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1. RESUMEN

El aumento del cultivo de salmones en el mar altemhportantes consecuencias para el
ambiente marino, aunque la mayoria de los efecasahel momento no han sido
cuantificados por el hecho de estar a grandes umpdafades, como es el caso de los

sedimentos marinos.

A lo largo del proceso productivo del salmon, sen waliminando una serie de
contaminantes, los cuales contribuyen a un excesuoateria organica. Al degradarse esta
materia, se genera una gran cantidad de nutridogesuales permiten un aumento en la
produccién primaria y en algunos casos eutroficacilay compuestos que al ser
degradados pueden ser toxicos para cierto tipagensmo, como es el caso del amonio
(NH4") y nitrito (NOy), por lo que resulta de gran importancia el roé qicupan las
bacterias nitrificantes en el ciclo del nitrogeya,que son las responsables de la oxidacion
de estas formas toxicas a formas asimilables godiktintos organismos que habitan en el
mar. Por lo antes descrito, el objetivo generaledee trabajo es obtener un cultivo
enriguecido y evaluar su actividad nitrificante,nsiolerando como in6culo inicial un
sedimento proveniente de un centro de cultivosattaanes. Para cumplir este objetivo se
realizaron cultivos batch a escala laboratorio leofinalidad de enriquecer el sedimento
muestreado, a través de la alimentacién de unasogtico en nutrientes nitrogenados y

sales inorganicas.

Se evalud la cinética de eliminacion de los susgrauministrados, mediante las técnicas
analiticas de espectrofotometria, potenciometrigespirometria. Al mismo tiempo, se
realizé un recuento de unidades formadoras de iedd0FC) a fin de evaluar el estado del

cultivo.

Los resultados obtenidos indicaron que los congsrgacterianos de los distintos cultivos
presentaron bajas velocidades de crecimiento, debgllo, se detectaron producciones de
nitritos de 197 — 206 mg N-NQL para el caso de bacterias nitritadoras, mierjugspara

las nitratadoras producciones de 404 - 631 mg N/NO



En la respirometria realizada para bacterias atoitas, se observa que los mayores
consumos de oxigeno, se registraron a la concémrags baja, la cual fue de 50 mg N/L,
con consumos de 1,09 mg/Dy velocidades de consumo de oxigeno (VCO) d8 &0
O,/L-min, determinandose un consumo neto de oxigéMN®D) de 0,055 mg &£L-min. A
medida que aumenta la concentracion del susteatadacidad de las bacterias para oxidar
compuestos fue disminuyendo. Lo mismo se explicga pas respirometrias realizada a
bacterias nitratadoras, con la diferencia que ept@sentan consumos de oxigeno
inferiores, siendo de 0,32 mg@/O con VCO de 0,031 mg £4.-min y un CNO de 0,0122
mg Qy/L-min.

Los bajos valores obtenidos tanto en la generad®mproductos finales, aumento en
biomasa y ensayos respirométricos, corroborari@ajatasa de crecimiento que presentan
las bacterias nitricantes.

Por medio de este estudio se puede concluir queaeterias presente en los sedimentos,
poseen una baja actividad nitrificante. Aunquedokivos se realizaron bajo condiciones
Optimas de laboratorio, las bacterias nitrificantes fueron capaces de oxidar
eficientemente las concentraciones suministradesntkilos cultivos, debido a lo cudl, se
podria concluir que los sedimentos del fondo maspa incapaces de oxidar la gran
cantidad de compuestos nitrogenados, generadasfzoactividad acuicola.



2. INTRODUCCION

2.1. Aspectos ambientales de la salmonicultura

Durante la dltima década, Chile ha experimentadocratimiento exponencial en el
desarrollo del cultivo de salmén, convirtiéndoseuao de los principales productores a
nivel mundial (Pizarro, 2006).

La salmonicultura se da preferentemente en la®megi X y Xl, dado las caracteristicas
geogréficas y oceanogréficas que estas zonas faassiendo lugares propicios para dicha
actividad. Su aumento a influido directamente emetlio ambiente donde se desarrolla y
pese a la gran amplitud y magnitud de sus efechisesmtales, el conocimiento de esto en
Chile es vago en la mayoria de los casos, dadomywhas veces esta basado en estudios
gue no cumplen con estandares técnicos que perm#arcuenta real de la situacion
ambiental (Buschmaret al, 1996; Buschmann, 2001).

Dentro de las fuentes de contaminacién se puedeiomam, el uso indiscriminado de
antibioticos en comparacion a otros paises, debdidoe no sélo se les suministra a los
peces enfermos, sino que también a los sanos, doreana resistencia a futuros
medicamentos. Sin embargo, el uso de antibidtieasit experimentando cambios, se esta
pasando de una suministracion indirecta (por medialimentos y masa de agua), a un uso
directo, mediante vacunas. Ademas se registranciogpgor los desechos organicos de
peces y los residuos de la alimentacion, cuyo efpdncipal es la eutroficacion de las
aguas (Claude & Oporto, 2000). EI aumento de miege afecta directamente a la
produccién de salmones, permitiendo el aumentoaefrelcuencia e intensidad de las
afloraciones de algas, las cuales al concluir slo,csedimentan y se acumulan en el fondo
(Salamanca, 2006). Algunos tipos de algas son megjptes de la fabricacion de una
especie mucosidad, la cual puede recubrir las amgale los salmones, causandoles
infecciones, hemorragias, sofocacién y muerte,ua significa grandes perdidas para la

industria salmonera.

El aporte de materia organica, en situaciones mesepuede permitir acumulacién de

sedimentos anoxicos y sulfurosos bajo los centcogcalas, siendo este un problema de



tipo localizado, debido a que la contaminacion isgasjusto bajo las balsas-jaulas de
cultivo, estas condiciones extremas, producen igsminucion de la diversidad de especies,
donde solamente pueden permanecer especies quecagates de tolerar dichas
condiciones. La generacion de sedimentos anoxieoensuentra controlada por las
condiciones oceanograficas, morfologicas y coregrmtel sitio en cuestion, como también

de la distancia entre el fondo marino y la balségjédBuschmanet al, 1996).

Estudios realizados sustentan que cada toneladprgdece la industria salmonera genera
2,5 toneladas de residuos por concepto de alimetidosie aproximadamente se encuentra
un desperdicio de 9,8 kg fésforo y 78 kg nitrdgemee no son aprovechados por los peces
en cultivo, lo que implica que el cuerpo de agumente su productividad debido al
incremento en el ingreso de nutrientes. Si el fastoaplica a las mas de 200 mil toneladas
de salmones que Chile produce al afo, es facilaiebths impactos que puede provocar la

salmonicultura en el ambiente (Buschmahal, 2001).

Soto (2002), cuantificd las concentraciones dedgéno disuelto en aguas de lagos
oligotroficos continentales (lago Llanquihue y Ropa) y en Chiloé (lago Natri y
Huillinco). Realizé andlisis de sitios impactadosmo también de sitios controles. Los
datos demostraron una tendencia a aumentar lagmpaciones de nitrogeno disuelto en
sus aguas, indicando que algunos lagos contineraédanzaban valores mas altos que los
seflalados en estudios realizados previamente jengpr que la salmonicultura, tiene una

influencia mayor a la sefialada.

De igual forma Buschmann (2002) realizo estudiogaras costeras del Sur de Chile, en
sitios impactados y sitios controles, cuyos datieerm@dos no mostraron un aumento de
compuestos nitrogenados inorganicos disueltos eocolamna de agua asociados a la
salmonicultura, sin embargo, la zona de la coste He Chiloé presenté mayores
concentraciones, especificamente en la zona den&el obteniendo valores de 0,1-1,0
mg N-NG;/L en las zonas controles, bajo balsas jaulas @ NANG;/L y 0,1-0,4 N-NQ

/L en agua intersticial bajo balsas jaulas. Lagidad de nitrdgeno registradas en las zonas
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costeras, se podria deber a escurrimientos costerague explicaria los aumentos de

nitritos en fiordos y canales.

Troell etal., (1997) realiz6 experimentos con algas instaladdas proximidades de balsas
jaulas, indicando que los contenidos de nitrogammaemtaban significativamentks cual
sefiala que las instalaciones de salmones son @méefeoncreta de nutrientes para el

media

2.2. Actividad bacteriana en el ambiente marino

Normalmente los ambientes acuaticos pueden metababsiduos organicos, mediante la
accion de colonias bacterianas que habitan tanta ealumna de agua, como también en
los sedimentos marinos, siendo en gran parte lzergadas del reciclamiento de nutrientes
en el mar. La degradacion de esta materia orgalgsapermite obtener los nutrientes
necesarios para su normal desarrollo y aumentaanalsa (Pantojat al, 2004). Estas
bacterias se encuentran altamente especializadds goe se refiere a utilizacion de
nutrientes, por lo que es posible diferenciar eatpeellas de tipo heterotréficas y bacterias

de tipo autétrofas.

Las bacterias heterotroficas en esta zona, soeneargadas de la descomposicion de la
materia orgénica, produciendo nutrientes inorg&nfcee., nitrégeno y fosforo) en la forma
soluble, permitiendo en gran parte el proceso deeralizacion o regeneracion de
nutrientes, lo cual es de suma importancia enseérsia marino. Su capacidad para asimilar
las diversas sustancias dependera de la especmuemtion y de diferentes factores
ambientales dentro de los que se pueden menci@remiperatura, salinidad, presion, etc.
Estas bacterias s6lo pueden utilizar sustanciagltks, por lo tanto, la materia que aparece
en forma de particulas, debe ser disuelta previtangor enzimas extracelulares, lo que

finalmente les permitira su utilizacion.
A diferencia de lo antes descrito estan aquellateldas que requieren de una fuente de

carbono inorganico para su desarrollo, son laspie autétrofas, pudiendo encontrar en

ellas las bacterias fotosintétizadoras, es decieléas que requieren de luz para activar sus
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cloroplastos y asi poder sintetizar moléculas dogdny las bacterias quimiolitotréficas, las
cuales utilizan componentes inorganicos reducidosioc fuente de energia, para la
reduccién de C@en carbono organico (Campbetlal, 1966) y el resto de los elementos a

partir de sales minerales (Rittenberg, 1969).

Tanto las bacterias heterétrofas como las aut@rofgotosintétizadoras vy
guimiolitotroficas), requieren de un medio con @xig, utilizandolo como aceptor final de

electrones.

2.3. Ciclo del nitrégeno
El nitrogeno resulta ser fundamental para la vaaye es un componente basico para las

proteinas. La Figura 1 muestra las etapas prirespig! ciclo del nitrogeno.

Este ciclo consta de varias etapas, siendo la mitaeamonificacion en la cual se produce
la conversion del nitrogeno organico (i.e. protgjren amoniaco. A continuacion ocurre el
proceso de nitrificacion, en el cual el amoniacaxddado por medio de bacterias a nitrito
y nitrato, siendo esta una etapa de gran impodagaique el amoniaco en concentraciones
altas resulta ser téxico para la vida acudtica.abdgsencia de oxigeno se produce la
desnitrificacion, en la cual el nitrato es reducdoitrito, donde sus productos finales son el
oxido nitroso (NO) o nitrégeno molecular @) esta via constituye la pérdida de nitrégeno
gaseoso para el océano. La capacidad de las laaatierireducir el NOa NO 6 N, ocurre
cuando estan en presencia de bajos niveles denax{g@mowles, 1982). En esta etapa el
aceptor final de electrones es el nitrato en lalgaoxigeno para su respiracion, por lo cual
para que se lleve a cabo, sera necesario que & meduente con oxigeno libre (Capone,
2000).

Una vez que el nitrato es agotado en la columragda o en los sedimentos, comienzan a

predominar las bacterias reductoras de sulfata@uakes utilizan sulfato, tiosulfato o azufre

elemental como aceptor de electrones (Paetaogd, 2004).
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Figura 1. Ciclo biologico del nitrégeno.

2.4. Nitrificacion

2.4.1. Antecedentes generales de la nitrificacion

En el ambiente acuético el proceso de nitrificagéesenta un rol importante, ya que por
medio de la actividad biolégica, el amonio es oda@la formas menos toxicas como lo son
el NO; y NO;s.

En este proceso participan dos grupos de micrommgas, los cuales se diferencian en las
rutas mediante las cuales obtienen su energia. sk ferma se encuentran aquellas
bacterias que obtienen su energia por medio deida@on de compuestos inorganicos de
nitrogeno, siendo estas de tipo autétrofas (bastemitrificantes) y las bacterias
heterotroficas, las que obtienen energia por meldiola oxidacion de compuestos

orgéanicos.
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Dentro del grupo de bacterias nitrificantes estgestncontrar la famili&litrobacteraceae
(Bergey's, 1989). Son las responsables de la diitlddologica del N a NG~ y NOs™.

La mayoria de las especies son Gram (-), sus tasmadrgan entre 0,3-2,5 um, algunas
presentan movilidad y son del tipo quimiolitotrasc(Campbelet al., 1966), aunque hay
algunas excepciones como |&§itrobacter Winogradsky las cuales pueden crecer
guimioheterotroficamente, el resto son quimiolifds obligadas. Habitan en distintos
tipos de habitat que van desde los suelos, agessa y ambientes marinos (columna de
agua y sedimentos) y en su mayoria en ambientébiees. En la tabla 1 se muestran

bacterias que oxidan amonio y nitrito.

Tablal. Bacterias nitrificantes

Oxidacién de amonio Oxidacion de nitrito

Nitrosomonas europaea  Nitrobacter Winogradskyi
Nitrosococcus nitrosus Nitrospina gracilis
Nitrosococcus oceanus Nitrococcus mobilis
Nitrosovibrio tenuis Nitrobacter agilis
Nitrosospira briensis

Nitrosococcus mobilis

De todas las especies nitrificantes mencionadds, @ds géneros han sido los mas
estudiados, ya que son las que comunmente hanesidontradas y corresponden a

Nitrosomonag Nitrobacter.

La oxidacion total del amonio (N, por medio de estas bacterias ocurre en dossetapa

12 Etapa

NH" +1,5Q 22H" +H,0 + NGO (1)
22 Etapa

NQ@ +0,5Q > NOs 2)
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En el caso de la primera etapa se produce la agidael amonio a nitrito, por lo que se le
conoce como nitritacion (1) y es generado porN@sosomonasy la segunda etapa se
produce la oxidacion de nitrito a nitrato por lxidn de lasNitrobacter, denominandose

nitratacion (2). En ambas reacciones hay despreedicnde energia, la cual es utilizada
por las bacterias para su crecimiento y mantenimieelular, obtenida a partir de fuentes
de carbono inorganico como didxido de carbono, rbmaato y carbonato. Pero esta

energia resulta ser baja, lo cual repercute eassude crecimiento, siendo demasiado lenta.

2.4.2. Factores que controlan el proceso de nitrdacion
Existen una serie de factores que afectan el ppodesnitrificacion, entre los cuales es

posible mencionar los siguientes:

a) pH: es la forma de medir la concentracion de iae$idrogeno en una solucion. El
crecimiento de las bacterias nitrificantes en ealtesta determinado por este tipo de
variable, presentando un efecto significativo. tec® del pH sobre este tipo de bacterias

se puede desglosar en tres etapas.

-Activacion-desactivacion: etapa en la cual esteiaglo el equilibrio entre iones'H
y OH. El valor de pH éptimo para las bacterias tantb gémeroNitrosomonascomo
Nitrobacter, se encuentra entre 7,5-8,5.

-Nutricional: ligada a la alcalinidad del medioté&sstado se debe a la forma en que
se puede encontrar en el medio el carbono mingido este el sustrato basico de los
organismos quimiolitotroficos. De modo que el euib quimico es en funcion del pH.

CG?%> HCO®> Cco, 3)

-Inhibicion del proceso: producto de sustanciasacogncentracion es en funcion

del pH (amoniaco libre, acido nitroso libre y metapesados).

15



b) Temperatura: es un parametro que influye dineetde sobre el proceso de nitrificacion,
afectando tanto su velocidad de crecimiento commbign la constante de saturacion. Los
microorganismos nitrificantes son muy sensiblesadambios bruscos de temperatura, por

dicha razon requieren de un tiempo de aclimatguéda alcanzar valores estables

c) Oxigeno disuelto (OD): el crecimiento de lastéaas nitrificantes esta controlado por la
cantidad de oxigeno disuelto presente en el meg@iogue estas son bacterias del tipo
aerobio y para su normal desarrollo requieren dadéiméas puede ser considerado como un
sustrato limitante para ellas, es decir el OD deitea la oxidacion del nitrégeno amoniacal
pasando a nitritos y finalmente a nitratos cuyasgfiormaciones solamente ocurren en
medios que contengan bastante OD. Las bacterigBcaittes son mas sensibles a las
concentraciones de OD que las bacterias hetersfrpta o que podria hacer disminuir
considerablemente su crecimiento en cultivos nogura disminucion del OD les influye
directamente, ya que les impide la acumulacionit#as en el medio, y de igual forma
disminuye las velocidades de crecimiento, desajsr@g para valores de oxigeno
inferiores a 0,5 mg &L, por el contrario, si en el medio existe una a&loncentracion de
oxigeno, este no presenta algun efecto significaobre el cultivo, ya que la nitrificacion
puede ser llevada de igual forma, incluso se hpart@do con 60 mg 4L, sin inhibicion
del proceso. La velocidad maxima de crecimientooBgene con concentraciones de
oxigeno de 7 mg £L. Estequiométricamente para oxidar 1g de nitrégamoniacal, se

requieren 4,57 g de oxigeno.

d) Concentracion de sustrat@stapuede resultar perjudicial para el normal desarrod
su cinética de crecimiento. El crecimiento Mierosomonasse encuentra limitado por la
concentracion de amonio y para el casdNdeobacter,su crecimiento esta limitado por la

concentracion de nitrito presente en el medio dié/ou
e) Toxicos e inhibidores: se habla de inhibidorglscdecimiento bacterial, a la presencia de

microorganismos distintos a las bacterias nitnftea, ademas de la concentracion en la

cual se encuentren en el medio. Es por esto quétaede gran importancia bajo estas
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condiciones la concentracion de bacterias nitrifiea que hay en el medio, como también
del modo, duracion de la exposicion, el régimennuezcla y si las condiciones de

operacion son las adecuadas o no, para el norrsatrdéo de éstas.

Dependiendo de todo lo antes descrito, el efecticd@uede ser parcialmente inhibitorio
para las bacterias nitrificantes con lo cual cargmcreciendo, pero oxidando el amonio a
una menor velocidad. En el caso que el efectolsmaente toxico, pueden existir dos rutas
para estas bacterias, aunque en ambas se detiaotvidad bacterial, ya que en algunos
casos esta inhibicion puede ser detenida, perrdaige las bacterias comiencen a crecer
nuevamente o hasta el punto de producir la inagtima de los microorganismos

nitrificantes.

Diversos estudios con respecto a sustancias inhdstpara el crecimiento de las bacterias
nitrificantes, han permitido establecer que dedidas sustancias mas toxicas es posible
mencionar la tiurea, cianuro, compuestos de nitrdganilina) y algunos metales (cobre,

cromo, plata, mercurio, entre otros).

f) Interaccion entre bacterias nitrificantes y hétefas: existe una competencia entre
bacterias del tipo autétrofas como heterétrofagju@ambas requieren de oxigeno disuelto
y espacio. Aunque algunas veces estas interaccresakan no ser perjudicial, segun ha
sido demostrado por algunos estudios, ya que gmotigo determinar que las bacterias
heterdtrofas son capaces de producir ciertos costgmieque pueden estimular a las
bacterias nitrificantes Ademas, pueden degradatamstias que para las bacterias
nitrificantes resultan ser inhibitorias y en el @wade las bacterias nitrificantes, ellas
producen y eliminan productos microbiolégicos stdabaumentando de esta forma el

sustrato para las heterétrofas.
2.5. Cinética del crecimiento de nitrificantes

De acuerdo a la Figura 2, se pueden distinguiradases en el crecimiento de bacterias en

cultivos realizados en sistemas discontinuos chbatc

17



-Fase de retardo: En esta fase los microorganismoessitan de un tiempo para adaptarse a

las caracteristicas del cultivo, se produce inmadiante después de inoculado el cultivo.

-Fase de crecimiento exponencial: Tiene lugar emrmedio en el cual las bacterias se
encuentran ante un exceso de alimento, las bactiancuentran en plena reproduccion a
una velocidad que es la maxima. La tasa de crecim@ependera casi exclusivamente de

las bacterias disponibles para asimilar el sustrato

-Fase estacionaria: La poblacion permanece coestieiiido a que se agota el sustrato,

razén por la cual se detiene el crecimiento.

-Fase de muerte: Durante esta fase la tasa deliohadi@xcede la tasa de generacion de
células nuevas, ya que por falta de sustrato, datebas metabolizan su propia materia

celular.

Logaritmo Fase estacionaria

del nimerdg
de células

Crecimiento exponencial

Fase de retard

Fase de muerte

| Tiempo

Figura 2. Curva tipica de crecimiento bacteriangistema batch.
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En cultivos de bacteria nitrificantes, es posild¢edminar las velocidades de consumo de
sustrato, tanto para bacterias nitritadoras comdbitan para bacterias nitratadoras.

I NH4+ = VCO

f @)

donde:
I' vna+: Velocidadde consumo de amonio (mg /L-min)

VCO: velocidad de consumo de oxigeno (mg/L- min)

F: factor estequiométrico para bacterias nitritador

Esta velocidad de consumo se puede expresar tapdiarbacterias nitritadoras. El factor
estequiométrico registrado en estudios previosa mdrcaso de bacterias nitritadoras
corresponde a 3,43 g/ N, mientras que para nitratadoras es 1,14/g 8 (Sanchez,
1996). Si estas respectivas velocidades de consenaividen por la concentracion de la
biomasa (g SSV/L) presente en los cultivos, seenbh las respectivas actividades
nitrificantes.
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3. HIPOTESIS

H,: Es posible enriquecer un sedimento provenientardeentro de cultivo de salmones,
para aumentar la actividad nitrificante presentdieho sedimento.

H.: No es posible enriquecer un sedimento provenidaten centro de cultivo de salmones,
para aumentar la actividad nitrificante presentdieho sedimento.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Obtener un cultivo enriquecido y evaluar su actdidchitrificante considerando como
indculo inicial, sedimento proveniente de un cedeaultivos de salmones.

4.2 Objetivos especificos

- Obtener cultivos de bacterias nitrificantes emecjdos partiendo de un sedimento

proveniente de un centro de cultivos de salmones.

- Evaluar la actividad nitrificante presente ersedimento enriquecido.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Toma de muestras en el ambiente natural

Consorcio bacteriano. Las bacterias utilizadas [garaalizacion del cultivo in vitro fueron
obtenidas de sedimentos superficiales bajo baksalas) de centros de mar. Una vez
extraidas las muestras de sedimentos, se trastadaeo recipientes herméticos al
laboratorio de biotecnologia del Centro de Ciengiabientales EULA-Chile.

5.2. Preparacion de los medios de cultivo
a) Medio de cultivo. Debido a las etapas de ldfigi#icion, se elaboraron dos medios de

cultivos, uno para las bacterias nitritadoras g atedio para las bacterias nitratadoras.

-Medio de cultivo para las bacterias nitritador@s. la tabla 2, se muestra el medio de

cultivo utilizado para bacterias nitritadoras, egeaas de la oxidacion del amonio a nitrito.

Tabla 2. Medio de cultivo para bacterias nitritaor

Reactivo Concentracién(g)
(NH4)2SOy 1,0
KoHPO, 0,5

NaCl 2,0
MgSQO, x 7TH,O 0,2

FeSQ x 7H,O 0,05
CaCQ 6,0

Rojo fenol (0,5%) 0,01
Agua destilada 1L

pH 7,6

Fuente: Austin, 1990
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- Medio de cultivo para las bacterias nitratadoEas.la tabla 3, se muestra el medio de
cultivo utilizado para las bacterias nitratadoraiscargadas de la oxidacion del nitrito a

nitrato.

Tabla 3. Medio de cultivo para bacterias nitratador

Reactivo Concentracion(g)
NaNG, 2,0
KoHPO 0,15

NacCl 0,5
(NH4)6M07024 X 2H,0 0,0005
FeSQ X 7 H,O 0,00015
CaCQ 0,007
MgSO, X 7 H,O 0,05

Agua destilada 1L

pH 8,6

Fuente: Austin, 1990

b) ProcedimientoPara la elaboracion de ambos medios de cultivogessario contar con
una balanza de tipo analitica, permitiendo asiiz&aluna pesada mas exacta de los

constituyentes de cada medio.

Una vez que cada compuesto ha sido pesado, dabagregados a un matraz, adicionando
1L de solvente. Este solvente debera estar enrnapangion de 400:600 ml de agua de mar
y agua destilada respectivamente. Todo el contetédocada matraz debe ser agitado para

gue se realice la mezcla de todos los constitugente

Una vez elaborado cada medio de cultivo, se deh&atar el pH, para el caso de las
nitritadoras deber& ser 7,6 y para las nitratad®@sDe no encontrarse en dichos valores
es necesario ajustar, agregando una base o unsagdo sea el caso. Realizado este ajuste,
el medio debera ser esterilizado en autoclave pg@etiodo de 15 min a 121 °C. Finalizado

el autoclavado los matraces son puestos a temperatnbiente para que disminuya la
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temperatura del medio, permitiendo de esta fornea sspan guardados hasta su posterior

utilizacion.

5.3. Cultivo de bacterias en batch

Los cultivos de bacterias se realizaron en sistebash, los cuales operan de forma
discontinua, ya que los nutrientes ingresan poriandd una corriente de alimentacion,
pero no existe una corriente de descarga, o goeopa variaciones en el volumen del

sistema.
Para una mayor representatividad de los resultagosnplementaron 4 sistemas batch, de
los cuales 2 corresponden a cultivos con amoniaoelemento principal del sustrato y los

otros 2 cultivos, con nitrito elemento principal destrato (Tabla 4).

Tabla 4. Cultivos

Medio de cultivo

Batch alimentado Evaluacion actividad Denominacion ei@xio
1 Tabla 2 Bacterias nitritadoras Cultivo 1
2 Tabla 2 Bacterias nitritadoras Cultivo 2
3 Tabla 3 Bacterias nitratadoras Cultivo 3
4 Tabla 3 Bacterias nitratadoras Cultivo 4

Se utilizaron matraces de 500 ml para construia cadtivo, y a cada matraz se le agrego
200 ml de medio de cultivo, dependiendo de la e&pela a realizar (nitritadoras y

nitratadoras), mas un inéculo de sedimento (5 naygniente del centro de mar.

Debido a los requerimientos ambientales que estatefias necesitan para su normal
desarrollo, fue necesario crear un ambiente totatieneerrado (camara de incubacion), lo
cual permitié que estas bacterias fueran incubadssuridad, con un rango de temperatura
entre 25-30°C y aireacion continua por medio deguaras conectadas a una bomba de

aireacion (Figura 3).
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Figura 3. Sistema de incubacién bacterial parajaader un cultivo de nitrificantes.

Para la obtencion de muestras de bacterias raintés de cada cultivo, era necesario
desconectar cada sistema de la cAmara de incubaaiar el sistema de tapdn e introducir

una jeringa, extrayendo 10 ml de inéculo, los quatsizaron para los respectivos analisis.

A fin de evitar la existencia de solidos en susygengue puedan sesgar los resultados, se

utilizé un filtro de membrana de 0,45 um de diamet poro.

5.4. Determinacion de actividad nitrificante

La respirometria es una técnica basada en la meadicinterpretacion de la velocidad de
consumo de oxigeno por parte de microorganismas, cleales se encuentran bajo
condiciones experimentales. La cantidad de oxigemwsumido depende, tanto de la
concentracion de biomasa existente, como tambiéla dantidad de sustrato disponible
para ser degradado. Esta técnica presenta unadsevientajas dentro de las que se pueden

mencionar los bajos periodos de tiempo que requirs analisis y su amplia aplicacion

Para determinar la tasa de consumo de oxigeno pdiontle esta técnica analitica fue

necesario contar con:

-Monitor biolégico de oxigeno YSI 5300
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-Bafio estandar YSI 5300
-Sensor de oxigeno
-Muestras de sedimento bacteriano

-Procedimiento: Es necesario contar con biomasd#icante, por lo que se utiliza una
cierta cantidad de los cultivos implementados. &ntle realizar el respirograma, es
necesario calibrar el sensor de oxigeno medianteofeentracion de oxigeno inicial
presente en una muestra de agua determinada (&pmmg Q/L). Para realizar los
respectivos respirograma, se debe introducir einetb al vial del ensayo, el cual se
mantiene termostatizado a 22°C. El oxigeno diswtoide con el sensor de oxigeno, el

cual se encuentra conectado a un monitor bioladgcoxigeno que registra el %0,

Primero se realizan ensayos al lodo solo, el caalesponde al blanco, lo que permite
determinar el consumo enddgeno de oxigeno y postente se inyecta en el vial distintas
concentraciones de sustrato. El sustrato para taolale bacterias nitrificante debio ser
diferente, siendo elaborado en base de P8O, para bacterias nitritadoras, mientras que
para bacterias nitratadoras, se elaboré en basaN®DINNde los cuales se prepararon 5
concentraciones para cada caso (50mg N/L, 100mg M@mg N/L, 250mg N/L, 500mg
N/L), obteniéndose los respectivos respirogramasia@nalisis de consumo de oxigeno se
realizé por periodos de 15 min. Durante este tiempaegistraron los mg.Q, cada 15
segundos.

Cada ensayo fue realizado por triplicado, de l@desuse calcularon promedios para cada

medicion.

5.5. Determinacion de solidos suspendidos volatiléSSV)

La medida de SSV es una aproximacion de la cora@atr de biomasa presente en el
cultivo. Previo a la determinacion de SSV, es reesleterminar los sélidos totales (ST)
de la muestra. Para esto se tomé6 un volumen candeidnuestra, el cual fue puesto en una

capsula de porcelana, y puesto a evaporar y sacan& estufa a 103-105°C hasta peso
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constante durante 24h. Posteriormente se reticapgaula de la estufa y se coloca en el
desecador para luego pesar. Una vez que se olgievedor de ST, la capsula con la
muestra, debe ser calcinada a 550°C hasta pestamnienduego se retira, se coloca en el
desecador y finalmente se pesa. La perdida de gescexperimenta la muestra al ser

calcinada a 550°C, corresponde a la cantidad dede3& muestra.

5.6. Recuento en placas

Este método se utiliza para el recuento de bastei@bles heterotrofas de un cultivo, pero
en este experimento se implementd para cuantificatimero de colonias/ml que hay en
cada cultivo de bacterias nitrificantes, para lalas necesario utilizar un medio solidé
selectivo. En este caso se utilizo el mismo medipleado para la alimentacion de los

sistemas de cultivos (Tabla 2 y 3).

- Procedimiento: Se extrae una muestra de 1 mlada cultivo y se realizan diluciones

hasta el nivel que sea necesario, lo que depemnigelad carga microbiana presente en los
cultivos. De cada dilucion se extrae 0,1 ml, ell@sapuesto en la placa petri con medio
correspondiente para cada caso, es decir, se oumriglacas con medios para nitritadoras
y nitratadoras. El in6culo debe extenderse consarda vidrio en angulo recto, la cual debe
ser impregnada en alcohol y pasada por el meclnégs de cada uso. Realizada la siembra,
la placa se debe invertir e incubar por un perel@2 h, pasado dicho periodo se procede
a contabilizar las colonias, siendo necesario selear aquellas placas que presenten un
crecimiento entre 30 y 300 colonias aproximadaméfiteelmente se registra el nivel de

dilucion y el nimero de colonias por placa.

5.7. Métodos analiticos

5.7.1. Determinacion de amonio

-Método del fenol El indofenol es un compuesto de azul intenso quéosea por la
reaccién del amonio, hipoclorito y el fenol catatip por el nitroprusiato de sodio. Para la
determinacion de amonio es necesario elaborar omplejo de magnesio y calcio con
citrato elimindndose de esta forma las interfe@n@roducidas por la precipitaciéon de

estos iones a pH elevado. No hay interferenciamds formas trivalentes de nitrégeno.
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a) Reactivos
-Solucion madre de amonio. Disolver 3,819 g deGlHanhidro, secado a 100 °C, en 1
L de agua destilada 1,00 ml = 1,00 mg N = 1,2 mg.NH

-Patrones. Realizar la curva de calibrado prepargationes entre 0 y 1 mg/L de N-

NH3 a partir de la soluciéon madre de amonio.

-Solucién de fenol. Mezclar 11,1 ml de feneB9%) con alcohol etilico al 95% hasta

un volumen total de 100 ml.

-Nitroprusiato de sodio, 0,5 %. Se deben disolvergOde nitroprusiato de sodio en 100
ml de agua destilada.

-Citrato sodico. Disolver 200 g de citrato trisaic 10 g de hidroxido sédico en 1 L de
agua destilada.

-Hipoclorito de sodio, solucion comercial del 5 Esta solucion se descompone muy
rapidamente una vez abierta la botella. Reemptzta dos meses.

-Solucién oxidante. Mezclar 100 ml de citrato s6dion 25 ml de hipoclorito sédico.
Preparar diariamente.

b) Procedimiento

Se deben tomar 2,5 ml de muestra, y afadir 0,1 enkalucion de fenol, 0,1 ml de
nitroprusiato de sodio, y 0,25 ml de solucion origa Es necesario agitar después de cada
adicion. Estas muestras deben cubrirse o dejdteetanue a temperatura ambiente durante
1 h, periodo en el cual se desarrolla el color.cédbr es estable durante 24 h. A
continuacion se mide la absorbancia a 640 nm medespectrofotometria y se determina

la cantidad de amonio presente en cada muestra.
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5.7.2. Determinacion de nitrito
Para determinar la concentracion de nitrito en ecadastra, se utiliza el método analitico

de espectrofotometria.

a) Reactivos:
-Agua exenta de nitrito. Se debe contar con aguestdada o destilada,

desaionizada, de la maxima pureza para preparas tad soluciones y disoluciones.

-Solucion patrén de nitrito. A partir de una sotutiestandar de nitrito de 1000
mg/L, se preparara una solucion estandar de nitt#o50 mg/L. Debido a los bajos
volimenes que se requerirdn para analisis posters®ra necesario preparar un volumen
de 100 ml. Para lo cual en un matraz aforado dembD8e agregan 5 ml de solucién

estandar de nitrito y es diluido hasta el aforo @agna destilada.

-Reactivo coloreado para la determinacion de aitiin un matraz de 1000 ml se
deben agregar 800 ml de®i destilada, 100 ml de &acido fosférico;RD, 85%) y 10 g de
sulfanilamida. Tras disolver completamente la suldenida, debe agregarse 1 g de
diclorohidrato de N-(1-natftil)-etilendiamina. To@sto debe ser mezclado para disolver y
diluir con agua destilada hasta obtener 1 L decgsmiu La solucion es estable por

aproximadamente 1 mes y debe conservarse en onifiig, en un frasco oscuro.

b) Procedimiento

-Preparacion curva de calibracion. Para realizaculzva de calibracion de nitrito en el
espectrofotometro (540 nm), es necesario dilusolacion patron antes preparada de nitrito
(50 mg/L), para lo cual se preparan diluciones @enflg/L, 0,4 mg/L, 0,6 mg/L, 0,8 mg/L,

1 mg/L, y diluidas en 100ml de agua destilada.
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Tabla 5. Conversidon de concentracion a volumen

Nitrito (mg/L) Solucion (ml)
0,2 0,4
0,4 0,8
0,6 1,2
0,8 1,6
1 2,0

Una vez preparadas las soluciones estandaresirae ee cada una de ellas 25 ml, a los
gue se le adiciona 1 ml del reactivo coloreadca Bstlucion es agitada y en el caso que se
produzca la formacion de un colorante azo purpojiac producto del acoplamiento de la
sulfanilamida diazotada con el diclorhidrato, deieara la medicion de nitrito. La
medicion de nitrito, se puede realizar hasta 1 Heradicionado el reactivo coloreado, si no
es posible obtener resultados con un alto sesgo.

A parte de las soluciones estandares preparadesesario realizar una solucién blanco, la

cual es elaborada a partir de 25 ml de agua dédstitads 1 ml de reactivo coloreado.

-Medicion de la muestra. Una vez realizada la cdevaalibracion para el nitrito, se
procede a determinar la cantidad de nitrito presentcada muestra, para lo cual se deben
extraer 0,45 ul de muestra extraida de cada cujtigituirse a 100 ml. Posteriormente se
extraen 25 ml y adiciona 1 ml de reactivo colored&tkia mezcla debe ser agitada. Al igual
gue en la curva de calibracion es necesario leoealbn de un blanco. La medicién de
cada una de las muestras, se debe realizar ercatlplide tal forma de poder comparar
valores obtenidos y ver si realmente existe laawi@h del amonio que contiene el medio

de cultivo elaborado.

5.7.3. Determinacion de Nitrato

La determinacion de la concentracion de nitratsgmee en la muestra se realizo a través
del método del electrodo de nitrato, el cual essansor selectivo que desarrolla un
potencial a través de una membrana delgada, paresde. El electrodo responde a la
actividad del ion N@ entre aproximadamente 2§ 10" M (0,14 a 1400 mg N© N/L).
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a) Reactivos:
-Agua exenta de nitrato. Se debe contar con agdastiada o destilada,

desaionizada, de la maxima pureza para preparas tad soluciones y disoluciones.

-Solucion de Sulfato Amonico Ferroso (ISApara la elaboracion de ISA es
necesario pesar 19,607 g de Fe NESO,).6H,0 a los cuales se le deben incorporar 20 mi
de HSO, concentrado y diluirse a 1000 ml.

-Reactivo para determinacion de nitrato. Para #&bahcion de esta reactivo se
deben mezclar 0,5 g sulfato de plata, 0,3 g &cidi@reico y 10 g sulfato de aluminio,

posteriormente esta mezcla debe llevarse a pH 4,5.

-Solucion madre de nitrato. Solucion elaborada asela nitrato sédico (KNQ
pero este antes de ser utilizado, debe ser sepagialgrno a 105°C durante 24 h. Una vez
realizado este paso, se deben disolver 0,728 gunaestilada y diluirse a 1000 ml; 1 ml=
100 pg N@-N. Para que esta solucién se conserve es neceggeigar 2 ml de CHgL.

Esta solucion preparada es estable durante un mohén® meses.

-Soluciones patron de Nitrato. Se deberan prepgasmiuciones patrones de nitrato
a distintas concentraciones (1 mg/L, 10 mg/L, 1@0n1000 mg/L), para lo cual se deben
diluir 0,1.ml; 1 ml; 10 ml de solucién madre (108@/L) y deben llevarse a 100 ml en un
matraz aforado. La cuarta solucidén patron a prepamaesponde exactamente a la misma
concentracion de la solucién madre, por lo cuaésmecesario diluir, es decir, se utiliza

directamente en la curva de calibracion.

b) Procedimiento

-Preparacion curva de calibracion. Para la redbpade la curva de calibracion se deben
agregar 10 ml de la solucion estandar preparadd (1,100, 1000 mg/L) a un vaso

precipitado de 80 ml y agregar 600 ul de ISA, méd tle reactivo para nitrato. Luego esta
mezcla debe ser puesta sobre un agitador magnétseointroduce el electrodo para la

determinacion de nitrato. Al cabo de aproximadamédnminuto se registra la lectura, ya
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gue en este periodo es cuando el electrodo hadlgeatabilizarse. La lectura queda
expresada en mv. Este procedimiento debe serdepain las 4 soluciones patrones. Para
una mayor credibilidad de los valores obtenidodacaedida de los tampones fue realizada

en triplicado y finalmente con los datos obtenidaselaboro la curva de calibracion.

-Medicion de la muestra. Una vez realizada la cdevaalibracion, se procede a determinar
la cantidad de nitrato presente en cada muestra,lp&ual se extraen 2,5 ml de muestra,
los que posteriormente son vertidos a un vasotadd al cual se adiciona agua destilada
hasta completar los 10 ml. Se agregan 600 pul de m$¥s 1 ml de reactivo para nitrato.
Luego esta mezcla debera ser puesta sobre unagitimhde es introducido el electrodo
para nitrato. Cada andlisis es realizado en dugokaObtenidos los valores, se grafican y

se analiza la presencia de este, dentro del cultivo

5.7.4. Medida electrométrica de pH

El crecimiento de las bacterias nitrificantes ettivau esta determinado por este tipo de
variable. Debe encontrarse en un rango apropiadgoqee de esta forma, su metabolismo
funcione adecuadamente, por esta razon resultafueatal el control del pH durante el

tiempo de cultivo.

Para determinar el pH de los cultivos realizadesdasconecta cada cultivo y se mide
directamente. Para esto, se utiliza el electrodopHe el cual debe ser mantenido
aproximadamente 1 minuto dentro del cultivo y d&a dsrma obtener un valor mas
acertado de la solucién. Entre cada mediciéon de g@Helectrodo debe ser lavado
cuidadosamente con agua destilada, a fin de eatgaminacion cruzada a traves de este a

los cultivos que se estan realizando.
En el caso que algunos de los pH medidos se emenefdera del rango 6ptimo de

crecimiento para cada grupo de bacterias, ser&aeaajustar pH con una base o con un

acido segun sea el caso.
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5.7.5. Determinacién de oxigeno disuelto (OD)

La presencia de OD en los medios de cultivo, peropite estas bacterias se desarrollen en
forma Optima, solo si esta dentro del rango queieegn para su normal crecimiento. El
OD determina la oxidacion del nitrégeno amoniacagmdo a nitritos y finalmente a
nitratos cuyas transformaciones solamente ocurrenesglios que contengan bastante OD.
Para medir el OD fue necesario desconectar catiaccyl se midio directamente. Para lo
cual se introdujo la sonda de medicion de oxigenmg vez que el equipo estabilizo
(aproximadamente 40 segundos) se registré la ctrac&m de oxigeno, expresada en

mg/L.
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6. RESULTADOS
Los resultados obtenidos durante el tiempo de ojierale los cultivos se explican en las

siguientes secciones.

6.1. Determinacion de las cinéticas en los cultivos

Las Figuras 4, 5, 6 y 7, ilustran las actividade$ad bacterias nitritadoras y nitratadoras de
los sedimentos, durante el tiempo de operaciorsielistintos cultivos. En el caso de los
cultivos 1 y 2 se calcularon las cinéticas de lakcidades de produccion de nitritos
(Figura 4 y 5 respectivamente), mientras que encldsvos 3 y 4, se calcularon las

velocidades de consumo de nitritos y producciénitiatos (Figura 6 y 7).

A los distintos consorcios bacterianos nitrificantee les suministré sustrato a través de
lotes alimentados. En cada cultivo, se realizarclos de alimentaciones sucesivas, 2 para
el caso de los cultivos 1y 2, y 3 en los culti@og 4, las cuales se realizaron al comienzo
de cada ciclo. Al momento de realizar cada alinméditea se controld la concentracion de

medio fresco que se agregaba a cada cultivo, deb@existencia de medio remanente que
guedaba en cada cultivo. Este procedimiento teafaocfinalidad poder mantener los

distintos cultivos bajo las mismas condiciones iy g afectar las respectivas velocidades

de crecimiento de los microorganismos y por endessado fisioldgico.

En la Figura 4 se muestra la evolucion de la atiiin. En este cultivo sélo se midio la
generacion de nitritos a partir del sustrato alit@éo, mostrando en el primer ciclo una
baja tasa de produccion de 36 mg N-MQ a una velocidad de 1,7 mg Nd, debido a
gue el cultivo se encontraba en la fase lag deistacrecimiento. La fase lag, corresponde
a la etapa de adaptacion de los microorganismas edndiciones del cultivo, tales como:
sustrato, pH, etc. Realizada la segunda alimemtaeibcomienzo del segundo ciclo del
cultivo, las bacterias ya se encontraban adaptadadp que no se verificé una etapa lag.
Esto se puede comprobar porque existe una mayeestacion de amonio oxidado que
fue transformado a nitrito. Se pudo constatar produmes de 197 mg N-NGL con una
velocidad de aparicion de 10,7 mg NILSin embrago, al tiempo de operacion de 97 dias,

se produce una disminucion en la produccion dé&astrlo que se explicaria por la baja
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cantidad sustrato presente en el medio, razonopgué la produccion entra en un periodo
estacionario y posteriormente decae. Un comportamigmilar se observa para el cultivo
2 (Figura 5), con la diferencia que este cultivgistea una produccion maxima de 206 mg
N-NO,/L a una velocidad de produccién de nitrégeno d& 12y N/L:d y ademas no se
verificé una fase estacionaria en el cultivo. Sitbargo, cuando el sustrato se convierte en
limitante no se observa produccion de nitrito. &sumo de amonio no fue cuantificado,
pero se conocia su cantidad inicial al comienzeoatka ciclo, por lo que en ambas figuras
(1y 2) se realiz6 una curva aproximada o teéreladnsumo de éste.
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Figura 4. Consumo de amonio y generacion de rstdas cultivo 1.
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Figura 5. Consumo de amonio y generacion de rstdt cultivo 2.

35



La etapa de nitratacion se observa en los culBwpd (Figuras 6 y 7, respectivamente). En
ambos cultivos, a diferencia de los cultivos de mimoxidante, no se observa una fase de
lag, por lo que una vez inoculados los cultivosuynimistrado el sustrato, se inicia el
consumo de nitritos y generacion de nitratos. BResensumo de nitritos que se observa, no
se produce una gran produccion de nitratos, siedaproduccion toma valores constantes
a lo largo del desarrollo de cada cultivo. El aaltB, presenta sus mayores velocidades de
producciéon de nitratos en el primer ciclo, siendta@e 34 mg NAd, las que tienden a
disminuir durante el transcurso del cultivo. Lo mds se explica para el cultivo 4 cuya
velocidad en el primer ciclo es de 19,3 mg W/Llo cual no se explica debido a las
velocidades de consumo de sustrato obtenidasyudédssca lo largo de cada cultivo tienden
a tomar valores mas altos. Las mayores produccaa@stratos se obtienen en el cultivo 4
con valores de 631 mg N-N@., obtenidos durante el desarrollo del segundtoca una
velocidad de 1,2 mg Nfd, posterior a esto, la produccion tiende a dismirhasta el
momento que se realiza la ultima alimentacién. Ecukivo 3 se aprecia una produccion

maxima de 404 mg N-NGL durante el desarrollo del tercer ciclo, a unbeidad de 4,2
mg N/L-d.

Nitrégeno(mg/L)

0 T T T 1
0 50 100 150 200
Tiempo(d)

—— Concentracion nitritos —#— Concentracion nitratos

Figura 6. Consumo de nitrito y generacion de ragatel cultivo 3.
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Nitrégeno(mg/L)

0 50 100 150 200
Tiempo(d)

—e— Concentracién nitritos —®— Concentracion nitratos

Figura 7. Consumo de nitrito y generacion de ragatel cultivo 4.

En la Tabla 6 se muestra la operacion de los thstiaultivos, considerando la velocidad
méaxima de consumo de sustrato o bien, la veloait@axima de aparicion de productos (N-
NO; 6 N-NG3).

Tabla 6. Caracterizacion del desarrollo del cultivo

Velocidad max. . .
. Velocidad méax. de
Etapa lag (d) Ciclos (d)  de consumo produccion (mgikd)

(mg/L-d)
Cultivo 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 27 0 - 48 113 - * * - 2 10 -
2 27 0 - 48 113 - * * - 3 13 -
3 0 0 0 62 71 28 -225 -189-4,2 34 1,4 4,2
4 0 0 0O 62 71 28 -14,8 -10,7 -46 122 1,2 4,9

* VVelocidad de consumo de amonio no calculada
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6.2 Determinacion de biomasa
6.2.1. Solidos suspendidos volatiles (SSV)

Se pudo determinar los SSV presentes en los csiltie nitrificantes. Los cultivos de
nitratadoras presentaron un mayor namero de biornasavalores de 47,9 g SSVIL,
mientras que para el caso de cultivos de bactaiiatadores, este valor fue inferior, con
correspondiendo a 4.6 g SSV/L.

6.2.2. Recuento de colonias

Por medio del recuento de colonias de bacteriadetmino el numero de colonias/ml de
cada cultivo. Este método es utilizado para baxteheterotroficas, pero mediante la
utilizacion de medio selectivo (Tabla 2 y 3 antemnnionadas), fue posible implementarlo
para bacterias nitrificantes. El primer recuentoesdizé el dia de operacion 70, el cual fue
realizado en medio de agar, lo cual permitié etioneento tanto de bacterias heterodtrofas
como autotrofas, lo que indicaria que en estosivosltno soélo existian bacterias

nitrificantes sino que también heterotrofas.

Los siguientes 2 recuentos, se realizaron utiliaamad medio para bacterias nitrificantes
siendo posible so6lo observar el desarrollo de éEtagl recuento con medio selectivo en el
dia operacion 151, el cultivo 1, obtiene valorep$ae colonias si se comparan con los
obtenidos en el tercer recuento. Mientras que enukivo 2, el nimero de colonias

aumenta pero no en grandes cantidades.

Para el caso de los recuentos de bacterias nibratgdse observan disminuciones en el
namero de colonias, lo cual se podria explicargddento crecimiento que presentan, ya
gue a pesar de haber transcurrido un tiempo déawodn, el nUmero de colonias es bajo.
Esto se debe a que las colonias crecen en formsadyf su crecimiento resulta complejo
debido al color del medio de cultivo utilizado @haro). Sin embargo, en el caso de
bacterias nitritadoras el compuesto de rojo feryalda a una mejor identificacion de las

colonias.
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Tabla 7. Recuento en placas

Dia operacion

Cultivo

Recuento(UFC/ml)

70

1490
1500
960
1115

151

990
2060
4095
3470

216

DONRRAMONRBAWON R

3140
2500
3240
2080
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6.3. Actividad nitrificante

En la respirometria realizada para bacterias aloitas, se observa que los mayores
consumos de oxigeno se registraron a la conceditranias baja (50 mg N/L),

correspondiendo a 1,09 mg/O,

A medida que aumenta la concentracion del sussatoinistrado, la capacidad de las
bacterias para oxidar estos compuestos va disnmdoye.o mismo se explica para las
respirometrias realizada a bacterias nitratadaras, la diferencia que estas, presentan
porcentajes de consumo de oxigeno inferiores, giestbs de 0,32 mg.Q (Tabla 8y 9

respectivamente).

Tabla 8. Valores de respirometria para bacterisisagioras

150 mg
Bl 50 mg N/L 100 mg N/L  N/L 250 mg N/L B2 500 mg N/L
% O,/L 3,5 13,0 12,6 7,5 6,9 7.9 7,9
mg O/L 0,31 1,09 1,05 0,63 0,57 0,66 0,66

B1, corresponde al blanco utilizado para las camaeiones de (50, 100, 150, 250 mg N/L). B2,
blanco utilizado para concentracion de 500 mg N/L.

Tabla 9. Valores de respirometria para bacteriagtadoras
Bl 50 mgN/L 100 mgN/L 150 mgN/L B2 250 mgN/L 500 mg N/L

% O2/L 2,4 3,8 3,0 2,9 8.9 9,1 9,0

mg O2/L 0,20 0,32 0,25 0,24 0,75 0,77 0,75
B1, corresponde al blanco utilizado para las camnaeiones de (50, 100, 150 mg N/L). B2, blanco
utilizado para las concentraciones de 250 mg NBD§ mg N/L.

Ademas mediante estos ensayos, fue posible detariais velocidades de consumo de
oxigeno (VCO) de la biomasa presente en los cultitanto para el caso de bacterias
nitritadoras como también bacterias nitratadorées alistintas concentraciones, las cuales
se muestran en la Tabla 10. Las maximas VCO, @atetias nitritadoras, se registran a la
concentracion de 50 mg N/L con valores de 0,08 gy @in, lo mismo se explica para

los cultivos realizados con bacterias nitratadocas) la diferencia que estas presentan

valores bajos de VCO, correspondiendo a 0,031 gig @in. A medida que aumenta la
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concentracion de los sustratos, las bacterias viamirtlyendo sus velocidades de
oxidacion.

Tabla 10. Velocidades de consumo de oxigeno deasiltie bacterias nitritadoras y

bacterias nitratadoras

VCO (mg

O./L-min)

Bacterias Bacterias

mg N/L nitritadoras nitratadoras

Bl 0,0491 + 0,0007 0,0197 + 0,0020
B2 0,0259 + 0,0027 0,0634 +0,0014
50 0,0818 + 0,0035 0,0319 + 0,0016
100 0,0783 + 0,0023 0,0253 + 0,0020
150 0,0476 +0,0018 0,0234 + 0,0005
250 0,0436 + 0,0012 0,0672 +0,0018
500 0,0500 + 0,0011 0,0667 + 0,0015

B1 y B2, blancos utilizado para las distintas com@eiones.

B1 (50, 100, 150, 250 mg N/L) y B2 (500 mg N/L) rpaitritadoras.
B-1 (50, 100, 150 mg N/L), B2 (250 mg N/L y 500 mNd.), para el
caso de bacterias nitratadoras.

También es posible calcular las respectivas VCQiderando los factores estequimétricos,
en funcion del amonio, para bacterias nitritadgrasn funcion del nitrito, para bacterias
nitratadoras. Dichas velocidades se obtienen, @édradel cociente entre las VCO
previamente calculadas y un factor estequiométespecifico para cada etapa de la
nitrificacion, siendo este de 3,43 g/@N, para el caso de bacterias nitritadoras, ¥,8é g

O./g N, para bacterias nitratadoras. Las velocidadsnidas finalmente fueron de 0,023

mg N/L-min y de 0,027 mg N/L-min, para el caso dgitadoras y nitratadoras,
respectivamente.

Por medio de la VCO cuantificada para cada sustsgtaletermind el consumo neto de

oxigeno (CNO), a partir de las diferencias enti® VCO entre los distintos ensayos
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respirométricos. La Figura 8, muestra para ambpsstide bacterias nitrificantes los
maximos de CON. En ambos casos se registraronlgpamancentracion de 50 mg N/L,
correspondiendo a 0,055 mg/D min, para bacterias nitritadoras y 0,0122 m@_Onin
para bacterias nitratadoras. Estos valores obtenatinciden con los obtenidos a lo largo
de las distintas respirometrias, ya que las maxantgidades de la biomasa nitrificante, se
registraron a la concentracion mas baja del sostsatministrado. Posterior a esta
concentracion, las actividades comienzan a dismihas bacterias nitritadoras presentan

un mayor CON, comparado con las bacterias nitoased

0,07
0,06 |
0,05 |
0,04
0,03 ]
0,02
0,01

CNO (mg O 2 /L: min)

0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (mg N/L)

—*— Bacterias nitritadoras ———Bacterias nitratadoras

Figura 8. Relacion consumo neto de oxigeno entimargrupos de bacterias nitrificantes.

42



7. DISCUSION

7.1. Aislamiento de bacterias nitrificantes

Winogradsky hacia 1980, aisl6 a los microorganismesponsables del proceso de

nitrificacion. Dentro de este grupo de bacterias éspecies mas representativas son
Nitrosomonas europea y Nitrobacter winograddkyg otros géneros bacterianos aparecen
en general en bajos nimeros y ademas presentassrdeagemperatura y pH mas estrechos

para su desarrollo

Al igual que lo sefialado por Sanchez (1999), alienmo de los cultivos implementados en
este estudio, se generaron una serie de inconvesjelebido a que los inéculos utilizados,
no soélo contenian bacterias del tipo nitrificargi®o que también heterotrofas, las cuales
comenzaron a utilizar los componentes organicossta@os por las bacterias nitrificantes,
sirviendoles de alimento. Al desarrollarse ambpsstide bacterias en los cultivos, las
bacterias heterotroficas pueden superar y ecligdarcrecimiento de las bacterias
nitrificante, esto por la alta tasa de crecimiaque poseen. Por esta razon, los cultivos a lo
largo de los experimentos, fueron enriquecidosciedmente, en lo que respecta a las

condiciones nutritivas y fisiolégicas que estosroucganismos requieren.

Una vez iniciado los cultivos, se controlaron déeey factores en el medio, ya que cualquier
fluctuacion drastica, inhibe el crecimiento adeaudd las colonias bacterianas, dentro de
los cuales se mencionan, la concentracion de swustramperatura, pH, tension del

oxigeno, grado de exposicion a la luz y esterilideldnedio.

Los cultivos presentaron fluctuaciones de pH, eatrmtervalo de 6,5- 8,5, razén por la
cual era necesario realizar correcciones de eséengéro, ya que segun estudios realizados
previamente, se determind que para la obtenciorulteros puros de los géneros de
Nitrosomonas y Nitrobactese requiere un rango 6ptimo de pH, entre elvaterde 7,2-
9,0 (Sharmaet al, 1977; Lovelesstal., 1968), por lo cual se utilizO NaOH para aumentar
la basicidad del medio 6 HCI si se necesitaba disimel pH, ya que lo ideal era que cada
cultivo se encontrara a pH 7,5. Estas correccioleegH son producto del efecto del £O

sobre los cultivos, ya que existe un equilibriacem acido carbdnico y el bicarbonato. Al
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producirse alteraciones del equilibrio, se indueanaciones en el rango de pH. A pH 7,
los rangos de nitrificacion disminuyen casi al 590% mas del 90% cuando el pH es 6,5.
Cuando baja a pH 6, la nitrificacion es completamérhibida en las reacciones de sintesis

y energéticas (Huesemaanal, 1998).

Billen (1976) determiné que para oxidar 1 pmol8E requieren 0,1 umol de bicarbonato
y para oxidar 1 pmol de NfQes necesario 0,02mol de bicarbonato. Propuso que la

nitrificacion puede estimarse indirectamente paraatidad de bicarbonato utilizado.

Belser (1984) realizo cultivos en los que deterngjné se requieren 0,0863 + 0,0055 pumol
de bicarbonato por umol de Nidxidado para el caso ditrosomonasmientras que para
Nitrobacterse requieren 0,0236 = 0,0013 pmol de bicarbonatqmol de NQ oxidado.

Se ha determinado que el intervalo de temperatlaaaal obtienen su méaximo desarrollo
se encuentra entre 25-35°C, ya que viven en uroraragofilo. Por esta razén los cultivos
se mantuvieron a 25°C. Segun Winogradsky (1980ando el medio baja a 18°C su
crecimiento se reduce al 50%, mientras que si ®&d&C su crecimiento baja al 70% y a
4°C simplemente no hay actividad. Sin embargoasesincontrados en ambientes naturales
gue no presentan estas condiciones, por lo quarsedalizados pruebas experimentales,
tratando de igualar dichas condiciones (ambienbasb@jo pH, bajos niveles de oxigeno,

temperatura), pero no crecen, sino mas bien sdenant

No se realizaron mediciones de salinidad en lodivosl ya que estudios previos
demostraron que estos microorganismos no se inlpibegambios drasticos de salinidad,

ajustandose normalmente en un periodo no supe8atias Komori etal., 1995).

Hendrikuset al. (1993)determind queNitrosomonas europaeaosee una afinidad mucho
mayor por el oxigeno quélitrobacter winogradskydebido a este hecho, cuando se
establece competencia en condiciones en las qogiggno resulta limitante, es posible

observar acumulaciones de nitritos y no de amonio.
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Una vez controladas las variables ambientales dmlionde cultivo las microcolonias

pueden ser visibles al microscopio después deemarsa, pero las colonias visibles al ojo
humano toman de 1 a 4 meses de incubacion. La @adalel amonio se detecta por
incremento en la concentracion de N© NG;™ en los cultivos, lo cual suele observarse

después de 6 - 8 semanas de iniciado el cultivaydbfue corroborado en estos cultivos.

Por lo antes descrito, el aislamiento de bactamiificantes resulta dificil, debido al
cuidado que requieren estos cultivos y es comurenetuente, encontrar en el medio
contaminantes comBseudomonas, Hyphomicrobium, Mycobactrium, Flavtdgraon Su

crecimiento lento, dificulta la eliminacién de estontaminantes.------

7.2. Actividad nitrificante

Si se compara la velocidad de crecimiento de hastenitrificantes con bacterias
heterétrofas, esta es baja. Se han registrado ¢em@ duplicacion de 8 h en medios de
cultivos para bacterias nitricantes. En la nataeake piensa que este tiempo sobrepasa las
20—-24 h.-

Otros estudios sefialan que los tiempos de dupdicapara bacterias nitritadoras se
encuentran entre 7-20 h, las cuales ademas prasemtbajo rendimiento celular 3-10%,
con unAG° 278 kJ/mol. En el caso de las nitratadoraseptas caracteristicas similares,
salvo que la energia libre es tres veces menodagoétenida en la etapa de nitritacion,
presentando uAG° 73 kJ/mol y con un tiempo de duplicacion maslemegntre 10-140 h
(Baas-Becking & Parks, 1927; Skinner & Walter, 1.98élser & Schmidt, 1980).

Ademas a sido posible determinar que las bacteriificantes, presentan un bajo
rendimiento celular, por cada kg N-iHbxidado las bacterias nitritadoras producen 0,15
kg de biomasa , mientras que las bacterias niwedad por cada kg N-NOoxidado,

generan 0,02 kg de biomasa, presentando un bajoniemto celular.
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En cultivos nitrificantes discontinuos, el sustrateergético puede ser un factor limitante,
en este caso amonio o nitritdditrosomonagieneralmente oxida 35 unidades de nitrogeno y

Nitrobacterunas 100 unidades de nitrégeno por cada G-&0nilado.—

Less & Simpson (1956), determinaron la actividaddeterias nitrificantes, transcurrido 3
semanas de experimentos, y mostraron la inhabilitiadstas bacterias nitratadoras para
oxidar mas de 1,4 mg N-Nfnl. Cada cultivo implementado en este estudiod@d O L.

La baja velocidad de oxidaciéon de amonio de lasebas, lo atribuyeron a la acumulacion
de metabolitos finales en el medio de cultivo. dual que los cultivos implementados en
este estudio, los cultivos de Less & Simpson (19&6)poco lograron ser puros, ya que
algunos se encontraban contaminados con organisetebtrofos. Lo cual podria explicar

las bajas actividades registradas en los cultivos.

Sanchez (1996)realizd analisis de respirometria en efluentes &ta carga organica, a

través de la cual determiné las constantes bidcasgty ademas las actividades de las
bacterias nitrificantes. En esos estudios se dé@iérmue el consumo de oxigeno esta
directamente relacionado con el crecimiento deidenbsa y con el consumo de sustrato.
Relacién que no fue posible observar en este estydique, para el caso de los cultivos
utilizados en esta experiencia, la mayor biomasa registrada en los cultivos de

nitratadoras con valores de 47,9 g SSV/L, cultigos no presentaron las mayores VCO,
por el contrario estas VCO fueron inferiores aréagistradas por bacterias nitritadoras. Lo
cual se podria explicar por el comportamiento dasesle hecho la produccion de nitrato
fue constante durante el desarrollo de los cultiWés aln, apenas iniciado los sistemas
batch se registraron consumos de nitrito y produnccle nitratos en forma inmediata y

estos valores se mantuvieron durante los 3 cislasmayores fluctuaciones. Quizas gran
parte de esta biomasa, se podria encontrar inadtighido a que en los sistemas
discontinuos podria producirse alguna acumulaciéncampuestos especificos, por las

alimentaciones sucesivas.
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8. CONCLUSION
- Por medio de este trabajo se logré obtener agdtenriquecidos y evaluar la actividad

nitrificante de bacterias proveniente de un ced&raultivos de salmones.

- A través de mediciones de nitritos y nitratos, medo determinar las respectivas
velocidades de consumo de sustrato y generaciopratiuctos, por parte de bacterias
nitrificantes. Los bajos valores de nitritos y aiits, como también los valores de biomasa
en el tiempo, corroborarian la baja tasa de crecitoi que presentan las bacterias

nitricantes.

- Los ensayos respirométricos, resultaron ser enaimienta eficaz para la determinacion
del consumo de oxigeno y por ende la actividadfiné@nte presente en los sedimentos. Se
pudo determinar que la velocidad de consumo de eowig respecto del factor
estequimétrico fue de 0,023 mg N/L-min y de 0,02 N/L-min, para el caso de

nitritadoras y nitratadoras, respectivamente.

- Aunque los cultivos se realizaron bajo condicgodetimas de laboratorio, las bacterias
nitrificantes presentes en estos sedimentos, nmoriusapaces de oxidar eficientemente las
concentraciones de amonio Yy nitrito suministradBe. este modo, los consorcios
bacterianos de los distintos cultivos presentarajasbvelocidades de crecimiento y por
ende, se detectaron producciones de nitritos de-1206 mg N-NQ@/L para el caso de
bacterias nitritadoras, mientras que para lastadmaas producciones de 404 - 631 mg N-
NOs/L. Debido a lo antes indicado, se podria con@juie los sedimentos del fondo marino
son incapaces de oxidar la gran cantidad de cortgauegrogenados generados por esta
actividad acuicola.
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