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RESUMEN

En el proceso de nitrificacion intervienen comunmente dos grupos bacterianos, los
amonio-oxidantes y los nitrito-oxidantes. El objetivo del presente trabajo contempla,
por un lado, la aplicacion de técnicas rapidas y sencillas para la deteccion de la
actividad nitrificante y, por otro, el reconocimiento morfologico directo de agregados
con actividad nitrificante, ambos “in situ”. La metodologia implico inicialmente la
elaboracion de medios de cultivo empleando agua residual de tipo doméstico
enriquecida con sulfato de amonio (ARESA), asi como de medios selectivos para el
aislamiento e identificacion de bacterias nitrificantes de las especies Nitrosomonas
europaea (NS) y Nitrobacter winogradsky (NB). Posteriormente, se experimento
con un respirémetro Voith-Sapromat y cultivos en matraces cerrados, bajo
condiciones controladas de temperatura, pH, agitacion y aireacion. Se midieron las
concentraciones de NH; y NO3. Conjuntamente se utilizaron, para el reconocimiento
de la actividad metabdlica bacteriana bajo estudio, las pruebas de actividad biologica
(BART) para nitrificacion. Asimismo, se aplico el reactivo de Griess, el cual reacciona
de manera especifica con los nitritos, permitiendo asi su deteccion cuando se
encuentran presentes en una determinada muestra. La presencia de nitritos se
constata mediante |la observacion de un cambio en la coloracion de la muestra de
agua, la cual se torna rosa o purpura, por lo cual puede emplearse para detectar la
actividad bacteriana nitrificante “in sifu”. Para corroborar la existencia de bacterias
nitrificantes, se elaboraron tinciones vitales y supravitales con azul de metileno, tincion
de Neisser, Gram y empleando negro de Sudan. Esta ultima tincién permite distinguir
entre bacterias de la especies Nitrosomonas europaea (nitritantes) y Nitrobacter
winogradsky (nitratantes), con base en la capacidad o no de formar granulos de
polihidroxibutirato (PHB), que tienen Unicamente esta ultima. En el estudio morfolégico
de las dos especies, también se recurrio al empleo de técnicas de microscopia
electronica de transmision. Los resultados obtenidos en la aplicacion de las pruebas
BART en el cultivo (ARDESA), medios enriquecidos, respirémetro y cultivos cerrados,
fueron positivos indicando la presencia de bacterias nitrificantes. La generacion del
nitrito producto primario del proceso de nitrificacion quedo evidenciada de manera
instantanea al aplicar el Reactivo de Griess en los diferentes cultivos. En cuanto a la
morfologia de las bacterias nitrificantes, mediante las observaciones al microscopio,
estas pudieron ser detectadas rapidamente en forma de agregados azules de tamario
variable, pudiendo ser tenidas con azul de metileno y Neisser, resultando en ambos
casos Gram negativas. No obstante, pero al aplicar la tincion de Sudan, pudo
observarse la presencia de granulos de PHB en los agregados conformados por NB.
Estas observaciones fueron corroboradas con los andlisis de fotomicrografias
tomadas mediante el microscopio electronico de transmision. La metodologia fue
aplicada en muestras de aguas residuales provenientes de la Planta de Tratamiento
de Agua de Ciudad Universitaria (PTARCU), colectadas y analizadas ‘in situ”,
encontrandose y diferenciandose poblaciones de bacterias nitrificantes tanto del tipo
NS y NB, en forma de agregados. Posteriormente, los analisis fisicoguimicos
permitieron corroborar que estas tenian actividad nitrificante y que participaban en el
proceso depurador de la PTARCU. Con base en éstos resultados, puede decirse que,
la aplicacién “in situ” de las diferentes técnicas de tincion practicadas, permiten
reconocer de manera rapida si hay o no presencia y actividad de bacterias nitrificantes
en un determinade volumen de agua.



| INTRODUCCION

La actividad de la vida en la tierra esta estrechamente asociada con el elemento
nitrégeno, el cual existe en varios estados de oxidacion que van de -3 a +5, siendo
los mas importantes -3 (NH3) amoniaco, +3(NO;) nitrito y +5(NO3) nitrato.

La presencia de amoniaco, nitritos y nitratos en aguas residuales en altas
concentraciones se consideran como contaminantes. Estos compuestos en
determinadas concentraciones resultan toxicos para la vida acuatica existente en
un cuerpo o corriente de agua natural.

En particular, la presencia de estos compuestos en aguas residuales, en su forma
de iones amonio (NH4") y amoniaco (NHs) son altamente toxicos para los peces.
De igual forma lo son el nitrito (NOy) y nitrato (NO3). La oxidacion del amonio a
nitrato, requiere de consumo de oxigeno disuelto (OD), lo que trae como
consecuencia el abatimiento en la concentracion de este elemento en un
determinado volumen de agua. Adicionalmente, estos compuestos de nitrogeno,
pueden constituir un factor determinante para acelerar el fenémeno de
eutroficacion en lagos, lagunas y embalses (naturales y artificiales), conllevando ai
deterioro fisicoquimico y biolégico de los mismos. De aqui la importancia de
eliminar dichos compuestos de las aguas residuales, antes de que sean
descargados en cuerpos acuaticos receptores (Sedlack, 1991; Celik et al,, 2001).

Para industrias como la pesquera, camaronicola y otras cuyo desarrollo implica el
uso per se de cuerpos y corrientes de agua, asi como el incremento en el
contenido de amonio excretado por los organismos cultivados, la eliminacion de
ese tipo de contaminantes puede realizarse por sistemas de tratamiento bioldgico.

Una primera fase, tendiente a la eliminacion de amonio en agua, es su oxidacion a
nitratos. Por lo anterior, el presente trabajo se enfocd hacia aspectos relacionados
con el fenomeno de nitrificacion, los cuales incluyen el uso de colorantes que
permitan la rapida deteccion de la presencia o no de reaccion nitrificante, asi como
de métodos de cuantificacion de bacterias nitrificantes.

A continuacion se presentaran los principales aspectos tedricos relacionados con
la contaminacion de compuestos nitrogenados, el proceso de nitrificacion biologica
y las condiciones fisicoquimicas gque lo afectan.



Il MARCO TEORICO
1.1 LOS COMPUESTOS DEL NITROGENO COMO CONTAMINANTES

Si bien los compuestos nitrogenados son importantes para el correcto desarollo de
la vida en cuerpos de agua natural, un exceso de los mismos ocasiona un
desequilibrio del ecosistema, lo que a su vez se traduce en contaminacion del
cuerpo de agua receptor.

Desde el punto de vista de contaminacion ambiental, los compuestos nitrogenados
se encuentran clasificados entre los principales contaminantes del agua,
presentandose preferentemente en aguas residuales de la industria alimentaria,
agricola y de tipo doméstico. Los compuestos que se consideran como principales
contaminantes son el amonio (NH4"), nitrito (NOz) y nitrato (NOj). Para su
eliminacion de las aguas residuales puede recurrirse a los procesos biologicos de
nitrificacion y des-nitrificacién. La eliminacién via biolégica de dichos compuestos,
es un método econdémico y que no genera residuos que requieran un manejo
especial, lo cual si ocurre cuando se emplean métodos fisicoquimicos.

La acumulaciéon de compuestos nitrogenados se presenta en el suelo como
consecuencia de la descarga de aguas residuales y la adicién inadecuada de
fertilizantes. De no ocurrir la transformacion de amonio a nitrato, las plantas no se
desarrollan éptimamente debido a que el primero, como sal de amonio, es tdxico a
altas concentraciones y de dificil asimilacion, mientras que el segundo (el nitrato),
es un nutrimento esencial para las plantas, por lo que es deseable que este
presente en el medio.

En el caso de los ambientes acuéticos, el nitrato es también un nutrimento esencial
para el desarrollo de vegetacion acuatica, en consecuencia, un aumento en su
concentracion lo convierte en un factor promotor de la productividad primaria, lo
cual puede ocasionar la eutroficacion del ambiente acuatico (Celik ef al., 2001)

Il.2 EL PROCESO DE NITRIFICACION

En el ciclo biogeoquimico del nitrégeno (N), la nitrificacion es una de las fases en la
transformacion del N de su forma organica a la mineral. El término "nitrificacion” es
aplicado a la oxidacion biolégica del amonio en dos pasos, primero a la forma de
nitrito y segundo, de nitrito a nitrato. Los microorganismos involucrados en estas
reacciones se conocen como oxidadores de amonio o nitritantes y oxidadores de
nitrito o nitratantes. Entre los microorganismos que intervienen en la
transformacion, se encuentran bacterias heterotrofas y autétrofas, hongos y
algunas algas (Oremland y Capone, 1988; De-A-Cybys y Horan, 1997; Hommes et
al., 1998; Hurts et al., 1997; Schramm et al., 1999).

Se ha estimado que la concentracion de nitrégeno en aguas urbanas y municipales
crudas contiene de 20 a 80 mg/L. La nitrificacion puede ser descrita de acuerdo



con ia siguiente ecuacion (Eckenfelder y Argaman, 1991; Cardot, 1999; Klotar et
al., 1996; Vayenas et al., 1997, Seyfried et al., 2001):

2NH4" +30;  Nitrosomonas_ 2NO, + 4H" + 2H,0+ energia

Las Nitrosomonas son bacterias oxidadoras de amonio obligadas, en
consecuencia el aumento o baja concentracidon de amonio, ademas de una
exposicion prolongada al incremento del nitrito, producto primario de su
metabolismo, inhibe la actividad enzimatica nitritante. Adicionalmente, se ha
estimado que por cada mol de amonio transformado se genera una mol de nitrito
(Steind y Arp, 2001).

El segundo paso en la oxidacion de amonio, implica la transformacién de nitritos a
nitratos, lo cual es realizado por medio de Nitrobacterias, de acuerdo con la

siguiente reaccion:

2NOs + O, Nitrobacterias _2NO3‘ + energia

'

En aguas urbanas, empleando cultivos mixtos, se ha estimado que para oxidar 1
mg NH,'/L se requiere aproximadamente 4.6 mg/L de oxigeno (Meltcaf y Eddy,
1990; Prosser, 1992; Le-Bihan, 1995), en tanto que para 1mg/L de nitrito la
Nitrobacterias necesitan 1.14 mg/L de oxigeno (Gray, 1989). En consecuencia
puede decirse que de manera total, para la oxidacion de 1mg de amonio a nitrato,
se requieren de aproximadamente 5.74 mg/L de oxigeno.

1.3 FACTORES QUE AFECTAN EL PROCESO DE NITRIFICACION

La nitrificacion en la naturaleza y en sistemas de tratamiento se ve afectada por
factores fisicoquimicos y biolégicos, tales como:

a) Microorganismos heterotrofos.- La concentracion de materia organica
disuelta (MOD) en aguas residuales permite la proliferacion de microorganismos
heterétrofos que compiten con los oxidadores de amonio, principalmente por el
recurso. Los microorganismos heterotrofos tienen la capacidad de emplear
compuestos organicos del carbono y nitrégeno como fuente de alimento y energia
necesarios para cubrir sus requerimientos metabdlicos, por lo cual se ve agotada la
disponibilidad del sustrato, en especial de amonio. Esta situacion representa una
desventaja para las bacterias quimioautétrofas oxidadoras de amonio como son las
bacterias nitrificantes. Ademas las interacciones presa-predador, son otro factor
que actla sobre las poblaciones de bacterias nitrificantes presentes en el medio.
(Hanaki, et al 1990; Le-Bihan, 1995; Holben et al, 1998; Burrell et al, 1998;
Schramm et al., 1999; Zhao ef al., 1999; Persson, 2002)

b) Compuestos organicos e inorganicos.- Ademas de favorecer el crecimiento
de microorganismos heterétrofos, la MOD en concentraciones superiores de 1,000
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mgDQOIL, inhibe el crecimiento de los microorganismos nitrificantes. Lo anterior se
debe a que tiene lugar un déficit de oxigeno disuelto situacién que resulta
desfavorable para dichas bacterias. En este sentido, se ha observado que en
sistemas de tratamiento de aguas residuales domésticas, cuando existe una
relacion de nitrogeno:carbono de 5:1, resulta una condicion favorable para que
tenga lugar el proceso de nitrificacion (Surmacz-Gorska et al., 1996).

Compuestos como la glucosa, peptoglucanos, anilinas, antibidticos, metales
pesados, vitaminas entre otros, son también inhibidores. También los compuestos
clorados son analogos al nitrito, y aparentemente, compiten con el nitrato en el
transporte de electrones a través de la membrana celular. Lo anterior trae como
consecuencia que la liberacién del nitrato no ocurra, propiciando la acumulacién de
ese compuesto dentro de la célula, ocasionando asi efectos toxicos en la bacteria.
La metilamina es otro compuesto que actia de manera similar a los compuestos
clorados, teniendo como efecto inhibir la liberacion de amonio (Oremland vy
Capone, 1988). Asimismo, se ha observado que en cultivos enriquecidos con
tiourea, en concentraciones de 0.003 M, puede ocurrir una completa inhibicién de
la nitrificacion después de 16 dias debido a la falta de substrato (Surmacz-Gorska
etal., 1996).

Por oftra parte, el sodio es un elemento que promueve el crecimiento de las
Nitrosomonas cuando se encuentra en 10 M, mientras que el molibdeno en 10
M favorece a las nitrobacterias.

Cualitativamente y cuantitativamente, se ha planteado que los organismos
heterétrofos tales como actinomicetos, hongos y bacterias, a partir de nitrégeno
organico, producen metabdlicamente nitritos y nitratos que pueden ser toxicos para
las bacterias nitrificantes (Hanaki, 1990; Randall et al., 1992; Drtil et al., 1993;
Sedlack, 1991; Okabe et al., 1999; Persson et al., 2002).

c) Sustratos y productos de la nitrificacion.- La acumulacion de amonio libre en
una concentraciéon aproximada de 10 a 150 mg como N-NHy/L a pH = 7.8
unidades, limita el crecimiento de las Nitrosomonas, mientras que para las
nitrobacterias valores entre 0.1 y 1 mg N-NHa/L, resultan limitantes. El acido
nitroso, producto de la oxidacién de amonio a nitrito, inhibe el crecimiento de las
nitrobacterias cuando se encuentra en concentraciones de 1.68 mg/L a pH entre
7.2 y 5.8 unidades (Anthonisen et al., 1976; Stanley ef al., 1981, Randall et al,

1992).

Los hidrocarburos, halégenos y terpenos en forma natural, son sustratos alternos
para las Nitrosomonas, por lo cual la transformacion de amonio puede verse
afectada, sin que ello implique inactividad por parte de éstas bacterias (Montuelle
et al, 1996; Hommes et al., 1998).

d) Luz.- Referente a este parametro, no se ha llegado a un acuerdo general. Se ha
observado en cultivos de laboratorio que las bacterias nitrificantes crecen
rapidamente cuando el medio de cultivo se mantiene en la oscuridad a una
temperatura de 25°C (Sharma y Ahlert, 1977). Complementariamente, se ha
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demostrado que las Nitrosomonas y las Nitrobacterias presentan inhibicion
metabdlica entre 250 y 350 lux.

e) Oxigeno disuelto (OD).- La concentracion de oxigeno disuelto es uno de los
factores determinantes en el proceso de nitrificacién, ello debido a que las
bacterias nitrificantes son aerobias. Se ha reportado, como una concentracion
tedrica optima de 4.5 mg/L de oxigeno disuelto (OD) para oxidar 1 mg/L de
nitrégeno en forma de amoniaco. No obstante, se sabe que alin en
concentraciones de 0.3 a 1.0 mgODJL, la nitrificacion ocurre aunque en baja
proporcion (Metcalf y Eddy, 1990; Prosser, 1992). Normalmente, a esas bajas
concentraciones de OD, se presenta una acumulacion de nitrito, la cual tiende a
desaparecer cuando el OD supera la concentracion de 2.8 mg/L (Munch et al.,

1996; Montuelle et al., 1996).

f) Ei potencial de hidrogeno (pH) - La nitrificacién ocurre éptimamente en medios
con un pH ligeramente alcalino. Para cultivos puros se estima que un valor entre
8.0 a 8.6 unidades es optimo para nitrosomonas, mientras que un pH entre 7.3 a
8.4 unidades es el adecuado para nitrobacterias (Miinch et al., 1996; Gemaey et
al., 1998; Yang y Alleman, 1998; Yoo et al., 1999).

En sistemas de tratamiento y cultivos mixtos, se han encontrado microorganismos
nitrificantes en medios acidos, 4.0 unidades de pH, sin embargo la actividad
nitrificante de las bacterias se ve inhibida (Hanaki ef al., 1990a; Bortone et al.,
1994). También, se ha observado que en cultivos puros, un descenso en el pH es
indicativo de que el proceso de nitrificacion se esta llevado a cabo (Stanley et al.,
1981; Villaverde et al., 1997).

En cultivos de flujo cerrado, empleando Nitrosomonas europaea, se ha detectado
que el nitrito acumulado en una concentracion de 20 mM y a un pH = 6, no resulta
ser altamente inhibitorio de la actividad transformadora de este tipo de bacterias

(Stein y Arp, 1998).

Por otra parte, se ha observado tanto en el suelo, ambientes acuatico y medios de
cultivo semisélidos, donde el equilibrio catiénico es influenciado por las cinéticas de
las reacciones de transformacion bacteriana, a un pH = 7.5 a 8.0 unidades, la
actividad nitrificante es inhibida (Hommes et al., 1998).

En suma, se ha comprobado que un pH acido inhibe la actividad nitrificante,
mientras que el medio alcalino es una condicion 6ptima para el desarrollo de este
tipo de bacterias. Sin embargo, aiin en medios alcalinos, las interacciones son
complejas de estudiar, por lo que el cambio de pH es desde el punto de vista
practico, Gtil como indicador de actividad nitrificante.

g) Temperatura.- Las bacterias nitrificantes son microorganismos mesdfilos y se
desarrollan 6ptimamente, en intervalos de temperatura entre 25 y 36°C. No
obstante, se han registrado valores que indican que altn a 20°C, la tasa de
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nitrificacion de sistemas de tratamiento de aguas residuales es aceptable (Bortone
et al., 1994; Stein y Arp, 1998; Strous et al., 1999).

h) Tiempo de retencion celular (TRC). - La permanencia de los organismos
nitrificantes en un sistema de tratamiento es determinante para la transformacion
de amonio a nitrato. Se ha sugerido que cuando los oxidadores de estos
compuestos se encuentran poco abundantes, el TRC debe ser mayor al que
previamente se ha establecido. Otro de los factores que se encuentran asociados
con el TRC, es la temperatura, si esta es baja también se debera considerar un
incremento en el TRC. En los sistemas de lodcs activados se estima como un TRC
adecuado de 3 a 4 dias siempre y cuando se mantengan dentro de los intervalos
optimos los factores fisicoquimicos, tales como, pH, temperatura, oxigeno disuelto
y concentracion de compuestos organicos. En condiciones reales, para sistemas
de tratamiento como filtros percoladores, se maneja un intervalo de 20 a 30 dias

como TRC 6ptimo (Vayenas et al., 1997).

I.4 ASPECTOS TAXONOMICOS DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES

Las bacterias nitrificantes se encuentran ubicadas taxondmicamente dentro de la
Familia Nitrobactereaceae, la cual se compone por dos grupos fisiologicos,
amonio-oxidantes y nitritoxidantes, que no tienen ninguna relacién filogenética.

Entre los estudios relativos a su caracterizaciéon destacan los trabajos realizados
por Sergei y Helene Winogradsky 1892, pioneros en estudios de ecologia
microbiana. De acuerdo con sus estudios morfologicos es posible reconocer 14
especies, repartidas en los dos grupos, siendo el género tipo Nitrobacter,
Winogradsky que le da el nombre a la familia (Holt, 1999).

En revisiones posteriores de la evolucion y diversidad natural de las bacterias
nitrificantes, se ha recurrido al empleo de las técnicas de serotipos para
determinar su relacién entre especies del mismo grupo (Kowalchuck y Stephen,
2001; Prioult et al, 2002). Asimismo, también se ha hecho uso de las
herramientas de tipo genético basandose principalmente en la secuencia genética
de los acidos nucleicos; acido desoxi-ribonuiceico y acido ribonucleico ribosomal,
asi como en el reconocimiento proteico de enzimas especificas, tales como la
amonio-mono-oxigenasa. En estos trabajos se colocan a las bacterias nitrificantes
en dos subclases del grupo de las Protobacterias (Olsen y Woese, 1993; Prescott
et al., 1999; Purkhold ef al., 2000; Geiseke et al., 2001; Persson et al., 2002; Prioutl
et al., 2002), siendo Nitrosomonas eurpopaea una especie asignada al grupo
beta (B), mientras que Nitrobacter winogradsky al grupo alfa (c.).

Cabe destacar que, no obstante a las nuevas clasificaciones, el aspecto fisioldgico
de estas bacterias siguen siendo el criterio mas relevante para ubicarlas en uno u
otro grupo, por lo que en el presente estudio se optd por emplear la clasificacion
propuesta por sus descubridores Sergei y Helene Winogradsky.



En este sentido, las bacterias nitrificantes han sido clasificadas de la siguiente
manera (Holt, 1999).

Familia Nitrobactereaceae Buchanan, 1917
Grupo: Bacterias amonio-oxidantes
Geénero (tipo): Nitrosomonas

Grupo: Bacterias nitrito-oxidantes

Género (tipo): Nitrobacter

Como caracteristicas diagnosticas de la Familia se mencionan las siguientes:

[) Es una familia diversa integrada por células en forma de bacilos o bastones,
vibrios, cocos y espirilos. Las células en forma de cilindros conicos o en forma de
pera, son alargadas, elipsoidales, esféricas, espirales o lobulares sin endoesporas
(Margullis y Schuartz, 1981; Holt, 1999).

II) En cultivos puros, enriquecidos y en la naturaleza, se pueden encontrar
formando agregados rodeados por una membrana gelatinosa (Stanley ef al,

1981).

lll) Sus células pueden o no ser moviles, con flagelos polares a laterales o
peritricos.

IV) Utilizan amonio o nitrito como fuentes de energia, son capaces de crecer sin
compuestos organicos, algunos utilizan el CO, como fuente de carbon y obtienen
energia de la oxidacion de amonio, nitrito, hidrocarburos, sulfuros y/o tiosulfatos

(Stantey et al., 1981).

V) Son quimioautétrofas y pueden crecer en medio mixotréficos (con excepciones
como Nitrobacter)(Holt, 1999).

VI) Son bacterias de tipo aerobio capaces de vivir en medios con baja
concentracion de oxigeno (0.8 mg/L).

VII) En su mayoria reaccionan de manera negativa a la tincion de Gram (Holt,
1999).

VIII) Pueden presentar membranas intracitoplasmaticas aplanadas laminares o
redondeadas a manera de tubos.

IX) Las bacterias pertenecientes a esta familia, se encuentran en ambientes
aerobios donde la materia organica es mineralizada. Se distribuyen ampliamente
en suelo, aguas dulces, marinas, salobres y residuales, asi como en lodos
bioldgicos residuales (Stanley et al., 1981; Brock y Schlegel, 1989).

X) El ADN presenta de 45 a 62 mol% guanina+citosina (G+C).

Dentro de los géneros de esta familia, que con mas frecuencia se han descrito y
estudiado en aguas residuales, se encuentran las nitrosomonas y las



nitrobacterias. Dada la importancia de las mismas, a continuacion se proporcionara
mayor informacion, considerando como especies tipo dentro del presente estudio a
Nitrosomona europaea y Nitrobacter winogradsky. Lo anterior no implica la
exclusion de otras especies de bacterias nitrificantes tales como Nitrosospira sp. y
Nitrosococcus sp., que pudieran desempenar un papel importante dentro del
fenémeno (Stanley et al., 1981; Holt, 1999; Prescott ef al., 1999).

A) Nitrosomonas Winogradsky (1892).- generalmente este tipo de bacterias se
observan libres en forma de baston cilindrico alargado, o bien en pares y en
agregados elipsoidales rodeados por una membrana gelatinosa. Pueden presentar
un flagelo polar sencillo, o un par cuando son maviles. La ultraestructura de las
especies encontradas en suelo y sistemas de tratamientos, presentan subcapas
adicionales a la membrana celular, denominadas citomembranas periféricas
lamelares. En el citoplasma se localizan carboxisomas y granulos de polifosfatos.
Los estudios del ADN indican una composiciéon de 47.4 a 51 mol % de G+C. Su
reproduccion es por fision binaria. Como particularidad tiene la capacidad de oxidar
amonio a nitrito mas rapido que cualquier otro género de esta familia. Su
distribucion es amplia en suelo y sistemas de tratamiento biolégico de aguas
residuales (Holt, 1999).

Nitrosomona europaea.- morfologicamente este tipo de bacterias, son elipticas o
bacilares de 0.9 a 1.0x1.8 micras, con sus bordes redondeados, en pares o
formando cadenas cortas de 3 a 4 individuos, tienen un solo flagelo polar de 3 a 4
veces mas largo que la célula. Crece rapidamente en medios preferentemente
acuosos con o sin materia organica, o bien, enriquecidos con sulfatos de amonio,
potasio y magnesio. En cultivo, las células se pueden acumular en masas moviles
"agregados” alrededor de las particulas de carbonato de potasio en el fondo del
frasco donde se cultivan; el medio liquido es ocasionalmente turbio debido a la
presencia de los agregados. Aungue su cultivo en medios sélidos es dificil, no
obstante, cuando se emplea silica gel, se desarrollan colonias compactas con una
coloracién parda. Son bacterias estrictamente aerobias y quimioautétrofas,
transforman el amoniaco a nitrito (Holt, 1999; Stein y Arp, 1998; Okabe et al.,
1999).

B) Nitrobacterias Winogradsky (1892).- Este tipo de bacterias tienen forma de
pera o cono, sus dimensiones son de 0.6 a 0.8 x 1.0 a 1.2 micras, con una
membrana gelatinosa rodeandola, no son moviles. Su ultraestructura muestra una
citomembrana periférica en la region polar presentes en forma de capsula a
manera de vesiculas aplanadas pudiendo ser en pares de 4 a 6. Las composicién
del ADN es de 60 a 61 mol% de G+C. Su reproduccion es por gemaciéon. Pueden
ser cultivadas en medios libres de materia organica. Son sensibles a los
compuestos como sales de amonio, su temperatura éptima de crecimiento es entre
25 a 28°C. Después de un periodo de cultivo de 7 a 10 dias se pueden observar
colonias circulares o irregulares de color pardo a claro a oscuro (Holt, 1999;
Stanley et al., 1981).



Nitrobacter winogradsky.- Son bacterias cilindricas de 0.8 a 0.9x0.5 micras,
algunas veces en pares o largos agregados, maviles con un flagelo polarde 7 a 10
veces mas largo que el cuerpo. Pueden crecer en agar enriquecido con nitrito,
observandose después de 2 semanas colonias semiesféricas, transparentes, en
este tipo de medio se ha estimado la oxidacion de nitrito completa después de 10-
14 dias, a una temperatura de 25 a 30°C, pH de 7.6 a 8.6 unidades (Okabe et al.,
1999). Este tipo de bacterias tienen la capacidad de oxidar el nitrito a nitrato. A
diferencia de las Nitrosomonas, es catalogada como autétrofa facultativa (Stanley
et al, 1981; Holt, 1999).

1.5 METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD NITRIFICANTE

Teniendo el antecedente sobre el proceso de nitrificacion, los microorganismos
que intervienen y la problematica que representan el amonio, nitrito y nitrato en
medios acuosos, se plantea como siguiente punto abordar los procedimientos
que permitan reconocer la actividad nitrificante, asi como la cuantificacién de
bacterias nitrificantes.

1.5.1 Métocdos cuantitativos

A) La medicion de parametros fisicoquimicos como la concentracion de amonio,
nitrito y nitrato, por diversas técnicas de laboratorio, tales como: la técnica de
Nessler, por titulometria, y por medio de electrodos, entre otros, son empleados
para estimar la cantidad de sustrato (amonio) transformado al producto (nitrito y
nitrato). La aplicacion de una u otra técnica se encuentra sujeta a las
condiciones fisicoquimicas del agua en analisis, asi como de la infraestructura
con que se disponga (APHA, 1998).

Por ofra parte, en la determinaciéon de la velocidad nitrificante, que tiene como
objetivo establecer la constante media de saturacién (K;) y constante de sustrato
removido (ry), destacan los métodos respirométricos, los cuales son los mas
simples y frecuentemente empleados. Estos procedimientos se basan en el
consumo de oxigeno expresado en mg/L. La valoracion se hace midiendo la
cantidad de sustrato transformado por un numero especifico de bacterias
nitrificantes, en un tiempo determinado (Drtil et al., 1993; Surmarcz-Gorska et al.,

1996, Minch ef al., 1996).

B) La cuantificacion de las bacterias nitrificantes, se realiza ya sea por grupo
fisiologico, como es el numero mas probable para bacterias nitrificantes
(Schinner et al., 1995), o bien, de manera directa via la cuenta en placa (Schade
y Lemmer, 1994), asi como por técnicas de microscopia de epifluorescencia
(Holt, 1999).

Para obtener datos que permitan relacionar la abundancia de agregados
bacterianos con la concentracion de amoniaco y nitrato, se hace una estimacion
numeérica de estas por medio de una cuenta directa y cuenta indirecta.
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La cuenta directa se lleva a cabo, mediante la aplicacion de la gota de Lackey
(APHA, 1998) modificada, con el microscopio de contraste de fases acoplado 40 y
100 X a un sistema de video, que permite observar los agregados nitrificantes. Al
igual que para los parametros fisicoquimicos se toman muestras de 2 a 3 veces
por semana.

Para la cuenta directa de agregados nitrificantes empleando la técnica de Lackey
modificada (APHA, 1998), se requiere de un microscopio foténico con capacidad
para 1000 aumentos, portaobjetos, cubreobjetos, pipetas de 1mL graduadas y
del colorante azul de metileno al 1% en solucion acuosa. Esta técnica permite
realizar un estimacién directa, en un determinado volumen de muestra,
enumerando a los agregados bacterianos de interés, invirtiendo para ello un
lapso menor a los 5 minutos. Presenta como ventaja, el no necesitar la
elaboracién de un medio de cultivo selectivo, asi como el destinar un
determinado tiempo de incubacion del cultivo, lo cual derivaria en un mayor
costo y tiempo para obtener la respuesta buscada.

El principio de esta técnica se basa en la transferencia de una alicuota de muestra
a una caja de Petri con un medio sélido que contenga los elementos nutricionales
requeridos por las bacterias. Posteriormente, se incuba bajo condiciones
ambientales éptimas, por un lapso de 3 a 10 dias. La cuenta se realiza en base al
desarrollo de colonias de bacterias formadas. El nimero de colonias contadas se
considera como el numero viable de microorganismos presentes en una
determinada muestra (Schinner ef al., 1995). El material cual requiere de material
de vidrio, tal como matraces, pipetas graduadas de 1mL, autoclave para la
esterilizaciéon del material y medios de cial requerido es cajas Petri de vidrio o de
plastico y los diversos reactivos que constituyen la formulacién del medio (Holt,
1999), ademas de una incubadora. El tiempo necesario para poder observar los
resultados esperados es de 7 a 10 dias. Ademas del tiempo empleado, presenta
como inconveniente el que no evidencia la totalidad de las bacterias activas
presentes en la muestra en analisis, sino solo aquellas cuyas caracteristicas
culturales permitieron que se expresaran.

Otra técnica empleada para la cuenta indirecta de bacterias nitrificantes es la del
numero mas probable (NMP). Este tipo de técnicas es la mas frecuentemente
empleada debido a los buenos resultados que aportan (Matulewich ef al., 1975 en
Prosser, 1992; Schinner ef al., 1995). Es importante sefalar que este es un método
que se adecua para realizar la cuenta de un grupo fisiologico especifico. La técnica
del NMP, también conocida como de tubos de dilucion, proporciona una estimacion
estadistica de la densidad microbiana presente con base a que la probabilidad de
obtener tubos con crecimiento positivo, lo que disminuye conforme el volumen de
muestra inoculado es menor. Como parametro fisicoquimico importante, se reporta
que la incubacién debe llevarse a cabo a una temperatura de 28°C, y la obtencion
de resultados requiere un periodo de cuatro semanas (Schinner et al., 1995), lo
que representa un periodo muy largo y poco practico para la obtencién de los
resultados. Para la ejecucion de ésta técnica se requiere el empleo de tubos de
cultivo con rosca y campanas Durham. Debido a que es un método
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probabilistico, requiere la elaboracion de varias diluciones, lo cual dificulta su
aplicacion.

Considerando lo anterior, puede decirse que cada una de las técnicas senaladas
presenta ventajas y desventajas, en cuanto a material disponible, y el
conocimiento que de éstas debe tener el responsable de su aplicacion, lo cual a
su vez resulta determinante en la seleccion de la técnica a emplear.

11.5.2 — Métodos cualitativos

A) Cualitativamente, puede destacarse la presencia de bacterias nitrificantes,
mediante el empleo de reactivos especificos, tales como el reactivo de Nessler.
En este sentido, después de ser aplicado a una determinada muestra de agua, si
se observa una coloracion parda, acompanada de un precipitado, sera indicio de
la presencia de amonio. Asimismo, una solucién a base de acido sulfanilico y
sulfanilamida, aplicada a una muestra de agua bajo estudio, mas polvo de zinc,
dara como resultado la aparicién de un tono rosa o purpura indicando asi la
presencia de nitritos y, por lo tanto, la transformacion de amonio a nitrato
(Gerhardt ef al., 1994, Hommes et al., 1998).

En el primer paso de la nitrificacion, el amoniaco se transforma a nitrito por una
serie de reacciones en la que intervienen principalmente las enzimas amonio-
oxigenasa (AMO) y la hidroxilamina oxidoreductasa (HAQ), esta ultima es la que
participa en la formacion final del nitrito. (Figura 1).

PERIPLASMA j MEMBRANA CITOPLASMA

NO, NH,OH < NH,OH + H,0

\ ZH + NH_‘ +02

Figura 1.- Modelo de la oxidacion del amoniaco a nitrito (AMO=enzima
amoniooxigenasa; HAO=hidroxilamina)
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A continuacién se muestra de manera general el grupo de reacciones explican la
transformacién de amoniaco a nitrito (nitritacion) por las bacterias (Nifrosomonas)

NITRITACION (Oxidacién del amonio a nftrito}

(AMO)
2H + NH; +2e +y — NH,OH + H,0

(HAO)
NH,OH + H,0 ———p HNO; + 4e + 4H"

HNO,+H;, ——m—+—p NO; (l’lill‘il()) + H,0

En los medios de cultivo selectivo, para Nitrobacter, el sustrato empleado es a
base de una sal de nitrito y micronutrimentos. Para evaluar si se llevaba a cabo la
transformacion de nitrito a nitrato, a una muestra de cultivo se le adiciona el
reactivo de Griess, la cual mostrara un color rosa/purpura, si el nitrito sigue
presente como sustrato. No obstante, si la muestra no presenta coloracién, o bien,
es amarillo paja, dicho sustrato se habra transformado a nitrato.

En la nitrificacion se da un flujo de electrones entre el citoplasma y el medio
circundante, en éste, el nitrito que es el primer producto de la reaccién por parte de
las bacterias amonio-oxidantes (nitritantes), pasa rapidamente a través de la
membrana de las bacterias nitrito oxidantes (nitratantes) y es oxidado a nitrato, el
cual es liberado como producto final.

Debido a que el reactivo de Griess reacciona con el nitrito liberado durante la
nitritacion llevada a cabo por bacterias tipo nitrosomonas, da una coloracion rosa
purpura, indicando asi su presencia, por lo tanto cuando este producto no se
encuentra presente en el medio, dicho evento no ocurre.

Para corroborar que la nitrificacion ha tenido lugar se adiciona polvo de zinc
metalico, el cual reduce al nitrato a nitrito, dando la coloracidn rosa purpura
anteriormente indicada. El sito de estas reacciones no se encuentra determinado
en membrana de las bacterias. Sin embargo, se ha observado que la reaccion
oxido-reduccion del nitrito a nitrato, ocurre en el citoplasma y periplasma (medio
externo) de las bacterias del tipo Nitrobacter sp., Ferguson 1982, en Hooper

(Figura 2)
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oy

NOJ+ Mz0
oy 2

H*

Figura 2.- Modelo del gradiente de electrones acoplado a la oxidacion del nitrito por
Nitrobacter (P = periplasma; M = membrana celular; C = citoplasma).

Por otra parte, la aplicacion en conjunto de las pruebas BART, el Reactivo de
Griess y el zinc, permiten detectar la actividad nitrificante, asi como el
reconocimiento de las bacterias involucradas en esa biotransformacién.

B) Pruebas de reaccion biolégica para nitrificantes (BART= Biological Activity
Reaction Test). Son bioensayos de reconocimiento fisioldgico de diversos
grupos, entre los cuales se encuentra uno especifico para bacterias nitrificantes
(Hach Company, 1995), un resultado positivo de estas pruebas es el desarrollo de
biomasa después de 5 a 7 dias, y la presencia de una coloracion rosa en el medio
liquido en que se incuba a temperatura ambiente la muestra de agua.

11.5.3 Reconocimiento morfolégico

De acuerdo a las caracteristicas antes mencionadas, aplicando las técnicas de
tincion, tales como: Gram y azul de metileno, se pude detectar la presencia de
bacterias nitrificantes. El uso de microscopia electrénica de barrido y
transmisién, permite reconocer con mayor detalle la morfologia interna de las
bacterias nitrificantes.

Como una estrategia de trabajo el reconocimiento de la actividad nitrificante y de
las bacterias nitrificantes, es recomendable emplear técnicas de analisis
fisicoquimicos y biolégicos de manera simultanea, que permitan obtener
informacién cuantitativa y cualitativa.



Para el presente trabajo, fueron seleccionadas las pruebas BART recomendadas
para deteccion de bacterias nitrificantes. Este tipo de pruebas consta de un
recipiente tubular con tapa de rosca de color blanco y una gris denominada de
reaccion. En su interior se encuentran tres esferas plasticas que flotan una vez que
se ha colocado la muestra, éstas cumplen con dos funciones, una como medio
para el establecimiento de las bacterias y, la otra, mediante el incremento de la
interfase entre el aire y agua existente dentro del pequeno tubo. Estas
caracteristicas proporcionan las condiciones aerobias requeridas por las bacterias
nitrificantes.

Una vez colocadas las muestras en los tubos de las pruebas BART, los resultados
se obtienen después de cinco dias de incubacion entre 21 y 25°C. Posterior a este
lapso, la tapa del tubo es cambiada por la de color gris. Con la finalidad de que
ocurra la reaccioén entre la muestra y el compuesto de la tapa, para ello se invierte
el tubo de 2 a 5 minutos. Transcurrido este tiempo se coloca el recipiente a su

posicién normal.

Para el analisis de resultados se consideran dos sitios de reaccion, el primero en la
parte superior de cada esfera, donde se observara el posible desarrollo de un color
pardo, correspondiente al asentamiento de bacterias nitrificantes, en tanto que el
segundo se detectara, en la solucion o muestra, la cual debera mostrar un color
rosa o purpura. La coloracién de éstos es comparada con una carta de reaccion
que viene incluida con las pruebas y de acuerdo a su similitud con ésta se
determina la presencio o bien ausencia de las bacterias nitrificantes.

11.5.3 Reconocimiento morfolégico

De acuerdo a las caracteristicas antes mencionadas, aplicando las técnicas de
tincion, tales como: Gram y azul de metileno, se pudo detectar la presencia de
bacterias nitrificantes. El uso de microscopia electronica de barrido y
transmision, permite reconocer con mayor detalle la morfologia interna de las
bacterias nitrificantes.

Como una estrategia de trabajo el reconocimiento de la actividad nitrificante y de
las bacterias nitrificantes, es recomendable emplear técnicas de analisis
fisicoquimicos y biclégicos de manera simultdnea, que permitan obtener
informacién cuantitativa y cualitativa.



1.6 LEGISLACION SOBRE LAS DESCARGAS DE AMONIACO, NITRITO Y
NITRATOS

La importancia que tiene el conocimiento de la nitrificacion en el tratamiento de
agua, y la necesidad de identificarla, es por un lado aseverar que la depuracion
biolégica de aguas residuales es adecuada, disminuyendo asi, el riesgo de
contaminar cuerpos de agua naturales y suelo con amonio y nitrito, que
deterioran la calidad fisicoquimica y biologica del cuerpo de agua receptor. En
este sentido, la existencia de una legislacion al respecto contribuye a preservar
los ecosistemas naturales y a prevenir su contaminacion.

En cuanto a la legislacion referente a la descarga de amoniaco, nitritos y nitratos,
en la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1986 que establece los limites
maximos permitidos de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas Yy bienes nacionales (DOF, 1997), determina que estos contaminantes sean
medidos en forma de nitrégeno total. Sin embargo, en la Ley Federal de Derechos
en Materia de Agua, publicada por la Comision Nacional del Agua (CNA, 2002),
dentro de su titulo segundo, correspondiente a los derechos en materia de agua,
y de manera particular en su articulo 224 seccion V, indica que “no se pagara el
derecho por aguas que regresen a su fuente original o sean vertidas en cualquier
otro sitio previamente autorizado por la Comisién Nacional del Agua. Lo anterior,
siempre que cuenten con el respectivo certificado”. En este sentido, es
importante destacar los compuestos nitrogenados de particular importancia para
el presente trabajo aparecen indicados como amoniaco, nitrito y nitrato (Tabla 1).
Al respecto, de acuerdo a la calidad, corresponde el destino inmediato posterior
que se le de al agua, lo cual debera quedar debidamente especificado en el
certificado de la declaracién del ejercicio correspondiente. Asimismo, la Ley
Federal de Derechos en Materia de Agua, establece en el Capitulo XIV, Articulo
278-B, que los limites maximos permisibles de nitrdgeno (nitrégeno total)
susceptibles de ser descargados en cuerpos receptores tipo A y B como rios con
uso en riego agricola, publico y urbano, embalses naturales y artificiales con uso
de riego agricola, la concentracion establecida es de 40 mg/L, mientras que para
estuarios (cuerpos tipo B) es de 15 mg/L. Para el caso de cuerpos receptores tipo
C, como son los rios con uso para la proteccién de vida acuatica; embalses
artificiales y naturales con uso publico urbano, acuiferos, es de 15 mg/L.

Tabla 1. Limites permisibles de descarga de amoniaco, nitritos y nitratos para
diferentes tipos de agua

PARAMETROS USoS |
mg/L 1 2 3 | 4
Amoniaco-N - - 0.06 0.01
Nitritos-N 0.05 - - 0.01
Nitratos-N 5.0 B 0.04

(Fuente: Ley Federal de Derechos en Malteria de Agua (CNA, 2002)

Uso 1.- Fuente de abastecimiento para uso publico urbano.

Uso 2.- Riego agricola.

Uso 3.- Proteccion a la vida acuatica: agua dulce, incluye humedales.
Uso 4.- Proteccion a la vida acuatica: aguas costeras y estuarios.
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En este contexto, es importante resaltar que esas concentraciones, podrian
ocasionar problemas en los ecosistema acuéticos receptores, como seria el caso
de eutroficacion de embalses destinados a la proteccion de la vida silvestre y de
abastecimiento para uso potable, eventualmente la autoridad debera solicitar una
menor concentracion de nitrdgeno en las descargas a cuerpos acuaticos
receptores.

Por otra parte, en cuanto a normativas internacionales sobre agua para consumo
humano, la Asociacion Europea de Agua para Consumo Humano establece que
el limite maximo permisible de compuestos del nitrogeno en aguas de
abastecimiento para consumo humano es de 0.05 mg/L, 1999), lo cual también
es estipulado la normatividad mexicana (CNA, 2002).

Partiendo de lo anterior, se pone en evidencia la importancia que tiene la
eliminacion de compuestos nitrogenados, como el amoniaco y nitrato, en los
diferentes tipos de cuerpos acuaticos susceptibles de ser empleados como fuentes
de abastecimiento de agua para consumo humano. Asimismo, debe considerarse
que el no cumplir con la legislacion vigente, en cuanto a la descarga de estos
contaminantes, es motivo de sanciones, tales como el cierre parcial de las
instalaciones y multas, en funcion de la concentracion de contaminantes y volumen

descargado.

En este contexto, el conocimiento del fenomeno de nitrificacion, asi como los
factores que lo afectan y los métodos de deteccion rapida, son considerados
elementos Utiles para el control de las descargas de amonio, nitritos y nitratos
presentes en aguas residuales y, consecuentemente, para la proteccion del
ambiente (Purkhold ef al., 2000).

La oxidacion autotrofa de amonio a nitrato en ambientes naturales, realizada por
las bacterias nitrificantes, tiene un papel central en el ciclo del nitrégeno. Mientras
que en las plantas de tratamiento biologico de aguas residuales su importancia
radica en ser un paso intermedio de eliminacién de compuestos nitrogenados,
pudiendo con ello disminuir el riesgo de eutroficacién de un cuerpo acuatico y
protegiendo, de esta manera, el equilibrio y dindmica de los ecosistemas.



Il OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

lll.1 OBJETIVO GENERAL

- Estudiar diferentes métodos de reconocimiento de la actividad nitrificante
bacteriana en medios acuosos

[1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar el proceso de nitrificacion usando un cultivo bacteriano aclimatado
- Evaluar el crecimiento de bacterias nitrificantes en medios enriquecidos con

sulfato de amonio
- Reconocer "in situ" la actividad nitrificante

IV MATERIALES Y METODOS

Las actividades desarrolladas en presente estudio se dividieron en dos etapas.
La primera consistio en la obtencion de cultivos enriquecidos de nitrobacterias, a
estos se les aplicaron técnicas rapidas que permitieron efectuar el
reconocimiento morfolégico de este tipo de bacterias, asi como de su actividad
nitrificante (Figura 3 a ). La segunda hizo un seguimiento de la nitrificacion bajo
condiciones controladas y se aplicé las técnicas de analisis a una Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales (Figura 3b).
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ENRIQUECIDOS DE BACTERIAS

OBTENCION DE CULTIVOS

NITRFICANTES

A 4

CULTIVO PRIMARIO
CULTIVO SECUNDARIO

CULTIVO ESPECIFICO

’

SEPARACION DE BACTERIAS

NITROSOMONAS Y NITROBACTER

ANALISIS
FISICOQUIMICOS

Y

ANALISIS
MICROBIOLOGICOS

Y

Y

RECONOCIMIENTO RECONOCIMIENTO
FISIOLOGICO MORFOLOGICO
A)  Griess

A) Microscopia

B) BART Gptica
B} Microscopia
C) Respirémetro electronica

CUANTIFICACION
(DIRECTA)

A 4

OBTENCION Y ANALISIS DE

RESULTADOS

r

CONCLUSIONES PARCIALES

Figura 3a. Diagrama de la metodologia seguida en la primera etapa experimental
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SEGUIMIENTO DE LA NITRIFICACION
EN CONDICIONES CONTROLADAS

ANALISIS
FISICOQUINMICOS
(NHiy, NOv,OD y pll)

E-l.\"l‘!;\!.-\(ll(')hil DE
LA REACCION
NITRIFICANTE

ANALISIS
MICROBIOLOGICOS

RECONOCIMIENTO
FISIOLOGICO Y
MORFOLOGICO

Y EN PLACA

! /

APLICACION EN UNA SISTEMA DE
TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Y

OBTENCION Y ANALISIS
DE RESULTADOS

Y

Figura 3b.- Metodologia empleada en la segunda etapa
experimental
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IV PRIMERA ETAPA EXPERIMENTAL

IV.1 OBTENCION DE CULTIVOS ENRIQUECIDOS DE BACTERIAS
NITRIFICANTES

Como fuente de bacterias nitrificantes se emplearon tres tipos de muestras: a)
Aguas conducidas por el Rio Magdalena, que son en su mayoria de origen
domestico y consecuentemente ampliamente factibles de contener compuestos
nitrogenados, asi como de bacterias que los transforman; b) lodos de una planta
que trata bioldgicamente aguas domeésticas en los que en una experimentacion
previa se constatoé la presencia de bacterias nitrificantes, y c) suelo, sustrato en el
que este tipo de bacterias es particularmente abundante.

IV.1.2 Enriquecimiento bacteriano primario

Con tal fin se siguieron tres procedimientos, en todos se emplearon recipientes de
1 L que contenian 900 mL de agua residual doméstica del Ri6 Magdalena (ARD) y
se hicieron las siguientes variaciones:

A) Adicion de 100 mL de una mezcla de “lodos” y suelo.

B) ARD enriquecida con sulfato de amonio o de cloruro de amonio en una
concentracion de 100 mg/ L (ARDESA)

C) Adicion de 100 mL de una mezcla de “lodos” y suelo, 100 mg/L de sulfato
de amonio y como amortiguador 0.5 g de carbonato dibasico de potasio.

Todas las suspensiones se incubaron a temperatura ambiente y con aereacion
por 15 dias. Durante este periodo diariamente se extrajo un volumen de 100
mL, en el caso A, este se restituyo con 100 mL de ARD, en B con una
suspension de sulfato de amonio o de cloruro de amonio y en C con la fuente
de nitrogeno y el amortiguador.

En cada caso se efectuaron determinaciones fisicoquimicas y observaciones al
microscopio a diferentes tiempos, a fin de detectar los cambios producidos, asi
como la presencia de las bacterias de interés.

IV.1.3 Enriquecimiento secundario o especifico de bacterias nitrificantes
(cultivo D)

Para asegurar la eliminacion de materia organica y de otros microorganismos
heterotrofos, asi como, el enriquecimiento de bacterias nitrificantes, se procedio
a resembrar el cultivo enriquecido B (ARDESA) en donde se observd la mayor
abundancia de las bacterias de interés mediante el siguiente procedimiento.
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Para favorecer el desarrollo especifico de bacterias nitrificantes se hizo una
primera resiembra en el medio de cultivo recomendado por Hanaki et al. (1980
a), suspension que se incubd a 25° C y agitaciéon durante 7 dias. A partir de este
cultivo se hicieron diluciones seriadas, empleando en cada una el 10 % en
volumen de inéculo y como sustrato, una solucién de sulfato de amonio con una
concentracion de 100 mg/ L (figura 4).

e ™
H—
/

Agua residual domeslica +lodes Agua meiual domietica 4
[NH) 550, + Ky POy

Seleccidn de las ndrobactenas sikesies, 3 partir de medios selectivos y biomaza

e _.-"’/‘b airg //i.:: aira //

-1

| ‘
| !
Figura 4. Elaboracion de los inbeulos para obtener bacterias nitrificantes

IV.1.4 Separacion de bacterias nitritantes y nitratantes

A partir del cultivo enriquecido se tomaron muestras y se sembraron en dos
medios selectivos (ver anexo 1), uno para Nitrosomonas (NS) y otro para
Nitrobacterias (NB).

En ambos casos, cada tercer dia se hicieron transferencias del cultivo a nuevas
soluciones del medio, ello con el fin de evitar la inhibicion del crecimiento por
acumulaciéon de subproductos metabdlicos, asi como, los cambios de pH que
pudieran inhibir la actividad de las respectivas bacterias nitrificantes.

Durante el enriquecimiento especifico, asi como para la separacién de bacterias
nitrificantes, los cultivos se mantuvieron bajo oxigenacion constante y a una
temperatura de 25° C, condiciones que favorecen el crecimiento rapido de las
bacterias nitrificantes (Stanley et al., 1981; Bortone et al., 1994; Homes et al.,
1998; Strous et al., 1999).
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IV.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS

Para medir la actividad nitrificante de los cultivos se registraron las siguientes
variables fisicoquimicas.

o Concentracion de los iones amonio, mediante la técnica de Nessler.

o El contenido de nitratos se determind en un espectrofotometro de luz

ultravioleta (APHA, 1998).
a El pH se midié con un multimetro Cornin 720-A.

o La alcalinidad mediante un método titulométrico (APHA, 1998)

o La temperatura y el oxigeno disuelto se registraron con un equipo Hach,
que mide la concentracion de oxigeno en mg/ L y la temperatura en
grados Celsius (°C).

Para la determinacién de los iones amoniaco y nitrato se elaboraron curvas
patron de referencia, tal como lo indican los métodos estandar americanos

(APHA, 1998).

Cabe mencionar que inicialmente se contemplo, el empleo de electrodos selectivos
de amoniaco y nitrato para realizar las mediciones potenciométricas, sin embargo
debido a que este tipo de andlisis se recomiendan para el monitoreo
preferentemente de aguas poco contaminadas, por lo que se considero para el
presentes estudio su aplicacion podria ser limitada, en consecuencia, se opté por
comparar los resultados de esta metodologia con los obtenidos con otros métodos
espectrofotométricos. Con tal fin, en una misma muestra de agua residual
domeéstica, se determiné la concentracion de amonio y nitratos con dichos
electrodos y ademas mediante la técnica de Nessler modificada para amonio, asi
como una técnica espectrofotométrica de luz ultravioleta para nitratos (APHA,
1998).

Los resultados obtenidos mostraron que en el caso del amonio ambas técnicas
permitieron obtener valores semejantes, por lo que podria utilizarse una u otra. En
tanto para el nitrato, la concentracion de este ion fue 100 mg/L con el electrodo
selectivo, lo cual no es coherente, si se considera el tipo de agua analizada,
mediante el espectrofotometro se obtuvieron datos entre 1 y 4 mg/L, siendo estos
cercanos a lo esperado y reportado en la literatura, por lo cual en el caso del nitrato
la lectura obtenida debera dividirse entre un factor de 25, a fin de obtener una

lectura real.

Lo anterior indica que los datos obtenidos mediante el empleo de electrodos son
afectados por otros iones presentes en la muestra.
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IV.3 ANALISIS MICROBIOLOGICOS.
IV.3.1 Obtencion de los organismos de interés

Como primer paso se trabajo- con inéculos elaborados con agua residual
doméstica, a la que se le adicioné sulfato de amonio y cloruro de amonio. Lo
anterior con el objetivo de enriquecer las cepas silvestres de bacterias nitrificantes
que pudieran ser empleadas en la siguiente etapa experimental.

Para asegurar la obtencion de cultivos enriquecidos, se llevaron varias resiembras
por dilucion, empleando en cada una el 10% en volumen del inéculo y, como
sustrato, una solucién de sulfato de amonio en una concentracion de 100mg/L
figura 4 (ver IV.1.2 Enriquecimiento secundario).

Posteriormente, se procedio a la siembra de muestras de biomasa (entendiendo
por biomasa, a las bacterias nitrificantes obtenidas a partir de los indculos
enriguecido con sulfato de amonio) en dos medios selectivos, uno para
Nitrosomonas (NS) y otro para Nitrobacterias (NB). En ambos casos, cada tercer
dia se hicieron transferencias del cultivo a nuevas soluciones del medio, ello con el
fin de evitar la inhibicion de crecimiento por acumulacion de subproductos
metabolicos, asi como, los cambios de pH que pudieran inhibir la actividad de las
bacterias nitrificantes. Cabe sefialar que tanto los in6culos iniciales, como los
obtenidos en medios selectivos se mantuvieron bajo oxigenacion constante y a una
temperatura de 25°C, a efecto de favorecer un rapido crecimiento de las bacterias
nitrificantes (Stanley et al., 1981; Bortone ef al., 1994; Hommes et al., 1998; Strous

et al.,, 1999).

IV.3.1.1 Observaciones microscopicas

Para facilitar el reconocimiento morfoldgico de las bacterias nitrificantes se hizo
la observacion microscopica de muestras extraidas de ARD, de los cultivos B, D
y en los selectivos NS y NB. El muestreo se hizo cada tercer dia y se aplicaron
las siguientes técnicas:

o Observaciones in vivo con el microscopio de contraste de fases.
o Preparaciones temporales tefiidas con azul de metileno.

o Preparaciones permanentes tefidas con las técnicas de Gram, Neisser y
Negro Sudan. En estos casos se hizo la observacién con microscopio de
campo claro. Es conveniente aclarar que para la tincion con Negro Sudan a
partir de los cultivos obtenidos se tomaron muestras a las que se les adicion6
acetato de sodio y se cultivaron en condiciones anaerobias, lo que favorece
la acumulacién de polihidroxibutirato (PHB) en bacterias del género
Nitrobacter, lo que permite diferenciarlo de Nitrosomonas.
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a Microscopia electréonica de transmisién, para lo que se empled un equipo Jeol
1200 EXII, con las siguientes caracteristicas: magnificacion 50x — 600 000X;
resolucion aprox. 4 angstroms y camara fotografica con placas de 3 % x
4"(Pelicula 4489 y SO-163. Esta actividad se realizo en el laboratorio de
microscopia electrénica del Instituto de Fisiclogia Celular de la UNAM.

IV.3.2. Ensayos fisioldgicos

La determinacion de la actividad nitrificante se realizé en cultivos enriquecidos y
en cultivos en los que se emplearon medios selectivos tanto para bacterias
amonio-oxidantes (Nitrosomonas), como para bacterias nitro-oxidantes
(Nitrobacter). Para poner de manifiesto dicha actividad se empled el reactivo de
Griess y en forma complementaria las pruebas BART.

1V.3.2.1 Deteccion de la actividad nitrificante con el reactivo de Griess

El reactivo de Griess es un compuesto acido incoloro elaborado a partir de acido
fosforico, sulfanilamida y n-naftil-etilendiamida, el que al reaccionar con los
nitritos da lugar a la formacion del p sulfabenceno azo alfa naftilamina que es un
compuesto de color rosa-violeta (Schade y Lemmer, 1994; Hommes et al.,

1988).

Por otra parte considerando lo indicado en el capitulo Il, se tiene que el proceso
de nitrificacién comprende 2 fases de transformacion (ver reacciones), se tiene
que la aparicién de un color rojo o purpura en un cultivo de bacterias nitrificantes
después de la adicién del reactivo de Griess constituye un indicativo de que se
llevo a cabo la primera fase de la transformacion.

Nitrosacion: 2NHs+3 O, Nitrosomonas 2NO, +4H" + 2H,0 + energia
Nitratacion 2NO; + O, + Nitrobactegias 2NO; + energia

En tanto que una reaccion incolora o bien con un color amarillo palido indica dos
posilidades:

a) Reaccion negativa por la presencia del sustrato que no fue oxidado a
nitritos

b) Reaccion falsa negativa de nitrificacion, la que esta dada por la presencia
de nitratos. Es decir que se efectud el proceso completo en donde ios
nitritos fueron oxidados a nitratos.

Para discernir entre estas posibilidades, se agrega zinc metalico, el que en la

segunda posibilidad reduce los nitratos a nitritos con la consecuente aparicion
del color purpura lo que indica que la reaccién de nitrificacion fue positiva.
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IV.3.2.2 Pruebas de reaccion biologica para nitrificantes (BART)

En este tipo de pruebas se utiliza un recipiente tubular con tapa de rosca de
color blanco y una gris denominada de reaccién. En su interior se encuentran
tres esferas plasticas que flotan una vez que se ha colocado las muestra, éstas
cumplen dos funciones, una como medio para el establecimiento de las bacterias
y, la otra mediante el incremento de la interfase entre el aire y agua existente
dentro del pequeno tubo. Estas condiciones proporcionan las condiciones
aerobias requeridas por las bacterias nitrificantes.

Una vez colocadas las muestras en los tubos de las pruebas BART, los
resultados se obtienen después de cinco dias de incubacion entre 21 y 25° C.
Después de este tiempo, la tapa del tubo se cambia por la de color gris y se
invierte el tubo (lo que facilita la reaccién entre la muestra y el compuesto de la
tapa) de 2 a 5 minutos. Transcurrido este tiempo se coloca el recipiente en
posicién normal.

Para la interpretacion de los resultados se consideran dos sitios de reaccion, el
primero en la parte superior de cada esfera, donde se observara el posible
desarrollo de un color pardo, correspondiente al asentamiento de bacterias
nitrificantes, en tanto que el segundo se detectara en la solucién o muestra, la
cual debera mostrar un color rosa o purpura. La coloraciéon de estos se compara
con una carta de reaccion que viene incluida con las pruebas y de acuerdo a su
similitud con ésta se determina la presencia o bien la ausencia de bacterias
nitrificantes.

IV.3.3 Ensayos respirométricos

En el caso particular de la nitrificacion mediante el consumo de oxigeno, es
posible hacer una estimacion de la velocidad de oxidacion del sustrato amoniaco
(NH3) al producto nitrato (NO3 -) mediante la siguiente féormula, la que permitira
calcular la disminucion del amoniaco y el aumento de nitrartos.

Para establecer la oxidacion de amoniaco a nitrato se considerd la siguiente
relacion: 1 mgODI/L registrados en el respirometro = 1/5 mg N-NH/L

En estos ensayos, el consumo de oxigeno se registr6 en un respirdbmetro
automatico marca Voith-Sapromat B-12, para elio se emplearon 6 matraces (1
testigos y 5 inoculados con bacterias nitrificantes en una proporcion de 250
agregados/ mL, estos ultimos obtenidos en los cultivos de enriquecimiento). En
todos los casos, de acuerdo con las condiciones optimas para el proceso de
nitrificacion reportadas por Anthonisen et al., (1976), el medio de cultivo se
ajustdé a un pH de 8.0 unidades y posterior a la inoculacion, los matraces se
mantuvieron a 25° C y bajo oxigenacién y aireacién constantes.



Con estas condiciones se realizaron 3 corridas experimentales, en las que se varié
la concentracion y fuente de nitrégeno. En cada caso, las lecturas se efectuaron
con intervalos de 15 minutos durante la primera hora, después cada 60 minutos
hasta la hora 5, y las siguientes lecturas a las 24, 48, 72 y 96 h.

A partir de las 24 h. adicionalmente al registro del consumo de oxigeno, se
determinaron las siguientes variables fisicoquimicas OD, pH vy alcalinidad.
Complementariamente se aplico a muestras procedentes de los matraces de
reaccion el reactivo de Griess para confirmar que la reaccion (presencia del
producto intermedio, NO2) se estaba llevando a cabo y se cuantificaron los
agregados bacterianos.

La concentracién y fuentes de nitrogeno utilizadas en las tres corridas
experimentales corresponden a:

Primera 10 mg/ mL de sulfato de amonio.

Segunda 100 mg/ mL de cloruro de amonio

Tercera 10 mg /mL de cloruro de amonio

IV.3.4 Cuantificacion de bacterias nitrificantes

A partir de los cultivos antes indicados se tomaron alicuotas de 0.1 mL, las que
se emplearon para hacer observaciones directas con el microscopio de contraste
de fases, asi ccmo, preparaciones temporales que se tifieron con azul de
metileno, procediéndose a contar los agregados bacterianos.

IV.4 SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

IV.41 SEGUIMIENTO DE LA NITRIFICACION EN CONDICIONES
CONTROLADAS.

Con tal fin se emplearon dos reactores de un volumen cada uno de 100 mL. A
estos se les adiciono el medio de cultivo especifico para el desarrollo de
bacterias nitrificantes (Hanaki et al., 1990), el que contenia 24 mg/ L de
amoniaco y se inocularon con 10 mL del cultivo D obtenido en la primera etapa

Uno de los reactores se mantuvo cerrado y el otro fue aireado y ambos se

mantuvieron a 25° C durante 24 horas. Las caracteristicas operativas de estos se
describen en la siguiente tabla.
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Tabla 2.- Caracteristicas operativas de los cultivos en reactores experimentales

Parametro Literatura Reactor*
experimental

Oxigeno disuelto (mg/L) 4.3-4.6a 4.4
Temperatura (C1C) 25-30b 28
Alcalinidad (mgHCO3/L) 7.14b 7.14
Ph (unidades) 7.5a8.6¢c 8.0
Tiempo de retencion celular
(TRC en dias) 20-30d 25
Tiempo de retencién hidraulico
(TRH en dias) 3-7 5
Concentracion de amoniaco
(mg N-NH3/L) 10-100 50

Nota: Datos tomados de: a Prosser, 1992; b Le-Bihan, 1995; c Metcalf y Eddy, 1991, d Bortone et al., 1994,
*Los intervalos de las condiciones de operacion propuestos son un promedio de los que la literatura
reporta como dptimos para el proceso de nitrificacion.

A diferentes tiempos se tomaron alicuotas de 10 ml en las que se determinaron
la concentracion de amoniaco, nitratos, ph y cantidad de bacterias nitrificantes
de acuerdo a la metodologia antes indicada

IV.4.2 APLICACION DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE NITRIFICACION
EMPLEDAS EN EL ESTUDIO DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE

AGUA

Con este propésito se selecciond la Planta de Tratamiento de agua de Ciudad
Universitaria (PTARCU). El estudio se realizo en la etapa media de la época de
lluvias, en la que la planta se encuentra operando de manera estable. Para ello
se tomaron muestras del sistema de lodos activados una vez por semana
durante 3 semanas continuas y se procedié a evaluar la actividad nitrificante
mediante la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas
descritas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1 Primera etapa

V.1.1 Caracterizacion fisicoquimica de aguas residuales de origen
doméstico.

En la tabla 3 se presentan los resultados de las variables fisicoquimicas
determinadas en el Agua residual doméstica del Rio Magdalena (ARD). En esta
se observa que la concentracion de oxigeno disuelto y valores de pH se
encuentran en rangos en el que se reporta una actividad nitrificante baja
(Metcalf y Eddy, 1990; Prosser, 1992; Munch et al., 1996).

Normalmente a estas concentraciones de OD se presenta una acumulacion de
nitritos, los que tienden a desaparecer cuando el OD supera la concentracion de
2.8 mg/ L. En tanto que el pH o6ptimo para la nitrificacion fluctia de 7.3 a 8.6
(Miinch et al., 1996)

Respecto al contenido de amoniaco los valores son bajos lo que aunado a las
otras variables fisicoquimicas indican que en este tipo de agua el proceso de
nitrificacién es bajo lo que coincide con las cantidades de nitratos encontradas
que resultaron también bajas.

Tabla 3. Caracterizacién fisicoquimica de las aguas residuales conducidas por el

Rio Magdalena.
Parametro Descripcion
Oxigeno disuelto (mg/L) 12+0.2
pH (unidades) 7305
Amoniaco (mg N-NH3 /L) 1112
Nitratos (mg N-NO3-/L) 1.0+0.2
Demanda quimica de oxigeno (DQO mg O2/L) 286 + 30

V.1. 2 Obtencion de cultivos enriquecidos de bacterias nitrificantes.

En las observaciones realizadas al microscopio de los cultivos primarios (A, B y
C), durante las dos primeras semanas se detectaron microorganismos
eucariotes tales como flagelados, ciliados, suctores, micrometazoos, nematodos
y rotiferos. De igual forma se observaron procariontes tanto en forma dispersa,
como en filamentos y en agregados, destacandose la presencia de Zooglea sp.

La composicion de la comunidad microbiana observada es logica, si se

considera que las aguas domésticas, lodos y suelo contienen materia organica
que favorece la proliferacion de microorganismos heterotrofos.
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Respecto a los agregados semejantes a bacterias nitrificantes, estos fueron mas
abundantes en el cultivo B (ARDESA) a partir del cual se hizo el enriquecimiento
secundario (D), en el que como era de esperarse, la diversidad de organismos
heterétrofos disminuyd, observandose de manera simultanea el aumento de
bacterias nitrificantes, asi como escasas algas filamentosas. Aun cuando se
registr6 un aumento de estos dos grupos, en general se presentaron en baja
proporcion.

En las preparaciones temporales tedidas con azui de metileno, las bacterias
nitrificantes pudieron ser reconocidas en forma de agregados esféricos,
rodeados por una membrana gelatinosa (Figura 5 y 6). En tanto que en las
preparaciones permanentes su reaccion fue negativa a la reaccion de Gram
observandose de color rojo y positiva a la de Neisser en tonos azules.

V.1.3 Separacion de bacterias nitritantes y nitratantes

La separacion de estas bacterias se logré después de varias resiembras, lo que
se confirmé mediante el reactivo de Griess. Procediéndose a la observacion
microscopica de cultivos de nitritantes (Nitrosomonas), asi como de nitratantes
(Nitrobacter).

Los primeros fueron denominados NS y los segundos NB. Los agregados
observados se muestran en las figuras 8 a 15

Las bacterias nitrificantes identificadas, mediante del analisis al microscopio
electrénico de transmisién, como Nifrosomonas sp se muestran en las figuras
16, 17 y 18, obtenidas. En éstas se pueden observar el complejo de membranas
que conforma individualmente a cada bacteria integrante del agregado.

En tanto que las identificadas como Nitrobacter sp, se observan en las figuras 19
y 20. Se distinguen de las Nitrosomonas sp por la presencia de granulos de PHB.

V.1.4 Resultados de cambios fisicos y quimicos registrados en los cultivos
enriquecidos

En las tablas 4 y 5 se observa que los cultivos del enriquecimiento primario que
se incubaron a temperatura ambiente se mantuvieron a una temperatura por
debajo del intervalo tedrico de 25 a 30 ° C recomendado para el crecimiento
optimo de las bacterias nitrificantes.

En el caso del cultivo primario A (tabla 4) el pH se mantuvo constante, en tanto
que en el cultivo de enriquecimiento primario B (tabla 5), ain cuando se agregd
fosfato dibasico como amortiguador, el pH disminuyd alrededor de 1 unidad.
Este cambio pudo deberse a la acumulacién de acido nitroso, por lo que puede
interpretarse como un indicador del proceso de nitrificacion.
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Lo anterior se corrobora con las concentraciones de amoniaco y nitrato que
disminuyen y aumentan respectivamente. Es importante recordar que el
amoniaco se adicion6 originalmente en una concentracion de 100 mg/ L del
medio de cultivo, por lo que los valores registrados indican que se transformé

entre el 40 y 45 % del mismo.

La acidificacion

también se presentd en

los cultivos selectivos para

Nitrosomonas y Nitrobacter. Al tercer dia de incubacion se registraron valores
de 5.9 en el caso de Nitrosomonas, y de 6.2 en los cultivos de Nitrobacter; por lo
que para asegurar el crecimiento de estas bacterias se adicion6é una solucion
amortiguadora de carbonato de potasio, lo que permiti6 reestablecer el pH

optimo.

Tabla 4. Registro de los parametros fisicoquimicos del indculo ARD

| Dia Temperatura oD pH N-NH; N-NO;
(°C) (mg/L) (unidades) (mg/L) (mg/L)
3 19 35 7.8 2.5 1.8
6 21 35 7.8 2.5 22
9 22 3.1 7.8 2.5 5.0
12 22 2.8 7.8 25 5.2
15 22 3.0 7.8 2.8 56 |
Tabla 5. Registro de los parametros fisicoquimicos del inoculo ARDESA
Dia Temperatura oD pH N-NH; N-NO; |
(°C) (mglL) (unidades) (mg/L) (mglL)
3 19 3.8 7.0 45 27
6 21 3.8 6.4 45 3.0
9 22 3.6 5.9 45 35
12 22 3.8 5.9 45.5 4.5
15 22 3.6 5.8 55 53

V.1.5 Analisis microbiolégicos

V.1.5.1 Observaciones microscopicas

En las figuras 5 a 20 se muestran las micrografias que resultaron de la

observacién con el microscopio optico y microscopio electrénico de transmision,
sefialandose en cada caso la técnica de tincion empleada y tipo de bacteria.

En la literatura especializada se reporta que las bacterias nitrificantes se
observan como agregados y cuando se trabaja con cepas puras aisladas de

suelo o agua que han sido cultivadas en laboratorio se observan en forma
individual (Stanley Manley, 1971; Holt et al., 1999).
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En este estudio Unicamente se observaron agregados constituidos por un
numero variable de bacterias en forma de bastones o bien elipsoidales y en la
mayoria de los casos las bacterias no se observaron bien definidas,
percibiéndose como masas difusas de diferentes formas, cuyo coler varié con el
tipo de tincidn empleada. Observandose agregados azul violaceo con la técnica
de azul metileno(figuras 5, 6 y 7); como grumos rojos con la tincion de Gram
(figuras 8 y 9), lo que coincide con la reaccion negativa al Gram reportada (Holt
et al., 1999), o bien como agregados morados con la técnica de Neisser (figuras
10,11 y 12), que es recomendada para poner de manifiesto aquellas bacterias
que por su metabolismo liberan iones fuertemente acidos como es el caso de
las nitrobacterias, lo que permite diferenciarlas de otras bacterias presentes en
los cultivos.

Por otra parte se tiene que en las figuras 13 y 14 los granulos de PHB tenidos en
morado permiten diferenciar los agregados constituidos por Nitrobacterias de
aquellos agregados formados por Nitrosomonas que se observan en rojo.

Las preparaciones en fresco que se observaron en el microscopio de contraste
de fases corresponden a aquéllas en las que se logré una mejor observacion de
la delimitacion de los agregados. (figura 15)

A pesar de que las bacterias nitrificantes se encontraron tanto en forma de
agregados difusos como en forma individual, estas pueden ser cuantificadas de
manera directa, con el uso del microscopio de contraste de fases ya sea contando
los agregados, o bien, a las bacterias presentes de manera individual.

Los agregados o grumos corresponden a consorcios microbianos, estos al igual
que el enquistamiento son estrategias empleadas por la mayoria de los
microorganismos para sobrevivir en condiciones adversas sin perder su
individualidad. Por lo que no fue sorprendente que estos se observaran en el
agua residual doméstica, en los lodos activados de la planta de tratamiento de
Ciudad Universitaria, especialmente si se considera que los parametros fisicos y
quimicos registrados no eran Optimos para el desarrollo de las bacterias
nitrificantes.

En las micrografias tomadas con el microscopio electronico (figuras 16 a 20) se
observan también agregados formados por un nimero variable de bacterias, por
lo cual el tamano de estos también es variable, oscilando entre 12 y 20 um. En
estas se observan la membrana externa, septos de division celular,
carboxisomas e inclusiones. Los sistemas membranales e inclusiones
observadas corresponden a las caracteristicas reportadas por Stanley y Mandley
(1971) y en el Manual de Bacteriologia de Bergey (holt, 1999).

Estos resultados permitieron confirmar que se logro el enriquecimiento de este
tipo bacterias, aunque debido a su lento crecimiento, su cantidad fue baja.



Figura 5.- Aspecto de los agregados bacterianos nitrificantes obtenidos de los
cultivos ARDESA, tefiidos con azul de metileno (10 x)
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Figura 6.- Agregado bacterianos cbtenidos del cultivo ARDESA, tefiido con azul
de metileno (20 x)

Figura 7.- Agregados bacterianos de los cultivos NS observados con azul de
metileno (100 x)
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Figura 8.- Agregados bacterianos tefidos (cultivo NS) en rojo empleando la
técnica de Gram (40 x)

Figura 9.- Nitrosomonas sp., obtenidas de cultivos selectivos y tefiidas en rojo
empleando la técnica de Gram (40 x)
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Figura 10.- Agregados bacterianos nitrificantes obtenidos del cultivo NS tefidos
con Neisser (40 x)

Figura 11.- Agregados bacterianos nitrificantes del cultivo NS tefidos con
Neisser (100 x)
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Figura 12.- Agregados bacterianos nitrificantes obtenidos del cultivo NB tefiidos
en azul con Neisser (40 x)
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Figura 13.- Agregados de Nitrobacter obtenidos del cultivo NB, tefidos en rojo
empleando la tincién safranina 0 y Sudan IV (40 x)

Figura 14.- Agregado de Nitrobacter obtenido del cultivo NB tefido en rojo
empleando safranina 0 y con Sudan IV (100x)
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Figura 15.- Agregados bacterianos observados durante los ensayos
resprométricos observados con iluminacién de contraste de fases (40 x)
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Figura 16.- Nitrosomonas sp. observadas con la técnica de microscopia
electronica de transmision
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Figura 17.- Imagen amplificada de Nitrosomonas sp. conformando agregados.
Fotomicrografia tomada empleando microscopio electrénico de
transmision
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Figura 18.- Proceso de division de Nitrosomonas sp., imagen observada al
microscopio electronico de transmision

Nota:

CMP= Complejo de membranas plasmaticas
PC= Pared celular

SD= Septo de division

ME= Membrana externa
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Figura 19.- Agregados de Nitrobacter sp., mostrand
extraidos de un cultivo sometido a condiciones anaerobias en
presencia de acetato de sodio. Imagen observada al microscopio
electrénico de transmision
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Figura 20.- Agregados de Nitrobacter sp., mostrando inclusiones de PHB.
Observacion realizada al microscopio electrénico de transmision.
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Tomando como referencia los resultados obtenidos y la informacion en la literatura
especializada, se elaboro la tabla 3. En dicha tabla se anotan las caracteristicas
comunes Yy distintivas de los grupos amonio-oxidantes (Nitrosomonas) y nitrito-
oxidantes (Nitrobacter).

Cabe senalar que las ventajas que tiene diferenciar y reconocer a las bacterias
nitrificantes de manera rapida, ya sea empleando su morfologia y/o fisiologia, en
un sistema de tratamiento, y en estudios de diversidad bacteriana en un medio,
entre otros, representa, una reduccion en el tiempo vertido en el anaiisis de su

determinacion.

Asimismo, su papel como bioindicadores resulta una herramienta econdmica
disponible para diversos estudios de campo y laboratorio.

Tabla 6a. Caracteristicas de las bacterias nitrificantes consideradas para el presente
estudio de acuerdo con Sharma y Ahlert (1977), Holt (1999).

Caracteristica Nitrosomonas Nitrobacterias
Morfologia: Bastones y esférica Bastones, piriformes, esférica y espirilos,
cocos

En la naturaleza y medios enriquecidos se observan a vece

S

Forma de crecimiento agrupados en “cistos” o quistes con zooglea. Las Nitrosomonas se

pueden agregar en pares o cadenas cortas

Citomembranas Region periférica, | Region polar, en nimero de 4 a 6. E
central o dispersas. En|forma de laminas aplanadas o estructura
forma laminar aplanada | tubulares

n
5

ADN (G+C% mol) 60-62 45-54
Inclusiones celulares Polifosfato y|PHB, carboxisomas, glicogeno vy
carboxisomas polifosfato
Tamaiio (micras) 1-1.5 0.5-1
Tipos de citocromos Ambas presentan ayc
Tiempo de reproduccién (hrs) 8-36 12-59
Fision binaria Gemacion o fision binaria
Tipo de reproduccién
Movilidad Flagelos polares, | Flagelos polares o subpolares en numero
Pueden o no presentar, cuando existe se [ subpolares y peritricos |de 102
da por: en numero variable de 1
a20
Habitat Ambas se pueden encontrar en suelo, aguas residuales, dulces y
marinas
Fisiologia:
Tiempo de crecimiento en medios de |Por los menos 8 dias 4 meses
cultivo
Tipo de nutricion Heterdtrofa Quimidtrofa
Regquerimiento de oxigeno Aerobias Aerobias y facultativas
Sustrato Amoniaco Nitrito y material organico
Reaccion ante las tinciones de: Gram* Negativa Negativa
Corpusculos metacromaticos* Positiva Positiva
Sudan negro* Negativa Positiva
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Tabla 6b. Caracteristicas de las bacterias nitrificantes observadas en el presente estudio

Caracteristica Nitrosomonas Nitrobacterias
Morfologia: Esférica Esférica
Forma de crecimiento AGREGADOS
Citomembranas Region periférica, | Region polar, en nimero de 4 a 6. En

central o dispersas. En |forma de laminas aplanadas o estructuras
forma laminar aplanada | tubulares

Inclusiones celulares Polifosfato y|PHB, carboxisomas, glicogeno vy
carboxisomas polifosfato

Tamanio (micras) 1-1.5 0.51

Tiempo de reproduccién (hrs) 8-36 12-59
Fision binana Gemacidn o fision binaria

Tipo de reproduccion

Movilidad Sin movilidad

Pueden o no presentar, cuando existe se

da por:

Habitat Suelo, aguas residuales y cultivos enriquecidos con sulfato y cloruro
de amonio

Fisiologia:

Tiempo de crecimiento en medios de | Porlos menos 8 dias 4 meses

cultivo

Tipo de nutricién Heterotrofa Quimidtrofa

Requerimiento de oxigeno Aerobias Aerobias y facultativas

Sustrato Amoniaco Nitrito y material organico

Reaccién ante las tinciones de: Gram* Negativa Negativa

Neisser* Positiva Positiva

Sudan negro* Negativa Positiva

Reaccion al reactivo de Griess

(coloracion de la muestra)* Incoloro/amarillo paja Rosalpurpura

V.1.5.2 Resultados de la actividad nitrificante.

La coloracion del medio donde las Nitrosomonas oxidan el amoniaco a nitrito, se
debe a que después de llevarse a cabo dicha oxidacién en el citoplasma (medio
interno), el producto es liberado al exterior (periplasma), por lo que al anadirse el
reactivo de Griess, especifico para indicar presencia de NO,, se lleva a cabo la
reaccion, encontrandose como sustrato disponible para ser transformado a nitrato
por las Nitrobacterias (Hooper y DiSpirito, 1985).

El reactivo de Griess adicionado a los medios, previo al periodo de incubacion de
las pruebas BART, manifesté actividad nitrificante, observandose una coloracion
rosa en la muestra, lo que indica la desaparicion de sustrato y formacion de
producto.
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En adicion a lo anterior, es importante mencionar que en una mezcla del medio
cultivo para NB mas el reactivo de Griess, se observd una coloracion rosa,
indicando la presencia del nitrito, y al momento del recambio del medio, una vez
transcurridos tres dias, una muestra con el reactivo adquirio el tono de amarillo
paja, sefialando la ausencia del NO,. Mientras que en SA siempre se conservo el
rosa manifestando la presencia del ion, indicando la transformacion de amonio a

nitrito.

Las pruebas BART para la deteccion de organismo nitrificantes fueron positivas en
el cultivo primario B (Sulfato de amonio), es decir indicaron presencia de bacterias
nitrificantes, por otra parte en el cultivo primario C asi como en el cultivo selectivo
NS, los resultados fueron negativos, lo cual se atribuye que estos después de 2 o
3 dias se acidifican por !a presencia de acido nitrico que inhibe la actividad
nitrificante.

La falta de oxigenacion en las pruebas para microorganismos nitrificantes en los
cultivos NS y C pudo ser otra condicién que afectd su actividad dando resultados
negativos, aqui debe recordarse que el oxigeno es un factor determinante para la
actividad y crecimiento de estos. Las pruebas BART no hacen referencia a
necesidad de suministrar este elemento a los tubos de reaccion y por tanto su
aplicacion a estos medios de cultivo es restringida.

Con aplicacion del reactivo de Griess, es posible hacer una diferenciacion
bioquimica rapida de los grupos de bacterias amonio-oxidantes y nitrito oxidantes,
y corroborar su presencia mediante el reconocimiento morfolégico aplicando las
tinciones referidas anteriormente.

Las pruebas BART, son una herramienta util susceptible de ser aplicadas en la
deteccion de actividad nitrificante, limitando su uso a aguas residuales donde la
concentracién de los compuestos como el amonio sea inferior a 3g/L que no
promuevan la rapida acidificacion de la muestra en el tubo de reaccién e inhiban su
actividad o bien se contemple la forma de neutralizar el pH de la muestra. En
cuanto al suministro de oxigeno, este puede no ser un factor limitante para la
actividad nitrificante, debido a que el recipiente es llenado hasta aproximadamente
al 50% de su volumen de capacidad, y al cerrarlo, el aire queda atrapado al cerrar
el tubo (recipiente) es suficiente para la sobrevivencia de las bacterias nitrificantes.

Las pruebas BART constituyen un medio de cultivo, que puede ser empleado en el
inicio de su aislamiento para realizar estudios con mayor profundidad, relativos
tanto a su morfologia (taxonomia) como aspectos ecolégicos en aguas residuales.

El empleo simultaneo del reactivo de Griess y las pruebas BART para bacterias
nitrificantes constituyen elementos importantes para la deteccién bioquimica del
proceso de nitrificacién, siendo el reactivo de Griess el mas rapido para ello.
Mientras que las pruebas BART ademas de ser un medio de deteccion constituye
un medio de aislamiento, a partir de aguas residuales, y un indculo para los medios
selectivos.
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Sin embargo, en los medios selectivos de NS y CA, donde ocurre la acidificacion
las pruebas BART tienen su limitacién, y es necesario tener en cuenta la necesidad
de neutralizar el medio, aplicando sulfato dibasico de potasio, dentro del intervalo
de cinco dias establecidos por las pruebas.

Considerando que el objetivo principal del presente trabajo es el estudio de las
bacterias nitrificantes presentes, y de acuerdo a los objetivos planteados, hasta el
momento se ha cumplido con los de aplicacion y desarrollo de diferentes técnicas
encaminadas al reconocimiento de las bacteria nitrificantes a nivel de laboratorio
empleando diferentes medios de cultivo, enriquecidos con sulfato de amonio (SA) y
con cloruro de amonio (CA), asi como empleando medios selectivos para el grupo
de bacterias amonio-oxidantes y nitrito-oxidantes, tal es el caso de Nitrosomonas
y Nitrobacterias, respectivamente.

V.1.5.3 Ensayos respirométricos

En el caso particular de la nitrificacion mediante el consumo de oxigeno, es
posible hacer una estimacion de la velocidad de oxidacién del sustrato amoniaco
(NH3) al producto nitrato (NO3 °) mediante la siguiente formula, la que permitira
calcular la disminucién del amoniaco y el aumento de nitratos.

Para establecer la oxidacion de amoniaco a nitrato se considerd la siguiente
relacion: 1 mgOD/L registrados en el respirémetro= 1/5 mg N-NH;

V.1.5.3.1 Primera corrida experimental

En esta corrida se contemplo como objetivo determinar el tiempo en el cual se
inicia la reaccion de nitrificacion, para ello se tomo como punto de partida el inicio
y termina de la transformacién de amoniaco a nitrato, partiendo de una
concentracion de 100 mg/L de sulfato de amonio.

Los resultados obtenidos indican que la reaccion se inicid en los primeros 15
minutos, dado que en ese de tiempo se observo en la mayoria de los matraces de
prueba incrementos en cuanto al consumo de oxigeno. Posterior a éste, los
valores no presentaron variaciones considerables manteniéndose constantes

hasta las 96 horas.

De acuerdo con los registros de pH, se detecté que a diferencia de los medios
de cultivo utilizados en el aislamiento y reconocimiento de bacterias nitrificantes,
este no vari6 y se mantuvo constante en 7.8 unidades, lo cual podria
interpretarse como un indicativo de que la reaccién nitrificante, que tuvo lugar en
los matraces, se efectud a una baja velocidad

Con el propésito de constatar que la transformacion de amoniaco se habia
realizado, se extrajo de cada uno de los matraces una muestra aplicandose el
reactivo de Griess, que como es sabido, permite observar una coloracion rosa-
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purpura en presencia de nitrito, indicando cualitativamente que dicha
transformacion tuvo lugar. En este caso particular en todos los matraces del
experimento se observo la coloracion referida, corroborandose de forma
cualitativa la actividad nitritante

V.1.5.3.2 Segunda corrida experimental

Los resultados obtenidos del consumo de oxigeno registrado durante 96 horas
de experimentacion, denotan que al igual que en la corrida experimental 1, la
reaccion se inicia en la primera media hora después de haber puesto a los
microorganismos con el sustrato. Asimismo, se aprecia poca variacion en los
valores del oxigeno consumido dentro de las primeras 48 horas. No obstante, al
alcanzar las 72 horas de experimentacion, se observa un incremento maximo
que se mantiene constante hasta las 96 horas (Tabla 7).

Al igual que en la primera corrida, se constato la presencia de nitritos mediante la
adicion del reactivo de Griess en las muestras extraidas de los matraces.

Para medir la cantidad de amoniaco transformado se empled la técnica de
Nessler, la cual es una prueba colorimétrica. Es importante mencionar que el
intervalo de concentracion que se maneja es de es de 0 a 3 mg NHa/L, por lo que
concentraciones superiores requieren de diluciones para poder cuantificar los mg
NHa/L de amoniaco sin transformar.

Tabla 7. Valores obtenidos de la concentracién de amoniaco y nitrato durante el
lapso de 96 horas, empleando 100mg/L de cloruro de amonio

Concentracion Matraz®
(mglL) 1 2 3 4
Testigo | (24 h) (48 h) (72 h) (96h)
N-NH; 0.00 100.00 2.01+£0.33 | 2.01+0.56 | 3.01+0.44
N-NO, 0.00 0.00 12.740.51 | 13.01+0.25 | 13.81+0.67

Nota: ® cada uno de los matraces evaluados fue retirado completamente del experimento y corresponde al
tiempo en el cual se realiz6 la determinacién del contenido de amoniaco y nitrato.

A partir de los datos obtenidos se puede decir que de los 100mg de cloruro de
amonio, los matraces 2, 3 y 4 registraron entre el 97 y 98 mg NHa/L
transformado a nitrito y nitrato y solo 13.81mg NHs/L fue transformado al
producto final de la reacciéon. Sin embargo, considerando que como nitrato se
obtuvieron lecturas en los matraces 2, 3 y 4 entre 11 y 12 mg/L, siendo estos
datos inferiores a la concentracion de nitrato que esperaria formarse,
aproximadamente 100 mgNOa/L, se deduce que el proceso de conversion final al
producto, pudo verse inhibido por la presencia de nitritos (tabla 7).

Adicionalmente, en la cuantificacién de los nitratos se utilizaron bandas
especificas (Nitrate Test), de la casa Merck, estas permiten medir su
concentracion en un intervalo de 0 a 500 mg NOs7/L. Una caracteristica es que
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también permiten la deteccién de nitritos que pudieran estar interfiriendo con la
medicion. En el caso particular dado los mg de amoniaco transformado fueron de
aproximadamente 96 mg/L, se esperaba encontrar una concentracién cercana
de nitratos, lo cual no ocurrid, lo que hace presuponer que la acumulacién de
nitritos causé la inhibicién de las bacterias nitrificantes.

Por otro lado, si se tiene en cuenta la relacion estequiométrica, la cual requiere
de 5.7 mg/L de oxigeno para oxidar 1mg/L de amoniaco, los valores de oxigeno
consumido indicarian que se transformaron entre 4 y 5§ mg NHa/L (tabla 7),
siendo estos valores menores y no coherentes con los datos obtenidos a partir
de la medicién de amoniaco oxidado (tablas 7 y 8), debido a que las mediciones,
empleando las técnicas especificas para estos, indican 96 mg NHs/L
transformado.

Tabla 8. Concentracion de amoniaco removido y transformado a nitrato utilizado
una concentracion inicial de 100 mg N-Hs/L durante 96 horas.

Tiempo N-NH; N-NH; N-NO,
Matraz (Horas) (mg/L) Transformado Generado
(mgiL) (mg/L)
1 24 100.0 0 0.0
2 48 3.01+0.61 96.9+0.82 10.81+1.0
3 72 2.01+0.43 97.9+0.37 10.07+0.92
4 96 2.01£0.70 97.940.51 10.01+£0.75

Adicionalmente, se realizaron observaciones al microscopio de la biomasa
provenientes de los matraces. La aplicacion de azul de metileno permito la
observacion de ambos tipos de bacterias (nitritantes y nitratantes), siendo
cualitativamente mas numerosas las primeras, lo cual se considera que es otro
de los motivos que contribuyé a que la reaccion fuera lenta, y que se marcara
significativamente la inhibiciéon por nitritos.

V.1.5.3.3 Tercera corrida experimental

En el tercer experimento se trabajo con una concentracion de 10mg/l de cloruro
de amonio, considerando que a esta concentracion la inhibicion por productos
intermedios (acido nitrico y nitrito) es menor. La temperatura se fijé en 25°C y pH
de 8 unidades y un tiempo de una semana.

Cuantificando la concentracién de amoniaco, se obtuvieron los datos que se

muestran en la tabla 9. En este caso, se realizo una dilucion de 1:25, para estar
dentro del intervalo de concentracion apropiado para la aplicacion de la técnica.

49



Tabla 9. Valores promedio de amoniaco transformado a nitrato empleando una
concentracion inicial de 10 mg/L de cloruro de amonio.

Matraz Tiempo N-NH, N-NH; N-NO;
(Horas) (mg/L) transformado generado
(mg/L) (mglL)
1 24 2.6+0.92 8.0+0.14 7.1+£0.14
2 48 2.4+0.5 8.2+0.35 8.0+0.35
3 72 1.7+0.28 8.3+0.07 8.1+0.5
4 96 0.6+0.21 8.9+40.3 8.4+0.28

Haciendo la relacion de oxigeno consumido con la determinacion de la
concentraciéon de amoniaco, se puede decir que los mg de N-NH; transformados,
al igual que la anterior corrida no corresponden con las determinaciones analiticas
de N-NH; y N-NO;, siendo estas Gltimas mayores e indicando que después de 96
horas es posible transformar mas del 90% del sustrato (N-NH3) a los productos
(N-NO3" y N-NOy).

Al igual que en los experimentos anteriores, se observo por la adicion del
reactivo de Griess, la presencia de nitritos, que de acuerdo a Sharma y Ahlert
(1977) pueden ocasionan inhibicion en concentraciones ain menores de los
10mg/L, lo cual pudo haber ocurrido en la presente investigacion.

En relacién a las bacterias nitrificantes encontradas en los matraces, se pudo
diferencia del experimento anterior, la presencia de éstas en forma de agregados
esféricos bien formados y de manera cualitativa mas abundantes. Esta condicién
permitié inferir que las condiciones experimentales fijadas en este Ultimo
experimento son mas favorables para el desarrollo de las bacterias nitrificantes.

V.1.5.4 Cuantificacion de bacterias nitrificantes

En la tabla 10 se muestran los resultados de la cantidad de agregados
establecidos en el inéculo inicial y después de 96 horas de incubacion en dos de

los ensayos respirométricos.

Tabla 10. Numero de bacterias nitrificantes encontradas a diferentes

concentraciones empleando el respirémetro.

Corrida CD inicial CD final

experimental (nam. (num. agregados/0.1mL)
Agregados/0.1mL)

1 ND
2 178+11 186+15
3 235+21 289+13

Nota: CD = cuenta directa; ND = No determinado

50



En el caso de la primera corrida experimental, no se realizé la cuenta de las
bacterias nitrificantes, debido a que se estableci® como objetivo principal la
estimacion del tiempo de reaccién.

En el caso de la 22 corrida en la que se empled una concentracion inicial de 100
mg/ L de amonio, se tiene que el incremento de agregados corresponde a 8 / 0.1
mL; en tanto que en la 3? corrida en la que la concentracion inicial de amonio fue
de 10 mg/ L, el incremento fue de 54 agregados/ 0.1 mL. Lo que indica que el
aumento de agregados estuvo influenciado por la concentracion de amoniaco, lo
que confirma que el sustrato (amoniaco en concentraciones cercanas a 100 mg/
L puede ser inhibidor de la actividad nitrificante, atin en medios especificos para

estas bacterias

V.1.5.5 RELACION DE LA CONCENTRACION DE AMONIO-NITRATO Y
BACTERIAS NITRIFICANTES

Para establecer una relacion de amoniaco transformado a nitrato y bacterias
nitrificantes, se considerd el tiempo que tarda en transformarse el amoniaco al
nitrato, asi como el nimero de bacterias nitrificantes que intervienen.

Partiendo de los datos de la figura 21 y tabla 9, donde se muestran los valores
obtenidos en la experimentacion con el respirometro durante un periodo de 96
horas y una concentracion de 10 mg/L de cloruro de amonio, en estos se
observa que después de 24 horas, se encuentran 2.6 mg NHs/L sin transformar,
lo cual indica una conversion del 70% de sustrato al producto (NO3’) y se refleja
en los 7.1 mg N-NOa/L generados, registrados en ese tiempo. En este sentido,
puede decirse que, después de las primeras 24 horas, la transformacion del
amonio remanente se realiza mas lentamente a causa del agotamiento del
sustrato (amonio), el cual es indispensable para que las Nitrosomonas generen
el nitrito empleado por las Nitrobacterias, durante el proceso de nitrificacion.
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Figura 21.- Perfil de transformacion de amoniaco a nitrato a lo largo del tiempo
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En cuanto al namero de agregados bacterianos cuantificados al microscopio
como nitrificantes (tabla 10), para el caso de la corrida experimental 3, se
encontraron 235 agregados/0.1mL al inicio del experimento, en tanto que al final
del mismo, la cuenta ascendi6 a 289 agregados/0.1mL. Lo anterior indica que
ocurrid Unicamente un incremento del 18% de los agregados iniciales. Cabe
recordar que el tiempo de reproduccion de las Nitrosomonas se encuentra dentro
de intervalo de 8 a 36 h, en tanto que en el caso de las Nitrobacterias, es de 12 a
59 h. Para generar una nueva célula (tiempo relativamente largo), siempre.y
cuando las condiciones fisicoguimicas le sean favorables, es decir sin que ocurra
acumulacion de subproductos de la nitrificacion que puedan interferir con su
metabolismo y consecuente duplicacion.

Considerando lo anterior, puede afirmarse que bajo las condiciones
experimentales establecidas, el detectar el incremento en la presencia de
agregados nitrificantes a un valor de 2350 agregados por mililitro, esta asociado
con el 70% de transformacion del amoniaco presente a una concentracion de 10
mg/L, en un periodo de 24 horas, a 20°C, en ausencia de luz, bajo oxigenacion y
agitacion constante.

Adicionalmente, en la tabla 8 y 10, se observan los valores de la concentracion
de 100 mg/L de amoniaco y con un numero inicial de 178 de agregados
contenidos en 0.1mL, la transformacién alcanza a ser aproximadamente del
98%, después de 48 horas. Teniendo en cuenta estos Ultimos datos, se
esperaria encontrar un porcentaje de nitrato formado semejante, sin embargo,
esto no ocurrié asi debido a que a las 48 horas se encontré 12.7mg N-NOaJ/L. Lo
anterior indica que no todo el amoniaco transformado ha pasado a ser nitrato.
Asimismo, considerando que en la transformacion se generan otros
subproductos como nitrito y acido nitrico, entre otros, es posible que estos
compuestos resultaran inhibitorios para la actividad de las bacterias involucradas
en la segunda etapa de la nitrificacion, es decir para las nitrobacterias.

V. 1.6 CONCLUSIONES PARCIALES

» Los agregados se encuentran formados por un numero variable de
bacterias.

» Adicionalmente, es necesario considerar que el encontrar agregados de
bacterias nitrificantes en las muestras analizadas, no implica que
necesariamente se encuentren activas bajo condiciones ambientales
prevalecientes.

» Las observaciones al microscopio de contraste no permiten una facil
diferenciacion entre agregados nitritantes y nitratantes, por lo que para
esta primera etapa experimental se opto por realizar la cuenta total de
estos y corroborar su presencia y actividad mediante la medicién de la
concentracion de amoniaco y nitrato, asi como por la aplicacion de las
pruebas de recenocimiento bioquimico anteriormente sefaladas.
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V.2 RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

V.21 SEGUIMIENTO DE LA NITRIFICACION EN CONDICIONES
CONTROLADAS.

Considerando que con los resultados obtenidos con el respirometro automatico,
no se logro obtener una correspondencia entre el consumo de oxigeno y la
concentracion de amoniaco transformado, se optd por hacer la estimacién de la
velocidad nitrificante en dos reactores uno cerrado y uno aireado.

V.2.1.1 Comparacion de la nitrificacion en cultivos sin airear y cultivos
aireados

En las tabla 11 y 12 y figuras 22 y 23 se observa que tanto en el cultivo sin
suministro de aire (CSA), como en el cultivo con aireacion (CCA) el proceso de
transformacion del sustrato se inicié en los primeros 30 minutos, tal y como se
habia observado en las corridas con el respirometro. En el primer caso a este
tiempo se transformaron 2.3 mg N-NHs/ L, lo que corresponde aproximadamente
al 10 % del amoniaco inicialmente adicionado, en tanto que en el cultivo con
oxigenacion continua, el amoniaco transformado corresponde a 4.8 mg N-NHs/ L
o 17 %, lo que indica que en condiciones de suministro de aire constante la
reaccion es mas rapida. No obstante, a las 24 horas tanto en el CSA, como en el
CCA, se detectd una transformacion elevada, ya que la cantidad de sustrato
residual fue de 21.5 y 20.8 % respectivamente, lo que indica que las cantidades
de amoniaco transformado corresponden a 78.5 y 79.2 % respectivamente. Sin
embargo en el CSA (tabla 11 y figura 22) la generacién de nitratos no
corresponde a la esperada ya que de los 18.8 mg/ L de amoniaco transformado
en la primera etapa de la nitrificacion (nitritatacion) en un periodo de 24 horas,
solo se generaron 9.0 mg/ L de nitrato en la segunda fase (nitratacion) lo que
corresponde al 37 % de amoniaco transformado al producto final.

Tabla 11. Resultados obtenidos de la actividad nitrificante en un cultivo cerrado (sin
aporte de aire).

Tiempo N-NHy N-NOy pH
(horas) {mg/L) (mg/L) (Unidades)
0.0 23.95+0.07 0.00 7.6+0.07
0.5 21.75+1.06 2.1540.35 7.5+0.04
1.0 14.95+0.78 5.9+40.57 7.6+0.07
2.5 10.85+0.49 7.0+0.71 7.5+0.04
3.0 10.90+.42 7.75+0.78 7.5+0.02
3.5 8.75+0.21 8.3+0.57 7.6+0.07
4.0 7.320.71 8.65+0.78 7.6+0.14
24.0 5.15+0.64 9.0+0.99 7.6+0.14 |
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Figura 22.- Velocidad de nitrificacion en un cultivo cerrado sin suministro de aire

En la tabla 12 y figura 23 se presentan los resultados del reactor aireado, en esta
se observa que el proceso de nitrificacion fue mas eficiente. La transformacion
de amoniaco es ligeramente superior con respecto al reactor cerrado, y ain
cuando la cantidad de amoniaco transformado (19 mg/ L) no corresponde a la
cantidad del producto final (17 mg/ L de nitrato), la cantidad que se registro de
este, fue mas elevada que en el reactor cerrado.

Tabla 12.- Datos obtenidos de la transformacion de amoniaco bajo oxigenacion
constante en un cultivo cerrado

Tiempo N-NH; N-NO; pH
(horas) (mglL) (mgiL) (unidades)
0 24.0+0.1 0 7.5+0.01
0.5 19.15+0.9 5.0+0.6 6.7+0.6
1.0 14.5+0.9 5.640.5 6.3+0.4
2.5 11.9+0.8 7.5+0.5 6,0+0.3
3.0 9.1+0.4 9.8+0.6 5.8+0.2
3.5 8.9+0.5 11.740.9 5.6+0.1
4.0 5.740.3 15.84+1.4 5.5+0.2
24.0 5.0+0.1 17.6+0.7 5.5+0.2
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Figura 23.- Velocidad de nitrificacion en cultivo cerrado con suministro de aire

Se reporta que las bacterias nitrificantes son aerobias facultativas y pueden
encontrarse activas en condiciones menores a 2,0 mg/ L (Prosser, 1992), los
resultados obtenidos indican que la nitritatacion se llevé a cabo eficientemente
en las dos condiciones ensayadas, en tanto que la nitrosacion fue fuertemente
afectada por la concentracién de oxigeno. En este sentido se tiene que las
mediciones de oxigeno disuelto (OD) indican que en ambos casos los cultivos se
desarrollaron en condiciones aerobias, en el CSA, aln sin haber adicionado
oxigeno la concentracién de OD fue de 2.9 mg/ L, la que es menor a los 5.0 mg/
L que se adicionaron en el CCA, lo que favoreci6 la segunda etapa del proceso
de nitrificacion e impidié la acumulacién de nitritos, que es otro factor que inhibe
a las bacterias nitratantes, lo que coincide con lo reportado por Beccari et al .,
(1992), Hanaki et al ., (1990) y Munich et al., (1996) quienes indican que la
acumulaciéon de nitritos y otros productos intermedios inhiben a las bacterias
nitratantes, lo que condujo a la diferencia en la generacion de nitrato registrada
en los CSA y CCA.

En cuanto al pH, este se mantuvo constante en el reactor cerrado, en tanto que
en el aireado se registrd6 un decremento, por lo que se decidid agregar un
amortiguador (fosfato dibasico) para mantener el valor éptimo para la
nitrificacion, no obstante, los valores de pH continuaron descendiendo lo que se
atribuye a la formacién de acido nitrico. En este sentido se tiene que la
acidificacién es considerada como otro indicador de la transformacién en estudio
(Anthonisen, 1976: Klotar et al., 1996)

Al igual que en los experimentos respirométricos, se aplico el reactivo de Griess
y en ambos casos se pudo detectar la presencia de nitritos. Cabe mencionar que
en el primer reactor, la coloracion rosa purpura fue mas intensa que en el
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segundo, lo que se relaciona con la mayor actividad nitrosante detectada en el
cultivo aireado lo que disminuyo la acumulacion de nitritos.

V.2.1.2 CUANTIFICACION DE AGREGADOS Y UNIDADES FORMADORAS
DE COLONIAS (UFC) DE BACTERIAS NITRIFICANTES

Los resultados de la cuenta de bacterias nitrificantes por los métodos
microscopico y de siembra en placa se presentan en la tabla 13 en esta se
observa que en el caso del cultivo sin suministro de aire CSA se registré un
aumento de 74 agregados / 0.1 mL, en tanto que en el cultivo aireado (CCA) el
aumento fue de 85 agregados / mL. Por otro lado las UFC registradas en placa
permitieron detectar un comportamiento semejante a los resultados obtenidos a
partir de las cuentas directas de los agregados. Es decir el aumento fue menor
en las muestras extraidas de CSA (16 UFC/ mL) que en las extraidas de CCA
(73 UFC/ mL). El incremento registrado por ambos métodos indica que la
cantidad de sustrato empleado favorecido el crecimiento y multiplicacion
bacteriana y que como era de esperarse este fue mayor en los cultivos con
mayor concentracion de oxigeno, ya que las condiciones aerobias promueven la
actividad metabolica y consecuentemente el crecimiento y reproduccion
bacteriana.

Tabla 13.- Cuantificacion del nimero de bacterias encontradas en los reactores.

Cultivo CD inicial CD final CP inicial CP final
(nam. AgregadostmL) (ndm. Agregados/0.1mL) | (UFC/0.1mL) (UFC/0.1mL)

CSA 130+21 20448 7314 8948

CCA 153+10 238+18 104+11 177+11

Nota: CD = cuenta directa, CP =cuenta en placa

Por otra parte los valores obtenidos a partir de la aplicacién de la cuenta en
placa fueron menores a los obtenidos por la cuenta directa de agregados, lo
cual es logico si se considera que en la primera Gnicamente se cuantifican a las
bacterias viables, en tanto que en los métodos microscopicos se detectan vivas
y muertas. Y aln cuando los agregados estan formados por un nimero variable
de bacterias, las UFC no corresponden a los agregados ni tampoco a la
bacterias aisladas observadas microscopicamente. Asi mismo es conveniente
aclarar que este tipo de bacterias, crecen mejor en medio liquidos en tanto que
en los solidos su desarrollo es mas lento o nulo.

La razén por la cual ocurre esto no es muy clara, sin embargo se deduce que
puede deberse a la disponibilidad del sustrato y la transferencia del oxigeno.
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V.2.3 APLICACION DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE NITRIFICACION
EMPLEDAS EN EL ESTUDIO DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUA

Es conveniente aclarar que el estudio se realizé en la etapa media de la época de
lluvias, en la que la planta se encuentra operando de manera estable y que el
muestreo del sistema de lodos activados se hizo una vez por semana durante 3
semanas continuas, y que mediante la aplicacion de las pruebas de BART, el
reactivo de Griess, asi como, la observacion al microscopio se evidencio la
actividad nitrificante en este tipo de muestras.

La aplicacion de las pruebas BART, reactivo de Griess, asi como la observacion al
microcoscopio de la biomasa contenida en aguas residuales domeésticas,
provenientes de la PTARCU, permitié evidenciar la existencia de actividad
nitrificante.

Tabla 14. Deteccién de actividad nitrificante en aguas residuales domésticas de la
planta de tratamiento de C. U.

Parametro Semana 1 Semana 2 Semana3 |
Oxigeno disuelto (mg/L) 3.3:0.2 3.410.2 3.5:0.4 i
Ph (unidades) 7.1+0.1 7.1+0.14 7.4+0.14
DQO (mg O/L) 230+14 351+15 295+21
Temperatura (°C) 20.0+1.4 18+1.41 17+0.7
Ameniaco (mg N-NHs /L) 12.0+1.41 10+1.41 11+2.3
Nitratos (mg N-NOs7/L) 5.4+0.9 5.5+0.4 4.9+1.1
Relacién C:N 13:1 2241 18:1
*Num. de BN:
CD (agregados/0.1mL) 35421 36+5 5543
CP (UFC/0.1MI) 103+10 115+14 108+8

*Nam. de BN = numero de bacterias nitrificantes; CD = cuenta directa; CP = cuenta
en placa

Analizando los datos de la tabla 14, se puede afirmar que las condiciones de
temperatura, oxigeno disuelto, pH y la relacién carbono:nitrégeno (C:N), no son las
ideales para el desarrollo de las bacterias nitrificantes, por lo que su proliferacién
se ve limitada. Sin embargo, aunque en baja proporcion, se encuentran
troficamente activas en ese tipo de aguas residuales.

Aplicando el reactivo de Griess, dicho resultado también fue positivo dado que a
muestras a las que se les adicioné mostraron la coloracion rosa-purpura que
evidencia la presencia de nitritos, producto intermedio en el proceso de
nitrificacion. Las pruebas BART, para evidenciar actividad nitrificante también
resultaron positivas, lo cual confirma la presencia de actividad nitrificante.
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La cuantificacién, por los dos métodos, permite afirmar que las bacterias
nitrificantes existentes en el agua residual, pueden desempeiiar una actividad
significativa dentro del sistema de lodos activados, si sus condiciones de operacion
son modificadas de manera adecuada, principalmente en lo concerniente a pH,
temperatura y oxigeno disuelto. Asi, por ejemplo, un incremento en el tiempo de
residencia hidraulica y celular, redundaria en una remocién de compuestos de
carbono, promoviendo el establecimiento de la relacion 5:1 de nitrégeno:carbono
que se requiere para que en un sistema de tratamiento de aguas residuales, tenga
lugar de manera mas eficiente el proceso de nitrificacion.

V.2. 4 Conclusiones parciales

Con base a los resultados obtenidos, como estrategia de trabajo para la deteccion
de la actividad nitrificante en una muestra de agua residual determinada se puede
recomendar el empleo de la siguiente secuencia:

1.- Aplicacion del reactivo de Griess para detectar presencia de amonio, nitrito y
nitratos.

2.- En caso de ser positivos los resultados con el reactivo, emplear las pruebas
BART a fin de detectar la presencia de bacterias nitrificantes.

3.- Realizar de manera simultdnea observaciones al microscopio, a fin de
diferenciar por morfologia a las bacterias nitrificantes, aplicando la tincién con azul
de metileno “in vivo", ademas de elaborar preparaciones permanentes con las
técnicas de Gram, Neisser y corpusculos metacromaticos.

4.- Para diferenciar entre las Nitrosomonas y Nitrobacterias, se puede aplicar la
tincién de sudan negro, la cual es positiva para el segundo, dejando de manifiesto
granulos de reserva tipo PHB, cuando son sometidas a condiciones anaerobias.

5.- En caso de requerir determinar con exactitud la especie de bacterias
nitrificantes involucradas en el proceso, elaborar medios selectivos (especificos)
para la especie buscada.

6.- Recurrir a las técnicas de microscopia electronica, para realizar una
caracterizacion morfolégica con mayor detalle.

7.- El uso de digitalizacion de imagenes y analisis de las mismas empleando un
software, permitiria efectuar un diagnéstico de la actividad nitrificante de manera
mas rapida, toda vez que se cuente con el equipo y el personal entrenado en su
manejo y tenga conocimientos acerca de la morfologia y fisiologia de las bacterias
nitrificantes.



VI CONCLUSIONES GENERALES

Basados en literatura especializada, se establecieron los parametros
fisicoquimicos y de operacion 6ptimos para el fenémeno de nitrificacion, el cual se
estudi6 en un reactor a escala de laboratorio operado bajo condiciones
controladas.

Los resultados obtenidos permitieron realizar el reconocimiento morfolégico y
bioquimico de bacterias nitrificantes. Las técnicas empleadas, como son las
tinciones de Gram, Neisser, corplusculos metacromaticos y azui de metileno,
permitieron el reconocimiento rapido de este tipo de microorganismos

En particular, las tinciones empleando sudan negro, permitié destacar granulos de
PHB, de polifosfatos, respectivamente, lo que permiten diferenciar visualmente
entre bacterias del tipo Nitrosomonas de las Nitrobacterias.

En cuanto a la actividad nitrificante, mediante la aplicacion del reactivo de Griess,
se logro detectar, cualitativamente, la presencia de nitrito indicando a ia vez que las
bacterias nitritantes se encontraban tréficamente activas. Lo cual se constatd tanto
en las observaciones y andlisis realizados en los cultivos CSA y CCA, como en los
cultivos selectivos (NS y NB) y en cultivos de enriguecimiento, cuyo medio inicial
fue agua residual de tipo domeéstico y sulfato de amonio.

Las pruebas BART, también constituyen ofro elemento que puede contribuir a la
deteccion de bacterias nitrificantes en una muestra problema. Su empleo permite
determinar su presencia cuando se encuentran metabélicamente activas. Su
desventaja es que no permite cuantificar a esos microorganismos y que ademas
una concentracion de amonio superior a 3 g N-NHs/L, puede interferir con los
resultados obtenidos. En el caso de las aguas residuales este tipo de pruebas
también pueden ser empleadas como una herramienta para el monitoreo
relacionado con la transformacion de amoniaco a nitrato.

En cuanto a las técnicas de cuenta de las bacterias nitrificantes, la cuenta directa
resulta ser la mas practica debido a que permite observar a las bacterias
nitrificantes tanto en forma metabodlicamente activa como de manera inactivas,
sobre todo cuando se encuentran formando agregados.

Cabe mencionar que el cultivo y aislamiento de las bacterias nitrificantes
(Nitrosomonas europaea y Nitrobacter winogradsky), es sumamente laborioso
y lleva mucho tiempo obtener resultados favorables, por lo que la utilizacion de
técnicas de reconocimiento de actividad fisiolégica son una mejor alternativa, en la
revision periédica de la transformacion de amoniaco a nitrato en un planta de
tratamiento de aguas residuales, y son de importancia cuando esta misma tiene
limitaciones en cuanto a la infraestructura y equipo especializado necesario en el
analisis de dichos compuestos del nitrdgeno, que permita optimizar la operacion
del sistema de tratamiento, en cuanto al fenémeno de nitrificacion se refiere
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La aplicacion de las técnicas empleadas en la realizacion del presente trabajo
permitieron reconocer rapidamente la actividad, en un sistema de aguas residuales
tal como se hizo en la PTARCU, la cual se encuentra trabajando practicamente

todo ano.

Finalmente ,debe sefalarse que los indicadores biologicos, en este caso la
presencia y actividad de bacterias nitrificantes, deben ser respaldados mediante
analisis fisicoquimicos que le den mayor sustento a su empleo como herramienta
rapida y directa de monitoreo en un sistema depurador de aguas residuales.
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VIl ANEXO

COMPOSICION DE LOS MEDIOS SELECTIVOS PARA BACTERIAS
NITRIFICANTES

De acuerdo a las referencias bibliograficas consultadas para las bacterias del tipo
Nitrosomonas, se recomienda el siguiente medio de cultivo (Hanaki et al., 1990a;
Ronald, 1993).

(NH4)2S04 3.0g
K;HPO,4 05¢g
MnSO, 005¢g
CaCl, 409
Fe/EDTA sol 0.1 mL

Verde cresol (0.0005 %) 25mL
Diluir en 1 L de agua destilada

Para evitar la precipitacién de Mg y Ca, mantener el pH = 8.2 a 8.4 unidades
durante el crecimiento con K,CO; estéril al 50%.
Solucién de Fe/EDTA

EDTA 0.14g
FeS04.7H;0 05g
H2S04 conc. 0.05 mL
Diluir en 1 L de agua destilada
Ajustar a pH = 7.5 unidades

Formulacién del medio de cultivo para Nitrobacter (Hanaki ef al,, 1990a; Ronald,
1993).

NaNO; 109
K:HPO, 05g
NaCl 03g
MgSO, 059
MnSO, 0.002 g

Fe)(SO4);  0.005g

Diluir en 1 L de agua destilada
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