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RESUMEN GENERAL DE TRABAJO DE GRADO

TITULO: EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIAL DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA APLICADAS EN UN SUELO
DEL SECTOR PALMICULTOR DEL DEPARTAMENTO DE
SANTANDER — COLOMBIA.

AUTOR(ES): JUAN GUILLERMO QUIROGA TASCO

FACULTAD: Facultad de Ingenieria Ambiental

DIRECTOR(A): SANDRA NATALIA CORREA TORRES
RESUMEN

En la presente investigacion se realizo la sintesis de nanoparticulas de plata
(AgNPs) mediante el extracto vegetal proveniente de las hojas de palma africana
(Elaeis guineensis) y una sal precursora, Nitrato de Plata (AgNO3). Los
nanocompuestos metalicos biosintetizadas fueron caracterizados por UV-Vis,
SEM, y EDS, para su posterior adicion a suelos provenientes del Municipio de
Puerto Wilches — Santander, Colombia. Las AgNPs presentaron un espectro
alrededor de 420 nm, los cuales se caracterizaban por poseer una forma
semiesférica con tamafos que oscilaban entre 23 y 42 nm. El objetivo del proyecto
fue evaluar el efecto de las AgNPs en las propiedades fisicoquimicas y su poder
antimicrobial en los grupos de bacterias que intervienen en los ciclos del Carbono,
Nitrégeno y Fosforo en el suelo, de esta forma generar una respuesta a la
problematica ocasionada por la influencia de diversos patégenos en el cultivo de
palma. Los resultados obtenidos demostraron que las AgNPs acidifican el suelo,
reducen la materia organica y el Intercambio catidnico. Ademas de causar
pequefios cambios en la clase textural del suelo. Se comprobd la relacién existente
entre el tamafio de las nanoparticulas y su capacidad de inhibicion en las células
microbianas, al obtener resultados de 69% en la reduccién de la poblacion de
bacterias en muestras de suelo con presencia de nanoparticulas de tamafio inferior
a 34.7 nmy a una concentracion de 0.06 mg/ml.

PALABRAS
CLAVES:

Nanoparticulas, Suelo, Efecto antimicrobial, Bacterias.
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GENERAL SUMMARY OF WORK OF GRADE

TITLE: EVALUATION ANTIMICROBIAL EFFECT OF SILVER
NANOPARTICLES APPLIED IN A SOIL OF SECTOR OIL
PALM FROM SANTANDER - COLOMBIA.

AUTHOR(S): JUAN GUILLERMO QUIROGA TASCO

FACULTY: Facultad de Ingenieria Ambiental

DIRECTOR: SANDRA NATALIA CORREA TORRES
ABSTRACT

In This research the synthesis of silver nanopatrticles (AGNPS) was Performed by
the plant extract from the leaves of palm (Elaeis guineensis) and a precursor salt,
silver nitrate (AgNO3). The biosynthesized metal nanocomposites Were
Characterized by UV-Vis, SEM, EDS and for subsequent Addition to soils from the
municipality of Puerto Wilches - Santander, Colombia. The AGNPS presented to
spectrum around 420 nm, Which is Characterized by a hemispherical shape Having
With sizes ranging Between 23 and 42 nm. The project objective was to Evaluate
the effect of AGNPS on the physicochemical properties and antimicrobial power in
groups of bacteria Involved in the cycles of carbon, nitrogen and phosphorus in the
soil, THUS generating a response to the problems Caused by the influence of
various pathogens in palm cultivation. The results obtained showed that the AQNPs
acidifies the soil. Also it small Caused Changes in soil texture. It was proved the
relationship between the size of nanoparticles and its inhibition capacity in the
microbial cells, to obtain results of 69% reduction in the population of bacteria in
soil samples with presence of nanoparticles smaller than 34.7 Nm and to a
concentration of 0.06 mg/ml.

KEYWORDS:

Nanoparticles, Soil, Effect antimicrobial, Bacteria.
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INTRODUCCION

La plata es un elemento metalico que ha ganado mucho interés debido a su
buena conductividad, estabilidad quimica y su actividad -catalitica y
antibacteriana. Debido a esto, las nanoparticulas de plata son uno de los
nanomateriales mas comunmente utilizados (Piao et al., 2011).

En la actualidad, los consumidores estan en contacto con las AgNPs contenidas
en aerosoles, detergentes, sistemas de purificacion de aguas, pinturas para
paredes, productos cosméticos, entre otros. Las AgNPs también tienen su
aplicacién en el sector alimentario. Dentro del campo de la agricultura, las AQNPs
se emplean para prolongar la conservacion de frutos, ya que ademas de su
actividad antibacteriana presentan un efecto fungistatico que retarda el
crecimiento de hongos fitopatdégenos (Aguilar, 2009).

El Banco Mundial destaca que la agricultura contribuye al desarrollo general de
las naciones de tres formas: como actividad econdémica, como medio de
subsistencia y como proveedor de servicios ambientales. A través de los afos,
la agricultura ha jugado un papel muy importante en el proceso de desarrollo
econoémico del pais. Una actividad significativa de la agricultura colombiana es
el sector palmicultor. Colombia es el primer productor latinoamericano y el
cuarto productor mundial, con mas de 420.000 hectareas de palma sembrada.

Asi mismo, el aumento de la produccion agricola y especialmente la produccion
en monocultivos ha creado un aumento extraordinario de insectos-plagas. Los
dafios econdmicos provocados por las plagas han asolado a los agricultores
desde el comienzo mismo de la agricultura, con pérdida de productividad,
ingresos e inversiones (Brechelt, 2.014). La produccion de palma no esta exenta
a esta problematica, ya que desde hace unos afios se ha visto afectada por la
influencia de diversos patégenos, tales como el hongo Phytophthora palmivora
comunmente conocido como PC, el cual ha impactado de forma negativa el
rendimiento del cultivo.

Por lo tanto, en el presente proyecto se propone desarrollar una alternativa de
sintesis de nanoparticulas, econdmica y amigable con el ambiente, que no
requiere de agentes reductores fuertes ni toxicos, ni de disolventes inorganicos;
de tal forma que tras la aplicacion al suelo, los microrganismo presentes no sean
fuertemente impactados por la contaminacion que podran adquirir las particulas
tras el proceso de sintesis. Las AgNPs ofrecen la posibilidad real de la liberacion
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controlada de agroquimicos en sitios precisos y la entrega selectiva de diversas
macromoléculas necesarias para mejorar la resistencia a enfermedades en las
plantas. Por tal razén, se requiere desarrollar un analisis de los efectos directos
de las nanopatrticulas en las diferentes propiedades fisicoquimicas del suelo y la
inhibicion en el crecimiento y reproduccién de los microorganismos benéficos y
patdgenos con estas. Con el fin de obtener una estrategia al incorporar AQNPs
a pesticidas y plaguicidas, cuyo resultado sea una técnica que genere
estabilidad en la produccion agricola sin causar dafios irreparables a los seres
humanos y al ambiente. De esta forma, lograr un uso mas eficiente y contribuir
a un manejo mas seguro de los agroquimicos, enfocados a garantizar la
proteccion del ambiente, el manejo sustentable de cultivos y el desarrollo
econdmico del pais.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial antimicrobial de las nanoparticulas de plata biosintetizadas
para ser aplicadas en el suelo procedente del sector palmicultor en el departamento
de Santander - Colombia.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Biosintetizar nanoparticulas de plata a partir de extractos vegetales de la
palma “Elaeis guineensis” para la aplicacion en suelos palmiferos evaluando
su efecto antimicrobial.

¢ Identificar los grupos de bacterias y las propiedades fisicoquimicas del suelo
procedente del sector palmicultor afectado por el Phytophthora palmivora en

el departamento de Santander - Colombia.

e Analizar el efecto antimicrobial de las nanoparticulas y su consecuencia en
las propiedades fisicoquimicas de los suelos palmicultores.
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2. MARCO DE TEORICO

2.1 NANOTECNOLOGIA

Durante las ultimas décadas, la investigacion en ciencia y tecnologia se ha centrado
en la fabricacion de estructuras atomicas y materiales a escalas nanométricas,
conocido como “Nanotecnologia”. La nanotecnologia es la creacion de materiales,
dispositivos y sistemas utiles por medio de la manipulacion de la materia a una
escala nanoscopica.

Los estudios de la nanotecnologia abarcan un amplio espectro de areas de
investigacion, desde actividades industriales hasta ciencias aplicadas. Debido a
que cualquier dispositivo a escala manométrica pueden interactuar facilmente con
biomoleculas localizadas tanto en la superficie como en el interior de las células
(Camacho, J; Deschamps, L. 2013). Ademas de poseer una mayor relacion de
superficie de contacto con el entorno, lo cual favorece y optimiza los procesos en
los que se emplean.

2.1.1 NANOPARTICULAS DE PLATA

La plata es un elemento metalico que ha ganado mucho interés debido a su buena
conductividad, estabilidad quimica y su actividad catalitica y antibacteriana. A través
de los afos, la plata ha sido empleadas en diversos campos, pero uno de los mas
importantes es su uso como agente desinfectante, con fines higiénicos y médicos
(Garcia-Barrasa et al 2011).

La plata ha sido reconocida y probada en diversas aplicaciones como un excelente
agente antimicrobiano por su alta actividad biosida. Las nanoparticulas de plata
exhiben un mejor efecto antibacteriano, y debido a su tamafio pequefio, el area
superficial con respecto al volumen es mucho mayor (Doll, 2010). Las bacterias, los
virus y los hongos dependen de una enzima para metabolizar el oxigeno para vivir;
los iones de plata interfieren con esta enzima y desactiva la absorcién de oxigeno,
inactivando asi al microorganismo. (Pelayo, 2007).

Varios estudios indican que las nanoparticulas de plata se pueden adherir a la
membrana celular, alterando la permeabilidad celular y funciones respiratorias de la
célula. Es posible que las AgNPs no solo interactien con la superficie de la
membrana, sino que también penetren al interior de la bacteria. La implementacion
de las AgNPs se ve justificada dado el efecto inhibidor que ejerce ante los
microorganismos, este efecto se lleva a cabo mediante las cargas electrostaticas,
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esto se explica debido a que la membrana celular de estos microorganismos se
encuentran cargadas negativamente y las nanoparticulas positivamente, lo cual
genera que estas Ultimas se aglomeren a su alrededor generando asi la muerte del
microorganismo. (Martinez, D; Silva, A. 2014).La Figura 1 sefiala los mecanismo
de accion de las AgNPs.

Figura 1. Mecanismos de accidn bactericida de las Nanoparticulas de Plata.

El material estabilizante y las AgNPs desestabilizan la membrana bacteriana,
provocando una alteracion en su permeabilidad y un un dafio irreversible.

Las AgNPs se internalizan en la bacteria con facilidad debido a su tamafio
diminuto.

Las AgNPs en su trayecto van liberando iones de plata que funcionan como un
reservorio del agente bactericida alterando el citoplasma.

Los iones de plata se enlazan con grupos sulfhidrilos de biomoleculas y con
compuestos fosforosulfurados como el ADN inactivando a la bacteria. Estos
mecanismos pueden darse simultaneamente.

Fuente: Leyva, 2013. Nanoparticulas de Plata: Tecnologia para su obtencion,
caracterizacion y actividad bioldgica.

2.1.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS

La sintesis biologica de nanomateriales ha sido una buena opcion para la obtencién
de dichos materiales, ya que estos resultan ser mas amigables con el ambiente. En
la biosintesis se involucran: levaduras, extractos de plantas o microorganismos
como las bacterias y hongos; los cuales logran la reduccién de varios tipos de iones
metalicos (Sastry et al., 2003). El empleo de extractos de plantas como agentes
reductores, pueden llegar a ser una via mas rapida que la implementacion de
microorganismos para la preparacion de nano-particulas.
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Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias, las
aproximaciones «de arriba hacia abajo» y las «de abajo hacia arriba» (Rao et al.,
2004; Schmid, 2004). La primera consiste en la division de s6lidos mésicos en
porciones mas pequefias. Este enfoque puede involucrar la molienda o el desgaste,
meétodos quimicos, y la volatilizacion de un sélido seguido por la condensacion de
los componentes volatilizados. La segunda aproximacion, «de abajo hacia arriba»,
consiste en la fabricacién de nanoparticulas a través de la condensacion de atomos
o entidades moleculares en una fase gaseosa o0 en solucién. Este ultimo enfoque
es mucho mas popular en la sintesis de nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden
ser soportadas o no. El soporte da estabilidad a las nanoparticulas, ademas de que
les puede conferir propiedades especificas (Wachs, 2001). La Tabla 1 presenta la
clasificacion de los métodos de sintesis de nanoparticulas.

Tabla 1. Clasificacion de los métodos de sintesis de nanoparticulas

Consiste en el calentamiento hasta la
evaporacion del material que se pretende
depositar. Se lleva a cabo en una camara de
vacio en la que se condensa el vapor sobre una
lamina fria requiriendo en todo momento un
control preciso de las condiciones de crecimiento
para no producir una modificacion de la
morfologia de la capa depositada.

Consiste en la descomposicion de uno o varios
compuestos volatiles, en el interior de una
camara de vacio (reactor), en o cerca de la
superficie de un sélido para dar lugar a la
formacion de un material en forma de capa
delgada o de nanoparticulas.

Utiliza un laser pulsado de alta potencia para
producir vapores atdmicos metalicos que son
acarreados en un gas inerte y posteriormente
son depositados en un 6xido monaocristalino u
otro sustrato, bajo condiciones de ultra-alto vacio
Consiste en que los iones de un material pueden
ser implantados en un sdlido, cambiando por
tanto las propiedades fisicas y quimicas de este,
ya que el ion implantado puede ser de un
elemento distinto al que lo compone.
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Molienda de
particulas

Método coloidal

Reduccion
fotoquimicay
radioquimica

Irradiacion con
microondas

Utilizacién de
dendrimeros

Método sol-gel

Consiste en la clasificacion de particulas por
medio de molinos de alta eficiencia; las
particulas resultantes son clasificadas por
medios fisicos, recuperandose las de tamafio
nanometrico.

Clasificacion de sintesis basado en “abajo hacia arriba”

Este método consiste en disolver una sal del
precursor metalico o del 6xido a preparar, un
reductor y un estabilizante en una fase continua
o dispersante (un liquido en este caso). este
rango de tamafo de particulas en una solucion
coloidal suele oscilar en el rango de nanémetros,
por ello el método coloidal es un método eficiente
de produccién de nanoparticulas

Consiste en la generacién de nanoparticulas de
alta pureza. La sintesis de nanoparticulas
metélicas modificando el sistema quimico por
medio de altas energias se asocia con la
generacion de reductores fuertes altamente
activos como electrones, radicales y especies
excitadas.

La técnica de irradiacion con microondas
produce nanoparticulas con una muy baja
dispersion de tamafo; el proceso de
calentamiento asistido por microondas se ha
utilizado como una alternativa atractiva para la
sintesis de materiales a escala nanométrica,
dado que es un método rapido, uniforme y
efectivo, que permite incrementar las cinéticas
de reaccion en uno o dos 6rdenes de magnitud.
Consiste en el uso de micelas, emulsiones y
dendrimeros como nanorreactores que permiten
la sintesis de particulas de forma y tamafo
definidos. Esto se logra alterando la naturaleza
de los dendrimeros.

El método sol-gel es un proceso quimico en fase
hdameda ampliamente utilizado en la ciencia de
los materiales. Este método se utiliza
principalmente para la fabricacion de
nanomateriales  (normalmente  un  Oxido
metalico). Se parte de una solucién quimica o sol
gue actia como precursor de una red integrada
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ya sea de particulas discretas o de una red de
polimeros.

Fuente: Zanella, 2012. Metodologias para la sintesis de nanoparticulas 2012.

2.1.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS METALICAS

Las Nanoparticulas metalicas se caracterizan generalmente por su tamafio, forma,
superficie, area de la cara, y dispersion (Jiang et al., 2009). En el proceso de
identificacion y caracterizacion de las nanoparticulas, implican métodos como la
espectroscopia UV-Visible y la microscopia electrénica de barrido SEM (por sus
siglas en ingles), la cual es comunmente la mas empleada en la determinacion de
forma, tamafio y distribucion.

2.1.3.1 Espectrofotometria UV-Visible

Con el método de espectrofotometria UV-Visible se pueden identificar y cuantificar
biomoléculas en soluciones y en muestras bioldgicas, utilizando reactivos
especificos que reaccionan con el compuesto a analizar, el cual forma un producto
coloreado que permite detectarlo. Las moléculas a analizar deben presentar una
capacidad para absorber radiacion. Las longitudes de onda que puedan llegar a ser
adsorbidas por las particulas dependen de las condiciones del medio como el pH,
temperatura, fuerza iénica, y su constante dieléctrica.

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de
energia interna. Lo cual logra el funcionamiento de los ciclos vitales como la
fotosintesis en plantas y bacterias. Cada molécula tiene una serie de estados
excitados que la distingue del resto de moléculas y permite la captacién maxima de
energia. Por tal motivo el espectro de adsorcion es el fendmeno que presenta una
molécula al ser sometida a diferentes longitudes de onda. Para el oro esto se
produce a longitudes de onda en torno a 520 nm mientras que para la plata es de
420 nm (Murray & Barnes, 2007).
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Figura 2. Equipo Espectrofotémetro ultravioleta visible DR5000 HACH.
Universidad Pontificia Bolivariana

2.1.3.2 Microscopia electrénica de barrido

El Microscopio electrénico de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM), utiliza
un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen ampliada
de la superficie de un objeto. El SEM es un instrumento que permite la observacion
y caracterizacion superficial de sdélidos inorganicos y organicos. Tiene una gran
profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran parte de la
muestra. El SEM es una de las principales técnica usadas para la caracterizacion
de materiales manométricos.

Las principales utilidades del SEM son la alta resolucion (~1 nm), la gran
profundidad de campo que le da apariencia tridimensional a las imagenes y la
sencilla preparacion de las muestras. La preparacion de las muestras que van a ser
analizadas por el SEM, es relativamente sencilla las principales caracteristicas son:
muestra soélida y conductora. En el caso que la muestra no tenga propiedades
conductoras, la muestra es recubierta con una capa de carbén o una capa delgada
de un metal como el oro. De lo contrario, las muestras no conductoras se trabajan
en bajo vacio. En la figura 3, se presenta el equipo de SEM del laboratorio de
Nanociencia y Nanotecnologia de la Universidad Pontificia Bolivariana. El equipo
consta esencialmente de las siguientes partes:

e Una unidad éptica-electronica, que genera el haz que se desplaza sobre la
muestra.

e Un portamuestra, con distintos grados de movimientos.

e Una unidad de deteccion de las sefiales que se originan en la muestra,
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seguida de un sistema de amplificacion adecuado.

e Un sistema de visualizacion de las imagenes (tubo de rayos catodicos).

¢ Un sistema de vacio, un sistema de refrigeracion y un sistema de suministro
eléctrico, relativamente similares a los del MET.

e Un sistema de registro fotogréafico, magnético o de video.

e Un sistema de procesamiento de la imagen con ayuda computacional
(optativo).

Figura 3. Equipo SEM de la Universidad Pontificia Bolivariana.

Las aplicaciones del equipo son muy variadas, van desde la industria petroguimica
o la metalurgia hasta la medicina forense. Entre las areas de aplicacion de esta
técnica, se pueden mencionar:

Geologia: Investigaciones geomineras, cristalograficas, mineralogicas Yy
petroldgicas. Estudio morfoldgico y estructural de las muestras.

Estudio de materiales: Caracterizacion microestructural de materiales.
Identificacion, analisis de fases cristalinas y transiciones de fases en diversos
materiales tales como metales, ceramicos, materiales compuestos,
semiconductores, polimeros y minerales. Composicion de superficies y tamafio de
grano. Valoracion del deterioro de materiales, determinacion del grado de
cristalinidad y presencia de defectos. Identificacion del tipo de degradacion: fatiga,
corrosion, fragilizacion, etc.
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Metalurgia: Control de calidad y estudio de fatiga de materiales, caracteristicas
texturales. Andlisis de fractura (fractomecénica) en materiales.

Odontologia: Una aplicacion especifica de este microscopio se obtiene al estudiar
la direccionalidad de las varillas del esmalte dental. Ademas se pueden analizar a
través del SEM las alteraciones que producen los acidos producidos por la entrada
de microorganismos y restos alimenticios en las superficies vestibulares de los
dientes anteriores, ya que sobre ellos se produce la retencion de los materiales
odontoldgicos en fracturas, fisuras, ferulizaciones, entre otras.

2.2 EL SUELO

Hillel (1998) considera el suelo como un cuerpo natural involucrado en interacciones
dinamicas con la atmésfera que esta encima y con los estratos que estan debajo,
que influye el clima y el ciclo hidrologico del planeta y que sirve como medio de
crecimiento para una variada comunidad de organismos vivos. Ademas, €él juega un
papel ambiental preponderante como reactor bio-fisico-quimico que descompone
materiales de desecho y recicla dentro de él nutrientes para la regeneracion
continua de la vida en la Tierra.

Fisicamente, el suelo es un medio poroso compuesto por tres fases: sélida, liquida
y gaseosa. La proporcion idealizada en que deben estar las tres fases del suelo,
para ofrecer un medio adecuado al crecimiento de las plantas, se esquematiza en
la Grafico 1.

Materia organica
5%

!

Aire 25%

inerales
45%

Agua 25%

M Minerales mAgua uAire M Materia organica

Grafico 1. Composicion fisica ideal del suelo. Jaramillo, 2002. Introduccion a la
Ciencia del Suelo.
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2.2.1 PROPIEDADES DEL SUELO

Las propiedades del suelo constituyen uno de los principales objetivos de su
quimica. Estas propiedades resultan del proceso de formacion y evolucién del suelo
y Su conocimiento permite elaborara criterios valiosos para la elaboracion de
clasificacion y especialmente para la interpretacion de las relaciones suelo-planta.

2.2.2 PROPIEDADES FISICAS DEL SUELO

Algunas de las propiedades del suelo descritas en esta seccidén, son de gran
importancia para la presencia de microrganismos en el suelo y el desarrollo de los
diferentes cultivos.

2.2.2.1 Color

El color del suelo depende de sus componentes y varia con el contenido de
humedad, materia organica presente y grado de oxidacién de minerales presentes.
Se puede evaluar como una medida indirecta ciertas propiedades del suelo. Se usa
para distinguir las secuencias en un perfil del suelo, determinar el origen de materia
parental, presencia de materia organica, estado de drenaje y la presencia de sales
y carbonato. El color del suelo se puede determinar mediante espectrofotémetro,
pero para fines practicos se emplea un Catalogo de colores conocido como “La tabla
de colores de Munsell” mediante la comparacién del suelo del estudio (Mirsal, 2008).

2.2.2.2 Humedad

La humedad hace referencia a la cantidad de agua que posee el suelo y esta
directamente relacionada con la textura, el contenido de materia organicay el gasto
por evotranspiracion del suelo. La humedad influye directamente en la actividad
biologica. Sin embargo un suelo con alto nivel de humedad, inhibe en el intercambio
de gases y en el movimiento del oxigeno en el suelo.

2.2.2.3 Densidad Real

Corresponde al peso de las particulas solidas del suelo en relacion con el volumen
gue estas ocupan. Se asume como un valor promedio adecuado de densidad real
para suelos minerales, 2.65 g/ml (Jaramillo, 2002).
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2.2.2.4 Textura

La textura del suelo se refiere a la proporcion de componentes inorganicos de
diferentes formas y tamafios como arena, limo y arcilla. La textura es una propiedad
importante ya que influye como factor de fertilidad y en la habilidad de retener agua,
aireacion, drenaje, contenido de materia organicay otras propiedades. Con la ayuda
del diagrama triangular del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(figura 4) y de la proporcion relativa a textura de un suelo, se puede determinar el
tipo de suelo segun su textural (Atlas y Bartha, 2002).

Figura 4. Tridngulo de las clases texturales del suelo
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Fuente: Soil Survey Division Staff (SSDS), 1993.
2.2.2.5 Granulometria

Las particulas texturales del suelo como arena, limo y arcilla se asocian para formar
agregados. La estructura del suelo afecta directamente la aireacion, el movimiento
del agua en el suelo, la conduccion térmica, el crecimiento radicular y la resistencia
a la erosion. El agua es el componente elemental que afecta la estructura del suelo
con mayor importancia debido a su solucién y precipitacion de minerales y sus
efectos en el crecimiento de las plantas.
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2.2.3 PROPIEDADES QUIMICAS DEL SUELO

2.2.3.1 pH

El pH (potencial de hidrogeno) determina el grado de adsorcién de iones (H+) por
las particulas del suelo e indica si un suelo esta acido o alcalino. Es el indicador
principal en la disponibilidad de nutrientes para las plantas, influyendo en la
solubilidad, movilidad, disponibilidad y de otros constituyentes y contaminantes
inorganicos presentes en el suelo. El valor del pH en el suelo oscila entre 3,5 (muy
acido) a 9,5 (muy alcalino).Los suelos muy acidos (<5,5) tienden presentar
cantidades elevadas y téxicas de aluminio y manganeso. Los suelos muy alcalinos
(>8,5) tienden a dispersarse. La actividad de los organismos del suelo es inhibida
en suelos muy &cidos y para los cultivos agricolas el valor del pH ideal se encuentra
en 6,5 (Portal de suelos, FAO).

2.2.3.2 Conductividad Eléctrica

La conductividad eléctrica de un suelo, indica la cantidad de sales presentes en
este. Todos los suelos contienen algo de sales, las cuales son esenciales para el
crecimiento de todas las pantas. Las sales que se pueden encontrar en un nivel
freatico salino se transportan con el agua a la superficies del suelo mediante
ascenso capilary una vez que el agua se evapore se acumulan en la superficie del
suelo. De acuerdo a la CE los suelos pueden clasificarse en No salinos, ligeramente
salinos, moderados y fuertemente salinos, (Portal de suelos, FAO).

2.2.3.3 Capacidad de Intercambio Catidnico

La Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC) es una medida de cantidad de cargas
negativas presentes en las superficies de los minerales y componentes organicos
del suelo (arcilla, materia organica o sustancias humicas) y representa la cantidad
de cationes que las superficies pueden retener (Ca, Mg, Na, K, NH4 etc.). Estos
seran intercambiados por otros cationes o0 iones de hidrogeno presentes en la
solucion del suelo y liberados por las raices. El nivel de CIC indica la habilidad de
suelos a retener cationes, disponibilidad y cantidad de nutrientes a la planta, su pH
potencial entre otras. Un suelo con bajo CIC indica baja habilidad de retener
nutrientes, arenoso o pobre en materia organica. La unidad de medicion de CIC es
en centimoles de carga por kg de suelo cmolc/kg o meg/ 100g de suelo, (Portal de
suelos, FAO).
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2.2.3.4 Materia Organica

La vegetacion fija el carbono de la atmosfera por fotosintesis transportandolo a
materia viva y muerta de las plantas. Los organismos del suelo descomponen esta
materia transformandola a Materia Organica del Suelo (MOS). El carbono se libera
de la biomasa para la MOS, en organismos Vivos por un cierto tiempo o se vuelve a
emitir para la atmosfera por respiracion de los organismos (organismos del suelo y
raices) en forma de didxido carbono, CO2, o metano CHs4, en condiciones de
encharcamiento en el suelo.

La materia organica del suelo (MOS) esta constituida por los desechos de origen
animal y vegetal; los cuales contienen diferentes sustancias quimicas que
contribuyen a mejorar la composicién del suelo y el crecimiento de las plantas. La
Tabla 2, contiene las propiedades de la materia organica y el efecto de estos en el
suelo.

Los efectos benéficos de la materia organica tanto en la planta como en el suelo
son la reducciéon de escorrentia superficial y la erosion, actia como depdsito de
nutrientes y como fuente de energia y alimento para los microorganismos. El
contenido de materia organica en los suelos varia dentro de un rango amplio. De
acuerdo a lo anterior, los suelos se pueden clasificar en Organicos cuando su
contenido de materia organica es superior al 20% Yy en Minerales cuando su el
porcentaje de materia organica es inferior a 20%.

Tabla 2. Propiedades de la materia organica y el efecto de estos en el suelo.

El tipo de color oscuro de Puede facilitar el
muchos suelos es calentamiento.

causado por la materia

organica.

La materia organica Mejora las propiedades

puede contener hasta 20 de retencion de gua,

Veces Su peso en agua. principalmente en suelos
arenosos.
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Formacion de unidades Permite el intercambio de
estructurales, llamado gases, estabiliza la

(_:omblnacmn d_e agregados. estructura, aumenta la
minerales de arcilla permeabilidad.

Forma complejos Mejora la disponibilidad
: estables con Cu?*, Mn?*, de nutrientes para las
Quelacion Zn%* y otros cationes plantas superiores.
polivalentes.

La insolubilidad de la No ocurre perdida de
materia  organica es materia organica por
SOUEITEE S EEEEE S debido a su asociacion  lixiviacion.

con la arcilla.

Efecto buffer en rangos Ayuda a mantener el pH
o ligeramente acidos, del suelo.
Accion Buffer neutros y alcalinos.

La acidez total de la Incrementa la capacidad
materia  organica va de intercambio cati6nico
Sl elliee - desde 300 a 1400 del suelo.

cmol/Kg.

Descomposicion de los Fuente de nutrientes para
_ - productos de la materia el crecimiento de las
Mineralizacion organica  CO2, NHs*, plantas.

NOs*, PO4* y SO4%.

Fuente: PIERZYNSKY Gray M; THOMAS SIMS, J y VANCE, George F. Soils and
environmental Quality, 2015.

2.2.3.5 Nutrientes

La cantidad de nutrientes presente en el suelo determina su potencial para alimentar
organismos vivos. Los 16 nutrientes esenciales para el desarrollo y crecimiento de
las plantas se suelen clasificar entre macro y micro nutrientes dependiendo de su
requerimiento para el desarrollo de las plantas. Los macronutrientes se requieren
en grandes cantidades e incluyen Carbono(C), Hidrégeno (H), Nitrégeno(N),
Faésforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Azufre(S). Los micronutrientes
por otro lado se requieren en pequefas, su insuficiencia puede dar lugar a carencia
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y Su exceso a toxicidad, se refieren a Hierro (Fe), Zinc (Zn), Manganeso (Mn), Boro
(B), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo), Cloro (Cl).

El nitrégeno del suelo es uno de los elementos de mayor importancia para la
nutricion de las plantas y mas ampliamente distribuido en la naturaleza. Se asimila
por las plantas en forma catidnica de amonio NH4+ o anionica de nitrato NO3-. A
pesar de su amplia distribucidén en la naturaleza se encuentra en forma inorganica
por lo que no se pueden asimilar directamente. Por otra parte, se encuentra el
fosforo, quien participa en reacciones de fosforilacion, fotosintesis, respiracion y
sintesis de carbohidratos. Su reserva en la naturaleza es la corteza terrestre. Por
meteorizacidon de las rocas o sacado de las cenizas volcanicas, queda disponible
gueda disponible para que las plantas lo puedan tomar. Es arrastrado por las aguas
y llega al mar, parte de estas se sedimenta y forma rocas en el mar.

2.2.4 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL SUELO

La biota del suelo la compone el conjunto de la fauna y la flora que viven en él; la
gran mayoria de los organismos del suelo vive en las capas superficiales del litter
(residuos vegetales frescos), donde las condiciones de humedad, temperatura,
ventilacion y luminosidad, asi como el espacio disponible, satisfacen sus
necesidades.

2.2.4.1 Microbiologia del Suelo

La microbiota del suelo se establece, preferencialmente, en la rizosfera: region del
suelo bajo la influencia inmediata de la raiz, la cual se caracteriza por tener alta
cantidad de carbono disponible. En ella la cantidad de microorganismos disminuye
al aumentar la distancia a partir de la superficie de la raiz de las plantas y al
aumentar la profundidad en el suelo (Paul y Clark, 1989; Pritchett, 1991). Los
microrganismo del suelo incluyen bacterias, actinomicetos, hongos, algas y
protozoos (Pierzynski et al, 2005). Siendo las bacterias, quienes exceden la
poblacion de todos los otros grupos de microorganismos. Encontramos todo tipo de
bacterias desde autotréficas, heterotréficas, aerobias y anaerobias. Las bacterias
gue proliferan en la rizosfera compiten por nitrégeno y ademas utilizan los materiales
organicos liberados por las raices (Gosz y Fisher, 1984, citados por Tisdall, 1996).

A continuacién se describen los principales grupos de microorganismos del suelo y
sus caracteristicas mas sobresalientes.
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Bacterias

Son los microorganismos mas numerosos y mas pequefios del suelo; la mayoria
son heterétrofos y son organismos importantes en los procesos de descomposicion
de la materia organica y en el reciclaje de 51 energia y de nutrientes como N, P, S,
Fe y Mn; el tipo mas importante, desde el punto de vista de los suelos, es el de las
Eubacterias. La relacion entre los ciclos del C, N, P y los grupos funcionales de
microorganismos, y su influencia sobre el crecimiento vegetal, son un indicador
potencial en la evaluacion de disturbios medioambientales en el suelo (Anderson
2003; Brigatto U. y Andrade G. 2003 Matsumoto L S. et al., 2005). En la tabla 3, se
clasifican las bacterias teniendo en cuenta las etapas de los ciclos biogeoquimicos
en las que participan.

Tabla 3. Clasificacion de grupos funcionales de bacterias

El mayor depdsito de carbono se encuentra en la materia
organica muerta llamado humus (Madigan et al, 2000). Los
grupos funcionales de microorganismos que pertenecen al
ciclo del carbono son: Celuloliticos, Amiloliticos vy
Proteoliticos. Los microorganismos celuloliticos producen
exoenzimas llamadas celulasas; los Amiloliticos por medio
de las amilasas hidrolizan almidones los cuales son una
reserva comun de polisacaridos que sirven como reservas
de energia producidas en las plantas; y el grupo de los
Proteoliticos los cuales pueden actuar en los ciclos del
Carbono y Nitrogeno, producen enzimas extracelulares
llamadas proteinasas y peptidasa, las proteinasa degradan
proteinas liberando péptidos los cuales retornan para ser
atacadas por las peptidasa para asi liberar aminoéacidos los
cuales son transportados al interior de las células, los
aminoacidos sirven como fuente de carbono o nitrégeno
(Andrade G. 2004)

El Nitrégeno es un elemento limitante para el crecimiento
de la planta, algunas bacterias de la rizosfera tienen la
habilidad de fijar N2 y transformarlas a formas orgéanicas
gue puedan ser usadas por las plantas. Las bacterias
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fijadoras de nitr6geno son un pequefo grupo de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, las cuales pueden
interactuar con las raices de las plantas de dos formas: de
vida libre o simbidtica; las bacterias libres fijadoras de N
utilizan glucosa como fuente de C y las bacterias fijadoras
de N que malato como fuente de carbono. Estos grupos
fijadores de Nitrégeno son responsables en la adicion de
NH3 al suelo directamente sobre la raiz o la rizosfera,
dependiendo de la asociacion establecida entre bacterias
y las raices.

Bacterias que son capaces de solubilizar P que se
encuentra de forma insoluble (Rao 1992), entre ellos
bacterias del género Pseudomonas, Enterobacter y
Bacillus. Las bacterias solubilizadoras de P liberan
sustancias que promueven el crecimiento radicular como
hormonas, enzimas, antibiéticos, que aumentan la
disponibilidad de nutrientes y actdan como biocontrol de
patdgenos de plantas (Andrade G. 2004: Rao 1992.
Premono et al. 1994. Toro et al. 1996, Bashan y Holguin
1998, Azoon y Barea 1996. Kopler, Lifshitz y Schroth 1988,
Frankenberg and Arshad 1995 Osorio V.N. 2007).

La mayoria de suelos agricolas contienen altas reservas
de P debido a su acumulacién por la aplicacion de
fertilizantes de P, sin embargo una gran porcion de fosfatos
inorganicos son aplicados al suelo por medio de
fertilizacion quimica y son rdpidamente inmovilizados tan
pronto se aplica y empiezan a ser no disponibles para las
plantas, fendbmeno de fijacion y precipitacién del P en el
suelo es generalmente rapida dependiendo del pH y tipo
de suelo.(Rodriguez H. y Fraga R. 1999: Brigatto y
Andrade G. 2003: Sylvia et al. 1998 Osorio N.v. 2007)

Hongos

Son organismos que participan activamente en la descomposicion del litter en los
suelos acidos y en la humificacion en ellos; son heterétrofos y muy eficientes en la
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descomposicion de compuestos resistentes a las bacterias, como celulosa,
hemicelulosa, lignina, grasas y almidones (Pritchett, 1991).

Aparte de lo anterior, los hongos juegan un importante papel en la nutricion de las
plantas, porque forman asociaciones con sus raices llamadas micorrizas. Cochran
et al (1994) sostienen que por lo menos en el 85% de las plantas se presentan
asociaciones micorricicas; ademas, compiten activamente con la planta por nitratos
y amonio. El micelio de algunos de ellos puede causar hidrofobicidad en el suelo.
Son abundantes las especies fitopatdgenas.

Algas

Son organismos fotoautétrofos importantes en el proceso de colonizacion del
material parental. Ellas inician el proceso de formacion de suelo. Ademas, en suelos
ya formados, son una fuente importante de materia organica (Burbano, 1989). Las
condiciones ambientales 6ptimas para su desarrollo son:

Humedad: Debe estar entre 60 y 80 % de la capacidad de campo del suelo, aunque

soportan bien la inundacion. Temperatura: Se han encontrado en el rango extremo
comprendido entre - 11.5 y 87 °C. pH: Entre 5.5 y 8.5, aunque hay variaciones
importantes entre los diferentes grupos; asi, las verdes se adaptan bien a suelos
acidos; las verde-azules a suelos neutros 6 alcalinos y practicamente no se
presentan en suelos con pH < 5.2 y las diatomeas prefieren suelos neutros y
alcalinos. En términos generales las algas no se presentan en suelos con pH < 5.0.
Luz: Es indispensable para que puedan realizar la fotosintesis. g Sales: Resisten
altas concentraciones en el medio.

Protozoarios

Son animales que digieren particulas de materia organica no soluble,
transformandola en soluble. Ademas, controlan poblaciones de microorganismos en
el suelo, ya que se alimentan de bacterias y de algas (Burbano, 1989; Pritchett,
1991). Las condiciones ambientales mas adecuadas para su desarrollo, segin
Burbano (1989) son: Humedad: Requieren suelo himedo a saturado. Temperatura:
Préxima a los 30 °C. pH: Entre 3.5y 9.7, con un rango 6ptimo comprendido entre
6y8.55.
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2.3 PALMA AFRICANA

Segun las investigaciones y datos histéricos, la palma africana es originaria de las
costas del golfo de Guinea en el Africa Occidental, el cual se ha expandido de forma
natural a lo largo de las margenes de los rios. Desde tiempos remotos la planta
crece de forma silvestre, siendo su fruto utilizado para la extraccion del aceite para
consumo humano. (Bernal, 2001).

Botanicamente la palma de aceite se conoce con el nombre de Elaeis guineensis.
Nombre dado por Jacquin en 1763, con base en la palabra griega €Aaia, de olivo,
debido a sus frutos ricos en aceite y guineensis que hace honor a la regién de
Guinea de donde se considera originaria (CIRAD, 2009). La tabla 4. Presenta la
taxonomia de la planta perenne.

Tabla 4. Clasificacion taxonomica de Elaeis guineensis

Plantae
Magnoliophyta
Liliopsida
Commelinidae
Arecales
Arecaceae
Coryphoideae
Elaeis

Fuente: Moreno, 2014. Caracterizacion de la sintomatologia y evaluacién de la
incidencia y severidad del complejo pudricién del cogollo de la palma aceitera.

La palma africana llegd a América tropical debido a los colonizadores y
comerciantes de esclavos portugueses, quienes utilizaron los frutos de la palma
africana como alimento en los viajes transatlanticos, segun la historia en el siglo
XVI, de esta manera se establecid la palma africana por primera vez de forma
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antropica, detras de la linea costera, en la region de San Salvador, antigua capital
de Brasil (Bernal, 2001).

La palma llegd a Colombia en 1945 cuando la United Fruit Company establecié una
plantacion en el Magdalena, en 1960 existian 18.000 hectareas, hoy dia Colombia
es el primer productor latinoamericano y el cuarto productor mundial, con algo mas
de 420.000 hectareas de palma sembrada; el 70% de la produccion de aceite de
palma se consume en el pais. En Colombia, 116 municipios en 16 departamentos
dependen socioecondmicamente del cultivo que genera 128.000 empleos directos
y cerca de 200.000 empleos indirectos; de la palma de aceite dependen 130.000
familias.

La produccion de palma se ha visto afectada desde hace unos afos, por la influencia
del hongo phytophthora palmivora comunmente conocido como PC, la cual ha
impactado de forma significativa, entre 8 y 29% en la disminucién del nimero de
racimos por palma, entre 18 y 29% del peso medio por racimo y entre 35y 39% en
rendimiento por palma. Las primeras manifestaciones de la PC se dieron en el afio
1965, en una plantacién ubicada en la region de Turbo en el norte de Colombia. El
avance de esta enfermedad provocé que casi toda la plantacion de Elaeis
guineensis fuese destruida (Ospina, 1998).

35



3. METODOLOGIA

Con el fin de alcanzar los objetivos planteados del presente proyecto, se llevo a
cabo la siguiente metodologia basada en el desarrollo de tres fases principales
ilustradas en la figura 5.
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Sinfesis y caracterzacion Identificacion de grupos - FASE I
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Nanoparticulas en el
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Figura 5. Fases del proyecto

Fuente: Autor

3.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA A
PARTIR DE EXTRACTO VEGETAL

Para la obtencién de un extracto natural que facilitara el proceso de reduccién del
nitrato de plata y la formacién de las nanoparticulas de plata, evitando la produccién
de contaminantes téxicos secundarios, se seleccioné las hojas de palma africana
(Elaeis guineensis). Las cuales se lavaron y cortaron. Se prosiguié a adicionar 100
gramos de hojas a un Beaker con 1000 ml con agua destilada; la mezcla fue hervida
a 95°C en una plancha de calentamiento con agitacion magnética durante 20

36



minutos. Se dejé reposar hasta que su temperatura llegara aproximadamente a 60
°C.

La mezcla obtenida se filtr6 y se calenté nuevamente con el fin de reducir el
volumen y conseguir una infusion mas concentrada. Finalmente se dejo reposar a
temperatura ambiente.

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevé a cabo mediante el método biolégico
usando el extracto vegetal de hojas de palma como solvente tal como lo evidencia
la figura 6. La sintesis inicio con la adicion de 1,7 gramos de nitrato de plata
(AgNO3) a un Beaker con 50 mililitros de agua destilada. Se mantuvo en constante
agitacion y gradualmente se le agrego 5 ml del extracto vegetal preparado. La
nueva solucion fue agitada durante 60 minutos para la formacion exitosa de las
nanoparticulas. Posteriormente a la formacién de estas, se procedié a la limpieza
de la solucion obtenida, se les proporciono un lavado con agua destilada y se agité
durante 10 minutos en centrifuga a 4000rpm. Posterior a la centrifugacion, se retird
el sobrenadante de agua y se agreg6é 5 mL de Etanol para completar un segundo
lavado y se centrifuga por 10 minutos mas.

Las nanoparticulas fueron estabilizadas agregandoles Hidroxido de Sodio (NaOH),
con el objetivo de llevarlas a un pH de 10. El procedimiento anterior, se repitid pero
con 3,4 gramos de Nitrato de plata, con el fin de obtener una segunda muestra con
nanoparticulas de mayor concentracion.

Figura 6. Procedimiento de Sintesis de AgNPs

Fuente: Autor

Antes de ser adicionadas al suelo, fue necesario verificar la formacion de las
nanoparticulas de plata. Para ello se diluyeron en agua destilada las dos muestras
de nanoparticulas, con el fin de obtener dispersiones coloidales para su
caracterizacion respectiva mediante espectrometria UV-VIS. Por medio de esta
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técnica se determind la longitud de onda caracteristica de las nanoparticulas de
plata, estas bandas se deben a la absorcién por resonancia de los plasmones
superficiales.

Al confirmar la presencia de AgNPs en las soluciones, se continué con la
caracterizacion de las dos muestras identificadas como: inicial y concentrada, este
se llevé a cabo por medio de Microscopia electronica de barrido SEM y el Analisis
quimico EDS en el Laboratorio de Nanociencia y Nanotecnologia de la Universidad
Pontificia Bolivariana.

3.2 IDENTIFICACION DE LOS GRUPOS DE BACTERIAS Y PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS DEL SUELO

Para dar inicio a esta fase del proyecto, se llevé a cabo la toma de muestras de
suelo. El sitio de muestreo correspondio a la finca La Aurora, localizada en
jurisdiccién del municipio de Puerto Wilches, del departamento de Santander; la cual
hace 10 afios esta dedicada a la actividad palmera, cuenta con aproximadamente
26.300 hectareas de plantaciones distribuidas en 19 lotes. Para este proyecto, se
seleccionaron tres lotes identificados como el 1, 5 y 10. El tipo de muestreo
realizado fue al azar en forma diagonal. Se seleccionaron en total 7 palmas por cada
lote, Para cada palma se tomaron 4 submuestras correspondientes a los puntos
cardinales de estas, a una distancia de un metro del estipite y a una profundidad
de 15 - 20centimetros (Figura 7).

Figura 7.Metodologia para la toma de muestras de suelo.

Fuente: Autor
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Finalmente, las submuestras fueron rotuladas, conservadas vy llevabas al
laboratorio de suelos de la Universidad Pontificia Bolivariana, donde se secaron a
temperatura ambiente, se tamizaron y se homogenizaron para conformar la
muestra compuesta representativa del area de cultivo de la finca.

Una vez preparado el suelo de estudio, se prosiguio a identificar sus caracteristicas
fisicoquimicas. Las propiedades fisicoquimicas determinadas Yy los métodos
empleados en la determinacion se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Propiedades determinadas en el suelo

Comparacion del suelo del estudio con el Catalogo
de colores de Munsell.
Método Gravimétrico, diferencia entre el peso seco
y humedo.
Principio de Arquimedes
Método de Bouyoucos (Bouyoucos,1962)
Método de prueba estandar para el analisis de
tamafo de particula de Suelos ASTM D-422
Potenciémetro en Solucién con KCly agua
destilada
Conductimetro
Titulacion

Método de oxidacion himeda de la Norma técnica
Colombiana
SM 4500-Norg B - SM 4500- NH3 B, C
SM 4500-P B, E

Fuente: Manual de Laboratorio de Andlisis de Suelos, Universidad Pontificia
Bolivariana 2009.

La determinacion de cada uno de los parametros de la tabla 5, fueron realizados por
triplicado en el Laboratorio de Suelos de la Universidad Pontificia Bolivariana
seccional Bucaramanga, a excepcion de la determinacion de Nitrogeno y fosforo
total, los cuales fueron analizados por el Laboratorio de Estudios Ambientales de la
Universidad Pontificia Bolivariana — Bucaramanga.
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La identificacién de microrganismo tuvo lugar en la Facultad de Bacteriologia y
Laboratorio Clinico de la Universidad de Santander (UDES). Alli se llevé a cabo el
recuento inicial de células viables. Esta etapa comprendio la preparacién de ocho
medios de cultivos selectivos y el extracto de suelo necesario para 3 de ellos, esta
solucién se prepar6 con 960 ml de agua destilada y 40 gramos de suelo. La Tabla
6 muestra los medios de cultivo empleados y su respectiva preparacion.

Tabla 6. Preparacion de medios de cultivo selectivo

Agar Burk

Este medio contiene sales inorganicas,
junto con fuente de carbohidratos, pero
carece de fuente de nitrégeno. Las
bacterias fijadoras de nitrégeno son
capaces de fijar el nitrégeno
atmosférico y crecer cuando se cultivan
en este medio libre de nitr6geno. Se
utiliza para el aislamiento y cultivo de
bacterias fijadoras de nitrogeno que
utilizan glucosa como fuente de
carbono, tales como especies de
Azotobacter de suelo.

Agar King B
Medio de cultivo utilizado para el

aislamiento, la la
diferenciacion de  especies de
Pseudomonas sp. en base a la
produccién de fluoresceina. En el
medio de cultivo, la glicerina favorece la
produccién de pigmentos, la
concentracion de fosfatos estimula la
produccion de fluoresceina e inhibe la

produccion de piocianina y piorrubina.

detecciébn 'y

Solucién A: K2HPO4 6.4 gr, KH2PO4
1.6gr en agua destilada 1000 mL.
Solucion B: NaCl 2 gr, MgSOa 2gr,
CaSO4 * 2H20 0.5 gr en agua
destilada 1000 mL.

Solucién C: NaMo0O40.01 gr, FeSOa4
0.03 gr en agua destilada 1000 mL.

100 mL solucién A + 100 mL solucién
B + 100 mL solucion C + Glucosa 5 gr
en 700 mL de agua destilada. Ajustar
pH de 7.2 y luego agregar el Agar-
Agar 14 gr.

Peptona 20gr, K2HPO4 1.5 gr, MgSOa
* 7TH20 1.5 gr, Glicerol 10mL en 1000
mL de agua destilada. Ajustar pH de
6.8 y luego agregar el Agar-Agar 15
ar.

Medio de cultivo Composicion

40



Agar Almidén — Caseina o KNO3

Este medio se emplea para el
aislamiento y cultivo de Actynomyces
sp. Streptomyces sp.

Agar PK

Medio de cultivo utlizado para el
aislamiento y la deteccion de bacterias
Solubilizadoras de fosfato.

Agar Celuliticos
Contiene celulosa como Unica fuente
de carbono. Solo bacterias capaces de
utilizar este compuesto se pueden
desarrollar. Se emplea para el
aislamiento de Bacterias celuliticas.

Agar Amiloliticos

El objetivo de este medio es comprobar
gué bacterias producen amilasa y son
por tanto capaces de utilizar el almidén
como nutriente.

Agar Proteoliticos
Medio empleado para el aislamiento de
bacterias que utilizan aminoacidos
como fuente primaria de obtencion de
energia.

Almidén soluble 10gr, KNOs 2gr,
caseina 0.3 gr, NaCl 2 gr, K2HPO4 2gr,
MgSOa4 * 7H20 0.05gr, CaCO3 0.03gr,
FeSO4* 7H20 0.01 gr en 1000 mL de
agua destilada. Ajustar pH de 7.0 y
luego agregar el Agar-Agar 18 gr.
Glucosa 10gr, Fosfato de calcio
tribasico 5gr, sulfato de amonio 0.5gr,
KCl 0.2 gr, MgSOs * 7H20 0.3gr,
MgS040.004gr, FeS0O40.002 gr, NaCl
2 gr, Extracto de levadura 0.5 gr,
Purpura de bromocresol 0.1gr, Agar-
Agar 13 gr en 1000 mL de agua
destilada.

Carboxilmetil-celulosa 5gr, NO3sNHa4
1GR, Solucion salina 50 mL, extracto
de suelo 950 mL en 1000 mL de agua
destilada. Ajustar pH de 6.8 — 7.0 vy
luego agregar el Agar-Agar 15 gr.

Almidoén soluble 10gr, caseina 10 gr,
Glucosa 1 gr, NazHPOa4 3gr, MgSOa4 *
7H20 0.1 gr, extracto de suelo 950 mL
en 1000 mL de agua destilada.
Ajustar pH de 7.0 y luego agregar el
Agar-Agar 15 gr.

Caseina 10 gr, extracto de levadura
0.1 gr, KH2PO4 1.5 gr, MgSO4* 7H20
0.58 gr, Solucién salina 0.85% 50 mL,
extracto de suelo 950 mL en 1000 mL
de agua destilada. Ajustar pH de 6.8 y
luego agregar el Agar-Agar 15 gr.
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KH2PO4 0.4 gr, K2HPO4 0.1 qr,
MgSO4 * 7H20 0.2 gr, NaCl 0.1 gr,
CaCl2 0.02 gr, FeCI3 0.01 MoO4Na *
2H20 0.002 gr, acido malico 5gr,
solucion aklcoholica 0.5% 5 mL en
1000 mL de agua destilada. Ajustar
pH de 6.8 (KOH) y luego agregar el
Agar-Agar 15 gr.

Fuente: Manual de Medios de Cultivos, Facultad de Microbiologia Industrial.
Universidad de Santander.

Al finalizar la preparacion de los medios, estos fueron esterilizados durante 15
minutos a 150°C en autoclave para posteriormente ser servidos en las cajas Petri.
Luego, se realizé la suspensién de 10 gramos de suelo en 90 mL de agua peptona,
a partir de esta solucioén se llevé a cabo diluciones seriadas de 101 a 10 con el fin
de garantizar que el niumero de colonias que tengan lugar en cada medio de cultivo,
no sean muy pequefios o por el contrario demasiado grande (figura 8).

Figura 8. Procedimiento para obtencién de diluciones seriadas aplicadas en el
recuento en placa.

Fuente: Autor
El liquido estéril usado para las diluciones fue agua peptona. EI método de siembra
usado en este estudio, fue el propuesto por Miles y Misra (Figura 9) , el cual consiste
en dividir en 4 partes la caja Petri en donde en cada sector se lleva a cabo la
inoculacién de un volumen conocido de la diluciones mediante una micropipeta, en
este caso se inoculo 0.01 ml.
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Figura 9. Método de recuento en placa por siembra de gota en superficie de Miles
y Misra 1938.

Fuente: WACHSMAN, Monica y DREGROSSI Maria. Microbiologia: Guia de
trabajos practicos de laboratorio 2012.

Para este proyecto, se realizé la siembra de las diluciones 10-2,10°,107y 10° para
observar la opcion mas acertada del crecimiento de las bacterias para su posterior
conteo Todas las siembras fueron realizadas por triplicado, e incubadas a
temperatura ambiente. Luego de 48 y 72 horas de incubacion para algunos medios,
se realizo el recuento de unidades formados de Colonias.

Este procedimiento se repitié con cada una de las muestras existentes por triplicado
de las 3 concentraciones de nanoparticulas planteadas en el disefio experimental,
con el objetivo de identificar la inhibicion de las nanoparticulas en las células de los
diferentes grupos funcionales de bacterias presentes en el suelo.

3.3 DISENO EXPERIMENTAL

Se establecieron tres concentraciones experimentales para llevar a cabo la
evaluacion antimicrobial de las nanoparticulas de plata en el suelo, las
concentraciones fueron basadas en estudios anteriores. La tabla 7. Especifica las
concentraciones de AgNPs empleadas en el ensayo.

Tabla 7. Concentraciones para el analisis del efecto de AgNPs en el suelo.

0,01
0,03
0,06
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Cabe mencionar, que las concentraciones de la muestra 1 y 2 fueron realizadas por
medio de diluciones a partir de la muestra inicial de Nanopatrticulas, mientras la
concentracion de la muestra 3 se llevé a cabo con la muestra concentrada, es decir
con las nanoparticulas sintetizadas con el doble de la cantidad de Nitrato de plata.

Para cada una de las concentraciones evaluadas, se realizo el montaje por triplicado
en bioreactores plasticos de 0.8 L de volumen. Cada uno de los recipientes contenia
500 gramos de suelo homogenizado a los cuales se les adiciono por medio de una
bureta, un volumen de 20 mililitros de la solucién de nanopatrticulas, tal como lo
muestra la figura 10.

El proceso se inici6 bajo condiciones aerobias a temperatura ambiente, la
determinacidon del tiempo estipulado para esta fase, se tomd con base a los
resultados reportados por la literatura, en este caso el tiempo de contacto del suelo
con las nanoparticulas fue de 48 horas.

Figura 10. Montaje experimental

Fuente: Autor

Tras las 48 horas, cada bioreactor fue mezclado durante 5 minutos con el fin de
homogenizar la muestra. Una vez realizado esto, se inicio la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas del suelo, con el objetivo de identificar y analizar los
cambios que dieron lugar la adicién de las nanoparticulas.

44



4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE
PLATA DE PLATA

En esta seccion se presentan los resultados de la sintesis de las nanoparticulas de
plata a partir del extracto vegetal de hojas de palma; las cuales para confirmar su
formacién, fueron identificadas por medio de espectrofotometria visible,
caracterizadas mediante microscopia electrénica de barrido y analizadas por
espectroscopia de energia dispersiva para determinar y cuantificar la composicién
de las muestras.

4.1.1 IDENTIFICACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA POR
ULTRAVIOLETA VISIBLE

La energia de la luz para producir la banda de plasmoén en una nanoparticula
metalica depende de diversos factores, tales como la naturaleza del metal, el
tamanfo, la forma de la particula y la composicion del medio circundante de la misma.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas se analizaron a partir del
espectrofotometro UV-visible DR5000 HACH. Realizando un barrido espectral de
350 a 500 nm, donde se evidencio la ampliacion de la banda de absorcién
relacionada con las nanoparticulas de plata de cada una de las muestras. Los
espectros UV- visibles obtenidos, demostraron el comportamiento esperado para
las AgNPs en interaccion con la luz, ya que como lo evidencia la grafica 2. Las
muestras presentaron un espectro alrededor de 420 nm lo que confirma la
presencia de nanoparticulas metalicas, de segun lo descrito por Murray & Barnes
2007. La longitud de onda caracteristica de la muestra 1 fue de 417 nm, mientras
la de la muestra 2 fue de 405.

Grafica 2. Espectro UV-VIS de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto
de hoja de palma africana.
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En la grafica se observa que la muestra 2 posee una menor longitud de onda
respecto a la muestra 1, esto indica una disminucién en el tamafio promedio de las
nanoparticulas. Al igual, el ancho de la banda refleja la dispersion del grupo de
nanoparticulas, es decir, entre mas estrecho sea el pico, las nanoparticulas
presentan grupos de tamafio promedio cercanas entre si. Lo anterior fue
comprobado con las imagenes que se generaron en el microscopio electronico de
barrido.

4.1.2 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

Para iniciar la caracterizacion, fue necesario secar las muestras a temperatura
ambiente y posteriormente recubrirlas con oro de aproximadamente 30 nm de
espesor, debido a que estas se encontraban liquidas.

Las imagenes fueron obtenidas con los aumentos 1.000 X, 5.000 X, 50.000 X,
100.000 X, 150.000X y 200.000X con el fin de que estas pudieran ser comparadas
posteriormente. En todos los casos, se obtuvieron imagenes con un voltaje de
aceleracion de electrones de hasta 10 KV con una buena resolucion. La grafica 11
y 12 presentan las micrografias de las muestras analizadas.
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Figura 11. Microcopias electronicas de barrido de la muestra 1 de nanoparticulas
de plata a 50.000 X y 100.000 X

SEM HV: 200 kV WD: 3.12 e | | | l MIRAJ TESCAN

SEMMAG: S0.0kx  Det:#BeamSE  1pm
SEM MAG: 500 kx  Oste(midly): CO/TIE UPB-Bucaramangs

Fuente: Laboratorio de Nanociencia y Nanotecnologia. Universidad Pontificia

Bolivariana — Bucaramanga

Figura 12. Microcopias electronicas de barrido de la muestra 2 de nanoparticulas
de plata a 50.000 X y 100.000 X

S - B . -
SEM HV: 10.0 kV WD: 3.08 mm v b MIRA3 TESCANJ  SEM HV: 10.0 kV
SEMMAG: 500kx = Det:InBeamSE  1ym SEMMAG: 100 kx = Det: InBeam SE
SEM MAG: 50.0 kx  Date(m/dly): 082416 UPB-Bucaramanga SEM MAG: 100 kx | Date(mi/dly): 082516 UPB-Bucaramanga

Fuente: Laboratorio de Nanociencia y Nanotecnologia. Universidad Pontificia
Bolivariana — Bucaramanga
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El analisis de la muestra 1, permitié observar la variacion en el tamafio y la forma
de las nanoparticulas. En su mayoria se presentan nanoparticulas semiesféricas
con tamafios que oscilan entre 22.98 a 41,97 nm, con un promedio en tamafio de
32 nm aproximadamente. En el modo de resolucion 50.000X se pudo observar que
las AgNPs forman aglomeraciones en la superficie de la microfibras posiblemente
del material vegetal empleado, lo cual representa la interaccion entre las
nanoparticulas. Esta caracteristica podria generar un mayor efecto antifingico,
debido al “ataque” simultaneo de AgNPs aun aunque esta condicion de interaccion
afecte la estabilidad de la suspension coloidal (Khan et al, 2009; Cheow et al, 2010;
Zgang et al, 2010).

La muestra 2 también posee nanoparticulas semiesféricas y aglomeradas; pero a
diferencia de la muestra 1, estas presentan un tamafio menor, ya que oscilan entre
23 a 34.75 nm, obteniendo un promedio en tamafio de 27.98 nm. Lo anterior
confirma la relacion existente entre el tamafio de la longitud de onda, la abertura de
su pico y el tamafio de las nanoparticulas. A menor longitud de onda, menor sera
el tamafio de las nanoparticulas y por otro lado, entre mas estrecho sea el pico del
espectro, menor sera la variacion de tamafio que presentan las nanoparticulas, es
decir que se caracterizaran por tener un distribucion de tamafio mas homogénea.

4.1.3 ANALISIS CON ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA EDS

El andlisis por EDS realizado a las muestras de AgNPs incluy6 la generacion de
espectros de energia cuantica para identificacion de elementos, cuantificacion
porcentual para determinar cantidades de dichos materiales presentes en los puntos
de interés de la superficie de la muestra. En la figura 13, se representa el espectro
EDS obtenidos para la muestra 1 y 2 con su caracterizacion respectiva en
porcentaje de peso y porcentaje atobmico de los elementos encontrados

Figura 13. Espectros EDS y caracterizacidon respectiva en porcentaje de peso y
porcentaje atomico de los elementos encontrados.
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Carbon 6 K-Serie 2113 19,95 23,96 50,41 Carbon 6 K-Serie 1556 19,88 26,61 47,11
Oxygen 8 K-Seric 850 11,59 13,91 21,98 Oxygen 8 K-Serie 1005 16,62 22,25 29,57
Sodium 11 K-Serie 1603 9,97 11,97 13,16 Sodium 11 K-Serie 1543 12,19 16,31 15,09

Chlorine 17 K-Seric 681 4,68 562 4,01 Chiorine 17 K-Serie 270 2,53 339 2,03
Silver 47 L-Serie 2766 37,09 44,54 10,44 Sjlver 47 L-Serie 1295 23,48 3143 6,20
Sum 83,27 100,00 100,00 Sum 74,70 100,00 100,00

Fuente: Laboratorio de Nanociencia y Nanotecnologia. Universidad Pontificia
Bolivariana — Bucaramanga

Los elementos detectados mediante el EDS se rastrearon en los puntos de interés
de la muestra, los cuales indicaron la presencia de elementales tales como
Oxigeno (O), Carbono (C), Sodio, Cloro (Cl) y Plata (Ag). Se evidencia un mayor
porcentaje de plata proveniente de la sintesis de las nanoparticulas, con esto se
confirmd la presencia de compuestos de plata deseados en las muestras. El
contenido de C y O provienen de los composicién de las hojas de palma, por otro
lado la obtencion de Na se debe a la sustancia empleada para estabilizar las
nanoparticulas.

49



4.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y MICROBIOLOGICA INICIAL DEL
SUELO

Al suelo proveniente del municipio de Puerto Wilches — Santander, se le realizo el
analisis de las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas presentadas en las
tabla 7.

4.2.1 PROPIEDADES FiSICAS

4.2.1.1 Determinacién de Color

El método usado para la determinacion de color fue la Comparacion del suelo
analizado con el Catélogo de colores de Munsell. La figura 14. Muestra el resultado
obtenido.

Figura 14. Tabla de Munsell
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Fuente: Autor

De acuerdo a la figura anterior, el resultado obtenido en la tabla de Munsell es de
10 YR 4/3, indicando un color marron. El color del suelo depende de sus
componentes y varia con el contenido de humedad, materia organica presente y
grado de oxidacion de minerales. Cuando los suelos son de color oscuro es porque
cuentan con mayor cantidad de materia organica. Si su textura es de tonalidades
rojizas, pardas o amarillentas, quiere decir que poseen una ventilacion mayor y no
se saturan (Moreno Ramon, Blanquer, & Ibafiez Asensio, 2005).
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4.2.1.2 Determinacion dela Densidad real (Dr)

La densidad real obtenida en el suelo objeto de estudio se midié6 mediante el método
del principio de Arquimedes y se presentan los resultados en la tabla 8. La ecuacion
usada para determinar la densidad real es:

masa del suelo seco

volumen del suelo seco

Tabla 8. Determinacion de la densidad real del suelo

20 12 1.7
20 12 1.7
20 125 1.6
20 12.17 1.66

Fuente: Autor

Para fines practicos, se asume como un valor promedio adecuado de densidad real
para suelos minerales, 2.65 g/ml. Este valor serd apropiado para un suelo cuya
composicidbn mineralégica esté equitativamente distribuida entre los filo vy
tectosilicatos como cuarzo, ortoclasa, plagioclasa, montmorillonita y caolinita, por
ejemplo (Jaramillo 2002).

La densidad real promedio obtenida en el suelo fue de 1.66g/ml. Lo cual puede
indicar la presencia de altos contenidos de materia organica y/o de aluminosilicatos
no cristalinos en el suelo (Jaramillo 2002).

4.2.1.3 Determinacion del Contenido de Humedad (HG)

La determinacion del contenido de humedad se hallé relacionando el peso del suelo
hamedo y una vez secado al horno por 24 horas a 105 °C, expresando el resultado
en porcentaje , tal como muestra la tabla 9.

Peso muestra humeda — peso muestra seca
%HG = * 100
peso muestra seca
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Tabla 9. Determinacion del contenido de humedad

Muestra Peso de la Peso de la % Humedad

muestra de suelo  muestra de suelo Gravimétrica
hamedo (g) seco (g)

10 9.6 4.16
9.9 9.6 3.13
10 9.6 4.16
9.97 9.6 3.81

Fuente: Autor

El resultado promedio de humedad en el suelo fue de 3.81% lo cual indica que la
humedad del suelo es baja. Este resultado esté directamente relacionado con el tipo
de particulas que predominan en el suelo. En caso de suelos arenosos se presenta
una alta capacidad de infiltracion y drenaje rapido, lo cual impide la retencién de
agua en el suelo.

4.2.1.4 Determinacion de Textura: Método de Bouyoucos.
Consistio en determinar los porcentajes de particulas de arena, limo y arcilla en el

suelo. La tabla 10 muestra los resultados registrados de las tres lecturas de tres
lecturas del hidrometro.

Tabla 10. Resultados de lecturas del hidrobmetro en la determinacion de textura.

Lectura a los 40 seqgundos Lectura a las 2 horas
= S o = S ° o
Muestra T o 338 __ T o, 2
£d EC £ 24 £d EC E P
o O © o = D o O © g o = D
S £ - 5 - £ -
i @ £ O i 2 T O
14 22 7.33 13 22 6.33
16 22 9.33 12.5 22 5.83
15 22 8.33 12 22 5.33

Fuente: Autor.

A partir de los datos anteriores, se calcul6 los porcentajes correspondientes
aplicando las siguientes formulas.
lectura corregida a 40 segundos * 100
%Arena = 100 —

peso d ela muestra
lectura corregida a las 2 horas * 100

%Arcilla =
hdretlla peso d ela muestra
%Limo = 100 — (% Arena + %Arcilla)
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Tabla 11. Determinacion de la textura por el método de Bouyoucos.
Muestra % Arena % Arcilla % Limo TIPO DE
SUELO

85.34 12.7

81.34 11.66 7.6 Arenoso

83.34 10.66 6 franco
Promedio 83.34 11.66 5.2

Fuente: Autor

Haciendo uso del diagrama triangular de clasificacion de suelos del Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (véase figura 4) y la proporcion relativa de
particulas, se determind el tipo de suelo. Como resultado, se clasifico el suelo como
Arenoso franco; por lo cual se le atribuye caracteristicas como la alta capacidad de
infiltracion y drenaje rapido; lo cual genera el contenido bajo de humedad que posee
el suelo.

4.2.1.5 Determinacion de Granulometria: Método ASTM D422
El andlisis de granulometria permitié determinar la proporcion de granos del suelo
en funcion de su tamafio.

Esta determinacion se llevo a cabo por medio del cribado del suelo mediante el paso
de las muestras por una serie de tamices con didmetros conocidos, decrecientes y
el peso correspondiente de cada porcion. La tabla 12 muestra los porcentajes de
las particulas presentes en el suelo.

Tabla 12. Porcentajes tamizados para la determinacion de la granulometria del
suelo.

Muestra  Limoy Arena fina Arena media Arena Gravas

arcilla gruesa

Fondo 200 100 80 60 40 10

Diametro
clsiElEl <0.075 0.075 0.15 0.18 0.25 0.425 2 2.36 4.76
mm
Porcentaje
en masa
de la 222 2224 1132 1937 25.17 1936 028 0.039 O
fraccion
retenida
(%)
Fuente: Autor
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Se relaciond el tamafo de las particulas con el porcentaje que representan en el
suelo. La grafica 3 ilustra la curva de granulometria generada.

Curva Granulometrica
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Porcentaje que pasa %
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Diametro d ela particula (mm)
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Arena Grava

Grafica 3. Curva de granulometria del suelo.

La gradacién del suelo se expresa numéricamente a través de la determinacion del
coeficiente de uniformidad y el coeficiente de curvatura, a partir de las siguientes
ecuaciones:

D60

Coeficiente uniformidad (Cu) = D10

Coeficient rura (Cc) = (D30)?
oeficiente curvatura (Cc) = D10+ DEo

Donde D60, D30 y D10 corresponden al didmetro de la particula en los porcentajes
60%, 30% y 10% respectivamente.

El coeficiente de uniformidad representa el grado de distribucidon de las particulas
en el suelo, mientras el coeficiente de curvatura hace referencia al equilibrio entre
los diferentes tamarfios de particulas y su homogeneidad.

Los coeficientes obtenidos para el suelo estudiado fueron:

Coeficiente uniformidad (Cu) = 5008 2.85
Coeficient tura (Cc) = (017)" =1.05
oeficiente curvatura (Cc) = 0098028~ 1
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El valor de 2.85 en el coeficiente de uniformidad, indica que el suelo no presenta
una distribucion equitativa, por tal razon, este no esta bien gradado, ya que un suelo
bien gradado se caracteriza cuando su Cu > 4 a 6. El valor de 1.05 obtenido en el
coeficiente de curvatura, Indica que el suelo presenta un nivel considerable de
homogeneidad, debido a que este valor se encuentra en el rango de 1 a 3.
Finalmente, los resultados obtenidos en el analisis granulométrico del suelo,
guardan relacion con los obtenidos en la determinacién de textura por el método de
Bouyoucos; donde se clasifico al suelo como arenoso franco, debido a que las
particulas que predominan en el suelo, son las arenas con un 83%. Con lo cual se
evidencia la ausencia de una distribucion equitativa de particulas.

4.2.2 PROPIEDADES QUIMICAS

4.2.2.1 Determinacioén del pH

El pH del suelo se determiné por el método potenciométrico, el cual comprende una
solucién suelo-agua y otra de suelo-KCI, cuyos resultados se reportan en la tabla
13. La variacion del pH se hall6 para la identificacién del tipo de cargas de los
coloides, donde ApH= pH en KCI — pH en agua.

Tabla 13. Determinacion del pH del suelo.

5.77 4.00 -1.77
5.89 4.05 -1.84
5.84 4.03 -1.801
5.83 4.03 -1.80

Fuente: Autor

La determinacion de pH en agua, define al suelo como moderadamente acido y el
pH obtenido en KCI lo muestra fuertemente acido; por lo anterior se puede clasificar
como un suelo acido. Suelo mineral con formas de aluminio intercambiable Al(OH)?*
y AR,

El resultado de ApH negativo en el triplicado de la muestra, indica que en este suelo
predomina la carga negativa y por lo tal, es un suelo intercambiador catiénico; es
decir intercambia cationes con la fase acuosa del mismo (Jaramillo, 2002).

4.2.2.2 Determinacion de la Conductividad Eléctrica (CE)
La conductividad eléctrica se analizé por el método del conductimetro a partir de

una solucién suelo-agua, con la finalidad de conocer la cantidad de sales presentes
en el suelo. La tabla 14 muestra los resultados obtenidos.
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Tabla 14. Determinacion de la conductividad eléctrica del suelo.

0.18

0.14

0.17

0.16
Fuente: Autor

La conductividad eléctrica en una mezcla der suelo-agua indica la cantidad de sales
gue posee el suelo. Las sales son esenciales para el crecimiento de las plantas pero
sin embargo el exceso de sales inhibe el crecimiento de estas. La CE promedio del
suelo de estudio es de 0.16 ds/m, lo cual le confiere al suelo caracteristicas de no
salino, por lo cual la cantidad de microrganismo afectados es baja y sus efectos en
cultivos son despreciable, segun (Soil Survey Staff (1993), Janzen (1993); Smithy
Doran (1996)).

4.2.2.3 Determinacion de la Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)

Esta determina la capacidad del suelo para adsorber e intercambiar cationes
importantes para la nutricion de las plantas. La tabla 15 muestra los resultados
obtenidos del suelo.

Tabla 15. Determinacion de la capacidad de intercambio cationico.

9.8

7.4

6.5

7.8
Fuente: Autor

El resultado promedio obtenido fue de 7.8 meq/100g. Segun el Instituto Geografico
Agustin Codazzi, un suelo con un resultado menor a 10 meg/100g se clasifica con
baja capacidad de intercambio catidnico, es decir que logra retener una pequefia
porcion de las bases del suelo y las deméas se estarian perdiendo por lixiviacion,
ocasionando que el suelo quede con poca reserva de cationes intercambiables. Este
resultado guarda relacion con la textura que presenta el suelo; los suelos donde
predominan las arenas y el contenido de arcilla es bajo, poseen poca capacidad de
intercambio catidnico ya que las arcillas son las particulas mas finas del suelo que
atraen y absorben los cationes (Gonzalez et al,2010).
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4.2.2.4 Determinacion de Carbono y la Materia Organica
Se determind mediante el método de oxidacion hiumeda de la Norma técnica
Colombiana

Tabla 16. Determinacion del contenido de materia organica y porcentaje de
Carbono.

1.08 0.625
1.08 0.625
1.08 0.625
1.08 0.625

Fuente: Autor

Para el andlisis obtenido del porcentaje de materia organica, se tuvo en cuenta el
resultado promedio del %MO y la interpretacion sefalada en la tabla 17.

Tabla 17. Interpretacidén contenido de materia organica

Extremadamente pobre 0-0.2
Pobre 0.8-2
Regular 2-4
Medianamente rico 4-8
Rico 8-15
Muy rico 15 - 30
Extremadamente rico >30

Fuente: Rios, 2005

Segun los resultados obtenidos y a la literatura, el suelo tiene un contenido pobre
de materia organica y bajo porcentaje de Carbono (Ruiz, 2012), lo cual es
caracteristico de suelos con poca capacidad de retener agua y con baja capacidad
de intercambio catiénico; lo cual esta acorde con los resultados expuestos
anteriormente. El suelo de estudio se puede clasificar como suelo Mineral, ya que
su el porcentaje de materia organica es inferior a 20%.

4.2.2.5 Determinacion de Nitrogeno Total
La tabla 18 muestra la cantidad de Nitrdgeno que contiene el suelo de estudio

Tabla 18. Determinacion del porcentaje de Nitrdgeno.

696 0.0696
Fuente: Autor

57



Tabla 19. Interpretacion del porcentaje de Nitrégeno total en el suelo.

Extremadamente pobre <0.032
Pobre 0.032 - 0.063
Regular 0.064 - 0.095
Medianamente rico 0.096 - 0.126
Rico 0.127 - 0.158
Muy rico 0.159 - 0.221
Extremadamente rico >0.021

Fuente: Rios, 2005

El nitrdgeno es necesario para la descomposicion de la materia organica por los
microrganismo heterotrofos del suelo; de acuerdo a los resultados reportados por
el Laboratorio de Estudios Ambientales de la Universidad pontificia Bolivariana y de
la tabla 19; el suelo se caracteriza por contener un nivel regular de Nitrégeno.
Probablemente, parte del contenido de Nitrégeno hallado es proveniente de los
diferentes fertilizantes usados durante el tiempo de cultivo.

4.2.2.5 Determinacion de Fosforo Total
Tabla 20. Resultado de la determinaciéon de Fosforo total.
71.1
Fuente: Autor

Tabla 21. Clasificacion de la deficiencia de fosforo y su correccion.

<5 Muy bajo 180
5-10 Bajo 135
11-15 Medio bajo 90
16 - 30 Norma 45

>30 Alto 0

Fuente: Hugo Eduardo Castro franco, 1998

Con base a los resultados entregados por el Laboratorio de Estudios Ambientales
de la Universidad pontificia Bolivariana y de la tabla 21. El suelo posee un alto nivel
de Fosforo por lo cual, no es necesario realizar una correccion de deficiencia para
estimular el desarrollo de las raices y el crecimiento aéreo de la planta.
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Fassbender (1978) menciona que la relacion existente entre el Carbono/Nitrogeno
y Carbono/Fosforo son criterios muy importantes de caracteristicas de la materia
organica de los suelos. El carbono se incorpora a la biomasa de las plantas a partir
del CO2 atmosférico, por medio de la fotosintesis, mientras que el N puede ser
absorbido del suelo o bien en algunas plantas, ser fijado biologicamente a partir del
N2 atmosférico (Porta et al., 2003). La relaciéon C/N, determina la tasa a la cual el
nitrogeno esta disponible para las plantas, por lo que se puede utilizar como
indicador de calidad de la Materia Organica de medios aerobios, si s6lo se atiende
a la facilidad de descomposicion (Porta et al., 2003).

La MO con una relacion C/N muy alta (>15), suministra mucha energia y poco
nitrégeno, mientras que con una relacion C/N muy baja (<10), suministra poca
energia y mucho nitrdgeno. En ambos casos los microorganismos desintegradores
se multiplican poco activamente y la MO se descompone con lentitud. En cambio
los residuos vegetales con una relacion C/N equilibrada (10-12), favorecen la
proliferacion de los microorganismos y la descomposicion rapida de la MO (Fuentes,
1994).

Relacién C/N
0.625%

0.0696%

La relacion C/N no cumple con el rango 6ptimo sugerido por la literatura, debido al
suministro bajo de energia y al alto nivel de Nitrégeno respecto a la cantidad de
carbono que posee al suelo, indicando una relacién excesiva entre el carbono y el
nitrégeno del suelo. No es necesario suministrar nitrégeno, ya que se posee
suficiente nitrégeno para satisfacer las necesidades de los microorganismos
degradantes. Por lo tanto a medida que los residuos se descomponen, habra
nitrdgeno en exceso con relacion al que necesitan, el cual se libera como amoniaco
(Navarro, 2003).

Por otro lado, los compuestos fosfatados mas importantes de la materia organica
son nucleoproteinas, fosfolipidos y fosfoazucares. El proceso de mineralizacion esta
regido por la relacion C/P de la materia organica, cuyo valor critico es
aproximadamente 200. Por encima de este valor se produce depresion del fosfato
inorganico Sanzano, 2012).

Fuentes (1999) explica que al igual que al nitrogeno, el fésforo organico tiene un
ciclo de mineralizacién e inmovilizacién. Carbono, nitrégeno, fosforo organico se
encuentra en el suelo en una proporcion media de 100:10:1. La relacion C/P
condiciona la mineralizacién del fosforo organico, de tal forma que se produce
liberacion de fésforo cuando esa relacion es inferior a 300.
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Relacion C/P
0.625%

0.00711%

De acuerdo a lo reportado por Sanzano y Fuentes, el suelo de estudio posee una
relacion C/P normal ya que se encuentra por debajo de 200 y 300 respectivamente
a lo establecido por los autores. Lo cual indica que el suelo lleva a cabo un proceso
de mineralizacion bueno, lo cual se vio reflejado con su alto contenido de Fosforo,
esto guarda relacién al considerar el suelo como altamente mineral luego de
determinar su porcentaje de materia orgénica.

De acuerdo a las propiedades fisicoquimicas analizadas del suelo y a las relaciones
anteriores, se observd que debido a los bajos niveles de materia organica, se ve
afectado directamente el suelo, ya que esta influye sobre otras propiedades,
ocasionando la disminucion de la capacidad de intercambio cationico, la reduccion
en disponibilidad de nutrientes para las plantas, el aumento en la susceptibilidad
del suelo a la erosion, la disminucion de la capacidad de retener agua, entre otras.

4.3 IDENTIFICACION DE GRUPOS FUNCIONALES DE BACTERIAS EN EL
SUELO

En ecosistemas perturbados, un estudio microbiolégico de suelo es crucial debido
a que los microorganismos juegan un papel fundamental en gran parte de los ciclos
globales de nutrientes, y como bioindicadores pueden arrojar un diagnoéstico acerca
de la calidad actual del suelo. El equilibrio dinamico de la accién microbiana genera
cambios en la composicion de la Materia Organica (Dick, 1983).

Luego de 72 horas de la inoculacion, se procedié a realizar el recuento de las
colonias que mostraron la actividad cualitativa representativa. Las colonias que se
consideraron positivas fueron las que mostraron caracteristicas propias de cada
grupo de bacterias. Para las fijadoras de nitrdgeno, se consideran como positivas
todas las colonias, ya que el medio selectivo empleado, no cuenta con una fuente
de nitrégeno y se asume que si un microorganismo crece en él, es porque puede
tomar el nitrdgeno atmosférico por medio de la fijacion, para su 6ptimo crecimiento
y metabolismo. La Tabla 22 contiene el recuento de células viables en placa que
permitieron determinar el valor de unidades formadoras de colonias.

Tabla 22. Recuento de células viables
103 10° 107 10°
18 1 0 2

>100 3 1 3
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Actynomyces sp. Streptomyces sp. 16 2 0 0

Celuliticas 10 3 2 5

Aminoliticas >100 5 0 0

Bacterias fijadoras de Nitrégeno- 18 5 1 1
Glucosa

Solubilizadoras de Fosfatos 30 3 0 0

Pseudomonas sp. >100 17 0 0

Fuente: Autor

Se observé que en las diluciones 102 y 10° obtuvieron mayor nimero de células
viables y que estas fueron disminuyendo a medida que aumentaba la dilucion. De
acuerdo a la tabla 21 se determiné las unidades formadoras de Colonias para su
respectivo analisis, el grafico 4. Representa las unidades formadoras de colonias
para cada grupo de bacteria.

Grafico 4. UFC de los grupos de bacterias
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BFN-M: fijadoras de nitrdgeno a base de Malato, BFN-G: fijadoras de nitrégeno a
base de glucosa, SF: solubilizadoras de Fosfatos, PROT: proteoliticas, CELU:
celuliticas, AMNO: amiloliticas, PS sp: Pseudomonas sp. ACT Sp STR sp:
Actynomyces sp. Streptomyces sp.

Fuente: Autor
El grupo de bacterias presente en mayor cantidad en el suelo son las Pseudomonas
sp. Ya que corresponden al 25.7% de la poblacion total de bacterias identificadas.

Seguido se encuentran las proteoliticas con 23.3% y Aminoliticas con 21.7%; es
importante destacar que las poblaciones de bacterias proteoliticas exhibieron los

61



promedios poblacionales mas altos en relacion a los otros dos grupos funcionales
de microorganismos asociados al ciclo de carbono, lo que indica que el material
vegetal que prevalece en la zona, brinda aminoacidos que son reserva energética
de las plantas y que se descomponen mas rapido que la celulosa y el almidén. La
causa por la cual, la poblacién de bacterias celuliticas presento una tasa baja de
crecimiento se debe a que estos microorganismos se presentan en mayor
proporcion en pHs no muy acidos (5,5 - 6,0), segun Fuentes et al., (2006).

Por otro lado, las bacterias implicadas en el ciclo de nitrégeno presentaron los
promedios poblacionales mas bajos en el suelo, lo cual se vio reflejado con los
resultados obtenidos en el contenido de nitrégeno total en el suelo. Este descenso
podria explicarse ya que, segun Padron et al., (2012) los diferentes tipos de disturbio
qgue afectan los suelos, pueden crear condiciones adversas como la anaerobiosis,
compactacion del suelo y ausencia de cobertura vegetal que son caracteristicas que
pueden reducir la biodiversidad y la actividad de los microorganismos fijadores de
nitrégeno. Ademas, se observé que los recuentos poblacionales mas bajos son los
de BFN que usan malato como fuente de C con respecto a las que usan glucosa,
esto puedo ser debido a que el desarrollo de comunidades de bacterias fijadoras de
nitrdgeno que usan el malato, resulta ser mas compleja ya que dicho sustrato no es
tan abundante como la glucosa en los suelos.

Se registré que las bacterias solubilizadoras de fosfato representan el 7% de la
poblaciéon total del suelo. Encontrandose en densidades comparables con los
grupos funcionales de bacterias fijadoras de nitrégeno, a diferencia de lo reportado
por Torres et al., 2006, quienes indican que los recuentos del grupo funcional de
solubilizadoras de fosfato en suelos son bajos en relacion a los reportados para los
grupos funcionales del N. Finalmente, las bacterias Actynomyces sp. Streptomyces
sp., reportan la menor poblacion en el suelo analizado.

La cantidad y diversidad de microrganismo en un suelo se ve alterado por factores
como distribucién vertical de los nutrientes, el pH, la presencia de sustancias
antimicrobianas. También la elevacién de la humedad del suelo sobre un cierto
nivel puede modificar considerablemente el equilibrio microbiano (Carrillo, 2003).

4.4 ANALISIS DEL EFECTO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA EN EL
SUELO

4.4.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL SUELO

Tras la adiccion de las nanoparticulas al suelo, se espera que estas modifiquen
algunas de las propiedades fisicoquimicas determinadas en la fase 2 del proyecto.
En esta seccion se presentaran los resultados del contenido de humedad, textura,
pH, conductividad eléctrica, Capacidad de intercambio catiénico y materia organica.
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4.4.1.1 Determinacién del contenido de humedad (HG)

La determinacion del contenido de humedad del suelo, aumento
insignificativamente luego de las 48 horas en contacto con las diferentes
concentraciones de nanoparticulas plata, la tabla 23. Presenta los cambios
obtenidos en esta propiedad fisica en el suelo.

Tabla 23. Determinacién del contenido de humedad a partir de las diferentes
concentraciones de AgNPs.

Concentraciones  Muestras % Humedad % Humedad

Gravimétrica Gravimétrica
promedio

3.85
3.84 3.84
3.83
3.84
3.82 3.83
3.85
3.86
3.84 3.84
3.82
Fuente: Autor

O©ON OO WINEF

El resultado promedio de humedad en el suelo con las tres concentraciones de
AgNPs es muy similar al del suelo inicial, por tal razén no se observé un cambio
considerable ya que el suelo continua caracterizandose por poseer un contenido de
humedad bajo.

4.4.1.2 Determinacion de Textura

El efecto de las Nanoparticulas en el suelo, se determind mediante el Método de
Bouyoucos. La tabla 24, presenta los resultados obtenidos en las diferentes
muestras.

Tabla 24. Determinacion de la textura por el método de Bouyoucos.
Concentraciones  Muestra % Arena % Arcilla % Limo

88.88 6.27 Arenoso
2 87.80 7.07 5.13 Arenoso
3 88.79 6.40 4.81 Arenoso
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4 88.72 6.86 4.42 Arenoso
5 89.68 6.50 3.82 Arenoso
6 88.56 7.59 3.85 Arenoso
7 90.31 7.36 2.33 Arenoso
8 89.98 7.24 2.78 Arenoso
9 90.18 7.41 2.41 Arenoso

Fuente: Autor

Haciendo uso del diagrama triangular de clasificacion de suelos del Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (véase figura 4) y la proporcién relativa de
particulas, se determin6 que el suelo paso de ser un suelo arenosos franco a un
suelo netamente arenoso, cabe destacar que la adicion de las nanoparticulas,
aumento el porcentaje de arena en un 5.87%, ocasionando la disminucion en el
porcentaje de arcilla y de limo respecto al suelo inicial. Por tal razén se deduce que
la concentracion de las nanoparticulas y su adicién al suelo conllevan a cambios
significativos en la clase textural del suelo, lo cual atribuye efectos poco deseados
para en el suelo.

4.4.1.3 Determinacion de pH

El pH del suelo se determiné por el método potenciométrico, el cual comprende una
solucién suelo-agua y otra de suelo-KCI, cuyos resultados se reportan en la tabla
25.

Tabla 25. Determinacion del pH del suelo.

1 5.76 3.95 -1.81
2 5.65 3.98 -1.67
3 5.69 3.93 -1.76
Promedio 5.7 3.95 -1.74
4 5.48 3.89 -1.6
5 5.53 3.85 -1.68
6 55 3.86 -1.64
Promedio 5.5 3.87 -1.64
7 5.35 3.74 -1.61
8 5.29 3.8 -1.5
9 5.41 3.79 -1.62
Promedio 5.35 3.78 -1.58

Fuente: Autor

La determinacion de pH se vio disminuido a medida de que aumentaban las
concentraciones de nanoparticulas en el suelo. El pH en agua del suelo en
presencia de la concentracion menor usada de AgNPs se mantiene en la
clasificacion como moderadamente acido, mientras que con la concentracién 2y 3
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paso a ser considerado como fuertemente acido. Por otro lado, el pH en KCI del
suelo con las tres concentraciones de AgNPs pasé inmediatamente a ser
extremadamente acidos. Finalmente se pudo comprobar que las nanoparticulas
acidifican el suelo, tal como lo demuestra el ApH, el cual paso de -1.8 a -1.58,
manteniéndose como un suelo mineral con formas de aluminio intercambiable
Al(OH)?*y AI**. Donde predomina la carga negativa y por lo tal, sigue siendo un
suelo intercambiador cationico.

4.4.1.4 Determinacion de la Conductividad Eléctrica (CE)

La conductividad eléctrica se analiz6 por el método del conductimetro a partir de
una solucion suelo-agua. La tabla 26, posee los resultados obtenidos tras la adiccion
de las nanoparticulas al suelo.

Tabla 26. Determinaciéon de la conductividad eléctrica del suelo.

1 0.24
2 0.28
3 0.25
Promedio 0.26
4 0.42
5 0.45
6 0.4
Promedio 0.42
7 0.68
8 0.64
9 0.67
Promedio 0.66

Fuente: Autor

La conductividad eléctrica en una mezcla de suelo-agua indica la cantidad de sales
gue posee el suelo. Las sales son esenciales para el crecimiento de las plantas pero
sin embargo el exceso de sales inhibe el crecimiento de estas. La relacion existente
entre la concentracibn de nanoparticulas y la conductividad eléctrica es
directamente proporcional, cabe mencionar que esta aumenta pero no lo suficiente
para cambiar su tipo de salinidad, el suelo permanece como no salino al igual que
antes, al no poseer AgNPs.
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4.4.1.5 Determinacion de la Capacidad de intercambio cationico (CIC)

Esta propiedad quimica, es de gran interés ya que da a conocer la variacion en la
capacidad del suelo para adsorber e intercambiar cationes, tras el contacto con las
tres concentraciones de nanoparticulas. La tabla 27, reporta los resultados
obtenidos.

Tabla 27. Determinacion de la capacidad de intercambio cationico.

1 6.3
2 6.5
3 6.1
Promedio 6.3
4 5.2
5 4.9
6 4.3
Promedio 4.8
7 3.9
8 4.5
9 4.3
Promedio 4.2

Fuente: Autor

Se observé que las capacidades de intercambio cationico en el suelo a diferentes
concentraciones, disminuye notoriamente a medida que aumenta la concentracién
de nanoparticulas de plata. De acuerdo a la literatura, las AQNPs se caracterizar por
poseer una carga positiva; lo cual afecta la capacidad del suelo para retener e
intercambiar cationes ya que esto depende del nimero de cargas negativas
existentes en la superficie de la arcilla y de la materia organica. Por otro lado, se
confirma el efecto que causo las nanoparticulas de plata en la textura, donde el
porcentaje de particulas de arcilla disminuyo mientras que los porcentajes de arena
aumentaron luego de la adicion de las AgNPs al suelo. Las arenas no poseen
reactividad ya que a su vez poseen menor cantidad de materia organica y provocan
una disminucion del intercambio cationico en el suelo.

El suelo continua clasificandose como bajo referente a la capacidad de intercambio
cationico, debido a que posee un CIC menor a 10 meq/100g.

4.4.1.5 Determinacion de la Materia Organica
Se determind mediante el método de oxidacion humeda de la Norma técnica

Colombiana, la tabla 28 presenta los cambios ocasionados por las nanoparticulas
en esta propiedad.
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Tabla 28. Determinacion del contenido de materia organica.

1 0.6
2 0.4
3 0.5
Promedio 0.5
4 0.7
5 0.6
6 0.6
Promedio 0.63
7 0.9
8 0.7
9 0.8
Promedio 0.8

Fuente: Autor

El suelo con nanoparticulas de plata presento una disminucién pequefia pero
importante en su contenido de materia organica, ya que se evidencio que el efecto
causado por las AgNPs es negativo, generando una pérdida de materia organica lo
gue trae como consecuencia el deterioro de la calidad del suelo. Segun los
resultados obtenidos a diferentes concentraciones de AgNPs vy a la literatura, el
suelo continda caracterizandose por poseer un contenido pobre de materia
organica, lo cual es caracteristico de suelo con poca capacidad de retener agua y
disminucién de la capacidad de intercambio catiénico que inicialmente tenia y que
se vio afectado luego de la adicion de las nanoparticulas. Este resultado se evaluara
con los obtenidos a continuacién al analizar la identificacion de los grupos
funcionales de bacterias presentes en el suelo con AgNPs.

4.5 EFECTO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA EN LAS PROPIEDADES
MICROBIOLOGICAS DEL SUELO

La identificacion y el analisis de los resultados en las poblaciones de bacterias tras
la adicion de las nanoparticulas, es el aspecto mas relevante, ya que se pudo
observar y comprobar el efecto antimicrobial de las nanoparticulas de plata en el
suelo.

En esta seccion se comparara los cambios que dieron lugar las tres concentraciones
evaluadas, respecto a la reduccion en las poblaciones de bacterias identificadas
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en el suelo inicial. Al igual que en la identificacion inicial del suelo, se obtuvo
resultados representativos en las diluciones 102 y 10%. Se evidencio una
significativa reduccion en todas las poblaciones de bacterias. La grafica 5. Muestra
las unidades formadoras de Colonias promedio que crecieron ante la presencia de
las nanoparticulas de plata comparada con las colonias del suelo inicial.

Grafica 5. Cambios en las UFC en las tres concentraciones de suelo con AgNPs.
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Fuente: Autor

Es necesario aclarar que los microorganismos se distribuyen aleatoriamente en el
suelo y dependen de muchos factores para estar presentes o no en el (Carrillo,
2003); por lo tanto los analisis y comparaciones hechas son para las muestras
analizadas y no se esta generalizando para todo suelo empleado en el cultivo de
palma, ya que se incurriria en un grave error.

Los cambios en las comunidades pueden obedecer a cambios en propiedades
fisicoquimicas del suelo por disturbios de origen antropogénico o natural, (Wu et al.,
2008). El suelo de estudio presento modificaciones en sus propiedades
fisicoquimicas, debidas a la adiccion de las nanoparticulas de plata; por tal razén
esto contribuyo al efecto que causaron las AgNPs en las poblaciones bacterianas,
Al aumentar la cantidad de particulas de arena en el suelo, permiti6 una mejor
movilidad de las AgNPs. En suelos arenosos resulta una mayor pérdida de la
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poblacién microbiana, mientras en suelos francos no se observa muerte celular (Britt
et al, 2011)

Se pudo observar que el porcentaje de unidades formadoras de colonias, se redujo
a medida que aumenta la concentracion de Nanoparticulas de plata en el suelo,
con la concentracién de 0.01 mg/ml se obtuvo una reduccion del 24% en las UFC,
respecto al numero de UFC que tenia el suelo inicialmente, mientras que con la
concentracion de 0.06 mg/ml dicha poblacion se vio reducida en un 69%. Cabe
mencionar que las nanopatrticulas de esta Ultima concentracion, poseian tamafios
inferiores comparados con los de las otras dos concentraciones empleadas. Lo cual
guarda relacion con lo publicado por los diferentes autores; que el efecto
antibacteriano de las AgNPs depende, entre otros factores, del tamafio de las
mismas (Morones et al., 2005; Baker et al., 2005; Lok et al., 2007; Martinez et al.,
2010). Asi pues se han establecido que las nanoparticulas de tamafios mas
pequefios tienen mayor superficie disponible para la interaccidn con la superficie de
la membrana, lo que podria generar una alteracién de algunas funciones primarias
como la permeabilidad y la respiracién de las bacterias (Panacek et al., 2006) Otro
factor que influye significativamente sobre las propiedades antibacterianas de las
AgNPs es la carga superficial. Existen publicaciones en la literatura que muestran
que la atraccion electrostética entre la carga negativa de la membrana exterior de
la bacteria y la carga positiva de las nanoparticulas es crucial para la actividad
antibacteriana (Stoimenov et al., 2002; Hamounda y Baker, 2000; Sondi y Salopek-
Sondi, 2004).
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5. CONCLUSIONES

v' Se logré exitosamente Biosintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir
del Nitrato de plata, como sal precursora con extracto vegetal de hojas de
palma. Las nanoparticulas obtenidas fueron identificadas por
espectrofotometria UV-Vis con unas bandas caracteristicas a longitudes de
onda de 405 y 417nm, presentando forma semiesférica distribuidas en
pequefias aglomeraciones, con tamafios promedio de 32 y 27.9 nm
respectivamente obtenidos por SEM y una composicion donde predominan
elementos como el carbono, oxigeno, sodio, cloro y plata en mayor
proporcion, confirmando la presencia de compuestos de plata deseados en
las muestras.

v Elanalisis fisicoquimico inicial clasifico el suelo como Arenoso franco debido
a predominancia de arenas y arcillas. Caracterizdndose con un bajo
contenido de materia orgéanica, generando al suelo tan solo una pequefia
reserva de cationes intercambiables y porcentajes aceptables en el
contenido de nitrégeno y fosforo necesarios para el crecimiento de la
plantas. El suelo analizado presenta un pH acido y una conductividad de
0.16 ds/m, que lo convierte en un suelo no salino. La identificacién de grupos
de bacterias funcionales permitié realizar el conteo de colonias, donde se
evidencio mayor cantidad de bacterias relacionadas al ciclo del Carbono.

v' La adiciébn de las nanoparticulas de plata, genero cambios en las
propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas del suelo, a medida en que
aumentaba las concentraciones. Las AgNPs incidieron sobre las particulas
de arena, provocando una mayor dispersién de estas. También acidifico el
suelo de forma significativa. Pero sin duda la mayor afectacion fue sobre la
materia organica, las AgNPs redujeron el porcentaje de materia organica
inicial del suelo , ocasionando el deterioro de su calida, lo cual guarda
relacion con la disminucién de UFC obtenidas tras la adicién de las AgNPs.

v' Se comprobo el efecto antimicrobial que poseen las nanoparticulas de plata,
al evidenciarse la reduccion del 24%, 44% y 69% en la poblacion microbiana
de cada muestra de suelo analizada. Se confirmé la importancia que tiene el
tamafio de las nanoparticulas respecto al efecto inhibidor en las células
bacterianas; ya que con las muestras que contenian nanoparticulas de
menor tamafio y mayor concentracion, se obtuvieron los mejores resultados.
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v" Debido a los resultados y cambios obtenidos en el suelo, las nanoparticulas
pueden ser de gran ayuda en procesos de decadencia en cultivos causados
por microrganismos patdgenos, pero al mismo tiempo puede afectar al suelo
al inmovilizar y causar la muerte celular de las bacterias benéficas presentes
en el.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la caracterizacion fisicoquimica y microbiologica del
suelo, en el menor tiempo posible tras el muestreo, para garantizar que los
resultados no sean afectados por el cambio de temperatura y ambiente.

Se recomienda la esterilizacion y 6ptima limpieza de los utensilios empleados
al momento de realizar la preparacion y servido de medios, siembra e
inoculacién de las diluciones en la superficie, con el fin de minimizar las
posibles contaminaciones.

Se recomienda realizar la siembra de las diluciones a partir de 10! para
observar la opcion mas acertada del crecimiento de las bacterias para su
posterior conteo.

Se recomienda continuar la busqueda para obtener nanoparticulas de
tamanos inferiores a 10 nm, con el fin de aumentar su efectividad y de esta
forma disminuir el uso de altas las concentraciones y con ello evitar la
inhibicién en el crecimiento de bacterias y demas microrganismo importantes
en los procesos importantes del suelo.

Se recomienda tener precaucion al momento del manipular el Nitrato de
Plata, debido a que este reactivo y cualquier otro compuesto de plata, causa
coloraciones grises e irritaciones en la piel.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Analisis Quimico Nitrégeno total y Fosfato Total

% uggusidad FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
ntifi AMBIENTALES
X boltinina e
Reporte No: 144-016
1. DESCRIPCION DE LAMUESTRA

Cliente: Proyecto de investigacion - Docente Sandra Natalia Correa
Direccion: Universidad Pontificia Bolivariana - Seccional Bucaramanga Oficina K-406
Codigo: 144
Tipo de muestra: SUELO PALMERA PUERTO WILCHES
Lugar de Muestreo: N/A
Fecha de Muestreo: N/A
Fecha de Recepcion: 2016-06-15
Fecha de Reporte: 2016-07-13

REPORTE DE RESULTADOS

VARIABLE | UNIDADES | RESULTADO |

Fosforo Total* mg PO«/ Kg 711 SM 4500-P B, E

Nitrégeno Total* mg NTK/Kg 696 2016-06-28 SM 4500-Norg B - SM 4500 NH3 B, C
*Parametro no acreditado

(OBSERVACIONES

El muestreo fue realizado por el Cliente.
Condiciones de la muestra: Las muestras llegaron empacadas y etiqueladas por el cliente, a temperatura ambiente.

Revisd lverildad
G ’! Ponti
Bolivariana
i Y ; " T ChaL B ARATANGA P
Nombre; L4BORATORIO OF ESTUDIOS AMBIE
T e e ACREDITADOS0 17025

Tarjeta Profesional: PQ-4230
Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales

: “Los resultados reportados corresponden Unicamente a las muestras analizadas®
i ’Elamuﬂdoddupoﬂomnpumnprodudrmumomo solo en forma total previa autorizacion del Laboratorio de Estudios Ambientales”.
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