras no. Llegé a la conclusién de que las
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bacterias Gram-negativas y los hongos fueron mas sensibles a la presencia
del contaminante que las bacterias Gram-positivas.

Estudio de Actividades Enziméticas Involucradas en el Ciclo del
Nitrégeno en Suelos Impactados con Petroleo ubicados en Yaracal-
Estado Falcon (Suarez, 2010). Determiné los efectos del petrdleo sobre la
actividad enzimatica de la ureasa, proteasa y desaminasa, en suelos
impactados con petroleo, ubicados en Yaracal-Estado Falcon. La actividad
de las enzimas presentaron correlaciones significativamente (p>0,05)
negativas con relacién a la cantidad de contaminacion, lo que indicé que el
contaminante afecta directa o indirectamente la actividad de esas enzimas,
permitiendo que puedan ser utilizadas como bioindicadores en un estudio de
remediacion de dicho suelo. Por otra parte, todas las actividades que estudio,
presentaron correlacion con la humedad relativa y la capacidad de retencion
de humedad, ya que la disponibilidad de agua afecta a la velocidad de
reaccion donde actian estas enzimas.

Asimismo, la actividad ureasica se correlacion6 positivamente con la
cantidad de amonio y nitrato, ya que estos son productos de la hidrdlisis de la
urea y la nitrificacion del amonio, respectivamente. EI pH se correlaciono
positivamente con el porcentaje de inhibicion, pues la enzima pierde su
propiedad catalitica a causa de cambios bruscos de esta propiedad. También
correlaciond la actividad proteasica con el contenido de nitrato, ya que se
relaciona con la liberacion de aminoacidos que luego por degradacion
oxidativa producen nitrato. Concluyéo que las actividades enzimaticas
estudiadas presentaron correlaciones entre si, porque al estar involucradas
en el ciclo del nitrogeno, la disminucion o incremento de alguna de ellas
determina la disponibilidad de los sustratos sobre los que deben actuar las
otras.

Diversidad Catabdlica como Bioindicador de la Calidad en Suelos
ubicados en el sector el Ereiglie, San Joaquin, Estado Carabobo
(Linares, 2011). Para ello aplicé la técnica de respiracion inducida por
sustrato (RIS), mediante un método fisiolégico desarrollado por Degens y
Harrys (1997), para evaluar la diversidad funcional de los organismos del
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suelo usando patrones de sustratos, como bioindicador de la calidad del
suelo. Evalué la diversidad catabdlica del suelo que perteneci6 a un
vertedero ubicado en el sector el Ereiglie, San Joaquin, Estado Carabobo.
Verificd la variacion de la actividad microbiolégica que presenta, medida en
funcién del desprendimiento de dioxido de carbono proveniente de la
respiracion de los microorganismos, para determinar las respuestas que
produce el suelo en un estado contaminado como no contaminado.

El estudio lo realiz6 con 20 muestras (10 de suelos, 8 de rellenos y 2
controles) las cuales fueron tratadas con 32 sustratos que incluian una gama
de acidos carboxilicos, alcoholes, aminas, amidas, aminoacidos, polimeros y
carbohidratos. Obtuvo una amplia diversidad catabolica, observando mayor
potencial de degradacion para acidos carboxilicos y menor para
carbohidratos. Los perfiles de respuesta de RIS para los 32 sustratos que
uso, mostraron que el suelo contaminado presenta mayor respiracion que el
relleno, en todas las muestras. Concluyéo que ello se debe a que los
microorganismos de éste suelo poseen muy poca fuente de nutrientes, por lo
gue, al ser impactados con los sustratos organicos, los degradaron en gran
medida.

Proceso los datos mediante el Analisis por Componentes Principales
(ACP), para obtener el menor nimero de combinaciones lineales para las 20
muestras (suelo, relleno, y controles). Obtuvo dos componentes que
describieron el sistema satisfactoriamente, con un 88,03% de variabilidad de
la data original. Ademas observé una mayor correlaciéon de la RIS con la
humedad relativa, ya que éste ultimo, es uno de los factores mas importantes
gue regula la actividad y composicion de la comunidad biotica del suelo.

Actividad y Diversidad funcional de las comunidades microbianas
edaficas en funcion del tipo de pasto y su manejo en el parque natural
de Gorbeia (Anza et al., 2014). Evaluaron el efecto del tipo de manejo de
pasto, llevado a cabo en diferentes habitats pascicolas, sobre las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo, y la actividad y diversidad funcional
de sus comunidades microbianas. Para ello analizaron sus perfiles
fisiologicos en microplacas ECO-Biolog™ y FF-Biolog™, que aportan
informacion de la diversidad catabdlica/funcional de las comunidades
edaficas de bacterias y hongos respectivamente. El area de estudio fue el
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entorno del parque natural de Gorbeia, ubicado en la divisoria de aguas
Cantabro-Mediterranea, entre los territorios historicos de Alava y Bizkaia.

El muestreo lo realizaron en época de verano en un plazo de 2 meses,
y tomaron muestras en tres tipos de habitats: helechales, pastos de montafia
y pastos de fondo de valle, asentados tanto sobre suelo calizo como sobre
suelo siliceo, resultando 6 combinaciones habitat por suelo. En los pastos de
fondo de valle tomaron muestras en pastos destinados a la produccion de
heno, en pastos de diente y en mixtos (3 combinaciones de manejo por
suelo). De cada combinacion de tratamientos, tomaron 4 muestras de suelo
(réplicas) en zonas espacialmente diferenciadas, compuestas cada una por
10 submuestras (cercanas entre si). La caracterizacion fisico-quimica la
realizaron segun los métodos estandarizados (MAPA, 1994), para la
determinacion de los perfiles fisiologicos a nivel de comunidad de las
bacterias edaficas. Para ello utilizaron las microplacas Biolog EcoPlates™,
las cuales contienen 3 repeticiones de 31 fuentes de carbono potencialmente
asimilables por las bacterias. Del mismo modo, utilizaron las microplacas
Biolog FF-Plates™ para el andlisis de la comunidad fangica, las cuales
comprenden una unica replica por placa con 95 sustratos de carbono
diferentes. El nimero de sustratos utilizados (NSU) lo determinaron contando
el numero de pocillos con una absorbancia superior a 0,25, que seria el
equivalente a la riqueza de especies.

Procesaron los datos con el programa estadistico CANOCO 5.0, para
determinar la influencia de las variables fisico-quimicas sobre las biolégicas.
Realizaron un analisis de redundancia (RDA), para evaluar las posibles
interacciones entre el material parental y el tipo de habitat. Realizaron dos
analisis de redundancia parcial (p-RDA) con el manejo realizado en los
pastos de fondo de valle. Ademas, calcularon el porcentaje de variabilidad
gue explica cada variable explicativa. Concluyeron que la actividad y
diversidad funcional de hongos fue mayor en suelos acidos. Por su parte, la
actividad y diversidad bacteriana, estuvo positivamente correlacionada con
los niveles de nutrientes en el suelo. La mayor diversidad catabdlica y
actividad fangica la observaron en los helechales, mientras que los valores
de bacterias disminuyeron en el habitat pascicola. A pesar del poco valor
forrajero, los helechales mostraron tener un valor real considerable en
términos de conservacion de la biodiversidad microbiana.
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2.2. Bases Tedricas
2.2.1. Suelo

Existen diferentes conceptos de suelo, lo cual depende de las caracteristicas
de usos del mismo y del punto de estudio que se le dé, si se considera el
suelo en su conjunto como un sistema disperso, constituido por tres fases
(s6lida, liquida y gaseosa), se pueden distinguir en él, cuatro grandes
componentes: materia mineral, materia organica, agua y aire, intimamente
ligados, mezclados entre si, y originando un medio ideal para el crecimiento
de las plantas (Garcia et al., 2003). El suelo edafolégicamente, es la parte
superficial de la corteza terrestre, en contacto con la atmésfera y sometida a
la accion de la erosion (mecanica y quimica) de los animales y de las plantas,
lo que produce la alteracion y disgregacion de las rocas (Gold et al., 1998). El
suelo desde el punto de vista hidrolégico, es un depdsito o almacén de agua
cuya capacidad para retenerla y contenerla depende de sus propiedades
fisicas (Vargas et al., 2004).

2.2.2. Propiedades Fisicas del Suelo

Son aquellas que reflejan la manera en que el suelo acepta, retiene y
transmite agua a las plantas, asi como las limitaciones que se pueden
encontrar en el crecimiento de las raices, la infiltracion o el movimiento del
agua dentro del perfil y que ademas estén relacionadas con el arreglo de las
particulas y los poros (Jaramillo, 2002). Algunas propiedades fisicas del
suelo son:

Textura: Es la propiedad y composicién fisica de un suelo, establece las
cantidades relativas en que se encuentran las particulas de diametro menor
a 2 mm en el suelo. Estas particulas son llamadas separados y se agrupan
por tamafio en tres clases: arena, limo y arcilla, es decir, se refiere al
porcentaje con que se presentan los diversos materiales constitutivos de un
suelo. La clasificacion internacional de estos con respecto a su tamafio se
observa en la Tabla 1.
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Tabla 1. Fracciones granulométricas del suelo.

Fraccion granulométrica Diametro de particula
Arena ' Entre 0,02y 0,2 mm

Limo Entre 0,002 y 0,02 mm
Arcilla Menor de 0,002 mm

Fuente: Sagardoy y Mandolesi (2004)

La determinacién de la textura se realiza a través de dos métodos: al
tacto y del hidrometro. EI método al tacto, el cual toma en cuenta ciertas
propiedades en el suelo tales como: la sensacion que se produce al frotar la
muestra entre los dedos, la facilidad de formar cintas y bolas con la muestra
y la firmeza de ellas, asi como la adhesividad o pegajosidad de la muestra al
ser sometida a compresion entre los dedos y posteriormente al ser liberada
esta compresion (Jaramillo, 2002).

El método del hidrometro o de Bouyoucos por sedimentacion,
basado en la ley de Stokes, la cual establece calcular la velocidad de caida
de las particulas en funcion de su densidad, de su tamafio, de su viscosidad
y densidad del liquido. Dado que es casi imposible que una muestra de suelo
esté constituida por un solo tamafio de particulas, se han estandarizado
grupos texturales basados en diferentes combinaciones de arcilla, limo y
arena (Jaramillo, 2002).
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Figura 1. Triangulo de las clases texturales del suelo. Fuente: Garcia (2005).

Estructura del Suelo: Se refiere al arreglo de las particulas del suelo con
respecto a las tres dimensiones del espacio, a su forma de unién y a sus
aglutinantes, lo cual permite conocer la continuidad del suelo en cuestion, los
espacios y huecos que posee, que son los conductos para el agua y el aire,
necesarios para el desarrollo de las plantas (Gold et al., 1998).

Densidad Real o Peso Especifico Real: Peso de las particulas sélidas del
suelo, relacionado con el volumen que ocupan, sin tener en cuenta su
organizacién. Naturalmente su cifra es préxima a 2,6 g/cm® (Gold et al.,
1998).

Densidad Aparente o Peso Especifico Aparente: Es la relacién entre el
peso de un volumen de tierra tomado en un suelo seco y el peso del mismo
volumen de agua. Este concepto tiene en cuenta la textura, estructura y
compactacion del suelo (Pineda et al., 2004).
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Porosidad: Es el porcentaje del volumen que ocupan los huecos o espacios
vacios del suelo, (llenos de aire o agua) en relacion con el volumen total
(Ferreiro, 2003).

Permeabilidad: Se define como la velocidad de filtracion de un suelo para el
agua, cuando el gradiente hidraulico es la unidad (Ferreiro, 2003).

Humedad del Suelo: El arreglo fisico edafico y la distribucion de tamafios de
poros y agregados intervienen en el comportamiento de la humedad en el
suelo, ademas del aporte del agua de lluvia o de riego y la empleada en la
evotranspiracion. La humedad es uno de los factores mas importantes que
regula la actividad y composicién de la comunidad biotica de un suelo. La
humedad afecta directamente a los microorganismos determinando el trabajo
gue debe realizar un organismo para mantener un nivel adecuado de agua
en su protoplasma. La humedad también afecta la cantidad de aire que
disponen los organismos del suelo, puesto que el agua y el aire ocupan
competitivamente los poros del suelo. Si el agua se incrementa en un suelo
disminuye el contenido de aire del mismo y viceversa. En general, cuando se
incrementa el contenido de humedad en un suelo seco, se aumenta la
proliferacion de los organismos en el mismo (Sagardoy y Mandolesi, 2004).

Para determinar la humedad de una muestra representativa de suelo,
se toma una muestra de peso conocido y se lleva a sequedad en el horno
por un lapso de 24 horas, la diferencia de peso indica el contenido de
humedad presente en la muestra, se puede observar en la ecuacion 1
(Jaramillo, 2002):

W% =""—"2+100 (ec. 1)

Dénde: W = Porcentaje de humedad (%), Psh = Peso del suelo
hamedo (g), y Pss = Peso del suelo seco (g)
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2.2.3. Constantes de Humedad del Suelo

Capacidad de Campo: Es el contenido de humedad con que queda el suelo
luego de que sus macroporos han drenado completamente, se llega a esta
condicién de humedad luego de dejar drenar el suelo saturado, entre 48y 72
horas, el agua en esta condicion esta retenida a tensiones comprendidas
entre -0,1 y -0,3 atm (Jaramillo, 2002).

Punto de Marchitez Permanente: Contenido de humedad del suelo al cual
la planta se marchita irreversiblemente, el agua del suelo en este punto esta
retenida a -15 atm, aproximadamente (Jaramillo, 2002).

Coeficiente Higroscoépico: Contenido de humedad que retiene el suelo
cuando se seca al aire, esta humedad es retenida a una tension de -30 atm,
aproximadamente (Jaramillo, 2002).

Agua Aprovechable del Suelo: Es la humedad que presenta el suelo
retenida entre el punto de marchitez permanente y la capacidad de campo.
Se determina el contenido de agua en las muestras de suelo (humedad
relativa) por diferencia de peso (método gravimétrico), asi como también la
retencion de humedad de las mismas (capacidad de campo), (Jaramillo,
2002).

2.2.4. Propiedades Quimicas del Suelo

Se refieren a las condiciones que afectan las relaciones suelo-planta, la
calidad del agua, la capacidad amortiguadora del suelo, la disponibilidad de
agua y nutrimentos para las plantas y microorganismos (SQI, 1996). Entre
algunas propiedades quimicas se pueden mencionar: materia organica,
conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catiénico y pH o reaccién
del suelo (Jaramillo, 2002).

17



Hurtado, E. (2016). Evaluacién de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcén, Venezuela.

Materia Organica: Es un parametro relacionado directamente con la calidad
edafica. Los residuos organicos sin descomponer estan formados por:
hidratos de carbono simples y complejos, compuestos nitrogenados, lipidos,
acidos organicos (citrico, fumarico, malico, malénico, succinico), polimeros y
compuestos fendlicos (ligninas, taninos, entre otros.) y elementos minerales.
Todos estos residuos sufren una serie de transformaciones mediante
reacciones quimicas y microbiologicas, que permite su degradacién a sus
componentes iniciales, la acumulacion de dichos componentes en la
superficie del suelo da como resultado la formacion de la materia organica
(Meléndez, 2003). La principal fuente de la materia organica son los residuos
vegetales, los cuales aportan energia y alimento a los organismos del suelo,
al mismo tiempo que son la materia prima para la formacion de los coloides
organicos (humus) que se acumulan en el suelo (Garcia et al., 2003).

Segun su contenido de materia organica, los suelos pueden
clasificarse como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion del suelo de acuerdo a su contenido de materia
organica.

0-2 Muy deficiente en MO
2-4 Deficiente en MO

4-6 Contenido normal de MO
6-8 Contenido apreciable en MO
8-10 Humifero

>10 Muy Humifero

Fuente: Bandick y Dick (1999)

El contenido de materia organica interviene en la estructura del
horizonte, ayuda a formar los complejos arcillo-humicos del suelo, mejora la
capacidad de infiltracién del agua en suelos arcillosos, aumenta la capacidad
de retenciébn en los suelos arenosos y determina la disponibilidad de
nutrientes, influyendo por tanto positivamente en la productividad del suelo
(Bandick y Dick, 1999).
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Los compuestos humicos generalmente representan entre 50-85% de
la materia orgénica total del suelo, para fines practicos, la MF (materia
organica fresca) y la MNH (materia organica no humica) se consideran como
un solo grupo de materiales (Bandick y Dick, 1999; Suéarez, 2010).

El conocimiento de la dinamica de la materia organica del suelo (MOS)
es esencial para entender el flujo del carbono (C) y nitrégeno (N) en el suelo
(Chang et al., 1995). Estudios empiricos y modelos de simulaciéon sugieren
gue las diferencias en cantidad y calidad de los aportes organicos al suelo
producen las diferencias en el tamafio de los componentes de la MOS y las
tasas de mineralizacion de C y N (Matus y Maire, 2000). De acuerdo a la
cantidad de carbono, nitrégeno y de otros nutrientes disponibles, se cataloga
un suelo como fértil. Un suelo fértil es aquel que contiene los elementos
nutritivos que las plantas necesitan para su alimentacion, estos alimentos los
adquiere el suelo enriqueciéndolos con materia organica. Un suelo pobre o
carente de materia organica es un suelo estéril y por lo tanto es improductivo
(Argtelles, 2006).

Relacion Carbono — Nitrogeno: Es un parametro que evalla la calidad de
los restos organicos del suelo. Esta relacion determina el grado de
mineralizacion de la materia organica que existe en el suelo, asi como el tipo
de humus que se halla en él. Cuanto menor sea el valor de la relacion mayor
sera el grado de mineralizacién de la materia organica, y por tanto, la calidad
edafica sera mayor (Bandick y Dick, 1999; Suéarez 2010). Tal como se
muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Calidad edafica del suelo de acuerdo a la relacion C/N.

C/IN Calidad edéfica

<8 Muy buena
8-12 Buena
12-15 Mediana
15-20 Deficiente
20-30 Mala

>30 Muy mala

Fuente: Bandick y Dick (1999)
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Los microorganismos necesitan el carbono como fuente energética
(oxidan el Cy lo devuelven a la atmosfera en forma de CO5) y el nitrdgeno, el
cual incorporan a su protoplasma. Tanto el C, como el N son tomados de
restos vegetales. En los restos vegetales, el C es aproximadamente el 60%,
siendo menor el porcentaje de N, el cual es motivo de competencia entre
microorganismos y las raices de las plantas (Crosara, 2008).

C/N =100 (alta): La actividad biolégica es limitada, debido a que el contenido
de N es poco.

C/N = 20: El suelo es capaz de soportar una intensa actividad microbiana,
debido a que los restos contienen suficiente N (Crosara, 2008).

Conductividad Eléctrica (CE): La salinidad del suelo se refiere a la cantidad
de sales en el suelo y puede ser estimada por la medicion de la
conductividad eléctrica (CE) de una solucion extraida del suelo. La
conductividad se define como la capacidad de una sustancia de conducir la
corriente eléctrica, suele estar referenciada a 25°C y el valor obtenido debe
corregirse en funcién de la temperatura. Los valores de conductividad
eléctrica son indicadores de la cantidad de nutrientes disponibles en el suelo
para ser adsorbidos por el sistema de raices de la planta (Ho et al., 1997).
Cuando el suelo es alterado por algun agente externo, la conductividad del
suelo se incrementa con el tiempo, debido a la penetracion de los frentes
acido y alcalino, asi como por la solubilizacidon de las especies iGnicas ya sea
como resultado de los cambios de pH (Acar y Alshawabkeh, 1996) o por un
aumento de temperatura (Ho et al., 1997).

Capacidad de Intercambio Catidnico: Todos los suelos presentan cargas
negativas en la superficie de sus coloides (Evans, 1989), estas son
neutralizadas segun el principio de electro-neutralidad por una cantidad
equivalente de cationes presentes en la solucién de suelo, los cuales pueden
guedar adsorbidos (Silva, 2004). Este tipo de atraccion electrostatica es
llamada adsorcion no especifica, ya que no existe dependencia de
configuracion electronica con el grupo funcional de la superficie coloidal del
suelo, formando complejos llamados esfera externa (Sposito, 1989). La
cantidad de iones que pueden ser adsorbidos de forma intercambiable en el

20



Hurtado, E. (2016). Evaluacién de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcén, Venezuela.

suelo se denomina capacidad de intercambio catiénico, asi un suelo con una
capacidad de intercambio catiénico (CIC) alta, posee mas sitios de
intercambio en la fraccion coloidal del suelo (Sposito, 1989).

Determinacion de pH: La contribucion del pH a la calidad intrinseca del
suelo viene dada por su influencia en los procesos de humificacién y
mineralizacion a través de los microorganismos existentes. Ademas puede
inducir toxicidades, al hacer asimilables sustancias perjudiciales para las
plantas e interviene en los procesos de difusion y floculacién del complejo
adsorbente (Bandick y Dick, 1999).

La clasificacion del suelo segun los valores de pH se muestra en la
Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion del suelo de acuerdo al pH.

pH Clasificacion del suelo

<4 Extremadamente acido

4-4,7 Muy fuertemente acido
4,8-5,5 Fuertemente acido
5,6-6,5 Moderadamente acido
6,6-7,3 Neutro

7,4-8 Moderadamente basico
8,1-8,5 Fuertemente basico

>8,5 Extremadamente basico

Fuente: Bandick y Dick (1999)

El pH del suelo esta influenciado por la composicion de los cationes de
intercambio, composicién y concentracion de sales solubles y la presencia o
ausencia de yeso y carbonatos de metales alcalinotérreos (Bandick y Dick,
1999). Cuando los iones Na® en la solucion del suelo se presentan como
sales neutras (es decir como ClI" 0 SO4?), el pH es cercano a la neutralidad.
Cuando el anién acompafiante es carbonato acido o carbonato, resulta un pH
entre 8,5 y 11. Suelos cuyo pH es inferior a 7,5 casi nunca contenian
carbonatos de metales alcalinotérreos, y si el pH es menor que 7 el suelo
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seguramente contendra una porcion de hidrogeno de intercambio. El pH del
suelo se mide potencialmente en el sobrenadante de una suspension de una
mezcla de suelo-agua (generalmente en porciones que varian de 1:1, 1:2.5,
1:5 0 1:10) y en una solucién iénica que habitualmente es KCl 1 M o CacCl,
0.01 M (Bravo, 2000).

En el caso de las soluciones idnicas, se produce un reemplazo de los
hidrogeniones del complejo de cambio del suelo por el catiéon de la solucién,
lo que provoca un incremento de la concentracién de hidrogeniones y como
consecuencia una disminucién del valor del pH, que suele estar alrededor de
una unidad en relacion al medido en agua (Garcia, 2005). Cuando el suelo
esta saturado, no es posible la liberacion de hidrogeniones, por lo que ambos
valores de pH deberian coincidir. No obstante se produce una disminucion
similar, en este caso el potasio afadido se intercambia por el calcio del
complejo, que al ser una base mas deébil, y por lo tanto menos disociada,
provoca un empobrecimiento en oxidrilos que tiene un efecto semejante al
incremento en hidrogeniones que producian en el caso anterior. Las
mediciones de pH en las soluciones salinas, enmascaran los efectos de la
variabilidad del contenido de sales en el suelo, lo que garantiza una medida
mas real. Este valor no esta afectado por las fluctuaciones climaticas, ya que
se compensan con las variaciones que se producen en el complejo de
cambio, no se trata de un valor real de pH del suelo. Por esta razon a este
valor se conoce como “real” en contraposicién al medido con agua que se
conoce como “actual” (Garcia, 2005). La diferencia de pH entre los extractos
con el agua y con las soluciones salinas se conoce con el nombre de efecto
salino y se representan con el simbolo delta-pH. De este modo: delta-pH es
igual al pH del suelo en solucion salina menos pH del suelo en agua
(Faithfull, 2005).

Asi los valores de delta-pH son positivos para los suelos con una
carga neta positiva, y negativos para suelos con carga neta negativa, siendo
la magnitud proporcional a la carga (Faithfull, 2005).

2.2.5. Calidad del Suelo

La calidad edafica es la capacidad del suelo para funcionar como un sistema
vital dentro de los limites de la tierra y ecosistemas, para sostener la
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productividad biologica, promover la calidad ambiental y mantener la salud
de plantas, animales y humanos (Yanine, 2010).

La calidad debe interpretarse como la utilidad del suelo para un
propésito especifico en una escala amplia de tiempo (Carter et al., 1997). El
estado de las propiedades dindmicas del suelo, como contenido de materia
organica, diversidad de organismos, o productos microbianos en un tiempo
particular, constituye la salud del suelo (Rosmig et al., 1995).

La calidad del suelo, ha sido percibida de muchas formas desde que
este concepto se popularizo en décadas anteriores (Karlen et al., 1994). La
calidad del suelo es un instrumento que sirve para comprender la utilidad y
salud de este recurso, a pesar de su importancia, la ciencia del suelo no ha
avanzado lo suficiente para definir claramente lo que se entiende por calidad
(Karlen et al., 1994).

El término calidad del suelo se empez6 a acotar al reconocer las
funciones del suelo:

1. Promover la productividad del sistema sin perder sus propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas (productividad biolégica sostenible).

2. Atenuar contaminantes ambientales y patdgenos (calidad ambiental).

3. Favorecer la salud de plantas, animales y humanos (Karlen et al.,
1994).

Al desarrollar este concepto, también se ha considerado que el suelo es
el sustrato basico para las plantas, capta, retiene y emite agua, y es un filtro
ambiental efectivo (Parr et al., 1992). En consecuencia, este concepto refleja
la capacidad del suelo para funcionar dentro de los limites del ecosistema del
cual forma parte y con el que interactia (Parr et al., 1992).

Para Gregorich et al (1994), la calidad del suelo es una medida de su
capacidad para funcionar adecuadamente con relacion a un uso especifico.
Arshad y Coen (1992); Guerrero (2010), le dieron a este concepto una
connotacion mas ecoldgica, la definieron como su capacidad para aceptar,
almacenar y reciclar agua, minerales y energia para la produccién de
cultivos, preservando un ambiente sano.

Las definiciones mas recientes de calidad del suelo se basan en la
multifuncionalidad del suelo y no solo en un uso especifico, concepto que
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aun continua evolucionando (Singer y Ewing, 2000). Estas definiciones
fueron sintetizadas por el comité para la salud del suelo de la Soil Science
Society of America (Karlen et al., 1994) como la capacidad del suelo para
funcionar dentro de los limites de un ecosistema natural o manejado,
sostener la productividad de plantas y animales, mantener o mejorar la
calidad del aire y del agua, y sostener la salud humana y el habitat.

2.2.6. Indicadores de calidad

Arshad y Coen (1992); Luyando (2014), consideran necesario un
establecimiento Unico de criterios generales para evaluar la calidad del suelo
y sus cambios, en el cual los indicadores no podrian ser un grupo
seleccionado para cada situacion particular, sino que deben ser los mismos
en todos los casos con el propésito de facilitar y hacer validas las
comparaciones a nivel nacional e internacional.

Por otro lado, se muestra una segunda posicion mostrada por (Epelde
et al., 2008; Luyando, 2014) estando a favor de que, en la evaluacion de la
calidad del suelo, no se debe determinar un grupo Unico de indicadores
basicos, ya que cada circunstancia dentro del paisaje biofisico responde a
condiciones particulares.

2.2.7. Indicadores Bioldgicos

La determinacion de parametros bioquimicos en el estudio de los suelos, dia
a dia es considerada de gran importancia ya que son esenciales para que el
estudio realice sus funciones de manera correcta (Luyando, 2014), su
medida da idea de la actividad metabdlica del suelo y sirve de ayuda para
entender la funcionalidad del mismo. Un ejemplo de la importancia de la
determinacién de estos parametros ha sido el estudio del aporte de
diferentes tipos de enmiendas organicas a los suelos, ya que se considera
gue ayudan a conocer el efecto de dichos materiales organicos provocaran
en el suelo sobre los procesos metabodlicos y su actividad microbiana en
particular (Araujo et al., 2006; Luyando, 2014).
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Los indicadores bioldgicos son: materia organica, respiracion del
suelo, carbono de la biomasa microbiana, actividad enzimética (Araujo et al.,
2006).

2.2.8. Contaminaciéon del Suelo

La contaminacion del suelo consiste en la introduccion de elementos
extrafios o la existencia de un nivel inusual de uno propio o que, por si
mismo o por su efecto sobre los restantes componentes, genera un efecto
nocivo para los organismos del suelo, sus consumidores, o es susceptible de
transmitirse a otros sistemas (Martinez et al.,, 2005). Existen efectos
desfavorables, cuando ocurre la contaminacion del suelo:

1. Disminuye su capacidad de autodepuracion, ya que su ciclo
biogeoquimico y su funcion de biofiltro ha superado la capacidad de
aceptacion de algun elemento extrafo.

2. Alteracion de la composicion quimica del suelo, lo que trae como
consecuencia un suelo no productivo para cultivos.

3. Contaminacion de aguas superficiales y freaticas por procesos de
transferencia.

4. Problemas de salubridad para la poblacion vecina del suelo afectado.

5. La disminucién de microorganismos en el suelo debido a su
alteracion quimica (Porta et al., 1994).

2.2.9. Tipos de Contaminacion

Un agente contaminante se encuentra siempre en concentraciones mayores
de las habituales, lo que causa anomalias en el desarrollo de algunos
organismos. La contaminacion puede tener dos puntos de origen: los
geogénicos que provienen de la roca madre de donde se formd el suelo, de
la actividad volcanica o del lixiviado de mineralizaciones;, y los
antropogénicos que se refieren a los que se producen por residuos
peligrosos, actividades industriales, agricolas, mineras entre otros, y los
residuos solidos urbanos (Galan y Romero, 2008). Los contaminantes
antropogénicos se pueden clasificar en dos tipos:
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La contaminacion local o puntual: (lugares o emplazamientos
contaminados) viene dada en zonas que rodean a la fuente de
contaminacion, en las que existe una relacion directa con el origen de la
contaminacion. Va unida generalmente a la mineria, las instalaciones
industriales los vertederos y otras instalaciones, tanto en funcionamiento
como tras su cierre. Dichas practicas pueden suponer un riesgo tanto para el
suelo como para el agua (Martinez et al., 2005).

La contaminacién difusa: esta causada generalmente por el transporte de
sustancias contaminantes, tanto solubles como particuladas, a lo largo de
amplias zonas con frecuencia alejadas de la fuente de origen. Pueden ser
metales pesados, sustancias acidificantes, sobrecarga de nutrientes
(eutrofizacion), explotacion y transportacion petrolera, entre otros (Martinez
et al., 2005).

2.2.10. Contaminacion del Suelo por Petréleo

Uno de los mas importantes procesos antropogénicos que a nivel mundial es
causante de la contaminacion del suelo, es la explotacion petrolera, en
nuestra sociedad el petréleo y sus derivados son imprescindibles como
fuente de energia y para la fabricacién de mdultiples productos de la industria
guimica, farmacéutica, alimenticia, entre otros. El impacto ambiental del
crudo, abarca desde el proceso que conlleva la explotacion petrolera: tala de
bosques para la construccion de plataformas y caminos de acceso para los
pozos de produccion, desechos y lodos entre otros. Asi como también la
alteracion de no solo el suelo, sino la vegetacion y los recursos hidricos
cercanos a la zona afectada. Se ha determinado que los hidrocarburos del
petroleo pueden ejercer un efecto toxico directo disolviendo el tejido de las
plantas, disminuyendo el crecimiento de las mismas debido a la exclusion del
aire del suelo o por el agotamiento del oxigeno debido al incremento de la
actividad microbiana. A su vez puede haber interferencia con la relacion
agua-suelo-planta, y toxicidad por el azufre y exceso de manganeso
producido durante la descomposicion de los hidrocarburos (TPHCWG, 1998).

La composicion de un crudo varia segun la localizacion, se denomina
crudo parafinico o ligero cuando el crudo contiene una elevada proporcion
de parafinas (n-alcanos y alcanos ramificados), y crudo asfaltico o pesado
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si predominan naftenos (cicloalcanos), alcanos de cadena larga (C30-C45) y
HAPs. La composicién elemental del petréleo presenta predominancia de los
compuestos tipo hidrocarburos: 84-87% de C, 11-14% de H, de 0-8% de S, y
de 0-4% de O y N y metales como el Niquel y el Vanadio, al entrar en
contacto con la superficie del suelo, el petréleo altera las propiedades fisicas
y quimicas del mismo, ademas de aumentar la concentracién de trazas
(TPHCWG, 1998). En la Tabla 5, se observa el tipo de crudo presente en
algunos paises:

Tabla 5. Pozo de origen y caracteristicas de los crudos del petroleo.

| Pozodeorigen  Tipodecrudo

Pennsylvania Parafinico
Iran Parafinico
Irak Parafinico
Rumania Parafinico
Meéxico Parafinico
Baku Asfaltico
Venezuela Asfaltico
Texas Intermedio
Oklahoma Intermedio

Fuente: TPHCWG (1998)

2.2.11. Respiracioén del Suelo

El carbono entra en los ecosistemas terrestres a través de un Unico proceso,
la fotosintesis, pero se devuelve a través de una variedad de procesos,
denominados colectivamente como la respiracion (Vargas et al., 2004).

La respiraciéon edafica es un proceso ecoldgico que se reconoce como
la principal fuente de flujo de C (Vargas et al., 2004; Linares, 2011)
procedente de la superficie del suelo y uno de los componentes cruciales
dentro del ciclo del carbono en los ecosistemas terrestres (Stotzky, 1965).
También puede ser definida como la disminucién de las concentraciones de
oxigeno en el suelo por el consumo realizado por la actividad biolégica y al
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mismo tiempo el aumento de las concentraciones de CO, debido a la
respiracion (Garcia, 2005).

En este proceso participan microorganismos como bacterias, hongos,
algas y protozoos que ayudan a la descomposicion de la materia organica
del suelo y macroorganismos como lombrices de tierra, nematodos e
insectos (Schinner et al., 1996; Garcia et al., 2003). De la respiracion total
que tiene lugar en los suelos, entre un 20 y un 40% se debe a las raices,
mientras que el resto tiene origen microbiano que da lugar a la produccién de
CO, (Garcia, 2005). Ademas, la respiracion edéafica comprende un proceso
clave dentro del ecosistema, ya que tiene una gran relacion con los sistemas
de productividad y fertilidad del suelo (Garcia et al., 2003).

La respiracion depende de muchos factores como la dinamica de la
raiz, ciclos nutrientes, temperatura, humedad del suelo, calidad y cantidad
del sustrato (Buschmann, 2000), la concentracion de oxigeno, la
biodisponibilidad de carbono, pH (Krebs, 2003), asi como también de los
usos de la tierra, cobertura vegetal, mineralogia y practicas de manejo
(Garcia et al., 2003).

2.2.12. Microbiologia del Suelo y Biomasa Microbiana

El suelo puede considerarse un organismo vivo que esta en constante
interaccion con los microorganismos y las plantas con el propésito de lograr
el crecimiento y desarrollo de la vegetacion (Gold et al., 1998). Segun Garcia
et al (2003), la evaluacion de la calidad del suelo se debe basar en
parametros como la biomasa y la actividad microbiana del suelo, los cuales
son de determinacién sencilla tanto en el laboratorio como en el campo. La
biomasa microbiana se define como la parte viva de la materia organica del
suelo, esta compuesta por los microorganismos de aproximadamente 5x107
um?® y constituye de 1 a 5% de la materia organica del suelo (Yanine, 2010).

La biomasa microbiana es medida por el CO; respirado y se determina
para dar una indicacion de la respuesta de la microbiata del suelo al manejo,
cambio ambiental, alteracién del sitio, contaminacion y fertilidad del suelo
(Kandeler et al., 1994). La biomasa microbiana se mide en unidades de mg
de carbono por kg de suelo, su importancia esta asociada con la fertilidad del
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suelo, los ciclos biogeoquimicos, la descomposicion de adiciones naturales o
sintéticas y la formacién estructural y estabilizacion fisica de los agregados
(Yanine, 2010). Los ciclos de la mayoria de los elementos son impulsados en
parte o totalmente por la cantidad y la actividad de los organismos que
asimilan los compuestos minerales o descomponen la materia organica
(Oropeza, 2010). Ademas conduce a la liberacibn de los nutrientes
disponibles para las plantas y son de importancia crucial en los ciclos
biogeoquimicos (Oropeza, 2010).

Existen factores intrinsecos y extrinsecos que constituyen un indicador
de la dinAmica del suelo y de condiciones fisicas y quimicas que permitan el
desarrollo de los procesos metabolicos de bacterias, hongos, algas y
actinomicetos y de su accion sobre los sustratos organicos (Linares, 2011).

Para conocer la biomasa y la actividad microbiana del suelo existen
métodos biogeoquimicos vy fisiologicos, los mas utilizados son: respiracion
por sustrato inducido, respiracion, fumigacion incubacién y la fumigacion-
extraccion (Garcia et al., 2003).

2.2.13. Respiracion Inducida por Sustrato (RIS)

Es un método que estima la cantidad de carbono retenido en
microorganismos heterotrofos a través de la medicion y de la respiracion
inicial después de la adicién de un sustrato disponible (Anderson y Domsch,
1978). Este método permite conocer la biomasa microbiana del suelo
mediante la estimulacion de la respiracion como respuesta de los
microorganismos del suelo a la aplicacion de glucosa como sustrato
(Anderson y Domsch, 1978; Garcia et al., 2003)

El principio detras del RIS es la medicién de la “maxima respuesta
inicial respiratoria” de la muestra de suelo después de su modificacién con
glucosa; esta respiracion maxima inicial es proporcional a la cantidad de
carbono presente en la muestra de suelo (Kandeler et al., 1994). La
concentracion 6ptima de glucosa para lograr la maxima respiracion inicial
debe determinarse y aplicarse para cada tipo de suelo para que el método se
estandarice (Kandeler et al., 1994). Segun Garcia et al (2003), la cantidad de
CO, adsorbido es equivalente a la cantidad de NaOH consumido, la cantidad

29



Hurtado, E. (2016). Evaluacién de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcén, Venezuela.

de NaOH inicialmente presente menos la cantidad remanente al final del
periodo de incubacién, se utiliza para computar la cantidad de CO; retenido
por los microorganismos del suelo, que entra en la solucién y reacciona con
el NaOH.

El método propuesto por Degens y Harrys (1997) se aplica de la
misma forma, pero ademas de la glucosa, se emplea, una serie de
compuestos organicos como sustrato. Las concentraciones éptimas de estos
sustratos fueron determinadas con 12 compuestos seleccionados de una
serie de aminoacidos, &cidos carboxilicos, polimeros y carbohidratos.
Aplicaron la RIS a cuatro suelos distintos empleando concentraciones
diferentes de estos 12 sustratos, obteniendo una respuesta maxima para las
siguientes concentraciones 15 mM para los aminoacidos, aminas y amidas;
60 mM para alcoholes, 15 mM para compuestos aromaticos, 75 mM para
carbohidratos, 190 mM para acidos carboxilicos y 30 mM para los polimeros.
Con estos parametros, aplicaron la RIS a cinco suelos distintos para 83
sustratos seleccionados, de los cuales 36 proporcionaron las mayores
diferencias de RIS de acuerdo al andlisis estadistico.
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CAPITULO lil: MARCO METODOLOGICO

3.1. Muestreo y Preparacion de las Muestras

Una muestra de suelo se define como aquella cantidad de tierra compuesta
por varias porciones de igual tamafio (submuestras), obtenidas de diversos
puntos del area que se desea estudiar y mezcladas de forma homogénea
(Rodriguez, 1993). Una muestra representativa es aquella que mejor refleja
las condiciones de fertilidad de un area especifica. Para que exista
representatividad, la muestra de suelo debe estar compuesta de varias
submuestras de igual tamafo. El nimero de submuestras por muestra esta
dado por la variabilidad que presenta el nutriente mas movil dentro de los
gue se desea analizar. Estudios realizados sefialan que esa variabilidad se
compensa con 20 o 25 submuestras por unidad de muestreo (Rodriguez,
1993).

El primer paso para proceder al muestreo es subdividir el area en
unidades de suelos homogéneos (cartografia). En esta subdivision se debe
considerar el tipo de suelo, topografia, vegetacién e historia del manejo
previo. Una vez realizada la division se toma una muestra compuesta al azar,
este es el esquema de muestreo al azar estratificado. El muestreo por area
de referencia es un tipo de muestreo al azar estratificado, donde se involucra
una pequefia area considerada representativa del campo y se toman
muestras al azar, este procedimiento reduce costos y minimiza los problemas
de muestreo asociados a areas extensas, siempre y cuando la seleccion del
area de muestreo sea adecuada (Rodriguez, 1993). Un método muy usado
es el muestreo sistematico o de grilla. En este las muestras se toman a
intervalos regulares en todas las direcciones. Este tipo de muestreo aumenta
considerablemente la exactitud en los andlisis de suelos y provee
informacion valiosa de la variabilidad del campo. Por ser el método mas
costoso, a veces su utilizacion no es rentable (Roberts y Henry, 2000).

En este trabajo, se realizé una investigacion de campo-cuantitativa, el
tipo de muestreo que se empled fue al azar estratificado, el cual consiste en
dividir el campo en subunidades dentro de las cuales se tomaron al azar
muestras compuestas del terreno. Este esquema permite una mayor
precisién ya que mediante la combinacion de las muestras compuestas se
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tiene en cuenta la variabilidad existente en la composicion del suelo en
estudio, sin aumentar sustancialmente los costos.

Las muestras de suelo fueron tomadas en pozos inactivos de
explotacién petrolera, en la localidad del Mene de San Lorenzo, en la
poblacion de Yaracal, estado Falcon. En un lugar situado al norte del tramo
occidental de la cordillera de la costa en la region noroccidental de
Venezuela, entre los 10°18’; 12°11°46” de latitud Norte y 68°18’; 71°21’ de
longitud Oeste. La zona presenta una temperatura promedio mensual de
28.7°C, con precipitaciones escasas, con medias anuales de 800-1200 mm
(Fernandez et al., 2008).

Yaracal kel Mene de San Lorenzo

Figura 2. Vista satelital de la zona estudiada. Fuente: Google Earth.

Se recolectaron diez muestras de suelo, utilizando un barreno y en
bolsas de polietileno, aproximadamente 6 kg por muestra, a una profundidad
entre 5-15 cm. Se tomaron cinco muestras de suelos contaminados con
petréleo, pertenecientes a cinco pozos de los que fueron cementados
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recientemente y cinco muestras de suelos controles aledafios a los pozos
con una distancia aproximada de 50 m. Se identificaron como P1, P2, P3, P4
y P5 las muestras contaminadas con hidrocarburos, y como C1, C2, C3,C4y
C5 a las muestras controles pertenecientes a cada pozo. Es importante
destacar que este muestreo se realizd en condiciones de sequia el dia 21 del
mes de mayo del afio 2015 (ver Tabla 6).

Tabla 6. Reportes meteorolégicos en la zona estudiada, el dia jueves con
fecha del 21 de mayo del afio 2015.

Temperatura (°C) 31-36
Humedad (%) 75
Viento (mph) 12

Precipitaciones (mm) Ninguna
indice UV Extremo

Fuente: INAMEH (Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia)

Una vez recolectadas las muestras, todas se dividieron; 4 kg de cada
muestra, para la determinacion del parametro bioldgico, y los 2 kg restantes
por muestra, para las caracterizaciones fisicoquimicas. La parte del suelo
gue fue para determinar los parametros fisicoquimicos (pH, conductividad
eléctrica, contenido de humedad, retencion de humedad, textura, carbono
organico total y capacidad de intercambio cati6nico), en las muestras
contaminadas y no contaminadas con petroleo, se secO a temperatura
ambiente por un periodo de 72 horas, luego se realizé una molienda con un
mortero y se pasaron por un tamiz de 2 mm de porosidad y se almacenaron
en recipientes de vidrio con tapa a temperatura ambiente (Noguera y
Armado, 2010; Linares, 2011).

La otra parte fue para determinar el parametro bioldgico (diversidad
catabdlica), para lo que se almacenaron a 4°C, entre las 24 y 48 horas
después de su recoleccion, luego se extendieron sobre un plastico limpio y
seco donde se retiraron piedras, hojas, tallos y raices, seguidamente se
pasaron por un tamiz de 2 mm de porosidad y se almacenaron en recipientes
con tapa a 20°C para su andlisis (Linares, 2011).

33




Hurtado, E. (2016). Evaluacién de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcén, Venezuela.

La ubicacion de cada una de las muestras se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7. Coordenadas geograficas de los puntos de muestreo.

] Muestra ~ Elevacion (m) Norte : Oeste
P1 33.883 11°0° 910 68° 29" 857
Cl 51.259 11°0° 889” 68° 29" 852"
P2 55.775 11°0° 903~ 68° 29" 852"
C2 66.773 11°0° 921~ 68° 29" 852"
P3 49.631 11°0° 927 68° 29" 852"
C3 47.162 11°0° 915”7 68° 29" 852"
P4 50.227 11°0° 870 68° 29" 852"
C4 51.600 11°0° 859”7 68° 29" 852"
PS 51.550 11°0° 845”7 68° 29" 892"
C5 54.126 11°0° 841" 68° 29" 841"

Fuente: Noguera (2010)

En el terreno estudiado no se evidencié la presencia de
macroorganismos, por lo cual es un suelo poco fértil y de baja calidad, no
presentd vegetacion fresca, ni arboles autoctonos u ornamentales. En ésta
zona solo se observd vegetacion de paja seca, en un ecosistema xerofilo.
Por presentar un ambiente arido, no pueden producirse arboles frondosos en
el terreno muestreado, por lo que éste suelo presenta una gran amplitud
térmica diaria, esta expuesto a las altas temperaturas diurnas, a las bajas
temperaturas nocturnas y a las precipitaciones, haciendo que sus minerales
se pierdan por lavado y lixiviacion. En las figuras 3 y 4 se aprecia la zona en
estudio del suelo control (libre de contaminacion) y del suelo contaminado
respectivamente.
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Figura 4. Imagen de la zona estudiada del suelo contaminado.
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3.2. Caracterizacion Fisicoquimica del Suelo

Para cada uno de los pardmetros fisicos, quimicos y el pardmetro biologico
se analizaron las muestras contaminadas con hidrocarburos y las muestras
controles por triplicado.

3.2.1. Determinacion de pH

Se determiné el pH a un extracto 1:2 suelo-agua, de la siguiente manera: se
pesaron 3 g de suelo, y se adicionaron 6 mL de agua destilada, en un tubo
de ensayo de plastico estéril y se cerré6 herméticamente. Se puso en
agitacion por un periodo de 1 hora en el agitador orbital, se centrifugd a 3000
rpm por 10 minutos, se trasvaso el sobrenadante a otro tubo de ensayo, y se
midi6é el pH a los extractos empleando un pHmetro digital marca Digimed
modelo DM23 (Olarte, 1979).

3.2.2. Determinacion de Conductividad Eléctrica

Con las mismas muestras que se usaron para la determinacion del pH, se
determiné la conductividad eléctrica empleando un conductimetro digital
marca Accumet Basic modelo AB30 (Jackson, 1970).

3.2.3. Determinacion del Contenido de Humedad

En un crisol se pesaron 10 g de suelo, se llevé a la estufa a 105°C por un
periodo de 24 horas, transcurrido el tiempo, se coloc6 la muestra en un
desecador durante 5 minutos, se pesé nuevamente la muestra contenida en
el recipiente (Jackson, 1970). Las muestras se guardaron para la
determinacién de la materia organica por la técnica de calcinacion.

3.2.4. Determinacion de Retencién de Humedad

En un embudo de plastico estéril se pesaron 15 g de muestra de suelo, se
adicion6 agua destilada hasta que se filtr6 la primera gota y se dejé drenar
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por 6 horas; el resultado se obtuvo por diferencia de peso, mediante la
técnica de gravimetria (Jackson, 1970).

3.2.5. Determinacion de Materia Organica

Se tomaron los crisoles con las muestras usadas para la determinacién del
contenido de humedad, y se llevaron a la mufla a 400°C por un periodo de 20
horas; transcurrido el tiempo, se esperdé que la mufla disminuyera su
temperatura, alrededor de 20 horas mas, se colocaron las muestras en un
desecador durante 5 minutos, y se pesaron (Jackson, 1970).

La determinacion del carbono organico se realizé dividiendo entre el
factor convencional de Vammelen, mediante la ecuacion 2 (Jaramillo, 2002),
gue se expresa de la siguiente manera:

%COT =(%MO)
1,724

(ec. 2)

Dénde: %MO=materia organica (%) y %COT=carbono orgéanico total (%).

3.2.6. Determinacion de Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)

Se pesaron 5 g de suelo seco (3 réplicas por muestras) y se agregaron 25
mL de acetato de amonio 1 N a pH 7; se agitaron los frascos en un agitador
orbital por 30 minutos, y luego se dejaron las muestras en reposo por 30
minutos mas; se filtré el sobrenadante y se redisolvio el suelo precipitado en
dos porciones de 10 mL de etanol al 95% v/v se recogi6 el filtrado y se
guardo para la determinacion de calcio y magnesio (Schollenberger y Simén,
1945).

Al precipitado inicial y soélido remanente, en papel de filtro, se
agregaron 50 mL de solucién de NaCl al 10% m/v y se dejo en reposo toda la
noche; transcurrido el tiempo, se filtré el suelo con dos porciones de 10 mL
de agua destilada, se recogié el agua de lavado junto con el sobrenadante,
se le adiciond a ésta solucién (aguas de lavado y sobrenadante), 10 mL de
formaldehido al 40% v/v, se agregaron 2 gotas de fenolftaleina y se titulé con
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una solucién estandarizada de NaOH 0,1 M; se report6 el volumen gastado
de solucion de NaOH 0,1 M para cada muestra. También se titularon con la
solucién de NaOH 0,1 M blancos contentivos de 50 mL de NaCl al 10% m/v,
10 mL de formaldehido al 40% v/v y 20 mL de agua destilada (3 réplicas)
(Schollenberger y Simon, 1945).

Para la determinacién de Ca* y Mg™ (total); se tomaron alicuotas de
20 mL del filtrado, se le agregaron 2 mL de buffer amoniacal a pH 10; se
afiadié una pizca de negro de eriocromo T y luego se procedio a titular con
EDTA 0,03 M estandarizado. El viraje es de purpura a azul (Anderson, 1982).

Para la determinacién del Ca*?; se tomaron alicuotas de 10 mL del
filtrado inicial y se agregaron gotas de NaOH 6 M para llegar a pH 12, se
agité y se afnadié 2 gotas del indicador acido calconcarbdnico, luego se
valoro la solucién con EDTA 0,03 M estandarizado. El viraje es de purpura a
azul (Anderson, 1982).

3.2.7. Determinacion de Textura

Se colocaron 10 mL de suelo seco en un cilindro graduado de 50 mL,
posteriormente se adicionaron hasta aforar una solucion dispersante (40 g de
pirofosfato de sodio y 10 g de bicarbonato de sodio en 1 L de agua destilada)
con un pH entre 8y 9, y luego se agité vigorosamente durante 3 minutos; se
dejé sedimentar y se marco la altura de sedimento al transcurrir 60 segundos
y luego al transcurrir 10 minutos (Llitjos y Molera, 1995).

3.3. Determinacion de la Cantidad de Hidrocarburos Totales de Petréleo
(HTP)

La determinacion de la cantidad de hidrocarburos totales de petréleo
presentes en el suelo, se realiz6 mediante una extraccion Soxhlet (Method
3540 Soxhlet Extraction; EPA, 1996) la cual consistio en pesar 10 g de suelo
en un papel de filtro previamente pesado, la muestra se amarré con pabilo, y
se coloco en el tubo extractor del equipo. Luego se agregaron 150 mL del
solvente extractor (cloroformo-metanol, 7:3) en un balon de destilacion, el
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cual se puso sobre una manta que contiene un reéstato para regular la
temperatura.

El equipo Soxhlet actia bajo un sistema de conductos comunicantes
entre el balon y el tubo extractor. El tubo extractor va acoplado al bal6n y a
un condensador en el tope que recibe los vapores del solvente extractor,
permitiendo que condense y pase a través del cartucho, extrayendo los
hidrocarburos presentes en el suelo. Los hidrocarburos y el solvente
extractor son recogidos en el balén una vez que la muestra se inunda, llega
al tope del sistema comunicante y finalmente baja hacia el balén; éste
proceso se le denomina sifonada y se repite varias veces hasta obtener un
liquido en el tubo extractor igual al color original del solvente o muy parecido.
Una vez terminado el proceso de extraccion se retira el cartucho de la
muestra de suelo contenida en el tubo extractor y se coloca en la estufa a
105°C durante una hora; transcurrido el tiempo se coloca el cartucho en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y luego se pesa y se
reporta.

Condensador

Tubo Extractor

Balon

Figura 5. Equipo de extraccion Soxhlet. Fuente: Vargas et al (2004).
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Por éste método se obtuvo la materia organica presente en el suelo,
se realizé éste procedimiento para las muestras de suelo contaminadas y no
contaminadas con crudo, y por diferencia se obtiene la cantidad de
hidrocarburos totales del petroleo. El valor del porcentaje de materia organica
de tipo de hidrocarburos (%HTP), se determin6 por la diferencia entre el
porcentaje de la materia organica contenida en las muestras contaminadas
menos el porcentaje de materia organica contenida en las muestras
controles, como se muestra en la ecuacion 3:

%HTP = %MOE(pozos) - %oMOE (control) (ec. 3)

El solvente extractor (cloroformo-metanol) se recuper6é empleando un
rotoevaporador marca LABCONCO a temperaturas programadas de 45 a
60°C.

Figura 6. Rotoevaporador. Fuente: Vargas et al (2004).
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3.4. Determinacidon de la Diversidad Catabdlica

La respiracion inducida por sustrato (RIS) fue determinada mediante la
cuantificacion del CO, desprendido por la actividad de los microorganismos
del suelo, durante un periodo de tiempo establecido a condiciones
controladas de humedad y temperatura en el laboratorio (método de
incubaciones estéticas; Stotzky, 1965), mediante el procedimiento descrito
por Anderson y Domsch (1978), modificado por Degens y Harrys (1997) y
citado por (Linares, 2011), que se explica detalladamente, a continuacion.

En 36 recipientes de vidrio limpios, estériles y secos, se pesaron 20 g
de suelo (son 10 muestras por triplicado), se humedecieron las muestras de
50 a 60% de su capacidad de campo, y se afadieron 1,5 mL de sustrato
(solucién preparada); se cerraron herméticamente cada uno de los
recipientes y se incubaron por 2 horas para activar la respiracidon microbiana;
transcurrido el tiempo, se introdujo a cada frasco un vial con 20 mL de NaOH
0,1 M, (destapado y en forma suspendida), y se incubaron los frascos por un
periodo de 4 horas. Inmediatamente, se realizO un tratamiento control sin
sustrato, colocandose 3 frascos de vidrio, esterilizados y secos, solo con el
vial contentivo de NaOH, y otros 3 frascos, como blancos, Unicamente con
sustrato y el vial con NaOH, sin suelo.

De forma paralela a la incubacion, se preparé una solucion de HCI
0,05 M, una de BaCl,2H,O 0,05 M y una solucién de fenolftaleina; se
estandarizé la solucion de HCI pesando de 0,04-0,05 g de NaHCOs3; en tres
fiolas, se disolvié cada una de esas tres muestras en aproximadamente 50
mL de agua destilada y se afiadieron 2 gotas de naranja de metilo y se tituld
con el HCI a estandarizar, hasta el punto final que se observa mediante el
cambio de color que pasa de amarillo a salmoén.

Una vez transcurridas las 4 horas de incubacion, se retiraron los 36
viales de los recipientes de vidrio y se cerraron rapidamente; luego se
tomaron alicuotas de 10 mL del NaOH contenido en cada vial y se
transfirieron a fiolas, a las que se afadieron 5 mL del BaCl,2H,0
(anteriormente preparado para precipitar los carbonatos), y una gota de
fenolftaleina (la solucion se torna fucsia). Seguidamente, se titulé el exceso
de NaOH con el HCI 0,05 M (estandarizado), hasta que la solucioén en la fiola
pase de fucsia a rosa palido (antes de que llegue a incoloro). Finalmente se
anoto6 el consumo de HCI en todas las titulaciones, luego se desecho el suelo
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contaminado con crudo de los recipientes de vidrio en bolsas de polietileno,
el suelo libre de contaminacién se agreg6 al medio ambiente y el NaOH que
guedo en los viales se afiadié a un recipiente de plastico de desecho.

La evolucion de CO; se calcula mediante la ecuacion 4 (Garcia et al.,
2003):

mg C—CO VB—VM *Nyci+6+100
g-"272 (ec. 4)
100gs*h h+EW

Dénde:

VB= Volumen de HCI consumidos para titular el blanco
VM= Volumen de HCI consumidos para titular la muestra
Nuc= Concentracion Normal del acido clorhidrico

EW= Peso del suelo seco (g)

h=Tiempo de incubacién (4 horas)

El carbono de la biomasa microbiana se puede determinar empleando
la relacion planteada por Anderson y Domsch (1978), que se observa en la
ecuacion 5:

mg C—-C0O;  20,6mgC—biomasa (ec 5)
100g+h 100g '

En la Tabla 8, se pueden apreciar los sustratos carbonados que se
incubaron en la aplicacion del método de respiracion inducida por sustrato
(RIS).
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Tabla 8. Sustratos para la aplicacion del método de RIS.

Grupo de Sustratos _ Compuestos

Glucosa
Carbohidratos (75 mM) Galactosa
Sacarosa
Lactosa
Dextrina
Polimeros (30 mM) Celulosa Microcristalina
Almidon
Urea
Aminas y Amidas (15 mM) Difenilamina
Trietanolamina
Etanol
Tris(hidroximetil)aminometano
Alcoholes (60 mM) Butanol
Metanol
Etilenglicol
Triptéfano
Arginina
Aminoacidos (15 mM) Fenilalanina
Glicina
Histidina
Tirosina
Acido Citrico Hidratado
Acido Oxalico Dihidratado
Acido Ascorbico
Acidos Carboxilicos (190 mM) Acido Acético
Acido Ftalico
Acido Salicilico
Acido Fumarico
Tartrato Sédico de Potasio

Fuente: Linares (2011)

3.5. Determinacion de los Perfiles de Respuesta (RIS)

Se obtuvieron los perfiles de respuesta al graficar la concentracion de CO»
gue proviene de la respiracién de los microorganismos (mg CO./kgss*h) con
respecto a cada una de las muestras (contaminadas y controles), para los
sustratos carbonados usados (Degens y Harrys, 1997).
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3.6. Andlisis Estadistico por Componentes Principales

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica de
sintesis de la informacién, o reduccion de la dimension (namero de
variables). Es decir, ante un banco de datos con muchas variables, el
objetivo ser& reducirlas a un menor namero perdiendo la menor cantidad de
informacion posible. Los nuevos componentes principales o factores seran
una combinacién lineal de las variables originales, ademas seran
independientes entre si. Un aspecto clave en ACP es la interpretacién de los
factores, ya que ésta no viene dada a priori, sino que sera deducida tras
observar la relacién de los factores con las variables iniciales (habra, que
estudiar tanto el signo como la magnitud de las correlaciones). Esto no
siempre es facil, y sera de vital importancia el conocimiento que el experto
tenga sobre la materia de investigacion (Salafranca et al., 2005; Linares,
2011).

El manejo estadistico de los datos obtenidos en ésta investigacion, se
realiz0 mediante un Analisis por Componentes Principales (ACP); a partir de
las variables correspondientes a cada uno de los sustratos utilizados, asi
como también para los parametros fisicoquimicos, a través del programa
estadistico Past, version lll. Mediante el analisis del coeficiente lineal de
Pearson, que se aplico con el uso del programa Past lll, se establecieron
correlaciones multiples entre los parametros fisicoquimicos y el contenido de
hidrocarburos totales del petroleo, la materia organica extraida por Soxhlet,
materia organica por la técnica de calcinacion y carbono organico total.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Parametros Fisicoquimicos

La zona estudiada ubicada en el Mene de San Lorenzo, tiene un tipo de
suelo Inceptisol segun el sistema USDA (con base en SSS, 1999) (Noguera y
Armado, 2010), ya que contiene componentes en un estadio de
meteorizacion bajo (incipiente): carbonato calcico o yeso. Este tipo de suelo,
por lo general, presenta una textura franco arenosa debido a la presencia de
un mayor porcentaje de arena en su composicion (Zetina et al., 2005); lo cual
gueda comprobado con el andlisis realizado que presentd una clase textural
franco arenosa tanto para las muestras control como para las contaminadas
con petréleo (ver Tabla 9). Ademas, coincide con el estudio realizado por
Oropeza (2010), en la misma zona, a pesar de que se utilizaron
metodologias distintas. En este trabajo se determind la textura por el método
de sedimentacion reportado por Llitjos y Molera (1995), mientras que
Oropeza (2010) us6 el método al tacto citado por Jaramillo (2002). Noguera y
Armado (2010), también reportan una textura franco arenosa en la zona de
Yaracal.

Estos suelos, por su contenido de arena 43-85%, son incapaces de
almacenar agua suficiente como para permitir un crecimiento adecuado de
plantas, perdiendo grandes cantidades de minerales nutrientes por lixiviacion
hacia el subsuelo (Jaramillo, 2002). Es por ello que, el terreno presentd poca
vegetacion (ver Figura 3). Aunque las “Normas para el Control de la
Recuperacion de Materiales Peligrosos y el Manejo de los Desechos
Peligrosos” (Gaceta Oficial, 1998), establecen que “para la practica de la
técnica de biotratamiento sobre el suelo arable, el area de disposicion final
debe estar conformada por suelos de textura franca, o franco arenoso, o
franco limosa, o franco arcillosa, o ser acondicionada artificialmente”. Es
decir, que éste suelo puede someterse a un tratamiento de recuperacion y
volver a su antiguo uso agricola y ganadero.
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Tabla 9. Composicion porcentual y clase textural del suelo estudiado.

Textura Composiciones  Clase Textural Tipo de Suelo
(%)
Arena 77,982+0,009
Limo 17,990+0,050 Franco-Arenosa Inceptisol
Arcilla 4,028+0,008

Los parametros fisicoquimicos, producto de las caracterizaciones tanto
del suelo contaminado como de los controles, se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores obtenidos de las propiedades fisicoquimicas en los suelos
provenientes de Yaracal.

Contenido Retencién
Muestras pH 1:2 CE de COT (%)* CIC de HTP (%)

H>0O (mS/cm) Humedad (cmol/kg ss) Humedad
(%) (%)
C1 5,00+0,20 0,269+0,009 8,60+0,10 3,00+0,10 121,10+0,30  50,0+0,7 N/A

P1 3,76+0,03 0,610+0,010 2,80+0,80 6,40+0,50 18,77+0,03 8,0+1,0 2,51+0,03

Cc2 6,02+0,01 0,236+0,007 7,81+0,03 2,92+0,02 32,60+0,03 49,4+0,4 N/A

P2 4,30+0,10 1,150+0,040 5,90+0,20 5,50+0,20  9,38+0,04 6,0+1,0 2,83+0,02

C3 5,53+0,07 0,160+0,020 5,90+0,10 3,80+0,10 154,90+0,30  48,7+0,9 N/A

P3 4,78+0,08 1,140+0,020 4,01+0,04 5,11+0,04 24,90+0,30 8,0+2,0 4,78+0,05

C4 6,10+0,20 0,120+0,010 7,74+0,06 3,93+0,06 83,70+0,10 50,9+0,2 N/A

P4 4,47+0,03 0,662+0,001 3,90+0,10 8,10+0,10 24,15+0,20 6,0+1,0 2,18+0,02

C5 5,36+0,07 0,230+0,020 5,40+0,10 3,60+0,10 85,30+0,06 46,2+0,8 N/A

P5 4,20+0,10 0,277+0,002 2,80+0,50 5,80+0,20 23,42+0,08 9,0+2,0 4,02+0,04

CE= Conductividad Eléctrica, CIC= Capacidad de Intercambio Catidnico, COT= Carbono Organico Total
N/A= No Aplica. * Se estim6 por la formula %COT= %MO/1,724.

Debido a la gran cantidad de datos, para tener una vision condensada
de los resultados; en la Tabla 11 se pueden observar los intervalos obtenidos
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de las propiedades fisicoquimicas, para las muestras control y contaminadas
con hidrocarburos.

Tabla 11. Intervalos obtenidos de las propiedades fisicoquimicas en las
muestras control y contaminadas con crudo y el valor recomendado de
acuerdo a la referencia bibliografica.

| Parametros  Muestras Muestras Valor Referencia
Control Contaminadas Recomendado Bibliografica
pH 5,0-6,1 3,76-4,78 6,2-6,5 Beltran y Vela
(2006)
CE 0,12-0,269 0,277-1,15 <1,2 (no Boulding
(mS/cm) salinos) (1994)
H (%) 5,4-8,6 2,8-5,9 - -
RH (%) 46,2-50,9 6-9 - -
CiC 32,6-154,9 9,38-24,9 >25 Garcia (2005)
(cmol/kg)
COoT 2,92-3,93 5,11-8,1 >2 Loveland y
(%) Webb (2003)

En cuanto al pH, las muestras contaminadas con hidrocarburos, estan
entre 3,76-4,78, valores que van de extremadamente a muy fuertemente
acidos, mientras que en las muestras controles los intervalos se ubican
dentro de 5,0-6,1, y van de fuertemente a moderadamente acidos (ver Tabla
4). Agronomicamente, el pH oOptimo estad entre 6,2 y 6,5 para obtener la
disponibilidad de los elementos esenciales del suelo y desarrollo de cultivo
(Beltran y Vela 2006). Por ende, éste suelo no es apropiado para el
desarrollo de cultivo. Se evidencia que las muestras contaminadas con
petroleo tienen un pH menor que los controles (ver Tabla 11). Las
disminuciones de pH se deben a la formacion de acidos débiles a partir de
CO; y el H,O, producto de la mineralizaciébn de la materia organica por
accion de los microorganismos. El acido se disocia segun la siguiente
reaccion:

H,CO3 - HCO3 + H*
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La produccién de iones H*, cada vez que las bacterias realizan la
metabolizacién de los hidrocarburos, disminuye el pH del suelo, dado que
hay alta concentracion de iones H* (Beltran y Vela, 2006). En estudios
anteriores realizados en la zona de Yaracal, Ferndndez et al (2008) en su
investigacion, obtuvieron un pH de 4,54 para un suelo contaminado con
crudo (ver Tabla 12). Suérez (2010), en su estudio, obtuvo para un suelo
impactado con hidrocarburo un intervalo de pH que va de 4,3-5,3 analizando
tres pozos petroleros y en los suelos control de 4,7-6,7. Queda demostrado
entonces, que la disminucion del pH se debe a la contaminacion con crudo
mediano, proveniente de derrames de pozos abandonados, que afectaron a
éstos suelos antiguamente.

Con respecto a la conductividad eléctrica, se encontraron valores
ubicados en el intervalo de 0,120-0,269 mS/cm para los controles y 0,277-
1,150 mS/cm en las muestras contaminadas. Se observan que las muestras
contaminadas con crudo, tienen valores superiores a los controles (ver Tabla
11). Esto ocurre por la formacion de agua alrededor de los yacimientos
petroleros, la cual es producto de las formaciones geoldgicas de dicho
yacimiento, estas aguas presentan grandes cantidades de sales disueltas
gue tienden a alterar la salinidad de los suelos (Zavala et al., 2005; Noguera
y Armado, 2010). Armado (2011), reporta que suelos con valores menores en
la conductividad eléctrica a 1 mS/cm se consideran con una baja salinidad, a
su vez Boulding (1994), indica que suelos con valores menores de 1,2
mS/cm son considerados no salinos. Por ende, éste suelo se clasifica como
no salino, es decir, la presencia del petroleo no afecta la salinidad del suelo.

Tabla 12. Comparacion de algunos parametros fisicoquimicos realizados en
este estudio, con estudios anteriores, en suelos contaminados con crudo.

. . Nogueray Fernandez et al.,
Parametros Este Estudio Armado, 2010 2008

Textura Franco Arenoso Franco Arenoso Franco Arenoso
pH 3,76-4,78 4,3-7,3 4,54
MOE (%) 9,48-12 12-18 9,39
COT (%) 5,11-8,1 8,8-13,3 5,45
CE (mS/cm) 0,277-1,15 0,086-0,563 0,08

MOE= Materia Orgénica, COT= Carbono Organico Total, CE= Conductividad Eléctrica.
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Los resultados del analisis del contenido de humedad para todas las
muestras reporta valores que van de 2,8-8,6% (ver Tabla 10). Estos
resultados son bajos al compararlos con Noguera y Armado (2010) que van
de 4-12%. El contenido de humedad depende de las condiciones climaticas
al momento de la realizacion del muestreo, la zona presenta una temperatura
promedio mensual de 28,7°C, con precipitaciones escasas, con medias
anuales de 800-1200 mm (Fernandez et al., 2008). Las muestras fueron
recolectadas en el mes de mayo del afio 2015, en condiciones de sequia,
segun el reporte meteorologico del Instituto Nacional de Meteorologia e
Hidrologia (INAMEH) (ver Tabla 6). Ademas, las diferencias en los resultados
entre una muestra y otra, posiblemente, se deban a que hubo muestras
tomadas bajo sombra y otras bajo sol.

Los valores de capacidad de retencion de humedad (capacidad de
campo) obtenidos para las muestras contaminadas con petroleo 6-9% son
menores, que para las muestras controles 46,2-50,9% (ver Tabla 11). Ya que
los hidrocarburos, por su baja o nula polaridad, cubren la superficie del suelo,
interrumpiendo la interaccion electrostatica entre la superficie de las
particulas del suelo y del agua, reduciendo asi su capacidad de campo
(Adams et al., 2008; Noguera y Armado, 2010). Armado (2011), sostiene que
la capacidad de retencién de humedad, es una propiedad fisica que depende
basicamente de la composicion del suelo o de su clase textural; en éste
caso, los suelos son franco arenosos, es decir que pueden contener
componentes de meteorizacion bajo, reduciendo la capacidad del suelo a
humectarse.

En el caso de la capacidad de intercambio cationico, los resultados
muestran la misma tendencia que tiene la capacidad de retencion de
humedad a reducir sus valores en presencia del crudo, obteniéndose valores
de 32,6-154,9 cmol/kg y 9,38-24,90 cmol/kg, para los controles y suelos
contaminados, respectivamente (ver Tabla 11). Esto se debe a la adsorcion
del petroleo en la superficie del suelo, ya que interfiere con los sitios de
intercambio cationico (Karimi et al., 1996). Vera et al (2000); Armado (2011)
indican que valores mayores a 25 cmol/kg de capacidad de intercambio
cationico tienen una buena retencion catidnica. Los resultados obtenidos
para los suelos libres de contaminacion con hidrocarburos siempre fueron
mayores a 25 cmol/kg, por lo tanto, presentan una buena retencion cationica.
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Las muestras contaminadas con hidrocarburos resultaron tener un
mayor porcentaje de carbono orgénico total 5,11-8,10%, que las muestras no
contaminadas 2,92-3,93% (ver Tabla 11), esto concuerda con los resultados
obtenidos por Noguera y Armado (2010), los cuales varian entre 8,8-13,3%
para las muestras impactadas y 1,6-7,3% para los controles. Fernandez et al
(2008) reporta valores para un suelo contaminado con crudo de 5,45% (ver
Tabla 12). El contenido de carbono organico en el suelo se incrementa
debido a la oxidacién de los hidrocarburos (Martinez y Lépez, 2001; Noguera
y Armado, 2010). Se ha reportado el umbral de 2% de carbono organico para
suelos agricolas, como un valor por debajo del cual pueden originarse
pérdidas importantes de calidad del suelo (Loveland y Webb, 2003;
Zerpa, 2012), es decir, que por debajo de éste valor la estabilidad estructural
disminuye mucho. Los valores obtenidos siempre estuvieron por encima del
2% de carbono organico total, por lo tanto, se puede deducir que no hay
pérdidas importantes de calidad del suelo.

4.2. Extraccion de Materia Organica y Determinacion de los
Hidrocarburos Totales del Petroleo

Se realiz6 el método de extraccion de Soxhlet, para obtener la cantidad de
hidrocarburos totales del petrdleo que tiene una muestra contaminada y la
materia organica presente en el suelo. Ademas, también se determiné la
materia organica del suelo por la técnica de calcinacion, con el fin de
comparar ambos métodos.

En la Tabla 13 se pueden apreciar los resultados obtenidos de materia
organica para los dos métodos, asi como también el resultado del contenido
de crudo presente en las muestras contaminadas.
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Tabla 13. Materia organica evaluada por Soxhlet y calcinacion y la
composicion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP).

Muestras MOE (%) MO (%) HTP (%)
C1l 7,50+0,80 5,4+0,4 N/A
P1 10,02+0,06 11,040,6 2,51+0,03
C2 7,35+0,09 5,0+0,1 N/A
P2 10,20+0,90 9,4+0,7 2,83+0,02
C3 7,20+0,70 6,6+0,4 N/A
P3 12,00+1,00 8,8+0,9 4,78+0,05
C4 7,30+0,20 7,0£1,0 N/A
P4 9,48+0,02 13,940,6 2,18+0,02
C5 6,90+0,02 6,2+0,5 N/A
P5 10,9040,90 9,9+0,2 4,02+0,04

MOE= Materia Organica determinada por Soxhlet, MO= Materia Organica determinada por
Calcinacion, N/A= No Aplica.

Las muestras contaminadas con petroleo resultaron con un porcentaje
entre 9,48-12,00% de materia organica mayor que los controles 6,9-7,5% con
la técnica de Soxhlet, y por la técnica de calcinacion se obtuvo 8,8-13,9%
para las contaminadas y 5,0-7,0% para los controles (ver Tabla 13). Esto
coincide con los resultados obtenidos por Guerrero (2010), quién comparo el
método de Soxhlet y el método de Walkley — Black para la obtencion de
materia organica, a pesar de que en ésta investigacion se usé el método de
calcinacion. Se evidencia que en las muestras contaminadas se presentan
valores superiores que las muestras controles, ya que, el contenido de
materia organica del suelo contaminado es la suma de material biogénico (el
cual proviene de la descomposicion de vegetales y animales) y petrogénico
(Brissio, 2005; Noguera y Armado, 2010). Fernandez et al (2008) reportaron
un valor de 9,39% de materia organica para un suelo contaminado con crudo
(ver Tabla 12), y Guerrero (2010) en su investigacion en la misma zona,
obtuvo valores que van de 16,90-17,12% para muestras contaminadas y 4,1-
12,3% en los controles, ambos usaron el método de Soxhlet. Para suelos
Venezolanos sin contaminacion, Armado (2011) reporté valores que van
entre 1,5516-6,7236%, y Araujo et al (2006) de 1,05%, utilizando ambos el
método de Walkley — Black. Se observa entonces la variabilidad existente en
el contenido de materia organica en suelos de Venezuela. Sin embargo, los
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resultados obtenidos en éste estudio se encuentran dentro del intervalo de
los que trabajaron con el suelo contaminado con hidrocarburos. Se puede
concluir que, aunque los principios de los métodos para la determinacién de
la materia organica del suelo son distintos, no existen diferencias
significativas en los resultados con un 95% de confianza.

Tabla 14. Comparacién de las composiciones de hidrocarburos totales del
petroleo en suelos contaminados con crudo, con los reportados en otra
investigacion.

Este Estudio Nogueray Armado,
2010
P1 2,51+0,03 7,60,3
P2 2,83+0,02 7,0£1,0
P3 4,78+0,05 14,0£2,0
P4 2,18+0,02 5,0£2,0
P5 4,02+0,04 6,2+0,8

Al observar la Tabla 14, se evidencia que el estudio referenciado
posee un contenido de hidrocarburos totales mayor que ésta investigacion.
Esto probablemente se debe a que para el afio 2010, cuando fue realizado el
muestreo por Noguera y Armado, aun existian 15 pozos petroleros de la
zona de Yaracal que emanaban crudo de manera natural. En el afio 2014,
éstos pozos fueron pavimentados, y para el momento en que se realiz éste
muestreo, en el afio 2015, se tomaron muestras en los alrededores de cinco
pozos petroleros cementados, y no de los pozos directamente, como lo
realizaron Noguera y Armado en el 2010. Fernandez et al (2008), en la
misma zona obtuvieron un porcentaje de HTP de 9,8%, también un valor
mayor a ésta investigacion. Como los pozos se encontraban “saneados” al
momento del muestreo se justifican las disminuciones observadas en el
contenido de hidrocarburos totales del petréleo, a pesar del saneamiento, las
muestras presentaron cierta contaminacion con crudo.
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4.3. Evaluacion de la Respuesta de las Comunidades Microbianas del
Suelo ante Diversos Compuestos Orgéanicos

En ésta investigacion, se aplic6 un método fisioldgico desarrollado por
Degens y Harrys (1997), para evaluar la diversidad catabodlica de las
comunidades microbianas del suelo. EI método utiliza las diferencias entre la
respiraciéon inducida por sustrato (RIS), medida en funcién del
desprendimiento de dioxido de carbono, como respuesta de las comunidades
microbianas ante compuestos organicos simples para cuantificar la
diversidad catabdlica.

Las concentraciones de CO, desprendido por la degradacién de los 29
sustratos organicos usados, por los microorganismos presentes en el suelo,
se muestran en las Tablas de la 15 a la 20.

Tabla 15. Concentraciones de CO, provenientes de la respiracion inducida
por sustratos para los carbohidratos.

‘ Muestras Respiracion

(mgCO./kg*h)

~ Galactosa  Glucosa  Sacarosa  Lactosa
P1 143,0+3,0 91,2+0,5 87,4+0,9 82,0+3,0
C1l 96,0+6,0 80,4+0,2 76,5%0,6 71,8%0,6
P2 148,0+7,0 112,6+0,3 106,0+1,0 83,0+0,4
C2 131,0+3,0 98,5+0,6 91,0+4,0 75,6%0,6
P3 168,0+4,0 125,0+3,0 119,6+0,6 120,0+3,0
C3 99,0+4,0 105,0+3,0 87,0+4,0 74,0+2,0
P4 139,0+4,0 108,0+4,0 116,0+1,0 97,0+2,0
C4 107,0£2,0 91,1+0,8 94,4+0,5 87,0+£5,0
P5 152,2+0,7 104,0+2,0 110,0+2,0 86,7+0,9
C5 129,0+3,0 86,9+0,5 89,0+2,0 75,0+£2,0
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Tabla 16. Concentraciones de CO, provenientes de la respiracion inducida
por sustratos para los polimeros.

‘ Muestras Respiracion

: (mgCO,/kg*h)
Almidon Celulosa Dextrina
P1 154,9+0,4 164,9+0,5 134,6+0,4
C1 100,1+0,6 145,2+0,8 124,7+0,7
P2 182,0+5,0 194,043,0 142,0+2,0
C2 129,0+6,0 177,0+£3,0 135,2+0,8
P3 242,0+6,0 205,6+0,6 133,0+2,0
C3 131,0+4,0 181,0+5,0 110,0+2,0
P4 196,0+5,0 195,0+4,0 137,0+3,0
C4 169,4+0,9 177,0+4,0 116,04£7,0
P5 220,0+2,0 186,0+3,0 124,04+1,0
C5 160,0+4,0 172,0+6,0 113,340,3

Tabla 17. Concentraciones de CO, provenientes de la respiracion inducida
por sustratos para las aminas y amida.

Muestras Respiracion
_ ~ (mgCO2/kg*h)
Difenilamina Urea Trietanolamina
P1 119,2+0,7 201,0+2,0 129,4+0,4
C1 107,9+0,6 194,0+1,0 121,0+2,0
P2 134,0+2,0 203,0+3,0 132,0+£3,0
C2 121,9+0,7 197,0+£2,0 124,0+1,0
P3 146,7+0,4 250,0+£2,0 160,8+0,5
C3 119,0+7,0 201,0+2,0 126,9+0,6
P4 133,0+0,7 209,0+0,6 130,0+1,0
C4 123,0+0,3 200,0+2,0 122,8+0,3
P5 130,1+0,4 205,0+1,0 137,0+£3,0
C5 118,9+0,7 195,0+4,0 126,9+0,6
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Tabla 18. Concentraciones de CO, provenientes de la respiracion inducida
por sustratos para los alcoholes.

Muestras Respiracion
(mgCO2/kg*h)
Etanol Tris- Butanol Metanol Etilenglicol
Base
P1 121,0+¢2,0 180+3 270,5+0,8 218,0+2,0  160,0+0,4
C1 110,0£2,0 15245 262,8+0,7 186,7+0,5 144,8+0,4
P2 174,0£¢3,0 189+3 285,0+4,0 217,0+2,0  162,6%0,5
Cc2 138,0+4,0 166+2 279,04£3,0 195,0+5,0 157,1+0,4
P3 203,0+4,0 213+4 289,7+0,8 300,0+4,0  193,0+3,0
C3 138,0+4,0 15445 267,045,0 200,0+2,0  170,0+1,0
P4 166,0+3,0 184+2 282,0+2,0 231,0+2,0 172,0+1,0
C4 127,740,7 148+4 275,2+0,8 213,0¢5,0  160,0+1,0
P5 152,0+¢3,0 208+5 270,2+0,7 244,0+4,0  178,8+0,5
C5 142,0+¢2,0 17943 263,0+2,0 205,0¢5,0 167,0+£3,0

Tabla 19. Concentraciones de CO, provenientes de la respiracion inducida
por sustratos para los aminoacidos.

Muestras Respiracion
(mgCO,/kg*h)
Triptéfano Arginina Fenilalanina  Glicina  Histidina Tirosina
P1 173,0+4,0 325,0+3,0 266,0+3,0 138,0+2,0 160,0+1,0 195+1
C1 163,0+2,0 308,0+3,0 256,0+1,0 130,0+2,0 146,4+0,7 184+3
P2 203,0+2,0 317,4+0,9 266,0+2,0 148,1+0,4 164,0+1,0 203+2
Cc2 171,5+0,5 308,0+3,0 259,0+1,0 141,8+0,8 157,1+0,4 185+2
P3 202,0+4,0 330,043,0 292,9+0,7 166,0+4,0 184,0+3,0 222+4
C3 173,0+2,0 315,2+0,9 270,043,0 139,4+0,9 154,9+0,8 184+4
P4 203,3+0,6 318,0+1,0 272,0£2,0 151,0+£3,0 168,0£3,0 2004
C4 172,0+£1,0 312,0+1,0 266,0+2,0 140,0+3,0 159,0+2,0 189+3
PS5 208,0+3,0 309,0+3,0 277,015,0 153,7+0,8 175,0£1,0 2001
C5 166,0+2,0 294,0+3,0 264,0+3,0 142,5+0,4 164,0+2,0 185+1
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Tabla 20. Concentraciones de CO, provenientes de la respiracion inducida
por sustratos para los acidos carboxilicos.

Muestras Respiracion (mgCOy/kg*h)
Acido Acido Acido Acido
Citrico Oxalico Ascorbico Acético
P1 72812 67312 727,0£3,0 724,0+4,0
C1 720+3 657+2 690,0+2,0 710,0+3,0
P2 751+2 688+2 735,0+8,0 733,0+4,0
Cc2 74212 67712 689,0+3,0 720,0+4,0
P3 800+4 7052 764,0+11,0 787,0+10,0
C3 727+4 675+3 709,0+3,0 709,0+7,0
P4 738+2 672+2 756,0+4,0 731,0+7,0
C4 7237 664+2 701,0+4,0 716,5+0,5
P5 74642 673+3 719,0+7,0 729,0+2,0
C5 71043 666+2 698,1+0,6 712,3+0,5
Acido Acido Acido TSP
Ftalico Salicilico Fumarico
P1 483,2+0,2 491+1 455+3 238,0+3,0
C1 448,0+1,0 487+1 445+4 200,0+3,0
P2 561,0+5,0 544+3 487+3 261,6+0,7
C2 456,0+5,0 498+4 473+3 227,8+0,6
P3 596,0+2,0 550+3 562+2 284,3+0,8
C3 478,0+5,0 489+6 449+1 228,0+1,0
P4 568,0+2,0 521+1 497+1 257,0+3,0
C4 501,0+4,0 500+2 436+1 237,0+4,0
P5 580,0+2,0 503+1 457+1 243,0+2,0
C5 485,0+7,0 492+4 447+1 226,0+£3,0

TSP= Tartrato Sédico de Potasio.

En cada una de las Tablas anteriores, se puede observar que los
resultados de respiracion microbiana son mayores en el pozo 3 (P3). El pozo
1 (P1) presenta las menores respuestas de las comunidades microbianas
ante los diversos sustratos organicos usados, con respecto a cada uno de los
pozos estudiados. El control 1 (C1) presenta los resultados mas bajos de
respiracion microbiana entre todas las muestras analizadas. Esto ocurre con
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la mayoria de los sustratos carbonados adicionados al suelo afectado por
hidrocarburos del petréleo.

En la Tabla 21 se muestra un resumen de los resultados con los
intervalos de concentracion de CO,, producto de la respiracion microbiana
entre las muestras contaminadas con crudo y las muestras controles para
cada grupo de sustratos.

Tabla 21. Intervalos de CO, para cada grupo de sustratos entre las muestras
contaminadas con crudo y los controles.

Grupo de Sustratos Respiracion
(mgCO./kg*h)
Muestras Control Muestras Contaminadas
Carbohidratos 71,8-131,0 82,0-152,2
Polimeros 100,1-181,0 124,0-242,0
Aminas y Amidas 107,9-201,0 119,2-250,0
Alcoholes 110,0-279,0 121,0-300,0
Aminoacidos 130,0-315,2 138,0-330,0
Acidos Carboxilicos 200,0-742,0 238,0-800,0

Como se puede ver, en la Tabla 21, se evidencia la variacion de la
actividad microbioloégica que presenta el suelo contaminado y no
contaminado, observandose mayores respuestas de las comunidades
microbianas en las muestras contaminadas que en los controles. Ademas se
observa el orden en que se llevo a cabo la degradacion del crudo por los
microorganismos. Es importante sefialar que, ciertas cepas de algunos
microorganismos son capaces de utilizar el petréleo como fuente de carbono
y energia, ya que estos compuestos contienen carbono, hidrogeno, azufre,
nitrégeno y oxigeno, que son los elementos necesarios para el desarrollo de
cualquier organismo (Pineda et al., 2004).

Las respuestas que produce el suelo en un estado contaminado como
no contaminado, que presentaron los grupos de sustratos, se llevo a cabo de
la siguiente manera:
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Carbohidratos < Polimeros < Aminas y Amidas < Alcoholes < Aminoacidos
< Acidos carboxilicos

El motivo por el cual los carbohidratos presentan las menores
respuestas, se debe a que los azlUcares son componentes fijos del
metabolismo de los microorganismos del suelo y por tanto, su degradacion
catabdlica es fija (Anderson, 1982). Ahora bien, el hecho de que los &cidos
carboxilicos sean los sustratos que se degraden mas facilmente, se debe a
gue en ellos ocurre una descarboxilacion oxidativa, consecuencia de su
degradacion (oxidacion). El grupo carboxilo es eliminado de la molécula de
acido, formando un grupo acetilo y liberando CO,. Este proceso ocurre con
frecuencia en sistemas biologicos, siendo un ejemplo de ello, la
descarboxilacion del piruvato en el ciclo de Krebs (Linares, 2011).

El orden en que ocurrio la degradacion por parte de los
microorganismos coincide con la investigacion realizada por Degens y Harrys
(1997) y Linares (2011) (ver Tabla 22). Aunque se presenta variacion en los
valores, probablemente, debido a que los suelos en estudio son distintos.
Degens y Harrys (1997) realizaron su investigacion con cinco suelos
diferentes, tres de pastizales, uno cultivado y uno boscoso, mientras que
Linares (2011) trabajo con un suelo que pertenecié a un vertedero, a su vez
éste estudio se realizo en un suelo contaminado con crudo mediano.

Tabla 22. Comparacion de los intervalos de CO,, obtenidos en este estudio,
con valores reportados en otras investigaciones.

‘ Grupo de Respiracion
Sustratos : ~ (mgCOy/kg*h)
Degens y Linares, 2011 Este Estudio
Harrys, 1997
Carbohidratos 80-160 70-250 71,8-152,2
Polimeros 140-170 120-250 100,1-242,0
Aminasy 150-185 120-300 107,9-250,0
Amidas
Alcoholes 155-215 120-350 110,0-300,0
Aminoécidos 155-230 140-600 130,0-330,0
Acidos 160-2135 250-1600 200,0-800,0

Carboxilicos
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La principal ventaja de este método es su rapidez ademas tiene un
bajo coeficiente de variacion, y puede ser aplicado a suelos de bajo pH como
fueron los de esta investigacion (Garcia et al., 2003). También resultd ser
bastante sensible a las modificaciones realizadas con cada sustrato, ya que
se obtuvo una estimacién efectiva de la capacidad de respuesta directa de
las comunidades microbianas. Esta reportado que menos del 1% de los
microorganismos en los suelos pueden ser cultivados en placas de agar, lo
cual no representaria una medida apreciable de la diversidad de las
comunidades microbianas (Anderson y Domsch, 1978; Linares, 2011).

Por ende, queda demostrado, que en el suelo contaminado con
hidrocarburos, ubicado en Yaracal - Estado Falcon, existe diversidad
catabdlica, ya que los sustratos organicos fueron degradados, posiblemente
de acuerdo a su necesidad de incorporacion al metabolismo celular. Por otra
parte, Oropeza (2010) en su investigacion presume que en la zona del Mene
de San Lorenzo, algunos microorganismos probablemente se adaptaron ante
la presencia del petroleo en su ambiente, infiriendo la posibilidad de que
hayan degradado los hidrocarburos, para convertirlos en compuestos
organicos, pertenecientes al metabolismo de éstos organismos 0 en materia
organica humificada del suelo, producto de la biodegradacion. De acuerdo a
Linares (2011), a medida que las muestras presentan mayores respuestas de
respiracion microbiana, los sustratos carbonados se degradan mas
facilmente.

Con base a la conclusion de Oropeza (2010), y la comparacion de los
resultados que se obtuvieron en ésta investigacion con la de Linares (2011),
se puede inferir que los suelos de la localidad del Mene de San Lorenzo, en
el estado Falcon, presentan diversidad metabdlica.

4.4. Determinacion de los Perfiles de Respuesta por el Método de
Respiracion Inducida por Sustrato

Normalmente, los microorganismos presentes en el suelo se encuentran en
estado latente, en consecuencia, su nivel de respiracion es bajo, sin
embargo, como se utiliz6 el método RIS, su respiracién se vio estimulada
mediante la adicién de un sustrato organico facilmente degradable. Estos
sustratos debian ser compatibles con los requerimientos metabdlicos de la
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mayor parte de la microflora del suelo, asi como también, ser solubles en
agua, a fin de que pudieran distribuirse bien en todos los microhébitats.
Ademas, deben tener una estructura compleja para no ser degradado por las
enzimas libres o unidas a los coloides del suelo y no ser toxicos (Anderson y
Domsch, 1978). Cabe destacar que se utiliz6 una gama de patrones de
sustratos, tales como: carbohidratos, polimeros, aminas, amidas, alcoholes,
aminoacidos y acidos carboxilicos, donde se incluian compuestos que no
eran solubles en agua, ademas de otros téxicos. En contraste, se ha
demostrado que esta técnica es efectiva para evaluar los cambios de la
diversidad de comunidades microbianas en la rizosfera de suelos
contaminados con petréleo, alterados con distintos tipos de materiales
(Degens y Harrys, 1997).

Los perfiles de respuestas obtenidos por el método RIS, para cada
sustrato carbonado adicionado al suelo en la investigacion, se pueden
apreciar en las figuras de la 7 a la 35.

(mgCO,/kg*h) Glucosa

P1 91,2 200 -
— 180 -
C1 80,4 F 160 4
& 140 -
P2 112,6 £ 120 -
el 100 -
C2 98,5 8 28 A
P3 125 @ 40 -
C3 105 g
P4 108 PL C1 P2 C2 P3 (3 P4 C4 P5 C5
c4 Sl MUESTRAS
P5 104 B Controles
C5 86,9 B Contaminados

Figura 7. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado glucosa (carbohidratos).
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Muestras Sacarosa
(mgCOz/kg*h)
P1 87,4
C1 76,5
P2 106
Cc2 91
P3 119,6
C3 87
P4 116
C4 94,4
P5 110
C5 89
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Figura 8. Perfil de respuesta de
carbonado sacarosa (carbohidratos).

respiracion inducida por el sustrato

Muestras  Galactosa
(mgCO,/kg*h)
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Figura 9. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado galactosa (carbohidratos).
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Muestras Lactosa

~(mgCO,/kg*h) Lactosa
P1 82 200 +
C1 71,8 _—
P2 83,0 *E o
c2 75,6 2
P3 120 8 50
C3 74 ‘éu -
P4 97 PL C1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 P5 (5
C4 87

MUESTRAS

P5 86,7 e Contaminados
C5 75 ® Controles

Figura 10. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado lactosa (carbohidratos).

Muestras Almidon T

~ (mgCO,/kg*h) Almidon
P1 154,9 300 7
C1 100,1 £ 28
P2 182 = 0
c2 129 g 1

Y 100 -
P3 242 E i
C3 131 &
P4 196 > : 3
C4 169,4 - MUESTRAS
Contaminados

PS5 220 B Controles
C5 160

Figura 11. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado almidén (polimeros).

62



Hurtado, E. (2016). Evaluacion de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcon, Venezuela.

Muestras Celulosa
* . ® .
SMYCO-/KgHi Celulosa Microcristalina

P1 164,9 300 -
C1 145,2 = 250
P2 194 2200 ]
C2 177 S E’g ]
P3 205,6 bn

E 50 -
C3 181 oo
P4 195 PL C1 P2 C2 P3 C3 P1 C4 P5 C5
C4 177
P5 186 . MUESTRAS

Contaminados

C5 172 B Controles

Figura 12. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado celulosa microcristalina (polimeros).

Muestras Dextrina .
~(mgCO,/kg*h) Dextrina
P1 134,6 300
C1 124,7 £ 250
P2 142 g 200
c2 1352 8 igg |
P3 133 g 5o -
C3 110 o -
P4 137 PL Cl1 P2 C2 P2 C3 P4 C4 P5 (5
C4 116
MUESTRAS
P5 124 ® Contaminados
C5 113,3 e Controles

Figura 13. Perfil de respuesta de respiracién inducida por el sustrato
carbonado dextrina (polimeros).
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Muestras Difenilamina

(mgCO./kg*h) Difenilamina
P1 119,2 350 -
C1 107,9 =
P2 134 20
c2 121,9 E‘: 150 -
s o : *
=] 50 -
C3 119 €
P4 133,0 50 pP1 €1 P2 C2 P23 (2 PA (4 PS5 (5
C4 123,0 MUESTRAS
P5 130,1 B (Contaminados
C5 118,9 B Controles

Figura 14. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado difenilamina (aminas).

Muestras Urea
(mgCO,/kg*h) Urea
P1 201 350 1
C1 194
55 203 = 250
Cc2 197 % 150 |
P3 250 §
C3 201 w 50
P4 209,0 50 PTCl Py (2 3
C4 200
MUESTRAS
P5 205 e Contaminadaos
C5 195 e Controles

Figura 15. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado Urea (amidas).
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Muestras Trietanolamina
(mgCO,/kg*h)

P1 129,4
C1 121
P2 132
Cc2 124
P3 160,8
C3 126,9
P4 130
C4 122,8
P5 137
C5 126,9

mg CO2f(Kg*h)
=l NN W W
o dELELEE S

Trietanolamina

P1 C1 P2 C2 P3 @

MUESTRAS
® Contaminados
® Controles

P4 C4

P5

c5

Figura 16. Perfil de respuesta de
carbonado trietanolamina (aminas).

respiracion inducida por el sustrato

Muestras Etanol
(mgCO,/kg*h)

P1 121
C1 110
P2 174
C2 138
P3 203
C3 138
P4 166
C4 127,7
P5 152
C5 142

Figura 17. Perfil de respuesta
carbonado etanol (alcoholes).

Etanol

PL C1 P2 C2 P2 (C2 P4

MUESTRAS
B Contaminados
B Coulroles

ca

de respiracion inducida por el sustrato
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Muestras Tris-Base . . . ) .
_(mgCO./kg*h) Tris(hidroximetil)Jaminometano
P1 180 400 -
C1 152 ’E: 300 -
P2 189 £
C2 166 o
u -
P3 213 b0 100
C3 154 0 -
P4 184 P1 C1 P2 C2 P2 C3 P4 C4 PS5 (5
c4 148 MUESTRAS
PS5 208 B Contaminados
C5 179 B Controles

Figura 18. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado tris(hidroximetil)aminometano (alcoholes).

_(MgCO,/kg*h) Butanol

P1 270,5 400 -
c1 262,8 £ 300 -
P2 285 <

~ 200 -
c2 279 5
P3 289,7 2 100 -
c3 267 ™
P4 282 P1 C1 P2 C2 P3 (3 P4 C4 P5 S
C4 275,2

MUESTRAS

P5 270,2 B Controles
C5 263 B Contaminados

Figura 19. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado butanol (alcoholes).
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Muestras Metanol
~(mgCO./kg*h) Metanol
P1 218 400 -
C1l 186,7 ::; 300 -
P2 217 E‘: S
C2 195 8
P3 300 g 1007
C3 200 0 -
P4 231 P1 C1 P2 (C2 P3 (C3 P4 C4 PS5 (5
C4 213
MUESTRAS
P5 244 B Contaminados
C5 205 B Controles

Figura 20. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado metanol (alcoholes).

Muestras  Etilenglicol . .
| (mgCO./kg*h). Etilenglicol
P1 160,0 400 -
C1l 144.8 = 300 -
P2 162,6 £
N 200 -
C2 157,1 S
P3 193 E" 100 -
C3 170 0 -
P4 172 P1L C1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 PS5 C5
C4 160
MUESTRAS
PS5 178’8 B  Contaminados
C5 167 B Controles

Figura 21. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado etilenglicol (alcoholes).
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Muestras  Triptéfano L,
(mgCO./kg*h) Triptéfano
P1 173 450 -
- 400 -
C1 163 £ 3[5)8 i
P2 203 < %[5)8 i
Cc2 171,5 9 150 |
P3 202 W 100 -
E 50 -
C3 173 0 -
P4 203,3 P1L Cl1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 P5 (5
C4 172
MUESTRAS
P5 208 B Contaminados
C5 166 B Controles

Figura 22. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado triptéfano (aminoacidos).

.
(mgCO,/kg*h) | Arginina
P1 325 450 -
Cl 308 ;_E" 350 -
P2 317,4 g 250 -
Cc2 308 -
O 150 -
P3 330 po
c3 315,2 E 507
P4 318 -50 PT CI PZ CZ P3 C3 P& C4 P5 (5
C4 312
MUESTRAS
P5 309 e Contaminados
C5 294 e Controles

Figura 23. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado arginina (aminoacidos).
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Muestras Fenilalanina
(mgCO,/kg*h) Fenilalanina
P1 266 450 -
c1 256 250 -
P2 266 g .
C2 259 g
P3 292,9 g 0
C3 270 @ 50 7
P4 272 -50 PL CI P2 C2 P3 C3 P4 (4 P5 (5
s At MUESTRAS
PS5 277 e Contaminados
C5 264 e Controles

Figura 24. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado fenilalanina (aminoéacidos).

Muestras Glicina
mgCO./kg*h . e
(MgCO-/kg-h) Glicina
P1 138 450
C1 130 T 350
P2 148,1 g
c2 1418 5 250
P3 166 E? 150
C3 139,4 50 -
P4 151 P1 Cl1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 P5 C5
C4 140
MUESTRAS
P5 153’7 e Contaminados
C5 142,5 e Controles

Figura 25. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado glicina (aminoacidos).
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Muestras Histidina
(MgCO./kg*h) -
Histidina
P1 160 450 -
Cc1 146,4 350 -
P2 164 £
c2 157,1 E
C3 154,9 g 50
P4 168 PL C1 P2 C P3 (3 P4 C4 P5 C5
C4 159
MUESTRAS
P5 175 e Contaminados
C5 164 e Controles

Figura 26. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado histidina (aminoacidos).

Muestras Tirosina

(mgCO,/kg*h) Tirosina
C1l 184 = 350 -
P2 203 =2 250 -
Cc2 185 w
P3 292 Su 150 -
C3 184 £
P4 200
C4 189

MUESTRAS

P5 200 e Contaminados
C5 185 e Controles

Figura 27. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado tirosina (aminoacidos).
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Muestras Acido Citrico
(mgCO,/kg*h)

P1 728
C1 720
P2 751
Cc2 742
P3 800
C3 727
P4 738
C4 723
P5 746
C5 710

850
750

(Kg*h)
(o))
()

550
§ 450
350

S 250
£ 150
50

L | ] [ G ] L 1J

do Citrico Hidratado

P1 C1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 P5 (5

MUESTRA

B Contaminados
B Controles

Figura 28. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato

carbonado acido citrico hidratado (acidos carboxilicos).

Muestras Acido
Oxalico
(mgCO,/kg*h)

P1 673
Ci 657
P2 688
C2 677
P3 705
C3 675
P4 672
C4 664
P5 673
C5 666

mg CO2/(Kg*h)

850

650

450

250

50

-150

do Oxalico Dihidratado

MUESTRAS

®  Contaminados
B Controles

Figura 29. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado acido oxalico dihidratado (acidos carboxilicos).
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Muestras Acido
Ascorbico
(mgCO,/kg*h)
P1 727
Ci1 690
P2 735
C2 689
P3 764
C3 709
P4 756
C4 701
P5 719
C5 698,1

mg CO2/(Kg*h)

850
650
450
250

50

-150

Acido Ascérbico

MUESTRAS
B Contaminados
B Controles

Figura 30. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado acido ascorbico (acidos carboxilicos).

Muestras Acido
Acético
(mgCO,/kg*h)

P1 724
Ci 710
P2 733
C2 720
P3 787
C3 709
P4 731
C4 716,5
P5 729
C5 712,3

mg CO2/(Kg*h)

850
800
750
700
650
600

Acido Acético

P1 C1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 P5 C5

MUESTRAS
B Contaminados
B Controles

Figura 31. Perfil de respuesta de respiracién inducida por el sustrato
carbonado &cido acético (acidos carboxilicos).
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'
(mgCO,/kg*h) Acido Ftélico

P1 4832 850 -
c1 448 £ 650 -
P2 561 £
450
Cc2 456 §
P3 596 & 250
C3 478 o
P4 568 PL C1 P2 C2 P3 (C3 P4 C4 P5 (5
C4 501 MUESTRAS
P5 580 B Contaminados
C5 485 il Controles

Figura 32. Perfil de respuesta de respiracién inducida por el sustrato
carbonado &cido ftalico (acidos carboxilicos).

Muestras Acido = i3
oo Acido Salicilico
mg 2/KQ

850 -
P1 491 =
Cc1 487 Tp 650 1
P2 544 §450 1
c2 498 S oo
P3 550 3
C3 489 50 -
™ = PL C1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 PS5 C5
C4 500 MUESTRAS
P5 503 B Contaminados
c5 492 B Controles

Figura 33. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado acido salicilico (acidos carboxilicos).
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Muestras Acido
Fumarico
(mgCO,/kg*h)
P1 455
Ci1 445
P2 487
C2 473
P3 562
C3 449
P4 497
C4 436
P5 457
C5 447

co
w1
o

[))]
wul
o

mg CO2/(Kg*h)
NS
[V (9]
& o

wv
o

Acido Fumdrico

P1 C1 P2 C2 P3 C3 P4 C4 P5 G5

MUESTRAS
B Contaminados
B Controles

Figura 34. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado acido fumarico (acidos carboxilicos).

Muestras TSP
(mgCO,/kg*h)
P1 238
C1 200
P2 261,6
C2 227,8
P3 284,3
C3 228
P4 257
Cc4 237
P5 243
C5 226

mg CO2/(Kg*h)
] iy (9] oC
(¥} [Wg} (W) L
(=] o o [

¥}
o

Tartrato Sodico de Potasio

PL C1 P2 (C P3 C3 PL C4 P> G5

MUESTRAS
B Contaminados
B Controles

Figura 35. Perfil de respuesta de respiracion inducida por el sustrato
carbonado tartrato sédico de potasio (acidos carboxilicos).

74




Hurtado, E. (2016). Evaluacién de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcén, Venezuela.

En las figuras anteriores, se muestran los perfiles de respuesta de RIS
para cada muestra estudiada; se evidencia que las muestras contaminadas
(color morado), reflejaron una mayor respiracién microbiana que los controles
(color fucsia), esto se observa con cada uno de los sustratos carbonados
adicionados al suelo. Esto ocurre, debido, a que las muestras que presentan
elementos téxicos, tienen una mayor cantidad de organismos degradadores
de hidrocarburos (Messarch y Nies, 1997; Guerrero, 2010). También, se
puede observar a través de los graficos, que el pozo 3 (P3) tiene una mayor
poblacion de microorganismos capaces de degradar al contaminante, lo cual
se corrobora ya que éste pozo presentd un contenido superior de
hidrocarburos totales del petréleo con respecto a los otros pozos analizados.
Existen investigadores que han obtenido resultados mayores en los
controles, que en las muestras contaminadas con petréleo, ésta disminucion
posiblemente represente la muerte de los microorganismos que no son
resistentes y/o degradadores del hidrocarburo (Guerrero, 2010). Las
comunidades microbianas presentes en suelos contaminados, tienden a
estar dominados por aquellas bacterias que pueden sobrevivir a la toxicidad
presente en el ambiente, siendo capaces de utilizar al contaminante para
crecer, en este sentido el contaminante “desbalancea”, mas que toxifica, las
comunidades ecologicas del suelo (Oropeza, 2010). Por lo general, en los
suelos contaminados con hidrocarburos, se encuentra la Dbacteria
Pseudomona la cual puede crecer a una temperatura que varia de 4-22°C, es
una bacteria propia del suelo, y algunos linajes de esta especie han sido
considerados como potencial para aplicaciones biotecnolégicas (Nelson et
al., 2002; Oropeza, 2010).

Los suelos contaminados con petroleo, sufren un efecto téxico directo
ejercido por los hidrocarburos. Esto disuelve el tejido de las plantas,
disminuyendo su crecimiento, debido a la exclusién del aire o por el
agotamiento del oxigeno, que ocurre por el incremento de la actividad
microbiana. A su vez, puede haber interferencia con la relacién
agua - suelo — planta, y toxicidad por el azufre y exceso de manganeso
producido durante la descomposicion de los hidrocarburos (TPHCWG, 1998).
Es importante acotar que, no todos los efectos del crudo sobre el suelo son
nocivos. Plice (1948), encontr6 que el crudo agregado a un suelo arenoso en
proporcion de 0,75% p/p, estimulaba el crecimiento de soya; ademas,
observo que con un incremento de 4% p/p de hidrocarburos las mismas
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plantas morian. Guerrero (2010), en suelos ubicados en Yaracal, obtuvo
valores superiores de biomasa microbiana en las muestras controles que en
las muestras contaminadas por crudo, probablemente debido al contenido de
hidrocarburos totales de petréleo; lo que representé un efecto nocivo para el
suelo. A diferencia de ésta investigacion, que reflejé un contenido menor de
HTP, ya que al momento del muestreo los pozos se encontraban
cementados, por ello, hubo una disminucién en éste contenido, mejorando
los perfiles de respuestas de las comunidades microbianas del suelo ante los
diversos compuestos organicos usados.

4 5. Andlisis Estadistico de los Datos

En este estudio se realizdé un Analisis por Componentes Principales usando
una matriz de correlaciones, con el programa estadistico Past Ill, para todas
las variables analizadas en la investigacion. El proposito de este analisis es
obtener el menor nimero de combinaciones lineales para todas las muestras
(contaminadas con hidrocarburos y controles), que contengan variabilidad en
la data. Se obtuvieron dos componentes que describen el sistema
satisfactoriamente con un 82,357% de variabilidad en la data original.

Como se puede observar en la Tabla 23, el componente 1 y el
componente 2, presentan los maximos autovalores, los cuales contienen la
varianza significativa de toda la data, los otros componentes, no representan
contribucion en la data, es por ello que, no son tomados en cuenta.
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Tabla 23. Analisis por componentes principales de los datos.

Componentes Autovalor Varianza Varianza
Individual (%) Acumulativa (%)
1 27,5756 72,5670 72,5670
2 3,7201 9,7898 82,3568
3 2,3149 6,0919 88,4487
4 1,4959 3,9367 92,3854
5 1,1842 3,1163 95,5017
6 0,5776 1,5201 97,0218
7 0,5032 1,3242 98,3460
8 0,3856 1,0147 99,3607
9 0,2428 0,6390 99,9997

En las Tablas 24 y 25 se muestran los valores obtenidos de los
componentes 1 y 2, para los sustratos y los parametros fisicoquimicos
respectivamente. En negrita estan los valores que pertenecen a cada
componente. Los datos para ubicar cada variable con un componente en
especifico, deben tener un valor absoluto mayor que 0,65 para el analisis
estadistico empleado.
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Tabla 24. Valores obtenidos de los componentes 1 y 2 para las variables
pertenecientes a los sustratos.

Variables ' CP1 ' CP2
Etanol ' 0,91496 ' 0,25427
Tris-Base 0,87344 -0,17383
Butanol 0,8012 0,17897
Metanol 0,92807 0,18003
Etilenglicol 0,83515 0,25069
Galactosa 0,88198 -0,1909
Glucosa 0,88787 0,23395
Sacarosa 0,92754 -0,0012496
Lactosa 0,89778 0,22027
Almidén 0,91274 -0,0025246
Celulosa 0,85672 0,20883
Dextrina 0,54377* -0,39347*
Difenilamina 0,96353 0,16397
Urea 0,86037 0,38601
Trietanolamina 0,90098 0,27436
Triptéfano 0,87139 -0,21178
Arginina 0,66979 -0,076885
Fenilalanina 0,87721 0,25256
Glicina 0,94497 0,20136
Histidina 0,9153 0,090985
Tirosina 0,97397 0,040439
Acido Citrico 0,88377 0,32623
Acido Oxalico 0,85293 0,31733
Acido Ascorbico 0,91659 -0,17085
Acido Acético 0,9141 0,27438
Acido Ftalico 0,92008 -0,08905
Acido Salicilico 0,87407 0,15441
Acido Fumarico 0,87754 0,27613
TSP 0,9582 0,075518

Los valores marcados con (*) corresponden a la variable Dextrina, no aporta variabilidad con

ningdn componente.
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En la Tabla 24, se observa que casi todos los sustratos analizados, se
encuentran delimitados por el valor del componente 1, excepto la dextrina, ya
gue no aporta variabilidad con ninguno de los dos componentes, es decir, no
tiene correlacion significativa con respecto a las otras variables.

Tabla 25. Valores obtenidos de los componentes 1 y 2 para las variables
pertenecientes a los parametros fisicoquimicos.

Variables CP1 CP2
CIC (cmol/kg) -0,72211 0,41322
HTP (%) 0,91838 -0,23523
pH -0,50955 0,76183*
CE (mS/cm) 0,81234 -0,10326
Humedad (%) -0,66586 0,50989
MOE (%) 0,91027 -0,25883
MO (%) 0,62956 -0,66399*
COT (%) 0,63959 -0,66427*
RH (%) -0,83516 0,54046

Los valores marcados con (*) corresponden a las variables que pertenecen al componente 2.

En la Tabla 25, se muestra que las variables pH, materia organica por
calcinacion y carbono organico total, pertenecen al componente 2. El resto
de las variables, capacidad de intercambio cationico, hidrocarburos totales
del petroleo, conductividad eléctrica, materia organica por el método de
Soxhlet y el contenido de humedad pertenecen al componente 1. Se
evidencia entonces, que la mayoria de las variables analizadas en la
investigacion, estan delimitadas por el componente 1.

En la Figura 36, se observa la correlacion que tuvo cada variable
analizada con el componente 1, de acuerdo a un diagrama interpretativo
realizado con el programa estadistico Past Ill. La Figura 36 explica, si una
variable tiene correlacion positiva o negativa con el componente 1. Al
observar el grafico, la capacidad de intercambio catidnico, pH, contenido y
retencion hidrica tienen correlacién negativa con el componente 1. Mientras
gue todos los sustratos analizados, para la obtencion de los perfiles de
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respuesta tienen correlacioén positiva con éste componente, al igual que, la
conductividad eléctrica, el contenido de hidrocarburos totales del petréleo,
carbono orgéanico total, materia organica por el método de Soxhlet y por
calcinacion. Es decir, existe correlacion directa significativa, entre los
sustratos carbonados y los parametros fisicoquimicos anteriormente
mencionados; por lo cual se infiere que posiblemente, el contenido de
hidrocarburos del petréleo no representa un efecto nocivo en el suelo de la
localidad del Mene de San Lorenzo.
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Figura 36. Correlacion de las variables analizadas con el componente 1.
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En la Figura 37, se muestra el comportamiento que tienen los

dos componentes con cada una de las variables.
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Figura 37. Comportamiento de los componentes 1y 2, obtenidos en el

Andlisis por Componentes Principales.
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En la Figura 37, las muestras contaminadas con hidrocarburos estan
marcadas en negro, englobadas en color morado, y van enumeradas, donde
P1 corresponde a 1, P2 al ndmero 2, y asi continuamente con las otras
muestras, con respecto a los controles, estdn marcadas en azul agua,
englobadas en color fucsia, donde al C1 le pertenece el 6, al C2 le
corresponde el 7, al C3 el 8, y asi sucesivamente hasta llegar al 10. El
componente 1, se denota en el eje de las “X” (horizontal), y el componente 2
en el eje de las “Y” (vertical). En la Figura 37 se muestra un comportamiento
diferente, entre las muestras controles y las muestras contaminadas con
petréleo, ya que en el lado izquierdo se concentran los controles y en el lado
derecho de la grafica las muestras contaminadas con crudo, lo cual
corrobora los resultados obtenidos en los perfiles de respuesta de RIS e
indica que son suelos cuya diversidad microbiana es distinta. La muestra
P3=3 es la que estd mas alejada entre las contaminadas, pero también se
denota que la muestra C3=8, esta por encima pero del otro lado del grafico,
es por ello que, ese es el control correspondiente a ese pozo, el mismo caso
se puede ver para el P1=1y el C1=6, ambas son las mas bajas en el grafico.
La variabilidad entre P1 y P3 se debe a la cantidad de hidrocarburos de
petroleo que existe en cada pozo, el P3 tiene el mayor contenido de HTP,
exactamente 4,78%, mientras que el P1 es uno de los que menor contenido
tiene 2,51%, una diferencia de casi el doble.

Las muestras P1, P2, P3, P4 y P5, representan el foco principal de
contaminacion del terreno estudiado. Estos suelos tienen un pH
extremadamente bajo, la retencién hidrica y su contenido de humedad
también son muy bajos, estos parametros son unos de los mas importantes
porque regulan la actividad y composicion de la comunidad biotica del suelo,
determinando el trabajo que debe realizar un organismo para mantener un
nivel adecuado de agua y aire (Sagardoy y Mandolesi, 2004; Linares, 2011);
por esto, se observd que todas las muestras contaminadas con
hidrocarburos presentan un comportamiento similar en el gréfico.

Se puede corroborar al observar la Figura 37 que las muestras C1,
C2, C3, C4 y Cb5, presentan un comportamiento distinto a las muestras
contaminadas, pero similar entre ellas, ya que estas muestras se
encontraban libres de contaminacion.
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Luego se realizé una correlacién de los parametros fisicoquimicos
estudiados, con el contenido de hidrocarburos totales del petrdleo, y el
carbono orgénico total, asi como también, con la materia organica extraida
por Soxhlet y determinada por calcinacion, a través de la determinacion del
coeficiente lineal de Pearson, al 95% de confianza, con el programa Past Ill.
La correlacion de Pearson se puede apreciar en la Tabla 26, las variables
tienen correlacion significativa si tienen un valor absoluto de 0,55 para el
analisis estadistico empleado.

Tabla 26. Coeficiente Lineal de Pearson para las Variables Seleccionadas.

cic HTP  pH CE H MOE MO COT RH
cmol/Kg (%) mS/cm (%) (%) (%) (%) (%)

Cic
cmol/Kg

HTP (%) -0,734

pH 0,569* -0,731

CE -0,654 0,74 -0,57
(mS/cm)

H (%) 0,595* -0,768 0,76* -0,405

MOE  -0,747 0,98* -0,75 0,778* -0,736
(%)

MO (%) -0,634 0,64* -0,74 0,5130 -0,774 0,659*

COoT (%) -0,650 0,65* -0,75 0,5203 -0,786 0,667* 0,999*

RH (%) 0,813* -0,908 0,86* -0,775 0,818* -0,918 -0,862 -0,871

H= Contenido de Humedad, los valores con (*) tienen correlacién positiva.

Como se puede observar en la Tabla 26, la capacidad de intercambio
cationico se correlaciona positivamente con el pH, la retencion hidrica y el
contenido de humedad, y negativamente con la conductividad eléctrica,
contenido de hidrocarburos totales del petroleo, materia organica y carbono
organico total. Esto indica que a medida que aumenta CIC, la CE, el HTP,
MO, MOE y COT disminuyen, pero la RH, contenido de humedad y pH
aumentan significativamente. También se observa que el contenido de
humedad se correlaciona directamente con la retenciébn hidrica vy
negativamente con la MOE, MO y COT. Ademas, la conductividad eléctrica
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se correlaciona positivamente con la materia orgéanica evaluada con el
método de Soxhlet, e indirectamente con la retencién hidrica.

El contenido de hidrocarburos totales del petréleo se correlaciona de
forma directa con la CE, MOE, MO y COT, e indirectamente con el pH, H,
RH; lo que quiere decir que a medida que aumenta el % HTP, también
aumenta la CE, MO, MOE, COT vy disminuyen significativamente el pH, el
contenido y la retencién de humedad. El pH se correlaciona positivamente
con el contenido y la retencién hidrica, son directamente proporcionales, si
una de estas variables disminuyen las otras también reducen sus valores, a
diferencia de la CE, MOE, MO y COT que aumentan sus valores ya que
éstas variables se correlacionan negativamente con el pH.

La materia organica evaluada por Soxhlet se correlaciona
positivamente con la materia organica determinada por calcinacion y con el
carbono organico total, y negativamente con la retencion hidrica. Ademas la
MO tuvo una correlacion directa con el COT y negativamente con la retencién
de humedad. Mientras que el COT se correlaciona indirectamente con la RH.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

L)

L)

L)

*

Los suelos que estan ubicados en la zona del Mene de San Lorenzo,
en Yaracal — Estado Falcon, presentan diversidad catabdlica ya que
los sustratos organicos fueron degradados.

Los carbohidratos son los sustratos que presentan las menores
respuestas de respiracion, debido a que los azlcares son
componentes fijos de los microorganismos del suelo, y por lo tanto su
degradacion catabdlica es fija.

Los acidos carboxilicos, son los sustratos que se degradan mas
facilmente, debido a que ocurre una descarboxilacién oxidativa. Este
proceso ocurre con frecuencia en sistemas biologicos.

Los perfiles de respuesta de la respiracion inducida por sustrato,
mostraron que el suelo contaminado presentd mayores respuestas de
respiracion microbiana que los controles, con todos los sustratos
carbonados adicionados a los suelos.

El método fisiologico resultd ser bastante sensible a las modificaciones
realizadas con cada sustrato, ya que se obtuvo una estimacion
efectiva de la capacidad de respuesta directa de las comunidades
microbianas.

Mediante el andlisis de componentes principales, se obtuvieron dos
componentes que describen el sistema satisfactoriamente con un
82,357% de variabilidad en la data original.

La materia organica evaluada por Soxhlet presentd una correlacién

positiva con la materia organica determinada por calcinacion, esto
sugiere gue las técnicas empleadas arrojan valores reproducibles.
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L)

Las muestras contaminadas con crudo presentaron una disminucion
significativa en algunos paradmetros fisicoquimicos tales como: pH,
capacidad de intercambio cati6nico, contenido de humedad vy
retencion hidrica.

Destaca la correlacion significativa directa entre todos los sustratos
carbonados usados, con el contenido de hidrocarburos totales del
petréleo, conductividad eléctrica, materia organica evaluada por
Soxhlet, materia organica determinada por calcinacion y el carbono
orgéanico total; lo que sugiere que el crudo mediano en los suelos de la
poblacién de Yaracal, probablemente, no representa un efecto nocivo;
corroborandose que se podria realizar algun tipo de mejora y
recuperacion de éstos suelos contaminados con hidrocarburos.

5.2. Recomendaciones

7
A X4

Se sugiere, realizar un estudio con cultivos de especies vegetales
para determinar el rendimiento de micronutrientes en el suelo en
ambientes de contaminacion, ya que es necesario considerar el efecto
gue tienen los hidrocarburos sobre la disponibilidad de micronutrientes
para las plantas.

Es aconsejable continuar la investigacion de la diversidad microbiana
de los suelos contaminados con crudo, mediante otras técnicas
microbiolégicas, tanto clasicas como moleculares, para obtener
informacion mas concreta al respecto.

Se exhorta, plantear estudios de los suelos contaminados con
petréleo, con muestreos periddicos en diferentes épocas del afio, y
determinar los distintos aspectos y caracteristicas del suelo (fisicas,
guimicas, biolégicas y microbiolégicas), para asi obtener informacion
mas completa, y de esta forma corroborar los resultados obtenidos en
este trabajo, para que puedan extrapolarse a mejores técnicas de
manejos de los suelos.
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APENDICE

Tabla 27. Datos para la determinacion del pH y la conductividad eléctrica.

Muestras Ph pH pH CE CE CE
1:2 (Prom) (Devest) (mS/cm) (Prom) (Devest)
agua

C1(1) 5,15 5,015 0,1909188 0,2623 0,26875  0,00912

C1(2) 4,88 0,2752

C2 (1) 6,01 6,020 0,0141421 0,2315 0,2363 0,00671

C2(2) 6,03 0,2410

C3 (1) 5,58 5,530 0,0707106 0,1745 0,1619 0,01781

C3(2) 5,48 0,1493

C4 (1) 6,03 6,140 0,1555634 0,1127 0,1230 0,01456

C4 (2) 6,25 0,1333

C5 (1) 5,41 5,360 0,0707106 0,2157 0,2304 0,02078

C5(2) 5,31 0,2451

P1 (1) 3,78 3,755 0,0353553 0,5994 0,6100 0,01499

P1(2) 3,73 0,6206

P2 (1) 4,39 4,290 0,1414213 1,1842 1,1531 0,04398

P2 (2) 4,19 1,1220

P3 (1) 4,72 4,780 0,0848528 1,1541 1,13955  0,02057

P3(2) 4,84 1,1250

P4 (1) 4,49 4,470 0,0282842 0,6608 0,6616 0,00113

P4 (2) 4,45 0,6624

P5 (1) 4,25 4,150 0,1414213 0,2754 0,2769 0,00212

P5 (2) 4,05 0,2784

CE= Conductividad Eléctrica, Devest= Desviacion Estandar, Prom= Promedio.
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Tabla 28. Datos para la determinacion del contenido de humedad.

Muestras Masa Masa del Masa (g) 24h Masa (g) H

Suelo Crisol en Estufa Agua (%)
Retenida

C1 10,0348 32,1137 41,2932 0,8553 8,5233387  8,61912655
10,0219 107,2179 116,3664 0,8734 8,7149143

Cc2 10,0728 39,6701 48,9547 0,7882 7,8250337  7,80588185
10,0286 16,6093 25,8570 0,7809 7,7867299

C3 10,0715 36,0933 45,5597 0,6051 6,0080425  5,92164996
10,0047 20,5231 29,9440 0,5838 5,8352574

C4 10,0838 33,0123 42,3113 0,7848 7,7827803  7,73911610
10,0306 30,5657 39,8244 0,7719 7,6954519

C5 10,0859 32,0883 41,6185 0,5557 5,5096719  5,41300469
10,0652 44,3762 53,9063 0,5351 5,3163374

P1 10,0324 43,4839 53,2911 0,2252 2,2447270  2,79894518
9,2957 101,269 110,253 0,3117 3,3531632

P2 10,0297 93,2043 102,661 0,573 5,7130322  5,88866167
10,0325 103,0883 112,5124 0,6084 6,0642910

P3 10,0837 93,9377 103,6134 0,408 4,0461338  4,01484358
10,0689 90,3544 100,0222 0,4011 3,9835533

P4 10,0323 46,3739 56,0222 0,384 3,8276367  3,91619644
10,0081 47,3002 56,9075 0,4008 4,0047561

P5 10,0387 92,4465 102,1705 0,3147 3,1348680  2,76241699
10,0378 16,6083 26,4062 0,2399 2,3899659

H= Contenido de Humedad.
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Tabla 29. Datos para la determinacion de la retencién hidrica.

Masa Masa del Embudo Masa (g)

Muestras Suelo Embudo Lleno RH (%) RH (%) RH
(9) Vacio (g) i (Prom) ((PEYES))

15,2700 8,9277 25,6929 1,4952 9,79
P1 15,1063 9,1905 25,7749 1,4781 9,78 7,9894390 3,1155542
15,5832 9,0870 25,3546 0,6844 4,39
15,0084 9,1995 31,8029 7,5950 50,60
C1 15,119 9,1627 31,7317 7,4500 49,28 49,972659 0,6669732
15,3074 9,1522 32,119 7,6594 50,04
15,1917 9,1545 25,4837 1,1375 7,49
P2 15,1676 9,1216 25,2093 0,9201 6,07 6,2646462 1,1368445
15,2555 9,1274 25,1823 0,7994 5,24
15,6103 9,1715 32,5476 7,7658 49,75
C2 15,0333 9,2250 31,7159 7,4576 49,61 49,429560 0,4352797
15,4391 9,1367 32,1307 7,5549 48,93
15,2986 9,0356 25,2988 0,9646 6,31
P3 15,2791 9,0412 25,8641 1,5438 10,10 8,0029286 1,9312669
15,2481 9,1918 25,5987 1,1588 7,60
15,4147 9,1528 32,1804 7,6129 49,39
C3 15,5848 9,2601 32,2794 7,4345 47,70 48,697239 0,8819917
15,0187 9,1045 31,4825 7,3593 49,00
15,5514 9,0604 25,0924 0,4806 3,09
P4 15,1784 9,0780 25,4238 1,1674 7,69 6,6458674 3,1650358
15,1507 9,1200 25,6579 1,3872 9,16
15,261 9,0731 32,1284 7,7943 51,07
C4 15,4545 9,1344 32,4628 7,8739 50,95 50,907409 0,1900958
15,2002 9,1586 32,0653 7,7065 50,70
15,0236 9,175 25,7648 1,5662 10,42
P5 15,2029 9,1293 25,3678 1,0356 6,81 9,0883199 1,9814295
15,1224 9,1423 25,7812 1,5165 10,03
15,4656 9,1392 31,6417 7,0369 45,50
C5 15,232 9,105 31,344 7,0070 46,00 46,181153 0,7859687
15,1941 9,1723 31,5139 7,1475 47,04

RH= Retencién de Humedad.
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Tabla 30. Datos para la determinacién de la materia organica del suelo por
calcinacion y el carbono orgénico total.

Muestras I\/Idaesla Masa (g) Masa (g) MOS (%) MOS (%) COT* (%)
Suelo luego 24h luego 20h (Prom)
(9) Estufa Mufla

C1 10,0348 41,2932 40,7801 5,11320604 5,3933904 3,1284167
10,0219  116,3664 115,7978 5,67357487

Cc2 10,0728 48,9547 48,4587 4,92415217  5,0262425 2,9154539
10,0286 25,8570 25,3427 5,12833296

C3 10,0715 45,5597 44,9262 6,29002631  6,5803985 3,8169364
10,0047 29,9440 29,2566 6,87077073

C4 10,0838 42,3113 41,7121 5,94220432  6,7769562  3,9309491
10,0306 39,8244 39,0609 7,61170817

C5 10,0859 41,6185 40,9508 6,62013305  6,2409571  3,6200447
10,0652 53,9063 53,3163 5,86178118

P1 10,0324 53,2911 52,1382 11,4917666  11,044031 6,4060510
9,2957 110,253 109,268 10,5962972

P2 10,0297 102,661 101,6645 9,93549159  9,4427021 5,4772054
10,0325 112,5124 111,6145 8,94991278

P3 10,0837  103,6134 102,6632 9,42312841  8,8118134 5,1112607
10,0689  100,0222 99,1965 8,20049856

P4 10,0323 56,0222 54,5833 14,3426731  13,884898 8,0538854
10,0081 56,9075 55,5637 13,4271240

P5 10,0387  102,1705 101,1858 9,80903901  9,9394873 5,7653638
10,0378 26,4062 25,3954 10,0699356

(*) Se estimé a través de la formula %COT=%MOS/1,724.
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Tabla 31. Datos para la determinacion de la clase textural del suelo.

Muestras Volumen 60s  Sedimentado H H (limo) T (Arena) T (Limo)
(mL) 10 min (mL) (arena) 10 min 60 s 10 min
60 s

C1 39 19 39 19 50,011489 7,8616352
39 19

Cc2 38 18 40 20 51,293835 8,27540549
42 22

C3 42 28 42 25 53,858527 10,3442568
42 22

(07) 40 23 39 24 50,011489 9,93048659
38 25

C5 37 34 40 33 51,293835 13,6544190
43 32

P1 37 24 40 26 51,293835 10,7580271
43 28

P2 37 30 38 33 48,729143 13,6544190
39 36

P3 43 25 43 28,5 55,140873 11,7924528
43 32

P4 39 23 39 25 50,011489 10,3442568
39 27

P5 41 26 41 27 52,576181 11,1717974
41 28

Se Resolvié por la Ley de Stokes: V= K*r*, T=H/V y con el Triangulo de las clases texturales,
V= Velocidad de Sedimentacién (cm/s?), r= Radio de la particula sedimentada, T= Tiempo de
sedimentacion, H= Altura.

d(mm) Arena= 0,088
K= 40280 aT=25°C
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Tabla 32. Datos para la determinacion de la materia organica por el método
de Soxhlet y el contenido de hidrocarburos totales del petréleo.

*

Muestras Masa Masa Masa Masa Factor Masa MOE MOE

Suelo papel Inicial Final Humedad Suelo (%) (%)

(9) (9) (9) (9) ©)) Seco (9) (Prom)

Cl 10,3851 1,8798 12,2649 11,6075 0,08523  9,49994  6,9200 7,5085

10,1509 11,8895 12,0404 11,2901 0,08714 9,26625  8,0971

Cc2 10,2081 11,8966 12,1047 11,4191 0,07825 9,40931 7,2863  7,3520 N/A

10,2351 11,8902 12,1253 11,4252 0,07786 9,43812  7,4177

C3 10,2599 11,8538 12,1137 11,4654 0,06008  9,64348 6,7226  7,1947 N/A

10,2044 1,8774 12,0818 11,3451 0,05835 9,60894  7,6668

C4 10,6005 1,8938 12,4943 11,7944 0,07782 9,77548  7,1597  7,2996 N/A

10,3699 11,8234 12,1933 11,4812 0,07695 9,57188  7,4394

C5 10,4196 11,8223 12,2419 11,5219 0,05509 9,84551 7,3129  6,9177 N/A

10,8231 1,8684 12,6915 12,0231 0,05316 10,24771 6,5224

P1 10,1308 11,7995 11,9303 10,9345 0,02244 9,90339 10,0551 10,0154 2,50684

10,2674 1,7899 12,0573 11,0674  0,03353 9,92311  9,9757

P2 10,4874 11,9048 12,3922 11,2713 0,05713 9,88825 11,3356 10,1815 2,82946

10,3467 11,8372 12,1839 11,3065 0,06064 9,71924  9,0274

P3 10,3284 11,9094 12,2378 10,9541 0,04046 9,91050 12,9529 11,9758 4,78109

10,2958 1,7749 12,0707 10,9834 0,03983 9,88565 10,9987

P4 10,2807 1,8893 12,1700 11,2312 0,03827 9,88719  9,4951 9,4775 2,17787

10,7631 1,7658 12,5289 11,5515 0,04004 10,33205 9,4598

P5 10,4214 1,7969 12,2183 11,0291 0,03134 10,09470 11,7804 10,9391 4,02140

10,3577 11,8489 12,2066 11,1857 0,02390 10,11015 10,0977

Factor Humedad= Contenido de Humedad/100. (*) A partir de los datos de la Tabla 26.
(%) HTP= (%)MOE(P0oz0) — (%)MOE(Control). N/A= No Aplica.

Masa Suelo Seco= (Masa Suelo-(Masa Suelo*Factor Humedad)).
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Tabla 33. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
glucosa.

1 20,4 18,9

C1 2 20,5 18,9
3 20,4 18,9

1 20,4 18,6

P1 2 20,4 18,6
3 20,6 18,6

1 20,4 18,4

Cc2 2 20,4 18,4
3 20,6 18,4

1 20,5 18,0

P2 2 20,6 18,0
3 20,6 18,0

1 20,7 18,1

C3 2 20,3 18,3
3 20,3 18,3

1 20,5 17,6

P3 2 20,7 17,6
3 20,7 17,7

1 20,4 18,6

C4 2 20,4 18,6
3 20,7 18,6

1 20,5 18,2

P4 2 20,5 18,2
3 20,5 18,0

1 20,7 18,7

C5 2 20,7 18,7
3 20,5 18,7

1 20,4 18,3

P5 2 20,4 18,2
3 20,4 18,3

B Prom= 21,1

B= Blanco. Prom= Promedio de los tres analisis de los blancos.
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Tabla 34. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
sacarosa.

1 20,4 20,4
C1 2 20,4 20,4
3 20,7 20,4
1 20,5 20,1
P1 2 20,7 20,1
3 20,3 20,1

1 20,5 20
Cc2 2 20,8 20,1
3 20,5 19,9
1 20,5 19,6
P2 2 20,7 19,6
3 20,2 19,6
1 20,4 20,2
C3 2 20,4 20,0
3 20,4 20,2
1 20,6 19,2
P3 2 20,5 19,2
3 20,7 19,2
1 20,5 19,9
C4 2 20,7 19,9
3 20,5 19,9
1 20,5 19,3
P4 2 20,8 19,3
3 20,4 19,3
1 20,5 20,1
C5 2 20,5 20,0
3 20,5 20,1
1 20,7 19,4
P5 2 20,7 194
3 20,8 19,5
B Prom= 22,5
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Tabla 35. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
galactosa.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,6 20,9
C1 2 20,5 20,8
3 20,4 20,6
1 20,6 19,4
P1 2 20,7 19,4
3 20,8 19,5
1 20,5 19,7
C2 2 20,6 19,8
3 20,8 19,8
1 20,3 19,2
P2 2 20,5 19,3
3 20,7 19,5
1 20,5 20,8
C3 2 20,4 20,7
3 20,3 20,6
1 20,4 18,7
P3 2 20,5 18,8
3 20,5 18,9
1 20,6 20,4
C4 2 20,5 20,5
3 20,4 20,5
1 20,5 19,7
P4 2 20,5 19,6
3 20,4 19,5
1 20,4 19,8
C5 2 20,5 19,9
3 20,7 19,9
1 20,7 19,2
P5 2 20,6 19,2
3 20,5 19,2
B Prom= 23,4
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Tabla 36. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
lactosa.

1 20,9 19,8

C1 2 20,9 19,8
3 20,6 19,8

1 20,5 19,5

P1 2 20,8 19,6
3 20,7 19,5

1 20,7 19,7

Cc2 2 20,6 19,7
3 20,9 19,7

1 20,8 19,5

P2 2 20,7 19,5
3 20,6 19,5

1 20,7 19,8

C3 2 20,7 19,7
3 20,9 19,7

1 20,5 18,4

P3 2 20,9 18,5
3 20,6 18,5

1 20,6 19,3

C4 2 20,9 19,3
3 20,4 19,6

1 20,6 19,2

P4 2 20,5 19,1
3 20,5 19,1

1 20,7 19,7

C5 2 20,6 19,7
3 20,4 19,8

1 20,5 19,4

P5 2 20,9 194
3 20,6 19,4

B Prom= 21,8
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Tabla 37. Datos para la determinacion de la respiracidon microbiana del

almidon.
Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,5 22,5
C1 2 20,7 22,5
3 20,7 22,5
1 20,6 21,0
P1 2 20,5 21,0
3 20,6 21,0
1 20,6 21,9
C2 2 20,7 21,6
3 20,7 21,6
1 20,6 20,4
P2 2 20,8 20,1
3 20,8 20,1
1 20,5 21,8
C3 2 20,5 21,6
3 20,7 21,6
1 20,9 18,3
P3 2 20,9 18,6
3 20,8 18,6
1 20,7 20,6
C4 2 20,5 20,6
3 20,5 20,6
1 20,7 20,0
P4 2 20,9 19,7
3 20,9 19,7
1 20,9 20,9
C5 2 20,5 20,8
3 20,5 20,8
1 20,5 19,2
P5 2 20,8 19,2
3 20,8 19,1
B Prom= 25,27
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Tabla 38. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
celulosa microcristalina.

Muestras de N° de Masa del Suelo Volumen de HCI

Suelo Muestras (9) (mL)
1 20,5 19,8

C1 2 20,5 19,8
3 20,7 19,8

1 20,4 19,3

P1 2 20,3 19,3
3 20,4 19,3

1 20,4 19,0

Cc2 2 20,4 19,0
3 20,7 18,8

1 20,6 18,4

P2 2 20,6 18,4
3 20,7 18,5

1 20,3 18,8

C3 2 20,3 18,8
3 20,4 19,0

1 20,3 18,2

P3 2 20,3 18,2
3 20,4 18,2

1 20,4 18,9

(o7} 2 20,4 18,9
3 20,7 19,0

1 20,5 18,5

P4 2 20,5 18,5
3 20,6 18,3

1 20,4 19,0

C5 2 20,4 19,0
3 20,4 19,3

1 20,6 18,7

P5 2 20,6 18,7
3 20,5 18,6

B Prom= 23,8
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Tabla 39. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
dextrina.

1 20,3 18,7

C1 2 20,3 18,7
3 20,5 18,7

1 20,5 18,4

P1 2 20,5 18,4
3 20,6 18,4

1 20,5 18,4

Cc2 2 20,5 18,4
3 20,3 18,4

1 20,7 18,2

P2 2 20,7 18,2
3 20,3 18,2

1 20,5 19,1

C3 2 20,5 19,1
3 20,5 19,0

1 20,4 18,5

P3 2 20,4 18,5
3 20,5 18,4

1 20,6 19,0

C4 2 20,6 19,0
3 20,4 18,7

1 20,4 18,3

P4 2 20,4 18,3
3 20,7 18,4

1 20,4 19,0

C5 2 20,4 19,0
3 20,5 19,0

1 20,3 18,7

P5 2 20,3 18,7
3 20,7 18,7

B Prom= 22,1
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Tabla 40. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
difenilamina.

C1 2 20,7 17,9
3 20,7 17,9

1 20,8 17,6

P1 2 20,6 17,6
3 20,6 17,6

1 20,7 17,5

Cc2 2 20,9 17,5
3 20,9 17,5

1 20,8 17,1

P2 2 20,7 17,2
3 20,7 17,2

1 20,5 17,4

C3 2 20,8 17,7
3 20,8 17,7

1 20,9 16,8

P3 2 20,8 16,8
3 20,9 16,8

1 20,6 17,5

(o7} 2 20,7 17,5
3 20,6 17,5

1 20,9 17,2

P4 2 20,7 17,2
3 20,7 17,2

1 20,6 17,6

C5 2 20,8 17,6
3 20,8 17,6

1 20,7 17,3

P5 2 20,6 17,3
3 20,7 17,3

B Prom= 20,9
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Tabla 41. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
Urea.

1 20,5 19,8

C1 2 20,4 19,8
3 20,3 19,8

1 20,5 19,6

P1 2 20,5 19,6
3 20,2 19,6

1 20,4 19,7

Cc2 2 20,4 19,7
3 20,7 19,7

1 20,5 19,5

P2 2 20,3 19,5
3 20,6 19,6

1 20,7 19,6

C3 2 20,2 19,6
3 20,4 19,6

1 20,5 18,2

P3 2 20,6 18,2
3 20,5 18,3

1 20,6 19,6

C4 2 20,3 19,7
3 20,3 19,6

1 20,3 19,4

P4 2 20,4 194
3 20,4 19,4

1 20,7 19,8

C5 2 20,2 19,7
3 20,3 19,8

1 20,5 19,5

P5 2 20,5 19,5
3 20,3 19,5

B Prom= 25,1
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Tabla 42. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
trietanolamina.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,6 18,9
C1 2 20,7 19,0
3 20,8 18,9
1 20,8 18,7
P1 2 20,7 18,7
3 20,8 18,7
1 20,3 18,9
C2 2 20,6 18,9
3 20,7 18,9
1 20,7 18,6
P2 2 20,6 18,6
3 20,8 18,7
1 20,7 18,8
C3 2 20,6 18,8
3 20,5 18,8
1 20,4 17,9
P3 2 20,5 17,9
3 20,4 17,9
1 20,7 18,9
C4 2 20,6 18,9
3 20,7 18,9
1 20,8 18,7
P4 2 20,5 18,7
3 20,6 18,7
1 20,5 18,8
C5 2 20,6 18,8
3 20,7 18,8
1 20,7 18,6
P5 2 20,5 18,5
3 20,6 18,5
B Prom= 22,3
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Tabla 43. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana del
etanol.

1 20,2 21,2

C1 2 20,2 21,3
3 20,2 21,2

1 20,8 20,9

P1 2 20,6 20,8
3 20,8 20,8

1 20,2 20,4

Cc2 2 20,3 20,4
3 20,8 20,5

1 20,4 19,5

P2 2 20,6 19,3
3 20,7 19,4

1 20,7 20,5

C3 2 20,6 20,3
3 20,3 20,4

1 20,2 18,6

P3 2 20,6 18,7
3 20,5 18,6

1 20,4 20,7

C4 2 20,6 20,7
3 20,4 20,7

1 20,7 19,7

P4 2 20,6 19,6
3 20,4 19,6

1 20,2 20,3

C5 2 20,5 20,3
3 20,7 20,3

1 20,6 20,1

P5 2 20,3 20,0
3 20,5 20,0

B Prom= 24,2
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Tabla 44. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana del

tris(hidroximetil)aminometano.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,3 20,5
C1 2 20,3 20,5
3 20,4 20,7
1 20,2 19,8
P1 2 20,2 19,8
3 20,3 19,9
1 20,4 20,2
C2 2 20,4 20,2
3 20,4 20,1
1 20,5 19,6
P2 2 20,3 19,5
3 20,3 19,5
1 20,3 20,6
C3 2 20,3 20,6
3 20,5 20,3
1 20,4 18,8
P3 2 20,4 18,8
3 20,8 18,9
1 20,5 20,7
C4 2 20,5 20,7
3 20,5 20,5
1 20,4 19,7
P4 2 20,4 19,7
3 20,4 19,6
1 20,4 19,9
C5 2 20,2 19,8
3 20,2 19,8
1 20,7 19,1
P5 2 20,2 19,0
3 20,2 19,0
B Prom= 24,7
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Tabla 45. Datos para la determinacion de la respiracidon microbiana del
butanol.

1 20,4 18,1
C1 2 20,4 18,1
3 20,3 18,1
1 20,3 17,9
P1 2 20,3 17,9
3 20,4 17,9
1 20,5 17,6
Cc2 2 20,8 17,6
3 20,3 17,6
1 20,5 17,5
P2 2 20,8 17,4
3 20,3 17,4
1 20,6 17,9
C3 2 20,7 18
3 20,5 17,8
1 20,5 17,3
P3 2 20,5 17,3
3 20,6 17,3
1 20,5 17,7
C4 2 20,5 17,7
3 20,6 17,7
1 20,5 17,5
P4 2 20,5 17,5
3 20,8 17,5
1 20,5 18
C5 2 20,5 18,1
3 20,8 17,9
1 20,6 17,8
P5 2 20,6 17,8
3 20,7 17,8
B Prom= 25,27
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Tabla 46. Datos para la determinacion de la respiracidn microbiana del
metanol.

1 20,5 20,2
C1 2 20,6 20,2
3 20,5 20,2
1 20,8 19,3
P1 2 20,8 19,3
3 20,5 19,3
1 20,5 19,9
Cc2 2 20,5 19,9
3 20,6 20,1
1 20,5 19,4
P2 2 20,5 19,4
3 20,2 19,4
1 20,6 19,9
C3 2 20,6 19,8
3 20,5 19,8
1 20,3 17,3
P3 2 20,3 17,1
3 20,4 17,1
1 20,3 19,7
(o7} 2 20,3 19,5
3 20,4 19,4
1 20,3 19
P4 2 20,3 19,1
3 20,2 19,1
1 20,7 19,8
C5 2 20,7 19,6
3 20,5 19,6
1 20,5 18,7
P5 2 20,5 18,7
3 20,5 18,5
B Prom= 25,33
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Tabla 47. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana del

etilenglicol.
Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,7 19,2
C1 2 20,6 19,2
3 20,6 19,2
1 20,6 18,8
P1 2 20,5 18,8
3 20,5 18,8
1 20,5 18,9
C2 2 20,4 18,9
3 20,4 18,9
1 20,6 18,7
P2 2 20,7 18,7
3 20,7 18,7
1 20,5 18,5
C3 2 20,7 18,5
3 20,7 18,5
1 20,4 18,0
P3 2 20,3 17,9
3 20,3 17,9
1 20,7 18,8
C4 2 20,4 18,8
3 20,5 18,8
1 20,6 18,5
P4 2 20,3 18,5
3 20,3 18,5
1 20,5 18,7
C5 2 20,4 18,6
3 20,4 18,6
1 20,4 18,3
P5 2 20,5 18,3
3 20,5 18,3
B Prom= 23,2
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Tabla 48. Datos para la determinacion de la respiracidn microbiana del
triptéfano.

1 20,3 20,6

C1 2 20,3 20,7
3 20,3 20,7

1 20,2 20,3

P1 2 20,6 20,4
3 20,6 20,4

1 20,5 20,4

Cc2 2 20,4 20,4
3 20,5 20,4

1 20,5 19,5

P2 2 20,5 19,6
3 20,5 19,5

1 20,4 20,4

C3 2 20,4 20,3
3 20,4 20,4

1 20,8 19,6

P3 2 20,8 194
3 20,8 19,4

1 20,7 20,3

C4 2 20,3 20,4
3 20,5 20,4

1 20,6 19,5

P4 2 20,5 19,5
3 20,6 19,5

1 20,8 20,5

C5 2 20,4 20,6
3 20,4 20,5

1 20,5 19,3

P5 2 20,8 194
3 20,8 19,3

B Prom= 25,1
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Tabla 49. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
arginina.

1 20,2 18,7

C1 2 20,3 18,8
3 20,1 18,8

1 20,4 18,3

P1 2 20,1 18,3
3 20,1 18,3

1 20,3 18,8

Cc2 2 20,5 18,6
3 20,5 18,6

1 20,4 18,4

P2 2 20,5 18,4
3 20,5 18,4

1 20,1 18,6

C3 2 20,2 18,6
3 20,1 18,6

1 20,4 18,0

P3 2 20,5 18,1
3 20,4 18,1

1 20,3 18,6

C4 2 20,4 18,6
3 20,3 18,6

1 20,6 18,3

P4 2 20,5 18,4
3 20,5 18,4

1 20,4 19,0

C5 2 20,3 19,1
3 20,3 19,2

1 20,3 18,8

P5 2 20,2 18,7
3 20,2 18,7

B Prom= 27,1
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Tabla 50. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
fenilalanina.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,5 18,9
C1 2 20,5 18,9
3 20,3 18,9
1 20,5 18,7
P1 2 20,4 18,6
3 20,4 18,6
1 20,5 18,8
C2 2 20,5 18,8
3 20,3 18,8
1 20,3 18,6
P2 2 20,6 18,6
3 20,5 18,6
1 20,7 18,5
C3 2 20,6 18,4
3 20,7 18,4
1 20,7 17,8
P3 2 20,6 17,8
3 20,4 17,9
1 20,6 18,6
C4 2 20,3 18,6
3 20,5 18,6
1 20,6 18,4
P4 2 20,7 18,4
3 20,4 18,4
1 20,4 18,6
C5 2 20,6 18,7
3 20,4 18,7
1 20,3 18,5
P5 2 20,4 18,2
3 20,6 18,3
B Prom= 25,9
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Tabla 51. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
glicina.

1 20,4 20,0

C1 2 20,5 20,0
3 20,4 20,1

1 20,5 19,8

P1 2 20,8 19,8
3 20,3 19,8

1 20,6 19,7

Cc2 2 20,4 19,7
3 20,6 19,7

1 20,7 19,5

P2 2 20,6 19,5
3 20,7 19,5

1 20,5 19,8

C3 2 20,3 19,8
3 20,8 19,7

1 20,5 18,9

P3 2 20,3 19,1
3 20,7 19,1

1 20,5 19,7

(o7} 2 20,5 19,7
3 20,7 19,8

1 20,5 19,4

P4 2 20,7 19,5
3 20,7 19,4

1 20,5 19,7

C5 2 20,4 19,7
3 20,4 19,7

1 20,5 19,4

P5 2 20,3 19,4
3 20,4 19,4

B Prom= 23,6
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Tabla 52. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
histidina.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,3 20,2
C1 2 20,4 20,2
3 20,5 20,2
1 20,4 19,8
P1 2 20,7 19,8
3 20,5 19,8
1 20,5 19,9
C2 2 20,4 19,9
3 20,4 19,9
1 20,6 19,7
P2 2 20,4 19,7
3 20,3 19,7
1 20,6 19,9
C3 2 20,3 20,0
3 20,3 20,0
1 20,4 19,1
P3 2 20,3 19,2
3 20,7 19,2
1 20,4 19,8
C4 2 20,5 19,9
3 20,6 19,8
1 20,6 19,6
P4 2 20,7 19,6
3 20,5 19,5
1 20,3 19,8
C5 2 20,5 19,7
3 20,7 19,6
1 20,3 19,4
P5 2 20,4 19,4
3 20,6 19,4
B Prom= 24,2
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Tabla 53. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana de la
tirosina.

1 20,8 18,3

C1 2 20,6 18,5
3 20,7 18,4

1 20,8 18,1

P1 2 20,6 18,1
3 20,6 18,1

1 20,6 18,4

Cc2 2 20,8 18,4
3 20,7 18,3

1 20,8 17,8

P2 2 20,6 17,9
3 20,8 17,9

1 20,7 18,5

C3 2 20,6 18,3
3 20,7 18,4

1 20,4 17,5

P3 2 20,8 17,2
3 20,7 17,4

1 20,6 18,2

(o7} 2 20,5 18,3
3 20,4 18,4

1 20,7 18,0

P4 2 20,4 17,9
3 20,8 18,0

1 20,4 18,4

C5 2 20,6 18,4
3 20,6 18,4

1 20,6 18,0

P5 2 20,4 18,0
3 20,6 18,0

B Prom= 23,5
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Tabla 54. Datos para la determinacion de la respiracién microbiana del acido

citrico hidratado.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,0 19,6
C1 2 20,0 19,6
3 20,0 19,7
1 20,1 19,4
P1 2 20,2 19,3
3 20,1 19,3
1 20,2 19,0
C2 2 20,1 19,0
3 20,2 19,0
1 20,3 18,7
P2 2 20,1 18,8
3 20,3 18,7
1 20,2 19,3
C3 2 20,1 19,3
3 20,3 19,3
1 20,1 17,7
P3 2 20,3 17,7
3 20,0 17,8
1 20,4 19,3
C4 2 20,5 19,3
3 20,1 19,3
1 20,3 19,0
P4 2 20,2 19,0
3 20,3 19,0
1 20,6 19,4
C5 2 20,6 19,4
3 20,6 19,3
1 20,5 18,6
P5 2 20,5 18,6
3 20,6 18,6
B Prom= 35,63
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Tabla 55. Datos para la determinacion de la respiracidbn microbiana del acido

oxalico dihidratado.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,6 184
C1 2 20,5 18,4
3 20,5 18,4
1 20,4 18,1
P1 2 20,5 18,1
3 20,5 18,1
1 20,3 18,1
C2 2 20,3 18,1
3 20,3 18,2
1 20,4 17,8
P2 2 20,5 17,7
3 20,6 17,7
1 20,3 18,2
C3 2 20,3 18,2
3 20,3 18,1
1 20,6 17,3
P3 2 20,5 17,3
3 20,5 17,3
1 20,7 18,1
C4 2 20,8 18,1
3 20,7 18,1
1 20,8 17,9
P4 2 20,7 17,9
3 20,8 17,9
1 20,5 18,2
C5 2 20,6 18,2
3 20,5 18,2
1 20,5 18
P5 2 20,6 18
3 20,7 18
B Prom= 334
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Tabla 56. Datos para la determinacion de la respiracién microbiana del acido
ascorbico.

1 20,4 19,8
C1 2 20,5 19,8
3 20,5 19,8
1 20,7 18,8
P1 2 20,7 18,7
3 20,7 18,8
1 20,6 19,7
Cc2 2 20,6 19,8
3 20,6 19,7
1 20,7 18,8
P2 2 20,4 18,8
3 20,5 18,6
1 20,6 19,3
C3 2 20,6 19,2
3 20,6 19,3
1 20,8 18,1
P3 2 20,2 18,1
3 20,5 18,1
1 20,4 19,5
(o7} 2 20,4 19,6
3 20,4 19,7
1 20,4 18,3
P4 2 20,6 18,3
3 20,5 18,2
1 20,6 19,5
C5 2 20,5 19,6
3 20,5 19,6

1 20,4 19
P5 2 20,5 19,2
3 20,5 19,2
B Prom= 35,5
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Tabla 57. Datos para la determinacién de la respiracién microbiana del acido

acético.
Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,2 19,8
C1 2 20,2 19,9
3 20,2 19,9
1 20,4 19,5
P1 2 20,2 19,5
3 20,2 19,5
1 20,1 19,6
C2 2 20,3 19,6
3 20,3 19,6
1 20,5 19,2
P2 2 20,3 19,2
3 20,3 19,2
1 20,4 19,9
C3 2 20,2 19,8
3 20,2 19,8
1 20,3 18,3
P3 2 20,1 18,1
3 20,1 18,1
1 20,2 19,7
C4 2 20,1 19,8
3 20,1 19,8
1 20,1 19,3
P4 2 20,3 19,4
3 20,3 19,4
1 20,1 19,9
C5 2 20,2 19,8
3 20,2 19,8
1 20,3 19,4
P5 2 20,2 19,4
3 20,2 19,4
B Prom= 35,8

129




Hurtado, E. (2016). Evaluacion de la Diversidad Catabdlica como Indicador Biolégico en Suelos Contaminados con
Hidrocarburos, en Yaracal - Estado Falcon, Venezuela.

Tabla 58. Datos para la determinacion de la respiracién microbiana del acido
ftalico.

1 20,2 22,0

C1 2 20,1 22,1
3 20,1 22,1

1 20,1 21,3

P1 2 20,3 21,2
3 20,3 21,2

1 20,2 22,0

Cc2 2 20,2 21,8
3 20,2 21,8

1 20,1 19,7

P2 2 20,1 19,5
3 20,1 19,5

1 20,4 21,4

C3 2 20,2 21,3
3 20,2 21,3

1 20,1 18,8

P3 2 20,0 18,8
3 20,1 18,8

1 20,1 20,8

C4 2 20,2 20,9
3 20,2 20,9

1 20,2 19,4

P4 2 20,1 194
3 20,1 19,4

1 20,1 21,1

C5 2 20,1 21,4
3 20,1 21,3

1 20,1 19,1

P5 2 20,2 19,1
3 20,2 19,1

B Prom= 32,1
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Tabla 59. Datos para la determinacion de la respiraciéon microbiana del acido
salicilico.

1 20,3 18,8

C1 2 20,3 18,8
3 20,4 18,8

1 20,5 18,6

P1 2 20,5 18,6
3 20,6 18,6

1 20,5 18,5

Cc2 2 20,5 18,5
3 20,4 18,4

1 20,6 17,3

P2 2 20,6 17,3
3 20,8 17,3

1 20,6 18,7

C3 2 20,6 18,7
3 20,5 18,5

1 20,4 17,3

P3 2 20,4 17,3
3 20,6 17,3

1 20,4 18,5

(o7} 2 20,4 18,5
3 20,6 18,3

1 20,4 18,0

P4 2 20,3 18,0
3 20,4 18,0

1 20,4 18,6

C5 2 20,4 18,6
3 20,7 18,6

1 20,6 18,3

P5 2 20,6 18,3
3 20,5 18,3

B Prom= 29,8
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Tabla 60. Datos para la determinacion de la respiracién microbiana del acido
fumérico.

1 20,1 20,5

C1 2 20,1 20,5
3 20,4 20,5

1 20,3 20,2

P1 2 20,3 20,2
3 20,5 20,2

1 20,3 19,8

Cc2 2 20,3 19,9
3 20,1 19,9

1 20,4 19,5

P2 2 20,4 19,5
3 20,2 19,5

1 20,4 20,3

C3 2 20,4 20,3
3 20,5 20,3

1 20,2 17,9

P3 2 20,1 17,9
3 20,2 17,9

1 20,6 20,5

(o7} 2 20,7 20,5
3 20,6 20,5

1 20,3 19,3

P4 2 20,2 19,3
3 20,3 19,3

1 20,3 20,4

C5 2 20,4 20,4
3 20,3 20,4

1 20,5 20,1

P5 2 20,5 20,1
3 20,4 20,1

B Prom= 30,5
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Tabla 61. Datos para la determinacion de la respiracion microbiana del
tartrato sédico de potasio.

Muestras N° de Muestras Masa del Suelo (g) Volumen de HCI (mL)
1 20,6 20,9
C1 2 20,6 21,0
3 20,5 20,9
1 20,3 20,1
P1 2 20,3 20,1
3 20,7 20,1
1 20,5 20,3
C2 2 20,6 20,3
3 20,5 20,3
1 20,6 19,5
P2 2 20,6 19,5
3 20,7 19,5
1 20,6 20,3
C3 2 20,6 20,3
3 20,4 20,3
1 20,6 19,0
P3 2 20,5 19,0
3 20,6 19,0
1 20,5 20,2
C4 2 20,5 20,0
3 20,5 20,1
1 20,6 19,7
P4 2 20,6 19,6
3 20,5 19,6
1 20,6 20,4
C5 2 20,6 20,3
3 20,5 20,3
1 20,6 19,9
P5 2 20,6 20
3 20,3 20
B Prom= 25,5
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