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Actividad biotica del suelo y la contaminacion por hidrocarburos
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Soil biotic activity and oil pollution

Abstract

Nowadays soils pollution is one of the most important ecological problems, this one can concern the
characteristics of soil. Biological tests, as the enzimatic activity and ATP's production, can serve to
characterize the composition and the functioning of edaphic biota, they are an important tool to study the
impact of the agents pollutants in the soil. The effect of refinery sludge on the biological activity of soils
located in the region Cartagena — La Union of Cartagena, SE Spain was evaluated. From an area that has
received refinery sludge, three sites were chosen for soil sampling; the sampling included intact soil. Edaphic
respiration, enzymatic activity (Urease and Phosphatase), ATP's production and fitotoxicidad were evaluated,;
besides soil physical-chemical analysis. Results indicate that ATP's production was major in the soil with
more pollution since the presence of hydrocarbons stimulates soil microbial populations, this fact repeated
itself in case of the activity of the urease and phosphatase, and the values of these were major in the soils with
more refinery sludge in comparison with the not contaminated soils. The germination of the seeds diminished
of 100 % in the intact soil to 39.6 % of the most contaminated soil. Hydrocarbons soil pollution affect
significantly (P>0.005) soil pH; the electrical conductivity increased 5.6 times with relation to not
contaminated soil; due to the contribution that they do, the compounds included in the refinery mud
observation included the content of total Zn that increased in soil with refinery sludge by 3 fold in relation
with the intact soil; the variation in the contents of total Cu was of 69.57 mg of the soil most contaminated
with regard to the intact soil. As a conclusion hydrocarbons soil pollution in the shape of refinery sludge,
impact physical and chemical aspects as well the biological aspects of the soil, which - with the exception of
the germination of seeds - were stimulated by this type of pollution.
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Resumen

La contaminacién de suelos es uno de los problemas ecoldgicos més importantes de la actualidad, ésta
puede afectar a las caracteristicas del mismo. Pruebas bioldgicas, como la actividad enzimatica y la
produccion de ATP, que sirven para caracterizar la composicidon y el funcionamiento de la biota edéfica, son
una herramienta importante para estudiar el impacto de los agentes contaminantes sobre el suelo. En este
trabajo de investigacion se evaluo el efecto de lodos de refineria sobre la actividad biolégica de suelos
ubicados en la region de La Sierra-La Union de Cartagena, del SE de Espafia. Se eligieron cuatro sitios para
la toma de muestras en un terreno que ha recibido lodos de refineria, en el muestreo se incluyé suelo intacto,
es decir, no contaminado. Se determiné la respiracién edéafica, actividad enzimatica (actividad de Ureasa y
Fosfatasa), produccion de ATP e indice de germinacion de semillas; ademas de las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo. Los resultados indican que la produccion de ATP fue mayor en el suelo con mas
contaminacion ya que la presencia de hidrocarburos estimula a las poblaciones microbianas del suelo, este
hecho se repitié en el caso de la actividad de la ureasa y fosfatasa, los valores de éstas fueron mayores en los
suelos con mas carga de lodos de refineria en comparacién con los suelos no contaminados. La germinacién
de las semillas disminuyd de 100% en el suelo intacto a 39.6% del suelo mas contaminado. La contaminacion
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del suelo por hidrocarburos afecté significativamente el pH, (P>0.005); la conductividad eléctrica se
incrementd 5.6 veces con relacion a suelo no contaminado, debido al aporte que hacen los compuestos
incluidos en los lodos de refineria; el contenido de Zn total, en el suelo con mas hidrocarburos, se incrementd
3 veces en relacion con el suelo intacto; la variacién en los contenidos de Cu total fue de 69.57 mg del suelo
mas contaminado con respecto al suelo intacto. Se concluye que la actividad biética del suelo fue estimulada
por lo hidrocarburos presentes en los lodos de refineria.
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Introduccion

La calidad del suelo se puede definir como el grado
de sustentabilidad de funciones especificas que el
suelo desempefia en un ecosistema dado (Diack y
Stott, 2001). Estas son principalmente tres: un
medio en el cual crecen las plantas; regulacién del
flujo hidrico del medio ambiente; capacidad para
atenuar los efectos nocivos de los contaminantes,
mediante sus procesos, fisicos, quimicos y
bioldgicos (Garcia et al., 2003).

Estudios recientes referidos a la calidad del suelo y
su salud indican que es una tematica complicada, ya
que se necesita de la integracion de propiedades del
suelo muy diversas: fisicas, quimicas, biolégicas y
bioguimicas para establecer dicha calidad (Garcia et
al., 2003). La condicion de este puede verse
afectada por la incorporacion de materiales extrafios
y otros factores. Se considera contaminante a la
sustancia que altera o cambia las propiedades del
suelo (Stamatiadis et al., 1999), tales como pH,
conductividad eléctrica, concentracién de metales
pesados, lo cual se refleja en la actividad bioldgica
del suelo detectada como produccién de ATP,
actividad enzimatica, produccién de CO,, etc.

La incorporacion de ciertas sustancias al suelo
puede servir de sustrato para algunos
microorganismos (Abaye y Brookes, 2006) cuando
un tipo de sustancia es agregada al suelo, como por
ejemplo lodos de refineria, el nimero de
microorganismos se incrementa debido a que estos
utilizan los hidrocarburos presentes en los lodos
como fuente de carbono (Nilsson et al., 2005). Los
suelos contaminados con lodos de refineria pueden
ser recuperados a través de la biorremediacion, que
es una técnica que ayuda a disminuir la
concentracion de los hidrocarburos del suelo, estos
compuestos son trasformados a CO,, agua Yy
biomasa microbiana (Marin et al., 2005).
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La estimacion de la actividad microbioldgica puede
ser un buen indicador del grado de contaminacion
de un suelo afectado por la adicién de sustancias
extrafias (Insam et al., 1996; Kuperman and
Margaret, 1997), de tal manera que pardmetros
como ATP, actividad fosfatasa y ureasa, produccion
de CO, vy fitotoxicidad fueron considerados para
obtener informacion sobre el efecto de la adicion de
hidrocarburos al suelo en el comportamiento de los
microorganismos del suelo. EI ATP esta presente en
todas las células vivas y es de ayuda para
determinar la biomasa microbiana del suelo (Garcia
et al., 2003). El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de los lodos de refineria en la
actividad biologica del suelo de la zona
seleccionada.

Material y métodos

Sitio de muestreo

El distrito minero Cartagena—La Unidn esta
localizado en el sureste de la Peninsula Ibérica,
cubre un érea de 50 km?, pertenece a la Sierra de
Cartagena—La Unién, también llamada Sierra
Minera. El clima semidrido es tipicamente
mediterraneo con una precipitacion anual de al
rededor de 250-300 mm y concentrada durante la
primavera y el otofio. La temperatura anual
promedio es de 18 °C (Conesa et al., 2006).

Toma de muestras

El muestreo de suelo fue realizado en Junio de
2006. Se seleccionaron cuatro sitios en un lugar
donde se estd llevando a cabo un proceso de
landfarming para disminuir la concentracion de
hidrocarburos de lodos de refineria. Estos sitios de
muestreo fueron elegidos basandose en la cantidad
de lodos de refineria que contenian tales suelos; el
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primero presentaba 2.3 %, el segundo 2.66 % v el
tercero 5.03% de hidrocarburos, el cuarto sitio fue
el suelo testigo, es decir, libre de hidrocarburos.

En cada sitio de muestreo se tomaron cinco
muestras de suelo de los primeros 20 cm, en zigzag,
las cuales fueron mezcladas manualmente vy
divididas en tres submuestras. Las muestras de
suelo destinadas a las pruebas bioquimicas fueron
almacenadas a 8°C.

Anélisis fisico-quimicos

Las muestras de suelo fueron secadas al aire,
molidas y cribadas con un tamiz de 2 mm y
almacenadas en bolsas de plastico hasta su analisis.
El pH del suelo fue determinado a partir de
mezclas de 1:1 agua/suelo; se usé un pHimetro
Crison Basic 20 (Peech, 1965; National Soil Survey
Center, 1996). La conductividad eléctrica fue
determinada en extracto de saturacién (Bower and
Wilcox, 1965) usando un conductimetro Crison
Micro CM 2200. Se determind la concentracion de
zinc y cobre totales en el suelo utilizando una
mezcla nitrico-perclérica en un tubo de Kjeldahl
(Lindsay and Novell, 1978; Ernst, 1996).

Analisis Bioquimicos

Se determind la actividad fosfatasa y ureasa en el
suelo; produccidn de CO, asi como la fitotoxicidad,
medida como indice de germinacion de semillas de
trigo, con el propdsito de obtener informacion sobre
el efecto de la adicion de hidrocarburos al suelo.

La actividad de la enzima fosfatasa fue establecida
usando el método de Tabatabai y Bremner (1969).
Este método se basa en la determinacion
espectrofotométrica de p-nitrofenol liberado cuando
el suelo es incubado a 37°C durante una hora con
una solucion tampdn. La actividad de la enzima
ureasa fue medida por el método de Tabatabai y
Bremner (1972) modificado por Nannipieri et al.
(1978), que se basa en la determinaciéon de amonio
liberado después de la incubacién del suelo en una
disolucion de urea a 37°C durante 90 minutos.

Para determinar la produccion de ATP se usé el
método de Webster et al. (1984) modificado por
Ciardi y Nannipieri (1990).

La respiracion edafica fue determinada como
produccién de CO, y fue medida con un aparato
PBI Dansensor después de incubar el suelo a 28°C
durante 24 horas (Garcia et al., 2003).

Otro indicador de la afectacion del suelo, por la
presencia de contaminantes, es la germinacién de
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semillas de vegetales. Se determino la fitotoxicidad,
basado en el indice de germinacion, para ello se
colocaron semillas de trigo en cajas petri con suelo
muestreado, la temperatura se establecié en un
rango de 24 — 26°C (Molina-Barahona et al., 2005),
después de 7 dias se midio la longitud de las
plantulas.

Los datos obtenidos fueron  analizados
estadisticamente usando el Paquete de Disefios
Experimentales (Olivares, 1994). Se llevaron a cabo
andlisis de varianza y prueba de comparacion de
medias de Tukey.

Resultados y discusion

El analisis de suelo (Tabla 1) muestra que el pH de
los suelos se ubica en un rango que va de 7.39
(suelo con mas carga de hidrocarburos) a 7.98
(suelo testigo), observandose diferencia
significativa (P>0.005) entre los valores de este
parametro, es decir, hubo influencia de los lodos de
refineria sobre este indicador. Los valores de
conductividad eléctrica varian de 2.89 a 10.96 mS
cm™; el valor mas bajo corresponde al sitio sin
contaminacion con hidrocarburos, mientras que el
valor més alto corresponde al sitio con mayor
cantidad de lodos de refineria.

En el caso del presente estudio, los suelos con
mayor concentracion de hidrocarburos presentaron
los valores més altos de metales pesados, tanto para
la concentracion total de zinc y de cobre. De
acuerdo con Mulligan et al. (2001) el zinc es el
metal que alcanza las concentraciones mas altas en
el suelo. Los valores de la actividad de la enzima
ureasa variaron desde 0.400 a 2.52 pumoles N-NH,"
g™ suelo seco h™, siendo el valor mas bajo el
correspondiente al suelo con concentracion de
2.665 de hidrocarburos, y el valor alto se relaciona
al suelo con la mayor cantidad de hidrocarburos
(Tabla 2). Con respecto a la actividad de la enzima
fosfatasa, se observé que fue afectada por la
contaminacion ya que la actividad mas alta fue
registrada en los suelos con mayor concentracion de
hidrocarburos (5.03%). La adicién de lodos de
refinerfa estimuld la actividad de las poblaciones
del suelo de tal manera que la tasa de respiracién
por dia mas alta, fue observada en el suelo con la
mayor cantidad de lodos de refineria (muestras 10,
11y 12 de la Fig. 1), notdndose una disminucion de
ésta en los suelos con cantidades baja y media de
hidrocarburos. Los valores variaron de 2 a 251 mg
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de CO, kg™ dia™.
Tabla 1. Andlisis fisico quimico del suelo. Se presentan las medias de los valores de los pardmetros analizados.
Parametros
Sitios Hidrocarburos % pH C.E. (mS m?) Zn mg kg™ Cumg kg™
Testigo <05c* 7.98a 2.89¢ 294.75 ¢ 96.51 b
1 23b 7.67 ab 6.55b 404.33 ab 108.75 b
2 2.66b 7.82b 6.88 b 351.87 b 123.06 b
3 5.03 a 7.39¢ 10.96 a 567.33 a 166.08 a

* Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes.

Tabla 2. Andlisis Bioguimicos. Se presentan las medias de los valores de los parametros analizados.

Parametros
Actividad Ureasa Actividad Produccién de Respiracion Germinacion
Fosfatasa ATP
umoles N-NH,* mmoles C-CO, kg™ dia * %
Sitios Hidrocarburos g™ suelo seco h* liberados ng g™
% PNF g *h*
Testigo <05c* 1.67b 3.5060 b 42443 b 12b 100 a
1 2.3b 0.4397 ¢ 2.4023 b 1133.86 b 2b 83.13b
2 2.66b 0.7933 ¢ 2.9450 b 931.33 b 8b 59.23¢
3 5.03a 2.53a 12.8533 a 2,661.70 a 251a 39.60d

*Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes.

Respiracion Basal

300 +
503%HC —
250 - ]
200 -

150 -

mg CO2/kg/dia

100 4

50 1 Testi 2.66% HC
estigo 2.3% HC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Muestras

Figura. 1. Respiracion Basal. Los datos son medias de la respiracion edafica por dia durante 24 dias.
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Con respecto a los valores de la produccién de
ATP, indicador de la biota del suelo, se aprecia
diferencia estadistica solamente en los suelos con
mayor concentracién de estas sustancias, sitio 4.

La fitotoxicidad de los hidrocarburos presentes en
los lodos de refineria fue medida a través de un
indice de germinacion de semilla de trigo; los
valores de este indice fueron de 39 % en los suelos
mas contaminados contra 100% en el suelo intacto.
La adicion de lodos de refineria tuvo impacto en el
pH del suelo, propiciando las condiciones para el
desarrollo de microorganismos que utilizan a los
hidrocarburos como fuente de carbono, ya que éstos
requieren de un pH cercano a la neutralidad (Atlas,
1988) el cual se presenté en los suelos con lodos de
refineria. Los lodos de refineria contienen gran
cantidad de cloruros (Marin et al., 2005) se
considera, por lo tanto, que son los causantes del
aumento en la conductividad eléctrica de los suelos
contaminados de este estudio.

Con respecto a los metales pesados, solamente en el
caso del zinc se rebasé los limites de The European
Union Council Directive, los cuales son: Cu 40 y
Zn 300 mg kg™ suelo (Suhadolc et al., 2004). En
esas concentraciones hay pocos efectos adversos
para la biomasa o la actividad microbiana (Barajas
et al.,, 1999). Los ciclos de los elementos mas
importantes en el suelo son afectados por la
introduccion de lodos de refineria. Asi se observa
que la actividad de la enzima ureasa en los suelos
en estudio, aumento casi al doble su valor en el
suelo con mas carga de lodos de refineria
comparado con el suelo intacto. Por otro lado la
actividad de la enzima fosfatasa registré valores
mas altos en los suelos con mayor concentracion de
lodos; se considera que los registros de los suelos
con menor concentracion de hidrocarburos fueron
estadisticamente iguales al testigo porque al
momento de la evaluacion los hidrocarburos ya
habian sido metabolizados por los microorganismos
del suelo. Cuando se incorporan este tipo de
materiales (lodos de refineria) al suelo, las
poblaciones microbianas del suelo inician su
transformacion, notandose, entre otros, incrementos
en la produccion de ATP, indicador de aumento en
la poblacién microbiana (Marin et al., 2005), tal y
como sucedio en el presente trabajo. La respiracion
del suelo es un proceso que refleja la actividad
biolégica del mismo y se manifiesta con el
desprendimiento de  CO,, resultante  del
metabolismo de los organismos vivos del suelo
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(Garcia et al, 2003), en este ensayo los
hidrocarburos presentes en los lodos fueron
metabolizados por la biota edafica manifestandose
mayor produccion de CO, en los suelos con mayor
cantidad de lodos de refineria, con respecto al suelo
intacto. La respiracién edéafica fue proporcional a la
concentracion de hidrocarburos en el suelo; los
suelos con menor concentracion de  éstos
presentaron valores mas bajos, semejantes al del
testigo.

Los lodos de refineria contienen sustancias,
compuestos de zinc o cobre, que inhibieron la
germinacién de semillas, la cual disminuyo
conforme se aumentaba la concentracion de estos
materiales.

Conclusiones

La actividad bioldgica del suelo, a excepcion de la
germinacién de semillas, fue estimulada por los
hidrocarburos presentes en los lodos de refineria.
Este efecto de estimulacion fue directamente
proporcional a la concentracion de hidrocarburos en
los suelos en estudio.
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