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RESUMEN

Villanueva es un municipio ubicado en el sur del departamento de la Guajira, la
mayor parte de la poblacion la encontramos concentrada en la zona urbana, pero
su actividad econdmica desde tiempos atras ha estado centrada en la agricultura'y
la ganaderia. Actualmente este municipio se enfrenta a una gran problemética,
debido a que parte de la economia de este municipio ha sido la venta ilegal de
gasolina la cual es traida de Maicao — Guajira. Existen muchos puntos de venta de
este hidrocarburo, el cual al momento de ser vendida y manipulada no existen las
medidas ambientales necesarias. Este hidrocarburo la mayoria de veces es
derramado de manera accidental o no en el subsuelo. Esto trajo consigo la perdida
de estructura y textura del componente suelo, ademas de perdida de propiedades
quimicas como pH, salinidad y aumento de la degradacion del suelo. Debido a esta
problematica nacié la idea de determinar bacterias con potencial de degradar
gasolinas aisladas a partir de suelos contaminados en Villanueva — Guajira con el

fin de mejorar las propiedades tanto fisicas como quimicas del componente suelo.

Palabras Claves: Bacterias, Degradacion, Determinacion, Gasolina, Textura.

VI
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ABSTRACT

Villanueva is a municipality located in the south of the department of La Guajira,
most of the population is concentrated in the urban area, but its economic activity
since time ago has been focused on agriculture and livestock. Currently this
municipality faces a big problem, because part of the economy of this municipality
has been the illegal sale of gasoline which is brought from Maicao - Guajira. There
are many points of sale of this hydrocarbon, which at the moment of being sold and
manipulated there are no environmental measures necessary. This hydrocarbon is
most often spilled accidentally or not in the subsoil. This brought with it the loss of
structure and texture of the soil component, as well as the loss of chemical properties
such as pH, salinity and increased soil degradation. Due to this problem was born
the idea of determining bacteria with the potential to degrade gasolines isolated from
contaminated soils in Villanueva - Guajira in order to improve the physical and

chemical properties of the soil component.

Keywords: Bacteria, Degradation, Determination, Gasoline, Texture.
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1. INTRODUCCION

Los hidrocarburos, en este caso la gasolina afectan de manera constante y directa
a los suelos como resultado de las actividades humanas durante el uso y transporte
del mismo. Gracias a los microrganismos que se encuentran en el suelo, estos
ayudan a la degradacion del hidrocarburo con el fin de mejorar las condiciones del

suelo.

La actividad bioquimica de los microorganismos nativos del suelo es fundamental
no sélo en la ausencia o permanencia de compuestos quimicos organicos
contaminantes, sino en la biodegradacion de toda la materia organica que llega al
suelo. De ahi que también es posible que algunos microorganismos puedan
adaptarse y tengan la capacidad de metabolizar los hidrocarburos a través de su
maquinaria enzimatica. La diversidad de los microorganismos asegura la
multiplicidad de funciones atribuidas en el suelo, asi como la permanencia de estas

tareas bajo condiciones de estrés o disturbacién (Solis y Lopez, 2003).

En el departamento de la Guajira, exactamente en el municipio de Villanueva se ha
venido presentando el derrame del hidrocarburo debido a las malas practicas de la
venta y uso del mismo, causando asi un deterioro del componente suelo, la idea
principal del proyecto es poder identificar y evaluar cepas bacterianas que tengan
la mayor capacidad de degradar la gasolina con el fin de utilizarlas en estudios

posteriores de biorremediacion.




<

UNIVERSIDAD

Popular del Cesar

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los problemas de contaminacion en el ambito local, nacional e internacional son
parte de nuestra vida cotidiana; es preocupante la manera en como se han ido
degradando los ecosistemas de nuestro planeta, y la capa superficial de la corteza

terrestre no es la excepcion (Martinez et al., 2011).

El contrabando de combustible se da inicialmente en la frontera colombo —
venezolana, en razon a que la Gasolina es adquirida en Venezuela debido a su bajo
costo, de este modo cientos de carro tanques cargados de gasolina provenientes
de Venezuela ingresan a diario a Colombia por méas de 246 trochas distribuidas a
lo largo del territorio fronterizo entre los Estados Zulia (Venezuela), La Guajira y el
Cesar (Colombia), Norte de Santander y el estado Tachira, asi como en los cruces
de los rios Arauca y Apure, Vichada y el Orinoco, que representan alrededor de
1.400 millones de dolares anuales de pérdidas por el contrabando de ese
combustible en el pais vecino ( Flérez, 2015). Asi funciona el contrabando de
gasolina venezolana en la frontera. Las 2 orillas. Disponible en

http://www.las2orillas.co/asi-funciona-el-contrabando-de-gasolina-venezolana-en-

la-frontera/).

La guajira no es ajena a este problema ya que en el municipio de Villanueva se
comercializa este hidrocarburo de manera ilegal, las causas por las cuales se
presenta este problema es la translacién inadecuada de este hidrocarburo trayendo
como consecuencia la reduccion o inhibicion del desarrollo de la cobertura vegetal
del lugar donde ocurre el derrame, cambios en la dinamica poblacional de la fauna
y la biota microbiana y contaminacién por infiltracion de cuerpos de agua

subterraneos (Benavides et al., 2004).

Teniendo en cuenta que gran parte de la contaminacion del suelo es a causa de la
comercializacién y almacenamiento de gasolina producto del contrabando, nace la

necesidad de que se desarrolle un proceso de descontaminacion.



http://www.las2orillas.co/author/2orillas/
http://www.las2orillas.co/asi-funciona-el-contrabando-de-gasolina-venezolana-en-la-frontera/
http://www.las2orillas.co/asi-funciona-el-contrabando-de-gasolina-venezolana-en-la-frontera/
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Actualmente existen muchas alternativas que podrian reparar naturalmente el suelo
contaminado, sin embargo, por su bajo costo y el gran potencial que tienen las
bacterias para degradar y soportar altas concentraciones de este hidrocarburo,

teniendo unos excelentes resultados al momento de emplearlas.




UNIVERSIDAD

0 Popular del Cesar

2.1 FORMULACION DEL PROBLEMA
De lo anterior surge el siguiente interrogante ¢Serad que es posible identificar
bacterias con potencial degradadora de Gasolina?

Otros interrogantes que subyacen de la problematica anterior descrita son los

siguientes:

¢,Si no tomamos medidas drasticas a este problema ambiental que se esta

presentando a diario, que pasara con los microorganismos en el suelo?

¢, Podemos mitigar todos esos impactos negativos que se han venido efectuando al

ambiente?
¢,Como lo podemos hacer?

¢, Sera este método el adecuado, o se aumentara el problema?
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3. JUSTIFICACION

En Villanueva Guajira se encuentran contaminados los suelos con Gasolina, debido
al manejo inadecuado de la venta ilegal de este hidrocarburo, con base a lo anterior
se hace necesario implementar medidas que ayuden a recuperar la capa vegetal
porque de lo contrario con el tiempo esta superficie quedara infértil y no brindara

ninguna utilidad productiva a la sociedad.

Por consiguiente este proyecto tiene como finalidad determinar bacterias con
potencial degradador de Gasolina, en los suelos del municipio de Villanueva guajira
con el principal objetivo de mejorar y obtener unas condiciones ideales de estos

terrenos para permitir su uso futuro.

Estas condiciones ideales hacen referencia a las propiedades fisico-quimicas y
microbiolégicas que deberan tener estos suelos después de haber realizado esta
practica, como lo son: capacidad de retencion de agua, densidad adecuada,
porosidad, nutrientes, pH, alcalinidad fertilidad, humedad y materia organica.

Esta investigacién es pertinente hacerla porque como dicho anteriormente mejorara
las condiciones del suelo, en donde la flora crecera y la fauna tendra nuevos habitad

para reproducirse, ademas generara una mayor productividad econémica.

Es importante resaltar que los microorganismos utilizados para recuperar estos
suelos, no solo degradan hidrocarburos también cumplen funciones notables como
es secretar bioemulsificantes y biosurfactantes que facilitan el acceso hacia el
hidrocarburo, también estan implicadas en el ciclo biogeoquimico del carbono, asi

mismo en las transformacién y mineralizacion de materia organica.

Por ultimo es considerable decir que esta actividad posee un bajo costo y unos
resultados excelentes lo cual beneficiara a la sociedad y asi mismo el suelo quedara

en Optimas condiciones, menos contaminados y mas productivos.
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4. OBEJTIVOS

4.1 OBEJTIVO GENERAL
e Determinar bacterias con potencial degradadoras de gasolina aisladas a

partir de suelos contaminados en Villanueva — guajira.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar bacterias con potencial de degradar gasolina en suelos contaminados
de Villanueva — Guajira.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas en suelos contaminado de
Villanueva-Guajira.

e caracterizar bacterias a través de pruebas bioquimicas en el suelo
contaminado de Villanueva — Guajira a escala laboratorio.

e Plantear los rendimientos de las bacterias en el suelo contaminado para

utilizarlas en el futuro.
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5. MARCO REFERENCIAL

5.1. ANTECEDENTES

El objetivo de este trabajo fue caracterizar una muestra de suelo proveniente de un
sistema de biorremediacion en actividad y determinar la capacidad de la comunidad
bacteriana de biodegradar petroleo y sus destilados, e identificar los principales

microorganismos involucrados en el proceso. (Acufia et al., 2010)

Esta investigacion nos sirve para nuestro proyecto, para saber que si podemos

determinar bacterias con capacidad para degradar el petréleo y sus destilados.

Revisaron los procesos de Biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos en Colombia, como una alternativa sostenible frente al deterioro
progresivo de la calidad del medio ambiente por el derrame de hidrocarburos. En la
legislacion Ambiental en Colombia y en el mundo, todo residuo contaminado con
hidrocarburos es Considerado un residuo peligroso; por lo tanto, no puede ser
dispuesto en suelo, aguas o incinerado a cielo abierto, lo que ha motivado a
empresas del pais en el mundo a implementar procesos de tratamiento de lodos
contaminados. (Caldwell et al., 2009).

Este estudio tiene relacion con nuestro proyecto ya que nos verifica que la
biorremediacion si es una técnica de alternativa sostenible frente al deterioro del
medio debido a los derrames de hidrocarburos.

Se realiz6 la biorremediacién de un suelo contaminado con la mezcla de
combustibles gasolina-diésel a escala de laboratorio, para evaluar la
bioestimulacion frente a la atenuacion natural y la bioaumentacion. La reduccion en
la concentracion de los Hidrocarburos Totales de Petrdleo (HTP) en un periodo de

tres meses fue del 52.79 % para el tratamiento por atenuacién natural, 60.45 % para
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El tratamiento por bioestimulacion y del 64.92 % para el tratamiento por
bioaumentacion. Para la inoculacion del tratamiento por bioaumentacion se aislé
una bacteria con capacidad para degradar hidrocarburos, la cual fue identificada
como Bacillus sp. ( Gomez, 2009).

Esta investigacion nos ofrece gran ayuda a nuestro proyecto, nos permite conocer
una de las bacterias que méas degradan este hidrocarburo como lo es Bacillus sp,
ademas nos posibilita una forma de aumentar las bacterias como lo es la
bioaumentacion.

A partir de sedimentos del Caribe colombiano se realizaron 31 aislamientos
bacterianos en medio minimo de sales suplementado con hidrocarburos (ACPM o
petréleo crudo) como Unica fuente de carbono. Las cepas aisladas se sometieron a
pruebas de seleccion en diferentes concentraciones de hidrocarburos y se
escogieron once de ellas tolerantes al crudo y ACPM en un ambito del 1-8% vi/v.
Posteriormente, con las cepas seleccionadas, se conformé un cultivo bacteriano
mixto y se evalu6 su capacidad de degradar hidrocarburos en un ensayo a escala
de laboratorio, con una concentracion del 2% v/v de ACPM en un periodo de 21
dias. (GOmez et al., 2008).

Esta investigacion no ayuda a realizar nuestra metodologia al momento de
determinar aislar las bacterias necesarias que tengan como fuente de carbono

hidrocarburos.

Utilizaron el método de respirometria para monitorear el consumo de O2 y la
produccion de CO2 con el fin de determinar las actividades metabdlicas de los
microorganismos del suelo y el impacto del TNT (contaminante) sobre este.
(Cérdenas, 2012).

Esta investigacion nos ayuda a realizar nuestra metodologia al momento de llevar

acabo la evaluacion del microorganismo identificado en el laboratorio.
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5.2. MARCO TEORICO

El suelo es un componente esencial del ambiente en el que se desarrolla la vida; es
vulnerable, de dificil y larga recuperacion (tarda desde miles a cientos de miles de
afos en formarse), y de extension limitada, por lo que se considera un recurso

natural no renovable.

Este recurso se utiliza para fines muy diversos: agricultura, ganaderia, pastos y
montes, extraccion de minerales y de materiales para la construccién, soporte para
las edificaciones, eliminacion de residuos y actividades de ocio y recreo, entre otros.
En este sentido, puede decirse que el suelo provee importantes funciones
ambientales, dentro de los cuales se destaca ser el sustento de alimento para las
plantas, almacenar nutrientes, poseer y albergar materia organica proveniente de
restos animales y vegetales, ser el habitat de diversos organismos que transforman
la materia organica presente en é€l, entre otros factores que lo hacen ser esencial en
el desarrollo de los ecosistemas de los cuales forma parte. De acuerdo con
(Dorronsoro, 2007).

Expresa que “el suelo es una parte fundamental de los ecosistemas terrestres
debido a que contiene agua y elementos nutritivos que los seres vivos utilizan, y en
€l se apoyan y nutren las plantas y otros organismos”, razén por la cual el suelo es
considerado un recurso natural vital para el sustento de las actividades del ser
humano, por lo que debe ser estudiado y analizado con el fin de encontrar la mejor
manera de conservarlo a través del tiempo. Para lograr tal fin es necesario conocer
cOmo es su proceso de formacién, cuales son sus componentes y cOmo es su

dindmica en general. (Echarri, 1998)

El suelo es un componente muy especifico de la biosfera debido a que actia como
amortiguador natural, controlando el transporte de elementos y sustancias quimicas
a la atmésfera, la hidrosfera y la biota. Por tanto, se dice que el mantenimiento de
las funciones ecolégicas del suelo es responsabilidad de la humanidad (kabatas-

pendias y pendias, 1992).
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"el suelo es un sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo, fundamental e
irreemplazable, desarrollado a partir de una mezcla de materia organica, minerales
y nutrientes capaces de sostener el crecimiento de los organismos y los

microorganismos”. (Nannipieri et al. 2003).

Los suelos tienen su origen en los macizos rocosos preexistentes que constituyen
la roca madre, sometida a la accion ambiental disgregadora de la erosion en sus
tres facetas:

— Fisica, debida a cambios térmicos (lo que origina dilataciones diferenciales entre
los diferentes minerales y da lugar a acciones y fisuras internas) y a la accion del
agua (arrastres de fragmentos ya erosionados; posible accion directa por
congelacion, que produce tensiones internas por el aumento de volumen del hielo
respecto al agua; accion alternante de humedad-sequedad a lo largo del tiempo,
etc.).

Quimica, originada por fendmenos de hidratacién (por ejemplo, paso de anhidrita o
sulfato hemihidratado a yeso o sulfato dihidratado), disolucién (de sales, como los
sulfatos en el agua), oxidacion (de minerales de hierro por efecto ambiental),
cementacién (por agua conteniendo carbonatos previamente disueltos a

Partir de otra roca), etc.

Biologica, producida por actividad bacteriana, induciendo putrefacciones de
materiales organicos y mezclando el producto con otras particulas de origen

fisicoquimico, actuando de elemento catalizador, etc.

Aqui podremos encontrar las caracteristicas del suelo:

Los fisicos implican la reduccion del tamafio de las particulas sin ninguna alteracion
en su composicion, y son causados por ciclos de hielo-deshielo, lluvia y otros

efectos ambientales (Budhu, 2007).

Sefala que la textura depende de la proporcion de particulas minerales de diverso

tamafo presentes en el suelo. Las particulas minerales se clasifican por tamafio en
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tres grupos: Arena: didmetro entre 0,05 a 2 mm. Puede ser gruesa, fina y muy fina.
Los granos de arena son asperos al tacto y no forman agregados estables, porque
conservan su individualidad. Limo: diametro entre 0,002 y 0,5 mm. Al tacto es como
la harina o el talco, y tiene alta capacidad de retencion de agua. Arcilla: diametro
inferior a 0,002 mm. Al ser humedecida es plastica y pegajosa; cuando seca forma
terrones duros. (Brack A, 2009).

Afaden que la estructura del suelo esta dada por la ordenaciéon de las particulas
primarias (arena, limo vy arcila) en la forma de agregados en
ciertos modelos estructurales, que incluyen necesariamente el espacio poroso.
Aungue no sea considerada un factor de crecimiento para las plantas, la estructura
del suelo ejerce influencia en el aporte de agua y de aire a las raices, en la
disponibilidad de nutrimentos, en la penetracion y desarrollo de las raices y en el
desarrollo de la macro fauna del suelo. (Benites et al, 2009).

Manifiesta que el color es un caracter del suelo, facil de observar y de uso comodo
para identificar un tipo de suelo dentro del cuadro regional o local. Las principales
sustancias que confieren al suelo su color son el humus, compuesto minerales como
los oxidos, sulfuros, sulfatos, carbonatos. Los colores claros, es decir, el blanco o el
blancuzco, son debidos a la abundancia de minerales blancos o incoloros. La
cantidad de calor absorbido o reflejado por el suelo depende, en gran parte, de su
color, ya que juega el mismo papel cualesquiera que sean los cuerpos
considerados. Se sabe que los cuerpos blancos son los que reflejan mas las
radiaciones calorificas que reciben, mientras que al contrario, los cuerpos negros

las absorben al maximo. (Rucks L. 2009).

Los quimicos son originados por la separacion de las particulas minerales de las
rocas; su alteracion o destruccion y la resistencia a compuestos solidos estables se
deben, principalmente, a la accion del agua, el oxigeno, el dioxido de carbono y los
compuestos organicos (Budhu, 2007).
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Sostiene que el pH, es extremadamente importante para las plantas porque afecta
directamente la disponibilidad de los nutrientes necesarios para el crecimiento
eficiente de las plantas. Los suelos que son muy acidos o demasiado alcalinos no
favorecen la solucion de compuestos, y, por lo tanto, restringen la presencia de
iones de nutrientes esenciales para las plantas. El pH del suelo es el resultado de
muchos factores, entre otros, material parental del suelo, materia organica,

crecimiento vegetativo, y nutrientes afiadidos. (Ecoplexity, 2009).

Indica que la salinidad es la consecuencia de la presencia de sales en el suelo. Por
Sus propias caracteristicas se encuentran tanto en la fase sélida como en la fase

liquida por lo que tiene una extraordinaria movilidad. (Starmedia, 2009).

Expone que la acidez, unida a la poca disponibilidad de nutrientes, es una de las
mayores limitaciones de la baja productividad de los suelos acidos. Aunque la
acidificacion es un proceso natural, la agricultura y otras actividades humanas
aceleran este proceso. Debido al aumento de areas acidificadas en el mundo y a la
necesidad de producir mas alimentos, es fundamental entender la quimica que
explica el proceso de acidificacion de los suelos. De esta forma se podran

desarrollar practicas para recuperarlos o no acidificarlos. (Zapata R, 2009).

Por su parte, los cambios bioldgicos son realizados por la comunidad que habita en
el suelo: flora (plantas), macro fauna (invertebrados), meso fauna (artrépodos,
anélidos, nematodos y moluscos), micro fauna (protozoos y algunos neméatodos) y
micro biota (bacterias, actinomicetes, hongos y algas), y el 80-90% de los procesos
son reacciones mediadas por la micro biota (Nannipieri et al., 2003; Porta et
al., 2003). Estos cambios biolégicos son: la degradaciéon y el aporte de materia
organica, la produccion de CO2 en la respiracion, la intervencion en la movilidad de
los ciclos biogeoquimicos de los elementos y los efectos mecanicos de los animales
y las plantas, asi como el fraccionamiento de las rocas por las raices, entre otros
(Porta et al., 2003).
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Manifiesta que la materia organica representa del 95 al 99% del total del peso seco
de los seres vivos, pero su presencia en los suelos suele ser escasa y son contadas
las excepciones en las que supera el 2%, el nivel deseable de materia organica en
los suelos arcillosos medios es del 2%, pudiendo descender a 1,65% en suelos

pesados y llegar a un 2,5% en los arenosos. (Scielo, 2009).

Indica que las propiedades biologicas del suelo son muy importantes, ya que esta
constituida por la micro fauna del suelo, como hongos, bacterias, nematodos,
insectos y lombrices, los cuales mejoran las condiciones del suelo acelerando la
descomposicion y mineralizacion de la materia organica, ademas que entre ellos
ocurren procesos de antagonismo o sinergia que permite un balance entre
poblaciones dafinas y benéficas que disminuyen los ataques de plagas a las
plantas. (Rico A, 2009).

Como sociedades cada vez mas urbanas, sin contacto con la naturaleza, perdemos
de vista la importancia de los suelos para nuestra supervivencia y prosperidad. Sin
embargo, en todos los ecosistemas, los suelos cumplen con importantes funciones
de las cuales se derivan servicios ambientales indispensables para el sostenimiento
tanto del ecosistema como de la vida humana. La funcion més conocida es la de
soporte y suministro de nutrientes a las plantas. De ahi que la degradacion del suelo
esté considerada como el mayor problema ambiental que amenaza la produccion
mundial de alimentos (PNUMA 2000) y una de las principales amenazas para el
desarrollo sostenible de los terrenos agricolas (Castillo 2004). No obstante, el suelo
cumple con otras funciones igualmente trascendentes, como la de constituir un
medio filtrante que permite la recarga de los acuiferos, influyendo también en la
calidad del agua.

Incluyen propiedades tanto del contaminante como del suelo. A continuacion se

Describen brevemente algunos de los factores fisicoquimicos mas importantes:

Cada compuesto quimico posee caracteristicas Unicas que dictan el mecanismo

combinacion de ellos, y que controlan su movimiento y su biodegradabilidad. Este
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parametro es uno de los factores mas importantes en la biodegradacion. (Alexander,
1994).

La biodegradabilidad de un compuesto depende de su solubilidad. En general, al
aumentar la solubilidad, la disponibilidad para los microorganismos aumenta.
(Reddy y col., 1982; Singer y finnerty; 1984).

La velocidad de movimiento de un contaminante a través del suelo, es proporcional
a su concentracion y a su coeficiente de difusion. La difusién de un contaminante
hacia dentro y fuera de los poros del suelo es un importante factor que controla su
biodegradacion. Es uno de los procesos abidticos que compite mas efectivamente

con los microorganismos por el sustrato (Alexander, 1994; Riser- Roberts, 1998).

Es el proceso en el que un compuesto quimico se mueve de una fase liquida o solida
a la gaseosa, como resultado de su difusiébn molecular. La velocidad de volatilizaciéon
de un compuesto en el suelo, es una funcion de su concentracion, su presion de
vapor y su solubilidad. La volatilizacion depende del tipo de compuesto, del
contenido de humedad, de la temperatura y de la porosidad del suelo, y del
contenido de materia organica y arcillas (Eweis y col., 1998).

La migracién de un compuesto inmiscible depende de su densidad y viscosidad. La
densidad determina la tendencia de la fase inmiscible a flotar o sumergirse en la
superficie del suelo, y por consiguiente el lugar el lugar en donde este quedara
concentrado (Bouwer y zehnder, 1993).

Los factores ambientales son aquellos afectan directamente al crecimiento y
actividad de los organismos que llevan a cabo la biodegradacion.

A continuacion se describen uno de los mas importantes:

La temperatura del sitio influye directamente en la actividad microbiana. Un

descenso en la temperatura provoca una disminucidon en la velocidad de
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degradacion. Mientras que altas temperaturas pueden perjudicar la actividad de
algunos organismos, provocar la volatilizacion del contaminante y un aumento en la
solubilidad, asi como la disminucién en la solubilidad del O2 (Van Deuren y col.,
1997; Eweis y col., 1998).

La actividad microbiana disminuye a valores extremos de pH, en cambio a valores
moderados, la biodegradacion es mas rapida. El pH influye también en la
solubilidad, y en consecuencia, en la disponibilidad del contaminante y otros

constituyentes del suelo que afectan la actividad biologica (Alexander, 1994).

Para que la biodegradacion se lleve a cabo, el contaminante debe estar accesible
al organismo. La persistencia de contaminantes en ambientes en que las especies
degradadoras estén presentes, se debe a que el contaminante no este accesible.
Esta inaccesibilidad es resultado de la sorcion del compuesto en las particulas del

suelo o de su baja solubilidad en agua (Bouwer et al,, 1993).

Para que un microorganismo pueda crecer, ademas de un compuesto organico que
sirva como fuente de carbono y energia, se requiere de nutrientes y de un aceptor

de electrones (O2 para aerobios) (Singleton, 1995).

Los microorganismos requieren de una humedad adecuada para su crecimiento y
actividad. El agua sirve como medio de transporte para nutrientes y constituyentes
organicos hacia la célula microbiana, y de productos de desecho hacia fuera de
célula. El nivel 6ptimo de humedad, depende de las propiedades del suelo, la
naturaleza del contaminante y del tipo de transformacién (aerobia y anaerobia). En
general, un contenido de humedad bajo disminuye la biodegradacion (Van Deuren
y con., 1997)

Los factores bioldgicos se refieren a la presencia de organismos con rutas

metabolicas capaces para degradar los compuestos de interés, y a la aclimatacion
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o0 induccion de enzimas que catalicen las reacciones necesarias en la poblacion
microbiana. La persistencia de un agente quimico en el suelo puede ser el resultado

de diferentes tipos de interacciones bioldgicas (Riser- Roberts, 1998).

La diversidad bacteriana puede ser definida como el nimero de especies o biotipos
y su abundancia relativa en un espacio y tiempo determinados dentro de una
comunidad o también puede ser definida como la cantidad y distribucion de
informacion (e.g. genética, funcional) dentro de la comunidad (i.e. comunidades
complejas poseen mayor informacion). Esto incluye la diversidad de genes, habitats,
nichos y la diversidad funcional de las poblaciones; de esta forma la diversidad
puede considerarse un atributo de la comunidad, relacionada con estabilidad,

productividad y estructura tréfica (Stirling et al., 2001).

La conexion entre la diversidad y la funcién de los sistemas biolégicos es aln un
tema de discusion abierto. Para algunos una mayor diversidad implica un detrimento
para el sistema ya que como afirman Atlas y Bartha (2002), las comunidades que
poseen una estructura compleja generalmente poseen tasas de produccion primaria
menor, debido a que se necesita menor cantidad de energia para mantener la
estabilidad de la comunidad, sin embargo, las comunidades diversas poseen un

mayor rango de respuestas ante una perturbacion.

Dada la multiplicidad de microambientes disponibles en el suelo y las mdltiples
interacciones con organismos animales y vegetales, la diversidad esperada de
microorganismos en el suelo es alta. Curtis et al.(2002), estimaron usando curvas
de abundancia de especies gue en el suelo pueden encontrarse de 6.000 a 38.000
tasa por gramo, una cantidad enorme comparada con las aproximadamente 5000
especies de bacteria reportadas hasta ahora, indicando el gran desconocimiento

gue se tiene de la composicion de las comunidades.
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Para la evaluacion de la degradacion de un compuesto, es necesario tener en
cuenta diversas variables que influyen en el estudio, tales como, el objetivo de este,
el tiempo durante el cual va a ser llevado a cabo y el impacto que se puede generar
sobre el ecosistema. Se han propuesto metodologias que pueden evaluar el
proceso de biodegradacion de una sustancia como las directas, que cuantifican la
reduccion del contaminante en volumen, masa o concentracion, realizando balance
de nutrientes y utilizando técnicas como la cromatografia, espectrofotometria, etc.
En cuanto a las metodologias indirectas, estas evalldan la transformacion o
conversion de los contaminantes por el metabolismo de los microorganismos.
Dentro de este monitoreo se encuentran el consumo de aceptores de electrones, la

respirometria, biomasa y actividad enzimatica (Cardenas, 2012).

Dentro de las metodologias indirectas, implicadas en la evaluacién de procesos de
Biodegradacion de sustancias contaminantes, se encuentra la respirometria. Esta
técnica, se ha convertido en un criterio de gran importancia para medir, evaluar y
controlar la actividad metabdlica en la degradacion de un contaminante. El uso de
esta técnica trae ventajas como su rapidez, facil montaje, la evaluacion de diferentes
tratamientos antes de su aplicacion en campo y se puede calcular la tasa de

respiracion (Cardenas, 2012).
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5.3. MARCO CONCEPTUAL

BACTERIAS: Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen
por fision binaria. La mayoria son de vida libre, a excepciéon de algunas que son de
vida intracelular obligada, como Chlamydias y Rickettsias. Tienen los mecanismos
productores de energia y el material genético necesarios para su desarrollo y

crecimiento.

BIORREMEDIACION: La biorremediacion es una tecnologia emergente que utiliza
organismos vivos (plantas, algas, hongos y bacterias) para absorber, degradar o
transformar los contaminantes y retirarlos, inactivarlos o atenuar su efecto en suelo,

agua y aire.

CONTAMINACION: La contaminacion es la introduccién de sustancias u otros
elementos fisicos en un medio que provocan que éste sea inseguro o no apto para

su uso. El medio puede ser un ecosistema, un medio fisico o un ser vivo.

DEGRADACION AMBIENTAL: La degradacion del suelo es la consecuencia
directa de la utilizacién del suelo por el hombre. Bien como resultado de actuaciones
directas, como agricola, forestal, ganadera, agroquimicos y riego, 0 por acciones
indirectas, como son las actividades industriales, eliminacion de residuos,

transporte, etc.

GASOLINA: La gasolina es una mezcla de hidrocarburos obtenida de la destilacién
fraccionada del petroleo, utilizada principalmente como combustible en diversos

tipos de motores.

HIDROCARBUROS: Los hidrocarburos son compuestos Organicos formados
Gnicamente por atomos de carbono e hidrégeno. Los hidrocarburos son los

compuestos basicos que estudia la Quimica Orgéanica. Las cadenas de atomos de



https://es.wikipedia.org/wiki/Ecosistema
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
http://clickmica.fundaciondescubre.es/conoce/100-preguntas-100-respuestas/que-son-los-octanos-de-las-gasolinas/
https://es.wikipedia.org/wiki/Compuestos_org%C3%A1nicos
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica_Org%C3%A1nica

B UNIVERSIDAD
0 Popular del Cesar

carbono pueden ser lineales o ramificadas, y abiertas o cerradas.

RESPIROMETRIA: La respirometria es uno de los métodos mas utilizados para
monitorear procesos de biorremediacién ya que mediante el consumo de O2 y la
produccion de CO2 por parte de los microorganismos, en condiciones
experimentales definidas.

SUELO: Se denominasueloa la parte superficial de la corteza terrestre,
biolégicamente activa, que proviene de la desintegracién o alteracion fisica y
quimica de las rocas y de los residuos de las actividades de seres vivos que se

asientan sobre ella.

USO DEL SUELO: disponibilidad del suelo para una seria de posibles usos, que
pueden ser ordenados y distribuidos de acuerdo a un plan, o de manera

espontanea.
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5.4. MARCO CONTEXTUAL

5.4.1. Municipio de Villanueva guajira
El Municipio de Villanueva tiene una superficie de 265 Km2, que corresponden al

1,27% del territorio departamental. No cuenta con corregimientos, el Municipio se
encuentra dividido en sector urbano, determinado por el perimetro urbano; el area
de expansion urbana, determinada como area de crecimiento para desarrollo futuro;
el area suburbana que comprende los caserios de Las Flores, Los Zanjones y
Juncalito y sector rural, el cual esta conformado por diez (10) regiones: San
Geronimo, Los Guamachitos, La Sarahita, El Tunal, Los Quemaos, El Horno,
Nolasco, Los Llanos, El Morro, Potrero Grande y seis (6) veredas: Juncalito, Las

Flores, Los Zanjones, El Eneal, Orozul, Los Quemaos.

5.4.2. Factores abidticos
El municipio de Villanueva — Guajira cuenta con un clima tropical y la temperatura

promedio de es de 28°C en el casco urbano y alcanza valores minimos a medida
que se asciende hacia la cordillera. En algunas épocas calurosas del afo, este
elemento climatico ha alcanzado unos 31°C, las variaciones anuales de temperatura
ejercen una gran influencia no sélo del territorio. Se puede evidenciar que la
topografia plana y montafiosa del Municipio favorece la diversidad del clima,
estableciéndose dos zonas climéticas: Una determinada por el Valle del cesar y la
otra por las estribaciones de la Cordillera. (EOT Villanueva — Guajira).

5.4.3. Factores bioticos
» FLORA: Aunque la vegetacion natural ha sido disminuida por la accién del

hombre, se encuentran areas donde existen especies forestales valiosas,
especialmente en las colinas.

En las partes mas planas, correspondientes a las zonas de vida bosque seco
Premontano con transicion al calido (bs-PM), y bosque seco tropical (bs-T),
se presentan algunos enclaves edaficos con mayor humedad y se

encuentran especies de caracoli (Anacardium excelsum), guamo (Inga sp.)
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Olla de mono (Lecythis sp), algarrobo (Hymenaea courbaril), corazon fino
(Platymiscium sp.), Higueron (Ficus sp), guarumo (Cecropia sp.) guacimo

(Guazuma ulmifolia). (EOT Villanueva — Guajira).

» FAUNA: Lafauna se encuentra en proceso de extincion no muy acentuada
que aun existe &reas boscosas que sirven de refugio y alimento,
especialmente en la zona de colinas; Segun informaciones suministrada por
el jefe de bosques de la oficina de CORPOGUAJIRA, en el area aun existen
varias especies de aves, mamiferos, reptiles y peces. Se define como el
conjunto de animales que viven en una region geogréfica determinada. La
reparticion de los animales esta asociada a la existencia de determinados
vegetales, pues, directa o indirectamente, estos son el sustento de aquellos.
(EOT Villanueva — Guajira).

7 2
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Figura 1. Ubicacion del municipio de Villanueva en el departamento de la Guajira
Fuente: plan territorial de desarrollo de Villanueva (2018).
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5.5. MARCO LEGAL

En la constitucion politica de Colombia de 1991 en los articulos 79 y 80 no se habla
directamente sobre la contaminacion del suelo como tal, sino que generaliza a la
proteccion de los recursos naturales con el fin de buscar un desarrollo sostenible.

A continuacion se presentan las principales normas, decretos y resoluciones que
incluyen acciones para poder prevenir y controlar la contaminacion del recurso

suelo.

Articulo 79 de la constitucion politica 1991

Todas las personas tienen derecho a gozar de un ambiente sano. La ley garantizara
la participacion de la comunidad en las decisiones que puedan afectarlo. Es deber
del Estado proteger la diversidad e integridad del ambiente, conservar las areas de

especial importancia ecoldgica y fomentar la educacion para el logro de estos fines.

Articulo 80 de la constitucion politica 1991

El Estado planificara el manejo y aprovechamiento de los recursos naturales, para
garantizar su desarrollo sostenible, su conservacion, restauracién o sustitucion.
Ademas, debera prevenir y controlar los factores de deterioro ambiental, imponer
las sanciones legales y exigir la reparacion de los dafios causados. Asi mismo,
cooperara con otras naciones en la proteccion de los ecosistemas situados en las

zonas fronterizas.

Ley 7779

Uso, manejo y conservacion de suelos
La presente ley tiene como fin fundamental proteger, conservar y mejorar los suelos
en gestidn integrada y sostenible con los demas recursos naturales, mediante el

fomento y la planificacion ambiental adecuada.
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Ley 23 de 1973

Decreta:

Art. 1. Es objeto de la presente ley prevenir y controlar la contaminacion del medio
ambiente y buscar el mejoramiento, conservacion y restauracion de los recursos
naturales renovables, para defender la salud y el bienestar de todos los habitantes
del Territorio Nacional.

Art. 2. El medio ambiente es un patrimonio comun; por lo tanto su mejoramiento y
conservacion son actividades de utilidad publica, en las que deberan participar el
Estado y los particulares. Para efectos de la presente Ley, se entendera que el
medio ambiente esta constituido por la atmésfera y los recursos naturales

renovables.

Resolucion 0170 de 2009

Que conforme al articulo 8°, literales a, b y ¢ del Cédigo Nacional de los Recursos
Naturales Renovables y de Proteccion al Medio Ambiente - Decreto ley 2811 de

1974-, "Se consideran factores que deterioran el ambiente entre otros:

a) La contaminacion del aire, de las aguas, del suelo y de los demas recursos
naturales renovables. Se entiende por contaminacion la alteracion del ambiente con
sustancias o formas de energia puestas en él, por actividad humana o de la
naturaleza, en cantidades, concentraciones o niveles capaces de interferir el
bienestar y la salud de las personas, atentar contra la flora y la fauna, degradar la
calidad del ambiente de los recursos de la nacién o de los particulares. Se entiende
por contaminante cualquier elemento, combinacion de elementos, o forma de
energia que actual o potencialmente pueda producir alteracion ambiental de las

precedentemente descritas. La contaminacion puede ser fisica, quimica o biologica,;
b) La degradacion, la erosién y el revenimiento de suelos y tierras;

c) Las alteraciones nocivas de la topografia;
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Que igualmente, el articulo 179 ibidem sefiala que "El aprovechamiento de los
suelos deberé efectuarse en forma de mantener su integridad fisica y su capacidad
productora. En la utilizacion de los suelos se aplicaran normas técnicas de manejo
para evitar su pérdida o degradacion, lograr su recuperacion y asegurar su

conservacion".

Que asi mismo, conforme al articulo 180 de la norma citada, "Es deber de todos los
habitantes de la Republica colaborar con las autoridades en la conservacion y en el
manejo adecuado de los suelos. Las personas que realicen actividades agricolas,
pecuarias, forestales o de infraestructura, que afecten o puedan afectar los suelos,
estan obligadas a llevar a cabo las practicas de conservacion y recuperacion que

se determinen de acuerdo con las caracteristicas regionales".
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6. MARCO METODOLOGICO

6.1. TIPO DE INVESTIGACION.
El tipo de investigacion aplicada para la determinacion de bacterias con potencial

degradador de gasolina en la rizosfera de seis puntos donde se evidencia la venta
ilegal de este hidrocarburo en Villanueva-Guajira es: explicativo de nivel

experimental.

Con este estudio explicativo se busco, establecer hipétesis (supuestos que se
pueden verificar por medio de ensayos, experimentos llevados a cabo en el
laboratorio o fuera del (entorno natural), con el objetivo de saber si las técnicas

propuestas le dan solucién a la problemética.

6.2. LINEA INVESTIGACION
La investigacion pertenece a la linea de Sostenibilidad y Gestion Ambiental.

6.3 SUBLINEA
La investigacion pertenece a la sublinea Recurso suelos

6.4 POBLACION
La poblacién de andlisis fundamental para este estudio fue el suelo contaminado

con gasolina obtenido de seis puntos donde venden este hidrocarburo, ubicado en

el municipio de Villanueva la Guajira.

La Tranca

e
(8}

Nolasco

S/ La Estancia

(49) Map data ©2018 Google

Figura 2. Mapa del municipio de Villanueva-Guajira
Fuente: Google Maps (2018)
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6.5 MUESTRA
En cada uno de estos puntos se recolecté una submuestra de suelo, el muestreo

consistio en realizar las tomas en zig-zag, tomando en cada punto una muestra
simple, se tomé un total de 6 muestras, después se revolvieron, se hizo un cuarteo
con el fin de tener una muestra mas representativa y posterior a esto se obtuvo la
muestra donde se realizaron los analisis al suelo y el aislamiento de los

microorganismos presentes.

6.6. DESARROLLO METODOLOGICO

6.6.1. Obtencidn de lainformacién técnica e instrumentos de recoleccion de
la informacion.
La informacion de este proyecto se obtuvo de 2 formas, recoleccién de informacion

primaria y secundaria.

Informacion primaria: esta se obtuvo de tesis de grados, revistas cientificas,
articulos cientificos, libros, que tenian relacidon con la investigacion trazada. La
recoleccion de la informacion se hizo por medio de la web por las principales bases
de datos académica como son: Google académico, Scielo, ScienceDirect y el portal
de revistas cientifica para Latino América Redalyc.

La informacion secundaria se consiguié de los estudios de laboratorio y labor en

campo realizados y concluidos en la investigacion.

6.6.2. Etapa 1. Toma de muestra de suelo por el método de cuarteo y zigzag

Las muestras de suelo se recolectaron en 6 puntos del municipio de Villanueva (los
mas antiguos) donde se evidencio la degradacion del suelo por causa de la venta
de la gasolina. EI muestreo consistié en realizar las tomas en zig-zag, tomando en
cada punto una muestra simple, se tomé un total de 6 muestras de
aproximadamente un kilogramo a partir de un area de 1m2 a una profundidad
comprendida entre 12 a 15 cm, estas fueron mezcladas, se hizo un cuarteo para
tener una muestra representativa de 2 Kg sobre la cual se le realizaron las

determinaciones. (Acufa et al, 2010)
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Las muestras se preservaron en bolsas de polietileno con sello hermético y se
conservaron a 4°C hasta su procesamiento (Alvarez et al., 2016).

Trabajamos con el tipo de muestreo probabilistico, ya que en la muestra
seleccionada encontramos bacterias que tenian la misma probabilidad de degradar
gasolina, por consiguiente son resistente a este hidrocarburo.

6.6.2.1. Aislamiento y conteo de bacterias degradadoras de gasolina por la
técnica de dilucion en placa.

Se preparé el medio mineral, ajustando el pH a 7 para después agregarle el agar
noble. Se esterilizd6 a 15 Ib por 15 minutos, dejandose enfriar a unos 50°C para
afadir la soluciobn mineral estéril previamente preparada (1ml por litro del medio).
Después se vacid en cajas Petri en condiciones estériles y se esperé a que

solidificaran

6.6.2.2. Desarrollo De Las Diluciones

Se utilizaron tubos con tapén de rosca con 9 mL y frascos con 90 mL de solucién
salina isoténica al 0.85% asi como cajas Petri y puntas para pipeta automética,
esterilizados por 20 minutos a 15 Ib de presiéon. Para la preparacion de la muestra
se pesaron, en condiciones de esterilidad, 10 g de suelo que fueron agregados al
frasco de 90 mL de solucidn isotonica estéril, dejandolo en incubacién a 35°C para
la activacion de los microorganismos. Después de 24 horas de incubacion se
procedié a la preparacion de diluciones tomando 1 mL de la muestra incubada y
transfiriéndolo a uno de los tubos (dilucidon 10-2), previamente se disperso el suelo
y homogeneiz6 la muestra. Se repitié este paso preparando diluciones sucesivas
hasta la dilucion 10-4, asegurandose de utilizar una punta estéril diferente en cada

paso (Universidad veracruzana, 2014).
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Figura 3. Técnica de dilucion
Fuente: Universidad veracruzana (2014)

Posteriormente, se tom6 1 mL de cada dilucion y se inocul6 en el centro de cada
caja de Petri conformada por el medio mineral, se obtuvieron dos cajas por cada
dilucion y se extendié la alicuota en la superficie de la placa cuidadosamente
haciendo giros a la derecha y a la izquierda, y moviendo la caja horizontal y
verticalmente seguido de esto se humedecieron discos de papel filtro estéril con
gasolina, y se colocaron en la parte interna de la tapa de la caja Petri. Dejando asi
que el hidrocarburo se volatilizara para que sirviera como Unica fuente de carbono

y energia. (Universidad veracruzana, 2014).

Se incubaron las cajas de forma invertida a la temperatura que se consideré 6ptima

en funcion del suelo y la localizacion del sitio.

Pasados tres dias de incubacion, se procedio al conteo de UFC en las cajas, por

medio de la técnica de “punteo”.

Para realizar el conteo se seleccionaron las dos cajas de la dilucién 10-3.
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6.6.2.3. Aislamiento y purificacion:

A partir del crecimiento de colonias en atmdésfera de gasolina se procedi6 a
identificar con ayuda de un microscopio estereoscoépico 1 tipo de colonia siguiendo
como criterio la visualizacion de la morfologia de crecimiento, el inoculo se tomoé de

la caja 10-3 de las diluciones (Universidad veracruzana, 2014).

Una vez diferenciada, se marco la ubicacion en la caja Petri y se sembro para su
purificacion en 2 cajas que contenian caldo nutritivo. Cada colonia se rotuld.
Transcurrida las cuarentaiocho horas de incubacién, para verificar la pureza de la
cepa bacteriana se procedié a sembrar por estrias en agar nutritivo, incubando a
30 °C por 48 horas (Escalante, 2002).

6.6.3. Etapa 2. Determinacién de las propiedades fisicoquimicas del suelo

Las propiedades del suelo tenidas en cuenta son de gran importancia ya que hacen
parte de la capa vegetal y ademas de son las condiciones en las que viven los

microorganismos.

PARAMETRO METODO O TECNICA

Textura Método de bouyoucus

‘Humedad ~~ Método Gravimétrico
pH Potenciometria

‘materiaOrgénica ~ Método de Walkey-Black
Nitrégeno organico Método matematico

Fosfoo  ~ MétododeOisen
Potasio Absorcion Atomica

Tabla 1. Parametros a determinar en el suelo
Fuente: autores (2018)

6.6.3.1Determinacion de textura (Método de Bouyoucus)

Para la preparacion de la muestra se pesaron 60 g de suelo tamizado (Tamiz No.
2) y se agregaron aproximadamente 40 mL de peroxido de hidrogeno para la

digestion de la materia organica, se homogeneizo y se evapord hasta sequedad.
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Este paso se repitid hasta que ya no hubo efervescencia en el suelo al humedecerse

con el agua oxigenada.

Cuando la muestra se seco, se llevo a la estufa a una temperatura de 100°C y se
dej6 secar durante varios dias, luego se sacé de la estufa para que se enfriara a

temperatura ambiente y se continud con la determinacion.

De la muestra ya digerida y seca se pesaron 50 g de suelo, saturandola con agua
destilada y 10 mL de solucion de calgén al 10% y se homogeneizd, dejandola
reposar por 15 minutos, la suspension fue mezclada en una batidora y después se
vacio en una probeta de 1000 mL. Finalmente, la suspensiéon fue bien mezclada
mediante la agitacion de la probeta tapada con un trozo de papel adhesivo, después
se introdujo el hidrémetro dentro de la probeta, y 40 segundos después se tomé una
lectura del hidrometro y la temperatura; se dejoé en reposo la suspension por dos
horas y se tomé6 una segunda lectura del hidrémetro y de la temperatura (Aguilar,
2014).

6.6.3.2. Determinacion de humedad (Método gravimétrico)

En esta determinacion se realizé por duplicado siguiendo el método gravimétrico,
para lo cual se pesaron dos muestras de 2 g cada una en una céapsula de porcelana
a peso constante y se dejaron 24 horas en estufa de secado a 80°C. Pasado el
tiempo, se peso en la balanza analitica las capsulas con muestras secas del suelo,
después se dejo media hora mas para comprobar que estaban a peso contante, al
final se compararon los pesos finales con los iniciales de cada una, para asi poder

calcular el porcentaje de humedad mediante la siguiente formula: (Aguilar, 2014).

(peso inicial — peso final)
k

% Humedad = 100

peso final
6.6.3.3. Determinacion de pH (Método potenciométrico)

Para determinar el pH de la muestra de suelo se pesaron 10 g de suelo tamizado
(Tamiz No.1) y se agregaron 20 mL de agua destilada, dejando en agitacion por 30
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minutos, después se dejé reposar y se tomd la lectura directamente del
potenciémetro, anotando también la temperatura (Aguilar, 2014).

6.6.3.4. Determinacion de materia organica (método de Walkey-Black)

Se pesaron 0.05 g de suelo de tamiz No.0.5 en un matraz de 500 mL al que, para
oxidar la materia organica, se le afiadio 10 mL de dicromato de potasio 1 N
mezclando con movimiento rotatorios y 20 mL de acido sulfurico concentrado
dejandolo caer suavemente por la pared del matraz, ya que se podria generar una
reaccion violenta y exotérmica. Se dejé reposar por 30 minutos y simultaneamente
se realiz6é de la misma forma un ensayo en blanco, es decir sin muestra de suelo.
Para hacer la valoracién por retroceso se le agregaran 200 mL de agua destilada, 5
mL de acido fosférico y de 5 a 8 gotas de indicador difenilaminasulfonato de bario,

valorando con la solucién de sulfato ferroso amoénico 1 N.

El color verde obscuro debido a los iones cromo en un precipitado, se desplazé
hacia el azul turbio a medida que avanza la valoracion. En el punto final este color

cambi6 bruscamente a verde brillante, dando el viraje con una gota (Aguilar, 2014).
6.6.3.5. Determinacion del nitrogeno organico (Método matematico)
El porcentaje de nitrdgeno organico se obtiene a partir del calculo de porcentaje de

materia organica, mediante el uso de la siguiente expresion: (Aguilar, 2014).

% Materia Organica
20

% Nitrogeno Organico =

6.6.3.6. Determinacion de fésforo (Método de Olsen)

Para determinar el fosforo de la muestra se pesaron, por duplicado, 2.5 g de suelo
en tamiz No. 2 y se colocaron en tubos de polietileno, se adicionaron 50 mL de

solucion extractora y se agito la suspension en agitador de accion reciproca durante
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30 minutos, a 180 oscilaciones por minuto para posteriormente filtrarlas a través de
papel filtro Whatman No. 42.

Después de esto se tomé 5 mL (6 10 si la concentracion de P es muy baja) del
filtrado y se colocd en un matraz aforado de 50 mL. Finalmente, se agregaron 5 mL
de la solucion reductora. Se agit6 y aford, al mismo tiempo se prepard un blanco de
la misma manera. Las preparaciones se dejaron reposar por una hora para que el
color se revelara y después se hizo la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 882 nm. Para preparar la curva de calibracion se usaron de 0, 0.1, 0.2,
0.4,0.6,0.8y 1.0 mg L-1 de P (Aguilar, 2014).

6.6.3.7. Determinacion de potasio (Absorcion Atdmica)

Para determinar el Potasio de la muestra se pesaron 2,5 g de suelo y se colocaron
en un beacker de 125 mL. Se adicionaron 25mL de CH3COONH4 1 N a un pH de
7. Luego, se agitdé continuamente por 15 min, se filtré con un papel de filtro whatman
N° 42 y se depositd a un matraz aforado. Finalmente, se leyé en el equipo de

absorcion atémica en llama de N20 y C2H2. Recuperado de monografias.com

6.6.4. Etapa 3. Caracterizacion de bacterias en el suelo contaminado de
Villanueva — guajira a escala laboratorio.

6.6.4.1. Caracterizacion microscopica y macroscopica del crecimiento de
las cepas puras cultivadas.

La caracterizacion macroscopica se ejecutd observando menudamente las
caracteristicas morfolégicas de la colonia elegida y comparandola con la guia de
clasificacion segun (Aguilar, 2014).




UNIVERSIDAD

“ Popular del Cesar

FORMA
@ ° y
°
o ° . O &q‘ﬁ@% Ck “ <7\
Puntforme Circular Filamentoso Irregular Rizoide Espigar
ELEVACION
Plano Flevado Convexo Pulvinado Umbonado Umbilicoide
MARGEN

Entero Dndulado Lobular Erodado Filamentoso Rizado

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas
Fuente: universidad veracruzana (2014)

También se realizé la caracterizacibn microscopica de las cepas aisladas

realizando la cloracion de Gram.

La secuencia de la tincion fue la siguiente: el frotis fue fijado con calor a un
portaobjetos, agregandole por 1 minuto algunas gotas de cristal violeta, se lavé con
agua destilada, se cubrié con solucién yodada durante 1 minuto y se lavé de nuevo
con agua destilada, se decolord con alcohol al 95%, se dej6 escurrir y se cubrié con
safranina (color de contraste) durante 10 minutos, se lavé con agua destilada y se
secO, para después observar el porta objetos en un microscopio compuesto.
(Aguilar, 2014).

6.6.4.2. Caracterizacion bioquimica de las bacterias

Las pruebas que se realizaron para la identificacion del género correspondiente a la

cepa obtenida estan descrita a continuacion:
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Figura 5. Identificacion de cocos Gram positivo
Fuente: Salazar (2018).

Prueba de TSI
Se fundamenta en evidenciar la fermentacion de los azlcares presentes, y la
produccién de sulfuro de hidrégeno y gas.

Interpretacion de resultados

1. Superficie alcalina/ profundidad acida (pico rojo/fondo amarillo): el
microorganismo solamente fermenta la glucosa.

2. Superficie acida/profundidad acida (pico amarillo/fondo amarillo): el
microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

3. Superficie alcalina/profundidad alcalina (pico rojo/ fondo rojo): el
microorganismo no es fermentador de azucares.

4. la presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que el
microorganismo produce gas.

5. El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido

sulfarico. (laboratorio Britania, 2010).
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El sembrado se realizé con un asa recta. Se realizé una puncion, cuidando que fuera
por el centro del medio hasta llegar al fondo, y luego se termind el sembrado
inoculando la superficie en forma de zigzag, se Incubo a 37°C en aerobiosis por 18-

24 horas para interpretar los resultados.

Prueba de Catalasa

Pone de manifiesto la presencia de la enzima catalasa en una bacteria. Esta enzima
es capaz de descomponer el peréxido de hidrogeno (agua oxigenada en agua y
oxigeno, con la consiguiente aparicion de burbujas. La mayoria de las bacterias

Gram negativas son catalasa positiva. (Universidad Veracruzana, 2014).

Con un asa de platino, en condiciones de esterilidad, se tomé una porcion de cultivo
bacteriano y se coloc6 en un porta objetos limpio, después se le agreg6 una gota

de peroxido de hidrogeno al 3 % (Aguilar, 2014).
Prueba de Hemolisis

Los microorganismos hemoliticos liberan enzimas (hemolisinas) al medio que
destruyen los gldbulos rojos apareciendo halos de hemdlisis. (Microbiologia clinica,
2013).

HEMOLISIS ALFA

T

Figura 6. Interpretacion de resultados de Hemolisis
Fuente: Ramirez et al (2013).
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Se sembraron las placas en la superficie del medio (agar sangre), y se Incub6 a
37° C de 24 a 48 horas.

Prueba de Bilis esculina

Es un medio selectivo y diferencial que se usa para aislar e identificar un gran
namero de miembros del género Enterococcus, y también Streptococcus del grupo
D.

La siembra se hizo por inoculacion directa del material en estudio en placa, se

incubo en aerobirosis a 35-37 C (laboratorio Britania, 2019).
Prueba de Crecimiento en NaCl al 6.5%

El agar sal es un medio recomendado para evaluar la tolerancia al NaCl y diferenciar
Enterococcus de otros Streptococcus de Grupo D.

La siembra se hizo por inoculacién directa del material en estudio en tubo, y se

incubd a 24-48 horas a 37°C en atmoésfera aerdbica, con CO2 o anaerdbica.

6.6.5. Etapa 4. Rendimiento de microorganismos tolerantes ala gasolina

Las metodologias que se utilizaron para evaluar el comportamiento de las bacterias
para degradar la gasolina fueron la respirometria y la cinética de crecimiento de

las bacterias a partir de la turbidez.

6.6.5.1. Respirometria

Preparacion del in6culo

Se realiz6 un enriquecimiento del microorganismo identificado sembrando en viales
la colonia aislada por triplicado conteniendo 2ml de caldo nutritivo en plano
inclinado, se incub6 a 30 °C por 48 horas. Una vez observadas la pureza de las
cepas bacterianas se procedio a taponar los viales con tapones de goma estériles

y a sellar con parafina. Fue mantenido en refrigeracion a 4 °C hasta que se
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realizaron las pruebas de capacidad degradativa (Escalante, 2002), y hasta que el
cultivo logré una densidad 6ptica de 0,5 a 690 nm. (Acufia et al, 2010).

Preparacion de la muestra

Fueron utilizados 750g de suelo, este fue tamizado con un tamafio de poro (1mm), con
el fin de generar una muestra mas homogénea para los ensayos de respirometria, ademas
se sometido a 500°C en una mufla durante 3h con el fin de eliminar la materia
organica presente. Por ultimo se esterilizé por una horaa 121°Cy 15 |b de presion.
Este proceso se llevo a cabo 3 veces con el fin de destruir microorganismos
presentes en la suelo que pudieran llegar a generar alguna interferencia con el
microorganismo a evaluar. Posterior a esto se le agregé el inoculo y esta fue
contaminada con gasolina con el proposito de ser la Unica fuente de carbono y

energia (Cardenas, 2012).

Preparacion de la prueba de respirometria

Vaso pequefio con 30 mL de NaOH 1 N

e = S
| e o 4
/

Bandeja con suclo

Vaso de precipitado invertido

Figura 7. Montaje de los microcosmos
Fuente: universidad de cérdoba (2018)

Mediante esta técnica se buscé cuantificar la cantidad de diéxido de carbono que
producen los microorganismos, la cual es atribuida a la degradacién de los sustratos

(gasolina).

La confiabilidad de la evolucion de la produccién de CO2 como actividad microbiana

se interpretara de acuerdo a las caracteristicas de los microorganismos
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involucrados en la transformacion, el tipo de material sometido a la descomposicion

y por ultimo a las propiedades fisicas y quimicas del suelo.

Para el ensayo se utilizaron; el terrario o mesocosmos, vaso de precipitado,
solucion de NAOH a una concentracion de 1INORMAL, soluciéon de HCL a una
concentracion de INORMAL, solucién de BaCl2 una concentracion de 2%, buretas

de 25ml y fenolftaleina.

El vaso pequefio se colocé con 30mL de NaOH a 1N dentro del vaso de precipitado
invertido con el fin de que este quedara cerrado herméticamente y previniera el
ingreso de CO2 atmosférico, luego se incubdé una semana, pasada la semana se

empezo a titular.

Agregamos a cada vaso pequefio que contenia NaOH, 5mL de una solucion de 2%
de BaClz, el bario reaccioné con el carbonato precipitdndolo como BaCOs este paso
se requiere debido a que el Na2COs es suficientemente alcalino para ser titulado con
el NaOH remanente.

CO2 + 2NaOH — Na2COs3 + H20
Na2CO3 + BaCl2 ——»l BaCOs + 2NaCl

Se le agregaron 5 gotas del indicador fenolftaleina al Erlenmeyer y se tituld
inmediatamente con HCL a 1N hasta un punto final blanco. Para asi observar el
punto final de la titulacion (constancia en el cambio de color), si la solucion

permanece incolora la titulacion es completa (Universidad de cordoba, 2018).
e CALCULO DE CO2
Mg de CO2=(V-B) NZ
Donde:

B: volumen de acido necesario para titular el NaOH del blanco (en ml)

V: cantidad de acido necesaria para titular el NaOH de la muestra (en ml).
N: normalidad de HCL.

Z: peso equivalente del CO2
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Muestra= muestra de suelo estéril, sustrato (gasolina) méas inoculaciéon del
microorganismo (200 pL) a la temperatura del sitio.

Blanco= sin adicion de indculo y bajo las mismas condiciones de la muestra. El
objetivo de este blanco fue obtener la produccién de CO2 durante la respiracion
enddgena de la muestra empleada (Cérdenas, 2012).

Con el fin de tener resultados mas representativos se prepararon tres muestras,
adicionando a cada una 0,5, 1 y 1,5 mililitros de gasolina respectivamente, cada una

con sus blancos correspondientes.

6.6.5.2. Cinética de crecimiento

Se prepararon sistemas liquidos por duplicado utilizando como sustrato gasolina
Cada sistema estuvo conformado por 10 mL de caldo mineral, 20 uL del
hidrocarburo ensayado y 200 yL del microorganismo a evaluar. La incubacion se
realiz6 15 dias a 28°C con agitacién orbital a 150 r.p.m en oscuridad, y el
seguimiento se realizé por medicién de absorbancia a 690 nm frente a un blanco
conformado por el caldo mineral mas el hidrocarburo correspondiente, con el fin de
observar la cinética de crecimiento, las lecturas se tomaron alos 3, 6, 9,12 y 15 dias
(Acufia et al, 2010).
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1. TOMA DE MUESTRA DE SUELO POR EL METODO DE CUARTEO Y
ZIGZAG
A los seis puntos de gasolina seleccionados en el municipio de Villanueva-Guajira,

se les realizé toma de muestra, el muestreo consistio en realizar tomas en zigzag,

tomando en cada punto una muestra simple para obtener un total de 6 muestras.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de microbiologia de la universidad
popular del cesar para realizarle los respectivos andlisis.

7.1.1. Aislamiento y conteo de bacterias degradadoras de gasolina por la
técnica de dilucién en placa.

Se prepard el medio mineral y se le agreg6 el agar noble, esterilizando por 15
minutos para después agregarle la solucion mineral. Seguido de esto se procedi6 a

servir el medio en las cajas Petri esperando a que este solidificara.

El procedimiento se realiz6 en la cabina con el mechero encendido para evitar la
contaminacion de los medios y las muestras, después de esto se dejé en la

incubadora por 24 horas a 28°C.

Figura 8. Preparacion del medio mineral
Fuente: autores (2019)
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7.1.2. Desarrollo De Las Diluciones

Se pesaron en condiciones de esterilidad, 10 gramos de suelo que fueron
agregados al frasco de 90 mL de solucién isotdnica estéril, dejdndolo en incubacién
a 35°C para la activacion de los microorganismos. Después de 24 horas de
incubacion se procedio a la preparacion de diluciones tomando 1 mL de la muestra
incubada y transfiriéendolo a uno de los tubos (diluciébn 10-2), previamente se
dispersé el suelo y homogeneizd la muestra. Se repitio este paso preparando
diluciones sucesivas hasta la dilucion 10-4, asegurandose de utilizar una punta

estéril diferente en cada paso.

Figura 9. Desarrollo de diluciones
Fuente: autores (2019)

Posteriormente, se tomd 1 mL de cada dilucién y se inoculd en el centro de cada
caja de Petri conformada por el medio mineral en atmosfera de gasolina, se
obtuvieron dos cajas por cada dilucion y se extendio la alicuota en la superficie de
la placa cuidadosamente haciendo giros a la derecha y a la izquierda, y moviendo

la caja horizontal y verticalmente.

Para este procedimiento se utilizaron dos blancos, uno compuesto por el medio
mineral basal mas la gasolina, y el otro compuesto por el medio solamente, esto se
hizo para llevar un control con las muestras. Pasado el tiempo de incubacion se
obtuvieron los siguientes resultados.
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Blancos

Dilucion 1072
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Dilucién 10~

Figura 10. Bacterias degradadoras de gasolina por dilucién en placa incubadas a temperatura
ambiente por tres dias.
Fuente: autores (2019)
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Pasados tres dias de incubacion, se procedié al conteo de UFC en las cajas 1073,
por medio de la técnica de “punteo”. Dando los resultados mostrados en la Tabla 1.

Figura 11. Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en la caja 1073
Fuente: autores (2019)

C1+C2
( 2 )*ED

Donde:
C 1, 2,=Total de colonias contadas en cada caja Petri

E.D = Equivalente de la dilucion en la que se realiz6 el conteo

(58:76) + 1000 =6,7x10*

Dilucion Método empleado Total UFC

-3 Punteo 6, 7x10%

Tabla 2. Resultado de calculos de UFC
Fuente: autores (2019)
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7.1.3. Aislamiento y purificacion

Seguido al crecimiento bacteriano, al hacerle la tincion de Gram y caracterizar
macroscopicamente la cepa, nos dimos cuenta que se trataba de la misma bacteria,
ya que tenian el mismo tamafio, color elevacion, superficie y la misma tincién de

Gram, esto nos permitié confirmar decir que era un cultivo puro.

7.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL SUELO

Los resultados obtenidos se compararon con la tabla de interpretacion de
parametros otorgada por el IGAC.

PARAMETROS RESULTADO UNIDADES  APRECIACION
F.A clase Franco arenoso
wena L %

10 %

Carcila 8 %

2,14 %

7.8 (7.4-7.8)

Medianamente

3,2 % (2-5) medio

0,12 % (0,10-0,20) medio

| Fosforo  [PX Mgkg-1  (16-40) medio

0,46 Cmolckg-1  >0,40 alto

Tabla 3. Resultado de andlisis fisicoquimicos
Fuente: autores (2019)

Textura: La proporcion relativa de las fracciones de arena, limo y arcilla que
constituyen la masa del suelo es llamada textura del suelo. La textura del suelo tiene
influencia sobre el movimiento y la disponibilidad de la humedad del suelo, la

aireacion y la disponibilidad de nutrimentos (Jaramillo, 2002).

Los porcentajes de distribucién de las particulas del suelo obtuvieron los resultados

registrados en la tabla 3, siendo este franco arenoso.

Humedad: La humedad es un factor importante porque actia como medio de
transporte de nutrientes y oxigeno a la célula ya que forma parte de su protoplasma
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bacteriano, este proceso es necesario para su crecimiento y desarrollo (Gomez, S.,
et al., 2008).

Potencial de hidrogeno (pH): Este parametro es importante para la actividad
enzimatica y para el desarrollo de los microorganismos degradadores de
hidrocarburos, el rango optimo esta entre 6 - 8 unidades, para los procesos de
biorremediacion, Valores de pH inferiores a 6 unidades (&cidos) inhiben el
crecimiento de la gran mayoria de los grupos microbianos, lo mismo pasa con
valores mayores de 8 unidades (alcalinos) (Ritter, W., y Scarborought, 1995.,
Mehrasbi, M., et al., 2003., Vallejo, V., et al., 2005).

Se obtuvo un pH de 7.8 (ligeramente alcalino), siendo este optimo para el desarrollo

de microorganismos degradadores de hidrocarburo.

Materia organica: En la composiciéon de la Materia Organica se encuentra un
complejo numero de macromoléculas en estado coloidal constituido por proteinas,
azlcares, &cidos organicos, minerales, etc., en constante estado de degradacion y
sintesis. (Garcia, E., et al, 2011).

La cantidad de materia organica obtenida en el suelo, se registra en la tabla 3,

estando este en apreciacion media.

Nitrégeno: La tasa de crecimiento de las plantas, generalmente, es proporcional a
la tasa a la cual se provee el nitrdgeno. El contenido de nitrégeno en los suelos varia
en un amplio espectro, pero valores normales para la capa arable son del 0,2% al
0,7% (Costa & Ocete, s.f.).

La cantidad de nitrégeno obtenido en el suelo, se registra en la tabla 3, estando este

en apreciacion media.

Fosforo: El fésforo (P) interviene en la formacion de compuestos energéticos dentro
de las células y es requerido para la sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos en

los procesos de reproduccion y degradacion (Gomez, S., et al, 2008).
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La cantidad de fosforo obtenido en el suelo, se registra en la tabla 3, estando este

en apreciacion media.

Potasio: El Potasio (K) es requerido por una gran cantidad de microorganismos
para catalizar diferentes reacciones bacterianas, interviene en procesos quimicos

dentro de las células y contribuye a mantener el agua en las células (Rios, R., 2005).

La cantidad de potasio obtenido en el suelo, se registra en la tabla 3 estando este
en apreciacion alto.

7.3. CARACTERIZACION DE BACTERIAS EN EL SUELO CONTAMINADO DE
VILLANUEVA - GUAJIRA A ESCALA LABORATORIO.

7.3.1. Caracterizacion microscopicay macroscopica del crecimiento de las
cepas puras cultivadas

En la figura 12 se muestran las vistas macro y microscopicas de la cepa pura

encontrada.

Figura 12. Vistas macro y microscopicas de la cepa.
Fuente: autores (2019)
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En cuanto a la morfologia, y con ayuda de la figura 4 las caracteristicas

macroscopicas de la colonia aislada es:

Forma Circular

Elevacion Elevada de aspecto liso
Margen Entero

color Blanco cremoso
Textura Cremosa

Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas de la colonia
Fuente: autores (2019)

7.3.2 Tincion de Gram
Después de realizar el frotis y el procedimiento de coloracién en la colonia pura, se

pudo observar que la cepa es Gram positiva en forma de coco.

Figura 13. Tincién de Gram
Fuente: autores (2019)
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7.3.3. Caracterizacion bioquimica de las bacterias

e Pruebade TSI:

Figura 14. Prueba de TSI
Fuente: autores (2019)

De acuerdo al resultado obtenido y basandonos en lo dicho por laboratorio Britania,
2010, la interpretacion es la siguiente.

Superficie acida/profundidad acida (pico amarillo/fondo amarillo): el microorganismo
fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa, ademas la presencia de burbujas indica

que produce gas, siendo este facultativo inmovil.

e Prueba de Catalasa

Figura 15. Resultado de la prueba de catalasa
Fuente: autores (2019)
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Al observar la Figura 15 se puede ver que la cepa analizada da como resultado

negativo a esta prueba.

e Prueba de Hemolisis

Figura 16. Resultado de la prueba de Hemolisis
Fuente: autores (2019)

Al observar la Figura 16 se puede ver que la cepa analizada segun Ramirez et al
(2013). Da como resultado Hemolisis Gamma o no Hemolisis, es decir que la
bacteria no produce cambios en los glébulos rojos.

e Pruebade Bilis esculina

Figura 17.Resultado de la prueba de Bilis esculina
Fuente: autores (2019)
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Al observar la figura 17 observamos que la capa analizada presenta crecimiento,
es decir que es positiva a esta prueba.

e Pruebade Crecimiento en NaCl al 6.5%

Crecimiento
bacteriano

Figura 18. Resultado de la prueba de crecimiento en NaCl al 6.5%
Fuente: autores (2019)

Al observar la Figura 18 se puede ver que la cepa analizada da como resultado

positivo, ya que se evidencia el crecimiento después de 48 horas de incubacion.

e Resultados de las pruebas bioquimicas

PRUEBAS BIOQUIMICAS

forma Catalasa Hemolisis Bilis esculina NaCl al 6.5%

+ cOoCo - Gamma + A

Tabla 5. Resultados de las pruebas bioquimicas
Fuente: autores (2019)

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas y comparandolos

con la clasificacion presentada en la figura 5 se concluye lo siguiente:

GENERO FAMILIA

CEPA Enterococcus spp Enterococcaceae

Tabla 6. Resultado de identificacion de género de la bacteria degradadora de gasolina
Fuente: autores (2019)
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La cepa pertenece a la familia Enterococcaceae, género Enterococcus, los
miembros del genero Enterococcus son células esféricas u ovoides, de
tamafo 0,6-2,0 x 0,6-2,5 um. Son cocos grampositivos, no formadores de
endosporas. Se presentan en forma de pares o de cadenas cortas. Son no
moviles, con excepcidn de las especies E. gallinarum y E. casseliflavus. Son
anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo.
Fermentan un amplio rango de carbohidratos. Son catalasa negativos o, mas
comunmente, débilmente positivos. Crecen usualmente en un caldo de
cultivo a 10 °C y 45 °C, aunque el crecimiento optimo es a 37 °C. Pueden
crecer a pH 9,6, con 6,5 % de NaCl y con 40 % de bilis. Usualmente

fermentan la lactosa (Pérez et al, 2010).
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7.4. RENDIMIENTOS DE LAS BACTERIAS EN EL SUELO CONTAMINADO

7.4.1. Respirometria

Después de pasar los siete dias de incubacion, se procedi6 a titular cada una de las

muestras con sus respectivos blanco registrando los resultados en la tabla 7.

Muestras con sus respectivos blancos Volumen de Hcl necesario para titular (ml)
0,5 ml de gasolina 1,6

2,6

1 ml de gasolina 2,0

2,7

1,5 ml de gasolina 2,3

2,8

Tabla 7. Resultado de la titulacion

Fuente: autores (2019)

Luego de obtener los resultados de la titulacion, se procedio6 a calcular la cantidad

de CO:liberado en cada muestra.

Célculos:
v Mg de CO2=(V-B) NZ en 0,5 ml de gasolina
Mg de CO2= (2,6 — 1,6) (1 N) (44,01) = 44,01 Mg

v' Mg de CO2=(V-B)NZen 1,0 ml de gasolina
Mg de CO2= (2,7 — 2,0) (1 N) (44,01) = 30,80 Mg

v' Mg de COz2=(V-B)NZen 1,5ml de gasolina
Mg de CO2= (2,8 — 2,3) (1 N) (44,01) = 22,00 Mg

44,01
30,80
22,00

Tabla 8. CO2 liberado en cada uno de los tratamientos
Fuente: autores (2019)
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Los resultados obtenidos en las tres muestras reportan una produccién de COz,y
basandonos en que La evolucion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno y la
produccion de CO:z puede también constituir un indicador de la actividad de
degradacion que realizan los microorganismos (Balba et al., 1998); podemos decir

que enterococcus spp tiene el potencial para degradar la gasolina.

7.4.2. Cinética de crecimiento

Pasados los quince dias, los datos de absorbancia obtenida en los dias 3, 6, 9,12

y 15 se registraron en la tabla 9.

Absorbancia

Dia 3
Tubo 1 0,347
Tubo 2 0,310
Dia 6
Tubo 1 0,507
Tubo 2 0,407
Dia 9
Tubo 1 1,166
Tubo 2 0,574
Dia 12
Tubo 1 1,346
Tubo 2 0,972
Dia 15
Tubo 1 0,259
Tubo 2 0,253

Tabla 9. Absorbancia obtenida en los tubos
Fuente: autores (2019)

A pesar de que el microorganismo evaluado mostrd crecimiento en ambos tubos,
lo hizo de forma distinta ya que en los tubos 1 tuvo mayor crecimiento con respecto

a los tubos dos, esto se debe a varios factores.
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Segun (Sanz, S.2011) la toma del inoculo de una muestra a examinar, bien sea
procedente de una placa de Petri o de un tubo de slant (medios solidos) o de un
tubo con caldo (medio liquido), deben Colocarse frente al el mechero al igual que
la preparacion o muestra que contiene los microorganismos, asi como el resto del
material, también hay que tener en cuenta que al momento de inocular los
microorganismos, pueden haber mas células vivas que muertas o viceversa

causando esto un margen de error en las mediciones.

CURVA DE CRECIMIENTO

16
y = 1E-0dx* - 0,009%* + 0,1672%* - 0,9258x + 1,854
14 RE=1

y =-0,0008x* + D,0243x* 20,2585x" + 1,1436x - 1,387
1 RE=1
0,8

0,6

ABSORBANCIA (890 nrm)

04

0 2 4 3 B 10 12 14 16
DIAS
crecimiento tubo 2 crecimiento tubo 1
Polindmica (crecimiento tubo 2) Polindmica [ crecimiento tubo 1)

Grafica 1. Curva de crecimiento de Enterococcus spp
Fuente: autores (2019).

Las absorbancias medidas permitieron la construccion de la curva de crecimiento
de enterococcus spp. En la gréfica 1 se observa la fase de latencia entre los dias
tres y seis, después de este tiempo se observa la fase exponencial hasta el dia
doce, el cual es en donde se presenta mayor incremento de la poblacion, después

del dia doce se detalla el decaimiento del microorganismo hasta llegar a su muerte.
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El incremento de la poblacion microbiana a lo largo del tiempo es el resultado del
Consumo de los hidrocarburos como fuente de carbono y energia. Este aumento de
poblacién puede visualizarse al medir la turbidez del medio (la densidad 6ptica) en

el tiempo (Balba et al., 1998).
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8. CONCLUSIONES

Con esta investigacion podemos concluir que, debido a la contaminacion que
tenia el recurso suelo por el derrame del hidrocarburo (gasolina), en el
municipio de Villanueva — Guajira se pudo determinar la presencia de
colonias de la familia Enterococcaceae, género Enterococcus en donde a
través de los afios y sin ayuda del hombre estas bacterias nativas han
sobrevivido al contaminante, se encuentran presentes en la rizosfera y son
capaces de degradar y de utilizar el hidrocarburo como Unica fuente de
alimento.

El hallazgo de las bacterias Enterococcus Y las revisiones bibliogréaficas nos
permiten deducir que estos microrganismos son capaces de mejorar 0
estimular el estado en el que se encuentra el suelo, ya que por su capacidad
de degradar pueden remediar de alguna manera la contaminacion
encontrada. La biorremediacion ha mostrado ser una alternativa eficiente,
facil de aplicar y de bajo costo para la recuperacion de sitios potencialmente
contaminados con hidrocarburos, el conocimiento de la micro biota autoctona
y de las sucesiones biolégicas que existen en el sitio del derrame, son
herramientas invaluables en el restablecimiento de los ecosistemas
alterados. (Sudarat et al., 2000).

La recuperacion del suelo a partir de microrganismos nativos que permiten la
mejora del estado de dicho recurso ayuda a la contribucién del ciclo biolégico
de las plantas y animales. Algunas bacterias contribuyen a resolver
problemas de contaminacion generados por el hombre, en este caso el mal
uso de la gasolina, degradando la presencia de esta aportando a la fertilidad
del suelo, restaurando los ecosistemas, la fauna y flora presente en las zonas
de muestro de la presente investigacion. Por estas razones el estudio de las
bacterias en ingenieria ambiental y sanitaria tiene gran importancia; en la
presente investigacion se observé que si hay presencia de estas colonias las

cuales producen dioxido de carbono y degradan la mayor cantidad de
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gasolina del suelo. Resolviendo algunos de los problemas de contaminacién
y desertificacion generados por el hidrocarburo en el municipio de Villanueva

— Guajira.
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9. RECOMENDACIONES

e Se recomienda analizar de forma més amplia los microorganismos que se
encuentran en el suelo muestreado antes y después del tratamiento, con el
fin de establecer las comunidades o colonias de bacterias que puedan servir
de ayuda en el proceso de biorremediacion del suelo si se desea continuar

con el proyecto.

e Para futuros trabajos, se puede realizar un andlisis de cromatografia de
gases para ser mas exactos a la hora de la terminacion de la bacteria que se

encuentra en el suelo.

¢ Realizar un cultivo de plantas en el suelo que se quiere biorremediar luego
de la aplicacion de la bacteria y compararlo con un suelo que nunca haya
presentado contaminacion, para evaluar el crecimiento de las plantas en

cada uno de ellos y ver qué tan eficiente fue el desarrollo de la investigacion.

e Se desea promover y despertar la curiosidad a los espectadores de continuar
o darle seguimiento a la investigacion, debido a que esto fue a escala
laboratorio y el objetivo principal es lograr biorremediar el suelo y poder ver

los frutos de este proyecto.

e Con el fin de obtener resultados mas exactos al momento del crecimiento
bacteriano es recomendable emplear tecnicas en donde se puedan conocer

la cantidad de bacterias vivas y muertas en cada ensayo.
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11. ANEXOS

ANEXO A.Trabajos realizados para la investigacion
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ANEXO B. Resultados de las pruebas fisicas del suelo.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA - SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE GEOCIENCIAS

LABORATORIO DE FiSICA Y CONSERVACION DE SUELOS

ALAL 3840

Tels. 430 98 20 - 430

9317

Nombre:

Ana Isabel Puerta Amaya

Direccion:

Fecha recibo:

18/09/2019

|Fecha de entrega:

| 23/09/2019

LOCALIZACION Y DESCRIPCION

Departamento:

La Guajira

Municipio:

Villa Nueva

Vereda:

Finca:

Cabecera Municipal

HUMEDAD GRAVIMETRICA EN BASE SECA

MUESTRA

Codigo Laboratorio
de fisica de suelos

HUMEDAD
Ya

Cabecera Municipal

AF 5452

2,14

Analizé:

Director de Laboratorio: Ramiro Ramirez P.
Ingeniero Agrénomo M.Sc, PhD.
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ANEXO C. Resultados de las pruebas quimicas
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ANEXO D. Tablas de interpretacion de analisis de suelo

Tabla de interpretacion de analisis de suelos (Molina y Meléndez 2002).

m emol/l . = 3

M cmol/L - . :
[!I cmol | - | )6 ).t
l[;l[lm cmol/L - |
S.A % - | |
- mg/L - ) -5 |
e my/l - ) =-5( |
Cu e <0 | - | |
In N <2 e I I
Mn my/l = ) -5( |
] mg/L | - |
S my/L - )-5( |

MO
RELAGIONES +
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INETITUTO GEDBRAFICO ABUSTIN CODAZZ
Q SUBDIRECCION DE AGROLOGIA - LABORATORID NACIONAL DE SUELO
|GAL CONSIDERACIONES GENERALEY PARA INTERFRETAR ANALIZIE QUMICDS DE HUELDS
P K o N-Tatal %) | O
PH (K0} DE
APRECIACION | mg kg CLMA CLMA BAZEE (1]
1 Eravm |omaikgt | R0 | weoo | cauno FRID MEDIO CALDO amal {4 K" %
s BAID 4§ a1 ay | az a2 ax Q16 amn 0 %
ExTREMADAMENTEACDD | memo | teew | nzows | zeean | a7-2s | 1zeas 108 | L-1m L0120 n-m 3560
1850 ALTO M TR ED 1 WA a0 0 :-zn ™
MUY FUERTEMENTE ACIDO RELACIONES PORCENTAJE
APRECIACION CLAZIFICACION DE ACUERDD CON SALES Y 50DI0 ‘Tmmma APRECIACION
£1-66 cag | wor | caw |icewgm
LN}
FUERTEMENTE ACIDO CONDUCTIVIDAD | - PORGENTAJE
_— ELECTRICA | 3ATURAZION
lm"“m 14 1 8 1 1000 CLATE 1IN PROGLEMAR EN DENERAL
. s | wrencamewmeE " LIMITANTE PARA CULTVOZ
dbm p SUICEPTIBLER
MEDIAKAMENTE ACIDO 11 NORMAL
K DEFICEENTE B |
TRY; 2.4 INFERIOR LIMITE
LIMITANTE PARA CULTVO
LIGERAMENTE ACIO " i1 A H AN MODERADAMENTE
M « TOLERANTES
18.73 DEFICIENTE B-18 16% u
NEUTRD CONTENIDD ELEMENTOS MENORES* i Kg] " B
OFTIMD LIMITANTE PARA CULTVOR
74.78 o [ un Fe 1-4 Ma ) TOLERANTES
LIGERAMENTE ALCALIND i1 SUPERIOR Natt
see | 38 | tss | wem | mem
7814 198 A Nat2
MEDUANAIENTE ALCHLNO 1 = LI hrtfeetiney
rwta | wown| s | w0 | mesm i
15-80
FUERTEMENTE ALCALIND  |*Extrantables oon DTPA en susios; digectitn himeda en fejldo vegetal
1) [Bora an cuslos | axirastabie an aqus cabsnte ): 0.8 1.0 mg Kg™. AREA DE QUIMICA
EXTREMADAMENTE ALCALING  [Bor an fsdo vegatal: 3980 mg g,

C{Mivel Sty 26 mg Ky MOy 20 mg K NH: 20 mg Kg” 8 dicponibie [Fostato de oskola)

ONCENTRACION NORMAL EN TEJIDO VEGETAL {Handbook of Rsteranos Misthods for Plant Analyclc, TBBE|:

[%): 2,5-45; P [%]: 0,20-8,76; K [%): 1,5-6.8; Ca [%): 1,0-4,0; Mg [%): 0,26-1,8; 3 {%}: 0,26-1,0

(mg Kg"]: 18-200; Cu { mg kgl 30; Fa { mg Kg''): 100-600; Min { mg KqJ: 20-208; Zn [ meg Kg''J: 27-100; Ma [ mg Kg''): 0.10-0.20; €1 { mg Kg''): 109-600
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ANEXO E. Montaje de respirometria

ANEXO F. Espectrofotometro genesys 20
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ANEXO G. Resultados de cinética de crecimiento

Dia 3

Dia 6
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Dia 9

Dia 12
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Dia 15
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