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RESUMEN

El laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos del Departamento de
Microbiologia, de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, es un
laboratorio de prestacion de servicios e investigacion, cuyo trabajo se centra en el
andlisis microbiologico de matrices como: Suelo, materias primas para bioinsumos y
producto terminando como compost, vermicompost, entre otros.

En el presente trabajo se realizé una clasificacion basada en los POES pertenecientes al
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos, donde se separaron los
procedimientos certificados por el Instituto Agropecuario (ICA) y los procedimientos no
certificados por el ICA; a su vez estos se clasificaron por frecuencia de uso o servicios
prestados por el laboratorio con el fin de evaluar la necesidad de actualizar los POES
existentes y de elaborar aquellos que se requieran teniendo en cuenta que los POES
certificados por el ICA no fueron modificados.

Se elaboraron nueve POES pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
de Suelos de la Pontificia Universidad Javeriana para realizar el recuento de
microorganismos degradadores de materia organica presentes en bioinsumos vy
muestras de suelo tales como: lipoliticos, proteoliticos, pectinoliticos, celuloliticos,
amiloliticos; microorganismos productores de ligninasas del tipo lacasa y MnP,
importantes por su capacidad de descomponer materia organica presente en suelo y
bioinsumos. Adicionalmente se generaron los POES para microorganismos del ciclo del
azufre asociado con microorganismos fototréficos anoxigénicos. (Chlorobium y
Chromatium), importantes en la movilizacién del azufre presente en muestras de lodo.
Adicional a ello se actualizaron ocho POES existentes en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y de Suelos como lo son: Recuento de Pseudomonas fluorescens en
bioinsumos, Recuento de UFC de Pseudomonas fluorescens en suelo, Aislamiento y
recuento de hongos totales a partir de muestra de suelo, Aislamiento y recuento de
Clostridium sulfito reductor en suelo, Ausencia/presencia de Thiobacillus acidéfilos y
neutréfilos en muestra de suelos, Ausencia/presencia de bacterias sulfato reductoras
(BRS) en muestras de suelo y agua, Determinacién de acido indol acético (AIA),
aislamiento y recuento de actinomycetes con el fin de corregir posibles errores y aportar
alternativas para medios de cultivo, parametros (pH, temperatura y tiempo) de
incubacién de los microorganismos y finalmente pensar en una futura certificacién ante el
ICA.



ABSTRACT

Laboratory for Environmental and Soil Microbiology, Department of Microbiology, Faculty
of Sciences of the Pontifical Javeriana University, is a laboratory services and research,
whose work focuses on microbiological analysis of matrices such as soil, raw materials
and finished products for bioinsumos as compost, vermicompost, among others.
In this work was a classification based on the SOPS laboratory belonging to the Soil and
Environmental Microbiology, which separated the procedures certified by the Agricultural
Institute (ICA) and the procedures were not certified by the ICA, in turn, these were
classified by frequency of use or services provided by the laboratory to assess the need
to update the existing SOPS and develop those that are required given that SOPS by ICA
certificates were not changed.
SOPS eight were developed within the Laboratory of Soil and Environmental
Microbiology at the Pontifical Javeriana University to perform the micro-organism
decomposers of organic matter in soil samples and bioinsumos such as lipolytic,
proteolytic, pectinaliticos, cellulolytic microfungi, amylolitic; producing microorganisms
ligninasas type of lacquers and MNP, important for its ability to decomposers of organic
matter in soil and bioinsumos. In addition to generating the SOPS microorganisms sulfur
cycle associated with microorganisms fototréficos anoxiigenicos. (Chlorobium and
Chromatium), in the mobilization of sulfur in samples of mud.
In addition to this updated eight SOPS in the Laboratory of Soil and Environmental
Microbiology as: Counting of Pseudomonas fluorescens in bioinsumos, Counting CFU of
Pseudomonas fluorescens in soil, insulation and molds from total soil sample, Isolation
and enumeration of Clostridium Sulphite reducing soil, presence / absence of neutrophils
and acidophilous Thiobacillus sample of soil, presence / absence of sulfate-reducing
bacteria (SRB) in samples of soil and water Determination of indole acetic acid (IAA)
isolation and enumeration of actinomycetes in order to correct any errors and provide
alternatives to growing media parameters (pH, temperature and time) of incubation of the

microorganisms and finally think about a future certification to the ICA.



INTRODUCCION

El laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos del Departamento de
Microbiologia, de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, es un
laboratorio de prestacion de servicios e investigacion, cuyo trabajo se centra en el
andlisis microbiologico de muestras tales como: Suelo, materias primas para bioinsumos
y producto terminando como compost, vermicompost, entre otros.

El laboratorio tiene como finalidad, brindar informacién acerca de la calidad
microbiologica de matrices agroindustriales; contando con equipos, personal idéneo y
capacitado para brindar asistencia técnica a nivel nacional en el campo de la
microbiologia ambiental y de suelos, apoyando laboratorios de area, microbidlogos,
ingenieros agrénomos, ingenieros ambientales, estudiantes, investigadores y en general
a todo el personal interesado en el andlisis microbiolégicos de suelos, materias primas
para bioinsumos y microorganismos patdgenos; Ademas de esto se encuentra registrado
ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) como laboratorio de control de calidad
de bioinsumos de uso agricola con el registro nimero 000147 del 22 de enero del 2007 y
seguin la resolucion 001961 del 18 de Julio del 2007 y su Ultima renovacion con
resolucion ICA No 003057del 4 de septiembre de 2008.

Para cumplir con sus objetivos y desarrollar a cabalidad sus pruebas, el laboratorio
cuenta con Procedimientos Operativos Estandarizados (POES) desde el afio 2006;
certificados bajo la resolucién ICA No 003057 del 4 de septiembre de 2008, y
adicionalmente cuenta con técnicas no certificadas ante el ICA, para las cuales se debe
actualizar y elaborar los respectivos Procedimientos con el fin de obtener dicha
certificacion; haciendo uso de articulos, textos, revistas, manual de medios de cultivo,
entre otros soportes de informaciéon actualizada (2006-2008) necesaria para tal fin. Es
asi que para garantizar el sistema de aseguramiento de la calidad la documentacién
debe encontrarse organizada y actualizada, con base en las especificaciones que se
encuentran numeradas en la norma NTC- ISO-IEC 17025:2005; la cual contiene los
requisitos que los laboratorios de ensayo y/o calibracion deben lograr si desean
demostrar que operan bajo un sistema de calidad, son técnicamente competentes, y lo
mas importante, se encuentran en capacidad de obtener resultados validos y confiables
generados por parte de los procesos realizados en el presente laboratorio.

En base a lo anterior, con este trabajo de grado se buscé efectuar una revision de la
documentacion del laboratorio de Microbiologia Ambiental y de suelos, con el fin de
realizar la actualizacion de POES no certificados por el ICA y elaboracion de POES
necesarios en el laboratorio y posterior a ello buscar a futuro ampliar la diversidad de

pruebas microbioldgicas para bioinsumos.



2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA.

2.1. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA AMBIENTAL Y DE SUELOS DE LA
PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

La pontificia universidad Javeriana con NIT No 08600137201 se encuentra inscrita en la
camara de comercio de Bogota, bajo el nimero 00001360; cuenta con la prestacién de
servicios del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de suelos, que fue el primer
laboratorio registrado ante el Instituto Colombiano Agropecuario ICA como laboratorio de
control de calidad de bioinsumos de uso agricola con el registro nUmero 000147 del 22
de enero del 2007 y segun la resolucion 001961 del 18 de Julio del 2007; siendo
destacado por ser el pionero en la realizacién tanto de pruebas y ensayos como de la
calidad de sus procedimientos, cumpliendo con estandares de calidad en cuanto al
analisis de control de calidad aplicado a las muestras de suelo y Bioabonos.

El laboratorio también cuenta con documentacion (Procedimientos Operativos
Estandarizados) explicitos y certificados ante el ICA (Resoluciéon ICA No 003057del 4 de
septiembre de 2008), los cuales contienen las especificaciones del procedimiento para
las pruebas microbiolégicas; aplicacidén de técnicas para la deteccion y confirmacién de
microorganismos en muestras de suelos y bioinsumos. Esta documentacion debe ser
actualizada y ampliada constantemente, con el fin de garantizar resultados exactos y
confiables tanto al personal, como a los clientes externos que hagan uso de las técnicas
aplicadas en el laboratorio.

2.2. SISTEMAS DE GESTION DE CALIDAD

2.2.1. Generalidades y elementos del sistema

El sistema de calidad es el conjunto de la estructura organizativa, responsabilidades,
procedimientos, procesos Yy recursos que se establecen para llevar a cabo una gestién
de calidad que proporcione la adecuada confianza en las técnicas utilizadas y en los
resultados obtenidos. (NTC-1SO 9000:2000).

Incluye actividades basadas en:

Planificacion: orientada al establecimiento de objetivos y la especificacion de los
procesos y recursos.

Control: Orientado al cumplimiento de los requisitos.

Aseguramiento: Orientado a generar confianza en que se cumpliran los requisitos.
Mejora: orientado a aumentar la capacidad para cumplir con los requisitos. (Diaz &
Acosta, 2007).



2.2.2. Los elementos del sistema de calidad son:

Politica y objetivos de calidad; estructura organizativa clara; definicion de forma explicita
de las responsabilidades y alcance de autoridad de todo el personal; equipamiento y
recursos humanos apropiados; documentacién que describen el sistema de calidad
(Chain, 2001).

Un Sistema de Calidad coloca requisitos a las actividades y procesos que se realizan en
la organizacion y documenta como se realizan estas actividades. El objetivo de un
Sistema se Calidad es satisfacer las necesidades internas de la gestion de la
organizacion. Por tanto va més alla de satisfacer los requisitos que se imponen. (SENA,
2006).

El sistema de calidad incluye el principio de control como parte del conjunto de filosofias
dirigidas al logro eficiente de los objetivos de la organizacion; sin embargo un sistema de
calidad no es solo un conjunto de reglas para produccion de calidad; es una manera de
asegurar que no sigan presentandose los mismos problemas operativos, esto se logra
estableciendo procedimientos para la identificacion de problemas, investigacion vy

rectificacion a largo plazo (Voehl, 1997).

2.3. DOCUMENTACION DEL SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD

2.3.1 Generalidades

La documentacion es la base fundamental en los Sistemas de Gestién de Calidad y en
los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio, es una evidencia formal que
permite establecer pautas y parametros que pueden luego ser ratificados. La
documentacién esta estructurada en tres niveles: El tercer nivel incluye la recoleccién de
los planes, instructivos y registros que proporcionan detalles técnicos sobre cémo hacer
el trabajo y se registran los resultados, estos representan la base fundamental de la
documentacion. ElI segundo nivel incluye la informacién especifica sobre los
procedimientos de cada area de la gerencia y en el primer nivel la direccion debe
elaborar la politica de calidad y los objetivos, la estructura para el levantamiento de cada
procedimiento e instructivo de trabajo (Garzén & Sanchez, 2005).

La norma NTC-ISO 9000:2000 exige dentro de sus requisitos generales que el sistema
de gestion de calidad este documentado. Esto permite que cada organizacién desarrolle
la minima cantidad de documentos necesaria a fin de demostrar la planificacion,
operacion y control eficaces de sus procesos, y la implementacién y mejora continua de
la eficacia de su sistema de gestion de calidad (Diaz & Acosta, 2007).

Los principales objetivos de la documentacion son: 1) la comunicacion de la informacion:
Como una herramienta para la transicion de la informacion. 2) evidencia de la



conformidad: Aporte de que lo planificado se ha llevado a cabo realmente y el compartir
conocimientos con el fin de difundir y preservar las experiencias de la organizacion (Diaz
& Acosta, 2007).

2.4. CONTENIDO DE LA DOCUMENTACION

La documentacion de un sistema de gestion de calidad generalmente debe contener: La
politica de calidad y sus objetivos, manual de calidad, procedimientos documentados,
instrucciones de trabajo, formularios, planes de calidad, especificaciones, documentos
externos y registros (ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.1 La Palitica de Calidad y sus Objetivos

La politica de calidad, se refiere al compromiso que establece la organizacién para
cumplir con los requisitos y mejorar continuamente la eficiencia del sistema de gestion de
calidad. Los objetivos son expresiones formales y mesurables de la politica de calidad,
por esto son un medio para implementarla. ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.2. Manual de Calidad

Es una guia que permite flexibilidad en la definicién de la estructura, forma, contenido o
métodos de prestacién de la documentacion del sistema de gestion de calidad para
todos los tipos de organizacion.

El manual de calidad, proporciona una descripcion del sistema de gestion de calidad y su
implementacibn en la organizacién, las descripciones de los procesos y sus
interacciones, procedimientos documentados o referencias de ellos, la politica y los
objetivos de calidad (ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.3. Procedimientos Documentados

Es un procedimiento escrito en papel o medio electrénico, que describe como se
desempefan las diferentes actividades en una organizacion (ICONTEC GTC-ISO/TR
10013:2002).

2.4.3.1. Formatos para procedimientos.

El formato debe incluir varias caracteristicas que deben tener todos los procedimientos

como son: Un sistema de numeracién que permita remisiones exactas, titulo, propésito,
el alcance que define en que se va a aplicar, referencias, definiciones, documentacion



para las auditorias, procedimientos, mencion de los responsables (Voehl, 1997).

2.4.3.2. Procedimientos Operativos Estandar (POE)

Contiene los componentes de la metodologia utilizada para poner en practica el sistema
enunciado y descrito en el manual de calidad. Consta de los procedimientos generales y
especificos que son los que en realidad engloban procesos, equipos, elementos de
medida y control y metodologia de uso de ellos. Por esta razén los procedimientos
deben: a) estar justificados, b) tener referencias o antecedentes, c) contar con limites
precisos, d) utilizar un vocabulario definido, €) contener la accion o actividad objeto y f)
indicar los responsables de su uso (Caro & Coba, 2004).

Un procedimiento es un documento que indica clara e inconfundiblemente los pasos
consecutivos para iniciar, desarrollar y concluir una actividad u operacion relacionada
con el proceso, los elementos técnicos a emplear, las condiciones requeridas, los
alcances y limitaciones fijadas, el nimero y caracteristicas del personal que intervienen,
etc. (Caro & Coba, 2004).

2.4.3.2.1. Generalidades de los POES

Se entiende por Procedimientos Operativos Estandarizados (POE) en inglés Standard
Operating Procedures (SOP' S) a aquellos procedimientos escritos que describen y
explican cémo realizar una tarea para lograr un fin especifico, de la mejor manera
posible (Nieto, 2003).

Los POES garantizan no solo la calidad, sino también la reproducibilidad, consistencia y
uniformidad de los distintos procesos en el laboratorio y detalla las funciones y las
responsabilidades del personal unificando los procedimientos de elaboracién de cada
producto. El laboratorio debe contar con Procedimientos Operativos normalizados para
cada instrumento, medios y equipos, los cuales deben colocarse cerca de estos para su
conducta rapida y efectiva (Nieto, 2003).

Los POES son documentos que proporcionan las instrucciones necesarias para la
correcta ejecucion de las actividades administrativas o técnicas. En general, un
procedimiento establece cémo debe hacerse en el sentido amplio: qué se debe hacer,
cuando, cémo y dénde se hara, y quién debe hacerlo. (Nieto, 2003).

Las Normas ISO 9000 definen un procedimiento como “Forma especificada para llevar a
cabo una actividad o un proceso". En otras palabras es la descripcion precisa, concisa y
clara del material, equipo, condiciones, actividades y requerimientos para obtener un
producto o un servicio de una calidad definida (Ramirez, 2005).

Para lograr una buena administracién de los procedimientos se debe tener en cuenta:
Que la distribucion del POE funcione correctamente, que los POES sean registrados



adecuadamente, que se guarde un juego completo de las versiones vigentes, que los

POES nuevos sean distribuidos rapidamente, que estén disponibles suficientes

manuales en las areas de trabajo, que se retiren las versiones anteriores de los POES,

que el POE tenga un contenido comprensible, que los POES sean incluidos como parte

de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) que incluya los aspectos que contemplen

la seguridad del personal que interviene y la proteccion ambiental, que se valide su

ejecucion y que se organicen por areas (Nieto, 2003).

Ventajas de tener procedimientos:

= Son la primera herramienta en el entrenamiento del personal nuevo.

» Garantizan la realizacion de las tareas de la misma forma siempre.

= Sirven para evaluar al personal y conocer su desempefio.

= Sirven para verificar su actualidad y como reentrenamiento del personal con
experiencia.

= Son Utiles para el desarrollo de auto inspeccion y auditorias. (Nieto, 2003).

2.4.3.2.2. Objetivos de los POES

Los POES, tienen la misién de reducir el riesgo de faltas e interrupciones en el trabajo,
con el fin de cumplir a cabalidad con objetivos tales como: Brindar una guia para
trabajadores de relevo o reemplazo, contratados durante vacaciones, enfermedad o
aumento de volumen de ventas; una ayuda en escribir descripciones de puestos de
trabajo e identificar que destrezas son requeridas; una referencia estandar para el
entrenamiento de empleados; una base para evaluar el desempefio efectivo; un reporte
de quién hace qué, donde, por qué y como; un documento de referencia en
investigaciones de accidentes; una oportunidad de construir la uniéon alrededor de
patrones y de metas alcanzables con procedimientos para conseguirlos; una evaluacion
de la eficiencia de trabajo y de la correccion procedimental, una lista de verificacion para
que los comparieros de trabajo observen el rendimiento y lo refuercen si es correcto;
medios para que todos estudien a través del proceso entero de una tarea; mejora en la
consistencia o estabilidad del desempefio del trabajo y aceptacion mejorada de
practicas, ya que la gente apoya lo que ayuda a crear; reduciendo de esta forma caos y
confusion, puesto que el proceso detallado esta documentado y por ende cuenta con

proteccién legal.
2.4.3.2.3. Aplicacién de los POES
En muestras: instrucciones de recoleccion, criterios de aceptacién y rechazo, transporte,

preparacion, estabilidad de preservacion, descontaminacion y descarte.
En equipos: operacion, mantenimiento preventivo y correctivo, limpieza, calibracién de



equipos de medicién y control ambiental, cuando sea aplicable a cada caso.

En reactivos: recepcion, produccion, validacion, identificacion, etiquetado, manipulacion,
dosificacion, condiciones de almacenamiento y condiciones de descarte.

En archivos: organizacion, almacenamiento y recuperacion de registros y muestras; los
cuales deben contener: procedimientos para programas de control de calidad interno e
interlaboratorial,  procedimientos de aseguramiento de la calidad, programas de
entrenamiento y calificacion del personal. (Prieto & Ruiz, 2005).

2.4.3.2.4. Contenido minimo de los POES

= Nombre del laboratorio.

= Titulo del POE.

= Aprobacion y liberacion del POE: fecha y firmas de la unidad de aseguramiento de
calidad y del director del laboratorio.

*= Revision y liberacion del POE: fecha y firmas de la unidad de aseguramiento de
calidad y del director del laboratorio.

»= NuUmero de version actual.

= NuUmero de documento.

»= Paginacion: pagina actual / nimero de paginas totales.

= Alcance.

= Numero de copias. (Prieto & Ruiz, 2005).

Tabla 1. Formato de un POE del Departamento de Microbiologia de la Pontificia
Universidad Javeriana.
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1. OBJETIVO:

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

2. ALCANCE:

Sefialar a que (equipo, materiales, documentos) y a quienes afecta el POE.

3. RESPONSABILIDAD:

Identifica a los responsables del cumplimiento del POE.

4. FRECUENCIA:
El presente documento se debera tomar como referencia Unica, cada vez que se
realice una evaluacion por la técnica aplicada en el laboratorio de Microbiologia

Ambiental y de Suelos.

5. DOCUMENTOS DE REFERENCIA:

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

procedimiento.

6. CONTENIDO

6.1 FUNDAMENTO:
Marco o bases tedrico-practicas que explican el procedimiento.
6.2 DEFINICIONES:

Cuando sea necesario se deben definir términos técnicos, abreviaturas o palabras

utilizadas en otros idiomas.

6.3 MATERIALES:

Muestra requerida: definir el tipo de muestra y los requisitos que esta debe cumplir.
Reactivos: enumerar los reactivos necesarios y su calidad.

Materiales: enumerar los materiales necesarios.

Equipos utilizados: enumeracion de equipos necesarios.



6.4 PROCEDIMIENTO

D N N N NN

< X

NN NN

7.

Indicar acciones en forma secuencial.

Usar los verbos en infinitivo o imperativo.

Establecer que tareas se va a desarrollar y en que orden.

Identificar el espacio fisico y las condiciones ambientales.

Establecer las precauciones de seguridad, bioseguridad y del manejo del medio
ambiente.

Definir posibles interferencias.

Definir correctamente la forma de célculo de resultados.

Definir los intervalos de referencia, con los criterios de aceptacion (valores de
alerta).

Validacion de los resultados.

Interpretacion de los resultados.

Informe y archivo de resultados.

Describir los controles internos necesarios para cada etapa.

Calibracion de instrumental y mantenimiento de los equipos.

ANEXOS

Utilizarlos para adjuntar diagramas de flujo y copias de formularios y otros

documentos de apoyo.



2.4.3.2.5. Procedimiento o pasos para la elaboracién de un POE

v
| Seleccionar redactores

v

| Capacitar redactores |

v

| Iniciar redaccion |

Es un nuevo Revisar de acuerdo con

procedimiento requisitos v necesidades

Preparar

documentacion

Es necesario
Actualizar

Es suficiente la

A

documentacion
disponible

Listar las actividades

necesarias v su secuencia

v

Elaborar diagrama Revisar con personal
de fluio > Desarrollar el POE > calificado v supervisores

Verificar pasos
Aprobar POE 1 del POE

A 4
Identificar Distribuir copias Capacitar personal
documento > controladas de POE > sobre el POE
v
v EvaIL.Jar Ia
capacitacion
Archivar
copia
original del
POE Aplicar el
POE

Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracién de un POE (Ramirez, 2005).

2.4.3.2.6. Metodologia para verificar el cumplimiento y la eficacia de los Procedimientos

Operativos Estandarizados (POES)
2.4.3.2.6.1. Verificacion por auditorias internas
Sera responsabilidad primaria de los laboratorios verificar que los Procedimientos

Operativos Estandarizados (POES) cumplan con la norma y que los mismos sean

eficaces. En caso de que se detecten no conformidades a los requerimientos debera de



inmediato comenzar a ejecutar acciones correctivas. La verificacion del cumplimiento de
los Procedimientos Operativos Estandarizados (POES) se hara por medio de auditorias
internas por parte del establecimiento y seran llevadas a cabo por personal idoneo,
especialmente capacitado y entrenado para desarrollar dicha tarea y con autoridad
suficiente para solicitar y conseguir acciones correctivas de cumplimiento efectivo. A
tales efectos se debera:

a) ldentificar al o a los funcionarios responsables de las tareas de auditoria interna
describiendo funciones, autoridad y dependencia en la organizacion;

b) Establecer la frecuencia méaxima de las mismas;

c) Desarrollar la/s practica/s documentada/s para auditar los Procedimientos Operativos
Estandarizados (POES);

d) Llevar registros sobre los hallazgos y observaciones (no conformidades) encontradas
en las auditorias internas asi como las medidas correctivas implementadas o en vias de
implementacion;

e) Archivar y mantener disponibles los registros antes mencionados para la autoridad
competente.

2.4.3.2.6.2. Verificacién de los Procedimientos Operativos Estandarizados (POES)

mediante técnicas analiticas.

Sera responsabilidad primaria de la Pontificia Universidad Javeriana, la implementacién
de verificaciones analiticas de los Procedimientos Operativos Estandarizados (POES) a
partir de técnicas microbiolégicas sobre las materias primas e insumos, equipos,
utensilios y superficies. En funcion de lo expuesto el establecimiento debera: a)
Identificar los pardmetros analiticos y sus respectivas tolerancias; b) Identificar los planes
de muestreo; c) ldentificar y documentar los métodos analiticos; d) Identificar el
responsable de tales determinaciones y capacitar al personal; €) Llevar y guardar los
registros de la actividad.

Estos requisitos deberan documentarse en un procedimiento.

Si como resultado de la verificaciobn analitica se encontraran evidencias de que los
Procedimientos Operativos Estandarizados (POES) no son eficaces, se debera de
inmediato investigar las causas de tal situacion, implementando medidas correctivas
como ser la modificacién o correccién de los Procedimientos Operativos Estandarizados

(POES) involucrados en la no-conformidad.



2.4.4. Instrucciones de Trabajo

Describen detalladamente la forma de realizar y registrar tareas. Se utilizan para
describir las actividades criticas que pueden estar incluidas en los procedimientos
documentados (ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.5. Formularios

Se desarrollan y mantienen para registrar los datos que demuestren el cumplimiento de
los requisitos del sistema de gestion de calidad. Se recomienda que lleven un titulo,
namero de identificacién, estado de revision y fecha de modificacion (ICONTEC GTC-
ISO/TR 10013:2002).

2.4.6. Planes De Calidad

Se refiere al sistema de gestion de calidad documentado, que muestra como este ha de
ser aplicado a la situacion especifica en cuestion, e identifica y documenta como la
organizacion lograra aquellos requisitos que son Unicos al producto, proceso, proyecto o
contrato particular. Puede incluir procedimientos, instrucciones de trabajo y/o registros
Unicos (Instituto Colombiano de Normas Técnicas ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.7. Especificaciones de la documentacién.

Son documentos que establecen requisitos. Son Unicas al producto / organizacién
(Instituto Colombiano de Normas Técnicas ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.8. Documentos Externos

Pueden incluir planos del cliente, especificaciones, requisitos legales o reglamentarios,
normas, codigos y manuales de mantenimiento (ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).

2.4.9. Registros
Muestran los resultados obtenidos o proporcionan evidencia que indican que estan

realizando las actividades establecidas en los procedimientos documentados e
instrucciones de trabajo (ICONTEC GTC-ISO/TR 10013:2002).



2.5. NORMA NTC-ISO 9001 del INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS

La norma NTC-ISO 9001, promueve la adopcion de un enfoque basado en procesos
cuando se desarrolla, implementa y mejora la eficacia de un sistema de gestién de la
calidad, con el fin de aumentar la satisfaccion del cliente mediante el cumplimiento de

Sus requisitos.

El enfoque basado en procesos consiste en que una organizacion identifique y gestione
las actividades relacionadas entre si con el fin de permitir que los elementos de entrada
se transformen en resultados esperados, considerandose esto como un proceso.

Una de las ventajas del enfoque basado en procesos es el control continuo que
proporciona sobre los vinculos entre los procesos individuales, su combinacion e
interaccion dentro del sistema de procesos, y cuando se utiliza dentro de un sistema de
gestion de la calidad enfatiza la importancia de: la comprension y el cumplimiento de los
requisitos; la necesidad de considerar los procesos en términos que aporten valor, la
obtencion de resultados del desempefio y eficacia del proceso y finalmente la mejora

continua de los procesos con base en mediciones objetivas. (NTC-ISO 9001-2001).

Una metodologia que facilita la gestién del enfoque basado en procesos es la aplicacion
del famoso ciclo P.H.V.A “Planificar, Hacer, Verificar y Actuar”.

Hacer: Implementar los procesos.

Verificar: Realizar el seguimiento y la medicion de los procesos y los productos respecto
a las politicas, los objetivos y los requisitos del producto, e informar sobre los resultados.

Actuar: Tomar acciones para mejorar continuamente el desempefio de los procesos.

El ciclo es dindmico, puede desarrollarse dentro de cada proceso de la organizacién y en
el sistema de procesos como un todo. Esta intimamente relacionado con la planificacion,
implementacién, control y mejora continua dentro de los procesos del sistema de gestion

de calidad.

La integracion de un sistema de gestion de calidad aplica tanto para organizaciones
como para laboratorios prestadores de servicios, por lo que deben adoptar este sistema
de acuerdo a las necesidades que se desean resolver; para lo cual es necesario revisar
y aplicar la norma NTC-ISO-IEC 17025, como primera medida para dar inicio a este
proceso. (NTC-1SO 9001-2001).



2.6. NORMA NTC-ISO-IEC 17025:2005 del INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS
TECNICAS

El auge por la implementacion del sistema de gestion de calidad se ha desarrollado por
la necesidad de asegurar que los laboratorios que prestan servicio que hace parte de las
organizaciones, puedan operar con un sistema de calidad que cumpla en forma evidente
con las formas que son relevantes para el alcance de los servicios de calibracién y
ensayo. Los laboratorios ademdas de cumplir con esta norma internacional, también
operan de acuerdo con ISO 9001 e ISO 9002.

La aplicacién de la NTC-ISO-IEC 17025 facilitara la cooperacion entre laboratorios y
otros organismos para asistir en el intercambio de informacién y experiencia, y en la
armonizacién de normas y procedimientos. Ademas, forma la base para la acreditacion
de laboratorios en el futuro (NTC-ISO-IEC-17025-2005).

2.6.1 Requisitos generales

En esta norma se establecen los requisitos generales que un laboratorio tiene que

cumplir para realizar calibraciones o ensayos, incluyendo el muestreo.

2.6.1.1 Alcance

Es aplicable a todas las organizaciones que realicen calibraciones o ensayos; a todos los
laboratorios independientes de la calidad de persona, en el cubrimiento o alcance de las
actividades de calibracién y ensayo (NTC-ISO-IEC-17025-2005).

Esta norma internacional es para uso de los laboratorios en el desarrollo de sus sistemas
de calidad, administrativos y técnicos que rigen sus operaciones. También es para uso
de los clientes, de las autoridades reguladoras y entes de acreditacién involucrados en la

confirmacion o reconocimiento de la competencia de los laboratorios.

Si los laboratorios de calibraciéon y ensayo cumplen con los requisitos de esta norma
internacional operaran un sistema de calidad para sus actividades de calibracion y
ensayo. También reuniran los requisitos de 1SO 9001 cuando ellos trabajen en disefio/
desarrollo de nuevos métodos y/o desarrollen programas de ensayo y calibracion
normalizados y no normalizados, e ISO 9002 cuando utilicen Unicamente métodos
normalizados. Esta Norma Internacional cubre varios requisitos de competencia técnica
gue no cubre la norma ISO 9001 ni la ISO 9002.



2.6.1.2 Sistema de calidad

El laboratorio debe establecer, implementar y mantener un sistema de calidad conforme
al alcance de sus actividades. También debe documentar todo lo referente a sus
politicas, sistemas, programas, procedimientos e instrucciones para asegurar la calidad
de los resultados de las calibraciones o los ensayos. La documentacion utilizada en este
sistema de gestion de la calidad debe comunicarse, ser entendida, estar disponible e
implementada por personal apropiado (NTC-ISO-IEC-17025-2005).

Ademas, el laboratorio debe definir las politicas y objetivos del sistema de calidad en un
manual de calidad. Los objetivos deben se establecidos en la declaracion de la politica
de calidad, y esta debe ser emitida con la autorizacion del director ejecutivo y debe

incluir los siguientes items:

e El compromiso del laboratorio con las buenas practicas profesionales y calidad de
los servicios a sus clientes.

¢ Una declaracion del laboratorio con respecto a nivel de servicio que este presta.

2.6.1.3 Control de la Documentacion

2.6.1.3.1 Generalidades

El laboratorio debe establecer y mantener procedimientos para controlar todos los
documentos que forman parte de su sistema de calidad, tales como regulaciones,
normas, otros documentos normativos, métodos de calibracion y ensayo como también
dibujos, software, especificaciones, instrucciones y manuales (NTC-ISO-IEC-17025-
2005).

2.6.1.3.2 Aprobacion y Edicion de Documentos

Todos los documentos editados que hacen parte del sistema de calidad, deben ser
revisados y aprobados por personal autorizado antes de su edicion. Debe ser
establecida una lista o un procedimiento de control de documentos que demuestre el

estado de la revision actual y la distribucién de los documentos.

Se debe garantizar que los documentos autorizados estén disponibles donde se requiera
para la ejecucién de operaciones en el laboratorio. Los documentos tienen que ser
revisados periddicamente y actualizados cuando sea necesario para garantizar el
continuo cumplimiento de los requisitos aplicables; si existen documentos invalidos u

obsoletos estos deben ser retirados lo antes posible si en dado caso estos son retenidos



para propositos legales o de preservacion del conocimiento, deben estar debidamente
marcados (NTC-ISO-IEC-17025-2005).

Los documentos creados por el laboratorio deben tener una identificacion Unica; esa
identificacion debe incluir la fecha de edicion o la identificacion de revisién, numeracion
de paginas, el nimero total de paginas o una marca que indique el final del documento
elaborado por el departamento de microbiologia, los cuales se identifican como
“‘documento N° DM-PA 0017, ademas tiene fecha de vigencia, numeracion de paginas e
identificacion de revision “Revision N° 00" (NTC-ISO-IEC-17025-2005).

2.6.1.3.3 Cambios en los documentos

Los cambios en los documentos deben ser revisados y aprobados por el personal que
realizo la revision y aprobacion original, de no ser que se designe especificamente de
otra manera. El personal designado debe tener acceso a la informacion pertinente de
soporte donde se fundamenta su revision y aprobacion. La naturaleza del cambio debe
ser identificada en el documento o en los anexos correspondientes.

Deben establecerse procedimientos para describir como se realizan y se controlan los
cambios en los documentos que se mantienen en sistemas computarizados.

Cuando sea posible, se debe identificar el texto modificado o nuevo en el documento o
en los anexos apropiados. Al igual, se deben establecer procedimientos para describir
como se realizan y controlan las modificaciones de los documentos conservados en los

sistemas informativos. (Dorado, 2006).

2.6.1.3.3.1. Formulario de Control de Cambios

Un Formulario de Control de cambios debe permitir registrar:
¢, Cual es el cambio propuesto?

¢, Por qué es necesario?

¢ Quién lo solicitd?

¢, Quién lo aprob6?

SA quién y qué afecta? (POES, personal, equipos, etc.).

Si es de rutina 0 emergencia.

La fecha de su entrada en vigencia. (Ramirez, 2005).



2.6.1.3.3.2. Formato de Control de Cambios para cada Procedimiento

Tabla 2. Formato de control de cambios para cada Procedimiento

Cadigo del Cambios requeridos Fecha de Motivo del Responsable

Documento (si /no) Revision cambio (Nombre/Firma)

2.6.1.3.4. Acciones preventivas

Una accion preventiva es un proceso proactivo para identificar oportunidades de
mejoramiento, mas que una reaccion a la identificacion de problemas o reclamaciones,
estas deben involucrar andlisis de datos, incluyendo andlisis de tendencia y analisis de

riesgo vy los resultados de ensayo y competencia.

Lo primordial es identificar las necesidades de mejoramiento y las fuentes potenciales de
no conformidades. Si la accion preventiva es requerida, se deben desarrollar planes de
accion, implementarlos y monitorearlos para reducir la posibilidad de ocurrencia de esas
no conformidades y aprovechar las oportunidades de mejoramiento. Los procedimientos
para las acciones preventivas deben incluir la instalacion de cada una de las acciones y

aplicaciones de controles para asegurar que estas son efectivas.

2.6.1.3.5. Acciones correctivas

El laboratorio debe establecer una politica y un procedimiento y debe designar
autoridades apropiadas para implementar una accién correctiva, cuando se identifica un
trabajo no conforme, se puede detectar a través de una variedad de acciones como el
control de trabajo no conforme, auditorias internas o externas, revisiones de la direccion,
retroalimentacion de los clientes u observacion del personal. El analisis de la causas es
lo clave y algunas veces lo mas dificil del procedimiento de la accion correctiva. El
laboratorio debe documentar e implementar cualquier cambio requerido resultante de
investigaciones de accion correctiva (NTC-ISO-IEC-17025-2005).

2.6.2. Requisitos técnicos

El laboratorio debe conservar registros de observaciones originales, datos derivados y

suficiente informacién para establecer un seguimiento de auditoria, registros de




calibracion, registros de funcionamiento y una copia de cada informe de ensayo o
certificado de calibracion expedido, por un periodo definido. Los registro de cada ensayo
o calibracion deben contener suficiente informacion para facilitar, si es posible,
identificacion de factores que afecten la incertidumbre y la facilidad para repetir el ensayo
o calibracion bajo condiciones lo mas cercanas posible a las originales. Los registros
deben incluir la identidad del personal responsable del muestreo, ejecucién de cada

ensayo y/o calibracion y chequeo de los resultados (NTC-1SO-IEC-17025-2005).

Cuando se comenten errores sobre los registros, cada error debe ser tachado, sin borrar
ni deteriorar su legibilidad, e ingresar el valor corregido al lado. Todas las alteraciones a
los registros deben ser firmadas por la persona que realiza la correccion. En el caso de
registros almacenados en forma electrénica, se deben tomar medidas similares para

evitar perdida o cambio de los datos originales.

2.6.2.1. Auditorias Internas

El laboratorio debe periddicamente realizar auditorias internas de sus actividades para
verificar que sus operaciones contindan cumpliendo con los requisitos del sistema de
calidad y de esta Norma Internacional. El programa de la auditoria interna debe incluir
todos los elementos del sistema de calidad, y los resultados de esta deben ser
registrados. Es responsabilidad del director de calidad planificar y organizar las

auditorias tal como lo requiérala programacion y los requisitos de la direccion.

2.6.2.2. Revisiones de la Direccion

La direccion del laboratorio, debe periédicamente realizar una revision del sistema de
calidad para garantizar su continua adaptacién y eficacia e incluir cualquier cambio o
mejora necesaria. Es aconsejable realizar la revisién una vez cada doce meses. La
revision debe considerar:

Adaptabilidad de las politicas y procedimientos; reportes del personal de gestion y
supervisién; resultados de las auditorias internas recientes, permitiendo que una persona
capacitada perteneciente a la alta gerencia o que labore en el laboratorio, de modo que
dicha persona pueda verificar el cumplimiento adecuado de las normas, de los
Procedimientos Operativos Estandarizados; tanto como del personal capacitado para
realizar dichos procedimientos o que desempefien labores relacionadas con el
laboratorio. Dicho auditor interno ademas de lo anterior debe plantear acciones
correctivas y preventivas, evaluaciones de organismos externos; resultados de las
comparaciones inter laboratorio como lo son capacitacion del personal, evitar la rotacion
de los trabajadores de sus puestos, realizacion de actualizacion oportuna de los POES,



control de calidad de medios mantener las instalaciones en adecuado estado y
totalmente dotadas con equipos y reactivos necesarios para el andlisis y evaluacion de
muestras o ensayo de competencia generando confianza y cumplimiento con las
exigencias y expectativas de los clientes de los clientes; con el fin de reducir o evitar la

generacion de quejas y malos comentarios que puedan desprestigiar el laboratorio.

2.7. RESOLUCION  00329:2001 DEL ICA (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO)

El Instituto Colombiano Agropecuario, ICA, es responsable del control técnico de las
importaciones, exportaciones, manufactura, comercializacion y uso de los insumos
agropecuarios destinados a proteger la produccion agropecuaria nacional y de minimizar
los riesgos alimentarios y ambientales que provengan del empleo de insumos vy facilitar
el acceso de los productos nacionales al mercado internacional. Por ende es el
encargado de determinar los requisitos para el registro de las personas naturales o
juridicas acreditadas para la certificacion de la calidad, la eficacia y la seguridad de los

insumos agropecuarios.

En la resolucion 00329:2001 se dictan disposiciones para el registro de laboratorios que
realicen andlisis de los insumos agricolas que producen, presten este servicio a terceros

o realicen analisis de residuos de plaguicidas.

Para lo cual el laboratorio debe estar disefiado y operar de tal forma que sus
instalaciones permanentes, temporales 0 mdéviles satisfagan los requisitos de esta
resolucién; tener procedimientos documentados, con el fin de asegurar la proteccién de
la informacion confidencial de los cliente, los cuales serdn renovados cada que el
laboratorio lo requiera o que las técnicas aplicadas en este sean renovadas; mantener un
sistema de registros de tal forma que permita verificar la muestra desde la recepcion
hasta la emision del resultado; mantener el archivo de los informes finales y registro de
los datos originados en los procesos por un periodo no inferior a 1 afio contado a partir
de la fecha de emision del resultado (RESOLUCION 00329-2001).



3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los sistemas de gestion de calidad, son una pauta fundamental para la implementacion
de las actividades que se llevan a cabo en una organizacion independiente de su funcion
y campo de aplicacién. Es necesario plantear, establecer politicas, objetivos, planificar el
control del aseguramiento y la mejora de la calidad por parte de sus directivas, por lo
tanto es preciso establecer documentacion que facilite el entendimiento de cada uno de
los procesos que se realizan, al igual que se establezcan las condiciones de trabajo
apropiadas y procedimientos que conlleven a alcanzar los objetivos planteados; teniendo
en cuenta que dicha informacion y las condiciones como sean realizados los
procedimientos estén actualizdndose constantemente quedando obsoleta o
desactualizada, lo cual le permitira a los POES ya existentes en el laboratorio obtener la
certificacion ante el Instituto agropecuario (ICA). Ademas de ello el laboratorio no cuenta
con algunos POES que son de gran importancia y utilidad para el laboratorio, los cuales
ayudarian a futuro a ampliar la diversidad de pruebas microbiolégicas para bioinsumos y
postularse para la certificacion ante el ICA.

Debido a ello se elaboraron los Procedimientos Operativos Estandar (POES)
pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos, para el
aislamiento y recuento de los microorganismos degradadores de materia organica
presentes en muestras de Bioabonos y suelos, de igual manera los microorganismos
implicados en la movilidad del azufre presentes en muestras de suelo y lodos; para
luego postularlos a ser certificarlos por el ICA; adicional a ello se realizé la actualizacién
de los POES presentes en el laboratorio que aun no se encuentran certificados por el
ICA, puesto que dicha actualizacién brindara la posibilidad al investigador de conocer
conceptos importantes para el desarrollo del procedimiento, al mismo tiempo que lo
orientara en bioseguridad, manejo de residuos y dara a conocer el fundamento de la
técnica actualmente estipulada; lo cual le permite al laboratorio brindar garantia al
personal que hace uso de este, que se estan utilizando documentos vigentes, es decir
que el documento sea aplicable al procedimiento o técnica que se éste desarrollando en
caso de duda y/o consulta, adquiriendo de esta forma mayor certeza y confiabilidad en el
desarrollo de los procesos.

Finalmente tanto los POES realizados como los actualizados fueron los encargados de
suministrar igualdad en la utilizacion de los equipos, reactivos, medios, microorganismos
y ejecucién de pruebas y ensayos, orientando de esta forma al correspondiente uso y
servicio de los mismos; minimizando las posibilidades de error generado en las pruebas
realizadas en laboratorios que presenten dicha documentaciéon y adicional a esto el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental podra proveer a sus clientes informacion certera
y confiable, respecto a la identificacion de los microorganismos aislados en las muestras
de bioinsumos y suelos procesadas y analizadas en este.



4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general.

Actualizar y elaborar los Procedimientos Operativos Estandar (POES) de las pruebas
microbioldgicas no certificadas por el ICA, que hacen parte del control de calidad para
bioinsumos y muestras de suelos del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y suelos de
la Pontificia Universidad Javeriana.

4.2. Objetivos especificos.

- Revisar bases de datos, articulos y legislaciones recientes (2006-2008), con el fin de
aportar renovaciones a los POES no registrados ante el ICA, facilitando de esta forma la

certificacion de las técnicas implementadas en el laboratorio de Microbiologia Ambiental.

- Elaborar los Procedimientos Operativos Estandar (no establecidos) para las técnicas
de control de calidad para bioinsumos muestras de suelos asociados con

microorganismos degradadores de materia organica.

- Elaborar los Procedimientos Operativos Estandar (no establecidos) para técnicas de
recuento de microorganismos implicados en la movilidad del azufre en muestras de
suelos y lodos.



5. METODOLOGIA.

5.1. Revisién de la documentacion de pruebas microbiolégicas para bioinsumos y suelos

no certificadas por el ICA.

Se realizé una revision de POES pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y de suelos elaborados en el afio 2006, para clasificarlos como protocolos
certificados y no certificados segun la resolucion del ICA No 003057 del 4 de septiembre
del 2008. Aquellos POES certificados se les mantuvieron el codigo interno respectivo y

no se realizé ningln cambio.

Por el contrario los POES no certificados por el ICA se clasificaron de acuerdo a la
frecuencia de solicitud de uso o servicio brindado en el laboratorio. Con base a la
revisiéon de este grupo de POES (no certificados), se procedié a la minuciosa busqueda
de posibles errores existente en cada uno los POES versiéon 2006, igualmente para la
elaboracion de los nuevos POES se procedid a realizar la revision bibliografica por medio
de la base de datos del 2006 al 2008 de la biblioteca de la Pontificia Universidad
Javeriana. Igualmente se revisaron las normas vigentes NTC-ISO-IEC 17025: 2005,
NTC-ISO-IEC 9000:2000, resolucién ICA No 00329 del 2001 y resolucién ICA No 003057
del 4 de septiembre del 2008, para el total conocimiento de los parametro y requisitos
pertinentes en la documentacién.

Para tal fin se revisaron revistas actuales (2006-2008) tales como:

Tabla 3. Listado de revistas cientificas consultadas.

REVISTAS VIRTUALES PALABRAS CLAVES DE BUSQUEDA
Agriculture Journals (ProQuest) - Pseudomonas Fluorescens
Agris - Actinomicetes
- Hongos

Biological and Agricultural Index Plus
(WilsonWeb) - Clostridium sulfito reductor

Biology Journals (ProQuest) - Thiobacillus acidoéfilos

- Thiobacillus neutréfilos

Dialnet
- Bacterias sulfatoreductoras

Ebooks on Science direct
-  BRS

Ebooks Springer
- Acido indol ascético (AIA)

Gestién y Calidad de Aguas y Lodos
- Determinacion de acido indol acético.

ISI Web of Science _ .
- Medios de cultivo para Pseudomonas

ProQuest Research Library ) )
Fluorescens, Actinomicetes, hongos totales,

Science Direct - Web Editions




Science Direct (Elsevier) Clostridium  sulfitoreductor,  Thiobacillus

Science Journals (ProQuest) acidofilos, Thiobacillus neutrofilos, Bacterias

Springer Link sulfatoreductoras.

5.2. Actualizacion de los Procedimientos Operativos Estandar (POES):

Con el fin de realizar la actualizacién de los Procedimientos Operativos Estandar y
seguido a la revision de los documentos, se procedi6 a leer cada uno de los documentos
buscando los posibles errores presentes en el fundamento de la técnica utilizada o las
condiciones de crecimiento como el pH, la temperatura, los nutrientes y medios de
cultivos utilizados; ademas de los periodos de incubacion. De igual forma se tuvo en
cuenta la redaccion y los posibles errores ortogréaficos de los procedimientos realizando
las respectivas correcciones y modificaciones a la fecha de la actualizacion (2006 —
2008).

A todos los Procedimientos Operativos Estandar se les adicioné un numeral donde se
ubic6 un listado de los posibles medios de cultivos alternos que también se podrian
utilizar para desarrollar el protocolo, esto con el fin de garantizar que la técnica se puede
seguir utilizando si el medio descrito originalmente no se encuentra disponible.

Tabla 4. Listado de POES existentes no certificados por el ICA.

TITULO DE LA PRUEBA CODIGO DEL

DOCUMENTO
Recuento de Pseudomonas fluorescens en bioinsumos DM-LMAM-PT 010B
Recuento en UFC de Pseudomonas fluorescens en suelo DM- LMAM-PT 048
Aislamiento y recuento de actinomycetes DM- LMAM-PT 014

Aislamiento y recuento de hongos totales a partir de muestra de | DM- LMAM-PT 016

suelo

Aislamiento y recuento de Clostridium sulfito reductor en suelo DM- LMAM-PT 020

Ausencia/presencia de Thiobacillus aciddéfilos y neutréfilos en | DM- LMAM-PT 021

muestra de suelos

Ausencia/presencia de bacterias sulfato reductoras (BRS) en | DM-LMAM-PT 028

muestras de suelo y agua

Determinacion de acido indol acético (AlA) DM- LMAM-PT 029




5.3.Elaboracion de nuevos POES:

5.3.1. Elaboracién de POES para microorganismos degradadores de materia organica:

Los grupos de microorganismos degradadores de materia orgénica e indicadores de
calidad microbiolégica de suelos y bioinsumos (Lipoliticos, amiloliticos, celuloliticos,
pectinoliticos, proteoliticos y productores de MnP y lacasa) desempefian un papel muy
importante, ya que como se menciond anteriormente, estos grupos son los encargados
de diagnosticar la calidad del suelo (Muestras de suelo analizadas), ya que poseen la
capacidad de producir enzimas necesarias para la degradacion de materia organica,
compuesta en general por diferentes compuestos complejos (almidén, celulosa, pectina,
proteinas, lignina y sus derivados) en compuestos simples (glucosa, glucosa, Acido
galacturénico, aminodacidos, Acido protocatéquino, respectivamente), ademas de la
formacion de humus o mantillo, cuyos precursores son: Vainillina y Acido vainillinico; se
encuentra formado a partir de la descomposicion de la materia organica, procedente de
los propios seres vivos que habitan bajo el suelo, como bacterias, hongos, lombrices,
entre otros; ya que el humus y estos compuestos simples son de facil adsorcion,
obtenibles por otros microorganismos que favorecen la nutricion y fertilizacion del suelo;
y por ende esto se vera reflejado en el metabolismo y desarrollo de las plantas que
habitan en suelos ricos en materia organica y microorganismos productores de enzimas

necesarias para la descomposicion de esta materia organica (Rosas et al, 2005).

HONGOS DE PODREDUMBRE BLANCA

Figura 2: foto de Trametes Versicolor Figura 3: foto de Phanerochaete

Fuente: doctorfungus.org chrysosporium. Fuente: doctorfungus.org

Debido a ello surge la necesidad de elaborar nuevos POES, ya que la evaluacion y
control de calidad en muestras de suelos y bioinsumos que contengan estos grupos
funcionales debe ser indispensable, puesto que estos como indicadores de calidad
microbioldgica de los suelo deben ser cuantificados, con el fin de determinar la actividad
enzimatica y de esta forma generar un diagnostico de las muestras evaluadas en el
laboratorio. Complementario a esto se elaboraron POES nuevos para los medios de



cultivo respectivos para el aislamiento y recuento de cada grupo de microorganismos,
asignando su respectivo codigo.

Para realizar estos procedimientos se consultaron los manuales de medios de cultivo
(Sancho & Baldis, 2003), (Merck, 2000), (Bridson, 1998) y la documentacion existente
en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos; ademas de ello se consulto
las bases de datos de la biblioteca de la Pontificia Universidad Javeriana y se tuvo en

cuenta las revistas cientificas actualizadas (2006-2008) como son:

Tabla 5. Revistas cientificas consultadas

REVISTAS VIRTUALES

PALABRAS CLAVES DE BUSQUEDA

Agriculture Journals (ProQuest)

Agris

(WilsonWeb)

Biological and Agricultural Index Plus

Biology Journals (ProQuest)

Dialnet

Ebooks on Science direct

Ebooks Springer

Gestion y Calidad de Aguas y Lodos

ISI Web of Science

ProQuest Research Library

Science Direct - Web Editions

Science Direct (Elsevier)

Science Journals (ProQuest)

Springer Link

Polimemeros

Enzimas (Celulasas, proteasas,
pectinasas, lipasas, lacasas y

peroxidasas.

Lignina
Celulosa
Proteinas
Pectina
Lipidos
Materia organica
Medio de cultivo para
microorganismos ligninoliticos,
celulaliticos, proteoliticos,
pectinoliticos, lipoliticos,

ligninoliticos (MnP, lacasas).

Finalmente ademas de la asignacion de un nuevo codigo para cada POE elaborado, se
procedio a la elaboracién del respectivo documento en forma de anexo, por cada POE, al
cual se le asigné un codigo nuevo, al igual que los anexos elaborados para los POES

actualizados.

Tabla 6. Listado de POES nuevos (Microorganismos degradadores de materia

organica).

TITULO DE LA PRUEBA

Aislamiento y Recuento de Microorganismos Amiloliticos en Bioinsumos y

Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de Microorganismos Proteoliticos en Bioinsumos vy




Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de Microorganismos Celuloliticos en Bioinsumos y

Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de Microorganismos Lipoliticos en Bioinsumos y

Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de Microorganismos Pectinoliticos en Bioinsumos y

Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de Microorganismos Productores de Lacasa.

Aislamiento y Recuento de Microorganismos productores de Manganeso

Peroxidasas.

5.3.2. POES de microorganismos implicados en la movilidad del azufre.

La actividad de los microorganismos implicados en la movilidad del azufre es muy
importante para la transformacién y movilizacion de este compuesto en suelos y lodos ya
gue, estos microorganismos son los encargados de la transformacion del azufre en
formas asimilables para el suelo y las plantas. El recuento y la valoracion de
microorganismos tales como bacterias fototréficas anoxigénicas del azufre (Chlorobium
spp y Chromatium spp), es de gran importancia en el laboratorio, siendo estas llamadas
bacterias verdes y purpuras del azufre respectivamente, ya que son las encargadas de
procesar los sulfatos a azufre, siendo esta la forma asimilable para los demas
microorganismos del suelo; estas bacterias obtienen energia de las reacciones
luminosas y producen sus materiales celulares a partir de CO,, de manera similar a
como lo hacen las plantas, aunque se diferencian en que estas bacterias no producen
oxigeno durante la fotosintesis porque no utilizan H,O como elemento reductor sino SH,,
produciendo pigmentacién verde y puarpura durante la transformacién de compuestos

sulfatados.

El azufre existe en forma de sulfuro en varios minerales primarios y se agrega a los
suelos forestales en forma de residuos vegetales, animales o como lluvia &cida. La
mayor parte del azufre del suelo forma compuestos organicos y sélo es absorbido por las
raices de las plantas en forma de sulfato por lo que es necesario el proceso de
mineralizacién (Schuler & Jasshy, 2007).

La descomposicién de la materia organica y su transformacién a compuestos inorganicos
de azufre la realizan microorganismos heterétrofos y la oxidacion de los sulfuros y del
azufre elemental para transformarse en sulfatos la pueden realizar tanto las bacterias
heterétrofas como las quimioautétrofas (Schuler & Jassby, 2007).

Existen tres grupos de bacterias implicados en la movilidad del azufre:



« Bacterias Reductoras de Sulfatos: Reducen el sulfato (SO,?) a sulfuro de hidrégeno
(H2S)

* Bacterias Reductoras del Azufre: Reducen el azufre (S) a sulfuro de hidrégeno (H,S)

« Bacterias Oxidadoras del Azufre: Oxidan varias formas del azufre (S, H,S, FeS? a
sulfato (SO47%)

BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS

Figura 4: foto de Desulfovibrio
Fuente: www.textbookofbacteriology.net

BACTERIAS VERDES DE AZUFRE
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Figura 5: foto de Chlorobium Figura 6: foto de Pelodictyon
Fuente: www.biologie.uni-hamburg.de Fuente: genome.jgi-psf.org

BACTERIAS PURPURA DEL AZUFRE

Figura 7: foto de Chromatium Figura 8: foto de Thiopedia
Fuente: vietsciences.free.fr ) Fuente: vietsciences.free.fr

Figura 9: foto de Thiocapsa
Fuente: microbewiki.kenyon.edu


http://www.biologie.uni-hamburg.de/

BACTERIAS PURPURAS NO DEL AZUFRE

Figura 10: foto de Rhodospirillum
Fuente: vietsciences.free.fr

BACTERIAS SULFURO OXIDADORAS

Figura 11: foto de Thiobacillus
Fuente: comenius.susqu.edu

Debido a la importancia de estos microorganismos y su interaccién con el suelo se
elabor6 el POES para las bacterias implicadas en la movilidad del azufre,
especificamente de bacterias como: Chromatium y Chlorobium.

Para la elaboracion de este POES se revisaron las revistas actualizadas (2006-2008)
ubicadas en las tablas anteriores, utilizando palabras claves tales como: ciclo del azufre,
Chromatium, Chlorobium, microorganismos del azufre, aislamiento y medios de cultivo
de Chromatium y Chlorobium; Adicional a ello se elabor6 un anexo con el medio de
cultivo respectivo para el aislamiento de estos microorganismos y finalmente se asigné

c6digo nuevo tanto a la prueba como al anexo.

Tabla 7. Listado de POES nuevos (Microorganismos implicados en la movilidad del

azufre).

TITULO DE LA PRUEBA

Aislamiento y Recuento de Bacterias fototrdficas, anoxigénicas del azufre
(Chromatium sp y Chlorobium sp)




6. RESULTADOS

La documentacion es una herramienta fundamental, necesaria para unificar y establecer
pautas de trabajo, que garanticen la ejecucién adecuada de los protocolos establecidos
en el laboratorio. Es por esto que la actualizacidon y constante revisién de normas,
técnicas y procedimientos permite la modernizacion del laboratorio favoreciendo la

confiabilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Como resultado de la revision de la documentacion existente en el laboratorio
encontramos la necesidad de trabajar en los procedimientos que no se encuentran
certificados por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y en los que hay una solicitud
de servicio frecuente en el laboratorio de Microbiologia Ambiental y de suelos. De estos
procedimientos son ocho existentes y con necesidad de actualizar Gnicamente, mientras
gue hubo la necesidad de elaborar nueve Procedimientos Operativos nuevos para
microorganismos degradadores de materia organica y para microorganismos implicados
en el ciclo del azufre.



Tabla 8. Procedimientos Operativos Estandar actualizados y elaborados.

PROCEDIMIENTOS
ACTUALIZADOS

Recuento de Pseudomonas fluorescens
en bioinsumos

DM-LMAM-PT 010B

Recuento en UFC de Pseudomonas
fluorescens en suelo

DM- LMAM-PT 048

Aislamiento y recuento de

actinomycetes

DM- LMAM-PT 014

Aislamiento y recuento de hongos
totales a partir de muestra de suelo

DM- LMAM-PT 016

Aislamiento y recuento de Clostridium
sulfito reductor en suelo

DM- LMAM-PT 020

Ausencia/presencia de  Thiobacillus
acidofilos y neutréfilos en muestra de
suelos

DM- LMAM-PT 021

Ausencia/presencia de bacterias sulfato
reductoras (BRS) en muestras de suelo

DM- LMAM-PT 028

PROCEDIMIENTOS
ELABORADOS

y agua
Determinaciéon de &acido indol acético | DM- LMAM-PT 029
(AIA)
Aislamiento y Recuento de | DM- LMAM-PT 037

Microorganismos Amiloliticos en
Bioinsumos y Muestras de Suelos.

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos Proteoliticos en
Bioinsumos y Muestras de Suelos.

DM- LMAM-PT 038

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos Celuloliticos en
Bioinsumos y Muestras de Suelos.

DM- LMAM-PT 039

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos Lipoliticos en
Bioinsumos y Muestras de Suelos.

DM- LMAM-PT 040

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos  Pectinoliticos  en
Bioinsumos y Muestras de Suelos.

DM- LMAM-PT 041

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos Productores de
Lacasa.

DM- LMAM-PT 042

Aislamiento 'y  Recuento de
Microorganismos Productores de
Manganeso Peroxidasas

DM- LMAM-PT 043

Aislamiento y Recuento de Bacterias
Bacterias fototroficas, anoxigénicas del
azufre (Chromatium sp y Chlorobium sp)

DM- LMAM-PT 044




Tabla 9. Listado de anexos para los POES nuevos y actualizados

TITULO DE LA PRUEBA CODIGO ANEXO

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos  Amiloliticos  en | DM- LMAM-PT 037 DM- LMAM-PT 065 (7.1.3J)

Bioinsumos Y Muestras De Suelos

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos  Proteoliticos en | DM- LMAM-PT 038 | DM- LMAM-PT 066 (7.1.3 K)

Bioinsumos y Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos  Celuloliticos en | DM- LMAM-PT 039 DM- LMAM-PT 067 (7.1.3L)

Bioinsumos y Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos Lipoliticos en | DM-LMAM-PT 040 | DM- LMAM-PT 068 (7.1.3 M)

Bioinsumos y Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos  Pectinoliticos en | DM- LMAM-PT 041 DM- LMAM-PT 069 (7.1.3 N)

Bioinsumos y Muestras de Suelos

Aislamiento y Recuento de
Microorganismos  Productores de | DM- LMAM-PT 042 DM- LMAM-PT 070 (7.1.3 N)

Lacasa. DM- LMAM-PT 071 (7.1.30)
Aislamiento 'y  Recuento de

Microorganismos  productores de | DM- LMAM-PT 043 DM- LMAM-PT 070 (7.1.3 N)
Manganeso Peroxidasas. DM- LMAM-PT 071 (7.1.3 O)

Aislamiento y Recuento de Bacterias
fototréficas, anoxigénicas del azufre | DM- LMAM-PT 044 DM- LMAM-PT 072 (7.1.3 P)
(Chromatium sp y Chlorobium sp)

Ausencia/presencia de Thiobacillus
acidéfilos y neutréfilos en muestra de | DM- LMAM-PT 021

suelos

DM- LMAM-PT 073 (7.1.3 R)
DM- LMAM-PT 074 (7.1.3 Q)

6.1. Procedimientos Operativos Estandar Actualizados.

6.1.1. Recuento en UFC de Pseudomonas fluorescens en bioinsumos (DM-LMAM-PT
010B)

Para la actualizacion de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia descrita

anteriormente, recopilando toda la informacién necesaria de bases de datos y las




revistas mencionadas. Se reviso el objetivo del procedimiento, el alcance, la frecuencia
de uso y los responsables de su verificacion y cumplimiento.

Se complementd el marco tedrico con la informacion sobre las condiciones y el medio de
cultivo, su aplicacién y los tipos de pigmentos que se producen por diferentes
microorganismos. Luego se anex0 la importancia de la adicién de antibidticos y los
posibles antimicrobianos que se pueden utilizar.

En los materiales se realizé una revision de los equipos e insumos sefialados necesarios
para el seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de
material de vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la
preparacion de los medios y soluciones, y los documentos donde se referencia las
instrucciones de uso de los equipos.

Se anex6 un numeral para el informe de resultados en donde se disefié una tabla donde
se coloca el recuento de UFC totales y el recuento de UFC en cada dilucion.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver documento Recuento en UFC de Pseudomonas fluorescens en bioinsumos DM-
LMAM-PT 010B).

6.1.2. Aislamiento y recuento de Actinomycetes (DM-LMAM-PT 014)

Para la actualizacion de este procedimiento se recopil6 toda la informacién necesaria de
las bases de datos y las revistas mencionadas, para complementar el marco tedrico con
la informacidn sobre las condiciones de temperatura de incubacién y los tiempos, al igual
que el pH y los posibles inhibidores de flora acompafante que se pueden utilizar en el
medio de cultivo descrito por la técnica.

En los materiales se realiz6 una revisibn de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, y que la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones concordaran con los establecidos en el
laboratorio al igual que los documentos donde se encuentran las instrucciones de uso de
los equipos sefalados.

Al igual que en todos los POES a actualizar se anex6 para recomendar el medio opcional
que sustituiria al descrito en el POE originalmente (agar ISP2) y ademas se adicion6 otro
numeral para el informe de resultados en donde se disefié una tabla donde se coloca el
recuento de UFC totales y el recuento de UFC en cada dilucion.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicd un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver documento Aislamiento y recuento de Actinomycetes (DM-LMAM-PT 014).



6.1.3. Aislamiento y recuento de hongos totales a partir de muestras de suelo (DM-
LMAM-PT 016)

Igualmente para la actualizacion de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia
descrita en este trabajo, recopilando toda la informacién necesaria de bases de datos y
las revistas previamente mencionadas.

Se revis6 el objetivo del procedimiento, el alcance, la frecuencia de uso y los
responsables de su verificacion y cumplimiento.

Se complementd el marco teérico con la informacién sobre los medios de cultivos
alternos que se pueden utilizar, como son el PDA y el YGC, las condiciones de
incubacién como la temperatura y el tiempo necesario al igual que la composicién del

medio y los diferentes tipos de microorganismos que se pueden aislar.

Tabla 10: Composicion del medio YGCy PDA

AGAR YGC (EXTRACTO DE LEVADURA-

AGAR PDA (AGAR PAPA DEXTROSA)
GLUCOSA-CLORANFENICOL)

Componente g/l Componente oll
Infusion de papa ( a partir de
4 Extracto de levadura 5.0
200g de papa)
D-glucosa 20 | D-glucosa 20.0
Cloramfenicol 0.1
Agar-agar 15
Agar —agar 15

Con respecto a los materiales se realiz6 una revision de equipos e insumos necesarios
para el seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de
material de vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso y el correcto manejo de los equipos sefialados.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio

(Ver documento Aislamiento y recuento de hongos totales a partir de muestras de suelo
DM-LMAM-PT 016).

6.1.4. Aislamiento y recuento de Clostridium sulfito-reductor (DM-LMAM-PT 020)
Se recopil6 toda la informacién necesaria de bases de datos y las revistas mencionadas

en la metodologia para complementar el marco tedrico con la informacion sobre el medio

de cultivo alterno que se puede utilizar, como el Reinforced Clostridial (oxoid)




suplementado con 8mg/l de novobiocina y 8mg/ml de colistin (Godic & Golc, 2006) y las
condiciones de incubacion como la temperatura y los tiempos de crecimiento, ademas se
propuso la técnica de Numero Mas Probable como método alterno para el recuento de
estos microorganismos (Kusel et al, 2001).

En los materiales se realiz6 una revision de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la preparacién
de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las instrucciones de
uso de los equipos sefialados.

Se anex6 un numeral para el informe de resultados en donde se disefié una tabla donde
se coloca el recuento de UFC totales y el recuento de UFC en cada dilucion.

En los anexos se disefi6 un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver documento Aislamiento y recuento de Clostridium sulfito-reductor (DM-LMAM-PT
020).

6.1.5. Ausencia/ Presencia de Thiobacillus acidoéfilos y neutréfilos en muestra de suelo
(DM-LMAM-PT 021)

Este procedimiento contenia la informacién Unicamente para bacterias Thiobacillus
acidéfilos por lo que se revisé el objetivo, el alcance, la frecuencia de uso y los
responsables de su verificacion y cumplimiento complementandolo de tal forma que
aplicara también para bacterias Thiobacillus neutrofilos.

Se complementé el marco teérico con la informacion sobre las bacterias neutréfilos del
genero Thiobacillus y los medios de cultivos alternos que se pueden utilizar tanto para el
aislamiento de aciddfilos como de neutréfilos, (medio definido para Thiobacillus
thiooxidans y medio definido para Thiobacillus novellus) las condiciones de incubacion
como la temperatura y los tiempos de crecimiento. Como un anexo para este
procedimiento se disefi6 los instructivos para la preparacién de los medios propuestos
para acidofilos y neutréfilos, los cuales no estaban elaborados dentro de los documentos
para el laboratorio por lo que se les asignd un cbédigo nuevo.
Estos instructivos contienen su aplicacién, la base del medio, recomendaciones para el
autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes
del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento.

En los materiales se realiz6 una revisidn de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de

vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la preparacion



de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las instrucciones de
uso de los equipos sefialados.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver el documento Ausencia / Presencia de Thiobacillus acidéfilos y neutréfilos en
muestra de suelo DM-LMAM-PT 021; y los documentos para medios de cultivos alternos:
DM- LMAM-PT 073 ANEXO (7.1.3 R) medio definido para Thiobacillus novellus y DM-
LMAM-PT 074 ANEXO (7.1.3 Q) medio definido para Thiobacillus thiooxidans).

6.1.6. Ausencia/ Presencia de bacterias sulfato reductoras (DM-LMAM-PT 028)

Igualmente para la actualizacion de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia
descrita anteriormente, recopilando toda la informacion necesaria de bases de datos y
las revistas mencionadas. Se revis0 el objetivo del procedimiento, el alcance, la
frecuencia de uso y los responsables de su verificacion y cumplimiento.

Se complementé el marco tedrico con la informacién sobre el aislamiento de bacterias
sulfato reductoras en un medio de cultivo alterno que se pueden utilizar (Widdel-
Pfenning (WP)), las condiciones de incubacion como la temperatura y los tiempos de
crecimiento y los diferentes géneros que se pueden observar. Ademas se anexan las
biogquimicas necesarias para la identificacion Desulfobacter, Desulfobacterium, vy
Desulfococcus; ademas de las fotos donde se aprecia la morfologia microscépica de los
diferentes grupos de bacterias implicadas en la movilidad del azufre.
En los materiales se realiz6 una revision de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la preparacion
de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las instrucciones de
uso de los equipos sefialados.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver el documento Ausencia / Presencia de bacterias sulfato reductoras (DM-LMAM-PT
028).

6.1.7. Determinacion de Acido Indol Acético AIA en muestras de suelo (DM-LMAM-PT
029)

Para la actualizacion de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia descrita

anteriormente, recopilando toda la informacién necesaria de bases de datos y las



revistas mencionadas. Se reviso el objetivo del procedimiento, el alcance, la frecuencia
de uso y los responsables de su verificacion y cumplimiento.

Se complementé el marco tedrico con la informacion sobre la técnica para la
determinacion del acido indol acético utilizando el reactivo de Salkowsky y el medio de
cultivo alterno que se podria utilizar para favorecer el crecimiento celular y la sintesis de
auxinas.

En los materiales se realiz6 una revision de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la preparacion
de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las instrucciones de
uso y el correcto manejo de los equipos sefialados.

En los anexos se disefi6 un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver el documento Determinacion de Acido Indol Acético AIA en muestras de suelo DM-
LMAM-PT 029).

6.1.8. Recuento en UFC de Pseudomonas fluorescens en suelo (DM-LMAM-PT 048)

Para la actualizacion de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia descrita
anteriormente, recopilando toda la informacion necesaria de bases de datos y las
revistas mencionadas. Se reviso el objetivo del procedimiento, el alcance, la frecuencia
de uso y los responsables de su verificacién y cumplimiento.

Se complementé el marco tedrico con la informacion sobre las condiciones y el medio de
cultivo, su aplicaciébn y los tipos de pigmentos que se producen por diferentes
microorganismos. Luego se anexé la importancia de la adicion de antibiéticos y los
posibles antimicrobianos que se pueden utilizar.

En los materiales se realiz6 una revisibn de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, la referencia de los documentos que indican la preparacion
de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las instrucciones de
uso y el correcto manejo de los equipos sefialados.

Se anex6 un numeral para el informe de resultados en donde se disefié una tabla donde
se coloca el recuento de UFC totales y el recuento de UFC en cada dilucién.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver documento Recuento en UFC de Pseudomonas fluorescens en suelo DM-LMAM-PT
048).



6.2. Procedimientos Operativos Estandar Nuevos.

Tabla 11. Listado de POES nuevos elaborados.

TITULO DE LA PRUEBA CODIGO

Aislamiento y recuento de microorganismos amiloliticos

. DM- LMAM-PT 037
en bioinsumos y muestras de suelos.

Aislamiento 'y recuento de  microorganismos

s - DM- LMAM-PT 038
proteoliticos en bioinsumos y muestras de suelos.

Aislamiento 'y recuento de  microorganismos

o - DM- LMAM-PT 039
celuloliticos en bioinsumos y muestras de suelos.

Aislamiento y recuento de microorganismos lipoliticos

. DM- LMAM-PT 040
en bioinsumos y muestras de suelos.

Aislamiento 'y recuento de  microorganismos

S . DM- LMAM-PT 041
pectinoliticos en bioinsumos y muestras de suelos.

Aislamiento 'y recuento de  microorganismos

productores de lacasa. DM- LMAM-PT 042

Aislamiento 'y recuento de microorganismos

. DM- LMAM-PT 043
productores de manganeso peroxidasas

Aislamiento y recuento de bacterias bacterias
fototréficas, anoxigénicas del azufre (Chromatium sp y
Chlorobium sp)

DM- LMAM-PT 044

6.3.1. Procedimientos de Microorganismos Degradadores de Materia Organica.

6.3.1.1. Aislamiento y recuento de microorganismos proteoliticos en bioinsumos y

muestras de suelos.

Para la elaboracién de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia descrita
anteriormente, recopilando toda la informaciéon necesaria de bases de datos y las
revistas mencionadas obteniendo como resultado la técnica de recuento en placa sobre
sustrato especifico para microorganismos productores de proteasas halos de hidrdlisis
en agar leche. Se establecié el objetivo del procedimiento, el alcance, la frecuencia de
uso y los responsables de su verificacién y cumplimiento.

Se realiz6é un breve marco teérico explicando que son las proteasas, su clasificacion, su
mecanismo de accién de accion sobre el sustrato y su importancia. Luego se anexo el
fundamento de la técnica a utilizar y su relevancia para el aislamiento de este tipo de
microorganismos teniendo en cuenta que son imprescindibles en el &rea ambiental y en
la microbiologia de suelos para la fertilizacién de los mismos.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de

vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la




preparacion de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso y el correcto manejo de los equipos sefialados.

En el procedimiento se determind paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacion y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados
indicando la forma de realizar el recuento.

Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFC/g
totales y el recuento de UFC/g con actividad proteolitica en cada dilucién.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicd un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

Como un anexo para este procedimiento se disefid un instructivo para la preparacion del
agar leche, el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio por
lo que se le asigno un cédigo nuevo.
Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el
autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes
del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y halos
alrededor de las colonias.

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos proteoliticos en bioinsumos
y muestras de suelos. Documento N° DM- LMAM-PT 038 y documento N° DM- LMAM-
PT 066: Preparacion de medios de cultivo Agar Leche al 1 %(P/V). Anexo 7.1.3 K).

6.3.1.2. Aislamiento y recuento de microorganismos lipoliticos en bioinsumos y muestras
de suelos.

Para la elaboracion de este procedimiento se tuvo en cuenta el disefio y los parametros
establecidos por la Facultad de Ciencias en la documentacion pertinente.

Se realizé6 un breve marco tedrico explicando la produccién de las lipasas, su
clasificacion, su mecanismo de accién de accién sobre el sustrato y su importancia.
(Moreno et al, 2001).

Luego se anexaron los conceptos necesarios para la comprensiéon y realizacion del
protocolo.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la
preparacion de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las

instrucciones de uso de los equipos sefalados.



En el procedimiento se determin6 paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacién y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados
indicando la forma de realizar el recuento.

Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFC/g
totales y el recuento de UFC/g con actividad lipolitica en cada dilucion.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicd un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

Como un anexo para este procedimiento se disefid un instructivo para la preparacion del
agar tributirina, el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio
por lo que se le asigno un cadigo nuevo.
Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el
autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes
del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y halos
alrededor de las colonias.

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos lipoliticos en bioinsumos y
muestras de suelos. Documento N° DM- LMAM-PT 040 y documento N° DM- LMAM-PT

068: Preparacién de medios de cultivo Agar Tributirina. Anexo 7.1.3 M).

6.3.1.3. Aislamiento y recuento de microorganismos celuloliticos en bioinsumos

y muestras de suelos.

Para este procedimiento se realiz6 un breve marco tedrico explicando que son las
celulasas, su clasificacion, su mecanismo de accién de accion sobre el sustrato y su
importancia (Quintero et al, 2007). Luego se anex0 el fundamento de la técnica a utilizar,
la importancia de utilizar rojo congo y los conceptos necesarios para la comprension y
realizacion del procedimiento.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso de los equipos sefialados.

En el procedimiento se determino paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacion y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados

indicando la forma de realizar el recuento.



Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFCl/g
totales y el recuento de UFC/g con actividad celulolitica en cada dilucion.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

Como un anexo para este procedimiento se disefid un instructivo para la preparacion del
agar celulosa, el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio
por lo que se le asigno un cadigo nuevo.
Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el
autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes
del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y halos
alrededor de las colonias.

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos celuloliticos en bioinsumos
y muestras de suelos. Documento N° DM- LMAM-PT 039 y documento N° DM- LMAM-
PT 067: Preparacion de medios de cultivo Agar Celulosa al 1% (P/V). Anexo 7.1.3 L).

6.3.1.4. Aislamiento y recuento de microorganismos pectinoliticos en bioinsumos vy

muestras de suelos.

Para la elaboracion de este procedimiento se tuvo en cuenta el disefio y los parametros
establecidos por la Facultad de Ciencias en la documentacién pertinente.

Se realiz6 un breve marco teérico explicando que es la pectina, las enzimas que la
hidrolizan, su clasificacion, su mecanismo de accion de accion sobre el sustrato y su
importancia (Rivera, 2000). Luego se anexaron los conceptos necesarios para la
comprensién y realizacién del procedimiento.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso de los equipos sefialados.

En el procedimiento se determiné paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacion y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados
indicando la forma de realizar el recuento.

Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFC/g
totales y el recuento de UFC/g con actividad pectinolitica en cada dilucién.

En los anexos se disefié un formato de registro donde se ubicd un espacio para las

firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.



Como un anexo para este procedimiento se disefid un instructivo para la preparacion del
agar pectina, el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio
por lo que se le asigno un cadigo nuevo.
Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el
autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes
del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y halos
alrededor de las colonias.

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos pectinoliticos en bioinsumos
y muestras de suelos. Documento N° DM- LMAM-PT 041 y documento N° DM- LMAM-
PT 069: Preparacion de medios de cultivo Agar Pectina al 1% (P/V). Anexo 7.1.3 N).

6.3.1.5. Aislamiento y recuento de microorganismos amiloliticos en bioinsumos vy
muestras de suelos.

Luego de realizar la revision de la literatura necesaria se realizé un breve marco teérico
explicando que es el almidon, las enzimas que lo hidrolizan, su clasificaciéon, su
mecanismo de accion sobre el sustrato y su importancia. (Pedroza & Poutou 2000).
Luego se anexaron los conceptos necesarios para la comprensién y realizacion del
procedimiento.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso de los equipos sefialados.

En el procedimiento se determiné paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacion y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados
indicando la forma de realizar el recuento.

Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFC/g
totales y el recuento de UFC/g con actividad amilolitica en cada dilucién.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

Como un anexo para este procedimiento se disefié un instructivo para la preparacion del
agar almidén, el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio
por lo que se le asigno un cadigo nuevo.
Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el

autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes



del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y halos
alrededor de las colonias.

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos amiloliticos en bioinsumos y
muestras de suelos. Documento N° DM- LMAM-PT 037 y documento N° DM- LMAM-PT
065: Preparacion de medios de cultivo Agar Almidén al 1% (P/V). Anexo 7.1.3 J).

6.3.1.6. Aislamiento y recuento de microorganismos productores de lacasa.

Igualmente para la elaboracion de este procedimiento se tuvo en cuenta la metodologia
descrita anteriormente, recopilando toda la informacion necesaria de bases de datos y
las revistas mencionadas obteniendo como resultado la técnica de de recuento en placa
sobre sustrato especifico. Se establecio el objetivo del procedimiento, el alcance, la
frecuencia de uso y los responsables de su verificacion y cumplimiento.

Se realizé un breve marco teérico explicando la importancia de los hongos de la
podredumbre blanca (Martinez et al, 2005), las enzimas que producen (lacasa), su
mecanismo de accion de accidn sobre el sustrato y su importancia (Gémez et al, 2008).
Luego se anex6 el fundamento del método de medicion de la actividad enzimaética 'y los
conceptos necesarios para la comprensién y realizacion del procedimiento.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso de los equipos sefialados.

En el procedimiento se determiné paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacién y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados
indicando la forma de realizar el recuento.

Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFC/g
totales y el recuento de UFC/g con actividad ligninolitica en cada dilucion.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

Como un anexo para este procedimiento se disefié un instructivo para la preparacion del
agar salvado suplementado con ABTS (2,2 azino-bis-(3 etil — benzotiazolina sulfato
acido), el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio por lo
que se le asigno un cédigo nuevo.
Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el

autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes



del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y zonas de
pigmentacion verde alrededor de las colonias. Adicional a este se propuso un medio
alterno para el recuento y aislamiento de estos microorganismos que no son ligninoliticos
(agar Radha), al cual se elaboré un instructivo de preparacion, (documento N° DM-
LMAM-PT 071: Preparacién de medios de cultivo Agar Radha. Anexo 7.1.3 O).

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos productores de lacasa
Documento N° DM- LMAM-PT 042 y documento N° DM- LMAM-PT 070: Preparacion de

medios de cultivo Agar extracto de salvado de trigo. Anexo 7.1.3 N).

6.3.1.7. Aislamiento y recuento de microorganismos productores de manganeso
peroxidasas.

Para este procedimiento se establecio el objetivo, el alcance, la frecuencia de uso y los
responsables de su verificacion y cumplimiento.

Se realizé un breve marco teérico explicando la importancia de los hongos de la
podredumbre blanca, las enzimas que producen (manganeso peroxidasas), su
mecanismo de accion de accion sobre el sustrato y su importancia (Gomez et al, 2008).
Luego se anexaron los conceptos necesarios para la comprensién y realizacion del
procedimiento.

En los materiales se realizé un listado de equipos e insumos necesarios para el
seguimiento del protocolo, teniendo en cuenta la cantidad de muestra, de material de
vidrio y de medios a utilizar, anexando la referencia de los documentos que indican la
preparacién de los medios y soluciones, y los documentos donde se encuentran las
instrucciones de uso de los equipos sefialados.

En el procedimiento se determind paso por paso la metodologia para el procesamiento
de la muestra; indicando las condiciones de pH, la temperatura de incubacion y los
tiempos que se deben manejar, ademas se establecieron los resultados esperados
indicando la forma de realizar el recuento.

Para el informe de resultados se disefié una tabla donde se coloca el recuento de UFC/g
totales y el recuento de UFC/g de microorganismos productores de manganeso
peroxidasa en cada dilucion.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

Como un anexo para este procedimiento se disefié un instructivo para la preparacion del
agar salvado suplementado con ABTS (2,2’ azino-bis-(3 etil — benzotiazolina sulfato
acido), el cual no estaba elaborado dentro de los documentos para el laboratorio por lo

que se le asigno un cédigo nuevo.



Este instructivo contiene su aplicacion, la base del medio, recomendaciones para el
autoclave, un listado de los materiales y equipos a utilizar, un listado de los componentes
del medio con las cantidades por litro, el modo de preparacion y los controles que se le
hacen al medio con diferentes microorganismos, indicando si hay crecimiento y zonas de
pigmentacion café alrededor de las colonias. Adicional a este se propuso un medio
alterno para el recuento y aislamiento de estos microorganismos que no son ligninoliticos
(agar Radha), al cual se elaboré un instructivo de preparacién, (documento N° DM-
LMAM-PT 071: Preparacién de medios de cultivo Agar Radha. Anexo 7.1.3 O).

(Ver documento Aislamiento y recuento de microorganismos productores de manganeso
peroxidasa Documento N° DM- LMAM-PT 043 y documento N° DM- LMAM-PT 070:

Preparacion de medios de cultivo Agar extracto de salvado de trigo. Anexo 7.1.3 N).

6.3.2. Procedimientos de Microorganismos Implicados en el Ciclo del Azufre.

6.3.2.1. Aislamiento y recuento de bacterias fototréficas anoxigénicas del azufre
(Chromatium sp y Chlorobium sp)

Al elaborar este procedimiento se establecid el objetivo para el aislamiento de bacterias
oxidadoras del azufre, determinando asi su alcance, frecuencia y responsables.

Se desarrollé el marco tedrico explicando la importancia de estos microorganismos en el
ciclo geolégico, su mecanismo de accién y las imagenes microscopicas de los
principales grupos encontrados.

Se definieron los principales conceptos determinantes para la comprensién del
procedimiento; los materiales y equipos necesarios para la elaboracién de la prueba vy el
procedimiento a seguir paso a paso.

Para este procedimiento se propuso el medio de cultivo CL modificado, idéneo para el
aislamiento de Chromatium sp y Chlorobium sp, por lo cual se elaboré el instructivo que
indica los materiales y el procedimiento para su preparacion.

Se anex6 un numeral donde se registra el informe de resultados por medio de una tabla
que indica el recuento de UFC/g totales y el recuento de UFC/g de bacterias fototréficas
anoxigénicas del azufre en cada dilucion.

En los anexos se disefid un formato de registro donde se ubicé un espacio para las
firmas del responsable del andlisis y el coordinador del laboratorio.

(Ver documento Aislamiento y recuento de bacterias fototréficas anoxigénicas del azufre
(Chromatium sp y Chlorobium sp). Documento N° DM- LMAM-PT 044 y documento N°
DM- LMAM-PT 0: Preparacion de medios de cultivo Agar Cl modificado. Anexo 7.1.3 P).



7. CONCLUSIONES

7.1.POES actualizados:

La revision de la documentacion (POES) perteneciente al laboratorio de Microbiologia
Ambiental y de Suelos fue de gran importancia, puesto que permitio la clasificacién y
organizacion de los POES presentes en el Laboratorio, ya que se identificaron y
diferenciaron los POES tanto certificados como los no certificados por el ICA; siendo este
ultimo grupo en el cual se enfocé la revision y actualizacion con el fin de obtener una
futura certificacion ICA, de modo que estos POES actualizados le brinden al laboratorio
una mayor confiabilidad por parte de los clientes y personas que hacen uso de esta
documentacion y los servicios (analisis de muestras e identificacion microbioldgica) que
presta el laboratorio. Ademas de ello, esta revision también permitid identificar la falta de
POES nuevos para técnicas de aislamiento y recuento de microorganismos tales como:
Degradadores de materia organica (lipoliticos, amiloliticos, ligninaliticos, celulolitica,
pectinoliticos y ligninoliticos productores de lacasas y MnP) y microorganismos

involucrados en la movilizacion del azufre.

7.2.Elaboracién de POES para microorganismos degradadores de materia organica:

Se realizaron siete POES nuevos para microorganismos degradadores de materia
organica, los cuales son de gran importancia para el laboratorio, ya que los POES
realizados a las técnicas de aislamiento y recuento de este grupo de microorganismos le
aportaran al laboratorio la capacidad de brindar un servicio (andlisis de muestras de
suelos e identificacibn microbioldgica) mas completo. Adicional a ello se obtuvo un
respectivo anexo con las especificaciones del medio de cultivo empleado en cada POE,
a dichos anexos se le adicionaron fotos que facilitaran la observacién e identificacion de
halos de hidrélisis generados por los microorganismos en los respectivos agares en los

gue deben ser aislados por parte del personal que hiciese uso de dichos anexos.

Finalmente a cada POE y su respectivo anexo se les generé un cédigo nuevo con el fin
de preservar el orden establecido para la documentacién (POES) perteneciente al
laboratorio.

7.3.Elaboracion de POES para técnicas de recuento de microorganismos implicados en

la movilidad del azufre en muestras de suelos y lodos.

Se elabor6 un POE para el aislamiento y recuento de bacterias fototréficas anoxigénicas
del azufre (Chlorobium spp y Chromatium spp), de gran importancia para el laboratorio,
ya que al igual que para los microorganismos degradadores de materia, el laboratorio no

cuenta con esta técnica, y se trataba de la técnica que le faltaba al laboratorio para



completar las técnicas de aislamiento y recuento de microorganismos implicados en el
ciclo del azufre y de esta forma prestar un servicio completo en el andlisis de muestras
de lodos e identificacion microbiolégica de los microorganismos presentes en estas

muestras.

8. RECOMENDACIONES

Se recomienda implementar los nuevos procedimientos y validarlos para demostrar que
los protocolos son claros, reproducibles y efectivamente cumplen con el objetivo para el
cual fueron disefiados.
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