EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DIESEL DE SUELO NO PERTURBADO Y
DISTURBADO DEL PIEDEMONTE LLANERO OBTENIDO DEL INSTITUTO AGRICOLA
GUACAVIA EN EL MUNICIPIO DE CUMARAL (META)

JOSE DAVID SALINAS VERA

QOO

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS
FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL
VILLAVICENCIO
2019



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DIESEL DE SUELO NO PERTURBADO Y
DISTURBADO DEL PIEDEMONTE LLANERO OBTENIDO DEL INSTITUTO AGRICOLA
GUACAVIA EN EL MUNICIPIO DE CUMARAL (META)

JOSE DAVID SALINAS VERA

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de Ingeniero Ambiental

Asesor
MSc. MARIA ALEXANDRA MENDEZ LEAL

Microbidloga Industrial

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS
FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL
VILLAVICENCIO
2019



Autoridades Académicas

P. Juan Ubaldo LOPEZ SALAMANCA, O.P.

Rector General

P. Mauricio Antonio CORTES GALLEGO, O.P.
Vicerrector Académico General

P. José Arturo RESTREPO RESTREPO, O.P.
Rector Sede Villavicencio

P. Rodrigo GARCIA JARA, O.P.

Vicerrector Académico Sede Villavicencio

Mg.JULIETH ANDREA SIERRA TOBON

Secretaria de Division Sede Villavicencio

YESICA NATALIA MOSQUERA BELTRAN
Decana Facultad de Ingenieria Ambiental.



Villavicencio, mayo de 2019

Nota De Aceptacion

YESICA NATALIA MOSQUERA BELTRAN
Decana de Facultad

MARIA ALEXANDRA MENDEZ LEAL
Directora Trabajo de Grado

CESAR AUGUSTO RIVEROS ROMERO

jurado

NUBIA LORENA VALENCIA ZULETA

jurado



A la memoria de aquellos que con su esfuerzo y compromiso consiguieron su suefio buscando su

propio sendero...



Agradecimientos

En la vida nos quedamos cortos en poder expresar todo el agradecimiento y la gratitud hacia

aquellos que nos ayudaron y brindaron un voto de confianza en momentos de crisis.

A mi familia, especialmente mi abuelita quien sin su sabia orientacion, entrega y sacrificio
muchos de los logros aqui presentes no se hubieran cumplido. A la Docente; Maria Alexandra
Méndez directora del presente proyecto, por su dedicacion e infinita paciencia, a la Docente;
Alfonsina Bocanegra GOmez que con su colaboracion aportdé sus conocimientos para el
desarrollo de este documento. Al FODEIN (fondo de investigacion) de la Universidad Santo
Tomaés, sede Villavicencio por la financiacion de este proyecto. A la coordinacion de

Laboratorios y personal por su amplia tolerancia, acompafiamiento y ayuda.



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 7

Tabla de contenido

Pég.
RESUMEIN. ...ttt E e e e et bt e e a et e R e e e et e s b e e s nn e e s n e e e nn e e nnr e 17
AADSTTACT ... bbbttt bbb anes 18
Yoo 0ol o] To ] o SRRSO 19
Lo CAPITULD |ttt 21
1.1. Planteamiento del problema. ..o 21
1.1.1. Formulacion entorno al problema. ..........ccocceiveiiic i 21
1.1.2. DescripCion del ProbIEMAL .........cooiiiiiiiiee e 21
1.2. ODJETIVOS ..ttt b b bbbttt b bbb 23
1.2.1. ODJELIVO GENETAL........ooiicie et 23
1.2.2. ODjetivos BSPECITICOS .....cuviiieeiecie et 23
1.3. JUSEITICACION......eeceecee et e e re e eneas 24
14. N (0. T oL PSS 26
1.4.1. PODBIACION. ...t 26
1.4.2. ESPACIAL ... e e a e 26
1.4.3. TEMPOTAL ... bbbt 26
1.5. HIPOTESIS NUIA....c.ceeee ettt 26
pZ O 1o 11 (1] (o TN 1 OSSR 27
2.1. ANTECEUBNTES. ....evieiiete ettt et et st s bt ettt e e s e et et esbesbesbesbesneereas 27
2.2. 1T ol oI (<o oo USSR 28
2.2.1.  Hidrocarburos derivados del petrOleo. ............cooeiriieiiiiiiicce e 28
2.2.2. DIHBSELL ottt 29
2.2.3. Vertimientos 0 derrames de di€Sel. ... 29
2.2.4.  Piedemonte LIANEIO........ccco ittt nn 30
2.2.5. Piedemonte llanero en el departamento del Meta. ... 30
2.3. MarCO CONCEPLUAL ......veeiieieiieciie ettt e re e saee s 31
2.3.1. CRIUIASAS. ...ttt e 31

2.3.2. CRIUIOSA e 31



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 8

2.3.3. Microorganismos con actividad celulolitiCa. .........cccccvevveieiieii e 31
2.3.4. Institucion Educativa Agricola de Guacavia en Cumaral — Meta. ............ccceeueeee. 33
2.4. IMAICO 1EQAL......eeeee et 33
T OF: o 11101 (o I 1 SRS USROS PRSP 34
3.1. LYoo 0] [0 - USSR 34
3.1.1. Etapas MetodOIOQICAS. ......cc.viveiieiecie e re e 34
3.1.2. MaterialeS Y MELOUOS. ......c.eiuiieiiiiieiee e e 35
4. CAPITUIO V. oottt bbbt 43
4.1. ReSUItAdOS Y ANALISIS ....c.veeviiic e 43
4.1.1. Determinacion de la viabilidad y actividad celulolitica............ccccooeviveiiiieinennne 47
4.1.2. Identificacion de microorganismos CelulolitiCos. ..........coovivrerniineieisrc e 47
4.1.3. Correlacion de reSUAOS. ..........cceiiiiiececeeee e 51
4.14. Correlacion de reSUITAdOS. ..........oiveiiiiiiiiee e 69
Conclusiones Y RECOMENUACIONES ..........ccuveiueiieieeiieeiesee e eeesreesteeee s e e steeaessaesreeeesreenreeneesreennas 75

R B O I G AS ..ttt ettt e e e e e e e nnnnnnnnnn 78



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 9

Lista de Figuras

Pég.

Figura 1. Numero de articulos cientificos publicados por afio en la base de datos Scopus con las

PAIADIAS CIAVE. ... .ot e re e e e e e 27
Figura 2. Estructura quimica de 1a CEIUIOSA. ...........cooiiiiiiiiiie e 31
Figura 3. Sistema aleatorio tiPO ZIg-ZaJ. .......ccerverueriririniseeiee et 35
Figura 4. Guia de procedimiento NTC 4113-4/2017 (1 ha por 1 muestra).........cccccevveveevesnenens 36
Figura 5. Tamizaje a traves de 0,2 MM .....coeiieiiiieieeie ettt ae e e sre e e sne e 36
Figura 6. Contaminacion de Diésel a diferentes CONCENLraCioNES.. ........cocvrvereeererniencrierieerenes 37
Figura 7.Tratamientos contaminados Con DIBSel. ... 37

Figura 8. Ubicacion de los tratamientos contaminados en el laboratorio de Toxicologia

AMDIENTAL . ...ttt bbbttt bbb reenes 37
Figura 9. Muestra en el agitador orbital durante 30 MiN............cccceoviiiiiinenie e 39
Figura 10. Diluciones en Cajas de P, .......c.cceieiiiiiiiiiieieiee e 39
Figura 11. Medicion del didmetro de halo.. .........ccveiveiiiii i 41
Figura 12. Evidencia fotogréafica del resultado obtenido a partir de la tabla Munsell. ................. 45
Figura 13. COCO Gram NEGALIVO. .......cceiiiiiriieieieite ittt ne bbb 49
FIgura 14. COCO-BaCIHIO. .....ccueiuiiiiieiece et 49
Figura 15. Método de siembra por superficie demostrando capacidad celulolitica en Agar CMC
X (014 TSRS SRPRORORN 50
Figura 16. Zona de aclaramiento, cepa N1b2 (a) y la cepa N2b2 (b) en Agar CMC 1%

(7Y T PP 51
Figura 17. Comportamiento de la cepa NOb1 a distintas concentraciones de CMC..................... 52
Figura 18. Comportamiento de la bacteria NOb2 a distintas concentraciones de CMC. .............. 54
Figura 19. Comportamiento de la bacteria NOb3 a distintas concentraciones de CMC................ 55
Figura 20. Comportamiento entre las bacterias de estudio a 6,1 g/kg de Diésel. ............ccccouenee. 55
Figura 21. Comportamiento de la bacteria N1b1 a distintas concentraciones de CMC. .............. 57
Figura 22. Comportamiento de la bacteria N1b2 a distintas concentraciones de CMC. .............. 58

Figura 23. Comportamiento de la bacteria N1b3 a distintas concentraciones de CMC. .............. 59



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 10

Figura 24. Comportamiento entre las bacterias de estudio a 9,8 g/kg de Diésel mes 1................ 60
Figura 25. Grafico comparativo entre cepas, concentracion de CMC y concentracion de Diésel.
....................................................................................................................................................... 61
Figura 26. Comportamiento de la bacteria N2b1 a distintas concentraciones de CMC. .............. 62
Figura 27. Comportamiento de la bacteria N2b2 a distintas concentraciones de CMC. .............. 63
Figura 28. Comportamiento de la bacteria N2b3 a distintas concentraciones de CMC. .............. 65
Figura 29. Comportamiento entre las bacterias de estudio a 9,8 g/kg de Diésel enel mes2....... 65
Figura 30. Comportamiento de los microorganismos luego de un periodo de un mes. Serie 1. Mes
1y Serie 4. mes 2. i. REPresenta N de SEIIE. ....ccveiiiieiieie e et 66
Figura 31. Cepa de hongo filamentoso ASPErgillus SP. ......ccvveiveieiieiieie e 67
Figura 32. Zona de aclaramiento, cepa NOh1 en Agar CMC 1% (P/V).. «ocooovieeieieieiencieseie 68
Figura 33. Zona de aclaramiento, cepa N1h2 en Agar CMC 1% (P/V). .cccvoviiviieieieiinciisieie 68
Figura 34. Zona de aclaramiento, cepa N2h3 en Agar CMC 1% (P/V).. c.ccoveeveveiieiieiciiesieeieas 68
Figura 35. Actividad celulolitica de la cepa NONL...........cccccoeeiiiiiiiicie e 70
Figura 36. Actividad celulolitica de la cepa NON2............cccovoiiiiiieice s 71
Figura 37. Actividad celulolitica de la cepa NON3...........cccooiiiiiiiiiiee s 72
Figura 38. Comportamiento de las cepas de HONQOS..........ccvveiiiieiieiice e 73
Figura 39. Extrapolacion de los resultados de las cepas que presentaron mayor potencial

(or=) (0] (o] L1 [o{c TUUUTTTRRR RO TR OO RO OO URURR RO 74



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 11

Lista de Tablas

Pég.
Tabla 1. Distribucion MetodOIOQICA. ........ccveiuieieiieie et 34
Tabla 2. Tratamientos de CONIOL. .......cciiiiiiiiieiee b 36
Tabla 3. Pardmetros fisicos procesado en el laboratorio de SUelos .........cccecvevevevene i, 38
Tabla 4. Pardmetro obtenido por el laboratorio de Tecno Ambiental S A.S. ......ccoeivvviviveienne. 38
Tabla 5. Reactivos del medio de cultivo CMC (P/V). c..oceoiieiiieceee e 40
Tabla 6. POrcentaje tEXIUNAL. .........cccveiiiiieiie e 43
Tabla 7. Resultados fiSiCOS Preliminares. ..........ccoeoeiiireiniie e 44
Tabla 8. Resultados fisicos del terreno de donde se extrajo la Muestra. ........c.ccoceeeveverereenenns 44
Tabla 9. Datos obtenidos de 10s resultados de AQroSaVvia............cccveveieeieeresiieseese s 46
Tabla 10. Datos obtenidos del laboratorio de Tecno Ambiental S A.S.. ....ccoviviiieiiieiiie 47
Tabla 11. Nimero de colonias de bacterias presentes en l0s tratamientos ..........c.ccccecevereiinennns 47
Tabla 12. Tabla de decodificacion de las cepas seleccionadas. ...........cccoovveveerienninieneneienenens 48
Tabla 13. Caracterizacion macro y microscépica de las cepas bacterianas aisladas .................... 49
Tabla 14. Actividad celulolitica cualitativa de las cepas bacterias aisladas en agar CMC 1%
(72T TR R SRS 50
Tabla 15. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°1 (NOb1)........cccccevvrvecunns. 52
Tabla 16. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°2 (NOD2)...........cccoovevrennne. 53
Tabla 17. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°3 (NOD3).........ccccoveveureenne. 54

Tabla 18. Indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°4 (N1b1) en relacion al
tratamiento Diésel 9,8285 g/kg para el mes 1 potencial celulolitico por duplicado (A y B)........ 56
Tabla 19. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°5 (N1b2) en relacion al
tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del mes 1 para el potencial celulolitico por duplicado (A y B).. 57
Tabla 20. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°6 (N1b3) en relacion al
tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del mes 1 para el potencial celulolitico por duplicado (A y B).. 58
Tabla 21. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°7 (N2b1) en relacion al

tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del mes 2, para el potencial celulolitico por duplicado (A y B). 61



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 12

Tabla 22. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°8 (N2b2) en relacion al
tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del mes 2, para el potencial celulolitico por duplicado (A y B). 63
Tabla 23. indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°9 (N2b3) en relacion al
tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del mes 2, para el potencial celulolitico por duplicado (A y B). 64
Tabla 24. Actividad celulolitica cualitativa de las cepas de hongos filamentosas aisladas en agar
CMC 1% (P/V) Y COUITICACION. ...ttt nae e nnas 67
Tabla 25. indice de correlacion de Pearson de la cepa de hongo n°1 en relacion al tratamiento
Diésel 2.4571 g/kg, para el potencial CEIUIONILICO. ..........corriiiiiiirec s 69
Tabla 26. indice de correlacion de Pearson de la cepa de hongo n°2 en relacion al tratamiento
Diésel 9,8285 g/kg, para el potencial CelUIONTICO. ........ccccviiieiiiiiicecc e 71
Tabla 27. indice de correlacion de Pearson de la cepa de hongo n°3 en relacion al tratamiento
Diésel 9,8285 g/kg, para el potencial CEIUIONILICO. .......c..coreiiiiiciiece s 72



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 13

Lista de Anexos

Pég.
Anexo 1. Limites entre Villavicencio y Cumaral. ..........cccccoveiiiiiiie s 88
Anexo 2. Ubicacion del Instituto Educativo Agricola de Guacavia dentro de la frontera........ 89
Anexo 3. Ficha técnica de la vigilancia tecnolOgica. ...........ccoceoviiriiiinenie e 90
Anexo 4. Noticias de incidentes de Vertimiento. .........ccocerieiiiieniienine e 91
Anexo 5. Precipitacion en zonas del Piedemonte LIaNero. .........ccccccvveiveveiece e 92
Anexo 6. Histograma de precipitacion de la estacion APTO VANGUARDIA............cccceenee. 93
Anexo 7. Instituto Agricola Guacavia en el Municipio de Cumaral (Meta). .........c..ccocerveenene. 94
Anexo 8. Cercania del Instituto Agricola GUA ..........ccoeieiiiiiriiiieeese s 95
ANEXO 9. ANEXO NOIMALIVO. .. .eviiiiiiieiieiieieie ettt bbb e ettt be e sbenbeereenes 96
Anexo 10. Parametros, métodos y unidades de 10s datos qUIMICOS. .........ccceveveereiiieieesieennnn, 98
Anexo 11. Datos obtenidos de los pardmetros quimicos por el laboratorio de suelos de
AAGEOSAVIB. ...ttt b et bbb bt h bbb R R bRttt bbb 99
Anexo 12. Tabla de las cepas de hongos encontradas. ............cccvevveveeieeiieseece e 100

Anexo 13. Tabla de 1as cepas BaCLErianas. ............ccueiveiueeiieiieie et 101



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 14

10.

Glosario

Agar: Agar o Agar-agar es un compuesto de polisacéarido con galactosa, un aztcar simple;
del cual se obtiene a partir de agregado de ciertas algas (Pérez, et al, 2015).

Aislar: Separar un elemento quimico, un microorganismo u otra cosa de manera que se
pueda analizar por separado (Pérez, et al, 2011).

Bioguimicas: Es la encargada del estudio de las sustancias que se encuentran presentes en
los organismos vivos y de las reacciones quimicas fundamentales para los procesos vitales,
algunos como son, las proteinas, los lipidos, los carbohidratos y los acidos (Pérez, et al,
2009).

Carboximetilcelulosa: EI (CMC) o Carboximetilcelulosa, es un compuesto soluble en
agua derivado del éter de celulosa, importante la aplicacion en diversos usos en la industria.
Se produce por modificacion quimica de la celulosa (Teran, et al, 2008).

Celulasas: Uno de los compuestos organicos méas abundante en la tierra, y por tanto el
carbohidrato mas abundante. Debido a que el componente primario en la mayoria de las
paredes celulares de las plantas superiores (Psychiatric Association, 2017).

Celulosa: “Polisacarido natural de alto grado, de formula empirica (C6 H10 O5) n,
formado por una cadena abierta de moléculas de celobiosa (-d glucopiranésido 1,4 - d
glucopirasona)” (NTC 417, 1970).

Cepa: Cultivo puro de un clon o raza de una especie debidamente identificado y
caracterizado, utilizado para iniciar procesos de multiplicacién masiva y como material de
referencia (ICA, 2011).

Colonia: “Acumulacion visible localizada de masa microbiana, desarrollada sobre o dentro
de un medio nutritivo solido a partir de una particula viable” (NTC 5698-1, 2009).
Cultivo mixto: Cultivo microbiolégico que comprende mas de un tipo de genero
microbiano (Romero, et al; 2016).

Cultivo puro: Obtener colonias aisladas, que provienen de una sola célula (son clones) en
un cultivo (Luna, F. J. (2012).


https://definicion.de/azucar/
https://definicion.de/proceso
https://definicion.de/acido/
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Dilucion: Disminucidn de la concentracion de los compuestos contaminantes presentes en
el gas de escape de un vehiculo automotor debido a un aumento excesivo en la
concentracion de oxigeno presente en la muestra analizada (NTC 4983; 2012).

Halo: Zona de aclaramiento alrededor de la colonia (Florencia, 2009).

Hidrocarburo: Es el compuesto bioquimico formados Unicamente por carbono e
hidrogeno en su molécula (Pérez, 2011).

In6culo: Volumen conocido o no de células microbianas que permite obtener colonias
aisladas (Brock, et al; 2018).

Impacto ambiental: “Cualquier alteracion en el sistema ambiental biotico, abidtico y
socioecondmico, que sea adverso o beneficioso, total o parcial, que pueda ser atribuido al
desarrollo del proyecto, obra o actividad” (Uribe, 2011).

Metabolismo: Resultado conjunto de las reacciones catabdlicas y anabdlicas que se
producen en la célula. (OpenStax Biologia; 1999)

Microorganismo: Son los seres mas primitivos y numerosos que existen en la Tierra,
colonizan todo ambiente: suelo, agua y aire, participando de forma vital en los ecosistemas
y estan en interaccion continua con las plantas, los animales y el hombre (Torres, 2011)
Oxisol: Suelos muy evolucionados, tipicos de ambientes tropicales. Casi no tienen
minerales diferentes al cuarzo en su fraccién gruesa y en la fraccion arcilla predominan los
Oxidos de Fe y de Al; son acidos y se identifican por la terminacion OX (Jaramillo, 2002).
Ultisoles: “Suelos muy evolucionados que presentan un horizonte que ha acumulado arcilla
que se ha movilizado desde las partes mas superficiales del suelo. Las arcillas acumuladas
son de baja calidad por lo que el suelo es acido y poco fértil” (Jaramillo, 2002).
Inceptisoles: “Son suelos que no cumplen los requisitos para ubicarse en alguno de los
6rdendes anteriores pero que presentan evidencias de evolucién incipiente que los ha
llevado a desarrollar varios horizontes con escructura de suelo” (Jaramillo, 2002).
Piedemonte Llanero: También denominada Llanos Orientales de Colombia, una extensa
sabana que llega hasta el rio Orinoco por el oriente y se extiende en sentido norte-sur desde
el rio Arauca hasta el rio Guaviare; en la cual se pueden identificar los paisajes de
piedemonte, ubicados en la base de la vertiente oriental de la cordillera Oriental (Cortes, et
al, 2018).
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22.

23.

24,

25.

26.

27.

Potencia enzimatica: Efectividad en los procesos de direccion de la variabilidad de las
reacciones quimicas; en la que ocurren las acciones necesarias que dan lugar a todo ser
vivo (Ferreras Gémez, 1994).

Rojo congd: O también denominada sal de &cido naftilensulfonico 3,3"-(4,4"-bifenilenbis
(azo) bis (4amino) disodico, es un colorante diazo-anionico, el cual es preparado por una
tetradiazotacion con bencidina y &cido naftilsulfonico (Martines, 2012).

Suelo: Es un sistema abierto, con intercambio continuo de materia y energia, con
ecodependencia energética con el ambiente y los mecanismos autorreguladores que
conducen a establecer un orden a través de las fluctuaciones (Bonnet, 1968).

Tincion de Gram: Tincion diferencial, permite la descripcion de la morfologia de la
bacteria y la clasificacion en dos grupos dependiendo de si retienen o no la tintura violeta
cristal (Gram+) en las condiciones de ensayo. (Pérez, et al, 2014)

UFC g-1 de suelo: Unidades Formadoras de Colonia, cada colonia desarrollada en un
medio de cultivo solido (agar, principalmente), proveniente de la siembra en el de un
extracto de suelo con una determinada dilucién (Camacho, 2009).

Xenobidtico: Toda sustancia ajena que produce algun tipo de alteracion en el medio
produciendo una composicién o metabolismo de los organismos vivos. El cual esta
relacionado con toxico y contaminate ambiental, ya que pueden ser contaminantes toxicos
(Universidad de Alcalg, 2018).
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Resumen

El estudio presenta la viabilidad y capacidad de bacterias y hongos endémicos en el
mantenimiento de la capacidad de producir enzimas células, uno de los roles primordiales del
ciclaje de los nutrientes y la productividad ecosistémica en suelos, ante el vertimiento accidental
o incidental de combustibles derivados del petréleo como el diésel.

La investigacion, hace parte del macroproyecto denominado “Comportamiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas en suelos de vocacion agricola artificialmente
contaminados con Gasolina y Diésel en el piedemonte Ilanero del Municipio de Cumaral
(Meta)”, el cual busca responder al segundo objetivo “Evaluar la densidad microbiana de
bacterias y hongos asociados a los grupos funcionales de microorganismos del suelo en los ciclos
biogeoquimicos de nitrégeno, fésforo y carbono, en un ensayo experimental ex situ con dos tipos
de contaminantes (gasolina y diésel)”, informando exclusivamente los comportamientos de
microorganismos celuloliticos en tratamientos con diésel, para lo cual, se simuld un vertimiento
del combustible en condiciones controladas, empleando suelo del piedemonte llanero, obtenido
de la Institucion Educativa Agricola de Guacavia (I.E.A.G.) (Cumaral-Meta) y procesado para
aislar y analizar el potencial celulolitico de bacterias y hongos endémicos, en los laboratorios de
Microbiologia y Biologia, Suelos y Biotecnologia y Toxicologia de la Universidad Santo Tomas
Sede Villavicencio (Meta); la metodologia planteada se desarrollé en cuatro meses, se emplearon
tratamientos conteniendo 7 kg de suelos, se contaminaron artificialmente, por triplicado, con las
concentraciones de diésel 0 g/kg, 2,5 g/kg, 6,1 g/kg y 9,8 g/kg, donde la preseleccionaron las
cepas con actividad celulolitica empleando rojo congo; obteniendo que del 33% de las cepas de
hongos filamentosos con la propiedad, tan solo el 23,1%, cepas NOh1, N1h2 y N2h3, demostraron
mayor capacidad de hidrolisis, se identificaron como Aspergillus sp. Del 67% de las cepas
bacterianas encontradas, solo el 11,3% presento una mayor capacidad celulolitica, siendo
identificadas en su mayoria como Pseudomonas sp. y Bacillus sp.; a continuacion, mediante el
indice de Pearson que las cepas NOb1 y N2b2 poseen el mayor potencial celulolitico, siendo de
interés para ser empleadas en procesos de recuperacion de suelos impactados con vertimientos de
diésel.

Palabras clave: Celuloliticos, suelo piedemonte, diésel, bacterias y hongos.
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Abstract

The study presents the viability and capacity of bacteria and fungi in the maintenance of the
ability to produce enzymes of cells, one of the primary roles of the service cycle and productivity
in soil systems, before accidental spillage or incidental petroleum-based fuels such as diesel.

The research is part of the macroproject called "Behavior of the physical, chemical and
microbiological characteristics in soils of agricultural vocation artificially contaminated with
Gasoline and Diesel in the foothills of the municipality of Cumaral (Meta)", which seeks to

respond to the second objective " To evaluate the microbial density of bacteria and fungi
associated to the functional groups of soil microorganisms in the biogeochemical cycles of
nitrogen, phosphorus and carbon, in an ex situ experimental test with two types of pollutants
(gasoline and diesel), "reporting exclusively the behaviors of cellulolytic microorganisms in
reactors with diesel, for which, simulated a dumping of the fuel under controlled conditions, using
soil from the piedmont piedmont, obtained from the Agricultural Educational Institution of
Guacavia (IEAG) (Cumaral-Meta) and processed to isolate and analyze the cellulolytic potential
of bacteria and ho endemic ngos, in the laboratories of Microbiology and Biology, Soils and
Biotechnology and Toxicology of the Santo Tomas University Villavicencio Headquarters
(Meta); the proposed methodology was developed in four months, reactors containing 7 kg of soil
were used, they were artificially contaminated, in triplicate, with the concentrations of diesel 0 g
/ kg, 25 g/ kg, 6.1 g/ kg and 9, 8 g/ kg, then a preselection of the strains with cellulolytic
activity using Congo red was carried out; obtaining that of 33% of the strains of filamentous fungi
with the property, only 23.1%, strains NOh1, N1h2 and N2h3, showed a greater hydrolysis
capacity, they were identified as Aspergillus sp. Of 67% of the bacterial strains found, only 11.3%
had a greater cellulolytic capacity, being identified mostly as Pseudomonas sp. and Bacillus sp ;
then, it was determined by the Pearson index that strains NObl and N2b2 have the highest
cellulolytic potential, being of interest to be used in recovery processes of soils impacted with
diesel discharges.

Key words: Cellulolytics, piedmont plains soil, diesel, bacterium and fungus
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Introduccion

El sector agricola, representa econdémicamente importancia a nivel mundial; segun las
estimaciones de crecimiento poblacional, la produccién agricola tendra un incremento del 60%
hasta el 2050 para poder satisfacer la demanda global proyectada de alimentos, fibras y
combustibles (EI Economista, 2017; FAO, 1955). Tan solo en Colombia, este grupo representa el
segundo generador de empleo después de la fraccidn de servicios sociales, comunales, y personales;
del cual se origina el 14% del producto interno bruto (Pedraza Zapata, 2014). El departamento del
Meta posee un uso de suelo agricola del 4,423,365 ha, equivalente al 51,7% de su territorio; gran
parte de los agroecosistemas se hallan localizados cerca de la infraestructura vial y de transporte
(Madr-Sipra, 2018).

La cercania de cultivos a la malla vial del departamento, vinculada con el uso operativo de
maquinaria agricola y la dependencia al uso de combustibles de origen f6sil, incrementa el riesgo
latente a vertimientos de crudo de petrdleo o sus derivados, impactando de manera negativa al
entorno ecologico provocando un desequilibrio en el entorno bidtico y abiotico (Velasquez, 2017;

Gbémez Romero, et al, 2008).

Los efectos biolégicos y ambientales —alteracion de flora, fauna y microbiota- que se presentan
luego de un derrame de Diésel u otros derivados de los hidrocarburos sobre el suelo, son causados
por las propiedades intrinsecas del compuesto quimico; tales como sus elevados rangos en el
numero de atomos de carbono, los cuales resultan toxicos para el entorno. Dichos derrames se ven
influenciadas por caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo y por las condiciones

climatolégicas del entorno (Fernandez, 2015).

Entre los materiales que forman los suelos del piedemonte llanero, se ubican los entisoles,
inceptisoles, molisoles, ultisoles, los cuales se caracterizan por tener un plano inclinado con una
pendiente 1-7 %, un microrelieve ondulado, textura variada de gruesa a finas, muy fuertemente

acidos, fertilidad baja, toxicidad por aluminio encuentran con un relieve de Abanicos antiguos y
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una litologia de sedimentos mixtos aluviales que recubren depoésitos de cantos y grava bastantes
alterados (IGAC, 2018).

El departamento del Meta; cuya temperatura promedio oscila entre los 26 °C, pH (<4,5),
saturacion alta de aluminio (>70%), baja saturacion de bases (<25%); predominancia de cuarzo,
caolinita (arcilla), provenientes de sedimentos del pleistoceno reciente al Holoceno; baja
disponibilidad de fésforo (1 ppm), potasio, calcio y magnesio, y elementos menores, con excepcion
del hierro y baja concentracion de carbono organico, con una precipitacion anual de 2700 mm,

humedad relativa promedio del 85% (Rincon, et al, 2010).

Con respecto a la microbiota, en los oxisoles se han identificado hongos del genero Aspergillus
sp., Cladosporium sp., Penicillium sp, Actinomucor sp, Streptomyces sp., Trichoderma sp. y
bacterias del genero Pseudomonas sp, Arthrobacter sp, Agrobacterium sp, Alcaligenes sp,
Azotobacter sp., Mycobacterium sp. Flavobacter sp., Cellulomonas sp., Micrococcus sp.; aunque
especificamente de los suelos en el piedemonte Ilanero, la informacidn correspondiente a recuentos,
identificacion y funcionalidad de la microbiota nativa son escasos (Beltran, 2015), generando
incertidumbre en los analisis de estudios con respecto al comportamiento de éstos ante un eventual

derrame de hidrocarburos derivados del petréleo, como el diésel.

Por tanto, el presente estudio, se encuentra en el marco del segundo objetivo “Evaluar la
densidad microbiana de bacterias y hongos asociados a los grupos funcionales de microorganismos
de suelos en los ciclos biogeoquimicos de nitrogeno, fosforo y carbono, en un ensayo
experimental”, del macroproyecto “Comportamiento de las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbioldgicas en suelos de vocacién agricola artificialmente contaminados con Gasolina y
Diésel en el piedemonte Ilanero del Municipio de Cumaral (Meta)”; buscando determinar la
importante actividad en el ciclo del carbono, como es la capacidad para degradar uno de los
compuestos mas complejos y abundantes de la naturaleza, la celulosa; mediante el anélisis del
potencial para hidrolizar diferentes concentraciones de carboximetilcelulosa por parte de bacterias

y hongos nativos aislados del suelo del piedemonte llanero artificialmente contaminado con diésel.
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1. Capitulo 1

1.1.  Planteamiento del problema.

1.1.1. Formulacion entorno al problema.

Determinar la actividad y potencial celulolitico de bacterias y hongos identificados en un suelo
no perturbado con hidrocarburos y disturbado con vocacion agricola, extraido de predios de la
Institucion Educativa Agricola de Guacavia en el municipio de Cumaral (Meta) contaminado
experimentalmente con diésel en concentraciones (2,5 g/kg, 6,1 g/kg y 9,8 g/kg), en un periodo
de 4 meses.

1.1.2. Descripcion del problema.

El departamento del Meta actualmente es el principal productor de petréleo en el pais. Segln
el Departamento Nacional de Estadistica (DANE), contribuy6 de un modo significativo a la tasa
de crecimiento anual del producto interno bruto (PIB) del pais; con una variacion porcentual del
20,7% al 27,7% (ICER, 2016). Asi mismo, Los volimenes de hidrocarburo que son extraidos
cada afio son movilizados a través de carro-tanques por la malla vial del departamento,
incrementando el riesgo latente de derrames de hidrocarburos o derivados que causen alteraciones

a las comunidades aledafias y al medio biotico que la compone. (Cipiran, et al; 2015).

El transporte de carga es una actividad importante y responsable del crecimiento de la
economia del pais, tan solo en el 2013 aport6 el 3,1 % del PIB; presentando un aumento en el
segundo trimestre del 2014 en 14,7 % respecto al mismo periodo de 2013 (Camara de comercio
de Bogota, 2017). Segun la Agencia Nacional de Seguridad Vial (ANSV) para el 2016 en
Colombia se registraron 534 accidentes diarios (ANSV, 2016); segun Martinez, et al (2011), los
derrames de crudo de petréleo y derivados ocuparon los primeros lugares en el pais; por tanto, es

primordial que se realicen estudios que permitan obtener informacidn base en una de las regiones



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 22

ambientalmente mas sensible de Colombia (los Ilanos orientales), de acuerdo con lo expuesto por

la politica ambiental para la proteccion de los recursos ecosistémicos.

Debido al aumento del empleo de combustibles y productos derivados de hidrocarburos de
petrdleo, la contaminacidon ha sido de igual manera, significativa (Benavides, 2006). Los elevados
niveles de carbonos presentes en los hidrocarburos, como el diésel (gaséleo) con rangos entre 10
a 25 atomos carbono, con mixturas complejas de alcanos ciclicos, normales y ramificados,
compuestos aromaticos (1,3 butadieno, benceno, aldehidos y cetonas), particulas (constituidas
de hidrocarburos aromaticos policiclicos , sulfatos y trazas de elementos), ocasionan alteraciones
en flora, fauna y biota, debido a que la matriz suelos presenta variabilidad en la absorcion de los
contaminantes; aunado a esto, las distintas variables climéticas y caracteristicas del terreno,
ocasionando cambios en la actividad quimica, biodisponibilidad y toxicidad de los xenobiéticos.
(Pastor, 1930; Calao, 2007).

El desequilibrio en la matriz ocasionado por el aumento de carbonos, perturba el balance
natural de nutrientes en el sistema, en algunos casos reduciendo o deteniendo el crecimiento de
bacterias y hongos o incrementando la actividad de algunos y eliminando a otros, por tanto, se
han realizado estudios para dilucidar el destino de microorganismos (como agentes primarios de
degradacidn) y xenobiéticos, denominado biorremediacién. (Martinez, et al, 2001, Cando, 2011,
Martinez, et al, 2018).

Las técnicas bioldgicas para la recuperacion de sitios contaminados, se desarrollaron hace un
par de décadas, sobre todo a escala piloto, aunque en los ultimos afios han incrementado su uso a
escala comercial, tanto en el caso de suelos contaminados como en el caso de aguas o efluentes
(Martinez, et al, 1980).

Debido a la elevada importancia; de dilucidar la presencia y comportamiento de
microorganimos celuloliticos o con caracteristicas enzimaticas capaces de degradar una de las
estructuras quimicas de mayor complejidad y abundante de la naturaleza, como la celulosa
(Davila, 2006), es primordial estudiar la relacidon que existe entre la actividad microbioldgica, las

caracteristicas fisicoquimicas del suelo y las distintas concentraciones de Diésel en un terreno
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con vocacioén agricola, para establecer los cambios en el potencial enzimatico, se planted la

siguiente pregunta de investigacion:

¢Como varian las correlaciones entre los distintas concentraciones de Diésel y la presencia de
bacterias y hongos con actividad celulolitica, para determinar el potencial enzimatico, en suelos
de vocacion agricola extraido de predios de la Institucion Educativa Agricola de Guacavia, en un

periodo de cuatro meses?

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

O.G. Caracterizar el potencial celulolitico por bacterias y hongos a diferentes concentraciones
de diésel de un suelo disturbado tomado de predios de la Institucion Educativa Agricola de

Guacavia.

1.2.2.  Objetivos especificos

O.E.1. Identificar bacterias y hongos con actividad celulolitica a partir de una muestra de suelo
contaminado con Diésel a diferentes concentraciones (2,5 g/kg, 6,1 g/kg y 9,8 g/kg) de suelo

extraido de la Institucion Educativa Agricola de Guacavia.

O.E.2. Determinar la viabilidad mediante la actividad celulolitica de las bacterias y hongos

aislados de un tratamiento experimental utilizando Diésel, a una concentracion de (2,5 g/kg, 6,1
a/kg y 9,8 g/kg).

0O.E.3. Correlacionar los resultados obtenidos para determinar el potencial celulolitico de

suelos del piedemonte llanero contaminados con diésel.
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1.3. Justificacion

El suelo del piedemonte Ilanero posee una extension de 653197,138157 ha, en la que se
compone el departamento del Meta con un area 8548140,14847 ha, de la cual se presenta una
extension de la frontera agricola nacional de 4,423,365 ha, que equivale al 51,7% de su territorio,
siendo los cultivos de arroz, pifia, cacao, palma de aceite, pastizales y demas; sufriendo grandes

presiones por ser intervenidos por asentamientos urbanos y rurales (MADR-UPRA, 2018).

Segun Hugan, et al. (2005), el suelo es el organizador central de los ecosistemas terrestres en
el cual los minerales, la materia organica y microorganismos son sus principales componentes
solidos, y no son entidades separadas sino que interactlan entre ellos controlando reacciones
biogeoquimicas como la formacion de déxidos metalicos, la catalizacién de la formacion de
sustancias humicas, la estabilidad y actividad enzimaticas, la transformacion de minerales, los

ciclos del Carbono, Nitrogeno, Fosforo y Azufre y la transformacién y destino de contaminantes.

Los derrames por hidrocarburos del petroleo y sus derivados, son ocasionados por accidentes
e incidentes en el transporte en Colombia por via terrestre, las consecuencias, debido a la variada
composicion quimica de los hidrocarburos de petréleo (compuestos saturados, hidrocarburos
aromaticos, hidrocarburos asfaltenos y resinas), pueden ser de dificil degradacion y facilmente
acumulables en el ambiente durante afios; uno de los més afectados es el recurso suelo, ya que
causan cambios drasticos en las caracteristicas naturales generando un sin nimero de

desequilibrios.

Siendo los microorganismos, capaces de fijar méas del 95 % del nitrégeno y del azufre y
solubilizando entre 20 y 90 % del fosforo en suelo, son actores clave en la nutriciéon vegetal
(Haider, 2002), es decir, la microbiota rizosférica, aporta en la germinacion de las semillas,
inducen a un mayor crecimiento de las plantas y floracién, mejoran la calidad de los suelos y
reducen la dependencia a fertilizantes minerales (Jaramillo, 2002). Por tanto, aportan a la
produccion de alimentos, acidos organicos, azucares fermentables, etanol, bebidas, textiles,
detergentes, papel, pulpa y tintas de papel (R. V. C., 2015), participando, ademas, en la
transformacion de materiales celuloliticos a etanol y acidos organicos en detergentes. (Kuhad, et
al 2011) (Schwarz, 2002) (Duhalt, 2006).
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Es decir, para mejorar la calidad del suelo y la disponibilidad de los nutrientes, lo
microorganismos celuloliticos son capaces de dificiles degradaciones, como la que logran a partir
de celulosa, hemicelulosa y lignina, consiguiendo mineralizar estos compuestos e incluyendo los

mismos en los ciclos biogeoquimicos del suelo (Arrom, et al; 2018).

Entre los grupos microbianos, los hongos forman un papel fundamental puesto que son los
organismos responsables de transformar alrededor del 80% de la celulosa que se produce y ésta
es la mayor reserva de carbono en el mundo y el polisacarido mas abundante en la naturaleza
(Pontdn, 2008). Ademas, la microbiota en el suelo es muy numerosa (entre 108 y 10° células. g
! de suelo) y mas pequefios (0.2 a 2 um de diametro y 1 a 10 um de largo) (Sylvia, et al., 2005).
Entre estas, se encuentran las bacterias celuloliticas: Bacillus sp., Clostridium sp., Streptomyces
y hongos como Sclerotium sp., Aspergillus sp., Achlya sp., Rhizopus sp. y Penicillum sp. (Gaitan
& Pérez, 2007), (Cerda, 2016).

Si bien la importancia de los microorganismos celuloliticos es alta para el desarrollo de la
produccion de la vida en el planeta, son pocos los estudios experimentales o informacién al
publico disponible que se tiene de éstos en suelos del Piedemonte Llanero del departamento del
Meta, mas aun cuando tales suelos han sufrido vertimientos de hidrocarburos derivados del

petroleo, como el diésel.

Ademas, como parte del plan de desarrollo actual del gobierno, el centro de Investigacion y
Estudios de Biodiversidad y Recursos Genéticos (CIEBREG) del instituto Alexander Von
Humboldt, busca “caracterizar, evaluar y monitorear la biodiversidad en paisajes naturales
asociada a sistemas productivos para el mantenimiento de la funcionalidad ecolédgica”

(Rodriguez, 2007).

De tal manera, se plantea el disefio experimental de un aislamiento e identificacion de especies
de microorganismos (bacterias y hongos) degradadores de celulosa, a partir de suelo no
perturbado con hidrocarburos de vocacién agricola y disturbado de la Institucion Educativa
Agricola de Guacavia del municipio de Cumaral - Meta, contaminado artificialmente con Diésel

a distintas concentraciones.
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1.4. Alcance

1.4.1. Poblacion

Los actores beneficiados por el proyecto son las instituciones gubernamentales, entidades
territoriales usuarios individuales y la academia, Organizaciones publicas y privadas,
Corporaciones Autonomas Regionales (CAR’s) y la Institucién Educativa Agricola de Guacavia,
siendo, ademas, un insumo para el proyecto “Comportamiento de las caracteristicas fisicas,
quimicas y microbioldgicas en suelos de vocacion agricola artificialmente contaminados con
Gasolina y Diésel en el piedemonte llanero de/ Municipio de Cumaral (Meta)”’, con Fondo de

Investigacion Interna de la Universidad Santo Tomas sede Villavicencio.
1.4.2. Espacial
El area donde se ubico el sitio de muestreo correspondi6 a predios de la Institucion Educativa
Agricola de Guacavia en el municipio de Cumaral — Meta (Anexo 1); el cual se encuentra dentro
de los suelos catalogado como frontera Agricola nacional (Anexo 2).
1.43. Temporal
El presente trabajo se desarroll6 en un periodo de 4 meses, donde se realizaron analisis del
suelo obtenido de predios de la Institucién Educativa Agricola de Guacavia obtenido como
resultado el potencial celulolitico de bacterias y hongos a diferentes concentraciones de Diésel.

1.5. Hipotesis nula

“En un suelo con vocacién agricola existen bacterias y hongos con actividad celulolitica las

cuales reducen su actividad enzimatica entre mayor sea la concentracion de diésel en el area.”
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2. Capitulo 11

2.1. Antecedentes.

Con el propdsito de determinar la tendencia en las publicaciones de articulos acerca del
potencial biodegradador de bacterias y hongos celuloliticos aislados en suelos contaminados por
diésel en el piedemonte Ilanero, se realizo la vigilancia tecnoldgica (Anexo 3). Con base en la

busqueda de indicadores cienciométricos de la produccion cientifica acerca de (“biodegradable

99 ¢¢ 199 ¢

cellulolytic fungi” “soil” “diesel”), obtenidos de la base de

1” (13

potential” “cellulolytic bacteria
datos de Scopus (Elsevier, b.v. 2019), Scientist Direct. A partir del comando de bdsqueda
(palabras clave) empleado para la realizacion de la vigilancia tecnoldgica, se obtuvo como
resultado un registro de 24 articulos cientificos publicados a nivel mundial correspondientes a las

palabras de busqueda.

En la figura 1, se presenta la dindmica cientifica de la produccion de articulos relacionados
con el tema de estudio durante el primer periodo de 1997 al 2019, utilizando los 5 descriptores.
En esta se puede apreciar que la maxima cantidad alcanzada en publicaciones fue en el periodo
2009, donde se publicaron 5 articulos, En lo que ha transcurrido del 2019, se tiene registro de una
publicacion (articulos).

Dinamica Cientifica

Documentos
OFRPNWPAAOOIO

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019
Afo

Figura 1. Cantidad de articulos cientificos publicados por afio en la base de datos Scopus con las palabras clave.
Adaptado de “Scopus”, por Salinas J, 2019.

Posteriormente, se presenta un ranking de los 10 principales paises con mayor nimero de

publicaciones o articulos cientificos divulgados en torno al comando de busqueda; Estados
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Unidos (3), Bélgica (2), Alemania (2), Nigeria (2), Polonia (2), Federacion Rusa (2), Corea del
Sur (2), Taiwéan (2), Canada (2) y Brasil (2).

En Colombia no se presenta ningun tipo de aporte cientifico en relacion a las cinco palabras
utilizadas como método de busqueda; de alli la importancia del presente proyecto, buscando
aportar informacion base, acerca del potencial biodegradador de bacterias y hongos celuloliticos
aislados en suelos no perturbado y disturbados con hidrocarburos del piedemonte llanero

contaminados artificialmente a distintas concentraciones de diésel.

2.2.  Marco tedrico

2.2.1.  Hidrocarburos derivados del petroleo.

La refinacion de petrdleo es un eslabon Unico y fundamental de la cadena de suministro de
petrdleo, (extraccion del petréleo crudo a la superficie, transferencia desde el yacimiento
petrolifero a los depositos y luego a las refinerias, traslado de los productos refinados desde las
refinerias a las terminales de despacho e instalaciones de productos de consumo final, etc.) (ICCT,
2011).

Los productos derivados de la destilacion y refinacion de crudo de petréleo, tales como:
Gasolina, diésel, nafta, gas licuado de petréleo (GLP), queroseno y demas. Son obtenidos a través
de la torre de refinacion mediante una serie de puntos de fusion determinados por la cantidad de
carbono; los mas ligeros como la nafta se evaporan a menor temperatura (70°c); en cambio,
combustibles como el diésel se evapora a una temperatura entre los 200°c y 360°c. (CONUEE, et
al; 1983).

Entre los subproductos mencionados, los combustibles para transporte son los de mayor valor,
mientras que los aceites combustibles y el asfalto son menores. La mayoria de las centrales de
refinacion actuales, estan disefiadas para maximizar la produccion de destilado (combustible
diésel y pesado), debido a que se ha registrado un crecimiento acelerado de la demanda de estos

productos en la mayoria de las regiones del mundo (ICCT, 2011).
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2.2.2. Diésel.

Ecopetrol present6 ventas de combustibles refinados del orden de 2.906 millones de galones
por afio, en cifras del 2008, de las cuales el 72% corresponde a las gasolinas y los diéseles que se
consumen en el transporte nacional, excluyendo el gas natural. (Arango, 2009); durante el afio
2012, informo ventas promedio de 76.974 barriles por dia de gasolina motor y 110.746 barriles
por dia de diésel. Estas cifras son superiores en un 3,3% para la gasolina motor y en un 1,6% para
el diésel con respecto a los promedios presentados durante el afio 2011 (MinMinas; 2012, pag.
36).

De acuerdo con el Decreto 1471 de 2014; estos subproductos derivados del crudo de petréleo
estan disefiados como combustibles para motores de combustion interna; para efecto del presente
Decreto se entienden como combustibles basicos la gasolina corriente, la gasolina extra, el diésel

corriente y el diésel extra o de bajo azufre (Decreto 1471 de 2014, art. 7° numeral 15°).

Siendo, el ACPM o diésel una mezcla de hidrocarburos entre diez y veintiocho atomos de
carbono que se utiliza como combustible de motores diésel y se obtiene por destilacion directa
del petroleo (Decreto 4299 de 2005, art. 3)

2.2.3.  Vertimientos o derrames de diésel.

Algunos productos derivados del hidrocarburo como el diésel son una de las sustancias
potencialmente contaminantes mas importantes, por su abundancia, por su distribucion
espacial en entornos urbanos y por su perseverancia en distintos sectores ambientales (Torres,
et al; 2009). Dicha sustancia al ser liberadas en el agua flota y se separa; aunque resulta ser
muy poco soluble en agua, los componentes solubles se disuelven y dispersa. En la matriz
suelo y sedimentos, bajo condiciones aerobicas, la mayoria de los componentes del gaséleo
estan sujetos a procesos de biodegradacion, siendo en condiciones anaerobias mas persistente
(Betancur, 2013).



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 30

Segun reportes presentados por CORMACARENA en un convenio realizado con Ecopetrol
S.A; se elabora una base de datos en la cual se evidencian algunos incidentes presentados en

la via ya sea por volcamientos, ineficiencia en los equipos, fallas, fugas, entre otros (Anexo 4).

2.2.4. Piedemonte Llanero.

El paisaje de piedemonte llanero es una franja de terreno que constituye la zona de transicion
entre los departamentos del Meta y Casare, Ubicada dentro de la vertiente de la cordillera Oriental
y la llanura. Poseen alturas que van desde los 200 y los 700 m.s.n.m. El piedemonte acumula los
mejores suelos por ser menos propensos a inundaciones y por la acumulacion de nutrientes
provenientes de la parte altas de la cordillera, componiendo uno de los hébitats mas fértiles y con
mayor precipitacion durante la época seca de los llanos; la mayoria de las precipitaciones se
presentan en las zonas de piedemonte con valores que oscilan entre los 3500 y los 4500 mm
anuales hacia el sureste del departamento (Anexo 5). Caracterizandose un régimen pluviométrico
bimodal, es decir, que se presenta un periodo de intensas lluvias y otro de escasas precipitaciones.
El periodo seco va del mes de diciembre a marzo, siendo enero el mes de menos lluvias (Anexo
6). La temperatura promedio mensual se encuentra en un rango de 27 °C alcanzando su menor
valor en las zonas de piedemonte y el maximo en las zonas de Ilanura. La humedad relativa varia

entre 60 y 90% presentandose el menor porcentaje en la temporada seca. (Zorro, 2007).

2.2.5. Piedemonte llanero en el departamento del Meta.

El Piedemonte llanero hace parte del 51,7% de suelos con capacidad agropecuaria,
destacandose como una de las principales actividades econdmicas del departamento; los
principales cultivos son arroz, palma africana, platano, maiz, cacao, citricos y otros frutales
(IGAC, 2016). A lo largo del piedemonte, habitan la mayor parte de la poblacién, seguin
proyecciones hechas por el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica, DANE; para
el afio 1993, la poblacion fue estimada en 979.710 habitantes, distribuidos en municipios. Para el
afio 2016; se informd 495.227 habitantes en Villavicencio (Proyecciones de poblacion DANE,
2014).
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2.3.  Marco conceptual

2.3.1. Celulasas.

La celulosa es abundante en los &rboles y en el algodon. Las frutas y los vegetales contienen
pequefias cantidades de celulosa que tiene un papel estructural en las células. Es todavia objeto
de controversia si las celulasas son importantes en el ablandamiento vainas de arvenses. Hay
abundante informacion disponible sobre celulasas microbianas por su importancia potencial para

convertir desechos celuldsicos insolubles en glucosa (Whitaker; 1986).

2.3.2. Celulosa.

Es un importante constituyente de las plantas superiores ya que proporciona su estructura
(figura 2) y probablemente es, el compuesto organico mas abundante en la naturaleza, cerca del
40 - 60% de la hidrolisis de este carbohidrato es realizado por microorganismos del suelo,

denominados celuloliticos (Atlas R, 2002).
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Figura 2. Estructura quimica de la celulosa. Por Scientific Psychic, 2017

2.3.3.  Microorganismos con actividad celulolitica.

Los microorganismos celuloliticos, estan conformados por una comunidad compleja (hongos
filamentosos, bacterias, actinomicetos, entre otros), los hongos son los principales causantes de
la degradacion de la celulosa en suelos humedos, caso contrario de las bacterias, las cuales
realizan una mejor labor en suelos semiaridos. Los basidiomicetos celuloliticos son especialmente
importantes en la degradacion de la celulosa, pero estos microorganismos reciben una escasa
atencion en los procesos investigativos, debido a que no se desarrollan en medios de cultivo

convencionales (Martinez, et al, 2001).
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La microbiota con enzimas celulasas, aportan fuentes de carbono a microorganismos fijadores
de nitrogeno, solubilizadores de fésforo de las cuales dicha reaccion enzimatica celulolitica
permite que la transformacidn tome lugar en habitats con o sin Oz, en pH &cido o alcalino, niveles
altos o bajos de humedad y temperatura (psicrofilos hasta termdfilos). (Martin, 1980), formar
agregados, quelatos, generando cargas negativas aumentando la capacidad de intercambio

catidnico (C.1.C), el cual contribuye en la formacion del horizonte A (Primavesi, 1984).

Los suelos contaminados por hidrocarburos o derivados, eliminan la diversidad microbiana y
permiten la proliferacion de ciertos organismos especificos, un 1% de la poblacion total de
aproximadamente 10* — 10° células por gramo de suelo contaminado por hidrocarburos
(Compeau, et al, 1997).

Los cambios en el nimero de células de la microbiota por unidad de volumen son indicadores
de modificaciones en el contenido de materia organica del suelo (Lynd, et al, 2002), causando
afectaciones en el crecimiento y metabolismo de los microorganismos y/o afectando al compuesto
xenobidtico (Boldu, et al; 2002).

Halden, et al; (1999) demostraron la eficiencia de bacterias del género Pseudomonas sp. en la
degradacion del &cido 3-Phenoxybenzoico en suelos. Este experimento sirvié también para
evaluar el papel biodegradativo de dos cepas de Pseudomonas sp. que habian sido manipuladas
genéticamente. Las bacterias resultaron ser efectivas en todos los casos; sin embargo, las bacterias
modificadas genéticamente tuvieron una mayor capacidad para sobrevivir a factores ambientales
adversos. Este resultado es alentador, dado que uno de los factores que muchas veces impide la
biorremediacion de suelos in situ son las condiciones ambientales desfavorables para el

crecimiento bacteriano. (Halden, 1999).

Adicional a la capacidad de produccion de celulasas, los hongos y bacterias en suelo, también
han sido evaluados para la degradacion de hidrocarburos. Boldu, Vervoort, Grontehuis, & Van
Grienestijn, (2002) estudiaron el papel del hongo Cladophialophora sp. sobre la degradacion de
benceno, tolueno, etilbenzeno y xileno, siendo capaz los compuestos alcalinizados (tolueno,

etilbenzeno y xileno), a excepcion del benceno (Pueyo, 2002).
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2.3.4. Institucion Educativa Agricola de Guacavia en Cumaral — Meta.

La Institucion Educativa Agricola de Guacavia (Anexo 7), ubicada en coordenadas
4°15'5.08"N y 73°19'59.72"0 del municipio de Cumaral (Meta) (Anexo 8). Es una Institucion
publica, en la cual permanece una poblacion de cerca de 200 personas entre personal directivo,
administrativo, profesores y estudiantes de primaria y secundaria, quienes realizan labores de
formacion académica a través de actividades agropecuarias y en donde, la USTA sede
Villavicencio, ha focalizado las labores de Responsabilidad Social Universitaria.

2.4. Marco legal

2.4.1. Constitucion Politica de Colombia 1991

“En el articulo 80 de la Constitucidn politica, se le otorga al Estado la obligacion de planificar el
manejo y aprovechamiento de los recursos naturales, para garantizar su desarrollo sostenible, su
conservacion, restauracion o sustitucion; ademas de esto, debera prevenir y controlar los factores
de deterioro ambiental, imponer las sanciones legales y exigir la reparacion de los dafios
causados” (Alcaldia de Bogot4, 1991).

Para el resto del documento normativo se presenta que con lo cual se rige y se reglamentan los
derechos y normas ambientales contenidas en el marco juridico de la constitucion politica
colombiana y sus convenios internacionales en relacion al tema de investigacion, teniendo en
cuenta que, asi como la ley, la normatividad ambiental no es rigida sino cambiante, se propone

manejar las normas citadas a manera de anexo normativo (Anexo 9).
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3. Capitulo 111

3.1.  Metodologia.

La presente investigacion se enmarco en un estudio experimental, con enfogque cuantitativo en
el que se registra la manipulacion de algunas variables a estudiar o las muestras de suelo que
representan las caracteristicas de la Institucion Educativa Agricola de Guacavia. Como material
de disefio se establece la variacion en las concentraciones de diésel con las concentraciones de

carboximetilcelulosa -CMC-.
3.1.1. Etapas metodoldgicas.
Con el fin de llevar acabo el cumplimiento de los objetivos, se presenta en la tabla 1 las etapas

que comprenden la secuencia de actividades propuestas para desarrollar la solucion de la
problematica de investigacion.

Tabla 1.
Distribucion metodoldgica.
ETAPAS
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Actividad 1 Actividad 2 Actividad 3

Muestreo mensual durante un periodo de 4
meses, del suelo contaminado
artificialmente con Diésel a diferentes
concentraciones por triplicado en controles 2)

y en suelo sin contaminar. ye.

Extraccion de la muestra de suelo
requerida para el desarrollo de la
investigacion en el Institucion
Educativa Agricola de Guacavia.

Recopilacion de la
informacion primaria y
secundaria (actividad 1

Actividad 1.1 Actividad 1.1 Actividad 1.1
Procesamiento en laboratorio:

e Determinacion de pardmetros fisicos.

Se disponen las muestras de suelo e Determinacion de parametros
en los bio-tratamientos situados quimicos (medida de la
ex-Situ en el laboratorio de concentracion de materia organica, Anélisis de los
Toxicologia de la Universidad cuenta de cantidad de carbono) resultados obtenidos.
Santo Tomas — Villavicencio. ¢  Microbiologia —aislamiento de

bacterias y hongos con capacidad
celulolitica (Productores celulosa),
recuento y potencial celulolitico del
suelo contaminado con diésel.
Nota. Distribucion metodoldgica. Por José Salinas, 2018.
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3.1.2. Materiales y métodos.

3.1.2.1. Etapa 1: Extraccién y disposicion de las muestras.

La zona seleccionada para el proceso de muestreo corresponde a las coordenadas 4°17'16.14"N
Y 73°31'19.48"0, perteneciente al lote N°1 de las inmediaciones de la Institucion Educativa
Agricola de Guacavia, la cual se encuentra adecuada para el cultivo, la ubicacién del muestreo se
realizo siguiendo los criterios de la NTC 4113-4/2004. Posteriormente, se siguieron los criterios
establecidos por la NTC 4113-2/1997, para llevar a cabo la obtencion de la muestra mediante un
sistema aleatorio de tipo zig-zag, en suelo disturbado tomando en cada punto una muestra
compuesta (sub-muestra) a 20 cm de profundidad, perteneciente al horizonte A, y mezclada, para

mantener una muestra homogénea del terreno (figura 3).

\\';i

Figura 3. Sistema aleatorio tipo Zig-Zag. Adaptado de “NTC 4113-2/1997”. Por Salinas J, 2018.

Segun lo establecido por la NTC 4113-6/1997; se procedi0 a la recoleccion de las muestras de
suelo, depositadas en bolsas plasticas (figura 4) previamente rotuladas; y posteriormente se
traslado al laboratorio de Biologia y Microbiologia Ambiental de la Universidad Santo Tomas,
en donde se les retiro la humedad a temperatura ambiente, se tamizo a través de 0,2 mm de
diametro (figura 5), se mezcld y luego se acomodo en recipientes cada uno con 7 kg de suelo
(control bidtico y diferentes concentraciones de Diesel (Tabla 2)) por triplicado (figura6y 7) y
dispuestos en el laboratorio de Toxicologia Ambiental (figura 8). Adicionando las diferentes
concentraciones de diésel, cantidades determinadas a partir de estudios previos (Ramirez, et al
2013, Carrillo, et al, 2015, Torrez, et al).
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Tabla 2.
Tratamientos de control.

Tratamientos por triplicado Diésel
(7 kg suelo) (g9/kg)
Control -R0- 0
R1 25
R2 6,1
R3 9,8

Nota. Concentraciones implementadas. Por Salinas J, 2018.

Figura 5. Tamizaje a través de 0,2 mm. Por Méndez A, 2018.

36
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Figura 8. Ubicacion de los tratamientos contaminados en el laboratorio de Toxicologia Ambiental. Por Salinas J, 2018.

3.1.2.2. Etapa 2: Muestreo y procesamiento en laboratorio.
Los tiempos de muestreo fueron; el tiempo cero, luego de 24 horas de aplicado el contaminante
y cada 30 dias durante los 4 meses de duracién del estudio, para evaluar el comportamiento de

los suelos en los bio-tratamientos.

Los parametros fisicos tales como la densidad real (método del picndmetro), densidad aparente
(método del cilindro), libro de color del suelo Munsell, dispersién de la textura, floculacion de
suelo, textura mediante el test textural por sedimentacién y demas resultados obtenidos fueron
hallados siguiendo el manual de practicas de campo y de laboratorio de suelos del Centro
Agropecuario “La Granja” Regional Tolima Sena; los cuales se procesaron en las instalaciones

del laboratorio de suelos de la Universidad Santo Tomaés (Tabla 3).
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Tabla 3.
Parametros fisicos procesado en el laboratorio de Suelos de la Universidad Santo Tomas sede Villavicencio.
Parametro Unidad Método
Textura % Sedimentacion
Densidad Manual de préacticas de campo y del laboratorio de
aparente % suelos
Densidad real Manual de préacticas de campo y del laboratorio de
% suelos
Porosidad Manual de préacticas de campo y del laboratorio de
% suelos
%Agua . Manual de précticas de campo y del laboratorio de
Y% suelos
%Aire Manual de préacticas de campo y del laboratorio de
% suelos
Color .
Espectro Munsell soil color book

Nota. Datos fisicos preliminares. Adaptado de “Excel, 2018”. Por Cesar Riveros y José Salinas, 2018.

Para la obtencion de los pardmetros quimicos, se obtuvo los resultados del macro proyecté de
investigacion entre los que se encuentran los enviados al laboratorio de Tecno Ambiental S.A.S.
(Asesoria y laboratorio) para obtener las trazas de hidrocarburos totales presentes en las muestras
de suelo que fueron contaminadas con las distintas concentraciones de diésel en los bio-
tratamientos. Mediante el método reglamentado EPA 9071 B S-M 5520 DM; cual posee un limite
de deteccion del 0,001% preservante HCI (Tabla 4). Los demas parametros quimicos se obtienen
mediante una serie de métodos presentados en el anexo 10, éstos fueron procesados por el

laboratorio de suelos de Agrosavia en Mosquera-Cundinamarca.

Tabla 4.
Pardmetro obtenido por el laboratorio de Tecno Ambiental S.A.S.

Parametro Unidad Método

Ultrasonido_NMX-AA-145_SCFI-

Hidrocarburos Totales (TPH) %
2008_IR_SM_5520C.F

Nota. Parametros, unidades y meétodo implementado por Tecno Ambiental para la obtencion de TPH. Por
TecnoAmbiental S.A.S, 2018.

Para la obtencion de los datos microbioldgicos se realizé el proceso de aislamiento primario
de las bacterias y hongos con actividad celulolitica siguiendo las recomendaciones establecidas
por la NTC 4092/2009; en la que se tomé una muestra de 10 gramos de suelo y se adiciond en un
frasco tapa rosca con 90 mL de solucion salina al 0,85% (material esterilizado en autoclave
(JEIOTECH®- ST-G), homogeneizado durante 30 min (figura 9); en un agitador orbital (Thermo
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Scientific®-C16641301); luego se realizaron las diluciones (de 10° a 10 (Figura 10), de los
diferentes sustratos por triplicado; a partir de éstas se siembra en superficie con espatula digralsky
en medio de cultivo agar CMC, compuesto por los siguientes elementos en un soluto de agua
destilada de 1000 mL se incorporan: (NH2SO4 (Sulfato de amonio) 0,5 g, CaCl. (Cloruro de
calcio) 0,5 g) (EMERSURE®- VMB16426 737, AM 1046617 725), KH2PO4 (fosfato de potasio
monobasico) 0,1 g (Acrds organics®-378610010-), KoHPO4 (fosfato de potasio dibésico) 0,1 g
(Biopack®-7758-11-4), Carboximetilcelulosa 10 g ( Alfa Aesar® -A18105-), Agar-Agar 15 g
(SIGMA-ALDRICH® -05040-1KG) (tabla 5). (NTC 4092; 2016).

Figura 9. Muestra en el agitador orbital durante 30 min. Por Salinas J, 2018.

Figura 10. Diluciones en Cajas de Petri. Por Salinas J, 2018.
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Tabla 5.
Reactivos del medio de cultivo CMC (P/V).
Reactivos Unidades Cantidad
Agua Destilada mL 1000
Extracto de levadura g 25
NH2SO4 (Sulfato de amonio) g 0.5
CaCl: (Cloruro de calcio) g 0.5
KH2PO4 (Fosfato de potasio monobasico) g 0.1
K2HPO4 (Fosfato de potasio monobasico) g 0.1
Carboximetil-Celulosa (CMC) g 10
Agar-agar g 15

Nota. Reactivos implementados para la preparaciéon del medio CMC Agar. Por José Salinas, 2018.

Las cajas fueron incubadas a 25°C por 48 horas (TermoFisher scientific® — Precision) segun
recomendaciones biliograficas y una vez transcurrido este tiempo de incubacion se adiciono una
solucidn de rojo congd al 1% p/v, el cual es implementado como agente revelador de las colonias
presentes en los medios con capacidad celulolitica, luego de transcurrido quince minutos se retira
la solucion y se le adiciona solucion salina 20% durante quince minuto; una vez transcurrido el
tiempo es retirado el exceso y se informa el recuento de unidades formadoras de colonia de
microorganismos con capacidad celuloliticos por dilucion (Teather y wood, 1982); a las que se
les realiz6 pases sucesivos en Agar CMC al 1% a aquellas que presentaron un mayor diametro en

el halo de hidrolisis, a los cuales se les hace:

3.1.2.2.1. Identificacion estructural y bioquimica.
Se efectia la identificacion por descripcion macroscépica de las cepas microbiana y
microbiologia por morfologia a las bacterias mediante tincion de Gram y pruebas bioquimicas
tradicionales (oxidasa, citrato, manitol, TSI Y LIA); y para las cepas de hongos filamentosos se identificd

mediante tincidn con azul de lactofenol.

3.1.2.2.2. Prueba de potenciales en agar CMC.
Paras las cepas de cultivo puro obtenidas que presentaron un mayor diametro en su halo de
hidrolisis, se realizé una concentracion del cultivo similar al tubo 0.5 de la escala de McFarland
(TermoFisher scientific® —Remel r20410), para mantener una concentracién de las colonias,

posteriormente se efectud siembra en superficie en Agar CMC al 0.5%, 1% y 2%, utilizando la
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espatula digralsky y llevando a incubar a 35°C por 48 horas para bacterias y a temperatura
ambiente durante 72 horas para hongos; finalmente se procedié nuevamente a revelar los halos
de hidrolisis con rojo cong6é y medir en milimetros desde el borde externo de la colonia hasta el

borde revelado por la hidrolisis (Figura 11).

Después de la incubacion, medir los didmetros de las zonas de inhibicion o halos, aproximar
al mm mas cercano. Los margenes de la zona deben leerse como el area que no muestra un

crecimiento evidente detectado a simple vista.

Medio de CMC

Cepa

Figura 11. Medicion del diametro de halo. Por José Salinas, 2018.

3.1.2.3. Etapa 3: Analisis de los datos.

3.1.2.3.1. indice de correlacion de Pearson.

Con la finalidad de complementar el analisis de la actividad enzimatica se aplico el coeficiente
de correlacién de Pearson, el cual es un estadistico que proporciona informacion sobre la relacion
lineal existente entre dos variables. Esta informacion se refiere a dos caracteristicas de la relacion
lineal: la direccion o sentido y la cercania o fuerza. Debido a esto, muchas veces el coeficiente de
correlacion se define de tal manera como un instrumento estadistico que permite medir el grado

de asociacion lineal entre dos variables (Medina, et al; 2018).
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Este coeficiente se aplicd para los resultados de las propiedades, cantidad de UFC y el didmetro
de halo presentes para asi, observar los potenciales enzimaticos de las cepas obtenidas de los

suelos afectados por el diésel a diferentes concentraciones de CMC.

3.1.2.3.2. Analisis estadisticos.

A partir de los datos obtenidos de los procesos microbioldgicos, se pudo identificar la cantidad
de microorganismos presentes en un suelo sin contaminar y en suelos contaminados con distintas
concentraciones de Diésel. Luego, se procedié a evaluar la actividad enzimatica mediante un
analisis de varianza parametrico, la cual permite determinar por correlacion las variables de
temperatura, humedad, fisicas, quimicas y microbioldgicas. Asi mismo, para verificar la
significancia estadistica entre las variables medidas se realiza una correlacion de Pearson a través
del software SPSS.

En donde el rango de +1 presenta que una relacién lineal directa perfecta (positiva) entre las
dos variables, el 0 se interpreta como la no existencia de una correlacion lineal entre las dos
variables estudiadas y -1 significa que existe una relacion lineal inversa perfecta entre las dos
variables; junto con la representacion grafica de la tendencia lineal del indice de Pearson,
obtenido a partir de cada una de las cepas bacterianas, inoculadas en medios de cultivo
Carboximetilcelulosa al 0,5, 1 y 2%, versus su potencial celulolitico; con una proporcion
adimensional de sus valores expresado de menor a mayor (0, 0,5, 1, 1,5, 2,5, 3y 3,5).
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4. Capitulo IV.

4.1. Resultados y analisis

La determinacion de textura del suelo proporcionado en el estudio fue determinada por
el método de sedimentacion de sustrato en el que se determinaron los valores de arena, limo y
arcilla; presentes en la tabla 6. Al cotejar los valores presentes con el tridngulo textural se asimila
a una clase textural de tipo Franco arcilloso arenoso (francos con textura moderadamente fina)
con una simbologia FArA,; los cuales presentan valores entre Arenoso 45-80%, limoso 0-28% y
arcilloso 20-35% (FAO-Roma; 2009).

Tabla 6.
Porcentaje textural.
Capas Medidas %
Limo 2,73
Arcilla 2.0 22.72
Arena 7.0 74.55

Nota. Datos del porcentaje de sustrato que compone el suelo. Adaptado de “Excel, 2018”. Por José Salinas, 2018.

En la tabla 7, se presentan los datos fisicos preliminares obtenidos del suelo extraido de la
Institucion Educativa Agricola de Guacavia; procesados en el laboratorio de suelos de la
universidad Santo Tomas. Los cuales fueron utilizados para hallar los valores de maximo,

minimo, varianza, entre otros datos estadisticos presentes en la tabla 8.

Este tipo de suelo presenta un porcentaje de porosidad del 51,571%, con una densidad aparente
del 1,105 y densidad real del 2,811, que se asocia al tipo encontrado, caracterizandose por tener
una calificacion satisfactoria, ademas esta relacion textural confiere al suelo resistencia a la
compactacién, adsorcion rapida de agua, generalmente posee un adecuado drenaje. Como
desventaja, posee una baja capacidad en la retencion de agua, por tanto, tienen alta perdida de
nutrientes por lixiviacion (Medina); dicha particularidad de lixiviacion no se cumple en el
presente estudio dado que se las variables ambientales como temperatura y humedad fueron
controladas en bio-tratamientos de manera Ex — Situ. Segun los valores presentes en el porcentaje

aire 37,937% y agua 27,445%; indica buena aireacion, buen drenaje, intensa meteorizacion.
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Tabla 7.
Resultados fisicos preliminares.
Repeticién Da Dr P %Agua %Aire
1 1,04 2,28 54,57 30,03 36,99
2 1,12 2,31 51,34 24,86 36,99
3 1,03 2,24 54,24 27,05 42,86
4 1,24 2,29 46,13 27,84 38,89

Nota. Datos fisicos preliminares de Densidad Aparente (Da), Densidad Real (Dr), Porosidad (p) Agua% y Aire%.
Adaptado de “Excel, 2018”. Por Cesar Riveros y José Salinas, 2018.

Tabla 8.
Resultados fisicos del terreno de donde se extrajo la muestra.
Sitio de Densidad Densidad
Muestreo Aparente Real Porosidad %Agua %Aire
N 4 4 4 4 4
% de N total 30,8% 30,8% 30,8% 30,8% 30,8%
Media 1,1051 2,2811 51,5710 27,4432 38,9297
Mediana 1,0794 2,2861 52,7897 27,4447 37,9376
Maximo 1,24 2,31 54,57 30,03 42,86
Minimo 1,03 2,24 46,13 24,86 36,99
Varianza 0,009 0,001 15,259 4,553 7,660
Desviacion estandar 0,09691 0,02735 3,90633 2,13367 2,76767

Nota. Pardmetros fisicos del terreno. Adaptado de “Excel, 2018”. Por Cesar Riveros, 2018.

Segun los valores correspondientes hallados en el libro Munsell (figura 12), se asocia a una
coloracion gris marron [5YR 4/4], indicativo que el estado del suelo se encuentra en unos niveles
iniciales o intermedios de alteracion; lo cual se asocia a niveles medios bajos presentados de
materia organica, acida parcialmente descompuesta y combinaciones de 6xidos de hierro que se

asocian con los niveles de pH en el suelo.
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Figura 12. Evidencia fotogréafica del resultado obtenido a partir de la tabla Munsell. Por José Salinas, 2018.

En el anexo 11, se presentan los datos suministrados por el laboratorio de Agrosavia, ubicado
en Mosquera —Cundinamarca-, de las muestras enviadas. Los cuales fueron utilizados para llevar
acabo el desarrollo de la tabla 9; en la que se presentan los niveles de N, C y relacién C=N. Segun
los datos evaluados, se determina que los niveles de pH encontrados (5,2 y 5,37) indican que el
suelo es fuertemente &cido, corroborando la presencia de aluminio intercambiable; a pH &cido se
obtiene mayores niveles de cobre, zinc, boro, hierro y manganeso y bajas concentraciones de
molibdeno, magnesio, azufre, calcio, potasio, fosforo y nitrégeno. Adicionalmente, el exceso de
precipitacion de la region genera lixiviacion y acumulacion de hierro y aluminio y alto consumo

de bases por parte de las plantas. Jaramillo (2002).

De acuerdo con lo reportado por Abril, et al 1999; las poblaciones bacterianas, reducen las
densidades a pH< 5,5, los niveles de materia organica (MO) disponible se asocian con los niveles
de aluminio intercambiable presentes en el sustrato de suelo. Pero para este caso los niveles de
aluminio no presentan un aumento considerable en comparacién con los niveles de MO, los cuales

presentan un aumento progresivo al aumentar los niveles del agente xenobiotico.

La concentracion de aluminio presente en los sustratos de suelos analizados no se encontro
sobre el rango critico (< 1), resultd bajo, indicativo de no ocasionar afectaciones negativas para

el crecimiento y desarrollo de las plantas (Ortiz, et al; 2015).
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La capacidad de Intercambio Cationico (CIC) se ubica entre 5 y 15, indicando que se trata de
arenas o arcillas que no retienen los nutrientes necesarios el cual es corroborado con el tipo de
suelo al que corresponden. “A estas se les llama arcillas 1:1. Son tierras poco fértiles”
(FINAGRO; 2013), segun los valores encontrados del CIC, el suelo se caracteriza por ser una
catidnica, que corresponderia al tipo de suelo con caracteristica arenosa. Estos valores reflejan

que es un lugar con procesos de meteorizacion y bajo contenido de materia organica.

Al no presentarse algiin documento como antecedente del terreno de los diferentes de cultivos
o los distintos tipos de fertilizantes implementados en el procese de mejoramiento de la calidad
de suelo, segun los resultados enviados por Agrosavia este suelo posee niveles elevados de
manganeso, fosforo disponible en el terreno; lo cual, segun Rivas, et al en el 2018 indica que este
tipo de suelo se le han realizado algun tipo de mejoramiento al aplicar algun tipo de insumo para

incrementar sus niveles nutricionales.

Tabla 9.
Datos obtenidos de los resultados de Agrosavia.

Parametros 0 g/kg (Testigo) Diésel 2,5 g/kg Diésel 6,1 g/kg Diésel 9,8 g/kg

P.H 5,37 53 5,2 5,28

M.O 0,0845 0,133 0,155 0,177
Aluminio Intercambiable

(Al 0 0,08 0,02 0
Capacidad de Intercambio

Cationico 5,73 4,71 4,67 4,38
N 0,004225 0,00665 0,00775 0,00885
%C 0,04901392 0,07714617 0,08990719 0,10266821
c=n 11,6009281 11,6009281 11,6009281 11,6009281

Nota. Resultados obtenidos de la informacion suministrada por Agrosavia. Adaptado de “Excel, 2018”. Por José
Salinas, 2018.

En latabla 10, se presentan los resultados suministrados por el laboratorio de TecnoAmbiental
S.AS.
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Tabla 10.
Datos obtenidos del laboratorio de Tecno Ambiental S.A.S. de las muestras desuelo enviadas analizar.
Diésel Diésel Diésel 9,8 g/kg
Fecha Parametro Unidad Método 2,5 6,1
o/kg g/kg

Hidrocarburos Ultrasonido NMX-AA-

14/11/2018 % 145_SCFI- 37 526 6,60
Totales (TPH) 2008_IR_SM_5520C.F
05/02/2019 o Ultrasonido_ NMX-AA- 2,12 5,49 8,39
% 145 _SCFI-

Totales (TPH) 2008 IR_SM_5520C.F

Nota. Resultados, parametros, unidades y método implementado por Tecno Ambiental para la obtencién de TPH. Por
TecnoAmbiental S.A.S, 2018.

4.1.1. Determinacién de la viabilidad y actividad celulolitica.

Con el fin de identificar la cantidad de colonias presentes en los tratamientos se realizé un

unico recuento con base de célculo siguiendo lo indicado en la NTC 4092/2009 (tabla 11).

Tabla 11.
Numero de colonias de bacterias presentes en los tratamientos de Diésel 0 g/kg (Testigo), 2,5 g/kg, 6,1 g/kg, 9,8
g/kg; en medio CMC al 1% en un periodo de 1 mes.

Concentracion de Diésel

(g/kg) UFC/10 mL
0 (Testigo) 3,9x10°
2,4 1,0x10°
6,1 2,3x10°
9,8 3,8x10°

Nota. Numero de UFC presentes en los tratamientos (Testigo, Diésel 2,4 g/kg, Diésel 6,1 g/kg y Diésel 9,8 g/kg). Por
José Salinas, 2018.

4.1.2. ldentificacion de microorganismos celuloliticos.

A partir de las muestras de suelo obtenidas de la Institucién Educativa Agricola de Guacavia,
contaminadas artificialmente con diferentes concentraciones de diésel, se aislaron 39 cepas de
hongos y 80 cepas bacterianas (Anexo 12 y 13), las cuales fueron sometidas al revelado de halo
de hidrolisis para determinar la actividad celulolitica inicial, dicha actividad se observé mediante
una evaluacién cualitativa de la zona de aclaramiento utilizando rojo congé al 1% (p/v) como se
han reportado por diferentes autores (Gaitan, et al, 2007; Camacho, 2014; Rodriguez, 2015), de
las cuales se seleccionaron aquellas que presentaron un mayor didmetro en su halo (mm) de

hidrolisis 0 zona de aclaramiento; como se presentan en estudios anteriores (Gaitan, et al; 2007).
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4.1.2.1. Bacterias.

En la tabla 12, se presenta la codificacion y resultados de las pruebas bioquimicas de las 9
cepas bacterianas, equivalentes al 11,3% con mayor capacidad celulolitica, seleccionadas del
67% de las bacterias halladas. La tabla 13, se evidencian las caracteristicas de la microscopia de
Gram y descripcion de la cepa macroscopica en las que se identifican en su gran mayoria como

Pseudomonas sp. y Bacillus sp (figuras 13 y 14).

Comparando los datos obtenidos por Arrieta, et al; en el 2010 por los microorganismos
implementados para la biorremediacion de un suelo con diésel, se identifican microorganismos
tanto coco como bacilos Gran negativos. Revisar la morfologia del genero Bacillus sp, no

corresponde microscépicamente a un coco bacilo.

Tabla 12.
Tabla de decodificacién de las cepas seleccionadas.
Cadigo Cepas Caracter Oxidasa Citrato  Manitol TSI
estudiadas
4C 1 NOb1l Positivo Negativo  Positivo A/A
9C 2 NOb2 Positivo Negativo Negativo A/A
10C 3 NOb3 Positivo  Positivo  Positivo AlA
12D 4 N1bl Positivo Negativo  Positivo AlA
N1b2 Positivo  Positivo Débilmente AlA
25D 5 .
positivo
5 N1b3  Positivo Negativo Débilmente A/A
34D positivo
N2bl  Positivo Negativo Débilmente A/A
7 .
12E positivo
15E 8 N2b2 Positivo Negativo  Positivo A/A
20E 9 N2b3 Positivo  Positivo  Positivo AlA

Nota. Codificacion de las cepas seleccionadas; junto con las pruebas bioquimicas realizadas. Descarboxilacién lisina
(k/k), fermentacidn glucosa (k/A)
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Tabla 13.
Caracterizacion macro y microscopica de las cepas bacterianas aisladas con actividad celulolitica en agar CMC 1%

(V).

Microscopia de Gram y descripcion de la cepa macroscopica

Cepas  Morfologia Gram Forma Color Textura Genero

1 Bacilo Negativo  Irregular Beige Cremosa Pseudomonas sp
2 Coco Negativo Irregular Beige Cremosa N.I.

3 Coco-Bacilo Positivo Irregular Beige Cremosa Bacillus sp

4 Coco-Bacilo Positivo Irregular Beige Cremosa Bacillus sp

5 Coco-Bacilo Positivo Irregular Beige Cremosa Bacillus sp

6 Coco-Bacilo Positivo Irregular Beige Cremosa Bacillus sp

7 Coco-Bacilo Positivo Irregular Beige Cremosa Bacillus sp

8 Coco-Bacilo  Negativo  Irregular Beige Cremosa N.I.

9 Coco-Bacilo Positivo Irregular Beige Cremosa Bacillus sp

Nota. Caracteristicas Macroscépicas de las cepas bacterianas seleccionadas para potencial. N.1.: No Identificada. Por
José Salinas, 2018.

Figura 13. Coco Gram Negativo. Por Salinas J, 2018.

Figura 14. Coco-Bacilo. Por Salinas J, 2018.
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En la tabla 14, se presentan los didmetros iniciales de las cepas seleccionadas para el desarrollo
del estudio; las cuales fueron escogidas por presentar un mayor potencial enzimatico en cada una

de las diluciones y concentraciones.

Tabla 14.
Actividad celulolitica cualitativa de las cepas bacterias aisladas en agar CMC 1% (p/v), seleccionadas por tener un
mayor diametro en su halo de hidrolisis (mm) y codificacién de la seleccion.

Cepa Caracter Diametro halo de hidrdlisis

1 NOb1 0,205 mm
2 NOb2 0,505 mm
3 NOb3 0,707 mm
4 N1bl 0,508 mm
5 N1b2 0,606 mm
6 N1b3 0,608 mm
7 N2bl 0,506 mm
8 N2b2 0,202 mm
9 N2b3 0,505 mm

Nota: Actividad celulolitica de las cepas bacterianas seleccionadas para potencial y codificacion implementada. Por
Salinas J, 2018.

En las figuras 15, se presenta el método de siembra por superficie de para la obtencion de algunas de las
cepas seleccionadas para desarrollar el proceso por agotamiento para asi desarrollar el agotamiento y
posterior evaluacion del potencial celulolitico.

Figura 15. Método de siembra por superficie demostrando capacidad celulolitica en Agar CMC 1% (p/v). Por Salinas
J, 2018.

En la figura 16, se presenta el método por agotamiento de dos cepas seleccionadas para elaborar

el potencial celulolitico.
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Figura 16. Zona de aclaramiento, cepa N1b2 (a) y la cepa N2b2 (b) en Agar CMC 1% (p/v). Por Salinas J, 2018.

Se implementa una conservacion de las cepas bacterias con actividad Celulolitica, mediante el
método de Liofilizacion (BHI), el cual favorece en mayor porcentaje la viabilidad de las cepas en
comparacion con métodos de microsecado. Segun un estudio realizado por Barragén, et al, en el
2009, la liofilizacion o BHI; garantiza una mejor estabilidad de las cepas ya que presenta una
buena proteccion del microorganismo frente a dafios mecanicos y quimicos que se originan en el

proceso.

4.1.3. Correlacion de resultados.

En el desarrollo del sistema de correlacion de Pearson, se tuvieron en cuenta las variables
de diametro de halo (mm) y numero de colonias en distintas concentraciones de CMC; en las
cuales se pueden apreciar cada una de las correlaciones realizadas a las bacterias seleccionadas
en el estudio (tabla 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23).

En latabla 15, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°1 codificada
con el nombre NOb1, en la que se evidencian la variacién entre las concentraciones de CMC y su
potencial celulolitico junto con el nimero de colonias formadoras en la que se presentan las
correlaciones negativas perfectas, correlaciones positivas moderadas fuertes y en ocasiones de

ninguna correlacion entre las variables.
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Tabla 15.

indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°1 (NOb1) en relacion al tratamiento Diésel 6.1428 g/kg para
el potencial celulolitico por duplicado (A 'y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA NOb1. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

0.5% A Pearson* 1 -0,196 0,096 -0,334 0,127 0,094
N 310 310 66 7 310 77

0,5% B Pearson* -0,196 1 0,018 0 -0,442 -0,212
N 310 505 66 7 505 77

1% A Pearson™ 0,096 0,108 1 -0,156 0 0,171
N 66 66 66 7 66 66

1% B Pearson* -0,334 0 -0,156 1 0 -0,258
N 7 7 7 7 7 7
206 A Pearson* 0,127 -0,442 0 0 0 0
N 310 505 66 7 77 77
20 B Pearson* 0,094 -0,212 0,171 -0,258 0 1
N " " 66 7 77 77

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En la figura 17, se presentan los valores promedios obtenidos de la tabla 15 con respecto a
la cepa bacteriana NOb1, en la cual se evidencia que la cepa presento una mejor adaptacion y
didmetro de halo a una concentracién de 1% de CMC, pero al disminuir o aumentar la cantidad de

CMC se genera una disminucion del diametro del halo celulolitico.

Comportamiento cepa NOb1l

4 3,122

E g 2 1,858
20
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Figura 17. Comportamiento de la cepa NOb1 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
Salinas J, 2018.
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En latabla 16, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°2 codificada
con el nombre NOb2, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 16.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°2 (NOb2) en relacion al tratamiento Diésel 6.1428 g/kg para
el potencial celulolitico por duplicado (A 'y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA NOb2. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B
0.5% A Pearson* 1 0,082 0,436 -0,14 0 -0,088
N 66 66 16 66 4 30
0,5% B Pearson* 0,082 1 0 -0,164 0 -0,312
N 66 122 16 122 4 30
0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B
1% A Pearson* 0,436 0 1 0,215 0 0,074
N 16 122 16 16 4 16
1% B Pearson* -0,14 -0,164 0,215 1 0 0,039
N 66 122 16 465 4 30
206 A Pearson* 0 0 0 0 0
N 4 4 4 4 4
206 B Pearson* -0,088 -0,312 0,074 0,039 0
N 30 30 16 30 4 30

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En relacion a los valores obtenidos en la figura 18, del indice de correlacion de Pearson
presentado en la tabla 16 para la cepa bacteriana NOb2, se desarrolla un mayor potencial
degradador en la concentracion de 0,5% de CMC, en la cual se genera una disminucién de su
potencial al aumentar su concentracion al 1% y aumentando al incrementar los niveles de CMC al
2%
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Figura 18. Comportamiento de la bacteria NOb2 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
Salinas J, 2018.

Enlatabla 17, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°3 codificada
con el nombre NOb3, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 17.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°3 (NOb3) en relacion al tratamiento Diésel 6.1428 g/kg para
el potencial celulolitico por duplicado (A 'y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA NOb3. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

0,5% A Pearson* 1 -0,577 -0,213  -0,381 0 0
N 12 4 12 12 2 6

0,5% B Pearson* -0,577 1 0 0,577 0 0
N 4 4 4 2 4

1% A Pearson* -0,213 0 1 0,081 0 0
N 12 4 24 24 2 6

1% B Pearson* -0,381 0,577 0,081 1 0 0
N 12 4 24 33 2 6

206 A Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 2 2 2 2 2 2

2% B Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 6 4 6 6 2 6

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En la figura 19, se evidencia que la cepa n°3 codificada como NOb3, la cual tiene una mejor

adaptacion y potencial celulolitico a una concentracion de 0,5% de CMC, pero se presenta una
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disminucion de manera paulatina de su actividad celulolitica al incrementar las concentraciones
de CMC.

Comportamiento cepa NOb3
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Figura 19. Comportamiento de la bacteria NOb3 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
Salinas J, 2018.

En la figura 20, se evidencia una extrapolacion de los resultados obtenidos por parte de las
cepas bacterianas que fueron extraidas de la preseleccion del potencial celulolitico a una
concentracion de 6,1 g/kg de diésel al 1% de CMC. Donde se encontrd que la cepa bacteriana
NOb1 presenta un mayor potencial celulolitico en comparacién con las otras; seguida de NOb2 la

cual expreso unos valores de potencial enzimatico muy cercanos al de mayor potencial.

Comportamiento de halos

Potencial (mm)
N w

[y

0 CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%
= NOb1 2 3,122 1,858
1 NOb2 3,26 1,602 2
= NOb3 2,464 2,258 1,414

Concentracion de CMC

Figura 20. Comportamiento entre las bacterias de estudio a 6,1 g/kg de Diésel. Adaptado de “Excel, 2018”. Por Salinas
J, 2018.
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En la tabla 18, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°4 codificada
con el nombre N1b1, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 18.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°4 (N1b1) en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg para
el mes 1 potencial celulolitico por duplicado (A 'y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA N1bl. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

0.5% A Pearson* 1 0 0,447  -0,556 -0,543 0,465
N 5 3 5 5 3 3

0,5% B Pearson* 0 1 0,182 0,489 0,863 -0,872
N 3 3 3 3 3 3

1% A Pearson* 0,447 0,182 1 0,561 -0,605 0,409
N 5 3 6 6 6 6

1% B Pearson* -0,543 0,489 0,561 1 -0,243 -0,175
N 5 3 6 8 8 8

206 A Pearson* -0,543 0,863 -0,605 -0,243 1 -0,071
N 5 3 6 8 118 79
206 B Pearson* 0,465 -0,872 0,409 -0,175 -0,071 1
N 5 3 6 8 79 79

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

Segun la correlacion de Pearson realizada la cepa bacteriana n°4 codificada como N1bl,
se presenta un alto nivel de potencial enzimatico a una concentracion de CMC AL 1%;

disminuyendo su potencial en el momento que se aumentd o disminuyo la con contraccion d CMC.



EVALUACION DEL POTENCIAL CELULOLITICO POR BACTERIAS Y HONGOS 57
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Figura 21. Comportamiento de la bacteria N1b1 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
Salinas J, 2018.

En latabla 19, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°5 codificada
con el nombre N1b2, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 19.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°5 (N1b2) en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del
mes 1 para el potencial celulolitico por duplicado (A'y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA N1b2. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

0.5% A Pearson* 1 0,63 0,044 -0,018 0,015 0,87
N 17 13 17 17 17 3

0,5% B Pearson* 0,63 1 0,036 -0,063 -0,07 0,865
N 13 13 13 13 13 3

1% A Pearson* -0,044 0,036 1 -0,199 -0,067 0,87
N 17 13 35 35 25 3
1% B Pearson* -0,018 -0,063 -0,199 1 -0,015 0
N 17 13 35 42 25 3
206 A Pearson* 0,015 -0,07 -0,067 -0,015 1 0
N 17 13 25 25 25 3
206 B Pearson* 0,87 0,865 0,87 0 0 1
N 3 3 3 3 3 3

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.
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En la figura 22, se grafica el promedio encontrado por el indice de correlacion de Pearson
para la cepa bacteriana n°5 codificada como N1b2, presento un mayor potencial en la
concentracion de CMC al 1%, disminuyendo su actividad a medida que se aumentaba o disminuirla
la cantidad de CMC presenteé en el medio. Aungue en la concentracion de 0,5% el microorganismo

presenta un indice no muy alejado del valor de mayor rango.

Comportamiento cepa N1b2

2164 2,43

1

CMC 2%

CMC 0,5%

Potencial (mm)
O P N W b

CMC 1%
Concentracion de CMC (%)

Figura 22. Comportamiento de la bacteria N1b2 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
José Salinas, 2018.

En latabla 20, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°6 codificada
con el nombre N1b3, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 20.

indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°6 (N1b3) en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del
mes 1 para el potencial celulolitico por duplicado (Ay B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA N1b3. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

0,5% A Pearson* 1 0,232 0,012 0411 -0,211 0,689
N 16 12 16 16 10 6

0.5% B Pearson* 0,232 1 -0,125 0,155 -0,287 0,311
N 12 12 12 12 10 6

1% A Pearson* 0,012 -0,125 1 0,114 0,395 0,549
N 16 12 33 24 10 6

1% B Pearson* 0,411 0,155 0,144 1 0,519 0,713
N 16 12 24 24 10 6
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Tabla 20. Continuacion

Pearson* -0,211 -0,287 0,395 0,519 1 -0,293
2% A
N 10 10 10 10 10 6
* -
206 B Pearson 0,689 0,311 0,549 0,713 0,293 1
N 6 6 6 6 6 6

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En relacion a los valores obtenidos por la correlacion de Pearson de la cepa n°6 codificada como
N1b3, se presentd un mayor potencial en la concentracion de CMC al 1%; pero al aumentar su
cantidad de CMC el valor decay0 hasta 0 y al disminuir los niveles de CMC representa una caida

del nivel en su potencial, pero consistente en el proceso de produccién de enzima.

Comportamiento cepa N1b3

25 2,162
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g 2
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. 0,846
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Concentracion de CMC (%)

Figura 23. Comportamiento de la bacteria N1b3 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
Salinas J, 2018.

En la figura 24, se evidencia una extrapolacion de los resultados obtenidos de la correlacion
de Pearson de las bacterias N1b1, N1b2 y N1b3, las cuales fueron extraidas de la preseleccion del
potencial celulolitico a una concentracion de diésel al 9,8 g/kg y a niveles de CMC del 1%. Donde
se encuentra que la cepa N1b2 presenta un mayor potencial celulolitico en comparacion con las

otras; seguida de N1b1 la cual expreso unos valores muy cercanos a la cepa de mayor potencial.
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Comportamiento de halos

3
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’E\ 2
£
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[&]
c
o
£ 1
) I
0
CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%
= N1bl 1,608 1,688 1
= N1b2 2,164 2,43 1
= N1b3 0,846 2,162 0

Concentracién de CMC

Figura 24. Comportamiento entre las bacterias de estudio a 9,8 g/kg de Diésel mes 1. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
Salinas J, 2018.

En la figura 25, se evidencia una extrapolacion de los resultados obtenidos por parte de las
cepas bacterianas sometidas a distintas concentraciones de Diésel a 6,1 g/kg (NOb1, NOb2 y NOb3)
y 9,8 g/kg (N1b1, N1b2 y N1b3) en concentraciones del 0,5, 1 y 2% de CMC. En la cual se obtuvo
que al aumentar las concentraciones de Diésel disminuye significativamente el potencial
celulolitico de las cepas sometidas en el estudio. Se destaca la cepa bacteriana NOb1 por presentar
un mejor potencial en relacion con las demas seguida de la cepa NOb2 que a pesar de presentar un
buen nivel de su potencial enzimatico pero menor a la anterior cepa; su concentracion tiene un

patron del potencial celulolitico al aumentar los niveles de CMC.
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EXTRAPOLACION DE COMPORTAMIENTO
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0,5
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ENObl 2 3,122 1,858

NOb2 3,26 1,602 2
= NOb3 2,464 2,258 1,414
mN1bl 1,608 1,688 1
mN1b2 2,164 2,43 1

N1b3 0,846 2,162 0

Concentraciones de CMC (%)

Figura 25. Grafico comparativo entre cepas, concentracién de CMC y concentracion de Diésel. Adaptado de “Excel,
2018”. Por José Salinas, 2018.

En latabla 21, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°7 codificada
con el nombre N2bl, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 21.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°7 (N2b1) en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del
mes 2, para el potencial celulolitico por duplicado (A y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA N2b1l. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2 00%
A B A B A B
0,5% A Pearson* 1 0,167 0,663 0 0 -0,408
N 5 5 5 5 2 5
0.5% B Pearson* 0,167 1 0,023 -0,03 0 0,5
N 5 13 13 13 2 6
0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B

1% A Pearson* 0,663 0,023 1 0,406 0 -0,081
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Tabla 21. Continuacion

N 5 13 17 17 2 6
* -
1% B Pearson 0 0,03 0,406 1 0 0
N 5 13 17 33 2 6
*
206 A Pearson 0 0 0 0 0 0
N 2 2 2 2 2 2
* | - -
206 B Pearson 0,408 0,5 0,081 0 0 1
N 5 6 6 6 2 6

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

A continuacion, se presentan, los comportamientos de las cepas bacterianas, luego de

trascurrido 1 mes de aplicar el diésel a una concentracion de 9,8 g/kg en el sustrato de suelo.

En la figura 26, se presenta el comportamiento de la cepa n°7 codificacion N2b2 en donde
a una concentracion de 1% de CMC presenta un mayor potencial celulolitico en comparacién con
una concentracion del 0,5%, presentando una disminucion de su potencial al aumentar la

concentracion de CMC como se evidencia al 2%.

Comportamiento cepa N2b1l
3 2,812
2,334

N

1

CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%
Concentracion de CMC (%)

[y

Potencial (mm)

Figura 26. Comportamiento de la bacteria N2b1 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
José Salinas, 2018.

En la tabla 22, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°8 codificada
con el nombre N2b2, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.
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Tabla 22.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°8 (N2b2) en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del
mes 2, para el potencial celulolitico por duplicado (A 'y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA N2b2. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

0.5% A Pearson* 1 -0,143 -0,187 0,084 0,190 -0,238
N 25 16 25 25 25 25

0.5% B Pearson* -0,143 1 -0,140 0,059 0,218 -0,112
N 16 16 16 16 16 16

1% A Pearson* -0,187 -0,140 1 0,037 0,123 0,376
N 25 16 36 36 36 36

1% B Pearson* 0,084 0,059 0,037 1 -0,048 -0,275
N 25 16 36 43 43 43

206 A Pearson* 0,190 0,218 0,123 -0,048 1 0,152
N 25 16 36 43 73 73
204 B Pearson* -0,238 -0,112 0,376 -0,275 0,152 1
N 25 16 36 43 73 85

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En relacion a los valores obtenidos en la figura 27, segun los resultados expresados por el
indice de correlacidn de Pearson para la cepa n°8 codificacion N2b2, se observa que esta presenta

un comportamiento ascendente a medida que se incrementan los niveles de CMC.

Comportamiento cepa N2b2
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Figura 27. Comportamiento de la bacteria N2b2 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
José Salinas, 2018.

En la tabla 23, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°9 codificada

con el nombre N1b2, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el nimero de
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colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas, correlaciones

positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacion entre las variables.

Tabla 23.
indice de correlacion de Pearson de la cepa bacteriana n°9 (N2b3) en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg del
mes 2, para el potencial celulolitico por duplicado (A y B).

CMC-CORRELACION DE PEARSON

CEPA N2b3. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B
0,5% A Pearson* 1 -0,181 0,471 -0,115 0,051 0,617
N 13 13 13 13 13 13
Pearson* -0,181 1 -0,245 -0,001 -0,032 -0,315
0,5% B
N 13 22 22 22 22 14
Pearson* 0,471 -0,245 1 -0,171 -0,226 0,393
1% A
N 13 22 49 49 23 14
Pearson* -0,115 -0,001 -0,171 1 0,125 -0,350
1% B
N 13 22 49 68 23 14
Pearson* 0,051 -0,032 -0,226 0,125 1 0,289
2% A
N 13 22 23 23 23 14
Pearson* 0,617 -0,315 0,393 -0,350 0,289 1
2% B
N 13 14 14 14 14 14

Nota. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”; Por José Salinas, 2018.

En relacion a los valores obtenidos en la figura 28, en el indice de correlacion de Pearson
para la cepa n°8 codificada como N2b3, se observa que la cepa responde favorablemente al

incremento progresivo de la concentracion de CMC.
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Comportamiento cepa N2b3

2,577

N

1,638 1,659

Potencial (mm)

CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%
Concentracion de CMC (%)

Figura 28. Comportamiento de la bacteria N2b3 a distintas concentraciones de CMC. Adaptado de “Excel, 2018”. Por
José Salinas, 2018.

A partir de la figura 29, se evidencia una extrapolacion de los resultados obtenidos por parte
de las baterias sometidas a distintas concentraciones de Diésel al 9,8 g/kg mes 2 y a
concentraciones de CMC del 0,5, 1, 2%. En la cual se obtuvo que la cepa N2b1 presenta un mayor
potencial enzimatico, seguida de la cepa N2b2; la cual a presenta un mejor comportamiento en el

crecimiento progresivo atreves de las concentraciones implementadas.

Comportamiento de halos

3

€

£ 2

=

S

5

5 1

[a

0 CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%

" N2bl 2,334 2,812 1
= N2b2 1,714 2,074 2,304
= N2b3 1,638 1,659 2,577

Concentracion de CMC

Figura 29. Comportamiento entre las bacterias de estudio a 9,8 g/kg de Diésel en el mes 2. Adaptado de “Excel, 2018
Por José Salinas, 2018.
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En la figura 30, se presenta una extrapolacion del indice de correlacion de Pearson para el
caso de un muestre0 realizado en microorganismos transcurrido un mes luego de llevar a cabo el
vertimiento artificial de diésel se evidencia que las cepas (N1b1, N1b2 y N1b3) pertenecientes al
primer mes de vertimiento del agente xenobiotico presento un menor potencial en comparacion
con las (N2b1, N2b2 y N2b3) pertenecientes al primer mes de vertimiento del agente xenobidtico.
Lo cual indica que las bacterias tuvieron un proceso de resistencia al trascurrir el tiempo de
aplicacion de la sustancia. La cepa que presento un mejor potencial fue N2b2 ya que su potencial
fue incrementando a medida que se elevavan los niveles de CMC; seguida de la cepa N2b3.

Comportamiento Diesel Mes 1y 2
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N1b1 1,608 1,688 1
mN1b2 2,164 2,43 1
N1b3 0,846 2,162 0
EN2b1 2,334 2,812 1
mN2b2 1,714 2,074 2,304
BN2b3 1,638 1,659 2,577
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Figura 30. Comportamiento de los microorganismos luego de un periodo de un mes. Serie 1. Mes 1y Serie 4. mes 2.
i. Representa n° de serie. Adaptado de “Excel, 2018”. Por José Salinas, 2018.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por el aislamiento hecho por Gaitén, et al en el
2007; en un residuo fresco y de compost generado por un cultivo de crisantemo, microorganismos
con actividad celulolitica; del cual se reportaron tres cepas que presentaron actividad celulolitica
del (Cepa 2 (0.3 mm), Cepa 6 (0.2 mm) y cepa 8 (0.35 mm)); mientras los observados en el
estudio presentan un mayor didmetro en las zonas de aclaramiento por parte de las cepas (N1b3
(0.608 mm), NOh1 (0.703 mm) y NOb3 (0.707)).
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4.1.3.1. Hongos.

Del 33% de las cepas de hongos filamentosos encontradas en el presente estudio, se
decide trabajar con el 23,1% de las cepas que presenta un mayor rango en su didmetro de halo, el
cual representa un mejor potencial celulolitico (Tabla 24). La estructura microscopica de las cepas

estudiadas fue determinada mediante una tincion por azul de lactofenol (figura 31).

;ﬁﬁdza\t celulolitica cualitativa de las cepas de hongos filamentosas aisladas en agar CMC 1% (p/v) y codificacion.
Cepa Cadigo Figura Diametro halo de hidrolisis
10 NOh1 32 0,703 mm
11 N1h2 33 0,509 mm
12 N2h3 34 0,509 mm

Nota. Actividad celulolitica de las cepas de hongos filamentosos seleccionadas para potencial y codificacién. Por José
Salinas, 2018.

Figura 31. Cepa de hongo filamentoso Aspergillus sp. Por Salinas J, 2018.
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Figura 34. Zona de aclaramiento, cepa N2h3 en Agar CMC 1% (p/v). Por José Salinas, 2018.

Se implementa el método de conservacion de hongos filamentosos por glicerol al 10% en

ADTE, por ser un método que garantiza, pureza y estabilidad de las cepas, 1o que se un e a su
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bajo costo y sencillez, capaz de garantizar la estabilidad y supervivencia de diferentes cultivos
fangicos por largos periodos de tiempo. El uso de la conservacion de hongos filamentosos
mediante la inmersion en agua destilada bien documentado en la literatura (Ferndndez, et al.,
2012), en un estudio realizado por Rey, et al en el 2016, se observé que una recuperacion de 16
hongos de los 18 evaluados corroborando que el presenté método permite la conservacion de

hongos durante un periodo largo de tiempo.

4.1.4. Correlacion de resultados.

El sistema de correlacion de Pearson, se tuvieron en cuenta las variables de diametro de halo
(mm) y numero de colonias en concentraciones de CMC; en donde se puede apreciar que las
correlaciones de las cepas de hongos presentes en las tablas (tabla 25, 26 y 27), las cuales no
presenta una relacion directamente lineal entre las dos variables estudiadas. Debido a que el
indice de correlacion de Pearson para las tres cepas de hongos estudiadas fue de 0 no se presenta
ninguna grafica comparativa con respecto a la proyeccién del potencial enzimatico mediante la
aplicacion del indice de correlacion, se presenta la proyeccién del potencial celulolitico hallado,
mediante el empleo de distintas concentraciones de CMC (Figura 35, 36 y 37).

En la tabla 25, se presenta la correlacion de los resultados obtenidos por la cepa n°10
codificada con el nombre NOh1, en la que se evidencian su potencial celulolitico junto con el
namero de colonias formadoras en la que se presentan correlaciones negativas perfectas,
correlaciones positivas moderadas fuertes y en ocasiones de ninguna correlacién entre las

variables.

Tabla 25.
indice de correlacion de Pearson de la cepa de hongo n°1 en relacion al tratamiento Diésel 2.4571 g/kg, para el
potencial celulolitico.

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA HONGO 1. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS
0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B
Pearson* 0 0 0 0 0
N 1

0,5% A
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Tabla 25. Continuacion

0.5% B Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 1 1 1 1 1 1

1% A Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 1 1 1 1 1 1

0,50% 1,00% 2,00%

A B A B A B

1% B Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 1 1 1 1 1 1

206 A Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 1 1 1 1 1 1

206 B Pearson* 0 0 0 0 0 0
N 1 1 1 1 1 1

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En la figura 35, se evidencia que la cepa NOh1 de hongo filamentos tiene una mejor adaptacion
y potencial celulolitico a una concentracion de 0,5% de CMC, pero se presenta una disminucion

de manera paulatina de su actividad celulolitica al incrementar las concentraciones de CMC.

Cepa NOh1 de Diesel 2,5 g/kg

E 5 1,905
= 1,309 1,207
e
g . .
o
a
0
CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%

Concentracion de CMC (%)

Figura 35. Actividad celulolitica de la cepa NOh1 Adaptado de “Excel, 2018”. Por José Salinas, 2018.

En la tabla 26, se presentan los valores determinados mediante el método de correlacion de
Pearson de la cepa de hongo filamentoso n°11 codificada bajo el nombre de NOh2, en la cual se
demuestra que no se presenta una correlacion directamente lineal entre las variables estudiadas

debido a la cantidad de datos hallados.
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Tabla 26.
indice de correlacion de Pearson de la cepa de hongo n°2 en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg, para el
potencial celulolitico.

CMC-CORRELACION DE PEARSON
CEPA HONGO 2. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B
Pearson* 0 0 0 0 0 0
0,5% A N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
0,5% B N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
1% A N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
1% B N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
2% A N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
2% B N 1 1 1 1 1 1

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;
Por José Salinas, 2018.

En la figura 36, se evidencia que la cepa NOh2 de hongo filamentos tiene una mejor adaptacion
y potencial celulolitico a una concentracion en 1% de CMC; pero presenta rangos bajos en

concentraciones inferiores y mayores de CMC.

Cepa NOh2 de Diesel 9,8g/kg Mes 1

. 3

e

é 5 1,91

T

S 1 0,716 0,502

[5]

g8, ] I
CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%

Concentracion de CMC (%)

Figura 36. Actividad celulolitica de la cepa NOh2. Adaptado de “Excel, 2018”. Por José Salinas, 2018.

En la tabla 27, se presentan los valores determinados mediante el método de correlacion de

Pearson de la cepa de hongo filamentoso n°12 codificada bajo el nombre de NOh3, en la cual se
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demuestra que no se presenta una correlacion directamente lineal entre las variables estudiadas

debido a la cantidad de datos hallados.

Tabla 27.

indice de correlacion de Pearson de la cepa de hongo n°3 en relacion al tratamiento Diésel 9,8285 g/kg, para el

potencial celulolitico.

CMC-CORRELACION DE PEARSON

CEPA HONGO 3. CONCENTRACION DE CMC VS DIAMETRO DE HALOS

0,50% 1,00% 2,00%
A B A B A B
Pearson* 0 0 0 0 0 0
0,5% A N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
0,5% B N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
1% A N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
1% B N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
2% A N 1 1 1 1 1 1
Pearson* 0 0 0 0 0 0
2% B N 1 1 1 1 1 1

Nota. N= Numero de colonias. Pearson*= Correlacion de Pearson. Adaptado de “Software IBM SPSS Statistics 24”;

Por José Salinas, 2018.

En la figura 36, se evidencia que la cepa NOh3 de hongo filamentos tiene una mejor adaptacion

y potencial celulolitico a una concentracion en 1% de CMC; pero presenta rangos bajos en

concentraciones mayores e inferiores de CMC.

Cepa NOh3 de Diesel 9,8g/kg Mes 2

3
= 221
E2
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2. 0,818
g 0,512
< 1R
. N
CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%

Concentracion de CMC (%)

Figura 37. Actividad celulolitica de la cepa NOh3. Adaptado de “Excel, 2018”. Por José Salinas, 20138.
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En la figura 38, se presenta una proyeccion comparativa entre los resultados obtenidos de
las cepas de hongos filamentosos; en la cual se obtiene que la cepa que presenta una mejor
adaptacion y potencial enzimatico es NOh1 perteneciente a una concentracion de Diésel del 9,8
g/kg del mes 2, seguida de la cepa NOh3 perteneciente a una concentracion de Diésel 9,8 g/kg en
el mes 1.

Comportamiento

=L

Potencial (mm)

CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%
= NOh1 1,905 1,309 1,207
= NOh2 0,716 191 0,502
NOh3 0,818 2,21 0,512

Concentracion de

Figura 38. Comportamiento de las cepas de Hongos. Adaptado de “Excel, 2018”. Por José Salinas, 2018.

La figura 39, se representa una comparacion entre las cepas bacterianas y el hongos
filamentosos, estudiados que presentaron un mayor potencial celulolitico en cada una de las
concentraciones; con lo cual se infiere que la cepa que demuestra un mayor potencial enzimatico
es la NOb1 la cual a pesar de tener una caida en el tercer aumento de la concentracion de CMC
resulta una de las mas efectivas, seguida de la cepa N2b2 podria presentar una mejor actividad
celulolitica ya gque su potencial va en aumento a medida que aumentan las concentraciones de
CMC.
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COMPARACION ENTRE LAS CEPAS

Potencial (mm)
N

1
0
CMC 0,5% CMC 1% CMC 2%
= NOh3 0,818 2,21 0,512
= NObl 2 3,122 1,858
uN1b2 2,164 2,43 1
= N2b2 1,714 2,074 2,304

Concentracion de CMC (%)

Figura 39. Extrapolacion de los resultados de las cepas que presentaron mayor potencial celulolitico. Adaptado de
“Software Excel, 2018”. Por José Salinas, 2018.
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Conclusiones y Recomendaciones

e Al presentar las variaciones en las cantidades de CMC los microorganismos presentan una
formacion de colonias de mayor tamafio y mucho méas definidas con respecto a una menor
concentracion de CMC:

o CMC 0,5%; las formaciones de unidades de colonias son mayores; presentando un didmetro
de halo inferior a concentraciones superiores de CMC.

o CMC 1%; Presentan una menor concentracion en los recuentos de colonias, pero el
diametro del halo es superior con respecto a la anterior concentracion.

o CMC 2%; EIl nimero de colonias presentes en esta concentracion es bajo, casi que nulo,
pero el didmetro de su halo se encuentra en un rango intermedio entre 0,5 y 1% de CMC.

o En ocasiones se encontraba en proporciones inversamente proporcionales con respecto al
potencial celulolitico de las bacterias y su nimero de colonias, a diferentes concentraciones
de CMC.

e Los aislamientos con mayor numero de fueron los bacterianos en comparacion con los hongos.
Sin embargo, los hongos presentes produjeron los halos de mayor tamafio, aunque en el
momento de realizar una extrapolacion del potencial celulolitico a partir de las cepas
bacterianas se obtuvo una correlacion de dependencia entre la concentracion de diésel al que
fueron expuestos y la expresion de la capacidad enzimatica, caso totalmente opuesto por los
hongos filamentosos, ya que a partir del indicador cero, se infiere la no correlacién entre la

capacidad de los hongos y la concentracion de diésel empleado.

e Las cepas que se aislaron de predios de la Institucion Educativa Agricola de Guacavia,
ubicado en suelos del Piedemonte Llanero, contaminados con diésel a distintas
concentraciones; fueron 119 microorganismos, (80 cepas de bacterias y 39 cepas de hongos)
con capacidad para degradar la celulosa en la forma CMC, de los cuales, presentaron una
mayor capacidad nueve cepas bacterianas; NOb1, NOb2, NOb3, N1bl, N1b2, N1b3, N2bl,
N2b2 y N2b3 y tres cepas de hongos filamentosos; NOh1, N1h2 y N2h3, y a los que se les

hizo la determinacion del potencial celulolitico.
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e La cepa bacteriana que presentd mayor potencial celulolitico fue NOb1, seguida de cepa N2b2
y la cepa de hongo filamentoso que presenté mayor potencial celulolitico fue NOh1l. Estas

cepas son preservadas para estudios futuros.

e Segun los resultados obtenidos por el nimero de colonias formadoras en cada uno de los
tratamientos a distintas concentraciones de diésel se puede inferir que el reactor con una
concentracion de 0 g/kg de diésel presento un mayor numero de colonias en medio de CMC
al 1% con 3,9x10° UFC/10 ml; pero al ir aumentando la concentracion del contaminante
disminuye el recuento, asi, el reactor con 2,4 g/kg de diésel presento un recuento bacteriano
de 1,0x10° UFC/10 ml; 6,1 g/kg de diésel con 2,3x10° UFC/10ml, no obstante se incrementa
la densidad poblacional a 9,8 g/kg con un recuento de 3,8x10° UFC/10 ml, debido a que el
objeto del estudio era la determinacion del potencial celulolitico de cepas especificas, tan solo
se realiz6 una vez, por tanto, se sugiere realizar un seguimiento de lecturas de unidades

formadoras de colonia en un futuro estudio, que permitan explicar este comportamiento.

e EIl presente estudio contribuye al segundo objetivo “Evaluar la densidad microbiana de
bacterias y hongos asociados a los grupos funcionales de microorganismos del suelo en los
ciclos biogeoquimicos de nitrogeno, fésforo y carbono, en un ensayo experimental in situ con
dos tipos de contaminantes (gasolina y diésel)”” del macro-proyecto “Comportamiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas en suelos de vocacién agricola
artificialmente contaminados con Gasolina y Diésel en el piedemonte llanero del Municipio
de Cumaral (Meta)” (Méndez, et al; 2018, p.1), debido a que aporta el aislamiento y
comportamiento de microorganismos endémicos con capacidades enzimaticas, como las
celulasas, contribuyendo al conocimiento de los procesos de degradacion y reincorporacion a
los ciclos biogeoquimicos de complejas estructuras carbonadas, permitiendo la formacién de
suelo, tan importante para el mantenimiento del fragil equilibrio ecosistémico del piedemonte

Llanero.

e Para futuros estudios, se recomienda efectuar el andlisis de absorcion de la particula de suelo
con relacion al diésel, que permita determinar el grado de saturacion de la particula; ademas
de realizar la identificacion de las cepas bacterianas NOb1, NOb2, NOb3, N1b1, N1b2, N1b3,
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N2b1, N2b2 y N2b3y hongos filamentosos NOh1l, N1h2 y N2h3, mediante tipificacion
molecular y someter las cepas que presentaron mayor potencial a otros concentraciones y tipos

de complejas estructuras carbonadas para determinar su comportamiento.

Se puede inferir que en el aumento de la M.O en el matriz suelo de cada uno de los tratamientos
y el potencial celulolitico de las bacterias se asocia al incremento progresivo en los niveles de

diésel aplicados al sustrato de suelo.

Como reflexion final es importante mencionar que el vertimiento elevado de las
concentraciones hidrocarburos en el suelo conlleva a su degradacion total o parcial, alterando
la calidad fisicas y quimicas del mismo, principalmente por problemas de reduccion de los
microorganismos presentes en el suelo los cuales resultan importantes para el ciclaje de los
nutrientes. A pesar de que dichos suelos puedan presentar Optimos niveles para su
implementacién agricola no quedan exentos de presentar algin tipo de vertido, el cual puede
ser depurado y mejorado el sustrato implementando microorganimos endémicos con actividad

celulolitica.

Como reflexion final es importante mencionar que un manejo inadecuado de los oxisoles del
piedemonte llanero puede conllevar a su degradacién total, afectado la calidad quimica y fisica
de los mismos, principalmente por problemas de compactacion, aumento de la acidez, pérdida
de la fertilidad y de la capacidad de almacenamiento del agua en el suelo. Sin embargo estos
suelos podrian estar entre los mejores del mundo, si se realizan un buen manejo agricola, como:
utilizacién de variedades de plantas tolerantes a la acidez que sean eficaces y eficientes en la
toma vy utilizacion de los nutrientes principalmente del fosforo, fertilizacion focalizada de
acuerdo a los andlisis de suelos y a los requerimientos nutricionales del cultivo, cero labranza,
cultivos asociados con abonos verdes, cultivos intercalados, cultivos con coberturas vegetales,

praderas con arboles y conservacion y aumento de la materia organica del suelo.
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Anexos

Anexo 1. Limites entre Villavicencio y Cumaral. Por José Salinas, 2018.
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Anexo 2. Ubicacion del Instituto Educativo Agricola de Guacavia dentro de la frontera. Por José Salinas, 2018.
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Anexo 3. Ficha técnica de la vigilancia tecnoldgica.

Facultad Ingenieria Ambiental, Universidad Santo Tomas sede Villavicencio.

Objeto Exponer los indicadores bibliométricos de las actividades cientificas (articulos) relacionadas con el potencial
biodegradation de las bacterias y hongos en suelos contaminados por diésel en el piedemonte del Municipio de
Cumaral/Meta en el Instituto Educativo Agricola de Guacavia, durante el periodo de consulta del 1999 al 2017.

Tema Aislamiento y Evaluacion del potencial biodegradador de Bacterias y hongos celuloliticos en muestras de suelo

contaminado con Diésel en el Instituto Educativo Agricola de Guacavia.

Factor Critico

IAvances de la investigacion cientifica (articulos) relacionada con el Analisis del potencial biodegradador de

bacterias y hongos celuloliticos de suelos contaminados con diesel en Colombia.

Palabras clave

“biodegradable potential” “cellulolytic bacteria” “cellulolytic fungi” “soil” “diesel”

Periodo de

consulta

1997 — 2019

Herramientas de

consulta

Base de datos Scopus

Responsable

José David Salinas Vera
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Anexo 4. Noticias de incidentes de vertimiento.
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Cantidad Combustible
Fecha Sitio derramada (gal) derramado Fuente
10/04/2012 Kilometro 55+555, de la Via que co_nduce 3.000 Diésel Transportes Alvarez y Biomax S.A.
de de Puerto Lopez a Puerto Gaitan
kilometro 4 de la via que de Villavicencio L Transunidos Ltda — Petrobras Colombia
2/05/2013 conduce a Bogota. 4.200 Diesel Combustibles S.A
Km 0,5 de la antigua via que de

7/06/2013 | Villavicencio conduce a Bogota — Barrio 1.000 Diésel Transportes VIGIACSC;'rA"S' - Metapetroleum

Nueva Granada. P
30/09/2013 | <M 128+300 Via Puerto Gaitan — Campo 20 Diésel ECOPETROL S.A.S

Rubiales (Meta).

Km 92, en la via que conduce de Puerto - empresa IDEA TRANSPORTADORA
30/11/2013 Gaitan a Campo Rubiales, 1.000 Diesel S.A.S- ORGANIZACION TERPEL S.A.
20/03/2015 |  Antigua via Bogota Villavicencio, 4,500 Diésel Rivarca S.A.S
kilobmetro 92

25/04/2015 | KM 43 Via Campo Rubiales, Municipio 20 Diésel OPL Carga

de Puerto Gaitan

sector conocido como pozo azul (Cafio
San L .
24/10/2015 Andrés) ubicado en el Kilometro 98 + 10 Diésel Transportes Iceberg de Colombia S.A
800 via Villavicencio - Barranca de Upia.

16/09/2016 | K™ 102+ 100 Viapto Lopez - plo gattan 40 Diésel GRUPO CALDERON S.A.S
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Anexo 5. Precipitacion en zonas del Piedemonte Llanero. Por José Salinas, 2018.
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Anexo 6. Histograma de precipitacion de la estacion APTO VANGUARDIA. Por José Salinas, 2018.
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Anexo 7.

N

Instituto Agricola Guacavia en el Municipio de Cumaral
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(Meta).
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2017.
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Anexo 8. Cercania del Instituto Agricola Guacavia al Municipio de Cumaral (Meta). Por Cesar Riveros, 2017
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Anexo 9. Anexo normativo. Por José Salinas, 2018.
Norma Tema
Tratados Internacionales

Constitucion ambiental mundial que define, a partir de 27 principios bésicos, los derechos y
Declaracion de Rio de Janeiro sobre responsabilidades de las naciones en la busqueda del progreso y el bienestar de la humanidad.
Medio Ambiente y Desarrollo 1992. | Insiste, sobre todo, en el desarrollo humano, la proteccidn de los recursos naturales, asi como en
la necesidad de actuar en favor de la paz y en contra de la pobreza.

Convenio RAMSAR Para la proteccion de los humedales.
Convenio de Basilea Regula el transito transfronterizo de sustancias toxicas y peligrosas.
CONPES 2750 de 1994 Politicas sobre manejo de residuos sélidos

Constitucion Nacional

Es obligacion del Estado y de las personas proteger las riquezas culturales y naturales de la

Articulo 8° Nacion,
Articulo 49 La atencion de la salud y el saneamiento ambiental son servicios publicos a cargo del Estado.
La educacién formara al colombiano en el respeto a los derechos humanos, a la paz y a la
Acrticulo 67 democracia; y en la practica del trabajo y la recreacién, para el mejoramiento cultural, cientifico,
tecnol6gico y para la proteccion del ambiente.
Articulo 79 Derecho colectivo al Ambiente Sano y a participar en las decisiones que puedan afectarlo.
El Estado planificara el manejo y aprovechamiento de los recursos naturales, para garantizar
Articulo 80 su desarrollo sostenible, su conservacion, restauracion o sustitucion. Ademas, debera

prevenir y controlar los factores de deterioro ambiental.
Son deberes de la persona y del ciudadano: ... 7: Proteger los recursos culturales y naturales

Articulo 95 q p ” )
el pais y velar por la conservacion de un ambiente sano.
Leyes
Ley 23 de 1973 Princi,pios fundamentale§ sobre prevenciQn y control de la pontarr]iqacién del aire, agua y suelo y
otorgd facultades al Presidente de la Republica para expedir el Codigo de los Recursos Naturales
Ley 9% de 1979 Por la cual se establecen normas que re%rlr?t?i eI?]tzroteccién de la salud publica y el Medio

Es deber del Estado promover y orientar el adelanto cientifico y tecnoldgico y, por lo mismo,
esta obligado a incorporar la ciencia y la tecnologia a los planes y programas de desarrollo

Ley 29 De 1990 economico y social del pais y a formular planes de ciencia y tecnologia tanto para el mediano
como para el largo plazo.
Ley 99 de 1993 Crea el Ministerio del Medio Ambiente y la estructura del Sistema Nacional Ambiental —~SINA-

Por la cual se dictan normas prohibitivas en materia ambiental referentes a los desechos
Ley 430 de 1998 peligrosos y se dictan otras disposiciones.
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Define el seguro ecoldgico y delitos contra los recursos naturales y el ambiente y se modifica el

Ley 491 de 1999 Cédigo Penal
Ley 685 de 2001 Caédigo Minero
Ley 1333 de 2009 Procedimiento Sancionatorio Ambiental y crea el Comparendo Ambiental.
Ley 1382 de 2010 Reforma al Cédigo de Minas (Inexequible)
Decretos 2811

Decreto 1594 de 1984

Procedimiento Sancionatorio por dafios al medio ambiente

Decreto 1865 de 1994

Reglamenta las funciones de las Corporaciones Auténomas Regionales

Decreto 605 de 1996

Reglamenta la ley 142 de 1994. En cuanto al manejo, transporte y disposicion final de residuos
solidos

Decreto 1521 de 1998

Manejo, transporte y Distribucién de Combustibles liquidos derivados del petréleo para
estaciones de Servicio

Decreto 321 de 1999

Por el cual se adopta el Plan Nacional de Contingencia contra derrames de Hidrocarburos,
Derivados y Sustancias Nocivas.

Decreto 1602 de 2002

Por el cual se modifica la Tabla de Clasificacion de Actividades Econémicas para el Sistema
General de Riesgos Profesionales y se dictan otras disposiciones.

Decreto 1609 de 2002

Por el cual se reglamenta el manejo y transporte terrestre automotor de mercancias peligrosas por
carretera.

Decreto 4741 de 2005

Por el cual se reglamenta parcialmente la prevencion y manejé de los residuos o desechos
peligrosos generados en el marco de la gestion integral

Decreto 2041 de 2014

Todo lo referente a las licencias y trdmites ambientales de hidrocarburos transporte.

Resoluciones

Resolucién 2309/1986.

Para manejo de Residuos especiales. Establece las normas sobre la identificacion,
almacenamiento, tratamiento, transporte, disposiciones sanitarias, control y vigilancia de
residuos especiales.

Resolucion 1433 de 2004 MAVDT

Ordena la formulacién de los Planes de Saneamiento y Manejo de Vertimientos (PSMV) en los
municipios.
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https://www.minambiente.gov.co/images/Atencion_y_particpacion_al_ciudadano/consultas_publicas_2015/respuesta_Matriz_RTA_comentarios_modificaci%C3%B3n_Decreto_2041.xls
http://www.gobernaciondeltolima.com/res2309_1986.pdf
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Anexo 10. Pardmetros, métodos y unidades de los datos quimicos.
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Determinacion Analitica Unidad Método
pH pH VC R 004 Version 03
Conductividad Eléctrica dS/m NTC 5596:2008
Materia Organica 0/100g Walkey & Black
Faésforo Disponible (P) Bray Il mg/kg VC-R-007 Versién 02
Azufre Disponible (S) mg/kg Fosfato Monobaésico de Calcio
Acidez Intercambiable (Al+H) cmoly/kg KCI
Aluminio Intercambiable (Al) cmoly/kg KCI
Calcio Intercambiable (Ca) cmoly/kg ID-R-072_Versién_5
Magnesio Intercambiable (Mg) cmoly/kg ID-R-072_Version_5
Potasio Intercambiable (K) cmolw/kg ID-R-072_Versién_5
Sodio Intercambiable (Na) cmoly/kg ID-R-072_Versién_5
Capacidad Intercambio Catidnico (CICE) cmolw/kg Suma de Cationes
Hierro Disponible (Fe) Olsen mag/kg NTC_5526:2007
Manganeso Disponible (Mn) Olsen mg/kg NTC_5526:2007
Zinc Disponible (Zn) Olsen mag/kg NTC_5526:2007
Cobre Disponible (Cu) Olsen mg/kg NTC_5526:2007
Boro Disponible (B) mag/kg Fosfato Monobésico de Calcio

Saturacion Calcio
Saturacion Magnesio
Saturacion Potasio
Saturacion Sodio
Saturacion Aluminio
Relacion Ca/Mg
Relacion (Ca+Mg)/K
Relacion Mg/K
Relacion Ca/B

Saturacién de bases

Relacién iénica

Nota. Parametros, métodos y unidades de los parametros quimicos. Por Agrosavia, 2018.
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Anexo 11. Datos obtenidos de los pardmetros quimicos por el laboratorio de suelos de Agrosavia.
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o B . ’ 0 glkg Diésel Diésel Diésel
Determinacion Analitica Unidad Método (Testigo) 2,5 6,1 9,8
o/kg go/kg g/kg
pH pH VC R 004 Versién 03 5,37 5,3 5,2 5,28
Conductividad Eléctrica dS/m NTC 5596:2008 0,65 0,36 0,26 0,25
Materia Organica 0/100g Walkey & Black 1,69 2,66 3,1 3,54
Fosforo Disponible (P) Bray 11 mag/kg VC-R-007 Version 02 3435 1393 7,19 12,93
Azufre Disponible (S) mag/kg Fosfato Monobésico de Calcio 26,86 15,35 12,72 13,31
Acidez Intercambiable (Al+H) cmoly/kg KCI 0,05 0,16 0,21 0,21
Aluminio Intercambiable (Al) cmoly/kg KCI 0 0,08 0,02 0
Calcio Intercambiable (Ca) cmoly/kg ID-R-072_Versiéon_5 4,28 348 3,38 3,05
Magnesio Intercambiable (Mg) cmol+y/kg ID-R-072_Version_5 0,79 0,58 0,61 0,63
Potasio Intercambiable (K) cmolwy/kg ID-R-072_Versiéon_5 0,46 0,35 0,33 0,35
Sodio Intercambiable (Na) cmolwy/kg ID-R-072_Versiéon_5 0,15 <0,14 <014 <0,14
Capacidad Intercambio Cationico (CICE) cmolwy/kg Suma de Cationes 5,73 4,71 4,67 4,38
Hierro Disponible (Fe) Olsen mag/kg NTC_5526:2007 123,02 97,41 66,2 74,36
Manganeso Disponible (Mn) Olsen mag/kg NTC_5526:2007 32,04 4858 47,73 60,21
Zinc Disponible (Zn) Olsen mg/kg NTC_5526:2007 4,32 3,92 3 3,71
Cobre Disponible (Cu) Olsen mg/kg NTC_5526:2007 1,39 1,25 <1 <1
Boro Disponible (B) mg/kg Fosfato Monobasico de Calcio 0,33 0,25 0,38 0,45
Saturacion Calcio - 75 74 72 70
Saturacion Magnesio - 14 12 13 14
Saturacion Potasio - Saturacion de bases 8 7 7 8
Saturacion Sodio - 3 3 3 3
Saturacion Aluminio - 0 2 0 0
Relacion Ca/Mg - 54 6 5,6 49
Relacién (Ca+Mg)/K - Relacién idnica 10,9 11,7 1272 10,4
Relacion Mg/K - - 1,7 1,7 1,9 1,8
Relacién Ca/B - 2570 2767 1779 1369

Nota. Resultados, parametros, métodos y unidades de los pardmetros quimicos. Por Agrosavia, 2018.
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Anexo 12. Tabla de las cepas de hongos encontradas.

Cepas de Hongos
Testigo Diésel 200 mL Diésel 800 mL
10 - ABC 10 - ABC 10 - ABC
1 -*- 3 A* 3 B-1
3 A-1 3 A*2 3 B-3
3 A*1l 3 B* 3 C-1
4 A* 3 -* 4 A*
4 Al* 3 B-2 4 A *3
4 A*1l 4 A* 4 A *4
4 A-1 4 C* 4 B* *
4 B* 5 A* 4 C-
5 AF**2 5 A* * 5 A-1l
5 A*F**3 5 A - 5 A -3
5 B* 5 B-1 4 B*
6 A* 4 B*1
4 B *2
4 B*3
4 B ***
4 **
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Anexo 13. Tabla de las cepas Bacterianas.
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Cepas Bacterianas

Diésel Diésel Diésel Diésel 9,8 g/kg Mes 1 | Diésel 9,8 g/kg Mes
0 g/kg (Testigo) 2,5 g/kg 6,1 g/kg 2

Cod 10 - ABC Cod | 10- | ABC | Cod | 10- | ABC | Cod 0 ABC | Cod | 10- | ABC

1A 1 B-2 1B 1 B-3 1C 2 B - 1D 2 C- 1E 1 C-
2A 3 B - 2B 2 B-2 2C 3 cC* 2D 2 C-1 2E 1 C-1
3A 3 C-1 3B 3 c* 3C 4 A - 3D 2 C-12 3E 2 B*1
4A 3 C-11 4B 5 A* 4C 4 B - 4D 3 B - 4E 2 B *2

5A 3 C-1.2 5B 5 B~* 5C 4 B-1 sD 3 B 1 SE ) B

*2.1

6A 6 C* 6B 5 B-2 6C 4 C* 6D 3 C-3 6E 3 A -
B 6 A* 7C 4 C- 7D 3 C-4 TE 3 A-1
8B 6 B~* 8C 4 Cc-1 8D 3 C-41 8E 3 |A-11

9B 6 Cc* 9C 5 C- 9D 4 A* 9E 3 C-1

10C 6 A* 10D 4 A*2 10E 3 C-2

11D 4 A*3 11E 3 C-3

12D 4 A-4 12E 4 A*

13D 4 A -7 13E 4 A-

14D 4 B* 14E 5 A -

15D 4 B *3 15E 5 B-1
16D 4 B*3.1 | 16E 5 B-1.1
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17D 4 B-3 17E 5 | B-12
18D 5 A-2 | 18E 6 A -
19D 5 B* 19E 6 B*
20D 5 B*1 | 20E 6 Cc*
21D 5 B-1

22D 5 B-1.1

23D 5 B-12

24D 5 c*

25D 5 C-3

26D 5 C-31

27D 5 C-32

28D 6 A -

29D 6 B -

30D 6 B-1

31D 6 Cc*

32D 6 Cc*1

33D 6 C-1

34D 6 C-11

35D 6 C-1.2

Nota. Cod. Codigo.



