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INTRODUCCION

Los estudios realizados sobre la microbiologia del suelo han aumentado gradualmente
en los ultimos afios debido al rapido avance de la ciencia y el interés que ha surgido
en indagar y caracterizar los suelos para su uso especialmente en el ambito agricola.
En la actualidad, los laboratorios dedicados al analisis de muestras ambientales han
buscado mejorar su competitividad implementando técnicas y mecanismos para
analisis de toda muestra ambiental; entre ellas las muestras de suelo, entendiendo que
estas requieren ciertas condiciones especiales desde su recoleccion in situ hasta el
analisis dentro de condiciones controladas en el laboratorio.

Por lo anterior, el Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Flores Garcia S.A.S,
para cumplir con sus objetivos de prestacion de servicios y entregar al cliente
resultados confiables y oportunos, tiene como finalidad establecer técnicas para
analizar muestras de suelos la cuales se ajustan ademas de las necesidades y/o
expectativas del cliente a las referencias normativas pertinentes para el analisis de
muestras. Al hablarse de documentacion de un método especifico se debe establecer
la informacién documentada que brinde soporte de lo que se desea implementar en la
técnica a emplear, esto puede lograrse haciendo uso de articulos, textos y revistas
cientificas actualizadas necesaria para lograr tal finalidad.

Para garantizar el sistema de aseguramiento de la calidad, la documentacion
recopilada debe encontrarse actualizada y organizada, basandose en las
especificaciones que reposan en la NTC-ISO-IEC 17025:2005; la cual contiene los
requisitos que los laboratorios de ensayo y/o calibracién deben cumplir para asi
demostrar que operan bajo un sistema de calidad, que son competentes en cuanto
sus técnicas y personal que labora lo que conlleva a ser capaces de obtener
resultados validos y confiables generados por parte de los procesos realizados en el
laboratorio.

Con base a lo anterior, el presente trabajo de grado busca documentar los
procedimientos técnicos adecuados para el analisis microbiologico de suelos en el
Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Flérez Garcia, S.A.S, para asi ajustarse
a las necesidades de sus clientes, garantizando la emisién de resultados confiables,
seguros y oportunos, comprometidos con la calidad del servicio, cultura de
mejoramiento continuo y la proteccién del medio ambiente.
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1. OBJETIVOS.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Disefiar los procedimientos técnicos destinados a la determinacion de la calidad de
muestra de suelo, mediante analisis microbiologicos, y la vez contribuir a la apertura
del area de andlisis de suelo en el Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Florez
Garcia S.A.S.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Revisar bases de datos, articulos y normatividades recientes, con el fin de
elaborar los procedimientos técnicos de las pruebas microbiolégicas que
hacen parte del control de la calidad de muestras de suelos.

o Disefiar los procedimientos técnicos para el control de la calidad de muestras
de suelos asociados con hongos (benéficos o patégenos de planta), y
Actinomicetos.

o Elaborar los procedimientos técnicos para la determinacion de la
Ausencia/Presencia de Enterobacterias (Salmonella spp y E.coli) en muestras
de suelos.

11
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2. JUSTIFICACION.

El suelo es un cuerpo natural que conforma el habitat de bacterias, hongos, levaduras,
virus y plantas superiores, entre otros, que sirve para la alimentacion de los animales y
del hombre a través de los ciclos tréficos.

Los microorganismos del suelo mantienen los sistemas ecoldgicos, ya que le aportan
componentes quimicos y minerales (como resultado de la biodegradacién); y
complejos organicos como acidos humicos y falvicos, enzimas, vitaminas, hormonas y
antibidticos; ademas, albergan una rica reserva genética.

En la actualidad es lamentable ver como el suelo se encuentra seriamente
amenazado por la préactica de sistemas de produccion inadecuados o mal aplicados,
gue incluso han acelerado los procesos de erosion y desertificacion de grandes zonas.
Esto también se debe a la industrializacion y urbanizacion ya que estas generan dia a
dia una gran cantidad de desechos que son incorporados al suelo, lo cual ocasiona
tanto la reduccidn de su fertilidad como la modificacién de sus procesos naturales. Por
lo anterior, es necesario estudiar las caracteristicas particulares del suelo para
determinar su grado de contaminacién y consecuentemente, aplicar alguna de las
tecnologias de remediacion existentes. Por ende es muy comdn ver como en muchos
paises se emplean diferentes estrategias de restauracion, las cuales tienen como
consecuencia final el desencadenamiento de procesos de sucesién natural, que
generan cambios importantes en las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, en la
composicion de especies vegetales, animales y microbianas, variables que junto con el
clima determinan la calidad del suelo (Kibblewhite et al., 2008).

En este contexto los agricultores de la regiébn necesitan conocer algunos indicadores
de calidad del suelo para mejorar o no las condiciones nutricionales 6ptimas para
siembras y cultivos, debido a que en esta matriz los microorganismos desempefian
funciones importantes para el ecosistema y se han mostrado como excelentes
indicadores de su calidad. Ademas presentan la ventaja de ser mas sensibles que los
organismos superiores, como animales y plantas, debido a su tamafio y rapido
crecimiento, por lo que son ideales para evaluar actividades de restauracion en una
escala de tiempo sucesional menor (Eaton y Chassot, 2012).

Debido a ello el Laboratorio Nancy Flérez Garcia S.A.S busca elaborar una nueva
area de analisis microbiolégico, destinada al aislamiento y recuento de los
microorganismos presentes en muestras de suelo. Para cumplir tal finalidad, como es
el objetivo del presente trabajo de grado; se realizé una revisién bibliogréafica haciendo
uso de las bases de datos, revistas, articulos y demas documentacion que aporte
informacion sobre los procedimientos a seguir para lograr establecer una
documentacion que suministre informacion confiable, sobre los equipos, reactivos,
medios, microorganismos Yy ejecucion de pruebas y ensayos, que se deban
implementar en un estudio microbiolégico en suelo; minimizando asi la posibilidad de
error que se puedan generar durante las pruebas a realizar en el laboratorio. De esta
manera el Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Flérez Garcia S.A.S podra
proveer a los agricultores de la region, clientes del laboratorio, una informacion

12
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infalible y garantizada, sobre la calidad microbiologica de las muestras de suelo
analizadas.

13
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. LABORATORIO AMBIENTAL Y DE ALIMENTOS NANCY FLOREZ
GARCIA S.A.S,EN LA CIUDAD DE VALLEDUPAR DEL CESAR.

El Laboratorio Nancy Florez Garcia S.A.S con NIT 824005588-0,inscrita en la camara
de comercio en la ciudad de Valledupar bajo el numero 000270; cuenta con la
prestacion de servicios del Laboratorio Clinico y el Laboratorio Ambiental y de
Alimentos; por medio de los cuales brinda a sus clientes procesos eficientes,
controlados y asegurados mediante la certificacion 1SO 9001:2008, y el sistema de
garantia de calidad analitica, que le permite entregar resultados confidenciales,
confiables y oportunos.

El Laboratorio Nancy Flérez Garcia S.A.S cuenta con programas de aseguramiento
de la calidad con controles internos y externos, en las diferentes areas de trabajo;
buscando en primera instancia garantizar el cumplimiento de la normativa legal vigente
y las normas I1ISO 9001:2008, ISO 17025:2005 e ISO 15189:2007, a través de su
implementacién, mantenimiento y mejora continua.

Adicionalmente, para el laboratorio Clinico en aquellos exadmenes que tienen
incidencia en el control epidemiolégico se encuentra en una red con el control de
calidad del Laboratorio Departamental de Salud Publica. Ademas este cuenta con
laboratorios externos que le realizan controles de calidad inter-laboratorios.

3.2. RECOPILACION DE DOCUMENTOS.

La recopilacién documental es un instrumento o técnica de investigacion social cuya
finalidad es obtener datos e informacién a partir de documentos escritos y no escritos,
susceptibles de ser utilizados dentro de los propésitos de una investigacion en
concreto (Baez, 2009). En este caso constituye una tarea ardua y laboriosa, ya que
el estudio microbiolégico del suelo a nivel nacional es algo nuevo y aun no se cuenta
con algunas normatividades colombianas para estudio microbioldgico de suelos, y por
ende ha tocado adoptar normas internacionales que respalden este estudio, en el
presente trabajo de grado (Cruz, 2012).

3.3. MICROBIOLOGIA DE SUELO.

El suelo es uno de los habitats mas diversos de la tierra y contiene una gran
diversidad de organismos vivos tales como bacterias, hongos, y actinomicetos
(Coleman et al., 2008). La biota del suelo juegan un papel vital en el mantenimiento de
la fertilidad del suelo (Wyatt, et al., 2008). Recientemente, se ha venido profundizando
més en el estudio microbiolégico de los suelos, ya que con el paso de tiempo se ha
visto la importancia que tienen los microorganismos en el suelo (Ben, et al., 2011). Por
ejemplo, Ge et al. (2008) informaron en un estudio realizado sobre los componentes

14
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del suelo, que el sitio de muestreo tuvo un efecto mayor sobre la diversidad de la
comunidad bacteriana del suelo que otras propiedades del suelo y la diversidad
bacteriana diferian de la escala de muestreo. Sin embargo el estudio de las
poblaciones microbianas que contiene el suelo en la regibn no tiene mucho auge,
posiblemente por la falta de conocimiento sobre la importancia de estos en el suelo a
nivel de agricultura. Es por ello que el Laboratorio ambiental y de alimentos Nancy
Flérez Garcia, S.A.S, ha visto la necesidad de general un campo especializado para
el estudio de suelos a nivel microbiologico.

3.4. IMPORTANCIA DE LA MICROBIOLOGIA DEL SUELO.

El conocimiento de la microbiologia del suelo resulta esencial para comprender la
agronomia y la ciencia ambiental. Sin la existencia de los microorganismos del suelo,
la vida sobre el planeta no seria tal y como la conocemos hoy en dia (Suzuki. 2009). Si
estos seres no existieran, estariamos rodeados de grandes cantidades de materia
organica en descomposicidon. Es decir todo lo que hacemos esta influido por los
microorganismos y su actividad en la tierra.

El suelo es un cuerpo natural altamente dindmico y complejo en el cual la actividad
microbiana juega un papel de suma importancia al incidir en sus propiedades. Las
interacciones que se establecen entre plantas y microorganismos son claves para un
adecuado establecimiento de sistemas de produccion agricolas, pecuarios y
forestales. EI generar conocimiento sobre la dinamica de estas interacciones en el
suelo posibilita la adecuada utilizacién del recurso suelo y la utilizacién de muchos
microorganismos del suelo con alto valor cientifico e investigativo. Actualmente se
puede observar como una gran diversidad de los suelos del pais exhiben algun grado
de degradacion, lo cual se puede evitar investigando en cémo los microorganismos
mejoran las propiedades del suelo; para asi establecer practicas de manejo amigables
con el ambiente en sistemas de produccién sostenible.

El suelo constituye un sistema complejo que alberga una gran rigueza de
microorganismos, los cuales establecen relaciones muy variadas y contribuyen a
conformar las caracteristicas propias del suelo, participan en los ciclos del carbono,
nitrdgeno, oxigeno, azufre, fésforo, hierro y otros metales; aportan a la fertilidad del
suelo y a la degradacién de compuestos xenobibticos (cuya estructura quimica en la
naturaleza es poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados
por el hombre (Beauregard, et al., 2010).

3.4.1. Microorganismos del suelo.

Los microorganismos edaficos se distribuyen en el suelo de manera no homogénea
ocupando microhdabitats producidos en los poros de las particulas del suelo. Por
consiguiente, los resultados de los estudios de microbiologia del suelo representan los
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promedios de los efectos de los microorganismos que ocupan los diferentes
microhabitats (Ibafiez, 2008).

La importancia de los microorganismos en ambientes naturales deriva de su cantidad,
diversidad y, sobre todo, de su gran espectro de actividades que, en la mayoria de los
casos, repercuten en los seres superiores con los cuales comparte un determinado
hébitat. Concretamente en el suelo, los microorganismos desarrollan una amplia gama
de acciones que inciden en el desarrollo y nutricion vegetal. Sin embargo, el nivel de
actividad de las poblaciones microbianas de diversos suelos es muy bajo, salvo en el
microhabitat donde haya una suficiente cantidad de fuente de carbono metabolizable
(C-labil). Cuando se introducen plantas en el sistema, la situacién de los microbios
cambia drasticamente, ya que las plantas son las principales suministradoras de
sustratos energéticos al suelo, de los que los microorganismos se aprovechan cuando
se encuentran en la zona proxima a la raiz y proliferan en ella (Tirado, 2010)

En este sentido dependiendo de la relacion que exista entre las plantas y los
microorganismos esto se dividen en tres grandes grupos:

a) saprofitos, que utilizan compuestos organicos procedentes de residuos de
animales, vegetales o microbianos.

b) parasiticos o "patdgenos’, causantes de enfermedades a las plantas.

c) simbiontes, los cuales benefician el desarrollo y nutricion vegetal.

Entre los beneficios para el sistema suelo-planta, pueden citarse los siguientes:

v" Estimulacién de la germinacion de las semillas y del enraizamiento.

¥v" Incremento en el suministro y disponibilidad de nutrientes.

v" Mejora de la estructura del suelo como consecuencia de la contribuciéon
microbiana en la formacion de agregados estables.

¥v" Proteccién de la planta frente a estrés hidrico y abiético.

La fuente de dichos beneficios en general es atribuible a las colonias bacterianas y
actinomicetos, relacionados con la mineralizacién del sustrato organico y procesos
metabdlicos vy fisiolégicos en la rizosfera (Martinez, et al. 2008).

3.4.2. Importancia de los microorganismos como indicadores de la
calidad de suelos.

El suelo es probablemente el ambiente natural mas rico en flora microbiana
(actualmente denominada microbiota), pudiendo contener miles de millones de
bacterias, hongos y Actinomicetos, por gramo de suelo. En el suelo se pueden
encontrar una gran variedad de especies microbianas que le aportan beneficio
convirtiéndolo en un suelo supresor de enfermedades, pero a la vez también se
pueden encontrar especies que indiquen malas condiciones en cuanto a calidad de
este, llegando a inducir enfermedades (Alvarez, 2008). Para dar una idea mucho mas
clara, se pude decir que los suelos se pueden clasificar de acuerdo a las funciones de
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los microorganismos que lo habitan. Por ejemplo cuando se habla de suelos
inductores de enfermedades, se hace referencia al tipo de suelo en el cual habitan los
microorganismos patdgenos de las plantas como lo es el hongo Fusarium spp, el cual
puede comprender del 5 al 20% del total de la microflora del suelo; este género en
combinacién con un alto contenido de nitrdgeno de la materia organica, puede
satisfacer a los productos oxidados incompletamente se eleven como malos y toxicos
olores perjudicando asi el crecimiento de las plantas. Ademas estos suelos tienden a
causar infestaciones frecuentes de organismos de enfermedades, e insectos dafinos.

Los suelos que presentan la anterior caracteristica generalmente tienden a tener
pobres propiedades fisicas, y amplias cantidades de energia son perdidas como
invernadero. Este tipo de caso también afecta a los nutrientes de las plantas ya que
estos son objeto de inmovilizacién en forma no disponible (Higa., et al., 2011).

Cuando se habla de suelos supresores de enfermedades; se hace referencia a los
microorganismos antagonistas presentes usualmente en este tipo de suelo; estos
microorganismos antagonistas son los responsables de producir abundantes
cantidades de antibiéticos. Estos incluyen hongos del genero Penicillum sp,
Trichoderma spp, Aspergillus spp y Actinomycetos o del genero Streptomyces. Los
antibidticos que producen pueden tener efectos bioestaticos y biocidas sobre las
enfermedades de las plantas desarrolladas en el suelo.

Los cultivos plantados en estos suelos raramente pueden llegar a ser afectados por
enfermedades o insectos plaga. Incluso si se aplica materia organica con alto
contenido de nitrégeno, la produccion de sustancias putrescibles es insignificante, y el
suelo suele tener un olor agradable cuando esta materia organica se descompone
(Higa., et al., 2011).

Las bacterias del suelo también juegan un papel fundamental en los procesos de
reciclado de los materiales, ya que descomponen gran parte de los restos de seres
vivos. Ademas influyen en muchos casos en la absorcion de nutrientes por parte de las
plantas y en otros aspectos beneficiosos para éstas. Al igual que los hongos los cuales
pueden ser patdgenos de plantas u otros pueden llegar a ser importantes al degradar
compuestos organicos celulosa, lignina, pectina. Favorecen la estructura del suelo al
unir particulas para formar agregados estables. De igual forma los Actinomicetos no se
guedan atras, ya que estos son capaces de degradar muchas sustancias complejas
incluyendo celulosa, lignina y quitina. Son responsables del "olor a tierra" y ayudan a
aumentar la estructura del suelo (Boff, 2008).

——
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3.4.2.1. Indicadores microbiolégicos y bioquimicos

3.4.2.1.2. Bacterias:

Expresa el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo. Es un
indicador que refleja la poblacién potencial de las bacterias en un determinado suelo,
especialmente aquellas que ocupan diferentes nichos o habitan en forma saprofitica.
La funcién béasica de las bacterias es la descomposicién y mineralizacién de los
residuos organicos, de donde obtienen su fuente energética y alimenticia. Mediante su
metabolismo liberan al medio sustancias como enzimas, proteinas, reguladores de
crecimiento, metabolitos y algunos nutrientes. Los beneficios de las bacterias para los
cultivos se relacionan con un incremento en la cantidad de raices y un aporte
importante de elementos basicos para el desarrollo y produccion (Siddiqui & Akhtar,
2008).

El nimero de bacterias tiene una estrecha relacién con algunas propiedades fisicas
del suelo, como la textura, estructura, porosidad, aireacion y retencion de humedad, ya
gque su actividad se beneficia con una mayor disponibilidad de oxigeno, principalmente
en aquellos suelos con poca compactacion y sin excesos de agua.

Dentro de las propiedades quimicas que favorece la actividad de las bacterias se
encuentra un pH cercano a la neutralidad, una baja acidez, altos contenidos de
materia organica y alta disponibilidad de algunos elementos necesarios para su
metabolismo, como N, Ca y Mg (Radjacommare et al. 2010).

También es importante tomar en cuenta los factores que pueden afectar
negativamente las poblaciones de bacterias, dentro de éstos esta la presencia de otros
organismos antagénicos y de sustancias contaminantes en el suelo, asi como la
aplicacion de agroquimicos.

3.4.2.1.3. Hongos:

La presencia de especies fungicas en el suelo en gran escala, es un fuerte indicador
de que esta matriz esta en buenas condiciones en cuanto su calidad microbiolégica,
debido a que la funcién basica de los hongos es la descomposicion y mineralizacion
de los residuos organicos frescos o recién incorporados al suelo, por esto se les
conoce como descomponedores primarios que mediante su metabolismo liberan gran
cantidad de enzimas capaces de destruir compuestos de estructuras complejas, para
asi obtener su fuente energética y alimenticia. Ademas liberan al medio proteinas,
reguladores de crecimiento, metabolitos y algunos nutrientes (Radjacommare et al.
2010).

Los beneficios de los hongos para los cultivos se relacionan con un incremento en la
cantidad de raices, una proteccion al ataque de fitopatdgenos y un aporte importante
de elementos bésicos para el desarrollo y produccion.
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3.5. DOCUMENTACION PARA LA ELABORACION DE LOS
PROCEDIMIENTOS TECNICOS.

3.5.1. Generalidades.

Los procedimientos técnicos son documentos que tienen como finalidad normalizar
las instrucciones de actuacion evitando asi las indefiniciones e improvisaciones que
pueden producir problemas o deficiencias en la realizacion del trabajo.

Los procedimientos aseguran:

La realizacién de las actividades pueda ser ejecutada por cualquier analista del
laboratorio en cualquier momento.

1.

2.

Desarrollar procedimientos de manera estandarizada, es decir, que estos sean
realizados de la misma manera por todo el personal analista.
Dar cumplimiento al objetivo propuesto para la praxis del ensayo.

3.5.2. Fases en la elaboracion de un procedimiento técnico.

La elaboracién de un procedimiento se puede dividir en las siguientes fases:

v

Fase de Elaboracion del borrador: La persona designada para la elaboracién
de procedimiento, realiza una primer borrador del documento, qué serd la
revision 0.

Fase de Lanzamiento: El borrador redactado en la fase anterior, se le da a
conocer al gestor de calidad o a la persona encargada de la revision del
documento para que puedan sugerir modificaciones que mejoren la
comprension del procedimiento- La fase de lanzamiento finaliza con la
redaccién definitiva, en base al borrador y las sugerencias recibidas.

Fase de Aprobacion: Antes de su distribucion, el documento debe ser
aprobado por la persona responsable previamente asignada. Normalmente se
designa a la Direccién o a la coordinacion.

Fase de publicacién: Una vez aprobado, el documento debe ser publicado de
forma controlada a las personas implicadas, conservando un registro de su
publicacién para asegurar que siempre se mantiene la Ultima version vigente.
Fase de Revision: La revision de los documentos puede ser puesta en marcha
tanto a solicitud de un empleado como de un cliente, para mejorar algin
aspecto de los mismos.

En este caso, se seguirian las fases anteriormente expuestas (Prieto, Ruiz.
2008)

3.5.3 Forma de redactar un procedimiento técnico.

Es importante que los procedimientos sean escritos pensando en la persona a cargo
de los andlisis. Los detalles excesivos y el uso de terminologia adecuada pueden
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afectar adversamente la implementacion, efectividad y eficacia del sistema de calidad.
Los procedimientos mal disefiados son fuente comdn de frustraciones y pueden
desprestigiar el proceso.

A continuacién se ofrecen algunas recomendaciones generales para la redaccion de
los procedimientos técnicos:

AN N NI

<

S

\

ASENENENEN

Evitar términos ambiguos.

Escribir las frases en presente y en orden cronolégico

Ser exacto

Plantear los objetivos que se pretende cubrir con el procedimiento y una vez
redactado, comprobar que el documento los cumple.

Utilizar diagramas de flujo, que permita obtener una vision global del
procedimiento.

(Prieto, Ruiz. 2008)

3.5.4. Contenido minimo de los procedimientos técnicos.

Nombre del laboratorio

Titulo del procedimiento.

Aprobacion y liberacion del PO: fecha y firma de la persona que lo elabora, de
quien lo revisa y del coordinador general del laboratorio, que seria quien lo
apruebe.

Numero de version actual.

Numero de documento

Paginacion: pagina actual /niamero de paginas totales.

Alcance

Numero de copias

(Prieto, Ruiz. 2008)
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Tabla 1. Formato de un procedimiento técnico del Laboratorio Ambiental y de
Alimentos Nancy Flérez Garcia S.A.S.

ﬂ boraen ambental y 62 almentos

ForezGarce
0rezbarce

Parkahddad a oada an ah
LOTEORCAS 3 T0C8 prusds

TITULO DEL PROCEDIMIENTO TECNICO

~ ™ ~~
CODIGO

VERSION

FECHA

Pagina 1 de 12
DOCUMENTO CONTROLADO

RESPONSABLE DEL PROCESO:
COORDINADOR GENERAL DE LABORATORIO
COORDINADOR DE MICROBIOLOGIA
ANALISTA DE MICROBIOLOGIA

mbre / Cargo

mbre [ Cargo

Firma y Fecha: 20121102

Fima y Fecha: 201211102 Fima y Fecha: 2012111/02
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OBJETIVO

Indicar el fin que se desea alcanzar con la redaccion del procedimiento.
ALCANCE

Describe las operaciones que abarca el procedimiento y las areas de aplicacion
FUNDAMENTO TECNICO

Marco o base tedrico-préacticas que explican el procedimiento.

DEFINICIONES

Cuando sea necesario se deben definir términos técnicos, abreviaturas o
palabras utilizadas en otros idiomas.

REFERENCIAS DEL METODO

Mencionar los documentos y normas (locales o internacionales) en las que se
basa el procedimiento.

ATRIBUTOS DEL METODO
PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

Este item se refiere alas medidas dirigidas a reducir o eliminar los factores de
riesgo, a los que pueden estar expuestos los analistas del laboratorio, asi como
ayuda a promover positivamente el medio ambiente.

LIMITACIONES E INTERFERENCIAS

Alteracion o perturbacion del desarrollo normal del OP mediante la interposicion
de otra que puede llegar a resultar un obstaculo.

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

9.1. EQUIPOS REQUERIDOS

Mencionar los equipos requeridos para el analisis.
9.2. REACTIVOS REQUERIDOS

Mencionar los reactivos a empelar durante el procedimiento.
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10.

9.3. MATERIAL DE REFERENCIA REQUERIDOS

Mencionar las cepas guias para la comparacion del microorganismo aislado y
asi poder identificarlo.

9.4. MATERIALES REQUERIDOS
Mencionar los materiales necesarios para el analisis.
9.5. PROCEDIMIENTO

Conjunto de acciones u operaciones que tienen que realizarse de la misma
forma, para obtener siempre el mismo resultado bajo las mismas circunstancias.

9.6. FLUJOGRAMA

Representaciéon grafica de un proceso; que contiene una breve descripcion de
las etapas de un proceso. Los simbolos gréaficos del flujo del proceso estan
unidos entre si con flechas que indican la direccion de flujo del proceso.

9.7. CALCULO E INTERPRETACION DE RESULTADO

Determinacién del significado de los resultados obtenidos luego de un analisis,
al igual que se define que tan significativos son estos resultados en su
contexto especifico.

9.8. CONTROL DE CALIDAD

Estrategia para asegurar el cuidado y mejora continua en la calidad ofrecida,
por parte del laboratorio, a su clientela y trabajadores.

9.9. CRITERIOS DE ACEPTACION O VALORES NORMALES DE
REFERENCIA.

Material en el que los valores de una o mas de sus propiedades estan
certificados por un procedimiento técnicamente validado, bien sea que este
acompafiado de, o pueda obtenerse, un certificado u otra documentacion
emitida por un ente certificador.

FORMATOS RELACIONADOS
Es un estandar que define la manera en que esta codificada la informacion del

andlisis de una muestra, es decir es un documento que ayuda a archivar la
informacioén relacionada a un analisis relacionada con el laboratorio.
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11. ANEXOS

Relaciona las tablas, gréficas, fotos y dibujos que complementa la informacién y
el entendimiento del documento asi como los formatos y los registros que
soporten la ejecucién del mismo.

3.6. NORMATIVIDADES EMPLEADAS PARA ELABORAR CADA UNO DE
LOS PROCEDIMIENTOS TECNICOS.

Para la elaboracion de los Procedimientos técnicos destinados al analisis de suelo en
el Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Florez Garcia S.A.S; se llevo a cabo
una revision minuciosa de las normas vigentes donde se establecen los requisitos
necesarios, para analisis de suelo a nivel microbiolégico. De igual manera se
realizaron busquedas de técnicas, EPAS (Agencia de Proteccion Ambiental) y
metodologias como referencias para elaboracién de los protocolos de los diferentes
andlisis microbioldgicos plasmados en cada uno de los procedimientos técnicos
elaborados.

Las referencias metodoldgicas tenidas en cuenta en la elaboracion de los diferentes
procedimientos técnicos, ver tabla N° 2.

Tabla 2. Lista de diferentes referencias del método empleado para el analisis
microbiolégico en cada procedimiento técnico elaborado.

ISO 10381-2:2002 Soil quality --
Sampling -- Part 2: Guidance on
sampling techniques Toma de muestras de suelos.

NTC 4113-4. CALIDAD DE SUELO.
MUESTREO. PARTE 4. GUIA SOBRE
EL PROCEDIMIENTO PARA LA

INVESTIGACION DE SITIOS
NATURALES, SEMI-NATURALES Y
CULTIVADOS.

EPA  821R04028. United  States

Enviromental Protection Agency

Method 1682: Salmonella in Sewage Determinacion de Salmonella spp en
Sludge (Biosolids) by Modified suelos

Semisolid Rappaportr-Vassiliadis

(MSRV) Medium.
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EPA [2006] Method 1680: Fecal Determinacion de coliformes totales y E.

Coliforms in Biosolids by Multiple- coli por el método de tubos multiples

Tube Fermentation Procedures. sustrato enzimatico (caldo fluorocult
LMX).

Franco-Correa 2008. "Evaluaciéon de

caracteres PGPR en Actinomicetos e

Interacciones de estas Rizobacterias Aislamiento y Cuantificacion de
con hongos formadores de microorganismos Fijadores de Nitrégeno
micorrizas® trabajo de Doctorado. ISO en Medio Ashby.(Actinomicetos)
14238:2012. Soil quality — Biological

methods — Determination of nitrogen

mineralization and nitrification in soils

and the influence of chemicals on

these processes.

Luis Carlos Fernandez Linares Norma

Gabriela Rojas Avelizapa. Manual de

técnicas de andlisis de suelos Determinacion y recuento de hongos
aplicadas a la remediacién de sitios totales en muestra de suelo mediante
contaminados D. R. ©2006, Instituto dilucion en placa.

Mexicano del Petrdleo. ISO

16072:2002: Soil quality -- Laboratory

methods for determination of microbial

soil respiration

3.6.1. Descripcion de las referencias bibliograficas empleadas para la
elaboracién de los procedimientos técnicos.

Como se refleja en la tabla 2, para la elaboracién del presente trabajo y por ende de
los diferentes procedimientos disefiados, se citaron varias normatividades nacionales
e internacionales, teniendo mayor acogida esta Ultima, por disposicién del laboratorio.
A continuacion se realizara una breve descripcién de cada una de las normas citadas
en el presente trabajo y en los protocolos disefiados.

3.6.1.1. ISO 10381-2:2002. Calidad del suelo - Toma de muestras - Parte 2:
Orientacion sobre las técnicas de muestreo.

Esta I1ISO (Organizacion Internacional de Estandarizacién) proporciona orientacion
sobre técnicas para la recogida y almacenamiento de muestras de suelo de manera
gue éstos posteriormente pueden ser examinados con el fin de proporcionar
informacion sobre la calidad del suelo.

De igual forma esta brinda la informacion sobre el equipo tipico que es aplicable en
situaciones particulares de muestreo, permite que los procedimientos de muestreo que
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deben llevarse a cabo sean los correctos, y las muestras recogidas sean
representativas.

3.6.1.2. Noma Técnica Colombiana. NTC 4113-4. Calidad de suelo.
Muestreo. Parte 4. Guia sobre el procedimiento para la investigaciéon de
sitios naturales, semi-naturales y cultivados.

Esta NTC, describe el muestreo de suelos de sitios naturales y semi-naturales, areas
para agricultura, horticultura, cultivos agricolas especiales y bosques de madera.
Contiene objetivos del muestreo, principios generales y toma de muestras de suelos
disturbados.

3.6.1.3. EPA 821R04028. United States Enviromental Protection Agency.
Método 1682: Salmonella spp en los lodos de depuracion (biosélidos)
Modificado por semisélido empleando el medio Rappaport-Vassiliadis
(MSRV).

Esta documentacion proporciona detalladamente el procedimiento para el aislamiento
de Salmonella spp de muestras de lodos, pero para el presente trabajo fue modificado
y se aplicéd la matriz suelo, en la cual igual que el procedimiento original se aislara
Salmonella spp empleando el medio de enriquecimiento Rappaport-Vassiliadis
(MSRV).

3.6.1.4. EPA [2006] Método 1680: Coliformes fecales en los biosdlidos por
procedimientos de fermentacion en tubos multiples.

Al igual que la anterior EPA, esta fue modificada al emplear el medio liquido LMX
fluorocult (Merck), para asi obtener los resultados en menor tiempo que en el método
original. Esta modificacion de realizo basandose en articulos cientificos (Annarella, et
al. 2008) en donde el autor emplea este método moadificado, y obtiene resultados
favorables. De igual forma no estuvo de mas la revision de la EPHA original, donde
se determind que esta esta sujeta a posibles modificaciones.

3.6.1.5. ISO 14238:2012. La calidad del suelo - Los métodos bioldgicos -
Determinacién de la mineralizacién del nitrégeno y nitrificacion en los
suelos y lainfluencia de las sustancias quimicas en estos procesos.

Esta ISO brinda la informacion necesaria para la determinacion de la calidad
microbiolégica de muestras de suelo. Proporciona informacion sobre los métodos
biol6gicos que se pueden aplicar en el analisis y determinacion de los
microorganismos responsables de la mineralizacién de nitrdgeno contenido en las
formas orgénicas de amonio (amonificacion) y, posteriormente, a nitrito y nitrato
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(nitrificacion). Y ademas explica el por qué cualquier interferencia a largo plazo con
este proceso podria influir en la fertilidad del suelo.

3.6.1.6. ISO 16072:2002: La calidad del suelo - Métodos de laboratorio para
la determinacién de la respiracion del suelo microbiana.

Este estandar describe métodos para la determinacion de la respiracion microbiana en
suelos aerdbicos, insaturados. Los métodos son adecuados para la determinacion de
O, captado o CO, de liberado, ya sea después de la adicion de un sustrato
(respiracién inducido por el sustrato), o sin la adicion del sustrato (respiracion basal).

La ISO 16702: 2002 es aplicable a la medicion de la respiracion del suelo con el fin de:
e Determinar la actividad microbiana en el suelo.
o Establecer el efecto de aditivos, contaminantes (nutrientes, mejoradores del

suelo, etc.) sobre el rendimiento metabdlico de los microorganismos;
e Determinar la biomasa microbiana.
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4. METODOLOGIA

Se realizé una revision bibliogréfica haciendo uso de bases de datos disponibles que
brinden informacion confiable sobre el proceso y analisis de muestras de suelo.
Igualmente se reviso las normas vigentes NTC-ISO-EPHA 14240-1: 1997, NTC-ISO-
EPHA 16072:2011, para el total conocimiento de los pardmetros y requisitos
pertinentes en la documentacién.

Para tal proposito se consideraron revistas virtuales actuales (2008-2016), tesis de
grados y normas ISO (Organizacion Internacional para la Estandarizacion),
relacionadas con el analisis microbiolégico de suelo, (Lesschen, 2008) con el objetivo
de ser utilizadas como referencia para la elaboracion metodologica de los
procedimientos técnicos destinados como guias para el estudio microbiolégico de
suelo, en el Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Flérez Garcia S.A.S

4.1. GENERALIDADES DE LA ELABORACION DE LOS PROCEDIMIENTOS
TECNICOS PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUELOS.

Con la finalidad de realizar cada uno de los procedimientos técnicos, para la
determinacion de los diferentes parametros establecidos para el estudio de la calidad
microbioldgica de muestras de suelo, se analiz6 la documentacién recopilada
mediante una busqueda virtual actualizada (2008-2016), teniendo en cuenta el
fundamento de la técnica empleada, las condiciones de crecimiento, tales como los
nutrientes necesarios en el medio de cultivo a utilizar, la temperatura optima y el
periodo de incubaciébn que se debe tener en cuenta para cada uno de los
microorganismos aislados de las muestras de suelo a analizar.

Ademas para la elaboracién de cada uno de los procedimientos se tuvo en cuenta las
pautas descritas en el numeral 3.5.4 del marco referencial

A todos los procedimientos técnicos se les asigno un cédigo, para asi facilitar su
blusqueda en la pagina interna del laboratorio, esto con el fin de que los analistas del
area tengan acceso directo a la informacion de una manera sencilla y eficaz.

4.1.1. Elaboracion del procedimiento técnico paralatomade
muestra de suelo.

El muestreo constituye la etapa inicial y fundamental para la adecuada interpretacion
de los resultados obtenidos en los laboratorios destinados al andlisis de suelos. Sin
embargo, debido a que el suelo es un material muy heterogéneo, con diferentes
condiciones de origen, topografia, manejo, tipos de siembras, entre otras.; es
necesario seguir un procedimiento adecuado y permitan realizar el muestreo
adecuadamente.
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Por tal motivo para la implementacién de un procedimiento técnico estandar de como
tomar las muestras de suelo destinadas al estudio microbioldgico en el Laboratorio
Ambiental y de Alimentos Nancy Florez Garcia S.A.S, se procedio a leer cada uno de
los documentos relacionados con la toma muestras de suelo, obtenidos como
resultado de la busqueda bibliogréfica realizada con anterioridad y con base a las
normatividades descritas anteriormente en el marco referencial, en los numerales
3.6.1.1. y 3.6.1.2,, las cuales hacen referencia a las directrices para el disefio de los
programas de muestreo, ademas de brindar la orientacion sobre las técnicas de
muestreo. Ambas tienen como finalidad principal la determinacion de la calidad del
suelo.

4.1.2. Elaboracion del procedimiento técnico para la determinacion
de la Ausencia/Presencia de Salmonella spp, en muestras de suelo.

La presencia de Enterobacterias en suelo destinado a la agricultura, puede producir
cambios sobre la microflora nativa de dicho suelo. La capacidad de resistencia a
antimicrobianos que portan dichas bacterias puede ser transmitida a otras que no la
poseen, las cuales pueden continuar con esta dispersiéon (Menéndez et al., 2010)
constituyendo un factor de riesgo ambiental y salud publica.

Debido a la importancia de la determinacion de estos microorganismos como
indicadores de malas practicas agricolas, se elabor6 el procedimiento técnico estandar
para la determinacion de la Enterobacteria Salmonella spp. Basandose en la EPA
821R04028; descrito anteriormente en el numeral 3.6.1.3. Este método permite la
deteccién y recuento de Salmonella spp (nimero de registro CAS 68583-35- 7) en los
biosdlidos tratados mediante el enriquecimiento, la seleccién y caracterizacion. Este
método fue ajustado para el analisis microbiolégico de suelos, basandose en articulos
cientificos, tesis de grado y demas documentos obtenidos de la revision bibliogréfica,
realizada con anterioridad, donde los autores empleaban este método para el estudio
de suelo en vez de biosélidos (Cooper, 2009).

Ademas se realizé una revision bibliografica donde se  revisaron las siguientes
revistas actualizadas tales como: Biology Journals, Sciencice Journals, Agris entre
otras, encontradas en la base National Center for Biotechnology Information NCBI,
empleando las siguientes palabras claves Enterobacterias en suelo, EPHA de
Salmonella spp en suelo.

4.1.3. Elaboracion del procedimiento técnico para el aislamiento y
recuento de hongos totales de muestras de suelo.

Estos tipos de microorganismos son un gran potencial de degradacién organica e
indicadores de calidad microbiol6gica de suelos, donde desempefian un papel
fundamental, ya que como se mencion6 anteriormente en el numeral 3.4.2.1.3; los
hongos son uno de los microorganismos empleados para diagnosticar la calidad del
suelo (muestras de suelo analizadas), ya que pueden producir las enzimas necesarias
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para la degradacion de la materia organica, compuesta en general por diferentes
compuestos complejos (almidén, celulosa, pectina, etc) en compuestos simples
(glucosa, por ejemplo), al igual también son responsables de la formacion de humus o
amantillos; en pocas palabras los hongos son uno de los precursores de la fertilidad
del suelo (Rosa et al, 2008)

Por lo anterior se ha visto la necesidad de elaborar un procedimiento técnico sobre el
aislamiento y recuento de hongos totales en el laboratorio, ya que la evaluacion y
control de la calidad en muestras de suelo que contengan estos microorganismos
debe ser indispensables, puesto que estos como indicador de calidad juega un papel
de gran importancia en cuanto la determinacién de las condiciones del suelo a nivel
microbioldgico.

Para realizar este procedimiento se consultaron las normatividades descrita en el
numeral 3.6.1.5 que respaldan este tipo de estudio en suelo, las bases de datos que
contienen informacién sobre indices de biodiversidad fungica, presentes en suelo;
ademas de ello se tuvo en cuenta las revistas cientificas actualizadas expuesta en
NCBI.

4.1.4. Elaboracion del procedimiento técnico pararecuento de
actinomicetos en muestra de suelo.

Los actinomicetos, son microorganismos del suelo caracterizados por ser organismos
intermedios entre los hongos y las bacterias. Tienen aspecto filamentoso y, al igual
gque los hongos, la capacidad de segregar antibioticos (estreptomicina, aureomicina,
terramicina, cloromicetina y tetraciclina).

Por otro lado, como las bacterias, los actinomicetos realizan numerosas reacciones
bioquimicas y participan en el proceso de formacién de humus y en la alimentacion de
las plantas al mineralizar la materia organica. Algunas especies pueden fijar nitrégeno
atmosférico en asociacién con algunas especies de arboles. Su nimero en el suelo
agricola es elevado (un millén a cien millones por gramo de tierra). Su peso medio es
de una tonelada por hectarea (Acufa. et al, 2014).

Sin duda los actinomicetos son de gran importancia para la disolucién de la materia
organica del suelo y la liberacion de nutrientes de ella. Reducen a formas mas
sencillas los compuestos mas resistentes, como la lignina. La capacidad de los
actinomicetos de simplificar el humus es importante, especialmente respecto al
nitrdgeno. Considerables cantidades de este elemento parecen estar relacionadas con
formas humicas complejas y pueden quedar sin asimilar por las plantas superiores.
Los actinomicetos tienen la habilidad de volver a poner estas sustancias en
circulacion, junto a los hongos y las bacterias, como agentes fertilizantes en el suelo
cultivable. Como antagonistas microbianos los actinomicetos regulan la composicion
de la comunidad en el ecosistema del suelo, en parte porque excretan antibiéticos y
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enzimas de lisis, lo que tiene utilidad en el control biolégico de insectos, nhematodos y
otros patégenos vegetales (Restrepo, et al., 2014).

Debido a la importancia de los actinomicetos como seres nitrificantes en el suelo y por
sus diversas funciones en este se elabor6 el procedimiento técnico para la
determinacion de estos microorganismos en muestras de suelo.

Para la elaboracion de este procedimiento se revisaron revistas actualizadas (2008 a
2016), las revistas citadas fueron Agris, ISI Web of Science, Ebooks Springer y
ScienceDirect- Web Editions; donde para la realizacién de la busqueda se emplearon
palabras claves tales como: Actinomicetos en suelos, EPHA de determinacién de
actinomicetos en suelo.

4.1.5. Elaboracion del procedimiento técnico parala determinacion
coliformes totales y Escherichia coli en suelos.

La presencia de este tipo de microorganismos en suelo, destinado a la agricultura,
al igual que en el caso de Salmonella spp, exponen a cambios en cuanto a la calidad
de los suelos dispuesto para la agricultura, y es un gran indicativo de que de que no
se estan aplicando las buenas practicas agricola.

De igual manera y como se hizo en los procedimientos anteriores se opté por
elaborar el procedimiento técnico estandar para la determinacion de los Coliformes
totales y E. coli. Para la elaboracion de los procedimientos para la determinacién de
este tipo de enterobacteria se tuvo en cuenta las mismas revistas nombradas para
el caso de Salmonella spp, empleando palabras claves como: Enterobacterias en
suelos, EPHA para el aislamiento de Coliformes y E. coli,

4.2. CONTROL DE LA DOCUMENTACION.

Una vez obtenida la documentacién vy, elaboracion de la totalidad de los
procedimientos técnico, se hizo entrega de estos, al area administrativa del
laboratorio, donde se culminé con la aprobacién de la microbidloga Loana Araujo
Pumarejo coordinadora general del Laboratorio Ambiental y de alimentos Nancy
Flérez Garcia S.A.S. luego se publico en la pagina principal del laboratorio cada uno
de los procedimientos por parte de la persona encargada de gestion de calidad,
Maria Francisca Aroca, para facilitar asi el facil acceso al personal que le compete.
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5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

FECHA INICIO DE PASANTIAS:

COORDINADOR DEL PROYECTO:

2016/02/08

VALERIA TRESPALACIOS M /FRANCISCO RODRIGUEZ R

MES SEMANA

FEBRERO

MARZO

MAYO JUNIO

JULIO

AGOSTO

ACTIVIDADES

Eleccién del tema

Coordinacion del trabajo

1f2]3]4

1234l 1 [2]3]a]1]2]3]a]1

2[3] 4

Busqueda de las bases
bibliogréaficas

Presentacion del
proyecto al laboratorio

Autorizacion en el
laboratorio ambiental y
de alimentos Nancy
Flérez Garcia S,A,S,

Analisis de la
documentacioén obtenida
de las bases de datos.

Elaboracion de informe

Presentacién informe
final a la universidad de
Pamplona

Comunicacion de
resultados en la empresa

——
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6. RESULTADOS.

La documentacion es una herramienta fundamental, necesaria para poder establecer
pautas de trabajo, que garanticen la ejecucion adecuada de los protocolos
establecidos en el laboratorio. Lo cual se puede llegar a lograr realizando una revision
de normas, técnicas y procedimientos para asi favorecer la confiabilidad de los
resultados obtenidos en el laboratorio.

Debido al interés del laboratorio de crecer en cuanto a sus areas de analisis
microbiologicos, se vio la necesidad de trabajar en la elaboracién de nuevos
procedimientos técnicos para ampliar el nUmero de matrices a analizar en el &rea de
microbiologia. Se elabor6 cinco procedimientos técnicos, para lo que se realiz6 una
revision bibliografica minuciosa, con el propésito de obtener informacion confiable
regida bajo normas, EPHA y métodos estandarizados, para asi favorecer la
confiabilidad y garantia de los resultados obtenidos.

6.1. PROCEDIMIENTOS TECNICOS REALIZADOS.

Dentro de los procedimientos realizados en el Laboratorio Ambiental y de Alimentos
Nancy Flérez Garcia S.A.S se document6 5 procedimientos técnicos. Para cada uno
de ellos se disefd el formato que esta contemplado dentro del sistema de gestiéon con
todos sus items requeridos para ser aprobado por la direccion.

Las pruebas se documentaron bajo este formato teniendo en cuenta la finalidad de
cada una de estas, en la siguiente tabla se pueden observar cada titulo de los
procedimientos técnicos con sus respectivos cédigos elaborados con base en la
documentacion antes realizada sobre estudios microbiolégicos de suelos.

Tabla 3. Procedimientos técnicos elaborados destinados al andlisis
microbiolégico de muestras de suelos.

Procedimiento para la toma de muestras PO-40
de suelos destinados al andlisis
microbioldgico.

Procedimiento técnico de PTM-48
ausencia/presencia de salmonella spp en
muestras de suelo.

Procedimiento técnico determinacién de PTM-49
coliformes totales y Escherichia coli en

suelos mediante NMP empleando el

caldo LMX fluorocult
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Procedimiento técnico determinacion y PTM-47
recuento de hongos totales en muestras
de suelos mediante dilucion en placa.

Procedimiento técnico determinacion y PTM-50
recuento de actinomicetos mediante el

método de dilucién seriada a partir de

muestras de suelo.

6.1.1. Procedimiento para la toma de muestras de suelos destinados al
andlisis microbiolégico.

Para la elaboracion de este procedimiento se tuvo en cuenta el instructivo de toma de
muestra de suelo del complejo de laboratorios- bolsa de comercio de rosario, el cual
ayudo a determinar el material y herramientas a emplear, de igual manera también se
tuvieron en cuenta tesis de grados relacionadas con el tema del estudio
microbiol6gico del suelo. (Ver anexo 10)

Se realizé una breve fundamentacion sobre la técnica a emplear para realizar la toma
de muestra de suelo, en donde se tuvo en cuenta la 1ISO 10381-1:2007 la cual
establece los principios generales que deben aplicarse en el disefio de programas de
muestreo con el fin de caracterizar y controlar la calidad del suelo y la identificaciéon de
las fuentes y los efectos de la contaminacion de este, y la ISO 10381-2:2002, esta ISO
proporciona orientacibn sobre técnicas para la recogida y almacenamiento de
muestras de suelo de manera que éstas posteriormente pueden ser examinados con
el fin de proporcionar informacién sobre la calidad del suelo.

Luego se definieron los conceptos necesarios para la comprensién y realizacion del
procedimiento.

En la descripcion de actividades se expuso un listado de equipos e insumos
necesarios para la realizacién del protocolo propuesto, se tuvo en cuenta la cantidad
de muestra y la forma de recogida de la misma.

En el procedimiento se determind paso a paso la metodologia para la toma de
muestra haciéndolo de forma descriptiva en cada paso y haciendo uso de un
flujograma.

Para garantizar la custodia de la muestra se elabor6 un formato para el registro de la
llega de la muestra al laboratorio, en este formato este formato esta divido en las
siguientes partes; un espacio para la identificacion del cliente, datos de la muestra,
andlisis solicitado, relacién de recipientes y preservacion de acuerdo al ensayo y por
altimo la recepcion de la muestra en el laboratorio, donde se ubic6é un espacio para
asignar el cédigo de la muestra, para las firmas de quien entrega la muestra, de quien
la recibe y la firma de quien ingresa la muestra al software.
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(Ver Procedimiento para la toma de muestras de suelos destinados al andlisis
microbiologico cdédigo PO-40. Anexo 1 Formato: toma de muestra y transporte de
muestras de suelos cddigo RO-07. Anexo 6)

6.1.2. Procedimiento técnico de ausencia/presencia de salmonella spp en
muestras de suelo.

Para la elaboracion de este procedimiento se recopilo toda la informacion necesaria,
provenientes de base de datos y las revistas mencionadas anteriormente, tal
informacion sirvio para determinar las condiciones Optimas para favorecer el
crecimiento de este tipo de microorganismo, el medio de cultivo a emplear y la
metodologia. Se propuso como método para el aislamiento de Salmonella spp las
diluciones seriadas empleando el medio de cultivo semisélido modificado Rappaport-
Vassiliadis (MSRV) (ISO) tabla 4; ya que este medio cumple con las exigencias en
cuanto composiciéon nutritiva, para el 6ptimo enriquecimiento selectivo de Salmonella
spp de los alimentos, heces de animales y muestras ambientales de la etapa primaria
de la produccién animal. Este medio cumple con las especificaciones para la
formulacion y el rendimiento que se describen en la norma ISO 6579: 2002 + Al:
2007Annex D 1.

Tabla 4. Composicién del agar (ISO) semisolidos Rappaport Vassiliadis
modificado.

Formula tipica * gr / litro
Digerido enziméatico de tejido animal y vegetal 4.6
hidrolizado &cido de caseina 4.6
Cloruro de sodio 7.3
Dihidrogeno fosfato de potasio (KH , PO 4) 1.5
Cloruro de magnesio anhidro (MgCl , ) 10.9
oxalato de verde de malaquita 0.04
agar 2.7

PH527(5.1a54) @ 25° C

Para la determinacién de los materiales, se realizd una revision de equipos y reactivos
necesarios para el cumplimiento del procedimiento técnico, el cual se determiné paso
a paso teniendo en cuanta todas las condiciones Optimas para el aislamiento de
Salmonella spp, de igual forma se describid la manera de como interpretar los
resultados indicando la forma de realizar el recuento.

Para el reporte de resultados se har4 uso de un formato de registro de resultados, el
cual ya venian implementando en el laboratorio bajo el codigo RO-116 dispuesto para
la captura de datos para métodos cualitativos, este es firmado por el analista
responsable del estudio y la persona encargada de la aprobacion del analisis.

(Ver Procedimiento técnico de ausencia/presencia de salmonella spp en
muestras de suelo. Codigo PTM-48. Anexo 2. Formato: RO-116. Anexo 7)
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6.1.3. Procedimiento técnico determinacién de coliformes totales vy
Escherichia coli en suelos mediante NMP empleando el caldo LMX
fluorocult.

Para la elaboracién de este procedimiento técnico se tuvo como referencia la EPA
(2006) Método 1680. Este método fue modificado y ajustado de acuerdo a las
necesidades del analisis microbiolégico de muestras de suelos, para la determinacion
de Coliformes totales y E.coli empleando el caldo LMX fluorocult, basandose en el
registro de la documentacion antes realizada, en donde se pudo ver como este método
fue implementado en andlisis microbiolégico de muestras de suelo por varios autores.

Luego se describieron los conceptos necesarios para la comprensién y realizacion del
procedimiento.

Igualmente se nombraron los equipos e insumos necesarios para llevar a cabo el
procedimiento técnico propuesto.

En cuanto la metodologia propuesta esta se determiné paso a paso las pautas para el
procesamiento de la muestra de suelo, para tal propdsito esta metodologia también se
expuso en un flujograma para su mayor compresion.

Para el informe de resultados se hara uso de un formato de registro de resultados, el
cual ya venian trabajando en el laboratorio bajo el cédigo RO-122 dispuesto para la
captura de datos para métodos del Niumero Mas Probable NMP, este es firmado por el
analista responsable del estudio y la persona encargada de la aprobacion del andlisis.

(Ver Procedimiento técnico determinacion de coliformes totales y Escherichia coli en
suelos mediante NMP empleando el caldo LMX fluorocult. Cédigo PTM-49, formato
RO- 122. Anexo 3. Formato: captura de datos para métodos del Niumero Mas Probable
NMP anexo 8)

6.1.4. Procedimiento técnico determinacion y recuento de hongos totales
en muestras de suelos mediante dilucidn en placa.

Ilgualmente para la elaboracion de este procedimiento se tuvo en cuenta al
metodologia antes descrita, en la que se realizé una blUsqueda bibliogréfica
empleando bases de datos y la revistas antes mencionadas al igual que articulos
cientificos y la ISO 16072:2002: la cual tiene como objetivo la determinacién de la
calidad del suelo a nivel biolégico.

Para fundamentar el procedimiento se realiza una descripcion del método a
implementar el cual es el de recuento por dilucion en placa, empleando el agar papa
dextrosa PDA, el cual fue elegido por contener infusion de papa como fuente de
almidon y la dextrosa como base para el crecimiento de hongos y levaduras, y
ademas por contener un bajo pH (3.5) evita el crecimiento de las bacterias
(Scharlaub. 2003).
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Con respeto a la metodologia, materiales equipos e insumos a emplear en el
procedimiento técnico propuesto, se describieron detalladamente para facilitar la
comprension y eficaz ejercitacion del protocolo por parte del analista.

Para la interpretacién de resultados se realiz6 una descripcion de la morfologia
macroscopica y microscépica de los posibles hongos que se pueden aislar de
muestras de suelo, donde cada descripcién fue ilustrada (recomendado por el
laboratorio). Ademas se anexara una clave dicotomica, determinar asi los géneros
aislados de suelo de manera mas confiable y eficaz. Como material de referencia se
propuso las cepas ATCC (American type culture collection), se emplearan como
control positivo y negativo, Penicillium spp ATCC 12,667 y Streptomyces griseus
ATCC® 10137, respectivamente.

Para el informe de resultados se hard uso de un formato de registro de resultados,
el cual ya venian implementando en el laboratorio bajo el cédigo RO-115 dispuesto
para la captura de datos para la técnica de recuento en placa, este es firmado por el
analista responsable del estudio y la persona encargada de la aprobacién del analisis.

(Ver Procedimiento técnico determinacién y recuento de hongos totales en  muestras
de suelos mediante dilucién en placa. Cédigo PTM-47. Anexo 4. Formato: captura de
datos para la técnica de recuento en placa. RO-115. Anexo 9)

6.1.5. Procedimiento técnico determinacibn 'y recuento de
actinomicetos mediante el método de dilucion seriada a partir de
muestras de suelo.

Luego de realizar la revisién de la literatura recopilada y de la ISO 14238:2012, que
trata de los métodos biolégicos para la determinacion de la mineralizacién del
nitrégeno y nitrificacion en los suelos. Se estipuld el método a emplear al igual que el
medio de cultivo para facilitar el aislamiento de los Actinomicetos. El medio escogido
es el agar Ashby, el cual es un medio de cultivo microbiolégico utilizado para el
aislamiento de microorganismos que pueden fijar el nitrégeno atmosférico. En este
caso los Actinomicetos. ElI método a implementar seria el de diluciones seriadas,
debido a la extensa poblacién de Actinomicetos en el suelo.

En cuanto la metodologia propuesta se determind paso a paso las pautas para el
procesamiento de la muestra de suelo, para tal propdsito esta metodologia también se
expuso en un flujograma para su mayor compresion se realiz6 de forma grafica.

Para el informe de resultados se hard uso de un formato de registro de resultados,
el cual ya venian trabajando en el laboratorio bajo el codigo RO-115 dispuesto para
la captura de datos para métodos recuento en placa en superficie, este es firmado por
el analista responsable del estudio y la persona encargada de la aprobacion del
andlisis.
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(Ver Procedimiento técnico determinacion y recuento de actinomicetos mediante el
método de dilucién seriada a partir de muestras de suelo. Cédigo PTM-50. Anexo 5.
Formato: captura de datos para la técnica de recuento en placa. Anexo 9)
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

El contenido de este trabajo de grado es de vital importancia para el Laboratorio
Ambiental y de Alimentos Nancy Fl6rez Garcia S.A.S, ya que aporta una herramienta
fundamental, como lo es la documentacién y elaboracién de los procedimientos
técnicos para andlisis de suelo a nivel microbiolégico; contribuyendo asi a que el
laboratorio se acerque ain mas al cumplimiento de la visién planteada en el sistema
de gestion de calidad, en la cual el laboratorio se visualiza para el afio 2018 en
consolidarse como un laboratorio de referencia lider a nivel regional en la prestacion
de servicios de toma de muestras y control de calidad de aguas, alimentos, ambientes,
superficies, suelos, productos farmacéuticos y cosméticos. Siendo reconocidos por la
confiabilidad, pertinencia y oportunidad de los resultados, comprometidos con el medio
ambiente y el desarrollo de nuestra region.

El laboratorio en la actualidad cuenta con la mayoria de las prestaciones de servicios
antes nombradas, haciendo énfasis en el aseguramiento de la calidad de las muestras
analizadas; apoyandose en un recurso humano calificado, con equipos de Ultima
tecnologia, cumpliendo las metodologias cientificas aprobadas por organizaciones
Nacionales e Internacionales, con el fin de apoyar el desarrollo de sus clientes,
asegurando el bienestar de los consumidores, comunidad en general y preservacion
del medio ambiente. Sin embargo el propdsito del Laboratorio Ambiental y de
Alimentos Nancy Flérez Garcia S.A.S es seguir creciendo como empresa para lo cual
ha decido incluir nuevos servicio con estandares de calidad como lo es el analisis
microbioldgico de suelo. Para efectuar tal objetivo, el presente trabajo se estableci6 la
documentacién necesaria para la elaboracién de los procedimientos técnicos para el
andlisis de suelo a nivel microbiolégico; permitiendo asi unificar y establecer pautas
que garantice la ejecucién de la metodologia a realizar para determinar la calidad
microbioldgica de suelo.

7.1. REVISION BIOGRAFICA.

Al realizar una revision bibliogréfica, sobre el analisis microbiolégico de suelo, antes de
la elaboracion de los procedimientos técnicos permitié preparar la informacion en una
forma ordenada y sistematizada, contar con el conocimiento necesario para realizar un
trabajo confiable y sobre todo minimizar errores a la hora de la ejecucion de los
procedimientos técnicos elaborados permitiendo asi resultados garantizados, evitando
pérdidas econ6micas. Ademas la documentaciéon realizada como producto de esta
revision en revistas, articulos y demas; es una herramienta primordial que aporta al
analista (persona encargada de procesar la muestra) el conocimiento necesario para
la determinacién de la calidad del suelo a nivel microbiolégico.

Como resultado de este trabajo se documentd: 5 procedimientos técnicos, con la
finalidad de analizar muestras de suelo a nivel microbiolégico. Los resultados
obtenidos de dicho analisis seran registrados en formatos de registros técnicos los
cuales estan relacionados a cada procedimiento elaborado.
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Los procedimientos técnicos elaborados al igual que los formatos para registro de los
resultados generados del andlisis, fueron codificados por parte de Maria Francisca
Aroca la persona encargada del sistema de gestion de calidad del laboratorio.

Se ha establecido la asignacion de un cédigo a los documentos para su identificacién y
control, esta codificacion esta relacionada

Al caodificar la documentacion resultante de este trabajo de grado, ayuda a controlar la
informacién entre las personas autorizadas para acceder a ella, y a la vez ayuda a una
identificacion de la misma de una forma mas eficaz y sencilla.
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CONCLUSIONES.

Se cumplié con la realizacién de procedimientos técnicos bajo la normatividad
vigente para el estudio microbiol6égico de suelo, teniendo como referencia
general la ISO 16072:2002. La cual tiene como objetivo primordial la calidad
biolégica del suelo.

La revision de bases de datos, revistas y normas vigentes sobre el estudio
microbiologico de suelo, fue una herramienta fundamental, puesto que facilito
la determinacion y elaboracion de los procedimientos técnicos para andlisis
microbiologico de suelo, para asi contribuir a la apertura del area de analisis
de suelo en el Laboratorio Ambiental y de Alimentos Nancy Flérez Garcia
S.A.S.

Se elaboraron los procedimientos técnicos destinados a la determinacion de la
calidad microbiolégica de muestras de suelo asociadas con hongos,
actinomicetos y Enterobacterias (Salmonella spp y E. coli), de gran importancia
para el laboratorio, ya que se trataba de las técnicas que faltaban al laboratorio
para prestar un servicio completo, en cuanto la determinacién de la calidad del
suelo, ya que contaria con analisis fisicoquimico e identificacién microbioldgica
de los microorganismaos presentes en las muestras de suelo; y asi cumplir en
parte con el objetivo de crecer como empresa, siendo un laboratorio de
referencia lider a nivel regional en la prestacion de servicios de toma de
muestras y control de calidad de aguas, alimentos, ambientes, superficies,
suelos, productos farmacéuticos y cosmeéticos.
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9. RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS.

Tras la documentacion y posterior finalizacién del trabajo de grado, se sugiere que los
procedimientos técnicos elaborados, sean implementados y valorados para demostrar que
los protocolos son claros, reproducibles y que cumplan con el objetivo para el cual fueron
disefiados.

Ademas se recomienda seguir realizando revisiones en cuanto normatividad y material de
referencia que respalden el estudio microbiolégico de suelos, con la finalidad de elaborar
mas procedimientos técnicos, brindando asi un servicio mas amplio a los clientes
interesados en la detencién de la calidad microbiol6gica de muestras de suelo.

Como sugerencia general se recomiendo disefiar o asignar un area exclusiva para el
analisis microbiol6gico de suelos.
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10.GLOSARIO

Actinomicetos: son microorganismos del suelo caracterizados por ser organismos
intermedios entre los hongos y las bacterias. Tienen aspecto filamentoso y, al igual
gue los hongos, la capacidad de segregar antibiéticos (estreptomicina, aureomicina,
terramicina, cloromicetina y tetraciclina).

Por otro lado, como las bacterias, los actinomicetos realizan numerosas reacciones
bioguimicas y participan en el proceso de formacion de humus y en la alimentacién de
las plantas al mineralizar la materia organica. Algunas especies pueden fijar nitrégeno
atmosférico en asociacién con algunas especies de arboles. Su nimero en el suelo
agricola es elevado (un millén a cien millones por gramo de tierra). Su peso medio es
de una tonelada por hectarea.

Agar Ashby: medio de cultivo microbiolégico utilizado para el aislamiento de
microorganismos que pueden fijar el nitrdgeno atmosférico. En este caso los
Actinomicetos.

Enterobacterias: (orden Enterobacteriales y Unica familia Enterobacteriaceae) son
bacterias Gram negativas que contiene mas de 30 géneros y mas de 100 especies
gue pueden tener morfologia de cocos o bacilos.

Escherichia coli: también conocida por la abreviacion de su nombre, E. coli, es quizas
el organismo procariota més estudiado por el ser humano. Se trata de una
enterobacteria que se encuentra generalmente en los intestinos animales, y por ende
en las aguas negras, pero se le puede encontrar en multitud de ambientes, dado que
es un organismo ubicuo.

EPA: Sigla de la expresion inglesa Environmental Protection Agency. Agencia de
Proteccion Ambiental.

Hongos totales: son organismos eucariotas que pertenecen al reino Fungi. Los
hongos forman un grupo polifilético (no existe un antepasado comdn a todos los
miembros) y son parasitos o viven sobre materias organicas en descomposicion.

NTC: Norma Técnica Colombiana.
Muestra: representacion de un agente destinado a un estudio.

La revision bibliografica es un procedimiento estructurado cuyo objetivo es la
localizacién y recuperacion de informacion relevante para un individuo que quiere dar
respuesta a cualquier duda relacionada con su practica, ya sea ésta clinica, docente,
investigadora o de gestion.

Revision Documental: Es una técnica de observacion complementaria, en caso de
gue exista registro de acciones y programas. La revision documental permite hacerse
una idea del desarrollo y las caracteristicas de los procesos.
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Salmonella spp: es un género de bacterias que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, con
flagelos peritricos y que no desarrollan capsula (excepto la especie S. typhi
(MOOIJMAN, 2014) ni esporas. Son bacterias mdviles que producen acido sulfhidrico
(H2S). Emplean glucosa por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no
producen ureasa ni tienen metabolismo fermentativo.

Sucesion ecoldgica: es la evolucién que se da de manera natural, produciendo que
un ecosistema por su propia dindmica interna sustituya a los organismos que lo
integran. El término alude a su aspecto esencial en la sustitucién, a lo largo del tiempo,
de unas especies por otras.

Suelo: es la capa superficial de la tierra en donde se realizan actividades bioquimicas
y fisicas, a causa de las relaciones entre suelo, organismos y medio ambiente.

ISO: Sigla de la expresion inglesa International Organization for Standardization,
'‘Organizacion Internacional de Estandarizacion', sistema de normalizacion
internacional para productos de areas diversas. Norma ISO Norma definida por la
Organizacion Internacional de Normalizacién que se aplica a los productos y servicios.
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12. ANEXOS.

Anexo 1. Procedimiento para la toma de muestras de suelos destinados a
los analisis microbioldgicos. PO-40

Anexo 2. Procedimiento técnico de ausencia/presencia de salmonella spp en muestras
de suelo. PTM-48

Anexo 3. Procedimiento técnico determinacion de coliformes totales y Escherichia coli
en suelos mediante NMP empleando el caldo LMX fluorocult PTM-49

Anexo 4. Procedimiento técnico determinacién y recuento de hongos totales en
muestras de suelos mediante dilucién en placa. PTM-47

Anexo 5. Procedimiento técnico determinacion y recuento de actinomicetos mediante
el método de dilucion seriada a partir de muestras de suelo. PTM-50

Anexo 6. Formato de toma de muestra y transporte de muestras de suelos codigo RO-
07.

Anexo 7. Formato de captura de datos para métodos cualitativos RO-116

Anexo 8. Formato de captura de datos para métodos del Niumero Mas Probable NMP
RO- 122

Anexo 9. Formato de captura de datos para la técnica de recuento en placa RO-115

Anexo 10. Instructivo de toma de muestra de suelo del complejo de laboratorios- bolsa
de comercio del Rosario

Anexo 11. Clave dicotémica para identificacion de los géneros aislados de muestras
de suelo.

50

——
| —



