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RESUMEN

Las enzimas son proteinas cuyo papel fundamental es catalizar las
reacciones quimicas en los seres vivos, actian sobre sustratos especificos
transformandolos en productos necesarios para los ciclos bioldgicos. En el
ciclo del nitrbgeno numerosas enzimas, como por ejemplo ureasas,
proteasas y desaminasas, actian para transformar dicho nitrégeno en formas
mas asimilables para las plantas y microorganismos. Empleando técnicas
colorimétricas se determinaron las actividades enzimaticas de la ureasa,
proteasa y desaminasa, en suelos de un antiguo vertedero, ubicado en el
sector El Ereiglie, San Joaquin, Estado Carabobo. El estudio realizado
permitié6 determinar los efectos que causa la presencia de desechos sélidos
urbanos sobre las actividades enzimaticas. Para la ureasa se obtuvo un
intervalo de 6 a 96 pg N-NHs g * hy presenté correlaciones negativas

(P<0.05) con el pH. La proteasa presento correlaciones con el contenido de



Nitrato y el pH y tuvo un intervalo de 44 a 138 pg tirosina g* h™. La
desaminasa presenté un intervalo de 0,0062 a 0,114 pg N-NHsg * h y no se
obtuvieron correlaciones con ningun parametro fisicoquimico. Las actividades
de todas las enzimas estudiadas variaron en las muestras respecto a los
controles; para la ureasa se presentd un aumento y para la desaminasa y
proteasa una disminucién, debido a la heterogeneidad del agente
contaminante que en este caso son desechos sélidos de distinta clase y
naturaleza.

Palabras Clave: suelos contaminados, actividades enzimaticas, desechos
sélidos.
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ABSTRACT

Enzymes are proteins whose role is to catalyze chemical reactions in alive
organisms, acting on specific substrates by transforming them into products
necessary for biological cycles. In the nitrogen cycle numerous enzymes such
as urease, protease and deaminase, act to transform the nitrogen into forms
that are assimilated by plants and microorganisms. Colorimetric techniques
were determined the activity of enzymes of urease, protease and deaminase,
in soils of a former landfill, located at the El Ereigle, San Joaquin, Carabobo
State. The study was can determined the effects caused by the presence of
solid waste on the enzyme activities. Urease was obtained for a range of 6 to
96 mg N-NH4 g -1 h-1 and showed negative correlations (P <0.05) with pH.
The protease showed correlations with nitrate content and pH and had an
interval of 44 to 138 mg tyrosine g-1 h 1. Deaminase introduced a range of



0.0062 to 0.114 mg N-NH4 g -1 h-1and no correlations were found with any
physicochemical parameter. The activities of all enzymes studied varied in the
samples relative to controls, for there was an increase in urease. Desaminase
and protease decreased due to the heterogeneity of pollutant in this case are
different kinds and nature of solid waste.
Keywords: contaminated soils, enzyme activities, solid waste.
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INTRODUCCION

El estudio del suelo es de gran importancia ya que el mismo representa el
ecosistema, en el cual se realizan los ciclos necesarios para que exista la
vida en el planeta. Sus propiedades varian natural o artificialmente a través
del tiempo por diversos factores tales como el clima, los organismos que lo
habitan, el material parental, la influencia del hombre, entre otros, en
consecuencia no existe una sola medida biolégica o quimica para determinar
el estado de salud y calidad de un suelo para un fin determinado. Una
manera de evaluar las condiciones y los cambios que ocurren en el suelo es
a través del estudio de actividades enzimaticas ya que las mismas estan
estrechamente relacionadas con las propiedades fisicas, quimicas vy
biolégicas del suelo y son sensibles a los cambios generados por el manejo y
la manipulacion de este.

En la actualidad, con el crecimiento, de la poblacién y los avances
tecnolégicos en pro del mejoramiento de la calidad de vida, se ha
incrementado también la contaminacién al punto de convertirse en uno de los
principales problemas de la sociedad, trayendo como consecuencia el
deterioro del agua, el aire y el suelo. La acumulacion de desechos soélidos de
distinta clase en zonas urbanizadas es hoy en dia la principal causa de
contaminacion del suelo y acarrea problemas de salud vegetal, animal y a la
colectividad en general.

En el sector el Ereiglie, municipio San Joaquin, estado Carabobo, en lo
que antes fue un vertedero que funcion6 durante cuarenta afios
aproximadamente, se quiere construir un parque para el disfrute de la
comunidad. Por esta razon la alcaldia conjuntamente con los consejos
comunales de la localidad, realizaron el saneamiento del vertedero
cubriéndolo con una capa de relleno, sin embargo, se desconoce si el terreno

se encuentra contaminado o si es apto para tal fin.
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Por lo antes descrito, se plantea determinar el efecto que ocasiona la
presencia de estos desechos sdlidos en los principales parametros
fisicoquimicos del suelo y en las actividades de las enzimas ureasa,
caseinasa y desaminasa, como indicadores de la contaminacion del suelo en

estudio.



Bejarano B. (2011). Estudio de Actividades Enzimaticas involucradas en el Ciclo del Nitrégeno en
suelos impactados con Desechos Sélidos ubicados en la zona del Ereiglie -Estado Carabobo

CAPITULO I: Formulacién del problema
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacion, se ha convertido en uno de los principales problemas
mundiales del siglo XXI, encontrandose presente en el aire, en el agua y
también en los suelos. Su incremento ha traido como consecuencia, el
deterioro de la calidad de vida de las nuevas generaciones. Por esto es
necesaria su disminucién y control. Los desechos sdélidos son sin duda una
de las principales causas de contaminacion a nivel mundial, de alli la
creacion de rellenos sanitarios para su disposicién. Sin embargo, cuando
estos “rellenos sanitarios” no cumplen con las disposiciones ambientales y
sanitarias requeridas, se convierten en vertederos; en los cuales se
depositan los desechos sélidos sin ningun tipo de regulacién y muchos de
ellos constituyen material reciclable (Conde et al., 2009).

Un poco mas del 80% de la basura que se genera en Venezuela
permanece expuesta en las ciudades afectando la salud de la comunidad y
deteriorando el paisaje urbano. El pais requiere de alrededor de 150 rellenos
sanitarios para atender la necesidad actual de disposicion final de los
desechos sdlidos, de los cuales, solo uno (la bonanza), cumple con la
normativas ambientales y sanitarias para su funcionamiento. La basura
deberia ir a lugares apropiados donde los residuos sdlidos reciban el
tratamiento sanitario y ambiental minimos, para que la solucion no forme
parte del problema. En vertederos del pais tales como; la Ciénaga en
Maracaibo, el Cambalache en Ciudad Guayana o el de Catia la Mar, entre
otros, hombres y mujeres deambulan escarbando los residuos, aguas
superficiales y subterraneas aledafas se contaminan, el paisaje se deteriora,
el suelo se degrada y el aire se contamina por malos olores y quemas

aisladas. A esto se le suma el hecho de que los encargados del manejo de
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tales instalaciones, no siempre cuentan con el equipamiento basico
necesario lo cual puede atentar directamente contra su salud. Ademas de
esto, algunos expertos afirman que, en Venezuela se recicla menos de a
0,8% de los desechos que se acumulan en estos lugares. En la actualidad
es comun observar gran cantidad de desperdicios de todo tipo acumulandose
por calles y avenidas, particularmente en &reas donde el comercio buhoneril
se apodera de las aceras. De alli que el 60% de los desechos sodlidos
urbanos sean empaques, envoltorios 0 cajas. Frente a esta situacion, tan
responsable es el que ensucia como el que deja ensuciar. La basura es una
responsabilidad de todos, y no s6lo de las alcaldias y las empresas
recolectoras (Diaz y Vitaliz, 2007).

Es importante destacar que la contaminaciéon del suelo, ademas de un
problema estético y de salud urbana, animal y vegetal, constituye un
problema biolégico, ya que la degradacion y acumulacién de los desechos
sélidos puede resultar toxica para los organismos presentes en el mismo
degradandolo fisica, quimica y biolégicamente y causando la pérdida de su
productividad (Amador 2010). Por esta razon es necesario evaluar la
repuesta del suelo a los factores contaminantes. Una de las numerosas
formas de medir la calidad del suelo es a través del estudio de las
actividades enzimaticas, debido a que las mismas son sensibles 0 se ven
afectadas por los cambios que pueda sufrir el suelo, principalmente en lo
que a contaminacion se refiere (Kennedy y Smith, 1995).

Las enzimas presentes en los suelos, son indicadoras de la actividad
hidrolitica (proteasas, ureasas, desaminas, entre otras), la cual puede
relacionarse con la actividad microbioldgica; a través de numerosas
reacciones de bacterias y hongos en las cuales sintetizan y liberan enzimas
gue permiten catalizar las reacciones para la descomposicion de la materia
organica del suelo y los ciclos de nutrientes en los ecosistemas terrestres

(Taylor et al., 1989; Zhang et al., 2005). La ureasa patrticipa en el ciclo del
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nitrégeno, catalizando la reaccion de hidrolisis de la urea en amonio y dioxido
de carbono (Steubing et al., 2002), la desaminasa por su parte, actla como
catalizador, para la liberaciéon del amonio de las moléculas inorganicas y la
proteasa cataliza las reacciones que degradan proteinas y péptidos
(Nannipieri, 1994). Estas y otras enzimas pueden ser afectadas por la
presencia de desechos sélidos lo que ocasionaria modificaciones en las
funciones cataliticas que desempefan.

Este estudio plantea determinar el efecto que pueda causar la
contaminacion del suelo con desechos solidos sobre las actividades
enzimaticas de ureasa, desaminasa y proteasa en pro de servir como
antecedente y también como complemento de otros trabajos de investigacion
para buscar alternativas para la solucidon de esta problemética, ya que genera
una amenaza real a la salud publica, vegetal y animal. La zona de estudio
esta ubicada en el sector El Ereigiie, municipio San Joaquin, estado

Carabobo.
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1.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1. GENERAL

Estudiar actividades enzimaticas involucradas en el ciclo del nitrégeno en

suelos afectados con desechos sdlidos en la zona del Ereigiie, situado en el

municipio San Joaquin - Estado Carabobo

1.2.2. ESPECIFICOS

Determinar los siguientes parametros fisicoquimicos en las muestras
de suelos: textura, pH, conductividad eléctrica, humedad relativa,
capacidad de retencién de humedad, contenido de carbono organico

total, nitrégeno total, contenido de amonio y contenido de nitrato.

Determinar la actividad enzimatica de ureasa, caseinasa Yy

desaminasa, en las muestras de suelo en estudio.

Determinar la correlacion de las actividades enzimaticas con la

presencia de contaminante y los parametros fisicoquimicos.
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1.3. JUSTIFICACION

A pesar de los avances tecnoldgicos en lo que a reciclaje se refiere y la gran
cantidad de informacién disponible, son pocos los paises que adoptan esta
ideologia; y este hecho se acentla en aquellos paises en vias de desarrollo;
cuya poblacién va en incremento.

Particularmente en Venezuela, el reciclaje tiene un minimo porcentaje;
0,8% con respecto a los desechos sdlidos totales (Conde et al., 2009). Por
esta razén, gran cantidad de desperdicios se acumulan en los centros
poblados en lugares que no cumplen las normativas ambientales y de salud
correspondientes lo que ocasiona grandes riesgos a la salud publica, animal
y vegetal, ademas de constituir un problema estético (Diaz y Vitaliz, 2007). A
esto se le suma la contaminacién que estos desechos producen en el aire;
por la presencia de malos olores, de las aguas subterraneas y superficiales y
principalmente de los suelos, donde estos desechos se acumulan lo cual
puede afectar los procesos de los mismos tales como la descomposicion de
la materia organica.

La importancia fundamental del estudio de la actividad enzimatica del
suelo, radica en que el funcionamiento de los ecosistemas no se puede
entender correctamente sin la participacion de los procesos enzimaticos
(Overbeck, 1991), ya que las enzimas determinan la pauta de gran parte de
las transformaciones quimicas que se producen en el suelo (Stryer, 1995).
Dentro de los procesos metabdlicos que catalizan se encuentran; la
descomposicion de materiales organicos y la detoxificacion de xenobidticos.
Se puede decir, que las actividades enzimaticas de los suelos, al verse
afectadas por la presencia de desechos solidos, sirven como parametro
indicativo del nivel de contaminacion, por lo que este estudio es de vital
importancia, debido ademas, a que proporcionara una base de datos para
futuras investigaciones correspondientes a la eliminacion de la contaminacion

del suelo de este sector El Ereigiie municipio San Joaquin, Estado Carabobo.
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CAPITULO II: Marco teérico

2.1. ANTECEDENTES
Entre algunos estudios realizados, relacionados con la presente

investigacién, se pueden mencionar:

e Efecto de la aplicacién de residuos soélidos de alto impacto en la

actividad biolégica de suelos de uso forestal (Santander, 2005).

En este estudio, se trabajé con suelos con experiencias en terreno, es decir
suelos expuestos al aire libre y suelos incubados en el laboratorio, a los
cuales fueron adicionados biosdlidos; llamados asi a los residuos solidos de
plantas de tratamiento de aguas servidas. Se le determinaron los siguientes
parametros: porcentaje de carbono, capacidad de retencién de agua, pH,
actividad deshidrogenasa, actividad arilsulfatasa e hidratos de carbono
totales. Los resultados obtenidos fueron comparados con los arrojados por
suelos sin tratamiento, de esta manera se determinaron los posibles efectos
del biosdlido en las muestras. Dichos resultados mostraron que después de
seis meses de aplicacion de la 1° dosis de lodo en el terreno, la actividad de
la deshidrogenasa se mantuvo o aumentd, en ningun caso hubo una
disminucion significativa en dicha actividad es decir, los efectos no fueron
toxicos. Por su parte, en condiciones controladas (incubaciones), la
deshidrogenasa incremento de manera inmediata su actividad. Por su parte,
el nimero de hidratos de carbono totales también aumentd como
consecuencia del aporte de carbohidratos al adicionar los biosélidos. Sin
embargo, la actividad de la arilsulfatasa en los suelos incubados no vario y el
pH disminuy6 proporcionalmente al aumentar la dosis. De la misma manera,
en la presente investigacion se estudid el efecto que produce un agente

contaminante, en este caso gran variedad de desechos solidos, en la
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actividad enzimatica de diferentes muestras de suelos. Y mas aun, se evalu6

la actividad de otras enzimas: caseinasa, desaminasa y ureasa.

e Actividad de la enzima deshidrogenasa en un suelo calciorthids
enmendado con residuos organicos (Acosta y Paolini, 2005).
Para la realizacion de este proyecto, se evalué la actividad de la enzima
deshidrogenasa, en un suelo Calciorthids (llamados asi a los suelos calizos),
de la Peninsula de Paraguana (estado Falcén). Se adicionaron tres tipos de
residuos organicos; estiércol de chivo recolectado en los criaderos de la
Peninsula de Paraguand, residuo del procesamiento de la sabila, Aloe vera
Linné, recolectado en una planta procesadora industrial de sabila (PIZCA) en
Coro y lodo residual, recolectado en los lechos de secado de la Planta de
Tratamiento de Aguas Servidas del Centro de Refinacion Paraguana de
PDVSA en Cardon. Asi mismo, se trabajé con una muestra control a la cual
no se adicion6 ningun residuo organico a fin de realizar comparaciones
respecto a la actividad enzimatica de la deshidrogenasa. Las muestras
preparadas y el control fueron incubados en el laboratorio por un periodo de
aproximadamente dos meses, variando durante los mismos las dosis
aplicadas de cada residuo organico; obteniéndose que la incorporacion de
estos materiales organicos al suelo incrementdé la actividad de la
deshidrogenasa con respecto al control. Para los distintos tratamientos del
suelo la deshidrogenasa se manifestd en el siguiente orden: estiércol de
chivo > residuo de sabila > lodo residual; demostrando que en este ultimo, la
materia organica (MO) generd una menor actividad microbiana; mientras que
los residuos de sabila y el estiércol de chivo mostraron una mayor actividad
de la deshidrogenasa como consecuencia de poseer un mayor contenido de
MO féacilmente biodegradable. Como se ha mencionado anteriormente, en

todos los casos la actividad enzimatica de la deshidrogenasa aumento, por
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ende, estos residuos organicos aplicados fueron inocuos para el suelo
estudiado. Igualmente, este trabajo investigativo se enfocara en comparar
suelos contaminados (presencia de desechos sodlidos), con suelos control
(aparentemente no contaminados) usando la variacion de la actividad
enzimatica como pardmetro indicativo del nivel de contaminacién. No
obstante, en vez de evaluar la actividad de la deshidrogenasa, se siguieron

las actividades de las enzimas caseinasa, desaminasa y ureasa.

e Estudio de actividades enzimaticas involucradas en el ciclo del
nitrégeno en suelos impactados con petréleo ubicados en Yaracal -
Estado Falcén (Suarez, 2010).

En este trabajo de investigacion, se estudiaron los efectos de la

contaminacion con crudo en la actividad enzimatica de la caseinasa, ureasa y

desaminsa. Para ello, se usaron muestras tomadas en cuatro de los pozos

inactivos de explotacién petrolera, presentes en la zona de Yaracal-Estado

Falcon, asi mismo, se recolectaron muestras libres de contaminacion

cercanas a cada pozo. Se determinaron parametros fisicoquimicos, tales

como: textura, pH, humedad relativa, capacidad de retencion de humedad,
cantidad de carbono organico total, contenido de amonio y contenido de
nitrato, asi como también, la cantidad de hidrocarburos totales de petréleo
en las muestras, encontrdndose que las actividades de las enzimas
estudiadas se vieron afectadas, directa o indirectamente, con la introduccion
de hidrocarburos en el suelo, ya que éstas disminuyeron al aumentar la
concentracion de contaminante y de la misma forma la cantidad de carbono

organico total, la capacidad de retencion de humedad, humedad relativa y

contenido de nitrato, presentaron variaciones significativas, con relacion la

cantidad de crudo. Similarmente, el presente trabajo, esta dirigido al estudio

de la actividad de las enzimas caseinasa, ureasa y desaminasa, pero en este
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caso en otros suelos, geogréficamente distintos, y contaminados con

desechos soélidos.

2.2. FUNDAMENTOS BASICOS

2.2.1. El suelo
El suelo puede definirse de acuerdo al trabajo que se desempefia en el
mismo (Jaramillo, 2002), por lo que:

e El suelo es, desde el punto de vista del agricultor, el sitio para ubicar

sus semillas y producir sus cosechas (Worthen, 1949).

e Para un gedlogo podria ser el recubrimiento terroso que hay sobre un

cuerpo rocoso.

e Para un constructor, el suelo es el sitio sobre el cual colocara sus
estructuras o el sustrato que le suministrara algunos de los materiales

gue requiere para hacerlas.

e Para un ecélogo es uno de los componentes del ecosistema que

estudia.

e Para un quimico, es el laboratorio donde se producen reacciones entre

las fases sélida, liquida y gaseosa.

e Un antropélogo o un arqueodlogo podran ver el suelo como un tipo de
registro del pasado.

Aunque lo mas destacable para este estudio, es que el suelo es el

ecosistema, en el cual se realizan todos los ciclos necesarios para que exista

la vida en el planeta.
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2.2.2. El muestreo de suelos

El muestreo es el primer paso del analisis quimico del suelo, y el més critico,
ya que se constituye en la fuente de error mas comun (Petersen y Calvin,
1986). Cline (1944) expres6 que el limite de exactitud estd dado por el
muestreo y no por el andlisis. Esto sucede porque a través de pocas
muestras (generalmente no mas de 1 kg de suelo) se pretende representar la
disponibilidad de nutrientes de miles de toneladas de suelo. Tanto es asi que
1 kg de suelo significa el 0,0000005 % del peso medio de 1 hectarea a una
profundidad de 0-20 cm. Adicionalmente, si tomamos en cuenta que dentro
de la superficie que queremos representar existe una gran variabilidad, la
dificultad para realizar un buen muestreo es aiin mayor. La variabilidad se ve
incrementada cuando un campo ingresa en un sistema de siembra directa
continua, por la accion residual de las lineas de fertilizacion, la acumulacion
de residuos, aplicacién de fertilizantes en la superficie del suelo y el reciclado
de nutrientes hacia estratos superiores del suelo.

Existen diferentes maneras de recorrer un lote con el objetivo de
obtener una muestra representativa. La mas sencilla consiste en recorrer un
lote al azar, recolectando sub-muestras que luego son mezcladas para
formar una muestra compuesta que es enviada al laboratorio. El
inconveniente de este tipo de muestreo es que frecuentemente no se tiene
en cuenta la variabilidad existente en cabeceras y sectores no homogéneos
del lote. Otro plan de muestreo consiste en dividir el campo en subunidades
homogéneas (por €j. loma y bajo), dentro de las cuales se toman muestras
compuestas al azar, evitando cabeceras y cualquier des uniformidad que
pueda aparecer en el lote como sectores rodeados de suelo de menor
calidad; “suelos overos”. Este tipo de muestreo es conocido como muestreo
al azar estratificado (Darwich, 2003). Una variante es el muestreo en areas
de referencia, que consiste en muestrear intensamente un sector homogéneo

del lote, que se asume representativo del lote completo. El tipo mas intensivo
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de muestreo es el muestreo en grilla; en éste, las muestras son tomadas a
intervalos regulares en todas las direcciones, analizdndose por separado. Es
muy precisa y refleja la variabilidad del lote, pero no siempre el retorno
econdmico alcanza para justificar el costo de este tipo de muestreo.

La profundidad de muestreo es de gran importancia, pues esta
determina el nutriente o propiedad del suelo que se pretende cuantificar. Asi,
la materia organica y el pH se miden habitualmente en capa superficial (0-20
cm) ya que es la profundidad donde ejercen mayor influencia. Con respecto a
los nutrientes moviles, los métodos de diagndéstico consideran en general el
nitrégeno en capas profundas, pero no siempre recurren a medirlo, sino que
lo estiman a partir del contenido en capa superficial de suelo. Asi, Alvarez y
Alvarez (2000), a partir de un grupo muy grande de muestras, encontraron
relaciones muy ajustadas entre la disponibilidad de nitrégeno en horizontes
superiores (0-20 o0 0-30 cm) y en profundidad.

El muestreo profundo también presenta inconvenientes. En primer lugar,
la compactacién en el barreno y la mezcla de horizontes pueden llevar a
cometer un grave error (Darwich, 2003). Por otra parte, la absorcién de
Nitr6geno puede tener una correlacion mas alta con la disponibilidad a 0-30
cm que con 0-60 cm (Gelderman et al, 1988), y el nitrégeno por debajo de los
primeros 30 cm no afecta tanto la recomendacién como el que se encuentra
en los primeros 30 cm (Carefoot et al., 1989).

Finalmente, cabe destacar que las actividades enzimaticas disminuyen
con la profundidad en el suelo (Rastin et al., 1990; Kandeler et al., 1994), ya
gue en general, son proporcionales al contenido en materia organica y siguen
su distribucion en el perfil del suelo. Ademas varian con la estacion del afo

(Rastin et al., 1990) y con el tipo de cobertura vegetal.
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2.2.3. Propiedades fisicas de los suelos
Las propiedades fisicas del suelo estan condicionadas por la masa total del
mismo. Son una funcidon de sus componentes tanto en lo que se refiere al
tamafio como a su naturaleza, por ello una de las mas influyentes es la
distribucion por tamafos de las particulas edéficas. Entre las propiedades
fisicas més importante podemos mencionar: la textura, estructura,
permeabilidad, propiedades térmicas, densidad, porosidad y dinamica del
agua. Algunas de las cuales describimos a continuacion:

e Textura

Se conoce como textura a la relacion existente entre los contenidos de las
diferentes fracciones granulométricas que constituyen el suelo.

La textura depende de la proporcion de particulas minerales de diverso
tamafo presentes en el suelo que son las siguientes:
a) Fragmentos rocosos: Diametro superior a 2 mm, y son piedras, grava y

cascajo.

b) Arena: Diametro entre 0,05 a 2 mm. Puede ser gruesa, fina y muy fina. Los
granos de arena son asperos al tacto y no forman agregados estables,

porque conservan su individualidad.

c) Limo: Diametro entre 0,002 y 0,5 mm. Al tacto es como la harina o el talco,

y tiene alta capacidad de retencion de agua.

d) Arcilla: Diametro inferior a 0,002 mm. Al ser humedecida es plastica y

pegajosa; cuando seca forma terrones duros.

La proporcion de estas particulas dan origen a cuatro tipos de suelos
fundamentales por su textura: pedregosos (predominan los fragmentos
rocosos), arenosos (predominan las arenas); limosos (predominan los limos),

y arcillosos (predomina la arcilla) (Soil Survey Division Staff, SSDS, 1993).
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Entre estas cuatro categorias existe una infinidad de combinaciones, las

cuales se pueden observar claramente en el diagrama ternario de la figura 1.

Ar: Arcilloso F: Franco

L: Limoso A: Arenoso

FAr: Franco Arcilloso FArA: Franco Arcilloso Arenoso.
FArL: Franco Arcilloso Limoso ArA: Arcilloso Arenoso

ArL: Arcilloso Limoso FA: Franco Arenoso

FL: Franco Limoso AF: Arenoso Franco

Figura 1. Triangulo de las clases de textura del suelo
(Tomado de SSDS, 1993).

Cada una de las clases de textura mostradas en la figura 1 tiene una

caracteristica particular. Estas se muestran de forma sintetizada en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los suelos segiin su granulometria

Franco Agente de
Textura Arenose | Franco . Arcilloso g ..
limoso agregacion
. . Terronoso o ) .
Tacto Aspero | Aspero Suave .- Tensidn superficial
plastico
o . Suave o . .
Drenaje interno | Excestvo | Bueno Suave pobre Materia organica
Agua disponible _ ) Alta concentracion
& P Baja Media Alta Alta .
para las plantas de electrolitos
Apua : . Bajo potencial
Baja Media Alta Alta jo p oL
transportable electrocinético
i . . e Bajo potencial
Labranza Facil Facil Media Dificil jo p L
electrocinético

(Rivas. 2006)

2.2.4. Materia organica

Numerosos investigadores han reconocido efectos beneficiosos en la
aplicacion de la materia organica en el suelo, en cuanto a las mejoras
observadas con respecto a las caracteristicas quimicas, fisicas y biol6gicas
del mismo (lbafiez, 2006; Gonzalo y Obando, 2010). La materia organica
forma parte del ciclo del nitrégeno, del azufre y del fosforo, contribuye a la
asimilacion de nutrientes, mejora la estructura y la retencién de agua del
suelo y da soporte a todo un mundo de microorganismos.

Para conocer el por qué de estas propiedades debemos remontarnos al
conocimiento de la estructura interna de la materia organica. La materia
organica procede de los seres vivos (plantas o animales superiores o
inferiores) y su complejidad es tan extensa como la composicion de los
mismos seres vivos. La descomposicién en mayor o menor grado de estos
seres vivos, provocada por la accion de los microorganismos o por factores
abidticos da lugar a un abanico muy amplio de sustancias en diferentes

estados que son los constituyentes principales de la materia organica.
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Todos estos componentes de la materia viva sufren una serie de
transformaciones que originan lo que conocemos como materia organica
propiamente  dicha, que consiste en un material dinamico
(termodinamicamente inestable), ligado a los ciclos del carbono, nitrégeno,
del fésforo y del azufre, a la reduccion del hierro y el manganeso en el suelo
y a otros muchos procesos y que pueden llegar a estabilizarse en funcion de
los parametros ambientales (temperatura, pH, humedad, contenido idnico,
poblaciones de microorganismos, etc.).

La materia orgénica tiene funciones muy importantes en el suelo y para
ello es necesario partir del conocimiento de los procesos que tienen lugar en
el suelo (ciclos de nutrientes) y de la actividad biologica del mismo, a modo
indicativo, se citan a continuacion los efectos de la materia organica sobre

algunas caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo:

e Caracteristicas fisicas

1. La materia organica disminuye la densidad aparente del suelo (por
tener una menor densidad que la materia mineral), contribuye a la
estabilidad de los agregados, mejora la tasa de infiltracion y la

capacidad de retencion de agua.

2. La materia organica viva de origen vegetal se caracteriza por una
estructura celular abierta. Las particulas de cortezas, corcho o las fibras
vegetales tienen células en su interior que contribuyen a aumentar la
porosidad del suelo (porcentaje de poros), es decir, aumenta el nimero
de poros que son capaces de retener agua o aire sin aumentar el
volumen total de suelo. Los espacios vacios que se forman en la
interfase entre las particulas organicas y minerales pueden contribuir al
aumento de la conductividad hidraulica del suelo. Debido al efecto fisico

del tamafio de las particulas, la materia organica aumenta la capacidad
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de retencion de agua de suelos arenosos y aumenta la capacidad de

aireacion de suelos arcillosos.

e Caracteristicas quimicas

1. La materia organica tiene un papel importante en la mejora de la
disponibilidad de micronutrientes (principalmente hierro, manganeso,
zinc y cobre) para las plantas, asi como, en la reduccion de los efectos

toxicos de los cationes libres.

2. La mayor parte del nitrdgeno almacenado en el suelo se encuentra en
forma organica, por lo tanto, la disponibilidad de materia organica influye

directamente en la disponibilidad de nitrégeno.

e Caracteristicas bioldgicas

1. La materia organica sirve de fuente de energia para los

microorganismos del suelo.

2. La materia organica puede proporcionar actividad enzimética. Parece
gue existen enzimas activas adsorbidas al humus o a las particulas de
arcilla no ligadas a las fracciones vivas. Una de las mas abundantes es
la ureasa. En general, las enzimas contribuyen a hidrolizar moléculas de
cadena larga, haciendo disponibles para las plantas algunos elementos

resultantes de la hidrélisis.
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2.2.5. Contenido de nitrégeno

El contenido de nitrbgeno en los suelos varia ampliamente, pues estan
controladas especialmente por las condiciones climéticas y de vegetacion,
ademas las mismas inciden en las condiciones locales de la topografia,
material parental, las actividades del hombre y el tiempo que estos factores
han actuado sobre el suelo.

El clima tiene una influencia determinante sobre el nivel de N en los
suelos a través de la influencia de la temperatura y las condiciones de
humedad (régimen de lluvia) sobre el desarrollo de las plantas y
microorganismos (Jenny, 1930). La vegetacion también es determinante
sobre el contenido de N, asi, los suelos desarrollados bajo plantas con
sistemas radicales extensos presentan altos contenidos de N y en suelos de
bosques poseen mayores cantidades de N que los de sabana.

El contenido de nitrégeno total en los suelos presenta un amplio
intervalo, pero es comun el comprendido entre 0,2 y 0,7% para la
denominada capa arable. El porcentaje tiende a disminuir al aumentar la
profundidad del perfil. Dentro de los factores de formacion del suelo, el clima
es el que influye mas directamente en el contenido total del nitrégeno, cuyo
porcentaje tiende a incrementarse al disminuir la temperatura y al aumentar
la precipitacion, dentro de ciertos limites.

El suelo no solo contiene nitrégeno inorganico sino también el material
parental (proveniente de las rocas y sedimentos que conforman el suelo).
Esquematicamente las formas de nitrdgeno presentes en el suelo podrian

agruparse segun la figura 2.
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Figura 2. Esquema de las formas de nitrdgeno presentes en el suelo.
(Fuente: Fassbender, 1982)

El nitrdgeno organico representa cominmente, entre el 85 y el 95% del
nitrégeno total. En buena parte su naturaleza quimica es desconocida. Los
compuestos nitrogenados que se acumulan en los suelos en forma de restos
animales y vegetales tienen en su mayoria naturaleza proteica. Entre el 20%
y 40% del N de los suelos se presentan en forma de aminoacidos. Una
segunda evidencia de la naturaleza proteica del N organico es la liberacion

de aminodacidos a partir de la materia organica por un ataque enzimatico, en
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donde la enzima provoca la ruptura de las uniones peptidicas de las
proteinas.

En formas inorganicas se presenta el nitrégeno como oxido nitroso,
oxido nitrico, didxido de nitrégeno (NO;), amoniaco en cantidades minimas
casi no detectables y ademas como amonio, nitrito y nitrato. Por lo general,
estas formas inorganicas constituyen soélo hasta el 2% del N total del suelo.
El nitrogeno inorganico de los suelos tiene un intervalo generalmente
comprendido entre el 5 y 15%. Diversos estudios realizados (Blasco y
Cornfierld 1966; Klinge, 1962) demuestran que los porcentajes de nitrégeno
inorganico son mas altos en suelos de regiones &ridas o semiaridas,
correspondiendo los porcentajes menores a suelos volcanicos. Por lo
general, el nitrégeno intercambiable no supera el 2% del nitrogeno total,
aunque hay aumento significativo en las regiones aridas o semiaridas. El
denominado amonio nativo fijo tiene valores comprendidos entre 3 y 13%. El
nitrdgeno mineralizado no supera en la mayoria de los casos el 2%, aunque
el porcentaje puede aumentar cuando las condiciones de incubacién son

Optimas.

2.2.6. El ciclo del nitrégeno
El ciclo del nitrégeno en el suelo es parte de un ciclo mas completo (Schulten
y Schnitzer, 1998); en la figura 3 se representa el ciclo del nitrégeno en el

suelo.
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Figura 3. Ciclo del nitr6geno. (Fuente: Masis y Gonzélez, 2007).
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Este es quiza uno de los ciclos mas complicados, ya que el nitrégeno se
encuentra en varias formas, y se llevan a cabo en él, una serie de procesos
quimicos en los que el nitrégeno es tomado del aire y es modificado para
finalmente ser devuelto a la atmosfera. El nitrégeno (N3) es el elemento que
se encuentra en forma libre (estado gaseoso) y en mayor abundancia en la
atmosfera (78 %.). Se ubica entre los principales elementos biogeoquimicos;
sin embargo, es tan estable, que apenas se combina con otros elementos vy,
por tanto, es dificil que los organismos lo asimilen, ya que primero necesitan
desdoblarlo y emplearlo en la sintesis de aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos (ADN y ARN) y otras moléculas fundamentales para su
metabolismo. Por lo tanto, teniendo esto en cuenta, es facil notar su
importancia en la vida de cientos de organismos.

La mayor parte del nitrdgeno presente en el suelo esta en forma de
nitrégeno organico. Este nitrdgeno organico representa una importante
reserva de nutrientes y esta constituido en aproximadamente un 40% por
material proteico (proteinas, péptidos y aminoacidos) (Allano, 1996), aunque
también abundan los compuestos heterociclicos de nitrégeno,
aproximadamente un 35% (Schulten y Schnitzer, 1998).

Los microorganismos presentan una gran importancia al describir el
ciclo del nitrégeno en el suelo, ya que intervienen en un gran nidmero de
procesos. La amonificacion se produce debido a la acciébn de una gran
diversidad de microorganismos, tanto aerobios como anaerobios, como
bacterias y hongos. Mientras que la nitrificacion (conversion de amonio a
nitrato por oxidacion enzimatica) es un proceso que ocurre en dos etapas:
conversion de amonio a nitrito y su posterior transformacién en nitrato. La
primera de estas etapas transcurre principalmente debido a la accion de
bacterias pertenecientes al género Nitrosomonas, aunque también se
encuentran implicadas bacterias pertenecientes a otros géneros como son

las Nitrosolobus y las Nitrospira (De Boer y Kowalchuk, 2001), mientras que
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la transformacion final en nitrato se produce por medio de la accion de
bacterias pertenecientes al género Nitrobacter. Este tipo de bacterias son
activas en un intervalo de condiciones mucho mas estrecho que las bacterias
amonificantes (MacDuff y White, 1985). Cada una de estas etapas implicadas
en la conversion del nitrégeno organico a amonio, se encuentra catalizada

por una enzima especifica.

2.2.7. Enzimas del suelo

El suelo es un sistema vivo donde toda actividad bioquimica se desarrolla por
medio de procesos enzimaticos. Se considera que la actividad enzimatica es
una de las numerosas formas de medir la calidad del suelo (Kennedy y
Smith, 1995). Dicha actividad estaria asociada a condiciones que promueven
la sintesis de enzimas microbianas, estabilizacion y preservacion de enzimas
extracelulares. Por preceder a la acumulacion de materia organica, la
actividad enzimética seria un sensible y efectivo indicador de los cambios en
la calidad del suelo (Kennedy y Papendick, 1995; Park y Seaton, 1996;
Monreal et al., 1998).

La actividad de una enzima que actlan sobre un sustrato especifico,
esté relacionada con una reaccion especifica (Dick et al., 1996), por lo que es
necesario medir un amplio grupo de enzimas para caracterizar el estado
general de los nutrientes o determinar indices de actividad microbioldgica. La
medida de una Unica propiedad biolégica o bioquimica no es util para
determinar la calidad del suelo (Dick, 1992) principalmente porque las
actividades enzimaticas son variables en el tiempo y espacio. Aunque las
medidas simultaneas de varias enzimas se han revelado muy utiles como
indicadores de la actividad biolégica del suelo y pueden emplearse como
indice de la fertilidad bioquimica del suelo (Trasar-Cepeda et al., 1998), este

tipo de indices debe incluir un minimo de datos que reflejan procesos
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microbioldgicos y bioquimicos importantes en el suelo; ademas, los métodos

empleados para medir estas propiedades deben ser rpidos, simples y

precisos (Doran y Parkin, 1994).

Los procedimientos empleados en general se basan en métodos

colorimétricos. No obstante, estos métodos son afectados por diferentes

factores que limitan la interpretacion y comparacion de las actividades

enzimaticas en diferentes suelos, y se deben tomar en cuenta que tanto

influyen en la medicién, entre ellos podemos mencionar:

1.

2.

Las diferentes fuentes y/o localizaciones de las enzimas en el suelo.
Estandarizacion del método empleado.

Evaluacion de la adsorcion de sustratos o productos por las particulas

del suelo.

Posible utilizacion de los productos generados por la accion
enzimatica por microorganismos durante los ensayos, con

incubaciones por largos periodos de tiempo.

Los ensayos generales, proporcionan datos sobre la actividad
enzimatica potencial y total, en vez de la real o actual en el momento

de la toma de muestra de suelos.

Las enzimas del suelo mas frecuentemente estudiadas son las oxido-

reductasas (deshidrogenasas, catalasas y peroxidasas) e hidrolasas

(invertasas, fosfatasas, proteasas y ureasas) (Dick, 1994). A continuacién se

mencionan las funciones, de algunas enzimas comunmente estudiadas:
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e Proteasas

Las proteinas son importantes constituyentes de las semillas y de los
exudados radiculares o raices, asi como un componente primario funcional y
estructural de las paredes celulares de las plantas. Las proteinas entran a
formar parte del suelo a través de los organismos muertos, las plantas y los
animales. Las proteinas del suelo son descompuestas por multitud de
bacterias y hongos. Durante la degradacion, las proteasas extracelulares
producen oligopéptidos a partir de las proteinas, lo que origina como
consecuencia la liberacion de compuestos de bajo peso molecular, que son
asimilados por los microorganismos. Tras la liberacion de las proteasas por
parte de las células microbianas las enzimas son absorbidas en coloides del
suelo o se unen covalentemente a la materia organica. Las enzimas asi
inmovilizadas muestran un alto grado de resistencia a la protedlisis.

Las proteasas son enzimas que modifican la velocidad en el ciclo del
nitrégeno en el suelo (Ladd y Paul, 1973; Hayano, 1996) ya que las
reacciones catalizadas por proteasas juegan un papel importante en el
contenido de nitrégeno del mismo siendo las responsables de la
descomposicion progresiva del nitrdgeno contenido en las proteinas a
nitrdgeno peptidico y finalmente a aminoacidos. En cuanto al origen de las
proteasas en la matriz del suelo, Hayano (1996) concluye que éstas
proceden principalmente de animales y microorganismos, asi como, en

mucha menor proporcion, de los residuos vegetales.

e Ureasa

La enzima ureasa cataliza la hidrélisis de la urea a amonio y diéxido de
carbono. Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza,
en microorganismos, células animales y vegetales. Posee gran importancia

ya que Cataliza y controla la mayoria de las reacciones bioquimicas del
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cuerpo y forma parte del ciclo del nitrdgeno donde las plantas y
microorganismos utilizan el amonio liberado para sus procesos metabdlicos.
(Masis y Gonzalez, 2007)

La ureasa es una proteina hexameérica que contiene dos iones Ni (II)
por subunidad. EI mecanismo de reaccion propuesto para la hidrélisis de
urea es aquel en que un i6n Ni** polariza el grupo carbonilo de la urea para
facilitar el ataque nucleofilico por un aniébn OH™ que es activado por el
segundo Ni** (Andrews et al., 1984).

e Desaminasa

Es la enzima encargada de catalizar la pérdida de NH3 en un aminoacido
originando un acido carboxilico. Se encuentra en los tejidos de todos los
mamiferos, participa en el metabolismo de las purinas y esta asociada a
enfermedades como la tuberculosis (Ginés, 1996).

Las actividades enzimaticas de la ureasa, proteasas y desaminasas,
son ampliamente estudiadas en el suelo junto con otro grupo de hidrolasas,
como indicadores de calidad, fertilidad y en la evaluacién del impacto de
contaminantes en el mismo. El interés por estas actividades, se debe a su
relacion con el ciclo del nitrégeno ya que funcionan como reguladoras dentro

del mismo.

2.2.8. Contaminacién del suelo

Un suelo se puede degradar al acumularse en €l sustancias a unos niveles
tales que repercuten negativamente en el mismo. Las sustancias, a esos
niveles de concentraciéon, se vuelven toxicas para los organismos del suelo;
se trata pues de una degradacion quimica y fisica que provoca la pérdida
parcial o total de la productividad del suelo. En los estudios de

contaminacion, no basta con detectar la presencia de contaminantes sino
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que se han de definir los maximos niveles admisibles y ademéas se han de

analizar posibles factores que puedan influir en la respuesta del suelo a los

agentes contaminantes (Amador, 2010). Entre estos factores podemos

referirnos a los siguientes:

1.

Vulnerabilidad: Representa el grado de sensibilidad (o debilidad) del
suelo frente a la agresion de los agentes contaminantes. El grado de
vulnerabilidad de un suelo frente a la contaminacion depende de la
intensidad de afectacion, del tiempo que debe transcurrir para que los
efectos indeseables se manifiesten en las propiedades fisicas y quimicas
de un suelo y de la velocidad con que se producen los cambios
secuenciales en las propiedades de los suelos en respuesta al impacto

de los contaminantes.

Amortiguacion: El conjunto de las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo lo hacen un sistema clave, especialmente importante
en los ciclos biogeoquimicos superficiales, en los que actda como un
reactor complejo, capaz de realizar funciones de filtracion,
descomposicion, neutralizaciéon, inactivacion, almacenamiento, etc. Por
todo ello el suelo actia como barrera protectora de otros medios mas
sensibles, como los hidrolégicos y los biol6gicos. La mayoria de los

suelos presentan una elevada capacidad de depuracion.

Biodisponibilidad: Se entiende la asimilacion del contaminante por los
organismos, y en consecuencia la posibilidad de causar algun efecto,

negativo o positivo.

Movilidad: Se regulara la distribucién del contaminante y por tanto su

posible transporte a otros sistemas.

Persistencia: Se regulara el periodo de actividad de la sustancia y por

tanto es otra medida de su peligrosidad.
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2.2.8.1. Causas y origenes de la contaminacion del suelo

Es posible clasificar los origenes de la contaminacion del suelo en dos
grandes tipos: contaminaciéon de la mano del hombre y contaminacion por
efectos naturales. En el primer tipo, el hombre estd implicado de manera
directa; es aquel tipo de contaminacion en que el hombre es parte activa de
la degradacion del suelo como puede ser la transformacion de cultivos,
urbanizacién del medio, creacidén de grandes vias de comunicacion terrestre

(autopistas, carreteras), vertidos, entre otros (Diaz y Cruz, 1989)

En este trabajo de investigacion, se estudiaran muestras de suelos
caracterizados por poseer gran cantidad de basura; cuando se amontona la
misma al aire libre, y permanece en un mismo lugar durante mucho tiempo,
parte de dicha basura organica (residuos de alimentos como cascaras de
fruta, pedazos de tortilla, etc.) se fermenta, ademas de dar origen a mal olor
y gases toxicos, al filtrarse a través del suelo en especial cuando éste es
permeable, (deja pasar los liquidos) contamina con hongos, bacteria, y otros
microorganismos patdgenos (productores de enfermedades), no sélo ese
suelo, sino también las aguas superficiales y las subterraneas que estan en
contacto con él, interrumpiendo los ciclos biogeoquimicos y contaminado las

cadenas alimenticias (Amador, 2010).

En el segundo tipo, el hombre esta implicado de manera indirecta. Es la
contaminacion por efectos naturales como puede ser la erosion y

desertificacion (Diaz y Cruz., 1989).
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2.2.9. Residuos sélidos y su clasificacion

Un residuo sélido se define como cualquier objeto o material de desecho que
se produce tras la fabricacion, transformacién o utilizacion de bienes de
consumo y que se abandona después de ser utilizado (Galdames, 2000). Es
la parte o totalidad de un bien que no es util a un propdésito determinado
(Colina et al., 2011).

El residuo se puede clasificar de varias formas, tanto por estado, origen o
caracteristica (Galdames, 2000). Ademas, un residuo también puede ser

caracterizado por sus caracteristicas de composicion y generacion.

e Clasificacién por estado

Un residuo es definido por estado segun el estado fisico en que se
encuentre. Existe por lo tanto tres tipos de residuos desde este punto de vista
sélidos, liquidos y gaseosos, es importante notar que el alcance real de esta
clasificacion puede fijarse en términos puramente descriptivos 0, como es
realizado en la practica, segun la forma de manejo asociado: por ejemplo un
tambor con aceite usado y que es considerado residuo, es intrinsecamente
un liquido, pero su manejo va a ser como un solido pues es transportado en

camiones y no por un sistema de conduccion hidraulica.

e Clasificacién por origen

Se puede definir el residuo por la actividad que lo origine, esencialmente es
una clasificacion sectorial. Esta definicion no tiene en la préactica limites en
cuanto al nivel de detalle en que se puede llegar en ella. Los tipos de

residuos mas importantes seguin su origen:
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1. Residuos municipales: La generacién de residuos municipales varia
en funcion de factores culturales asociados a los niveles de ingreso,
habitos de consumo, desarrollo tecnoldgico y estandares de calidad de
vida de la poblacion. Los sectores de mas altos ingresos generan
mayores volumenes per cépita de los residuos, y estos residuos tienen
un mayor valor incorporado que los provenientes de sectores mas
pobres de la poblacion.

2. Residuos industriales: La cantidad de residuos que genera una
industria es funcion de la tecnologia del proceso productivo, calidad de
las materias primas o productos intermedios, propiedades fisicas y
quimicas de las materias auxiliares empleadas, combustibles
utilizados y los envases y embalajes del proceso.

3. Residuos mineros: Los residuos mineros incluyen los materiales que
son removidos para ganar acceso a los minerales y todos los residuos
provenientes de los procesos mineros.

4. Residuos hospitalarios: Actualmente el manejo de los residuos
hospitalarios no es el mas apropiado, al no existir un reglamento claro
al respecto. El manejo de estos residuos es realizado a nivel de
generador y no bajo un sistema descentralizado. A nivel de hospital
los residuos son generalmente esterilizados. La composicién de los
residuos hospitalarios varia desde el residuo tipo residencial y
comercial a residuos de tipo medico conteniendo substancias
peligrosas. Segun el Integrated Waste Management Board de
California USA se entiende por residuo medico como aquel que esta

compuesto por residuos que es generado como resultado de:

a) Tratamiento, diagndstico o inmunizacion de humanos o animales.
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b) Investigacion conducente a la produccion o prueba de
preparaciones medicas hechas de organismos vivos Yy sus

productos.
e Clasificacion por tipo de manejo

Se puede clasificar un residuo por presentar algunas caracteristicas
asociadas a manejo que debe ser realizado. Desde este punto de vista se

pueden definir tres grandes grupos:

a) Residuo peligroso: Son residuos que por su naturaleza son
inherentemente peligrosos de manejar y/o disponer y pueden causar
muerte, enfermedad; o que son peligrosos para la salud o el medio

ambiente cuando son manejados en forma inapropiada.

b) Residuo inerte: Residuo estable en el tiempo, el cual no producira

efectos ambientales apreciables al interactuar en el medio ambiente.

c) Residuo no peligroso: Ninguno de los anteriores.
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CAPITULO IlIl: Marco Metodolégico

3.1 Descripcion de la zona de estudio

La zona objeto de estudio estd situada en la parroquia San Joaquin del
Municipio San Joaquin. Se localiza entre las coordenadas geograficas 67' 49'
20" de longitud oeste y 10' 18' 50" de latitud norte, a 800 m.s.n.m. Esta
ubicada en el sector noroeste de la parroquia (Mesa, 2011).
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Figura 4. Ubicacion geografica de la zona el Ereigle (Fuente: Mesa 2011)
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3.2 Muestreo y preparacion de las muestras

Se realiz6 una toma de muestra, empleando el método al azar, a lo largo de
toda la zona de estudio, debido a que de esta manera se garantiza la
variabilidad existente en la zona muestreada, ademas de incrementar la
precision de los resultados, sin aumentar sustancialmente los costos
(Darwich, 2003).

Utilizando una chicora, en bolsas plasticas de polietileno, se
recolectaron diez muestras, las cuales constaron de una capa superficial de
suelo (relleno de profundidades comprendidas entre 0-20 cm) y una capa
mas interna, debajo del relleno con profundidades aproximadas de entre 10 y
40 cm. Adicionalmente se tomaron dos muestras control en las afueras del
vertedero. En la tabla N° 2 se presenta la ubicacién geografica de cada

muestra.

Tabla 2. Coordenadas de cada una de las muestras de suelo recolectadas.
(Fuente: Propia, 2011)

MUESTRA NORTE OESTE
1 10209 77 67252° 10"
2 102107 679252 47"
3 1029 55 67952 47"
4 109944 6725247
5 1029 58" 67248 27"
6 10216°55™ 67248 27"
7 102 16° 59~ 67248 34
8 1021707 67248 32"
9 10216° 54 67248 32"
10 10217 37 67248 37
control 10216° 57" 67248 30"
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Para la determinacion de los parametros fisicoquimicos (textura, pH,
conductancia eléctrica, contenido y retencion de humedad, carbono orgénico
total), las muestras de suelo recolectadas se dejaron secar al aire por 72
horas.

Luego, se les realiz6 la molienda y se pasé por tamiz de 2 mm, y por
altimo se almacenaron en recipientes con tapa a temperatura ambiente.

Por su parte, para la determinacion de los parametros bioquimicos
nitrdgeno total, contenido de amonio y contenido de nitrato, las muestras
frescas (almacenadas a 4° C), se extendieron sobre un plastico limpio y seco,
se les retir6 el material grueso (piedras, hojas, tallos, raices, estiércol y
basura), y se pasaron por un tamiz de 2 mm. Las muestras tamizadas se
almacenaron en recipientes con tapa a -20°C (Frostergard et al., 1993;
Matsushita et al., 2007).

3.3. Equipos

3.3.1. Agitador orbital:

Utilizado para la agitacion de las muestras de suelos en la determinacion de
las actividades de las enzimas ureasa, desaminasa y proteasa. Marca
BUNSEN modelo AO-400 (figura 5), con tiempo programado de 0 a 60
minutos y regulacién de la velocidad de orbitacion. Este equipo se encuentra

en el Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas-FACYT-UC.
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Figura 5: Agitador Orbital (Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas
FACYT-UC 2011)

3.3.2. Espectrofotémetro:

Se utilizé en la medicion de la absorbancia de los colores desarrollados en la
determinacién del contenido de carbono organico, contenido de amonio,
contenido de nitrato y las diferentes actividades enzimaticas antes citadas.
Marca UNICO modelo 1100RS (figura 6), que opera con un ancho espectral
(rendija) de 10 nm; monocromador de haz simple, red de difracciéon de 1200
lineas/mm; intervalo de longitud de onda de 335-1000nm; con intervalo
fotométrico de 0-125%T, 0-22 y 0-1999C (0-1999F) y utiliza como fuente de
luz una bombilla halégena de Tungsteno. Este equipo se encuentra en el
Laboratorio de Quimica Organica-FACYT-UC.
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Figura 6: Espectrofotometro (Laboratorio de Quimica Organica-FACYT-UC
2011)

3.3.3. Bafio Termostatico:

En este equipo se realizd la incubacion de las muestras para la
determinacion de las actividades enziméticas estudiadas, es de marca
COLE-PALMER vy se encuentra en el Laboratorio de Fisicoquimica-FACYT-
ucC.

Figura 7: Bafo termostatico (Laboratorio de Fisicoquimica -FACYT-UC
2011)
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3.3.4. Centrifuga:

Este equipo se utilizé en la centrifugacién a 3000 y 3500 rpm de la muestras
de suelo en la determinacion de las actividades de las enzimas desaminasa,
ureasa y proteasa. Se encuentra en el Laboratorio de Investigaciones
Bioquimicas FACYT-UC.

.
uew

vm%&‘u \ \\Nm

Figura 8: Centrifuga (Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas FACYT-UC
2011)

3.3.5. Destilador:
Utilizado en la destilacién de las muestras de suelo previamente digestadas
para la determinacion de nitrégeno total. Se encuentra ubicado en el CIMA-

ucC.
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Figura 9: Destilador (CIMA-UC 2011)

3.4 Caracterizacion Fisicoquimica del suelo
En el laboratorio se realizaron los andlisis fisicoquimicos de las distintas

muestras de suelo de la zona, de acuerdo a las metodologias resumidas en
la tabla 3.
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Tabla 3. Métodos de andlisis usados en el Laboratorio para el estudio fisico-

quimico (Fuente: Suarez, 2010).

PARAMETRO METODO TECNICA REFERENCIA
Humedad 10g de muestra
Relativa (%) y T=105°C en Gravimetria (Jackson, 1970)
Capacidad de 24h
Retencion de
Humedad
pH 1:1 agua o KCL Potenciometrica (Olarte, 1979)
1M
Conductividad 1:2 agua Conductimetria (Jackson,1970)
(CE)
Carbono Walkley-Black | Espectrofotometria | (Walinga et al.,
organico K2Cr,07 600 nm 1992)
Nitrogeno total | Kjeldahl digestion Destilacion y (Citado por
acida alcalimetria Faithfull,2005)
Contenido de Determinacion Colorimétrica Kandeler y
Amonio Directa 690 nm Gerber, 1988
Modificado
Contenido de Determinacion Colorimétrica Anderson e
Nitrato directa con Acido 410 nm Ingram ,1989
salicilico
Textura Al tacto Tacto Citado Por

Jaramillo, 2002

3.4.1 Determinacioén del porcentaje de Humedad relativa (Jackson, 1970)

Se pesaron 10g de suelo, se colocaron en la estufa durante 24h a 105°C y se

registré nuevamente su peso.
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3.4.2 Determinacion de la capacidad de retencion de humedad (Jackson,
1970)

Se pesaron 30g de suelo y se colocaron en embudos de gravedad, se le
adicioné agua hasta humedecer todo el suelo, se dej6é en reposo durante 6h

y luego se registrd su peso.

3.4.3 Determinacion de pH y conductividad eléctrica, CE, (Olarte, 1979;
Jackson, 1970)

Se pesaron 5 g de suelo en tubos de ensayo tipo falcon. Se adicionaron 5 mL
de agua al primer tubo, 10 mL de agua al segundo, 10 mL de cloruro de
potasio al tercero y 10 mL de cloruro de calcio al ultimo tubo con muestra.
Luego, se agitaron todos los tubos por 30min, se centrifugaron durante 10min
a 3000 rpm y finalmente se determiné el pH a todos los sobrenadantes con
un pH-metro. Por su parte la conductividad eléctrica se determind con un
conductimetro solo al sobrenadante del tubo con 5 g de muestra'y 10 mL de

agua.

3.4.4 Determinacion de carbono organico (Walinga et al., 1992)

Se pes6 0,1g de suelo, se le adicion6 4 mL de acido sulfarico al 97% y 2 mL
de solucion de dicromato de potasio 0,3 M. se dejé en reposo durante 24h, se
llevé a un volumen de 25 mL y se midi6 la absorbancia a 600nm.
Adicionalmente se realizé una curva con patrones de glucosa entre 2y 12

mgC/mL.

3.4.5 Determinacion de nitrogeno total (Faithfull, 2005)

Se pesO 1g de muestra y se adiciond la solucion digestora de sulfato de
cobre, sulfato de potasio y acido sulfurico al 97%, se afiadié peroxido de
hidrogeno al 35% y se sometio a calentamiento (250 °C durante 2 horas). La

destilacion se hizo empleando hidroxido de sodio al 35% y el destilado se
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recogio en &cido bérico al 4%, finalmente se tituld la mezcla colectada con
HCI 0,2 M.

3.4.6 Determinacion del contenido de amonio (Kandeler y Gerber, 1988
modificado)

Se peso 5g de suelo y se adicion6 8 mL de cloruro de potasio 2M, se agito
por 30 min y se centrifug6 por 10 min a 3500 rpm. Se tomo una alicuota de 2
mL se sobrenadante, se adicioné 2 mL de cloruro de potasio 2M, 5mL de la
solucién de salicilato/hidréxido y 2 mL de solucién de dicloroisocianurato de
sodio al 0,1%. Se dej6 en reposo durante 30min para desarrollo de color y
se determind la absorbancia a 690 nm. Adicionalmente, se realizé una curva
de calibracion a partir de cloruro de amonio con concentraciones

comprendidas entre 0.5y 2.5 pg/mL.

3.4.7 Determinacion del contenido de nitrato (Anderson e Ingram, 1989)

Se peso6 5g de suelo y se adicioné una solucion al 5% de acido salicilico en
acido sulfarico al 97%, luego se adicioné hidréxido de sodio 2 M, se dejo en
reposo por 1h para desarrollo de color y se midié su absorbancia a 410nm.
Adicionalmente se realiz6 una curva de calibracion con concentraciones
desde 2 a1l0 mg/L de [N-NO3]

3.5 Determinacién de actividades enzimaticas
Se realiz6 la determinaciéon de tres actividades enzimaticas en las muestras
de suelo: ureasa, desaminasa y proteasa. Para cada actividad enzimatica

determinada se emplearon 2 réplicas de cada muestra y un blanco.
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3.5.1. Determinacién de la Actividad Ureasica (Kandeler y Gerber, 1988)
La ureasa actia como catalizador en la hidrdlisis de la urea para la formacion

de amoniaco y diéxido de carbono, como se muestra en la figura 10.

O Hz0
f}{ljla& NH3 T CO:
H,N” “NH, \
TUREASA

Figura 10: Reaccion general de la hidrélisis de la urea

En un tubo de centrifuga tipo falcon se pesé 1g de suelo, se afiadio
0.5 mL de solucién de urea 79.7 mM (en el caso de las muestras) y 0.5 mL
de agua destilada (en el caso de los blancos o control). Se incubaron las
muestras y blancos a 37°C por 2 h en un bafio termostatico. Se afiadi6
10 mL de solucion extractora KCI-HCI 1M, a todos los tubos y posteriormente
a las muestras se les afiadié 0.5 mL de agua destilada y a los blancos 0.5 mL
de solucion de urea 79.7 mM. Se agitaron por un periodo de 30 minutos en
un agitador horizontal, seguido de una centrifugacion por 10 minutos a 3500
rpm en una centrifuga. Se tomo6 cuidadosamente, una alicuota de 2 mL de
cada sobrenadante y se coloc6 en un vial. Se adicion6 8 mL de agua
destilada, 5 mL de la solucién salicilato/hidréxido y 2 mL de solucion de
dicloroisocianurato de sodio al 0,1% p/v. Se dejo en reposo por 30 minutos
para el desarrollo de color, y se midi6é la absorbancia de las soluciones a
690 nm con un espectrofotometro.

Se realiz6 una curva de calibracion para determinar el amonio liberado,
usando una solucion madre de cloruro de amonio de 500 yg N-NH./mL, a
partir de la cual se prepararon soluciones patrones con concentraciones de
0,5 a 2,5 ppm, desarrollando el color de igual manera que las muestras y

midiendo su absorbancia a 690 nm.
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La actividad de la ureasa se reportd en base a peso de suelo seco,
como g[N-NH4'] (g x h™). El célculo de dicha actividad se realizé6 mediante
la ecuacion EC.1.:

ug [N — NH,] (el Ye10.11
g«h - PS=+h

Act. Ureasa =

(EC. 1)
Donde:
Act. Ureasa= actividad de la enzima Ureasa
10 = Factor de dilucién (2 ml de muestra o patron + 8 ml de agua)
11 = Volumen Final (0,5 ml de sol. urea + 10 ml de KCI-HCI + 0,5 ml de agua)
h = tiempo de incubacion (h).
PS = Peso de suelo seco de la muestra (Q)
Mg[N-NH4] /ml = Concentracion de amonio liberado determinado por la curva

de calibracion.

3.5.2. Determinacién de la actividad proteasica (Ladd y Butler, 1972)
Las proteasas actian como catalizador en la degradacion de proteinas y

péptidos, como se muestra en la figura 11.

R H R H:0 R’ H R

H;N—CH -F—N- CH-CO0O l\ H.N—CH—-C—0H + H=-N—CH-C00

0 0

Figura 11. Reaccién general de la hidrdlisis de un enlace péptidico
Se peso 2 g de suelo fresco previamente tamizado a 2 mm y se coloco
en tubos tipo falcon, se adicioné a cada uno 5 mL de solucion amortiguadora,

Tris 0,05 M y 5 mL de solucion calentada de caseinato de sodio al 2% p/v
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(solo a los envases de muestra), seguidamente se incubaron la muestras y
los blancos a 50°C por 2 horas, en un bafio termostatico. Finalizada la
incubacion se adicion6 5 mL de TCA al 5% a todos los envases y 5 mL de
solucion calentada de caseinato de sodio al 2% p/v (s6lo a los envases de los
blancos o control), se agitd y centrifugd. A continuacién se tom6 5mL de
sobrenadante y se colocé en un vial con 7.5 mL de reactivo alcalino de
trabajo (que contiene carbonato de sodio, sulfato de cobre pentahidratado y
tartrato de sodio y potasio), se tomaron con pipetas, 5 mL de reactivo de
Folin-Ciocalteu, se agité y se dejé en reposo por 1,5 h para la generacién de
color, midiendo su absorbancia a 700 nm, en un espectrofotometro. Se
realizd una curva de calibracion para determinar los aminoacidos solubles en
TCA, usando una solucién de tirosina de 200 pg/mL, a partir de la cual se

prepararon soluciones patrones como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Preparacion de las soluciones patrones de tirosina, para la

realizacion de la curva de calibracion (Fuente: Suarez, 2010).

Cantidad de Volumen de solucion | Volumen de solucién
tirosina por tubo de tirosina (mL) amortiguadora Tris

(1g) (mL)

0 0.0 5.0

100 0.5 4.5

200 1.0 4.0

400 2.0 3.0

600 3.0 2.0

800 4.0 1.0

1000 5.0 0.0

Nota: se usaron 5 mL de la solucién del sustrato y 5 mL de la solucién de TCA.
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Luego, las soluciones de la curva patron, se centrifugaron y se adicion6
el reactivo de Folin-Ciocalteu para el desarrollo de color, de la misma manera
que las muestras. Los resultados fueron reportados en base a peso de suelo
seco, como ug Tirosina (g™ x h™), que es igual a la actividad de la caseinasa,

como se muestra en la ecuaciéon EC. 2.

(pg TirosinaMuestra — pg TirosinaBlanco)
PS+h

Act. Caseinasa = ug Tirosinag *h™! =
(EC.2)

Donde:

Act. Caseinasa= actividad de la enzima caseinasa

Muestra = Promedio de las muestras (ug Tirosina)

Blanco = Promedio de los blancos (ug Tirosina)

PS = peso de suelo seco (g)

h = tiempo de incubacion (h)

3.5.3. Determinacion de la actividad enzimatica de la Desaminasa (Alef y
Kleiner, 1986)

Las desaminasas actlan como catalizador para la liberacion de amonio, en
nuestro estudio se determiné la desaminasa de la arginina, que actia como

se muestra en la figura 12.

-2H + Hz20

R-CH-COOH —— R-L- LOUH ——p_co.CcocH +NH3

I |
MH2 NH

Figura 12. Reaccion general de desaminacion
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Se pesaron 5 g de suelo fresco previamente tamizado, en tubos de
centrifuga tipo falcon, se afiadieron gota a gota 0.5 mL de soluciéon de
arginina al 0.2% p/v (a los tubos con muestra), y a los tubos restantes
(control o blanco) se le afiadieron 0,5 mL de agua destilada, luego, se
taparon e incubaron por 3,5 h a 37°C en un bafio termostatico. Finalizada la
incubacion se adicion6 8 mL de KCI 2M tanto a las muestras como a los
controles y se agitaron por 30 minutos en un agitador orbital. Luego de la
agitacion se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min, se tomdé 2 mL de
sobrenadante, y se mezclé6 con 2 mL de solucién de KCI 2M. Luego se
adicionaron 5 mL de la solucién salicilato/hidréxido y 2 mL de solucién de
dicloroisocianurato de sodio al 0,1% p/v. Se dejaron en reposo por 30
minutos para el desarrollo de color, midiendo la absorbancia de las
soluciones a 690 nm con un espectrofotometro. Se realiz6 una curva de
calibraciéon para determinar el amoniaco liberado, que en solucién se
transforma en amonio, usando una solucion madre de cloruro de amonio de
500 ug N-NH,'/mL., a partir de la cual se prepararon soluciones patrones con
concentraciones de 0,5 a 2,5 ppm, desarrollando el color de igual manera
gue las muestras y midiendo su absorbancia a 690 nm.

Los resultados fueron reportados basados en el peso de suelo seco,
como pg N-NH4* (gt x h). La actividad fue calculada a través de la

ecuacion EC.3.

pgIN -NHyl (M —B) =+ Vol Ext.
g.h PS +h

Act.Desaminasa =

(EC. 3)
Donde:
Act. Desaminasa= actividad de la enzima desaminasa

M = Valor promedio de la concentracién de las muestras (ug N-NH4/ml)
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V = Valor promedio de la concentracién de los controles (ug N-NH,"/ml)
Vol.Ext = Volumen del extracto (mL) (En este caso 8,5mL)
h = tiempo de incubacion (h)

PS = Peso de suelo seco de la muestra (g)

3.5.4 Correlacion entre las actividades enzimaticas estudiadas con las

propiedades fisicoquimicas

Para realizar la correlacion de las actividades enzimaticas con los parametros
fisicoquimicos estudiados, se calculo el coeficiente de Pearson a travez de la
ecuacion de Microsoft Excel. Una vez hecho esto, se determiné la desviacion

estandar a través de la ecuacion:

5=
4 on
Donde r es el coeficiente de pearson y n el nimero de muestras.

Después se determind el error de r a un determinado intervalo de confianza,
en este caso se hizo para un 95 % de confianza y por tanto la S se multiplico
por 1.746 obteniéndose asi el error del coeficiente. Comparando los valores
de r con su error se determina si hay o no correlacion. Si el error es mayor
gue el r no hay significancia, pero si r es mayor que el error entonces si hay

significancia, es decir, correlacion. (Miller y Miller 2002).
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CAPITULO IV: Andlisis de resultados

En este capitulo se presentan y se analizan los resultados obtenidos, con el
propoésito de evaluar los efectos causados en las actividades enzimaticas
estudiadas en el suelo impactado con desechos sélidos procedente de la

zona del Ereigie en San Joaquin-Estado Carabobo.
4.1. Determinacion de las propiedades Fisicoquimicas

En la tabla 5 se presentan los valores obtenidos para los diferentes
pardmetros fisicoquimicos determinados en las muestras recolectadas. El pH
resultd neutro en la mayoria de las muestras y los controles lo que indica que

la presencia de contaminante modificé poco este parametro.

Por su parte, tanto la capacidad de campo y la humedad relativa en las
muestras estudiadas presentaron variaciones con respecto a los controles.
Recordemos que estos parametros se ven influenciados por el contenido de
materia organica ya que la misma le otorga porosidad a la matriz del suelo y
permite que se den interacciones electrostaticas con el agua haciéndola
capaz de retener humedad (Jaramillo, 2002; Suarez, 2010). Sin embargo, la
existencia de contaminante, por su naturaleza heterogénea, es decir, que
esta compuesto de desechos sélidos de distinta clase y naturaleza, no

produjo un incremento o disminucion uniforme en todas las muestras.

De la misma forma, la capacidad de intercambio cati6nico y el
contenido de carbono organico del suelo estan relacionados con la materia
organica, por lo que la presencia de gran variedad de desechos sélidos
ocasion6 también variaciones en el contenido de materia organica y por ende

alteraciones en estos parametros (Jaramillo, 2002). (Ver tabla 5).
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Tabla 5. Parametros fisicos y quimicos determinados en las muestras de
suelo impactadas y no impactadas con desechos sélidos (Fuente: Propia,
2011).

MUESTRA PARAMETROS FISICOQUIMICOS
pH1:1H20 | pH1:2KCl | CE (us/cm) HR % cC%

1R 6,4+0,1 578+0,02 |930+£38 [4,69:0,06 |31,00£0,90
p1F 6,5+0,1 579+0,01 |848+16  |4,42:0,02 [32,00£3,00
2R 7,2+0,2 7,6 0,1 1380+43 [7,75:0,09 [18.60+ 0,02
2F 6,9%0,3 7,5+ 0,3 172060 [3,9t0,04 |41.61+0,08
3R 6,4+0,1 565+0,04 |350+10  |3,480,09 |41,10+2,00
3F 6,8+0,2 7,45£0,10 |650+35 |6,95:0,05 |53,40£7,40
4R 7,1+0,2 730020 [225+5 5,72£0,60 |39,44 £ 0,08
4F 7,3:0,1 7,58+0,08 |193+5 6,02 £0,05 |38,30+0,70
5F 7,0£0,1 6,60+0,20 |167,5+0,8 |10,70+0,03 [27,98£3,27
6R 6,71£0,01 [7,29+0,02 [138%2 7,09+0,05 |26,17+0,99
6F 7,18+0,12 [7,43+0,01 |108%2 8,980,04 |28,95£3,21
7R 7,60+£0,20 [7,60+0,10 [1380+43 [10,03:0,35 |41,26+0,37
7F 7,43+0,03 [7,50% 0,30 |[1720+60 |9,64+0,28 |32,41%5,76
8R 7,23+0,03 [7,32+0,09 [94+2 8,89:0,05 |26,8610,79
8F 7,53+0,19 [7,64+0,01 [199+3 7,05£0,08 |28,37+1,27
9R 7,7+0,4 7,50£020 |189+4 6,45:0,68 |69,00£4,00
9F 7,9+0,1 7,90+£0,10 |1080+20 |[8,23+1,16 |74,00£3,00
10F 6,9+0,1 6,96 +0,05 |69+ 10 7,89+1,10 (25,00 + 1,00
c1 7,3£0,1 6,90+0,10 |157+23 |530£0,30 |64,50+0,94
c2 7,0+0,2 570+0,60 |166+3 6,20 £0,40 |29,60 + 0,90

LEYENDA: CE=Conductividad eléctrica; CC=Capacidad de campo; HR= Humedad relativa; R:
Relleno; F= Fondo
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Tabla 6. Parametros fisicoquimicos determinados en las muestras de suelo

impactadas y no impactadas con desechos solidos (Fuente: Propia, 2011).

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

CiC

MUESTA Corg% (cmol/kg) | NOs (mg/gss) | NH," (mg/gss)
1R 0,15+0,03 172 0,47 £0,03 0,71+0,03
1F 0,54+0,08 18+3 0,3+0,1 0,33+0,02
2R 0,02+0,01 25,6+0,5 1,0+£0,6 0,127 £ 0,006
2F 0,05+0,01 18,4+0,8 0,56 £ 0,01 0,135+ 0,004
3R 0,182+0,009 22t5 0,28 £ 0,05 0,14 +£0,01
3F 0,99+0,07 22+6 0,45 +0,09 0,13+0,03
4R 0,22 £ 0,02 30 £1 0,6+0,4 0,29 £ 0,05
4 F 0,90+0,01 17,01 +0,10 0,8+0,2 0,26 £ 0,02
5F 0,49+0,31 207 0,08 £ 0,03 0,14 £ 0,02
6 R 0,0100+0,0001 201 0,18 £ 0,04 0,14 £ 0,02
6F 0,074+0,002 244 0,86 £ 0,02 0,14 £0,02
7R 0,014+0,001 41+1 0,3+0,1 | 0,464 +0,002
7F 0,023£0,002 49+ 2 0,167 £ 0,009 | 0,324 £ 0,002
8R 0,40+0,01 19+5 0,28 £ 0,01 0,14 £ 0,02
8F 1,53+0,15 20,02 £0,10 0,40 £0,02 0,13+0,03
9R 0,44+0,05 39,2+0,7 0,05+0,03 0,46 £ 0,06
9F 0,90+0,16 38,2 £0,3 2,310,1 1,33+0,03
10F 0,39+0,01 20,02+ 0,70 0,35+0,01 0,27 £ 0,03
Ci 2,9310,94 275 0,259+0,004 | 0,29+0,06
Cc2 0,52 £0,05 29,08 £ 0,60 0,8+0,4 4,0+0,6

LEYENDA: Corg= Carbono organico; CIC= Capacidad de intercambio catidonico; R:

Relleno; F= Fondo

51



Bejarano B. (2011). Estudio de Actividades Enzimaticas involucradas en el Ciclo del Nitrégeno en
suelos impactados con Desechos Sélidos ubicados en la zona del Ereiglie -Estado Carabobo

La determinacion de nitrato y amonio en el suelo es de gran
importancia ya que representan dos de las formas de nitrdgeno inorganico
presentes en éste. El nitrato y el amonio forman parte del ciclo del nitrégeno,
el primero es producto de la fase de mineralizacion del suelo (transformacion
del amonio a nitrato por accién bacteriana), y el segundo es utilizado por las
plantas y otros organismos para su metabolismo, (proceso de Amonificacion)
(De Boer y Kowalchuk, 2001).

En las muestras estudiadas las cantidades de amonio y nitrato fueron
mayores en algunos casos y en otros menores con respecto a los controles
(ver tabla 6), esto debido a la presencia de diferentes clases de desechos
solidos en dichas muestras estudiadas.

Si bien, los parametros fisicoquimicos se vieron influenciados por la
heterogeneidad del suelo y por las variaciones en el contenido de materia
organica, el factor de mayor influencia en los mismos fue su ubicacion, ya
gue muestras tales como la N° 5 y la N° 2 al estar situadas mas cerca de la
laguna EI Ereigle, presentaron mayor humedad y por ende variaciones
marcadas en sus parametros fisicoquimicos, al contrario de las muestras
tales como la N° 6 y la N° 10, que aunque presentaron alteraciones en sus
propiedades fisicoquimicas, la ubicacion lejos del lago el Ereiglie les aportod

menor humedad y por ende alteraciones menos pronunciadas.

El conocimiento del contenido de nitrdgeno total en suelos es de gran
importancia ya que el mismo representa la reserva disponible de nutrientes
para las plantas y microorganismos. En el estudio realizado no fue posible
determinar este parametro por el método empleado (Kjeldahl, digestion
acida) a pesar de que se trabajo con dos procedimientos; el primero aplicado
para muestras de suelo (Manual Velp scientifica-ukd 127), y el segundo, un

procedimiento generalmente utilizado para muestras de agua que en este
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caso fue aplicado a las muestras de suelo recolectadas (Norma mexicana N°
Nmx-AA-020-SCF1-2009) Esto puede ser consecuencia de la digestion
incompleta de la materia organica la cual al estar constituida por moléculas
complejas fue dificil de oxidar lo que ocasioné que no se desprendiera el
nitrégeno para su determinacion y cuantificacion. O simplemente por el bajo
contenido de materia organica, lo que trae como consecuencia una poca
cantidad de nitrdgeno organico por lo que es necesario aplicar un método

mas sensible.

Por lo antes descrito, se puede decir que el contenido de nitrdgeno
total en las muestras es muy bajo, ( valores que van desde 0,022 a 0,48 %
N), en consecuencia la cantidad de nitrdgeno presente podemos asumir que
debe ser muy cercano al resultado del aporte de nitrato y amonio dentro de
la matriz de suelo. Otra posibilidad que pudiera explicar la no deteccion de
nitrdgeno en las muestras, es que el nitrégeno organico presente es tan bajo,
por ser la materia organica tan baja, que la poca cantidad presente se pudo

convertir en nitrégeno inorganico por accién microbiana, y volatilizarse.

4.2. Determinacion de las actividades enzimaticas

4.2.1. Determinacion de la actividad ureasica

La actividad ureésica fue determinada por el método propuesto por Kandeler
y Gerber (1988), cuantificando el amonio liberado durante la incubacién de
las muestras y los controles con una solucién de urea a 37°C durante dos
horas. La actividad enzimatica obtenida en las muestras de suelo presenta
valores dentro del intervalo reportado por Bonmati, et al, (1985) (14 a 210 ug

N-NH. g™ h™), en la implementacién de este método (ver tabla 6).
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Figura 13. Visualizacion de la actividad ureasica en las muestras de suelo
provenientes de la zona el Ereiglie-Estado Carabobo. (Muestra control 2). El
vial 1 (con la coloracion menos intensa), corresponde al blanco y los viales 2

y 3 corresponden a la muestra. (Fuente: propia.2011).

La determinacion de la actividad ureasica por éste método, esta
basado en la reaccion de Berthelot que consiste en la reaccion de formacién
de indofenol a pH basico, dando una coloracién verde esmeralda (Figura 13),
la cual es proporcional a la cantidad de amonio liberado, lo que permite

apreciar una disminucion o aumento de la actividad ureasica.
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Tabla 7. Valores de la actividad Ureasica determinada en suelos
provenientes de la zona el Ereiguie-Estado Carabobo. (Fuente: propia.2011)

MUESTRA ACTIVIDAD UREASICA (pg N-NH4* g-1*h-1)
1 Relleno 418
1 Fondo 20,0+0,8
2 Relleno 765
2 Fondo 263
3 Relleno 96 + 22
3 Fondo 599
4 Relleno 181
4 Fondo 755
5 Fondo 377
6 Relleno 39,0£0,1
6 Fondo 44 +11
7 Relleno 62 +10
7 Fondo 21+1
8 Relleno 86+2
8 Fondo 8,2+0,8
9 Relleno 57,0£0,4
9 Fondo 16,18 £ 0,06
10 Fondo 531
Control 1 20,5+0,4
Control 2 612

En cuanto a las correlaciones significativas, s6lo se obtuvieron de
magnitud negativa (P< 0.05), con el pH en solucion acuosa (r= -0.39), lo que
indica que a medida que la actividad de la enzima aumenta disminuye este
parametro fisicoquimico. Sabiendo que las enzimas son proteinas, cualquier
cambio brusco de pH puede alterar el caracter ionico de los grupos amino y
carboxilo en la superficie proteica, afectando asi las propiedades cataliticas
de la enzima. A pH alto o bajo se puede producir la desnaturalizacion de la

enzimay en consecuencia su inactivacion (Hernandez 2001).
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Muchas enzimas tienen maxima actividad cerca de la neutralidad en
un intervalo de pH de 6 a 8 como es el caso de la Ureasa (Hernandez 2001).
La presencia de contaminante, que en este caso son desechos solidos de
diferente tipo y origen puede modificar el pH del suelo lo que ocasiona

variaciones en la actividad de dicha enzima.

Tabla 8. Correlacion de la actividad Ureésica con los pardmetros
fisicoquimicos estudiados. (Fuente: propia.2011).

I':';;‘l E':Ll'l CE |CC |HR |Corg |CIC [NO; |NH, G::
Act. Ure 1
NH, 1| -0,2
NO; 1(0,75| 0,04
Cic 1 0,2(0,25| -0,09
Corg 1| -0| -0,09(0,15| -0,08
HR 1| 0,21| 03| 0,38/0,47| -0,22
cC 1|-0,2| 0,04|-0,1| 0,11]0,04| 0,24
CE 1|-0,2|0,35| 0,05| 04| 0,35|0,59| -0,2
pH 1:1
KCL 1/0,15|-0,1|-0,2| -0,2|/0,22| 0,28(0,42|-0,18
pH 1:1
H20 1 0,34|0,22| -0,1| -0,3| -0,08|-0,1| -0,39(0,06| -0,4

LEYENDA: los numeros en rojo indican que existe correlacion significativa (P<0.05),
valores sin color indican que no hay correlacién; CE=Conductividad eléctrica;
CC=Capacidad de campo; HR= Humedad relativa; Corg= Carbono organico; CIC=
Capacidad de intercambio cationico; Act. Ure= Actividad ureasica.

Por otra parte, no se encontraron correlaciones de la actividad
Ureasica con los pardmetros de humedad, capacidad de campo, contenido
de amonio y contenido de nitrato, aunque en general estos parametros

influyen en la actividad enzimética de la ureasa.
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La ureasa es la enzima que cataliza la hidrdlisis de la urea a diéxido
de carbono y amoniaco, que en solucion se convierte en amonio como se

muestra en la figura 13.

e -+
_~NH, OH ONH
: _~ . ./ 4
0= ( a+ HOH —=| O= C +NH; 0=«
\Nllz PASO 1 \.\'nz N NH
IN TERMEDIARIO 2 .
PASO 2

- ES + HOH —» "2 (.‘()J*.\'Il-‘

Figura 14. Reaccién completa de hidrdlisis de la urea por la enzima ureasa
(Fuente: Garcia et al., 2003)

De esta forma, las variaciones en la actividad de la enzima afectan
directamente el contenido de amonio en la matriz del suelo para la fase de
nitrificacion del ciclo del nitrdgeno donde el amonio es oxidado por accion

bacteriana para formar nitrato (De Boer y Kowalchuk, 2001).

La reaccion de hidrélisis ocurre por supuesto en medio acuoso, por
esto la disponibilidad de agua en los suelos es de gran importancia ya que

afecta la velocidad de la reaccion y por ende la actividad de la enzima.

En la tabla 9 se presentan los porcentajes de actividad que existen en
cada una de las muestras estudiadas. Es importante destacar que este
porcentaje no se refiere a una actividad enzimatica propiamente dicha, sino
que compara el porcentaje de actividad en las muestras impactadas, con el

porcentaje de actividad de las muestras controles aledafias al vertedero.
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Tabla 9 Porcentaje de actividad de la enzima Ureasa en muestras de suelo
impactado por desechos sdlidos provenientes de la zona el Ereiglue-Estado

Carabobo. (Fuente: propia.2011).

Muestra Porcentaje de actividad (%)
1 Relleno 204 + 42

1 Fondo 97,53 +4,04
2 Relleno 363+24
2 Fondo 129+ 15

3 Relleno 470 £ 107
3 Fondo 290 + 45

4 Relleno 89+5

4 Fondo 364 +26

5 Fondo 179+35

6 Relleno 191+5

6 Fondo 219+52

7 Relleno 303 +52

7 Fondo 100+ 9

8 Relleno 422 +11
8 Fondo 404

9 Relleno 27912

9 Fondo 79,0+£0,3
10 Fondo 256+9

Nétese que en algunos casos la actividad aumenta y en otros
disminuye. Puesto que el estudio de la actividad enzimética est4 basado en
que bacterias y hongos liberan extracelularmente enzimas que ayudan a
descomponer la materia organica del suelo a formas asimilables
(Sinsabaugh et al., 1999), se puede decir que en algunas muestras tales
como relleno 2 y relleno 7, la clase de desechos solidos que contienen
favorece el crecimiento de bacterias u hongos que producen esta enzima y
de esta manera aumenta su actividad, caso contrario ocurre en muestras

tales como 4 fondo y 2 fondo donde la presencia de contaminante
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desfavorece el crecimiento de estos microorganismos que producen esta

enzima para sus procesos metabalicos.

4.2.2. Determinacion de la actividad proteasica

La determinacion de la actividad proteasica se basa en la reaccion de Folin,
con los aminoacidos liberados solubles en tricloroacético (TCA) después de
incubar el suelo con caseina a 50°C por dos horas. La reaccion de Folin
implica oxidacion de residuos de aminoacidos susceptibles, dando como

resultado es una sal reducida tipo molibdeno, de color azul.

Estudios realizados en suelos cacaoteros del occidente venezolano
reportaron valores de actividad proteasica en un intervalo entre (45 + 29) y
(296 + 75) mg tirosina g suelo® 2h™ (Armado et al., 2009). Los valores
obtenidos para esta actividad enzimética se encuentran dentro de este

intervalo como se observa en la tabla N° 9.

Por otra parte, la actividad proteasica presenté correlacion significativa
(P>0.05) con el pH en solucion acuosa (r= 0.60) (ver tabla 10). Esto quiere
decir que al igual que la ureasa cuando el pH se incrementa disminuye la
actividad de la proteasa debido a que cualquier cambio brusco en el pH,
ocasiona alteraciones en los terminales acidos (grupos carboxilos) y basicos
(grupos aminos) de la superficie proteica, afectando asi las propiedades

cataliticas de la enzima (Frankenberger y Dick, 1983).
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Tabla 10. Valores de la actividad protésica determinada en suelos
provenientes de la zona el Ereiguie-Estado Carabobo. (Fuente: propia.2011)

MUESTRA ACTIVIDAD PROTEASICA (g tirosina* g-1*h-1)
1 Relleno 84 +15
1 Fondo 9% 1
2 Relleno 44 £ 15
2 Fondo -
3 Relleno 50+ 16
3 Fondo 95+17
4 Relleno 53+19
4 Fondo 38+11
5 Fondo 45 £ 25
6 Relleno 45+ 17
6 Fondo 58 £+ 28
7 Relleno 75+ 20
7 Fondo 112 + 37
8 Relleno 77 £48
8 Fondo 45+ 17
9 Relleno 56+4
9 Fondo 47 £ 17
10 Fondo 69+17
Control 1 47 £5
Control 2 138 + 15

Adicionalmente, la actividad de la proteasa presentd correlacion
significativa (P<0.05) con el contenido de nitrato (r= -0.42), puesto que esta
involucrada en el ciclo del nitrégeno catalizando la degradacion de proteinas
y péptidos a aminoacidos, que a su vez mediante la degradacién oxidativa
producen nitrato (Masis y Gonzéalez 2007). La presencia de contaminante
afect6 este parametro fisicoquimico originando como consecuencia
alteraciones en la actividad de la enzima incrementandola en algunas

muestras y disminuyéndola en otras.
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Tabla 10. Correlaciébn de la actividad proteasica con los pardmetros
fisicoquimicos estudiados. (Fuente: propia.2011).

:g;'l EZ'Ll'l CE |cC |HR |Corg |CIC |[NO; |NH, ‘;\:;'
Act. Ure 1
NH4 1] -0,18
NO; 110,75| -0,42
cIc 1| 020,25/ 0,28
Corg 1| 0| -0,00]0,15] 0,01
HR 1| o021| 03| 0,38]0,47]-0,16
cc 1| 02| 004] 03] 011|004 o
CE 1] -0,2/0,35| 0,05] 04| 0,35]0,59] 0,23
pH1:1
KCL 1/0,15|-0,1| -0,2| -0,2|0,22| 0,28|0,42 -0,14
pH1:1
H20 1 0,34|0,22| -0,1| -0,3| -0,08| -0,1| -0,39/0,06| 0,6

LEYENDA: los niumeros en rojo indican que existe correlacién significativa (P<0.05),
valores sin color indican que no hay correlaciéon; CE=Conductividad eléctrica;
CC=Capacidad de campo; HR= Humedad relativa; Corg= Carbono orgénico; CIC=
Capacidad de intercambio catidonico; Act. Pro= Actividad Proteasica.

En la tabla 11 se presentan los porcentajes de actividad de la proteasa
con respecto a los controles. En este caso la actividad disminuy6 en todas
las muestras lo que indica que la presencia de desechos sélidos ejercié un

efecto toxico para la actividad de esta enzima.

61



Bejarano B. (2011). Estudio de Actividades Enzimaticas involucradas en el Ciclo del Nitrégeno en
suelos impactados con Desechos Sélidos ubicados en la zona del Ereiglie -Estado Carabobo

Tabla 11. Porcentaje de actividad de la enzima proteasa en muestras de
suelo impactado por desechos sélidos provenientes de la zona el Ereigle-

Estado Carabobo. (Fuente: propia.2011).

Muestra Porcentaje de actividad
1 Relleno 60 £ 10
1 Fondo 69+1
2 Relleno 32+11
2 Fondo -

3 Relleno 36+11
3 Fondo 68 £12
4 Relleno 38+14
4 Fondo 28+8
5 Fondo 33+18
6 Relleno 32+12
6 Fondo 42 £ 20
7 Relleno 54 +14
7 Fondo 81+27
8 Relleno 55+ 34
8 Fondo 32+12
9 Relleno 41+3
9 Fondo 34+13
10 Fondo 50+12

4.2.3. Determinacion de la actividad de la Desaminasa

El principio del método implementado para la determinacién de la actividad
desaminasica, es afiadir una solucion acuosa de arginina y determinar el
amonio liberado después de 3 horas de incubacion a 37°C, el cual es
extraido con una solucion de cloruro de potasio y se determina
colorimétricamente por la reaccion del indofenol (verde esmeralda),
relacionando directamente la intensidad del color con la cantidad de amonio

liberado, analogo a la determinacién de ureasa (Figura 15).
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Figura 15. Visualizacion de la actividad Desaminasica en las muestras de
suelo provenientes de la zona el Ereiglie-Estado Carabobo. (Muestra 2) El
vial con la coloracion menos intensa (N° 1), corresponde al blanco y los

demas, N° 2 y N°3 a la muestra. (Fuente: propia.2011).

Estudios relacionados con la actividad de esta enzima en los suelos
venezolanos libres de contaminacion, presentan valores entre (0,04 + 0,02) y
(0,19 + 0,06) pgN-NH4 g™* h™* (Armado et al., 2009) y desde (0,757 + 0,210)
hasta (13,05 + 3,20) ugN-NH4 g-1 de suelo seco por 24h (Flores, S. et al.,
2003). En este estudio los valores obtenidos para la actividad de la

desaminasa se encuentran dentro de estos intervalos. (Ver tabla N° 12).
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Tabla 12. Valores de la actividad de la Desaminasa determinados en suelos

provenientes de la zona el Ereiglie-Estado Carabobo. (Fuente: propia.2011)

MUESTRA ACTIVIDAD DE LA DESAMINASA (ugN-NH4* g-1*h-1)
1 Relleno 0,05+0,02
1 Fondo 0,02+0,01
2 Relleno 0,02+0,01
2 Fondo 0,05+ 0,04
3 Relleno 0,013 + 0,005
3 Fondo 0,027 + 0,006
4 Relleno 0,024 £ 0,004
4 Fondo 0,05+0,01
5 Fondo 0,06 £ 0,05
6 Relleno 1,0£0,2
6 Fondo 3x1
7 Relleno 0,05+0,03
7 Fondo 0,023 +0,003
8 Relleno 0,017 £ 0,005
8 Fondo 0,0238 + 0,0007
9 Relleno 0,05+0,04
9 Fondo 0,0062 + 0,0007
10 Fondo 0,039 £ 0,002
Control 1 0,08 £ 0,05
Control 2 0,114 + 0,008

La actividad de la desaminasa no reveld correlaciones significativas

con ninguno de los parametros fisicoquimicos (ver tabla N° 13), lo que indica

que dichos parametros no afectan notablemente esta actividad enzimética,

sin embargo,

inhibiéndola.

la presencia de contaminante si la afectd en general
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Tabla 13. Correlacion de la actividad de la Desaminasa con los parametros
fisicoquimicos estudiados. (Fuente: propia.2011).

pH 1:1 pH 1:1 C Act.

H20 KCL CE |CC |HR |org |CIC [NO3 |NH4|Des.
Act. Ure 1
NH4 1(-0,15
NO3 1{0,75( 0,13
CIC 1 0,2(0,25] -0,25
Corg 1 0| -0,09|0,15( -0,16
HR 1{0,21( 0,3| 0,38|047]| -0,07
CcC 1{-0,2(0,04( -0,3| 0,11|0,04( -0,16
CE 1(-0,2(0,35( 0,05 0,4| 0,35(0,59( -0,09
pH 1:1
KCL 1{0,15f-0,1}-0,2( -0,2|0,22] 0,28]|0,42| 0,1
pH 1:1 -
H20 1 0,340,221 -0,2|-0,3] 0,08| -0,1| -0,39|0,06| -0,1

LEYENDA: los niumeros en rojo indican que existe correlacién significativa (P<0.05),
valores sin color indican que no hay correlacién; CE=Conductividad eléctrica;
CC=Capacidad de campo; HR= Humedad relativa; Corg= Carbono orgénico; CIC=
Capacidad de intercambio cationico; Act. Des= Actividad de la Desaminasa.

Al comparar los porcentajes de actividad de la enzima con respecto a las
muestras control 0 no impactadas, se observd una disminucion en casi todas
las muestras a acepcién de la muestra 6 relleno y fondo cuya actividad
aumento6 (Ver tabla N° 14). Esto puede ser causado por la naturaleza de los
distintos desechos sdlidos presentes en las muestras recolectadas algunos
de ellos pueden poseer mayor cantidad de materia organica aprovechable
para los microorganismos, sin embargo, otros pueden estar constituidos de
elementos téxicos que inhiban la actividad de la enzima. Ademas la ubicacién
con respecto a la laguna el Ereigle, influy6 en la actividad enzimatica por las
diferencias de humedad en las muestras debido a su cercania o lejania de la

laguna.
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Tabla 14. Porcentaje de actividad de la Desaminasa en muestras de suelo
impactado por desechos sdlidos provenientes de la zona el Ereiglue-Estado
Carabobo. (Fuente: propia.2011).

Muestra Porcentaje de actividad
1 Relleno 45+ 16

1 Fondo 17 +2

2 Relleno 11+5

2 Fondo 47 £ 12

3 Relleno 11+4

3 Fondo 22 +5

4 Relleno 203

4 Fondo 41+12

5 Fondo 49+9

6 Relleno 228 + 20
6 Fondo 382 +32
7 Relleno 38+ 16

7 Fondo 19+2

8 Relleno 14 + 4,

8 Fondo 19,81 + 0,57
9 Relleno 42 +18

9 Fondo 5,21 +0,57
10 Fondo 32+1

En general, podemos decir que las actividades enzimaticas estudiadas

en este trabajo pueden servir como indicadores biolégicos de la salud del
suelo, ya que presentan variaciones respecto a los suelos control,
observandose que la mas sensible a la presencia de desechos solidos fue la
desaminasa encontrandose en la mayoria de las muestras porcentajes de

actividad menores a 50 % respecto al control.

Adicionalmente, la poca presencia de nitrégeno en los suelos puede
estar influyendo para obtener valores bajos de las actividades enzimaticas

estudiadas en estos suelos contaminados con desechos urbanos.
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Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Conclusiones

e Los contenidos de amonio y de nitrato presentaron correlaciones
significativas positivas (P>0.05), puesto que ambos forman parte del
ciclo del nitrégeno, donde en el proceso de nitrificacion, el amonio

presente en el suelo es transformado en nitrato por accion bacteriana.

e Se presentaron correlaciones significativas (P>0.05) entre la humedad
del suelo, la capacidad de intercambio cationico y la conductividad
eléctrica, ya que en una matriz acuosa existe mayor movilidad de iones

y por ende se incrementan estos parametros fisicoquimicos.

e EI pH correlacion6 significativamente con el contenido de amonio y
nitrato (P>0.05), puesto que cambios bruscos en este parametro afectan
las actividades enzimaticas que se dan dentro del ciclo del nitrégeno,
donde se produce amonio y nitrato por la accion metabdlica de los

microorganismos.

e La actividad ureésica presenté un intervalo de 6 a 96 pug N-NHs g * h™,
para la actividad poteasica el intervalo fue de 44 a 138 ug tirosina g™* h™?,
y para la actividad de la desaminasa se encontré un intervalo de 0,0062
a 0,114 pg N-NHsg™* h™.

e La presencia de los desechos sélidos urbanos en los suelos estudiados
como agente contaminante, en algunos casos estimula la actividad de
las enzimas evaluadas y en otros las inhibe. En el caso de la ureasa se
presenté un aumento en la mayoria de las muestras, por su parte, para

la proteasa y la desaminasa se presentd, en general, una inhibicion.
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La actividad enzimatica de la ureasa presentd correlaciones
significativas con el pH en solucion acuosa debido a que cualquier
cambio brusco de este parametro, puede alterar el caracter idnico de los
grupos amino y carboxilo de la superficie proteica, afectando asi las

propiedades cataliticas de la enzima.

Se obtuvo correlaciones significativas entre la actividad proteésica y el
contenido de nitrato en la matriz del suelo debido a que esta enzima
esta involucrada en el ciclo del nitrégeno catalizando el desdoblamiento
de proteinas y péptidos a aminoacidos, que a su vez mediante la
degradacion oxidativa producen nitrato. Por tanto, un déficit o
incremento del contenido de nitrato en el suelo afecta también la

actividad de la enzima.

La actividad proteasica presentd correlaciones significativas con el pH
en solucion acuosa, puesto que las variaciones en el pH, modifican
también el caracter ibnico de los grupos amino y carboxilo de la proteina

y esto afecta las funciones de la enzima.

La actividad de la desaminasa no presentd correlaciones significativas
con los parametros fisicoquimicos lo que indicdé que dichos parametros
no modificaron de forma abrupta dicha actividad, sin embargo, la
actividad de la enzima disminuyé con respeto a los controles (muestras

no impactadas) con la presencia de contaminante.
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5.2 Recomendaciones

Es recomendable realizar estudios de otras actividades enzimaticas
como bioindicadores de la calidad del suelo, ademas de utilizar otros
bioindicadores para poder concluir si el suelo es apto para la

construccion del parque recreativo para la comunidad.

Se recomienda realizar un estudio previo de las actividades
enzimaticas en la zona donde se implementard un estudio de
biorremedacion, con la finalidad de asegurar que pueden ser utilizados
como bioindicadores, pues estas pueden presentar tendencias

distintas a las encontradas en este trabajo de investigacion.

Es recomendable determinar las propiedades fisicoquimicas en la
zona a estudiar, puesto que el conocimiento de estos parametros es
de gran importancia ya que pueden limitar la actividad de la enzima,

como bioindicador de un estudio de biorremediacion.
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APENDICE

APENDICE A. TABLAS DE DATOS

Tabla 15. Datos para la curva de calibracion de contenido de amonio

Mg N-NHs/mL Absorbancia
0.5 0,278
1 0,566
15 0,839
2 1,108
2.5 1,359

ABSORVANCIA

1,6
1,4

1,2

0,8
0,6

0,4

CURVA DE CALIBRACION DE AMONIO

y=0,551x
/. R2=0,999
./ % Seriesl

B Series2
/ —— (Amonio)

0,5 1 1,5 2 2,5 3

[N-NH4](ug/mL)

Figura 16. Curva de calibracion de Amonio
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Tabla 16. Datos para la determinacion de contenido de amonio por el método

de Kandeler y Gerber modificado.

[N-NH4]
Muestra Masa de muestra (g) Abs mg/gss

1R1 1,0006 0,202 0,73
1R2 1,1814 0,223 0,69
151 1,117 0,098 0,32
1S2 1,0657 0,103 0,35
2R1 1,0962 0,037 0,12
2R2 1,0277 0,037 0,13
251 1,0446 0,038 0,13
252 1,0108 0,037 0,13
2S3 1,0154 0,039 0,14
3R1 1,0146 0,043 0,15
3R2 1,2077 0,045 0,14
3R3 1,0071 0,036 0,13
3s1 1,0132 0,044 0,16
352 1,021 0,029 0,1

3S3 1,0855 0,039 0,13
4R1 1,0265 0,093 0,33
4R2 1,1816 0,084 0,26
4S1 1,0323 0,077 0,27
4S2 1,043 0,07 0,24
551 1,0207 0,045 0,16
552 1,0754 0,042 0,14
5S3 1,1005 0,039 0,13
6R1 1,0182 0,038 0,14
6R2 1,0325 0,045 0,16
6R3 1,0133 0,032 0,11
6S1 1,0052 0,042 0,15
6S2 1,006 0,032 0,12
6S3 1,0116 0,04 0,14
7R1 1,0767 0,137 0,46
7R2 1,0144 0,13 0,47
751 1,0368 0,093 0,33
752 1,09 0,097 0,32
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Tabla 16. Continuacion.

[N-NH4]

Muestra Masa de muestra (g) Abs mg/gss
8R1 1,0115 0,042 0,15
8R2 1,0679 0,035 0,12
8R3 1,0127 0,039 0,14
851 1,0428 0,033 0,11
8S2 1,0312 0,031 0,11
8S3 1,0146 0,045 0,16
9R1 1,062 0,146 0,5
9R2 1,0875 0,125 0,42
9s1 1,063 0,396 1,35
952 1,0366 0,373 1,31
10s1 1,2178 0,083 0,25
10S2 1,0304 0,081 0,29
C11 1,0148 0,095 0,34
C12 1,0355 0,072 0,25
c21 1,0952 1,356 4,49
C22 1,1801 1,148 3,53
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Tabla 17. Datos para la curva de calibracion de Contenido de nitrato

[N-NO37] pg /mL Absorbancia
2,06 0,13
4,12 0,192
6,18 0,222
8,24 0,24
10,3 0,325

ABSORVANCIA

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

CURVA DE CALIBRACION DE NITRATO

4 Seriesl

—— (Nitrato)

./ y=0,033x
' ' R2L 0,860

5 10 15
[N-NO3] (mg/mL)

Figura 17. Curva de calibracion de Nitrato
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Tabla 18. Datos para la determinacion de contenido de nitrato por el método

de Imgran y Anderson (1989).

[N-NO;]
Muestra Masa de muestra (g) Abs mg/gss
1R1 1,0726 0,02 0,45
1R2 1,0829 0,022 0,49
151 1,0205 0,01 0,24
1S2 1,0393 0,016 0,37
2R1 1,094 0,066 1,46
2R2 1,0979 0,027 0,6
251 1,1078 0,026 0,57
252 1,0091 0,023 0,55
3R1 1,0039 0,013 0,31
3R2 1,1723 0,012 0,25
3S1 1,0066 0,016 0,39
352 1,0268 0,022 0,52
4R1 1,1203 0,014 0,3
4R2 1,0523 0,039 0,9
451 1,0181 0,039 0,93
4S2 1,0285 0,029 0,68
551 1,134 0,003 0,06
552 1,1752 0,005 0,1
6R1 1,1124 0,007 0,15
6R2 1,0753 0,009 0,2
6S1 1,0524 0,038 0,88
6S2 1,0877 0,038 0,85
7R1 1,0175 0,015 0,36
7R2 1,1269 0,01 0,22
751 1,0544 0,007 0,16
752 1,1188 0,008 0,17
8R1 1,0179 0,012 0,29
8R2 1,0995 0,012 0,26
8s1 1,0673 0,017 0,39
852 1,0105 0,017 0,41
9R1 1,0716 0,001 0,02
9R2 1,054 0,003 0,07
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Tabla 18. Continuacion.

[N-NO,]

Muestra | Masa de muestra (g) Abs mg/gss
9s1 1,0734 0,103 2,33
952 1,1475 0,103 2,18
10S1 1,1363 0,016 0,34
10S2 1,0734 0,016 0,36
Cl1 1,0394 0,011 0,26
C12 1,1089 0,012 0,26
C21 1,0221 0,022 0,52
C22 1,0055 0,047 1,13

Tabla 19. Datos para la determinacion de la actividad Ureésica.

Muestra | M. muestra Abs pug N-NH4/mL | Act. URE
1R1 1,1467 1,017 1,85 89,84
1R2 1,0006 0,768 1,39 77,75
1R3 1,0046 0,417 0,76 42,05
151 1,0386 0,527 0,96 51,54
1S2 1,0184 0,505 0,92 50,36
1S3 1,0134 0,309 0,56 30,97
2R1 1,0372 1,015 1,84 99,77
2R2 1,0362 1,084 1,97 106,65
2R3 1,0382 0,281 0,51 27,59
251 1,0197 1,046 1,9 111
252 1,0302 1,097 1,99 115,22
2S3 1,0068 0,806 1,46 86,62
3R1 1,0978 1,568 2,85 146,18
3R2 1,1823 1,332 2,42 115,31
3R3 1,0467 0,353 0,64 34,52
351 1,0715 1,241 2,25 123,32
352 1,0362 1,072 1,95 110,15
3S3 1,0281 0,553 1 57,27
4R1 1,0412 0,276 0,5 27,11
4R2 1,0749 0,27 0,49 25,69
4R3 1,186 0,095 0,17 8,19
451 1,1053 1,151 2,09 106,13
452 1,1314 1,262 2,29 113,68
453 1,054 0,366 0,66 35,39
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Tabla 19. Continuacion.

Muestra | M. muestra Abs pg N-NH4/mL | Act. URE
5581 1,0619 0,652 1,18 68,63
552 1,011 0,528 0,96 58,38
583 1,0306 0,247 0,45 26,79
6R1 1,0728 0,714 1,3 66,45
6R2 1,0756 0,701 1,27 65,07
6R3 1,081 0,289 0,52 26,69
651 1,0187 0,784 1,42 76,85
6S2 1,0259 0,636 1,15 61,91
6S3 1,1066 0,279 0,51 25,18
7R1 1,0974 0,948 1,72 94,24
7R2 1,004 0,73 1,32 79,32
7R3 1,0486 0,238 0,43 24,76
751 1,0389 0,491 0,89 50,62
752 1,0222 0,458 0,83 47,99
753 1,0045 0,27 0,49 28,79
8R1 1,063 1,159 2,1 109,81
8R2 1,0893 1,221 2,22 112,89
8R3 1,1325 0,28 0,51 24,9
851 1,2436 0,572 1,04 49,4
852 1,1014 0,519 0,94 50,61
8S3 1,0614 0,413 0,75 41,79
9R1 1,0763 0,811 1,47 80,35
9R2 1,0881 0,826 1,5 80,95
9R3 1,0796 0,239 0,43 23,61
9S1 1,0658 0,827 1,5 81,45
952 1,1057 0,857 1,56 81,36
9S3 1,0332 0,642 1,17 65,23
1081 1,1281 0,889 1,61 80,27
10S2 1,1579 0,942 1,71 82,86
10S3 1,0273 0,293 0,53 29,05
Cl1 1,0269 0,794 1,44 81,41
C12 1,0256 0,788 1,43 80,9
C13 1,0153 0,585 1,06 60,67
Cc21 1,0948 0,322 0,58 29,71
C23 1,1466 0,272 0,49 23,97
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Se utilizé la curva de calibracion mostrada en la figura 18 (Pagina 79), para la
determinacion de amonio liberado, y la ecuacion EC.1 (Pagina 42) para la

determinacion de la actividad ureasica.

Tabla 20. Datos para la determinacion de la actividad Proteasica.

Muestra | M. muestra Abs pg tirosina Act. pro
1R1 2,1571 0,6 600 93,86
1R2 2,0635 0,499 499 73,28
1R3 2,3198 0,201 201
151 2,0073 0,479 479 95,3
152 2,1883 0,522 522 97,41
1S3 2,0755 0,103 103
2R1 2,0344 0,324 324 33,64
2R2 2,1053 0,417 417 55,06
2R3 2,1222 0,19 190
3R1 2,2308 0,421 421 38,61
3R2 2,0501 0,5 500 61,77
3R3 2,018 0,253 253
3s1 2,0238 0,703 703 82,49
3S2 2,1374 0,818 818 106,8
3S3 2,0044 0,39 390
4R1 2,1035 0,595 595 66,49
4R2 2,0583 0,48 480 39,32
4R3 2,0512 0,322 322
451 2,2019 0,42 420 45,91
452 2,1184 0,35 350 30,85
4S3 2,1128 0,222 222
551 2,2519 0,4 400 27,35
552 2,479 0,57 570 63,24
553 2,1068 0,29 290
6R1 2,2117 0,298 298 33,01
6R2 2,2865 0,41 410 56,43
6R3 2,061 0,152 152
6S1 2,4296 0,59 590 77,62
652 2,2978 0,388 388 38,1
6S3 2,2217 0,213 213
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Tabla 20. Continuacion.

Muestra | M. muestra Abs ug tirosina Act. pro
7R1 2,003 0,518 518 60,56
7R2 2,0079 0,621 621 88,45
7R3 1,6432 0,296 296
751 2,1809 0,78 780 138,49
752 2,0206 0,539 539 85,49
753 2,2325 0,217 217
8R1 2,0107 0,51 510 110,4
8R2 2,0279 0,321 321 42,79
8R3 2,0529 0,07 70
851 2,3 0,312 312 33,21
852 2,1861 0,4 400 56,6
8S3 2,1015 0,17 170
9R1 2,0658 0,475 475 53,52
9R2 2,186 0,511 511 59,38
9R3 2,0536 0,268 268
9s1 1,0222 0,3 300 59,16
9S2 1,1334 0,26 260 34,79
9S3 0,5848 0,185 185
1081 2,043 0,543 543 81,16
10S2 2,4255 0,49 490 57,22
10S3 2,2175 0,218 218
C11 2,1286 0,691 691 43,36
C12 2,0473 0,714 714 51,01
C13 2,1533 0,516 516
C21 2,1426 0,915 915 149,98
C22 2,2633 0,851 851 127,68
Cc23 2,1531 0,28 280
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Tabla 21. Datos para la realizacion de la curva de calibracién de tirosina.

Ug tirosina Absorbancia
0 0
129 0,065
258 0,248
516 0,624
774 0,782
1032 1,051
1290 1,324

Curvade calibracion de Tirosina

14

12 /
1 d

y = 0,001x
R? = 0,9909

0.8

Absorbancia

¢ Seriel

®  Serie2

0,6 /
0,4 — Cunva de calibracion

o2t A
NS

0 500 1000 1500

microgramos de tirosina

Figura 18. Curva de calibracién de Tirosina
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Tabla 22. Datos para la determinacion de la actividad de la Desaminasa.

Muestra | M. muestra Abs Mg N-NH4 /mL | Act. Des
1R1 4,0941 0,172 0,31 0,04
1R2 4,2079 0,198 0,36 0,067
1R3 4,0283 0,135 0,25
181 4,008 0,105 0,19 0,031
1S2 4,0588 0,085 0,15 0,009
1S3 4,208 0,077 0,14
2R1 4,4837 0,115 0,21 0,022
2R2 4,0072 0,097 0,18 0,004
2R3 4,0866 0,093 0,17
251 4,0263 0,216 0,39 0,027
252 4,0142 0,264 0,48 0,085
2S3 4,0693 0,193 0,35
3R1 5,0873 0,149 0,27 0,017
3R2 5,0807 0,141 0,26 0,01
3R3 5,0954 0,13 0,24
351 5,1808 0,127 0,23 0,031
352 5,046 0,117 0,21 0,022
3S3 5,0101 0,093 0,17
4R1 2,0209 0,057 0,1 0,027
4R2 2,0685 0,055 0,1 0,022
4R3 2,0717 0,045 0,08
451 4,1327 0,103 0,19 0,039
4S2 4,015 0,119 0,22 0,058
453 4,1791 0,067 0,12
5§81 4,0872 0,103 0,19 0,023
552 4,078 0,163 0,3 0,096
583 4,2438 0,084 0,15
6R1 4,1411 0,104 0,19 1,118
6R2 4,0519 0,103 0,19 0,875
6R3 4,0387 0,099 0,18
6S1 4,1543 0,123 0,22 4,039
652 4,0364 0,115 0,21 2,18
6S3 4,1442 0,105 0,19
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Tabla 22. Continuacion.

Muestra | M. muestra Abs Mg N-NH4 /mL | Act. Des
7R1 4,1444 0,117 0,21 0,026
7R2 4,0042 0,149 0,27 0,065
7R3 4,1633 0,095 0,17
751 2,0502 0,047 0,09 0,021
752 2,0283 0,049 0,09 0,026
753 2,0849 0,038 0,07
8R1 4,107 0,105 0,19 0,021
8R2 4,2201 0,099 0,18 0,014
8R3 4,2253 0,086 0,16
851 4,0738 0,127 0,23 0,023
8S2 4,1074 0,128 0,23 0,024
8S3 4,2704 0,107 0,19
9R1 4,0664 0,115 0,21 0,023
9R2 4,0641 0,162 0,29 0,078
9R3 4,0056 0,095 0,17
951 4,1324 0,178 0,32 0,007
952 4,0196 0,177 0,32 0,006
9S3 4,0172 0,172 0,31
10S1 5,0624 0,126 0,23 0,04
10S2 5,0125 0,123 0,22 0,038
10S3 5,1251 0,081 0,15
C11 2,0047 0,282 0,51 0,153
C12 2,2774 0,224 0,41 0,016
C13 2,0096 0,216 0,39
C21 2,0117 0,28 0,51 0,12
C22 2,0196 0,275 0,5 0,108
C23 2,0245 0,226 0,41

Se utilizé la curva de calibracion mostrada en la figura 18 (Pagina 79), para la
determinacion de amonio liberado, y la ecuacion EC.3 (Pagina 45) para la

determinacion de la actividad de la Desaminasa.
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