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RESUMEN

TITULO: IMPLEMENTACION DE UN METODO OXIDATIVO DE LA MATERIA ORGANICA
TERMALMENTE ALTERADA DE LOS PALINOMORFOS

AUTOR: ARCINIEGAS MEJIA, Alba Luz ~

PALABRAS CLAVES: Palinomorfos, esporopolenina, maduraciéon termal, oxidacién, fésil,
palinologia.

DESCRIPCION:

Los palinomorfos son fésiles de granos de polen y esporas que contienen en su cubierta externa
una macromolécula altamente resistente a la degradacion, la esporopolenina. Estos microfésiles
son utilizados como indicadores de presencia de petréleo y para su clasificaciéon taxondmica se
tiene en cuenta las ornamentaciones presentes en su cubierta externa, denominada exina. Sin
embargo con frecuencia presentan un color oscuro debido a la maduracion termal ocurrida en los
procesos geoquimicos que dificulta su clasificacion.

Por tal razon, en esta tesis implementamos un método oxidativo para aclarar su coloracién y
facilitar su identificacion taxondémica para estudios de datacion de pozos petroleros. Utilizamos
palinomorfos extraidos de la formacion Rosa Blanca del municipio de Zapatoca a los que tratamos
con diferentes oxidantes, tales como las soluciones de Schulze y HNO; al 65%, de Ramsay, de
NaClO; 0,56 M y HNO; 0,82 M, de KOH al 10%, HNO; fumante, de NaOCI al 7%, de H,O, al 10% y
de KMnO, al 10% y el método de acetdlisis. El estado de maduracion termal y el efecto de distintos
oxidantes y del tiempo de tratamiento sobre la coloracién de los palinomorfos extraidos lo
evaluamos cuantitativamente utilizando el Software Adobe Photoshop 7.0 y un analisis estadistico
de varianza.

La intensidad en la coloracion del amarillo de estos palinomorfos fue del 59% y después del
tratamiento con la solucion de NaClO3 0,56 M y HNO3 0,82 M aumenté al 69%. Los demas
oxidantes utilizados no produjeron aclaraciones del color estadisticamente significativas. La
decoloracién obtenida con esta solucion permite observar las ornamentaciones de la capa externa
de estos palinomorfos para su identificacion taxondémica.

;Proyecto de Grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Martha Cecilia Daza Espinosa



ABSTRACT

TITLE: IMPLEMENTATION OF A OXIDATIVE METHOD OF THE ORGANIC MATTER
THERMALLY ALTERED OF THE PALYNOMORPHS

AUTHOR: ARCINIEGAS MEJIA, Alba Luz ~

KEY WORDS: Palynomorphs, esporopolenine, thermal maturation, oxidation, fossil, palinology.
DESCRIPTION:

The palynomorphs are fossils of grains of pollen and spores that contain in their external cover a
macromolecule highly resistant to the degradation, the esporopolenine. These microfossils are used
as indicators of presence of petroleum and for their taxonomic classification keeps in mind the
present ornamentations in their cover external, denominated exine. However frequently they
present a dark color due to the thermal maturation happened in the geochemical processes that it
hinders their classification.

For such a reason, in this thesis we implement a oxidative method to clarify their coloration and to
facilitate their taxonomic identification for studies of datation of oil wells. We use palynomorphs
extracted of the formation Rosa Blanca of the municipality from Zapatoca to those that try with
different oxidizers, such as the solutions of Schulze and HNO; to 65%, of Ramsay, of NaClO; 0,56
M and HNO; 0,82 M, of KOH to 10%, HNO3; fumant, of NaOCI to 7%, of H,O, to 10% and of KMnQ,
to 10% and the acetolisys method. The state of thermal maturation and the effect of different
oxidizers and of the time of treatment on the coloration of the palynomorphs extracted we evaluate
quantitatively using the Software Adobe Photoshop 7.0 and a statistical analysis of variance.

The intensity in the coloration of the yellow of these palynomorphs was of 59% and after the
treatment with the solution of NaClO; 0,56 M and HNO3; 0,82 M increased to 69%. The other used
oxidizers didn't produce explanations of the color statistically significant. The fading obtained with
this solution allows observing the ornamentations of the external layer of these palynomorphs for its
taxonomic identification.

;Grade Project
Faculty of Sciences. School of Chemical. Martha Cecilia Daza Espinosa
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INTRODUCCION

Los palinomorfos (granos de polen y esporas fosiles) son utilizados en datacion
estratigrafica en exploraciones petroleras como indicadores de la presencia de
petréleo.

Estos palinomorfos tienen en su cubierta externa una macromolécula altamente
resistente a la degradacion, la esporopolenina. Sin embargo, la temperatura y la
presiéon causan modificaciones quimicas y estructurales que producen un cambio
de color de amarillo claro a negro, conocido como maduracion termal, el cual esta
correlacionado con la profundidad del enterramiento de los sedimentos [jError!
Marcador no definido.].

La identificacién taxondmica de los palinomorfos madurados térmicamente es muy
dificil, ya que su color negro dificulta la observacién al microscopio de las
ornamentaciones de su capa externa llamada exina empleadas en la identificacion
de la especie.

Los palinomorfos con coloraciones oscuras se denominan palinomorfos
sobremaduros y son dificiles de aclarar con las técnicas de oxidacién existentes,
como el método de Schulze y acido nitrico al 65% [jError! Marcador no definido.].

Por tal razén en el presente proyecto de tesis para optar al titulo de Quimica,
implementamos un método oxidativo para tratar los palinomorfos madurados
térmicamente para aclarar su coloracion, facilitar su identificacion taxonémica para
estudios de datacion y contribuir a disminuir la incertidumbre geoldgica durante la
perforacién de un pozo petrolero.

La muestra seleccionada para este trabajo proviene de la formacion Rosa Blanca
del municipio de Zapatoca y fue escogida porque se encuentra muy alterada
termalmente y por lo tanto es altamente resistente a los métodos de oxidacion
convencionales.

Inicialmente se realizé la extraccion de los palinomorfos que consistio en la
disgregacion de la roca, luego en la eliminacion de los carbonatos, de los silicatos
y en la separacion por diferencia de densidades de la materia organica del resto
de la muestra. Con la materia organica separada se procedio a valorar su estado
de maduracion termal analizando cuantitativamente el color con el software Adobe
Photoshop 7.0 y estadisticamente con el analisis de varianza (ANOVA) con la
ayuda del paquete estadistico statgraphics. Esta materia organica presentd una
intensidad del color amarillo del 59%.
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Después de valorar el estado de maduracion termal de los palinomorfos se
sometieron a la accion de diferentes oxidantes con el fin de aclarar su coloracion.
Se utilizaron, inicialmente la solucion de Schulze y HNO3; al 65%, oxidantes
empleados en el ICP. Puesto que el cambio de coloracion obtenido con estos
oxidantes no fue aceptable, se utilizaron los siguientes oxidantes: solucién de
NaClO3 0,56 M y HNO3 0,82 M, solucién Ramsay, acetdlisis, KOH al 10%, HNO3
fumante, NaOCI al 7%, H202 al 10% y KMnO4 al 10%. El efecto oxidativo se
evalu6 de igual manera que el estado de maduraciéon termal de la materia
organica.

El método de oxidacion con la solucion de NaClOs 0,56 M y HNO3 0,82 M fue el
mejor con respecto a los otros métodos utilizados. El porcentaje de intensidad del
amarillo para los palinomorfos tratados con este método es del 69%. Con los
demas oxidantes se observaron valores para la coloracion de los palinomorfos
similares, entre un 59 y un 64%.

Ademas, el analisis estadistico de la coloracién de los palinomorfos obtenida con
los diferentes tratamientos indica que la decoloracion es independiente del tiempo
de permanencia en contacto con las soluciones oxidantes y dependiente del
oxidante utilizado. Aunque la diferencia en la coloracion entre los palinomorfos
termalmente alterados y los oxidados con la solucién de NaClO3; 0,56 M y HNO3
0,82 M es del 10%, el efecto visual es aceptable, para poder distinguir sus
ornamentaciones y para realizar su clasificacion.

Esta investigacion fue financiada por el Instituto Colombiano del Petréleo. La parte
experimental de este trabajo, es decir el procesamiento de la muestra, los
procedimientos quimicos y la preparacion de las placas con los palinomorfos se
llevé a cabo en el Laboratorio de Procesamiento de Muestras Geoldgicas y el
analisis palinologico en el Laboratorio de Micropaleontologia del Instituto
Colombiano del Petroleo (ICP) “Juan José Turbay”.
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. MARCO TEORICO

1. PALINOMORFOS

Los palinomorfos son microfésiles de granos de polen y esporas que sobreviven a
procedimientos extractivos aplicados a rocas y otros sedimentos y que estan
compuestos de moléculas organicas muy resistentes.

Los palinomorfos difieren de los nanofésiles y de las diatomeas. Los nanofdsiles
son mas pequefos y estan compuestos de carbonato de calcio y las diatomeas
estan compuestas de silice. Tanto el carbonato de calcio como el silice se
destruyen con el procesamiento palinolégico [1].

Las esporas y los granos de polen son de tamaro similar al de los palinomorfos,
frecuentemente miden 20-40 uym, y estan rodeados por paredes resistentes, las
cuales son frecuentemente  esculpidas en direcciones  distintas.
Aerodinamicamente, el polen y las esporas transportados por aire se conducen en
direcciones similares y sus similitudes los han llevado a ser juntamente
considerados en la disciplina de la palinologia.

La palinologia es la ciencia que estudia los palinomorfos, las esporas y los granos
de polen desde el punto de vista estructural, su dispersién y el efecto de las
condiciones ambientales sobre su preservacion [jError! Marcador no definido.].

1.1. COMPOSICION QuimICA

Los palinomorfos se derivan de cuatro de los cinco reinos de organismos
reconocidos: Protista, Vegetal, Hongos y Animal. El reino Mdénera no produce
palinomorfos [jError! Marcador no definido.].

La pared de los palinomorfos consta de dos compuestos o dos familias de
compuestos: quitina y esporopolenina.

1.1.1. Quitina

Se encuentra en esporas, organos de ciertos hongos, escolocodontes, érganos de
artrépodos y en algunos foraminiferos.
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La quitina es un homopolisacarido lineal compuesto de residuos de N-
acetilglucosamina ligados por enlaces glucosidicos beta 1,4. La unica diferencia
con la celulosa es el reemplazo del grupo hidroxilo del carbono 2 por un grupo
aminoacetilado, figura 1. La quitina forma fibras lineales semejantes a la celulosa y
tampoco es digerible por vertebrados [2].
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Figura 1. Férmula estructural de la quitina

La quitina y la esporopolenina se comportan similarmente en sedimentos y en
procedimientos de laboratorio. En sedimentos no consolidados la esporopolenina
es de color amarillo palido, mientras que la quitina puede ser casi clara, pero
frecuentemente es oscura, marrén o naranja-marron a marrén grisaceo. Otra
propiedad similar a la esporopolenina, es la tendencia de algunos palinomorfos
quitinosos a ser un poco mas resistentes tanto al ataque quimico como al biolégico
y cambiar de color por la carbonizaciéon (llamada también maduracion termal o
coalificacion).

1.1.2. Esporopolenina

La esporopolenina forma la estructura basica de la pared resistente de la mayoria
de palinomorfos: dinoflagelados, acritarcos, esporas y polen. Esta también
presente en algunas algas. Esta es una sustancia muy interesante, probablemente
el compuesto organico conocido mas resistente. Esta resiste la acetdlisis, pero es
degradada por oxidantes fuertes, tales como el H,O, y el HNO3 [jError! Marcador
no definido.].

Traverse enuncia que “fue primero observada y llamada (como “esporonin”) por
John en 1814 y caracterizada por Berzelius en 1830. Mucho después, Zetsche,
Kalin y Zetsche en 1931 establecieron una férmula empirica aproximada de
CooH142027” [iError! Marcador no definido.].

La determinacion de la estructura de la esporopolenina es muy dificil ya que los
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procedimientos utilizados para aislar la molécula la transforman quimicamente, por
ejemplo la monoetanolamina la oxida produciendo azucares simples y otros
compuestos que no proveen la estructura de la molécula original. Ademas, las
técnicas de preparacion usadas para remover los otros constituyentes de las
esporas Yy del polen (KOH y acetdlisis) también cambian la esporopolenina, esta
tiene una marcada tendencia de aceptar halégenos, iones metalicos y otros
grupos. Espectros de infrarrojo mostraron que la esporopolenina contiene en su
estructura la sal de potasio del acido glucurénico [jError! Marcador no definido.].

CH,

Figura 2. Férmula estructural del acido glucurénico

Segun Traverse “Shaw et al., Heslop-Harrison y Brooks et al. han sugerido que la
esporopolenina es un copolimero de [-caroteno y acidos grasos. De ser
verdadero, la sustancia deberia tener unidades repetitivas de una clase de
isoprenoide. Given en 1984 not6 que la predominancia de cadenas directas sobre
la estructura isoprenoide en paredes de esporas fésiles hacia dificil aceptar la
teoria de Brooks et al. Given et al. en 1985 notaron la presencia de cadenas
alifaticas con poca o ninguna bifurcacion en las muestras de esporopolenina
moderna, asi como la considerable variabilidad estructural en muestras de grupos
de plantas diferentes. Potonié & Rehnelt en 1971 sugirieron la siguiente unidad
estructural [jError! Marcador no definido.]:”

\O
§ <
O
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Figura 3. Unidad estructural sugerida para la esporopolenina [jError! Marcador no
definido.].

Esta unidad estructural convertiria a la esporopolenina en un compuesto parecido

al caucho. Estos compuestos comparten mucho en comun: elasticidad,

sensibilidad a la oxidacion y alcalinidad, y “durabilidad” general. Sin embargo, la

estructura del caucho no contiene oxigeno [jError! Marcador no definido.].

P
L —n
Figura 4. Estructura del caucho

La forma estructural como la esporopolenina aparece en esporas y polen es muy
diversa. En general esta limitada a la pared externa, la exina. Algunas plantas
florecidas en su mayoria acuaticas no producen esporopolenina, y otras, por
ejemplo, la familia Lauraceae, tienen muy poca en sus exinas, indicando que estas
exinas raramente son preservadas como fosiles.

La historia evolutiva de la esporopolenina es muy larga. Los acritarcos con
esporopolenina aparecieron en rocas del periodo Precambrico de 1,2 — 14
billones de afios de edad. En estos organismos, la esporopolenina jugo el papel de
protector del protoplasma en contra de la radiacion ultravioleta. Las algas verdes
son presumiblemente las responsables del desarrollo de la esporopolenina y su
introduccion en la estructura de las plantas superiores, donde su principal funcion
era la proteccidn de la oxidacion y desecacion.

La esporopolenina es un compuesto muy estable, probablemente un polimero de
las especies carotenoides-terpenoides. Su color natural es amarillo palido, pero
con la maduracion termal, la esporopolenina presenta una disminucion de
oxigeno e hidrégeno y un incremento del porcentaje de carbono, y el color puede
variar del amarillo oscuro, naranja, marron rojizo y finalmente al negro.

Los agentes de la maduracion termal son la elevacion de la temperatura y el
tiempo. Se ha notado que el polen se oscurece lentamente a los 100°C y mas
rapidamente a los 150° y 200°C. A los 150°C por periodos muy largos las exinas
se oscurecen [jError! Marcador no definido.].

La esporopolenina tiene una gravedad especifica de 1,4 aproximadamente, un

indice de refraccidén de 1,48 y es menos sensible a la oxidacién que la mayoria de
la materia organica presente en sedimentos. También es sensible al pH alto por
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prolongados periodos de tiempo. Las enzimas en su mayoria no afectan a la
esporopolenina, de esta manera las exinas del polen y las esporas atraviesan
inalteradas la mayoria de los intestinos animales (incluyendo humanos), aunque el
contenido de los granos es digerido [jError! Marcador no definido., 3].

Algunos hongos pueden digerir esporopolenina y pueden atacar esporas y polen,
aparentemente luego de la deposicion en sedimentos. La esporopolenina se
“disuelve” en 1-etanolamina (monoetanolamina), especialmente si las exinas son
pretratadas por acetdlisis [jError! Marcador no definido.].

Desde el punto de vista paleopalinoldgico, las propiedades de la esporopolenina,
garantizan que los palinomorfos presentes en un sedimento, tiendan a permanecer
en él, aunque su contenido y otras capas de su pared sean degradadas.

En la formacion de un sedimento, los factores anteriores y los posteriores a la
deposicion que pueden destruir la esporopolenina son [jError! Marcador no
definido., 3]:

a) ambiente oxidante,

b) ambiente altamente alcalino,

c) la carbonizacion (coalificacion o maduracién termal, como resultado de la
relativamente lenta elevacion de la temperatura a través de un largo
tiempo),

d) alta temperatura (durante un corto tiempo, como resultado, por ejemplo, de
la intrusion volcanica),

e) la recristalizacion de los minerales en los sedimentos.

2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA ESPOROPOLENINA

Diferentes técnicas geoquimicas analiticas han sido usadas para investigar los
cambios quimicos que ocurren en la esporopolenina durante la maduracién termal.
Analisis infrarrojo y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de "*C
muestran una disminucion del contenido alifatico y de los grupos funcionales con
oxigeno, asi como el aumento de la aromaticidad con el incremento de la
maduracion termal.

Sin embargo, estos estudios usaron muestras maduradas artificialmente,
calentadas en condiciones diferentes a las que ocurren en ambientes geoldgicos

[4].

Recientemente, algunas técnicas analiticas han sido avaladas para la
caracterizacion quimica del polen y de las esporas. Estas son: espectroscopia
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infrarroja con transformada de micro-Fourier y rayos X [4].

Segun Yule, Roberts y Marshal “Cody et al. en 1996 sugirieron que la evolucion
estructural de la esporopolenina durante la alteracion termal involucran
secuencialmente una deshidracion, una ciclo-adicion de Diels Alder, una
deshidrogenacioén y una progresiva aromatizacion del biopolimero” [4].

2.1. EVIDENCIA QUimMICA

Estudios de difraccién de rayos X, de infrarrojo y la espectroscopia de RMN *C
sobre polimeros naturales y sintéticos confirman la estructura quimica de la
esporopolenina como un polimero oxidativo de carotenoides y ésteres
carotenoides [5].
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Figura 5. Formula estructural del B-Caroteno

2.2. EVIDENCIA CITOQUIMICA

La esporopolenina contiene grupos alifaticos con dobles enlaces. El polimero
absorbe la luz ultravioleta (290, 265 y 250 nm) y por fluorescencia sugiere la
presencia de dobles enlaces C-C conjugados adyacentes a grupos C-O. También
tiene grupos anidnicos débiles tales como compuestos acidico-endlicos. La
oxidacién de la estructura de carotenos conduce a la formacién de grupos endlicos
dentro de las largas cadenas de carbono alifaticas [5].

2.3. ESTUDIOS GEOQUIMICOS DE LA ESPOROPOLENINA

Considerando la evidencia experimental, hay dificultades en el entendimiento total
de los diversos parametros que pueden afectar los cambios quimicos y de color en
el polen y las esporas, parece que tales cambios ocurren por los procesos de
coalificacion y carbonizacion. Los procesos dependen de las diferentes
velocidades de calentamiento, de los distintos tiempos de alteracién termal y de
las reacciones quimicas. Las alteraciones termales son consideradas el parametro
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mas importante, pero es necesario considerar los efectos de los gradientes de la
presion en regiones sujetas a enterramientos profundos [5].

Bajo procesos de carbonizacion las paredes del polen y esporas muestran
cambios quimicos y de color que empiezan a temperaturas entre los 100° y 200°C.
Sobre los cambios progresivos que ocurren con el calentamiento secuencial del
polen y las esporas poco se sabe, pero algunos resultados sugieren que el polen y
las esporas carbonizan a diferentes temperaturas dependiendo de su historia
geotermal.

Cuando las paredes de polen y esporas son calentadas a bajas temperaturas
(menores que 180°C) se produce emanacion de pequenas cantidades de metano
y CO, y el residuo de la esporopolenina aparece muy poco alterado. La
esporopolenina calentada a altas temperaturas (mayores que 220°C), produce
mas productos quimicos volatiles y solubles y muestra alteraciones significativas
en los cambios quimicos y de color en un tiempo relativamente corto [5].

2.4. CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LA ESPOROPOLENINA

Para el estudio de los cambios en la estructura quimica se utilizaron muestras de
esporas y polen fosilizadas y muestras artificialmente maduradas, las cuales
fueron calentadas por un periodo de 60 horas hasta los 300°C.

Esporopolenina no fosilizada.

Estudios de *C-RMN indican que la esporopolenina contiene en su estructura
hidrocarburos alifaticos (10-50 ppm), grupos alifaticos oxigenados (50-105 ppm),
carbonos insaturados (110-160 ppm) y grupos carboxilo (160-180 ppm) [6].

Esporopolenina fésil. (Analisis FT-IR de muestras naturalmente maduradas).

¢ Durante las fases tempranas de la maduracion.
Las esporas y el polen progresivamente se oscurecen a través de una serie de
colores en el rango del amarillo palido al naranja.

Los cambios quimicos ocurridos durante la fase inmadura involucra una reduccion
de los grupos C=0 y un incremento de los grupos alifaticos -CH,,-CH3 y enlaces
C=C (asociados con anillos aromaticos).

e Durante la fase madura.

Los constituyentes quimicos de las esporas y del polen fueron termalmente
craqueados para generar hidrocarburos. Datos de FT-IR muestran la disminucién

22



de una porcion considerable de los grupos alifaticos y un incremento en el
contenido C=C asociado con la formacién de anillos aromaticos.

El polen y las esporas exhiben rapidos cambios de color, que van del naranja
hasta el marron.

Ademas el incremento en la madurez es reflejado con el rapido aumento en la
reflectividad (pero poco cambio de color). Esto es debido a la formacién de
multiples unidades aromaticas.

Esto muestra que un cambio fundamental en el esqueleto molecular ocurre en la
espora, los enlaces C-H y C-C se rompen y son reemplazados por enlaces
insaturados y anillos aromaticos [4].

¢ Durante la fase pos-madura.

Todas las esporas y polen son de color negro. Los palinomorfos todavia retienen
algo de los grupos -CH;,-CH3z y C=0 dentro de su estructura. La aromatizacion y el
crecimiento de unidades poliaromaticas se muestra con el incremento en la
intensidad de la banda aromatica [4].

Esporopolenina fésil oxidada.

Algunas muestras fueron oxidadas por tratamiento con HNO3; concentrado con
KCIO3 saturado (solucion de Schulze) por 30 minutos. El espectro de *C mostro
una significativa disminuciéon del material aromatico. Acido benzoico fue
recuperado de la solucion oxidada, el cual es una derivacion comun del contenido
aromatico de la esporopolenina.

Segun Yule, Roberts y Marshall “Saxby en 1982 sugiri6 que el cambio del color
amarillo al naranja en las esporas representa el rompimiento de los grupos
carboxilo en acidos y esteres y el negro ocurre en el punto donde los enlaces de
carbono alifaticos y aromaticos se rompen para formar metano. Sin embargo, no
hay analisis quimicos donde se intenten verificar estas hipotesis” [4].

3. MADURACION TERMAL DE LA ESPOROPOLENINA

El proceso de coalificacion de la materia organica en rocas sedimentarias por la
alteracion termal puede ser llamado catagénesis. Con mayor precision se refiere
como diagénesis al cambio termal hasta 50°C (R,: 0,5 - 2), en el rango de 150°-
250°C como metagénesis (Ro: 2 - 4) y alrededor de los 250°C como metamorfismo
(Ro cerca de 4). R, es una medida de reflectancia.
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Los principales propositos para usar el estado de carbonizacién del material
organico dispersado en rocas sedimentarias es predecir el potencial de
hidrocarburos de las rocas. Petrologistas organicos miden la reflectancia de
materia organica dispersada especialmente preparada, mas a menudo con
particulas de vitrinita que de exinita. Sin embargo, el color de los palinomorfos en
preparaciones es util como una medida de la carbonizacién. Segun Traverse
“Batten (1980) sugiere la escala de siete puntos dada en la Tabla 1”.

Esta puede ser comparada con la tabla de color de Pearson (Tabla 2), en la que el
color esta directamente relacionado con el indice de maduracién termal numérico
(TAI) [jError! Marcador no definido.].

Tabla 1. Escala de color para palinomorfos [jError! Marcador no definido.].

COLOR OBSERVADO DE LOS

PALINOMORFOS SIGNIFICADO

Cambio quimico negligible; materia
organica inmadura, no tiene una fuente
potencial de hidrocarburos

Algun cambio quimico, pero materia
organica levemente inmadura

Algun cambio quimico, materia organica
madura pero probablemente no tiene
potencial como una fuente comercial
Materia organica madura, volatilizacion
activa, generacion de combustible
Materia organica madura, produccion de
(5) Marrén oscuro gas humedo y condensado, transicion a
la fase de gas seco

Materia organica sobremadura; fuente
potencial para gas seco

(7) Negro (opaco) Trazas de gas seco

(1) Color claro, amarillo palido, naranja
amarillento

(2) Amarillo

(3) Amarillo-marrén claro,
naranja amarillento

(4) Marrén medio claro

(6) Marrén-negro muy oscuro

Este tipo de estandares pueden proveer consistencia para realizar
determinaciones del color subjetivo relacionadas con la madurez termal organica.
Estos estandares son avalados por todos los especialistas que trabajan con la
microscopia de color [1].

4. PROCESAMIENTO PALINOLOGICO
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El procesamiento palinolégico de rocas sedimentarias para el estudio
microscopico es usualmente realizado por medio de procedimientos estandares
que involucran la extraccion de la materia organica de las rocas por digestion de
carbonatos y silicatos con los acidos (HCI y HF respectivamente). En el estudio, el
residuo organico extraido es fraccionado por tamizado (usualmente a través de un
tamiz de 20-25 um). El fraccionamiento ayuda a obtener un mejor y facil estudio
palinolégico de las muestras. En muestras ricas en compuestos organicos,
mejores muestras palinolégicas son a veces obtenidas por una corta oxidacion
para remover la materia organica en exceso. Sin embargo, la oxidacion puede
causar la disolucion y eliminacién completa de los palinomorfos [1, 7].

Tabla 2. Coloracion de la exina de esporas y polen con maduracion geotermal
(“coalificacion”). TAl: indice de alteracién termal [jError! Marcador no definido.].

COLOR
MADUREZ DE . FLUORESCENCIA :
TERMAL | ESPORAS | 14! | Reflectancia | RANGO "~ cANTIDAD ¥
ORGANICA | Y POLEN COLOR
FOSIL
1 0.2% Turba Alta a media;
Azul-verde
Inmadura Lignita Alta a media;
0,3% Sub- Verde-blanco
0 5% bituminoso Alta a media;
Fase 270 Bituminoso, Blanco-amarillo
madura 0.9% Volumen Alta a baja;
dela =70 Alto Amarillo
generacion
del petroleo Bituminoso, Baja: amarillo
liquido 1,3% Volumen oscuro a naranja-
Medio marrén
Gas seco 2,0% Bituminoso,
condensado Vlc\)/:g(rjr;gn No fluorescencia de
a estéril 5 = las exinas de polen
2,5% Semll y esporas
antracita
Antracita
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41. LA OXIDACION EN PROCESOS PALINOLOGICOS.

Los palinomorfos alterados termalmente son usualmente tratados con un agente
oxidante. Los oxidantes mas comunmente usados son acido nitrico, peroxido de
hidrégeno, hipoclorito de sodio o el reactivo de Schulze. El objetivo principal de
este procedimiento es transformar parcialmente restos organicos en acidos
humicos que pueden ser disueltos con alcali (por ejemplo carbonato de potasio,
hidréxido de potasio, hidroxido de sodio e hidroxido de amonio). Los oxidantes
también pueden disminuir el color de los palinomorfos carbonizados. Si la
esporopolenina ha sido irreversiblemente alterada, los palinomorfos pueden ser
destruidos durante la oxidacion debido a la carencia de protecciéon de las
macromoléculas integradas.

El tipo de tratamiento y duracién depende del grado de oxidacion natural, de la
estructura de los palinomorfos (por ejemplo la delicada ornamentacion y la pared
gruesa o delgada), y de la alteracion termal de los palinomorfos.

4.1.1. Técnica con hidréxido de potasio

El procedimiento usual es calentar el polen en KOH al 10%. EI KOH es uno de los
reactivos estandares usados para liberar polen y en el estudio de muestras con
contenido de materia organica, sin embargo placas de referencia han mostrado
una considerable destruccion del polen [8].

4.1.2. Técnica de acetolisis

Segun Brown “G. Erdtman y H. Erdtman en 1933 reportaron una técnica para la
liberacion del polen, basados en el concepto de que la fraccion de celulosa puede
ser hidrolizada a glucosa y la fraccién de lignina puede ser destruida por oxidacion
“I8]. La acetdlisis es un proceso de descomposicion con la adicién de acido
acético, consiste en una acetilacion e hidrolisis simultanea.

La materia que acompafa al polen, bien sea procedente de herbario fresco o fosil,
son generalmente restos vegetales como flores y hojas cuyo componente principal
es la celulosa, que se destruye por el liquido acetolitico. Por esta razon la
acetdlisis es uno de los mejores métodos de laboratorio para purificar las muestras

[9].
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4.1.3. Técnica con peréxido de hidrégeno

Como Brown reporta “P. W. Thomson sugirié al H,O, como un agente oxidante,
clareador y al mismo tiempo dispersante; util para oxidar muestras oscuras con
alto grado de carbonizacion” [88, 10].

4.1.4. Combinaciones con acido nitrico

Dependiendo de la edad de las muestras, la concentracion del HNOj3 varia. Las
mas usadas son las siguientes:

Plioceno y Mioceno HNO3 35%
Eoceno y Paleoceno HNO3 40%
Cretaceo HNO3 45%
Paleozoico HNO3 67%

Segun la proporcion de los reactivos mencionados, cada solucion tiene un nombre
especifico:

Solucién de Schulze: La mas comunmente utilizada en la preparacion de
palinomorfos, consiste en tres partes de HNOs3 y una de solucion sobresaturada de
KCIO; [10, 11].

Solucion de Luber: 56 mL de HNO3 a 88 mL de solucién sobresaturada de NaCl
[10].

Técnica de Zetsche: Usada para separar microesporas y megaesporas. Consta
de 3 mL de bromo puro y 10 mL de HNO3 [10].

4.1.5. Otras técnicas de oxidacion

Como Jansonius y McGregor reportan “Jones en 1944 oxid6 satisfactoriamente
kerdgeno en recipientes sellados usando un tratamiento de microondas, notando
que la concentracion y el volumen del agente oxidante, la cantidad de kerdgeno y
la duracion del calentamiento son factores criticos para utilizar esta técnica. En
1994 Jones reportd una técnica mas efectiva y segura utilizando un "magnetron
enfocado" a presion atmosfeérica, por la cual el material bituminoso o el aceite de
aditivos fangosos, fueron disueltos en el reactivo de Schulze en 10-15 minutos”

[9].
Eshet y Hoek en 1996 utilizaron una solucion de NaOCI al 10%, para oxidar

selectivamente el exceso de restos organicos. Anteriormente, el NaOCI habia sido
sugerido por Erdtman en 1933 y Gray en 1965 como un oxidante util, pero no
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dieron los detalles del periodo de oxidacion requerido y los problemas del
procesamiento de muestras con alto contenido organico [11jError! Marcador no
definido.].

5. APLICACIONES DE LA PALINOLOGIA

Los palinomorfos representan parte de los ciclos de vida de diferentes plantas y
animales, como consecuencia estos son caracteristicos de un tiempo bastante
especifico y por esto son utiles para la datacion (geocronologia).

Aproximadamente desde hace 40 anos son un instrumento poderoso para la
correlacion estratigrafica y para datar sedimentos e integrar secuencias maritimas
y no maritimas. Este trabajo de correlacion bioestratigrafica (en este caso,
palinoestratigrafica) es el que en su mayor parte realizan palinologos de
compaiias petroleras.

Los palinomorfos pueden ser indicadores sensitivos de los procesos de
sedimentacion y la fuente de los sedimentos. Algunos como los dinoflagelados,
son organismos marinos y pueden ser indicadores del ambiente biolégico de los
organismos cuando vivian. Como las plantas son indicadores sensitivos de
ambientes continentales (sobre todo climas), las esporas y el polen tienen mucho
que decir acerca de los paleoambientes climaticos [jError! Marcador no definido.].

El estudio de los granos de polen, recientes y antiguos, pueden ser de gran valor
en los estudios cientificos. Estos incluyen:

1. Taxonomia.
2. Estudios genéticos y de evolucion.
3. Ciencia forense.
4. Estudios de alergias.
5. Reconstruccion de la historia vegetal en:
a) Especies individuales;
b) Comunidades.
6. Correlacion de depdsitos y asignacion de datos tentativos.
7. Estudio de los cambios climaticos.
8. El estudio del impacto pasado humano sobre la vegetacion.

Hay varios rasgos que poseen los granos de polen y las esporas, que los han
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convertido en utiles en todas las disciplinas. En primer lugar ellos tienen una capa
externa resistente (la exina), la cual hace que sobrevivan mejor y por mas tiempo
que otros materiales bioldgicos. La quimica de la exina hace que ellos resistan el
deterioro y cualquier actividad microbiana, que sean capaces de soportar la
humedad, la salinidad y a la baja disponibilidad de oxigeno o su ausencia. Esto es
de particular valor en el estudio de la historia vegetal y su aplicacion en campos
como la datacion y la climatologia.

El segundo rasgo util es la variacidon en la forma y escultura de la capa resistente.
Tales variaciones en la forma proveen un medio de identificacion de los granos de
polen y son también un caracter importante para usar en los estudios
taxondmicos.

El pequefio tamano de los granos de polen y las esporas es necesario para
facilitar su transporte en el movimiento del material genético (polen) o en la
colonizacién de un territorio nuevo (esporas). Muchos cuentan con transporte
aéreo para su diseminacion y el estudio de su movimiento puede ser de interés
para investigadores de genética y para cientificos médicos que estudian las
causas de las reacciones alérgicas [12].

Una aplicacion extensamente utilizada en la exploracion de hidrocarburos, es la
estimacion de la madurez termal (o indice de alteracion termal, TAI) del color de
las paredes de la espora. La materia organica dispersada (kerégeno), incluyendo
paredes de esporas, coalifica a una velocidad similar a los carbones cuando estan
sujetos al incremento de la temperatura. EI cambio en el color de la exina no
oxidada de amarillo palido a naranja, marrén y negro, es una medida util de la
carbonizacion que puede ser correlacionada con los valores de la reflectancia de
los carbones. Varias escalas de color de esporas son usadas (ver Tabla 2). La
maduracion termal puede ser observada en luz ultravioleta usando microscopia de
fluorescencia. Propiedades autofluorescentes de la exina han sido relacionadas a
las fases de generacion de los hidrocarburos [9].

6. ADOBE PHOTOSHOP 7.0

Photoshop es una aplicacién para computadoras Macintosh que permite editar y
modificar fotos y figuras.

6.1. EL MODELO DE COLOR RGB
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Los monitores de computadora se componen de puntos o unidades individuales,
comunmente llamadas pixeles. Estos puntos estan colocados en renglones vy
columnas, como una rejilla o reticula. Cada pixel puede tener cualquier valor de
una gama de mas de 16 millones de colores.

Los dispositivos como el monitor de la computadora estan disehados para
funcionar bajo el modelo de color RGB, siendo el rojo (Red), verde (Green) y azul
(Blue) los colores conocidos como primarios aditivos. En el espectro RGB, cada
color consiste en tres numeros (uno para el rojo, otro para el verde y el ultimo para
el azul) que indican el porcentaje de cada color. Las diferentes mezclas y
proporciones de estos colores primarios generaran los distintos colores [13].

Figura 6. Modelo de color RGB

6.2. EL MODELO DE COLOR CMYK

Existen diversos modelos de color, otro de los mas conocidos es el modelo CMYK
(Cian, Magenta, Amarillo y Negro) o cuatricromia. Al contrario del modelo RGB,
éste modelo es conocido como el modelo de color substractivo y es muy utilizado
para la impresién en color y en las impresiones y transparencias fotograficas en
color.

El modelo de color aditivo simula el espectro visible del color sumando la luz de
tres colores primarios, mientras que el modelo de color substractivo se basa en el
hecho que diferentes pigmentos absorben diferentes longitudes de onda de la luz,
con lo que los colores se producen restando y no sumando. Es decir, el modelo
CMYK aprovecha las cualidades de absorcion de las tintas y el soporte [13].
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Figura 7. Modelo de color CMYK

7. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Método estadistico para comparar simultdneamente mas de dos medias de
poblaciéon. Produce conocimientos mas precisos sobre las oscilaciones o
variaciones de un fendmeno, puesto que descompone su varianza total en la
varianza de cada uno de los diferentes factores que lo componen. En
consecuencia, la variacion total puede dividirse en las partes o fuentes que
fundamentalmente, lo producen, donde cada parte mide la variabilidad atribuible a
alguna fuente especifica [14].

7.1. VARIACION TOTAL

Toma la desviacion de cada observacion de muestra X, con respecto a la media

total X, elevando al cuadrado (Xij—}) y luego sumando las desviaciones al
cuadrado de todas las observaciones en el experimento.

0=> Z(X] —})2 Ecuacion 1.
J i

Donde:
0 : Variacion total

D" >: Todas las combinaciones i y j.
J i
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La variacion total se conoce también como la suma total de los cuadrados y puede
ser subdividida en partes [1414].

7.1.1. Variacion dentro de tratamientos

La variacion dentro de tratamientos se calcula trabajando con cada muestra de un
tratamiento por separado. Para cada tratamiento, digamos el j tomamos la

desviacion de cada observacion de muestra X, con respecto a la media del
tratamiento X, elevamos al cuadrado la desviacion (XU—XJ.) y se suman las

desviaciones al cuadrado (X]—Z)z Después se suman estos totales
Z(th —7])2 para todos los tratamientos, con objeto de:

0=, Z(X,-,- —Z)Z Ecuacion 2.
J i

O, :Componente dentro de tratamientos de la variacion total, conocida también
como suma de los cuadrados dentro de tratamientos.

7.1.2. Variacion entre los tratamientos
Mide la variabilidad de las medidas de las muestras de los tratamientos. Se suma
la desviacion de la media de cada tratamiento X, con respecto a la media total

}, se eleva al cuadrado (Z—}) y ponderamos cada una por el tamafio de la

muestra (denotado por n), puesto que estas desviaciones al cuadrado se refieren
a desviaciones de medias de muestra. Luego sumamos para todos los
tratamientos.

 =\2
0, = Zn(Xj —X) Ecuacién 3.
7

Q, : Variacion entre tratamientos, conocida también como suma de los cuadrados
entre tratamientos.

Media de los cuadrados
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Se obtiene cuando se divide una suma de cuadrados por sus respectivos grados
de libertad.

MTSl = Media de los cuadrados dentro de tratamientos. Ecuacion 4.

1

MS,

= Media de los cuadrados entre los tratamientos. Ecuacion 5.
2

Desarrollo de Ila estadistica de prueba
En el experimento se espera comprobar una de las siguientes dos conclusiones:

Ci=pu=4=u, Ecuacion 6.
C, =, 1, y f, N0 son iguales Ecuacion 7.

MS; estima Ila variabilidad inherente en los datos de la muestra
independientemente de si las y (medias) son iguales, esto es, de si se sostiene o
no C,. Esto, no es la misma situacién para MS,. La teoria estadistica demuestra
que si se sostiene C4, entonces MS, también es una estimacion de la misma
variabilidad inherente que la estimada por MS;.

Si se sostiene Cy, MS; estima la suma de los dos componentes:

1). la misma variacion inherente que esta estimada por MS;4

2). Una componente adicional de variacion en los datos debido a las diferencias
entre tratamientos.

Se desea concluir C4 0 C, comparando MS; y MS4, usando la razon, V,

MS,
MS,

Ecuacion 8.

sz

Si las medias de los tratamientos son iguales, MS1 y MS;, son una estimacion de la
misma variabilidad inherente del muestreo y los dos deben ser aproximadamente
iguales. Por lo tanto, V, sera cercano a 1. Si las medias de los tratamientos son
desiguales, MS; reflejara la variacion en las medias de los tratamientos asi como
la variacion inherente al muestreo, mientras que MS; reflejara solamente la
variacion inherente al muestreo. En consecuencia, MS; debera tender a ser mas
grande que MS; y V, tendera a ser mayor que 1.

Distribucién de la estadistica de prueba si se sostiene C;

La técnica estadistica mas comunmente usada para tomar decisiones acerca de
las medias de varias poblaciones, nos lleva por si misma, a controlar el error Tipo
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1, el error de concluir C,, cuando de hecho C4 es la conclusién correcta. Por lo
tanto, se necesita saber la distribucién de la estadistica de prueba V,, si se
sostiene C4, de tal manera que se pueda controlar un error tipo 1.

La teoria estadistica muestra que si se sostiene Ci y prevalecen ciertas
condiciones adicionales, V, esta distribuida de acuerdo a una distribucion F.

Propiedades de las distribuciones F

Son una familia de distribuciones continuas, unimodales y asimétricas hacia la
derecha. La escala varia desde cero hasta infinito. Puesto que la distribucion F es
una distribucién de probabilidades, las areas bajo esta distribucion indican
probabilidad. Existe una distribucién F separada para cada par de valores de
parametros 0, y O1.

Si V2 es menor o igual al valor critico conocido como A de la distribuciéon F al nivel
de significacién escogido, C1 se concluye y si V, es mayor que A, C, se concluye,
donde el limite de accién A quede determinado por la distribucion F pertinente de
acuerdo al riesgo especificado de cometer un error tipo 1 [1414, 15, 16].

La variable continua del analisis recibe el nombre de variable dependiente. Las
categoricas que definen los grupos suelen llamarse variables independientes o
explicativas o, mas comunmente factores. Los posibles valores que puede tomar
un factor reciben el nombre de niveles, y cada posible combinacién de los niveles
de los distintos factores en estudio se llama tratamiento. Al efecto que se produce
cuando la influencia de un factor sobre la variable dependiente es diferente segun
los distintos niveles de otro factor se le conoce como interaccion entre ambos
factores.

El modelo ANOVA descompone la variabilidad total de la variable dependiente en
componentes independientes que pueden ser atribuidas a distintas causas
(factores e interacciones). El disefio del experimento en cuestion determinara el
modelo matematico y la descomposicion de la varianza a aplica [17].

7.2. MODELO DE DOS FACTORES

Se utiliza para estudiar simultaneamente el efecto de dos o mas factores sobre la
variable dependiente.

El modelo plantea un contraste de hipétesis para el cual la hipdtesis nula es la
igualdad de medias entre las subpoblaciones que definen los distintos niveles de
cada factor. Se calcula entonces el valor de un estadistico (F) cuyo valor, de ser
cierta la hipotesis nula, se sabe que proviene de una distribucion F de Fisher-
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Snedecor. La probabilidad de obtener bajo esa distribucion un valor igual o mayor
que el resultante aparece en la tabla del analisis de varianza como valor-p.

Si el valor obtenido es compatible con la hipétesis nula (valor-p>0.05) se concluira
que los datos no aportan evidencia de que las medias poblacionales sean
diferentes y el analisis habra concluido.

En caso contrario se rechazara la hipétesis nula y se aceptara, por lo tanto, que
hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. El valor de valor-p
podra ser interpretado en tal caso como la probabilidad de existir una
equivocacion. Es habitual utilizar como valor limite el 0,05, que proporciona un
nivel de confianza del 95% [17].

7.3. USO DE LA COMPUTADORA PARA EL ANALISIS ESTADISTICO
DESCRIPTIVO

La computadora al operar grandes volumenes de datos es una gran ayuda en el
analisis estadistico descriptivo. Se pueden utilizar varios programas estadisticos
para organizar, resumir y caracterizar informacion cuantitativa, y para presentar en
forma tabulada y de graficas tanto la informacién cuantitativa como la cualitativa
[18].

7.3.1. Paquete estadistico STATGRAPHICS

Al aprender a utilizar un paquete estadistico, como STATGRAPHICS se tiene la
posibilidad de aprovechar este reciente progreso tecnoldgico y apreciar la ayuda
que puede brindar una computadora para solucionar problemas estadisticos en
especial los que incluyen un gran numero de variables o grandes volumenes de
datos. La computadora es una herramienta en extremo util que puede almacenar,
organizar y procesar informacion con facilidad y rapidez y proporcionar resultados,
tablas y graficas resumidas. No obstante, se debe tener en cuenta que la
computadora es sélo una herramienta.

Para interactuar en forma apropiada con la computadora, no sélo se tiene que
estar familiarizado con el paquete de programas en uso, sino que ademas se tiene
que seleccionar correctamente los procedimientos estadisticos apropiados para la
tarea que se va a realizar [18].
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Il. PARTE EXPERIMENTAL

Los palinomorfos que se utilizaron fueron extraidos de rocas provenientes del area
de la formacion Rosa Blanca, ubicada en el municipio de Zapatoca, Santander.
Luego fueron sometidos a varios tratamientos de oxidacion con el fin de
decolorarlos para facilitar su observacion microscopica y clasificacién. Esto es un
aspecto importante para facilitar la datacion de los pozos petroleros.

1. EXTRACCION DE PALINOMORFOS

La extraccion de los palinomorfos consistio en la disgregacién de la roca, luego en
la eliminacion de los carbonatos, de los silicatos y en la separacion por diferencia
de densidades de la materia organica del resto de la muestra.

e Disgregacion.
Con la ayuda de un mortero de hierro previamente lavado y completamente seco
se trituraron 30 g de roca, dejandola con un tamaro de particula entre 1 y 2 mm de
diametro aproximadamente. Este procedimiento se realizé en un lugar libre de la
presencia de reactivos y de otras muestras de roca, con el fin de evitar la
contaminacion quimica.

e Eliminacion de carbonatos.
A los 30 g de roca triturada se les agregé 30 mL de acido clorhidrico al 39% y se
dejo en reposo por 45 minutos con el fin de eliminar los carbonatos [19].
Posteriormente se centrifugdé por 10 minutos a 1000 rpm. El liquido sobrenadante
se elimind y al precipitado se le agregd agua destilada para volver a centrifugar
por 10 minutos a 1000 rpm. Este paso se realizo tres veces con el fin de disminuir
la acidez de la muestra.

e Eliminacion de los silicatos.
El precipitado del proceso anterior se transfirio a un vaso de precipitados y se le
agrego 30 mL de &cido fluorhidrico 60% y se dejoé en reposo por 15 horas con el
fin de eliminar los silicatos. Posteriormente se centrifugé durante 10 minutos a
1000 rpm. El liquido sobrenadante se elimind y al precipitado se le agregd agua
destilada para volver a centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm. Este paso se
realizé tres veces con el fin de disminuir la acidez de la muestra.
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e Separacion con liquidos pesados.

Al precipitado del proceso anterior se le agregé 20 mL de ZnCl, (densidad: 2g/cm?)
y se homogenizé con una varilla de agitacion, desprendiendo los restos de la
muestra adheridos a las paredes del tubo. Posteriormente se centrifugdé por 45
minutos a 3000 rpm. Como resultado se obtuvieron 2 fases, la fase menos densa
se filtr6 en un papel de filtro marca Nitex de 10 um. Este filtrado fue lavado con
agua destilada. El residuo sdlido corresponde a los palinomorfos [20]. Estos
palinomorfos se disolvieron en 6 mL de agua, se almacenaron en frascos de vidrio
con tapones de caucho y posteriormente se utilizaron para los tratamientos
oxidativos. En total se realizaron 15 extracciones de palinomorfos de la roca.

2. PREPARAQI()N DE LOS PALINOMORFOS PARA LA OBSERVACION
MICROSCOPICA

Las soluciones preparadas en el proceso anterior se homogenizaron y se tomaron
3 gotas y se distribuyeron uniformemente sobre una laminilla cubreobjetos, a la
que se le habia colocado 1 gota de alcohol polivinilico. Esta laminilla se colocé en
una plancha de calentamiento a 60°C durante 15 minutos para facilitar la
evaporacion del agua y la fijacion de los palinomorfos.

Luego la laminilla se fijé a la lamina portaobjetos utilizando balsamo del Canada y
se eliminaron las burbujas haciendo presion suave con un par de palillos [10, 21].

Las placas se limpiaron con xileno y papel absorbente para retirar el exceso del
balsamo del Canada y se rotularon. Posteriormente se valoré el estado de
maduracion de los palinomorfos, que consisti6 en observar el color de los
palinomorfos en un microscopio Olympus Cx 21. A estas placas se les tomaron
fotografias que luego fueron analizadas con el software Adobe Photoshop 7.0. Los
datos de coloracién obtenidos fueron posteriormente analizados estadisticamente.

3. OXIDACION DE LOS PALINOMORFOS

Después de valorar el estado de maduracion termal de los palinomorfos se
sometieron a la accion de diferentes oxidantes con el fin de aclarar su coloracion.
Se utilizaron, inicialmente la solucién de Schulze y acido nitrico al 65%, oxidantes
empleados en el ICP. Puesto que el cambio de coloracion obtenido con estos
oxidantes no fue aceptable, se utilizaron otros oxidantes. El procedimiento seguido
se describe a continuacion:
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3.1.

3.2.

3.3.

Solucion de Schulze [8].

A cuatro tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada
uno y 3 mL de solucion de Schulze (acido nitrico al 65% y solucién
sobresaturada de clorato de potasio 3:1) y se dejaron en bafio maria por 10,
20, 30 y 40 minutos respectivamente con agitacion constante.
Posteriormente, se adicionaron 6,5 mL de agua destilada a cada uno de los
tubos de ensayo y se centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm.

Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavo con agua destilada.

Acido nitrico al 65*.

A cuatro tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada
uno y 0,5 mL de HNO3 al 65% y se dejaron en bafio maria por 10, 20, 30 y
40 minutos respectivamente con agitacion constante. Posteriormente, se
adicionaron 9 mL de agua destilada a cada uno de los tubos de ensayo y se
centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm.

Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavo con agua destilada.

OTROS OXIDANTES

Teniendo en cuenta que el tratamiento de los palinomorfos con la solucion de
Schulze y el acido nitrico al 65% no produjo cambio apreciable en la coloracién de
estos, se evalud el efecto de otros oxidantes consultados en la literatura y también
sugeridos por miembros del ICP segun experiencias en el tratamiento palinolégico.

". Procedimiento llevado a cabo segun la experiencia de Luis Fernando Pefia, director del
Laboratorio de Procesamiento de Muestras Geoldgicas del ICP en el tratamiento de muestras
palinologicas.

38



3.3.1. Solucién de Clorato de sodio 0,56 M y acido nitrico 0,82 Mt.

»= A cuatro tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada
uno y 0,15 g de NaClO3. Se mezclaron estos componentes y se adicionaron
2 mL de HNOs; al 65% a cada uno. Posteriormente, se dejaron los cuatro
tubos de ensayo en bafio maria por 10, 20, 30 y 40 minutos
respectivamente con agitacién constante.

= Al finalizar los tiempos respectivos se adicionaron 7,5 mL de agua destilada
a cada uno de los tubos de ensayo y se centrifugaron por 5 minutos a 2500
rpm. Finalmente se elimin6 el sobrenadante y se filtré el contenido de cada
uno de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10
micrones y se lavo con agua destilada.

3.3.2. Solucién Ramsay [20].

= A cuatro tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada
uno y 1,5 mL de la solucion de Ramsay (2 g de NasP,07, 25 mL de H20, al
35%, y 50 mL de agua destilada) y se dejaron en bafio maria por 10, 20, 30
y 40 minutos respectivamente con agitacion constante. Al finalizar los
tiempos respectivos se adicionaron 8 mL de agua destilada a cada uno de
los tubos de ensayo y se centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm.

» Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavo con agua destilada.

3.3.3. Acetdlisis [8].

= A cuatro tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada
uno y 2,5 mL de acido acético glacial, luego se centrifugaron por 5 minutos
a 2500 rpm y se decanto el acido. Posteriormente a cada tubo se adiciond
2,5 mL del liquido acetolitico (1 mL de acido sulfurico y 9 mL de anhidrido
acético) y se dejaron en bafo maria por 10, 20, 30 y 40 minutos
respectivamente. Se decantd la solucion y se filtr6 en un papel de filtro
marca Nitex de 10 micrones con agua destilada. Luego los palinomorfos se

T, Solucién sugerida por Luis Fernando Pefia, director del Laboratorio de Procesamiento de
Muestras Geologicas del ICP, segun su experiencia en el tratamiento de palinomorfos termalmente
alterados. Para hallar la concentracion del NaClOj; se supuso volumenes aditivos de H,O y HNO3, y
que el volumen de los palinomorfos no afectaba el volumen del agua.
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3.3.4.

transfirieron a los cuatro tubos de ensayo nuevamente y se les adicioné a
cada uno 5 mL de acido acético glacial, 1-3 gotas de clorato de sodio y 1-2
gotas de HCl al 37%.

Posteriormente, se adicionaron 4,5 mL de agua destilada a cada uno de los
tubos de ensayo y se centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm.

Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavo con agua destilada.

Hidréxido de potasio al 10% [8].

A cuatro tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada
uno y 1,5 mL de KOH y se dejaron en bafio maria por 10, 20, 30 y 40
minutos respectivamente con agitacidon constante. Posteriormente, se
adicionaron 8 ml de agua destilada a cada uno de los tubos de ensayo y se
centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm.

Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavo con agua destilada.

3.3.5. Acido nitrico fumante®.

3.3.6.

A cuatro vasos de precipitados se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en
cada uno y luego se sometieron a calentamiento hasta deshidratar los
palinomorfos. Posteriormente, se adicionaron 0,34 g de KCIO3; y 4 mL de
HNO; fumante. Se mezclaron estos componentes y se dejaron en reaccion
durante 10, 20, 30 y 40 minutos. Culminado cada periodo de reaccion se
agrego 240 mL de agua destilada para diluir la solucién.

Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavé con agua destilada.

Hipoclorito de sodio al 7% [11].
A ocho tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada

uno y 1,5 mL de NaOCl y se dejaron en reaccion durante 73 horas,
preparandose los palinomorfos para su observacion microscépica a las 4, 8,

*. Procedimiento sugerido por Andrés Pardo, miembro del ICP, segiin su experiencia en el
tratamiento con carbones.

40



3.3.7.

3.3.8.

12, 16, 20, 24, 48 y 73 horas. Posteriormente, se adicionaron 8 mL de agua
destilada a cada uno de los tubos de ensayo y se centrifugaron por 5
minutos a 2500 rpm.

Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno
de los tubos de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y
se lavo con agua destilada.

Peréxido de hidrégeno al 10% [8].

A tres tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de palinomorfos en cada uno
y 0,5 mL de H,O, y se dejaron durante 4, 21 y 73 horas respectivamente.
Posteriormente, se adicionaron 9 mL de agua destilada a cada uno de los
tubos de ensayo y se centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm. Finalmente
se elimino el sobrenadante y se filtré el contenido de cada uno de los tubos
de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10 micrones y se lavo con
agua destilada.

Permanganato de potasio al 10% [22, 23].

Se agregd 1,5 mL de KMnO4 a un tubo de ensayo que contenia 0,5 mL de
palinomorfos y se dejo reaccionar durante 73 horas.

Posteriormente, se adicionaron 8 mL de agua destilada y se centrifugd por
5 minutos a 2500 rpm. Finalmente se elimind el sobrenadante y se filtr6 el
contenido del tubo de ensayo en un papel de filtro marca Nitex de 10
micrones y se lavo con agua destilada.

Montaje del material oxidado [24, 25]

Para observar al microscopio los palinomorfos que fueron tratados con los
diferentes agentes oxidantes, se prepararon de la misma manera como se
describe en el numeral 2. Al terminar cada tratamiento se montaban sus
respectivas laminas y eran guardadas en una caja portalaminas.

4. ANALISIS PALINOLOGICO

El andlisis palinolégico se realizdé en el Laboratorio de Micropaleontologia del
Instituto Colombiano del Petréleo (ICP). Para ello se usdé un microscopio
Olympus Cx 21, con objetivos de 20X/0,50 para realizar el barrido general de la
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placa y de 100X/1,25 para observar mejor los palinomorfos de interés, es decir, los
de mayor abundancia en cada placa.

Luego de observar detenidamente cada una de las placas se escogieron tres
geéneros, dos de polen (Classopolis y Callialasporites) y uno de espora (trilete) que
eran los mas abundantes en cada una de ellas, Figura 8.

a b

Figura 8. Géneros seleccionados: polen a) Classopolis, b) Callialasporites y
espora c) Trilete de la formaciéon Rosa Blanca del municipio de Zapatoca

5. DETERMINACION DE LA COLORACION DE LOS PALINOMORFOS

La determinacion de la coloracién de los palinomorfos se realizé utilizando el
software Adobe Photoshop 7.0. Para esto se transfirieron las fotografias al
computador y se midieron las intensidades del amarillo utilizando la escala de
color CMYK (ver figura 7).

Para cuantificar el poder oxidativo de los diferentes tratamientos sobre los
palinomorfos se realizé un analisis de varianza ANOVA tomando como variable
dependiente a la intensidad del amarillo y como variables independientes el tiempo
y el tipo de tratamiento. Para hacer esto se utilizO el paquete estadistico
STATGRAPHICS.

Con ayuda del programa se determind cual o cuales factores tenian un efecto
estadisticamente significativo sobre la intensidad del amarillo de los palinomorfos.
También se determind si existian interacciones significativas entre las variables
tiempo vy tipo de tratamiento, con base en los valores F de la tabla ANOVA [26,
27].
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Ill. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

1. DESCRIPCION DE LOS PALINOMORFOS DE LA FORMACION ROSA
BLANCA DEL MUNICIPIO DE ZAPATOCA, SANTANDER.

Los palinomorfos extraidos de rocas de la formacién Rosa Blanca del municipio de
Zapatoca presentan una gran alteracién termal, evidenciada por su color marrén
oscuro, dificultando la observacion al microscopio de las ornamentaciones de su
capa externa llamada exina, empleadas en la identificacion de la especie. Lo
anterior se puede apreciar en la figura 9.

Figura 9. Palinomorfos termalmente alterados.

Estos palinomorfos presentaron un valor promedio para el porcentaje de la
intensidad del amarillo del 59%.

2. EFECTO DEL TRATAMIENTO OXIDATIVO SOBRE LOS PALINOMORFOS

Los palinomorfos tratados con la solucion de Schulze y con acido nitrico al 65%
presentaron poca decoloracion, antes de 30 minutos de reaccion, Tabla 3.
Después de este tiempo, los palinomorfos tratados con la solucién de Schulze se
degradaron. La degradacion se evidencid por la desaparicion de las esporas y de
los granos de polen y por la aparicion de una coloracién amarillenta en las placas
palinologicas. Esto estd de acuerdo con lo encontrado por Eshet y Hoek, quienes
observaron la destruccion de los palinomorfos con la solucidon de Schulze luego de
tres minutos de reaccion durante el tratamiento con muestras con alto contenido
de materia organica [11].

Los palinomorfos tratados con acido nitrico al 65% no presentaron cambios
significativos en su coloracion, antes de 40 minutos, Tabla 3. Sin embargo, se
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observo una disminucion en la cantidad de palinomofros por placa después de 30
minutos.

Tabla 3. Efecto de la solucion de Schulze y del HNO3; al 65% sobre la intensidad
en la coloracion amarilla de los palinomorfos extraidos de la formaciéon Rosa
Blanca del municipio de Zapatoca.

TIEMPO PROMEDIO DE LA INTENSIDAD DEL AMARILLO (%)

(min) Solucién de Schulze HNO; al 65%
10 64 59
20 69 62
30 62 59
40 - 61

(-) Desaparicion de los palinomorfos

3. EFECTO DE OTROS OXIDANTES

Segun los datos de la Tabla 4, el método de oxidacion con la solucion de NaClO3
0,56 M y HNO3 0,82 M fue el mejor con respecto a los otros métodos utilizados.
Los palinomorfos presentaron el mas alto porcentaje de intensidad del amarillo,
aproximandose al color adecuado para la observacién y clasificacion taxonémica,
Figura 10.

b

Figura 10. Palinomorfos oxidados con la solucion de NaClO3; 0,56 M y HNO3 0,82
M. a) Classopolis, b) Callialasporites y c) Trilete

Los valores promedios de los porcentajes de la intensidad del amarillo para 10, 20
y 30 minutos de reaccién con la solucién de NaClO3; 0,56 M y HNO3 0,82 M fueron
respectivamente 68, 63 y 69%. Debido a que los porcentajes para 10 y 30 minutos
fueron muy cercanos, no se puede concluir alguna tendencia de la intensidad del
amarillo con el incremento del tiempo de tratamiento.

En cuanto a los demas oxidantes (solucién Ramsay, KOH al 10%, acetdlisis, HNO3

fumante, NaOCI al 7%, H202 al 10% y KMnO,4 al 10%) se pueden observar valores
para la coloracion de los palinomorfos similares para todas, que estan entre el 59 y
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64%. Esto indica que el grado de decoloracién obtenido no es el adecuado para la
clasificacion de estas especies, ver Anexo 1.

Los porcentajes de la intensidad del amarillo de los palinomorfos variaron para una
misma muestra, esto puede ser debido a que la alteracion termal de todos los
palinomorfos presentes en la roca no es homogénea.

Con el HNO3; fumante y el método de acetdlisis, se observd poca decoloracién de
los palinomorfos antes de 30 minutos de reaccion, luego de este tiempo se
observé también la destruccion de la muestra, con placas completamente
manchadas de un color amarillento sin distincién de palinomorfos.

La presencia de los palinomorfos en las placas disminuyo luego de 40 minutos de
reaccion con la solucion Ramsay y el KOH al 10%.

Con el NaOCl al 7% y el H202 al 10% no se observaron palinomorfos luego de 20
y 21 horas de reaccién respectivamente.

Se dejo reaccionar el KMnO4 al 10% durante 73 horas porque segun Brown en su
libro Técnicas Palinologicas este fue el tiempo necesario para decolorar los
palinomorfos. En cambio, en los palinomorfos observados esto no ocurrié y no era
viable dejar la muestra por mas tiempo, ya que el objetivo de esta investigacion
era encontrar ademas de un método adecuado para la decoloracion de los
palinomorfos y que no fuese tan dispendioso en términos de tiempo.

Los palinomorfos tratados con la solucién de NaClO; 0,56 M y HNO; 0,82 M
presentaron el mejor grado de decoloracion, especialmente luego de 30 minutos
de reaccion. Sin embargo, después de 40 minutos la cantidad de palinomorfos
presentes en la muestra disminuyo.

Tabla 4. Efecto de las soluciones de NaClO; 0,56 M y HNO3; 0,82 M, solucién
Ramsay, KOH al 10%, el método de acetdlisis y el acido nitrico fumante sobre la
intensidad en la coloracion amarilla de los palinomorfos extraidos de la formacion
Rosa Blanca del municipio de Zapatoca.

PROMEDIO DE LA INTENSIDAD DEL AMARILLO (%)
TIEMPO Solucion de Solucién KOH HNO,

(min) Nz;\.ICngz g:gg m y Ramsay al 10% Acetdlisis fumante
10 68 62 61 58 58
20 63 60 58 62 61
30 69 60 58 62 62
40 70 67 57 - -

(-) Desaparicion de los palinomorfos
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Tabla 5. Efecto del NaOCI al 7%, el H,O; al 10% y el KMnO4 al 10% sobre la
intensidad en la coloracion amarilla de los palinomorfos extraidos de la formacion
Rosa Blanca del municipio de Zapatoca.

TIEMPO PROMEDIO DE LA INTENSIDAD DEL AMARILLO

(horas) (%)
NaOCl al 7% H.,0,al 10% KMnO, al 10%
4 58 61 N.D
8 63 N.D N.D
12 60 N.D N.D
16 62 N.D N.D
20 64 N.D N.D
21 - 63 N.D
73 - - 57

(-) Desaparicion de palinomorfos
N.D. No determinado

4. ANALISIS ESTADISTICO

Luego de obtener los porcentajes de la intensidad del amarillo de cada uno de los
tratamientos ensayados, estos se analizaron estadisticamente por medio de un
analisis de varianza de dos factores. Observandose de esta manera el efecto de
los factores tiempo de reaccién y tipo de tratamiento oxidativo sobre la intensidad
del amarillo de los palinomorfos.

El analisis estadistico se realizd por separado para los tratamientos con tiempos
de reaccion entre 10 y 40 minutos y para los tratamientos con tiempos de reaccién
entre 4 y 21 horas.

A continuacién describiré los resultados del analisis estadistico para cada uno.

41. TRATAMIENTOS CON TIEMPOS DE REACCION ENTRE 10 Y 40
MINUTOS.

Se analizaron los siguientes tratamientos: solucion de Schulze, KOH al 10%,
Acetdlisis, solucion de NaClO; 0,56 M y HNO3 0,82 M, HNO; al 65%, solucion
Ramsay y HNO3; fumante, cuyos numeros que los identifican en las tablas y
graficas se muestran en la Tabla 6.

Las contribuciones debidas al tiempo y al tipo de tratamiento sobre la variabilidad
de la intensidad del amarillo se muestran en la Tabla 7. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Los niveles de significacion
del estadistico F fueron 0,9 y 0 para el tiempo y el tratamiento respectivamente.
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Como el valor-P para el tiempo es mayor que 0,05, este no es significativamente
influyente en el incremento de la intensidad del amarillo, mientras que las
diferencias entre los tratamientos si aparecen como significativas a un nivel de
confianza del 95%.

Tabla 6. Identificacion de los tratamientos oxidativos para el analisis estadistico

TRATAMIENTO IDENTIFICACION
Soluciéon de Schulze -3
KOH al 10% -2
Acetdlisis -1
Solucién de NaClO3;0,56 My HNO3; 0,82 M 0
HNO; al 65% 1
Solucion Ramsay 2
HNO3; fumante 3

Tabla 7. Efecto del tiempo y del tipo de tratamiento sobre la intensidad del amarillo
de los palinomorfos

Suma de Grados de Media

Fuente cuadrados libertad cuadrada F Valor-P
Efectos
A: Tiempo (min) 47,0 4 11,6 0,3 0,9
B: Tratamiento 2073,8 6 345,6 8,3 0
Residual 11174,0 269 41,5
Total (corregido) 13342,5 279

El analisis de los datos determind que no hubo interaccién entre las variables
independientes tiempo y tipo de tratamiento.

En la Tabla 8 se presentan los resultados de la prueba de rangos multiples para la
intensidad del amarillo.

Con base en estos resultados se puede concluir que no hay diferencias
significativas entre las intensidades del amarillo de cada tiempo al nivel de
confianza del 95%, segun el procedimiento de minimas diferencias significativas
(LSD) de Fisher.

En la Tabla 9 se muestra la media de la intensidad del amarillo para cada nivel de
las variables, asi como el error estandar de cada media, el cual es una medida de
la variabilidad del muestreo y los intervalos de confianza para cada una de las
medias muestran los coeficientes que precisamente pueden estimarse como
significativos con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 8. Efecto del tiempo de tratamiento sobre la intensidad del amarillo de los
palinomorfos

Método: 95% LSD
Tamaio

Tiempo de la muestra Media Grupos Homogéneos
10 72 61,9 X
20 84 61,9 X
30 72 61,3 X
40 40 62,4 X

Contraste Diferencia Limites +/-

10-20 0,02 2,03

10-30 0,63 2,12

10-40 -0,54 2,50

20-30 0,61 2,04

20-40 -0,56 2,44

30-40 -1,17 2,50

Para la variable tiempo se observa un leve incremento de las medias de las
intensidades del amarillo a medida que este aumenta, en cuanto a los
tratamientos, la media de la intensidad del amarillo mas alta corresponde al
realizado con la solucién de NaClO; 0,56 M y HNO3; 0,82 M, cuyo numero de
identificacion es el cero (0). Una vez mas se confirman los resultados obtenidos
mediante el analisis palinoldgico y el realizado con el software Adobe Photoshop,
de que el tratamiento oxidativo con mejores resultados fue el realizado con la
solucion de NaClO3 0,56 My HNO3 0,82 M.

En la Figura 11 se puede observar que el tiempo de reaccion no tuvo ningun
efecto significativo sobre la intensidad del amarillo, en cambio en la Figura 12 si se
puede apreciar una respuesta significativa de la intensidad del amarillo debida al
tratamiento con la solucion de NaClO3 0,56 M y HNO3; 0,82 M cuyo numero de
identificacion es el cero (0), respecto a los demas tratamientos.
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Figura 11. Efecto del tiempo de reaccion sobre la intensidad del amarillo de los
palinomorfos con un intervalo de confianza del 95%
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Tabla 9. Media de los cuadrados con un intervalo de confianza del 95%

. Tamano de . Error Limite Limite
Nivel Media . . . .
la muestra estandar superior inferior
Media total 280 62,1

Tiempo
(mtos)

10 72 61,9 0,8 60,3 63,4

20 84 61,9 0,7 60,5 63,2

30 72 61,3 0,8 59,7 62,8

40 40 62,4 1,1 60,3 64,6

Tratamiento

-3 44 64,0 1,1 61,9 66,1

-2 42 59,0 1,1 56,9 61,2

-1 36 60,9 1,2 58,5 63,2

0 44 67,6 1,1 65,5 69,6

1 48 60,1 1,0 58,2 62,0

2 42 61,7 1,1 59,6 63,9

3 24 61,2 1,5 58,3 64,1
o 1 F =
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Figura 12. Efecto del método de oxidacion sobre la intensidad del amarillo de los
palinomorfos

4.2, TRATAMIENTOS CON TIEMPOS DE REACCION ENTRE 4 Y 21 HORAS.

Se analizaron los siguientes tratamientos: H,O, al 10% y NaOCI al 7%, cuyos
numeros que los identifican en las tablas y graficas son respectivamente -1y 0. Se
elimind del analisis el tratamiento con KMnO4 al 10% porque el programa
STATGRAPHICS no lo reconocidé, ya que solo se ensaydé a un solo tiempo (73
horas).
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La Tabla 10 muestra que los niveles de significacién del estadistico F fueron 0,22
y 0,26 para el tiempo y el tratamiento respectivamente. Puesto que no hay valores-
P menores que 0,05, ninguna de las variables tuvo un efecto estadisticamente
significativo sobre la intensidad del amarillo a un nivel de confianza del 95%.
Ademas, no existi6 interaccion entre el tiempo y el tipo de tratamiento.

Tabla 10. Efecto del tiempo y del tipo de tratamiento sobre la intensidad del
amarillo de los palinomorfos

Fuente Suma de Grados de Media F Valor-P
cuadrados libertad cuadrada
Efectos
A: Tiempo horas) 286,2 5 57,2 1,4 0,22
B: Tratamiento 51,6 1 51,6 1,3 0,26
Residual 3080,4 77 40,0
Total (corregido) 3374,6 83

En la Tabla 11 se presentan los resultados de la prueba de rangos multiples para
la intensidad del amairillo.

Segun el procedimiento de minimas diferencias significativas (LSD) de Fisher se
determind diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del
95% entre los pares de medias 4-8 horas y 4-20 horas de reaccion.

En la Tabla 12 se puede observar que para el incremento de la variable tiempo no
existe linealidad que indique aumento o reduccion de la intensidad del amarillo; en
cuanto a los tratamientos, la media de la intensidad del amarillo mas alta
corresponde al realizado con H,O; al 10% en comparacion con el NaOCI al 7%.

En la Figura 13 se puede observar que el tiempo de reaccion no tuvo ningun
efecto significativo sobre la intensidad del amarillo. En la Figura 14 se aprecia una
respuesta significativa de la intensidad del amarillo debida al tratamiento con H,0-
al 10%, respecto al tratamiento con NaOCI al 7%.
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Tabla 11. Efecto del tiempo de tratamiento sobre la intensidad del amarillo de los
palinomorfos

Método: 95% LSD

Tamaino

Tiempo de la muestra Media Grupos Homogéneos
4 24 59,5 X
12 12 61,6 XX
21 12 61,6 XX
16 12 63,0 XX
8 12 64,8 X
20 12 65,1 X
Contraste Diferencia Limites +/-
4-8 *-5,3 4.4
4-12 -2,0 4.4
4-16 -3,5 4.4
4-20 *-5,6 4.4
4-21 -2,0 4.4
8-12 3,2 5,1
8-16 1,8 51
8-20 -0,3 5,1
8-21 3,2 51
12-16 -1,5 51
12-20 -3,6 51
12-21 -0,0 51
16-20 -2,1 51
16-21 1,4 5,1
20-21 3,5 5,1

* Denota una diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 12. Media de los cuadrados con un intervalo de confianza del 95%

. Tamaino de la . Error Limite Limite
Nivel Media . - . -
muestra estandar superior inferior
Media total 84 62,6
Tiempo
(horas)
4 24 59,5 1,3 57,0 62,1
8 12 64,8 2,2 60,4 69,3
12 12 61,6 2,2 57,1 66,0
16 12 63,0 2,2 58,6 67,5
20 12 65,1 2,2 60,7 69,6
21 12 61,6 2,2 57,1 66,0
Tratamiento
-1 24 64,1 2,1 60,0 68,2
0 60 61,1 1,0 59,2 63,1
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IV. CONCLUSIONES

Basados en los resultados obtenidos en la presente investigacion podemos
concluir:

1. Los palinomorfos extraidos de rocas de la formacion Rosa Blanca ubicada
en el municipio de Zapatoca presentan alteracién termal que dificulta su
clasificacion taxondmica.

2. El tratamiento con solucion de NaClO; 0,56 M y HNO;3; 0,82 M de los
palinomorfos extraidos de la formacidn Rosa Blanca, ubicada en el
municipio de Zapatoca, produce un 69% en la escala de la intensidad del
amarillo que facilita la observacion microscopica de las ornamentaciones y
clasificacion.

3. La decoloracién de los palinomorfos es independiente del tiempo de
permanencia en contacto con las soluciones oxidantes y dependiente del
tratamiento oxidativo.

4. EIl tratamiento con las soluciones Schulze, HNO3 al 65%, KOH al 10%,
Ramsay, NaOCI al 7%, H»O; al 10%, KMnO4 al 10%, el método de
acetdlisis y el HNO; fumante no produce una decoloracion de los
palinomorfos extraidos de la formacion Rosa Blanca ubicada en el
municipio de Zapatoca.

V. RECOMENDACIONES

1. Realizar un estudio quimico de la composicion de los palinomorfos
termalmente alterados extraidos de pozos petroleros colombianos.

2. Hacer un analisis estructural de las principales moléculas constituyentes de
la exina de los palinomorfos termalmente alterados, extraidos de pozos
petroleros colombianos.

53



ANEXO 1. LISTA DE PLANCHAS CORRESPONDIENTES A LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS OXIDATIVOS

Planchas 1 y 2. Materia Organica (Sin oxidacion).
Fig. 1-15. Classopollis sp.

Fig. 16-18. Callialasporites sp.

Fig. 19-28. Psilatriletes sp.

Fig. 29. Vista general.

Planchas 3 y 4. Tratamiento con la solucién de NaClO3; 0,56M y HNO3 0,82M

10 minutos.

Fig. 1-5. Classopollis sp.
Fig. 6-8. Psilatriletes sp.

Fig. 9-12. Callialasporites sp.

20 minutos.

Fig. 13-15. Classopollis sp.
Fig. 16-20. Psilatriletes sp.
Fig. 21-24. Callialasporites sp.

30 minutos.

Fig. 25-29. Classopollis sp.
Fig. 30-32. Psilatriletes sp.
Fig. 33-36. Callialasporites sp.

40 minutos.
Fig. 37-41. Psilatriletes sp.
Fig. 42-44. Cicatricosisporites.

Planchas 5 y 6. Tratamiento con la solucién de Schulze.

10 minutos.

Fig. 1-3. Classopollis sp.

Fig. 4-6. Psilatriletes sp.

Fig. 7-9. Cicatricosisporites.
Fig. 10-12. Callialasporites sp.
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20 minutos.

Fig. 13-16. Classopollis sp.
Fig. 17-21. Psilatriletes sp.
Fig. 22,23. Cicatricosisporites.
Fig. 24. Callialasporites sp.

30 minutos.

Fig. 25-27. Classopollis sp.
Fig. 28-34. Psilatriletes sp.
Fig. 35,36. Callialasporites sp.

40 minutos.

Fig. 37. Classopollis sp.

Fig. 38-41. Psilatriletes sp.
Fig. 42. Cicatricosisporites.
Fig. 43,44. Callialasporites sp.

Planchas 7 y 8. Tratamiento con el HNO3 al 65%.

10 minutos.

Fig. 1-4. Classopollis sp.

Fig. 5-10. Psilatriletes sp.

Fig. 11,12. Callialasporites sp.

20 minutos.

Fig. 13-16. Classopolis sp.
Fig. 17-22. Psilatriletes sp.
Fig. 23,24. Callialasporites sp.

30 minutos.

Fig. 25-29. Classopollis sp.
Fig. 30,31. Psilatriletes sp.
Fig. 32-36. Callialasporites sp.

40 minutos.

Fig. 37-40. Classopollis sp.

Fig. 41-48. Psilatriletes sp.

Planchas 9-11. Tratamiento con el NaOCI al 7%.
4 horas.

Fig. 1-3. Classopollis sp.
Fig. 4-8. Psilatriletes sp.
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Fig. 9-12. Callialasporites sp.

8 horas.

Fig. 13-20. Classopollis sp.
Fig. 21-23. Psilatriletes sp.
Fig. 24,25. Callialasporites sp.

12 horas.

Fig. 26-31. Classopollis sp.
Fig. 32-35. Psilatriletes sp.
Fig. 36,37. Callialasporites sp.

16 horas.

Fig. 38-44. Classopollis sp.
Fig. 45-47. Psilatriletes sp.
Fig. 48. Cicatricosisporites.
Fig. 49. Callialasporites sp.

20 horas.

Fig. 50-52. Classopollis sp.
Fig. 53-55. Psilatriletes sp.
Fig. 56-60. Callialasporites sp.

Plancha 12. Tratamiento con el H,O» al 10%.

4 horas.

Fig. 1-3. Classopollis sp.
Fig. 4-10. Psilatriletes sp.
Fig. 11. Cicatricosisporites.
Fig. 12. Callialasporites sp.

21 horas.

Fig. 13-17. Classopollis sp.
Fig. 18-23. Psilatriletes sp.
Fig. 24. Callialasporites sp.

Planchas 13 y 14. Tratamiento con la solucién Ramsay.
10 minutos.
Fig. 1-4. Classopollis sp.

Fig. 5-11. Psilatriletes sp.
Fig. 12. Callialasporites sp.
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20 minutos.

Fig. 13-17. Classopollis sp.
Fig. 18-23. Psilatriletes sp.
Fig. 24. Callialasporites sp.

30 minutos.

Fig. 25-28. Classopollis sp.
Fig. 29-34. Psilatriletes sp.
Fig. 35,36. Callialasporites sp.

40 minutos.

Fig. 37-39. Classopollis sp.
Fig. 40,41. Psilatriletes sp.
Fig. 42. Callialasporites sp.

Planchas 15 y 16. Tratamiento con el método de Acetdlisis.

10 minutos.

Fig. 1,2. Classopollis sp.

Fig. 3-7. Psilatriletes sp.

Fig. 8-12. Callialasporites sp.

20 minutos.

Fig. 13-16. Classopollis sp.
Fig. 17-19. Psilatriletes sp.
Fig. 20-24. Callialasporites sp.

30 minutos.

Fig. 25-28. Classopollis sp.
Fig. 29-32. Psilatriletes sp.
Fig. 33-36. Callialasporites sp.

Planchas 17 y 18. Tratamiento con KOH al 10%

10 minutos.

Fig. 1-6. Classopollis sp.

Fig. 7-10. Psilatriletes sp.

Fig. 11,12. Callialasporites sp.

20 minutos.

Fig. 13-16. Classopollis sp.
Fig. 17-21. Psilatriletes sp.
Fig. 22-24. Callialasporites sp.
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30 minutos.

Fig. 25,26. Classopollis sp.
Fig. 27-32. Psilatriletes sp.
Fig. 33-36. Callialasporites sp.

40 minutos.

Fig. 37,38. Classopollis sp.
Fig. 39-41. Psilatriletes sp.
Fig. 42. Callialasporites sp.

Plancha 18. Tratamiento con KMnO4 al 10%

73 horas

Fig. 1,2. Classopolis sp.
Fig. 3-5. Psilatriletes sp.
Fig. 6. Callialasporites sp.

Plancha 19 y 20. Tratamiento con HNO3; fumante (100%)

10 minutos.

Fig. 1-4. Classopollis sp.

Fig. 5-9. Psilatriletes sp.

Fig. 10. Cicatricosisporites.
Fig. 11,12. Callialasporites sp.

20 minutos.

Fig. 13-18. Classopollis sp.
Fig. 19-22. Psilatriletes sp.
Fig. 23,24. Callialasporites sp.

30 minutos

Fig. 25-27. Classopollis sp.
Fig. 28-30. Psilatriletes sp.
Fig. 31-36. Callialasporites sp.
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Material organico, Plancha 1
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Material organico, Plancha 2
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Solucién de NaClO3; 0,56 My HNO3 0,82 M, Plancha 3
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Solucién de NaClO3; 0,56 M y HNO3 0,82 M, Plancha 4
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Soluciéon de Schulze, Plancha 5
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Solucién de Schulze, Plancha 6
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HNO3 al 65%, Plancha 7
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HNO3 al 65%, Plancha 8
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NaOCI al 7%, Plancha 9
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NaOCI al 7%, Plancha 10
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NaOCI al 7%, Plancha 11
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H,0, al 10%, Plancha 12

70



Solucion Ramsys, Plancha 13
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Solucion Ramsys, Plancha 14
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Acetolisis, Plancha 15
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Acetolisis, Plancha 16
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KOH al 10%, Plancha 17
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KOH al 10% y KMnO, al 10%, Plancha 18




HNO; al 100% (Fumante), Plancha 19
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HNO3 al 100% (Fumante), Plancha 20
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