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RESUMEN

La presencia de nitritos en los cultivos agricolas como
consecuencia del uso de compuestos quimicos, originan contaminacion en los
cuerpos aguas donde en Uultima instancia el agua estancada de los cultivos
drena hacia los cuerpos de agua. El Azotobacter sp., es una bacteria nitrificante
no simbidtica, que se utlizd6 como agente biorremediante al degradar
concentraciones de nitrito (NO,). Las condiciones de operacion de la
degradacion del nitrito se establecieron a 28 °C de temperatura externa, pH
6.43 a 9.10, 7 dias de tiempo de retencion, 0.72 vvm de flujo de entrada de
aire, 800 mL de volumen del biorreactor, en un area cultivo de 0.078 m?. Se
comprob6 que Azotobacter sp. es capaz de degradar concentraciones de nitrito
de hasta 25 mg/L con una eficiencia del 84.06 % utilizando un in6culo de
biomasa del 15 % del volumen de trabajo en biorreactores air lift de 1 litro de
capacidad total, determinandose que a mayor indculo de biomasa la eficiencia
de degradacién se incrementa, manteniéndose en todos los tratamientos
efectuados similares comportamientos respecto a la concentracion bacteriana
desarrollada, temperatura, pH y oxigeno disuelto, segun el ajuste estadistico

realizado.



I. INTRODUCCION

Los residuos de los campos de cultivo originan contaminacion
acuatica cuando llegan a los afluentes de agua que tienen curso a rios
principales, esto origina también una eutrofizacion ya sea de quebradas,
riachuelos, lagos, etc. Este problema reviste importancia ya que en esas aguas
gue generalmente se estancan por el riego en los campos agricolas contienen
entre sus componentes quimicos, al nitrito; este quimico se origina por los
plaguicidas que se aplican por ejemplo a los cultivos de arroz, aguas residuales
de granjas, avicolas, etc.; las concentraciones de nitrito obtenida de estos
lugares sobrepasan los estandares de calidad ambiental (ECAS),

representando un grave riesgo para esos ecosistemas acuaticos.

La concentracion elevada de nitrito que llega a los cuerpos de agua
como rios o quebradas, puede en algunos casos ser consumida por
poblaciones asentadas en las cercanias, ocasionando que sus integrantes
sean vulnerables a enfermedades, puesto que el nitrito es toxico al ser capaz
de unirse a la hemoglobina de la sangre, intoxicacion que puede ser mortal, o
poder ser ingerido con alimentos preparados incluso ocasionando irritacion en

la piel.



La biorremediacion es una tecnologia que utiliza organismos vivos
(vegetales, algas, hongos y bacterias) para adsorber, degradar o transformar
los contaminantes y retirarlos, inactivarlos o atenuar su efecto en suelo, agua o
aire. la aplicacion de estas técnicas en campos de cultivo inundados, con altas
concentraciones de nitrito, solucionarian oportunamente los posibles riesgos de

contaminacion e intoxicacion.

Para ello, se determinara la efectividad de un tratamiento en donde
la bacteria Azotobacter spp. actie como agente biorremediante eliminando las
concentraciones de nitritos por encima de lo establecido; por lo que se plantea
la interrogante siguiente: ¢Azotobacter spp. cOmo agente biorremediante,
degradara el nitrito presente en el agua residual de cultivos del fundo de
Agronomia en Tingo Maria, en biorreactores aireados tipo air lift?; teniendo
como hipotesis que: Azotobacter spp. biodegrada los nitritos a niveles por
debajo de los especificados en los Estandares de Calidad Ambiental para el
agua de uso agricola categoria 3 (Riego de Vegetales Bebidas de Animales)

segun el ECA — agua. (D. S. N° 003-2010-MINAM).

Se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Biorremediar agua con nitritos utilizando Azotobacter spp. en

biorreactores aireados tipo air lift.



Objetivos especificos

- Aislar Azotobacter spp. a partir del suelo fijador de nitrégeno con capacidad

degradadora de nitritos.

- Determinar la concentracion de nitritos degradada por Azotobacter spp. como

agente biorremediante en biorreactores air lift.

- Determinar la eficiencia del Azotobacter spp. en la biodegradacion de nitritos

del agua residual de cultivos.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Los nitritos y nitratos

2.1.1. Propiedades fisicoquimicas de los nitritos

Los iones nitrato (NO3) y nitrito (NO2") son aniones inorganicos de
origen natural que forman parte del ciclo del nitrogeno.
Los nitritos (sales del acido nitroso, HNO,) son solubles en agua y, por lo
general, mas estables que el acido del que provienen. Se forman naturalmente
a partir de los nitratos, ya sea por oxidacion bacteriana incompleta del

nitrdgeno en los sistemas acuaticos y terrestres o por reduccion bacteriana.

El ion nitrito es menos estable que el ion nitrato, es muy reactivo y
puede actuar como agente oxidante y reductor, por lo que sélo se encuentra en
cantidades apreciables en condiciones de baja oxigenacion. Esta es la causa
de que los nitritos se transformen rapidamente para dar nitratos, y de que, en
general, estos ultimos predominen en las aguas, tanto superficiales como
subterraneas, asi como en el ambiente (ONGLEY. E. D, 1997). Esta reaccion
de oxidacién se puede efectuar en los sistemas biologicos y por factores

abidticos.



2.1.2. Propiedades fisicoquimicas del nitrato

En general los nitratos (sales del acido nitrico, HNO3) son muy
solubles en agua debido a la polaridad del ion; la estructura de éste es plana 'y
de alta estabilidad, con el nitrdgeno en el centro y los oxigenos en las esquinas
de un triangulo equilatero y, en ella, cada uno de los enlaces N-O es un hibrido
de un enlace sencillo y uno doble. Esta es la forma del nitrégeno mas estable
termodinamicamente en presencia de oxigeno, por lo que, en los sistemas
acuaticos vy terrestres, los materiales nitrogenados tienden a transformarse en

nitratos (ONGLEY. E. D, 1997).

2.1.3. Usos del nitrito y nitrato

El uso de nitratos y nitritos esta autorizado en la UE Unicamente en
productos carnicos, algunos quesos y en dos productos de la pesca: el arenque

escabechado y el espadin escabechado.

Los nitritos y los nitratos se usan como conservantes de alimentos,
pero solo el nitrito tiene una funcién antimicrobiana. De hecho, el nitrato se
adiciona en el producto porque actia como reserva de nitrito (ONGLEY. E. D,
1997). En los productos carnicos los nitritos también tienen una funcién

antioxidante y colorante (color rojizo caracteristico).



2.2. Ciclo del nitrégeno

En este ciclo, los desechos que contienen nitrégeno organico se
descomponen en el suelo o el agua, por accion de los microorganismos, para
formar amoniaco en primera instancia. Posteriormente, éste se oxida para
formar iones nitrito y éstos, a su vez, para dar nitratos. Los organismos
superiores, incluyendo al hombre, no pueden aprovechar directamente el
nitrogeno del aire, que es esencial para la vida, y requieren de la intervencion
de los microorganismos fijadores de nitrégeno, que lo pueden captar de la
atmosfera y combinarlo enzimaticamente, para formar compuestos organicos,

(TORTORA, G., FUNKE, B., CASE, C., 2007).

\
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Figura 1. Ciclo del nitrégeno.



2.3. La eutrofizacion

La eutrofizacion es un tipo de contaminacion quimica de las aguas.
Se da cuando hay un aporte excesivo de nutrientes a un ecosistema acuatico,
el cual queda severamente afectado por ello. Puede producirse de forma
natural (mareas rojas) pero es la antropogénica la que mas debe de
preocuparnos. El fésforo y el nitrdgeno son los principales causantes de la
eutrofizacion aunque también es relevante cualquier otra sustancia que pueda
ser limitante para el desarrollo de las diferentes especies como el potasio, el

magnesio y diferentes productos organicos, (ONGLEY. E. D, 1997).

También puede considerarse de un modo mas general que también
afecta a suelos que han sufrido un enriquecimiento anormal de nitrogeno y en
los que hay una tendencia al crecimiento de plantas afines a la abundancia de
nutrientes inorganicos, principalmente nitrogeno. No obstante, en la
eutrofizacion antropogénica de las aguas. Explicando como y ddénde se
produce y los problemas que ocasiona, asi como en que puede hacerse para
combatirla o mitigarla aunque es conveniente tener en cuenta que ambas
pueden estar bastante relacionadas al afectar los efluentes de un terreno con
exceso de nutrientes a los cauces de agua a los que vierta sus aguas ese
terreno. La eutrofizacion altera las caracteristicas del medio ambiente de los
ecosistemas acuaticos alterando la cadena tréfica y aumentando la entropia (el
desorden) del ecosistema. El resultado son ecosistemas con una biodiversidad

reducida, con las especies oportunistas ocupando nichos previamente



ocupados por otras especies. Las consecuencias ecoldgicas son evidentes
pero como suele suceder van de la mano de pérdidas econémicas por distintos

motivos, (ONGLEY. E. D, 1997).

2.4. Efectos del nitrito

2.4.1. Efectos en el suelo

Podria deberse a una contaminacion externa (un rio contaminado)
0 quiza al uso indebido y/o desmedido de fertilizantes. Podrian haber otros
factores mas raros como: la permeabilidad del suelo, la composicion del
mismo, la textura del suelo (el tamafio de sus particulas, la presencia de

organismos antagonicos a las BFN respectivos, etc).

2.4.2. Efecto en el agua

Los nitratos aparecen en el agua potable a causa de fugas o
filtraciones procedentes de granjas, campos de golf, zonas de césped y
jardines, que llegan al agua subterranea. Los nitratos y nitritos también pueden
aparecer en el agua a causa de la cercania de vertederos municipales, centros
de cria de animales mal gestionados o sistemas sépticos defectuosos. Si posee
un pozo privado, la aparicion de nitratos en el agua puede ocurrir mas

facilmente si el pozo estd mal construido o ubicado (ONGLEY. E. D, 1997).



2.4.3. Efectos sobre las plantas

El exceso de nitritos puede provocar un crecimiento excesivo de las
plantas, que al crecer a un ritmo mas elevado del normal, no tienen la fuerza ni
la salud suficiente para hacer frente a las plagas. Por tanto uno de los peores
efectos seria la propension a enfermedades, al estar la planta debilitada
(ONGLEY. E. D, 1997). Otro efecto es que el exceso de nitritos provoca algun

tipo de reaccion quimica en la planta que atrae a los pulgones enormes.

2.4.4. Efectos en la salud

2.4.4.1. Segun la via de exposicion

- Inhalacion: Los poppers se descubrieron a mediados del siglo
XIX. Se incluyen en esta familia de compuestos el nitrito isobutilico, el nitrito
amilico y el nitrito butilico llano. Se inhalaban directamente de la botella para
activar los efectos de otras drogas. El uso extenso puede dafar la nariz y los
pulmones. Algunas personas pueden experimentar dolores de cabeza,
sensaciones de mareo o de caida, asi como la pérdida de la ereccién. Los
poppers poseen un riesgo extra para las gentes que cuentan con sistemas
inmunes suprimidos, problemas cardiacos, presion sanguinea alta o baja, una
historia de hemorragias cerebrales, anemia, o en caso de embarazo

(Fundacioén Ibérica para la Seguridad Alimentaria, 2006).
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- Ingestién: El nitrito es tdxico (2 g pueden causar la muerte de una
persona), al ser capaz de unirse a la hemoglobina de la sangre, de una forma
semejante a como lo hace a la mioglobina de la carne, formandose

metahemoglobina, un compuesto que ya no es capaz de transportar el oxigeno.

Esta intoxicacion puede ser mortal, y de hecho se conocen varios
casos fatales por ingestion de embutidos con cantidades muy altas de nitritos,
producidas localmente por un mal mezclado del aditivo con los otros
ingredientes durante su fabricacion. Para evitar esto, se puede utilizar el nitrito

ya mezclado previamente con sal.

Otro riesgo del uso de nitratos y nitritos es la formacion de
nitrosaminas, substancias que son agentes cancerigenos. Existen dos
posibilidades de formacion de nitrosaminas: en el alimento o en el propio
organismo. En el primer caso, el riesgo se limita a aquellos productos que se
calientan mucho durante el cocinado (tocino, por ejemplo) o que son ricos en
aminas nitrosables (pescado y productos fermentados). En el segundo caso se

podrian formar nitrosaminas en las condiciones ambientales del estomago.

- Contacto con la piel: En contacto con la piel causa irritacion y
salpullido. Causa irritacion, enrojecimiento y dolor. Puede ser absorbido a
través de la piel causando envenenamiento sistémico, los sintomas pueden ser

similares a los de la ingestion.



11

- Contacto con los ojos: Causa irritacion, enrojecimiento y dolor.

2.4.4.2. Segun el grado de la exposicion

La exposicion repetida a través de cualquier via puede causar

sintomas similares a la toxicidad aguda.

2.5. Estandar de calidad del agua (ECA — agua)

Segun los Estandares de Calidad Ambiental para el Agua la

categoria designada para los valores de nitrito es 0.06 mg/L y nitrato es 10

mg/L. La categoria N° 3 (Riego de vegetales y bebida de animales).

Cuadro 1. Estandares nacionales de calidad ambiental para agua, segun

categoria 3.



PARAMETROS UNIDAD VALOR
Fisicoquimico
Bicarbonatos mg/L 370
Calcio mg/L 200
Carbonatos mg/L 5
Cloruros mg/L 100-700
Conductividad (uS/cm) <2,000
Demanda Bioquimica de Oxigeno mg/L 15
Demanda Quimica de Oxigeno mg/L 40
Floruros mg/L 1
Fosfatos - P mg/L 1
Nitratos (NO3-N) mg/L 10
Nitritos (NO2-N) mg/L 0.06
Oxigeno disuelto mg/L >=4
pH Unidad de pH 6.5-8.5
Sodio mg/L 200
Sulfatos mg/L 300
Sulfuros mg/L 0.05
Inorgénicos
Aluminio mg/L 5
Arsénico mg/L 0.05
Bario total mg/L 0.7
Boro mg/L 0.5-6
Cadmio mg/L 0.005
Cianuro Wad mg/L 0.1
Cobalto mg/L 0.05
Cobre mg/L 0.2
Cromo (6+) mg/L 0.1
Hierro mg/L 1
Litio mg/L 2.5
Magnesio mg/L 150
Manganeso mg/L 0.2
Mercurio mg/L 0.001
Niquel mg/L 0.2
Plata mg/L 0.05
Plomo mg/L 0.05
Selenio mg/L 0.05
Zinc mg/L 2

Fuente: D. S. MINAM, 2010.

12
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2.6. Depuracion de nitritos

2.6.1. Floculacion

En el proceso convencional de coagulacién-floculacion-
sedimentacion, se afiade un coagulante al agua fuente para crear una atraccién
entre las particulas en suspension. La mezcla se agita lentamente para inducir
la agrupacion de particulas entre si para formar “fléculos”. El agua se traslada
entonces a un depadsito tranquilo de sedimentacion para sedimentar los soélidos.
Un coagulante para flocular las particulas en suspension; pero en vez de usar
la sedimentacion, burbujas de aire presurizado las empujan hacia la superficie
del agua desde donde se pueden extraer. Se ha desarrollado un sistema de
floculacion-cloracion como tecnologia de punto de uso, especialmente para
paises en vias de desarrollo. Este usa paquetes pequefios de productos
guimicos y equipos sencillos como cubetas y un filtro de pafio para purificar el
agua.

Finalmente, el ablandamiento de cal es una tecnologia utilizada por
lo general para “ablandar” el agua, es decir, eliminar las sales minerales de
calcio y magnesio. En este caso, el material que se decanta no es el sedimento

en suspension sino las sales disueltas.

2.6.2. Filtracién

Los sistemas de filtracion tratan el agua pasandola a través de

lechos de materiales granulares (p.ej., arena) que retiran y retienen los
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contaminantes. Los sistemas de filtrado convencionales, directos, lentos de
arena y de tierra diatomacea hacen todos un buen trabajo al eliminar la
mayoria de protozoos, bacterias y virus (si se usa la coagulacion). Usualmente,

los filtros de bolsa y cartucho no eliminan los virus y muy pocas bacterias.

La filtracibn convencional es una operacion de varias etapas.
Primero, se agrega un coagulante quimico como sales de hierro o de aluminio
al agua fuente. Después, se agita la mezcla para inducir la union de las
particulas pequefias en suspension para formar grumos mas grandes o
“floculos” mas faciles de retirar. Estas masas coaguladas, o “fléculos”, se dejan
asentar fuera del agua, para que se lleven consigo muchos contaminantes. Al
terminar estos procesos, el agua se pasa a traves de filtros de manera que las

particulas restantes se adhieran por si mismas al material de filtro.

La filtracion directa es similar a la filtracion convencional, excepto
gue después de agregar el coagulante, y después de agitar la mezcla, no hay
una fase separada para la sedimentacion. En vez de ello, las particulas en
suspension son desestabilizadas por el coagulante y asi se adhieren con mayor

facilidad al material de filtro cuando el agua se filtra posteriormente.

2.6.3. Procesos de membrana

Originalmente se usaron Unicamente en proyectos de

desalinizacién. Pero las mejoras en la tecnologia de membranas los ha
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convertido en una opcion cada vez mas popular para la eliminacién de
microorganismos, particulados y materiales organicos naturales que afectan el

sabor del agua y enturbian su claridad.

Las membranas para el tratamiento del agua son laminas delgadas
de material que permiten separar los contaminantes segun sus caracteristicas
como el tamafio o la carga eléctrica. El agua pasa a través de una membrana;
pero dependiendo de su tamafo, las particulas de mayor tamafo, los
microorganismos y otros contaminantes quedan separados. Algunos de estos
sistemas son accionados a presion, dependiendo de la presion del agua para
separar las particulas segun su tamafio. La microfiltracion utiliza el mayor
tamafo de poro, y puede eliminar arena, limos, arcillas, algas, bacterias,
Giardia y Criptosporidium. La ultrafiltracion puede ademas eliminar virus. Los
sistemas de nanofiltracion proporcionan proteccion casi completa contra virus,
eliminan la mayoria de contaminantes organicos, y pueden reducir la dureza
del agua. Los sistemas de d6smosis inversa son membranas densas que
eliminan casi todos los contaminantes inorganicos y casi todo excepto las

moléculas organicas de menor tamario.

2.6.4. Adsorcioén

Los sistemas de adsorcion tratan el agua mediante la adicion de
una sustancia, como carboén activado o alimina (6xido de aluminio), a la fuente

de suministro de agua. Los adsorbentes atraen a los contaminantes mediante
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procesos quimicos y fisicos que causan que éstos se ‘adhieran’ a sus
superficies para su eliminacion posterior. Por un gran margen, el adsorbente de
uso mas frecuente es el carbon activado una sustancia similar al carbén comun
pero sumamente porosa. El carbon activado en polvo a menudo se usa cuando
surgen problemas temporales de calidad; éste se puede agregar sencillamente
al agua y desecharlo con los fangos de desecho. El carbdén granular activado a
menudo se distribuye en una bandeja a través de la cual se hace pasar o

percolar lentamente el agua fuente.

2.7. Técnicas de estudio de la diversidad de poblaciones microbianas

Durante el ultimo siglo, y especialmente en los ultimos 20 afios se
ha incrementado muy significativamente las metodologias para estudiar la
diversidad microbiana existente en la biosfera. En realidad, estudios elaborados
por TORSVIK et al, (1990 y 2003) sugieren que existen unos 4000
equivalentes gendmicos distintos por gramo de suelo, lo que indica que quiza
existan 1000 o incluso mas especies microbianas diferentes por gramo de

suelo.

Esta gran diversidad encontrada por TORSVIK (1990) también
estaria en concordancia con un estudio de TRUPER (1992) donde se estima
que podrian existir un total de 3 - 10* especies bacterianas diferentes en la
biosfera. Otro punto a tener en cuenta es que tan soélo entre un 0.001 y un 1%

de los microorganismos viables son realmente cultivables.
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2.7.1. Metodologias dependientes de cultivo

Son técnicas que requieren el cultivo de los microorganismos para
la caracterizacion de la diversidad de una comunidad microbiana. Entre ellas
encontramos las técnicas clasicas de cultivo en placa en medios sintéticos de
laboratorio y el nUmero mas probable. Mas recientemente se ha utilizado el
BiologTM, una técnica que se utiliza para el estudio de las comunidades
microbianas en base a un perfil fisiologico, y que consiste en inocular muestras
ambientales en cada uno de los 96 pocillos que contiene una placa BiologTM
cuyo contenido se basa en distintos medios y sustratos. La comparacion entre
perfiles fisioldgicos de una comunidad o de diferentes muestras ambientales se

calcula estadisticamente.

El principal inconveniente es que solamente se aisla una pequefa
proporcion de los componentes existentes en la comunidad microbiana, ya que
los medios sintéticos de laboratorio y el soporte (solido o liquido) limitan la
proporcién de microorganismos aislados (TORSVIK et al., 2003). Las técnicas
cultivo-dependientes tienen una serie de ventajas e inconvenientes para el

estudio de la diversidad microbiana.

Las ventajas mas importantes consisten en la obtencién de cultivos
puros, Utiles para estudios posteriores, y de informacion acerca de actividades

metabdlicas de interés.
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2.7.2. Las poblaciones microbianas

La red de poros formada como resultado de la asociacion de las
particulas minerales (arenas, limos y arcillas) y la materia organica, muestra
una gran variedad de tamafios y espacios, lo que condiciona el tipo y la
diversidad de las poblaciones microbianas existentes. En términos generales
se encuentran del orden de 10°-10° bacterias cultivables por gramo de suelo,
mientras que los hongos se encuentran en dos 6rdenes de magnitud menos
como unidades formadoras de colonias, pero representan una parte importante

de la biomasa del suelo (ALEXANDER, 1999).

Sin embargo, la estructura de la poblacibn microbiana en los
microhabitats (poros) del suelo, aun sigue siendo poco conocida, y ademas se
estima que tan solo un 0,1-1% de los microorganismos son cultivables (AMANN
et al., 1995). La organizacion estructural de las particulas del suelo, confiere
una heterogeneidad espacial para los microorganismos, que se caracteriza por
la presencia de diferentes sustratos, nutrientes, concentraciones de oxigeno,

contenido de agua liquida, asi como de un pH variable (LADD et al., 1996).

Este hecho implica que en un suelo se puedan encontrar una gran
variedad de poblaciones microbianas con capacidades metabdlicas distintas,
condicionadas también por la biodisponibilidad de las distintas fuentes de
carbono y energia, que a su vez esta condicionada por las caracteristicas

fisicoquimicas propias de cada suelo.
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La capacidad metabdlica de las poblaciones microbianas, frente a
los contaminantes presentes en un suelo, es el fundamento sobre el que se
sustenta la tecnologia de la biorremediacion (ALEXANDER, 1999).
Generalmente, en un suelo con contaminacién recurrente o con episodios
previos de contaminacion, las poblaciones microbianas autoctonas se habran
seleccionado en favor de la metabolizacion del contaminante, el cual puede ser

transformado con mayor rapidez que la materia organica humica del suelo.

Por este motivo, en emplazamientos previamente contaminados, la
bioestimulacion de la poblacion microbiana indigena, puede acelerar el proceso
de biodegradacion de los contaminantes, siempre y cuando los compuestos no
sean de gran recalcitrancia (ALEXANDER, 1999). Unicamente en aquellos
casos de contaminacion puntual o de compuestos de gran recalcitrancia, puede
ser necesaria la inoculacion de poblaciones aloctonas, procedentes de cultivos
de laboratorio con capacidades degradativas especializadas, para posibilitar la
degradacion de los contaminantes existentes. Sin embargo, a menudo la falta
de adaptacion de las poblaciones exégenas, puede poner en peligro su

supervivencia.

Por lo tanto, antes de iniciar cualquier estudio de biorremediacion,
es esencial conocer si la poblacibn microbiana existente en el suelo es
potencialmente degradadora de los contaminantes presentes y es suficiente
para llevar a cabo el proceso de biodegradaciéon en un tiempo razonable

(WRENN y VENOSA, 1996).
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2.8. Biorremediacién

Las préacticas de biorremediacion consisten en el uso de
microorganismos como plantas, hongos, bacterias naturales o modificadas
genéticamente para neutralizar sustancias toxicas, transformandolas en
sustancias menos toxicas o convirtiéndolas en inocuas para el ambiente y la
salud humana. La biorremediacion puede clasificarse de acuerdo al organismo
gue efectle la degradacion del compuesto xenobidtico. La fitorremediacion, es
el uso de plantas para la remocion de contaminantes de suelo y aguas, es una
técnica apropiada para la remocion de metales pesados y radionucleos. Las
bacterias son las mas empleadas en el proceso de biorremediacion, aunque
también se han empleado otros microorganismos como hongos, algas,
Cianobacterias y Actinomicetes para la degradacion de compuestos téxicos en

el suelo (SCHMIDT, 2000)

La biorremediaciéon del suelo, puede ser dividida en estrategias in
situ y ex situ. In situ corresponde a la biorremediacion referente a tratamientos
gue no requieren excavacion del suelo contaminado; ex situ es un método
donde se excava el suelo o el material a tratar y se le maneja en un sistema
controlado como una celda de landfarming o algun tipo de biorreactor (EBRU,

.2004)

La reintroduccion de microorganismos aislados de un sitio

contaminado ayuda a resolver este problema ya que los microorganismos
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pueden degradar los constituyentes y tiene una gran tolerancia a la toxicidad
(DRYIDALE et al., 1999). Los métodos mas empleados en biorremediacion

son:

Biofiltracion, en esta entra el aire contaminado a unos biorreactores
en los cuales la flora microbiana degrada los contaminantes volatiles en diéxido

de carbono, agua y biomasa.

Bioventing, es un proceso de biorremediacion in situ que consiste
en la ventilacion forzada del suelo mediante la inyeccion de O, en la zona no
saturada mediante pozos de inyeccion; debido a la aireacion se va a favorecer
la degradacion de los hidrocarburos por volatilizacién y migracion de la fase
mas volatil del contaminante, y por biodegradacion, ya que al incrementar la
oxigenacion del suelo se va a estimular la actividad microbiana (ULLA et al.,

2002).

El Biosparging, es un método in situ que combina el efecto de la
ventilacion con la utilizacion de los microorganismos autéctonos para degradar

compuestos organicos absorbidos por el suelo en la zona saturada.

Las técnicas de recuperacién para acuiferos contaminados mas
empleadas son el bombeo de agua contaminada y posterior tratamiento en

superficie, inyeccién de soluciones acuosas con reactivos e inyeccion de aire
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para eliminar sustancias volatiles y el uso de microorganismos para trasformar

y degradar el contaminante (LEE et al., 2001).

El Rhododoccus posee una gran variedad de vias metabdlicas para
la degradacion y modificacibn de compuestos aromaticos. Algunas cepas
presentan también la via del 3-oxoadipato. Lo anterior sumado a su capacidad
de crecimiento en medios con escasos nutrientes, la carencia de un sistema de
represion catabolica y su persistencia ambiental las hacen excelentes

candidatas para los tratamientos de biorremediacion (FLAVIO et al., 1999).

Las Pseudomonas son bacterias productoras de biosurfactantes
como los ramnolipidos involucrados en procesos de remocién de aceites y
productos relacionados, Bushnell y Hass fueron de los primeros en describir
bacterias productoras de biosurfactantes, como el Corynebacterium simplex y

cepas de Pseudomonas (NELSON et al., 2002).

La Pseudomonas aeruginosa, es otro de los microorganismos mas
usado y estudiado en biorremediacion y presenta una serie de actividades
naturales sobre xenobidticos. Lamentablemente, también es conocida por ser
un patégeno oportunista en humanos y causante de complicaciones graves en
personas inmunosuprimidas, con quemaduras severas o0 con fibrosis quistica.
Por estas razones existe mucho interés en el estudio de las relaciones

filogenéticas entre serotipos clinicos y ambientales (ROCCKNE et al., 2002).
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Burkholderia, es otro género bacteriano utlizado para
biorremediacion de herbicidas y pesticidas recalcitrantes y también es usado
para proteger cultivos contra hongos. Debido a su genoma extremadamente
flexible, Burkholderia cepacia, bacilo Gram negativo no fermentador, productora
de pigmento amarillo tiene una gran capacidad mutagenica y adaptativa, ha
sido recuperada a partir de agua y superficies humedas, es resistente a
multiples antibiéticos y ésta capacidad es altamente transmisible entre
especies. Por todas estas razones, la seleccion de cepas .seguras. para Su uso
ambiental no es posible por el momento y su uso en la agricultura también
debe ser cauteloso. Aunque es una excelente degradadora de los

hidrocarburos aromaticos (SVENJA et al., 1999).

Otro género estudiado dentro de las técnicas de biorremediacion es
Sphingomonas, bacilos no fermentadores y dentro de estos la Sphingomona
wittichi es un microorganismo capaz de degradar en condiciones anaerobias el
2.7diclorobenceno, produciendo el metabolito 4 clorocatenol y el 1,2,3,4

tetraclorodibenceno (CHRISTOPHER et al., 2004).

La persistencia de los PAHs en el ambiente se deben a factores
como los nutrientes, la viabilidad, la temperatura, el oxigeno y la presencia de
microorganismo degradadores y el mayor problema para la degradacion de
esto es la baja solubilidad en agua para poder implementar un sistema
aerobico (LOPEZ et al., 2000), por esto la degradacion anaerdbica a bajas

temperaturas ha sido estudiada como posible causa de una baja degradacién
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donde encontraron que las bajas temperaturas no afectan la poblacion
microbiana sino que la disponibilidad de oxigeno, siendo este el agente mas
limitante y que conducia a formacion metabolitos toxicos que inhibian el

crecimiento bacteriano (SANJEET et al., 2001).

2.9. Degradacion biolégica de nitritos

2.9.1. Bacterias fijadoras de nitrogeno

Las bacterias fijadoras de nitrégeno que se desarrollan de forma
natural en el suelo, se conocen desde hace mas de un siglo. Representan un
biofertilizante ecoldgico y se dividen en dos grandes grupos: Las simbidticas,
especificas de las leguminosas, como el Rhizobium, y las libres, que viven en
el suelo y no necesitan la planta para su reproduccion, como el Azotobacter y el
Azospirillum, entre los mas importantes en agricultura (TORTORA, FUNKE,

CASE, 2007).

El Azotobacter y el Azospirillum, en concentraciones adecuadas,
pueden sustituir al nitrégeno quimico (urea, amoniaco) sin merma de la
produccidon y a menor coste. Otras ventajas comprobadas del uso de estas

bacterias como biofertilizante son:

- Producen fitohormonas, como el acido indolacético y las citoquininas, capaces

de acelerar y potenciar el crecimiento de las plantas.
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- Al permanecer vivas durante afios y reproducirse en el suelo, no sélo no lo
degradan sino que contribuyen a su enriquecimiento en nitrogeno y a su
regeneracion de forma ecolégica y gradual, incluso en terrenos de alta

concentracion salina.

- Se ha comprobado que fertilizando los cultivos con estas bacterias y con
nitrégeno quimico en un porcentaje entre el 20 y 50 % del utilizado
normalmente, se consigue un aumento de produccidn sobre las cosechas
obtenidas unicamente con fertilizante quimico al 100 %. Esto es debido a que,
al liberarse la bacteria de su funcidon fijadora de nitrégeno, produce mas
factores de crecimiento vegetal, en cereales de secano, esto puede suponer el

ahorro del abonado de cobertera.

- Crea una barrera protectora contra hongos y bacterias patdgenas en la raiz

de la planta, por lo que ésta crece mas sana y fortalecida.

- Producen enzimas que solubilizan los fosfatos y los hacen mas accesibles a

la planta, asi como factores que facilitan la absorcion de oligoelementos.

- Las nuevas estirpes de Azotobacter y Azospirillum son capaces de fijar un
72.64% mas de nitrégeno atmosférico, que las estirpes originales. Hay pues un
cumulo de ventajas para el usuario, econémicas, ecoldgicas, a corto, medio y
largo plazo en la progresiva sustitucion de la fertilizacibn quimica por las

bacterias naturales, totalmente inofensivas para el medio y el ser humano.
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Clasificacién cientifica

Dominio : Bacteria

Filo : Proteobacteria

Clase : Gammaproteobacteria

Orden : Pseudomonadales

Familia : Pseudomonadaceae

Género : Azotobacter

Especies : Azotobacter vinelandii, Azotobacter chroococcum

2.10. Biorreactores tipo air lift

Un biorreactor tipo air lift, consiste basicamente en una columna en
cuyo interior se encuentra una fase liquida movil que contiene al lecho filtrante
en suspension y una fase continua de reaccién de gas o liquido (AGUAYO,
2005). Los biorreactores del tipo air lift han sido son extensamente utilizados
para el tratamiento de agua; sin embargo, su aplicacion al tratamiento de gases
y Xxenobidticos ha sido escasamente desarrollada. Originalmente los
biorreactores air lift se desarrollaron para el post tratamiento de aguas
industriales tratadas anaerObicamente, existiendo instalaciones a nivel

industrial en funcionamiento (HEIJNEN et al., 2001).

Los biorreactores air lift ofrecen ciertas ventajas con respecto a las
demas tecnologias de tratamiento biolégico, como la incorporacion de

transferencia y biodegradacion total en un solo recipiente del biorreactor y
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ademdas no presentan problemas de humedad, siendo el control de biomasa su

Unica limitacion (EDWARDS, et al., 2002).

Los biorreactores tipo air lift estan constituidos por una camara de
cultivo cilindrica de vidrio, tubo deflector o de distribucion central y anexos
frascos con solucién saturada de NaCl como filtros para aire, la fuente de
aeracion es una bomba de aire (AIR PUMP JUNIOR) que proporcione al menos

1.0 L de aire/min (LOPEZ, 1997; MIRANDA et al., 2006).



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia General, de la Facultad de Recursos Naturales Renovables de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicado en la provincia de Leoncio
Prado, distrito de Rupa Rupa, region Huanuco, a una altitud de 660 m.s.n.m.
con condiciones de temperatura promedio anual de 24.85 °C con precipitacion
anual de 3,200 mm y humedad relativa de 82 % (estacion meteorolégica José

Abelardo Quifiones, 2012).

3.2. Materiales

3.2.1. Quimicos

Se utilizé el nitrito de potasio KNO, (Mr : 85.10379; p:1.91 g/cm?)
en tres concentraciones (C1: 15 mg de NO,/m?, C2: 20 mg de NO,/m®y C3: 25
mg de NO./m®) adicionadas a las muestras de agua residuales de cultivo de

arroz.
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Las muestras de agua residual se recolectaron de terrenos
agricolas con cultivo de arroz con aguas estancadas, tomandose en recipientes

esterilizados, que se trasladaron al laboratorio de microbiologia.

3.2.2. Unidades de estudio

Las unidades de estudio lo constituyeron los biorreactores air lift en
donde se llevo a cabo la degradacion de nitritos de las aguas residuales de
cultivo adicionadas de diferentes concentraciones de nitrito, utilizando la

bacteria Azotobacter como agente biorremediante.

3.2.3. Azotobacter

3.2.3.1. Aislamiento y seleccion de bacterias

Para aislar la bacteria se tomaron muestras de suelos agricolas del
fundo de la facultad de Agronomia en una cantidad no mayor de 250 g, las que
se trasladaron al laboratorio, se las tamiz6 y se sometieron a 110 °C por 4
horas. Posteriormente se realizaron diluciones decimales de las muestras y de
la dltima dilucion (10°) se procedié a la siembra en profundidad utilizando
Medio Agar M77 - Manitol adicionado de Fluconazol (150 pg/mL) para
determinar el recuento de Azotobacter en el suelo (LOPEZ, 2006), y asimismo
se sembraron en superficie placas con el Medio segun ASHBY (Ashby Manitol
Agar) para proceder al aislamiento y seleccién de las colonias para su

conservacion posterior.
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3.2.3.2. Conservacién de cepas bacterianas

Las colonias bacterianas desarrolladas sobre el medio de
aislamiento, se repicaron en placas con medio Levadura Manitol Agar (YMA)
adicionado con Fluconazol (150 pg/mL) y se incubaron a 35 °C por 18 a 24
horas, posteriormente se trasladaron a tubos de 15 x 150 mm con medio YMA
semisoOlido y se mantuvieron en refrigeracion (4 °C a 8 °C) (LOPEZ, 2006),

hasta el inicio de la operacion en los biorreactores.

3.3. Construccion de los biorreactores air lift

Los biorreactores tipo air lift que se utilizé en este trabajo, se
construyeron utilizando frascos de vidrio de 1,000 mL de capacidad, varillas de
vidrio duro de 200 mm de largo, tubo hueco de 150 mm de largo por 75 mm
de ancho, dos tubos huecos de 10 mm de diametro por 100 mm de largo,
material microporoso de 20 mm de espesor por 250 mm de diametro; se

adjunto6 frascos con solucién saturada de NaCl con filtros para aire.

La fuente de aireacion fue una bomba de aire de pecera (AIR
PUMP JUNIOR) la que proporcion6 1,100 mL aire/min, unos 0.72 vvm
(volumen de liquido/volumen de aire/minuto). La camara de cultivo y tubo
deflector o de distribucién de los biorreactores se esterilizaron al vapor de
agua, utilizando el autoclave a 121 °C a 15 Ilbs/pulg2 por 15 minutos; y se

esterilizaron por sumersion en solucion alcohol-acida al 1 % (etanol - HCI) los
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accesorios del biorreactor como son la cubierta superior (material micro
poroso), valvulas de control de entrada/salida de aire y conectores de flujo de

aire (LOPEZ, 1998; MIRANDA et al., 2006).

3.4. Operacion en biorreactores de los cultivos

3.4.1. Preparacion del in6culo

Las bacterias seleccionadas y conservadas, se cultivaron en
matraces de 200 mL conteniendo 100 mL Medio Caldo Levadura Manitol (YMB)
con Fluconazol (150 pg/mL), cultivos que permitieron la obtencién de los
inéculos de siembra. Estos indculos fueron 5 %, 10 % y 15 % del volumen total
(800 mL) del medio minimo de sales minerales de Davis (MMSM) a utilizar en

los biorreactores air lift.

3.4.2. Proceso de operacion de los cultivos para la biodegradacion

Se realizd en biorreactores tipo air lift por 7 dias a temperatura
ambiente. Se inici6 la operacion al poner en funcionamiento la fuente de
aireacion con un filtro de una solucion de CINa al 20 %, para que el aire
ingresante a los biorreactores sea estéril. Se tomaron datos al inicio de la
operacion, a la mitad y al final de la misma. Se repitieron las experiencias

hasta en tres oportunidades por cada concentracion.
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3.5. Datos registrados

3.5.1. Oxigeno disuelto

Se determiné la concentracién de oxigeno con ayuda del Oximetro
HANNA (electrodo de membrana) poniendo el medidor en operacion y
sumergiendo el electrodo en las muestras. Los resultados se reportaron en

mg/L (APHA, 1999).

3.5.2. Concentracion celular bacteriana

El nimero celular bacteriana en los biorreactores, se determino por
la medida de la concentracién celular, realizando recuentos directos, con
diluciones, en Medio YMA adicionado con Fluconazol (150 pjg/mL),

expresandose los resultados en células por mililitro (cél/mL) (LOPEZ, 1997).

3.5.3. Temperatura

La temperatura interna de operacion se midié con los termdémetros
digitales ROAST introducidos a los biorreactores, la temperatura externa se

determind por un termémetro ambiental.

3.5.4. Determinacion del pH
Se utiliz6 el pHmetro EXTECH debidamente calibrado para la

determinacién del pH (método N° 11.032 de la AOAC, 2000).
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3.5.5. Determinacién de nitratos y nitritos

Se utilizé la metodologia y reactivos de HANNA HI 3874-0 para
nitratos y reactivos HANNA HI 3873-0 para nitritos, luego se procedio hacer la
lectura en el espectrofotdmetro 410 nm para la cuantificacion del nitrito y nitrato

presentes en la muestra y efluente de los biorreactores.

3.5.6. Eficiencia de biodegradacion

Se calculd mediante una correlacion porcentual entre la
concentracion inicial y final de NO, presente en cada biorreactor, segun el

tratamiento del mismo, mediante la siguiente formula:

E —(C‘_C")*ma
bd — C

[

Dénde: Ebd = eficiencia de biodegradacion (%)
Ci = Concentracion inicial de NO; (mg/m3)
Cf = Concentracion final de NO, (mg/m3).

3.6. Disefio experimental

Se aplicé un disefio experimental con estimulo creciente,
trabajandose con tres concentraciones de nitrito (C1: 15 mg/m?*, C2: 20 mg/m®y
C3: 25 mg/m°), con tres dosis de inéculo (CB1, CB2, CB3) y tres repeticiones, a
fin de evaluar la eficiencia de biodegradacion (EFI) y el consecuente

incremento de la biomasa (BM), segun el siguiente esquema:



— cB1{H Fei |

Leyenda:

— cr1 | err |

|(‘,7
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— CB1 FFI

ﬂlzlz||

| (@] I__ CB FFI

— CB3

FFI

—1 CB FEI

[C1]: Concentracion inicial de NO2 (15 mg/L), [C2]: Concentracion inicial de NO2 (20 mg/L), [C3]

Concentracion inicial de NO; (25 mg/L), [CB1]: Carga bacteriana de 5%, [CB2]: Carga bacteriana de 10%,

[CB3]: Carga bacteriana de 15%, [EFI]: Eficiencia de biodegradacion

3.6.1. Tratamientos en estudio

Los tratamientos en estudio fueron los siguientes:

Cuadro 2. Composicion de los tratamientos del estudio

Concentracion

Inoculo (% del

] volumen del o
Tratamiento de NO, medio en Repeticiones
(mg/L) biorreactor)

T1 15 5 3
T2 15 10 3
T3 15 15 3
T4 20 5 3
T5 20 10 3
T6 20 15 3
T7 25 5 3
T8 25 10 3
T9 25 15 3
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3.6.2. Variables
Variable independiente
- Concentracion de nitrito (C1, C2, C3).

- Inéculo (CB1, CB2, CB3).

Variable dependiente:

- Eficiencia de biodegradacion (EFI).

3.7. Andlisis estadistico

Se distribuyeron las variables estadisticas y tratamientos de
acuerdo al disefio experimental se utilizé el modelo estadistico completamente
al azar (DCA) con arreglo 3 x 3 x 2 con tres repeticiones, utilizando el paquete
estadistico Statgraphics centurion XV.lII en espafiol, para un nivel de

significacion del 5%.

Cuadro 3. Andlisis de varianza.

Fuente de o
o SC CM Fc Signif
variacion

Tratamientos t—1 ST-e SCtrat/GLtrat CMtrat/CMe Fc > Ft
Error t(r-1) SCT-SCtrat SCerror/GLe
TOTAL t.r-1
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3.7.1. Prueba de multiple rangos de diferencia francamente significativa

de Tukey (HSD Tukey)

Se empleo la Diferencia Francamente Significativa de Tukey (HSD
- Tukey) a fin de determinar entre que tratamientos habia diferencias
significativas, para un nivel de significacion del 5%, utilizando el paquete

estadistico Statgraphics Centurién XV.II en espafiol.



IV. RESULTADOS

4.1. Aislamiento de Azotobacter

Aplicando la metodologia descrita de la muestra de suelo se aislo
la bacteria Azotobacter, conservandose las colonias bacterianas en medio YMA
adicionado con Fluconazol (150 ug/mL), para posteriormente empezar con la

operacion en los biorreactores.

4.2. Operacion en biorreactores

Los cultivos de Azotobacter sp. seleccionados se repicaron en
Caldo Sabouraud del cual se prepararon los indculos de 40 mL (5 %), 80 mL
(10 %) vy 120 mL (15 %) referidos al volumen total del medio en los

biorreactores.

Se tuvo como parametros de operacion los que se indican en el

Cuadro 4.



Cuadro 4. Condiciones de

Azotobacter sp.

operacion de
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los biorreactores air lift con

Parametros Unidades Valores
Area m* 0.07854
Volumen cm® 800
Flujo de aire vvm 0.72
Aireacion bomba mL aire/min 1,100
Tiempo de retencion dias 7
Reaccion pH 6.43-9.10
Temperatura externa °C 27 - 28
Concentraciones de nitrito mg/L 15 mg/L, 20 mg/L y 25 mg/L

4.2.1. Concentracion de biomasa

Los Azotobacter

sp. desarrollados en los biorreactores

evidenciaron incremento de biomasa en mayor cantidad sobre la concentracion

de NO;, de 25 (mg/L) y en menor grado sobre la concentracién de NO, de 15

(mg/L), tal como se muestran en los recuentos de concentracion (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Promedios de la concentracion de Azotobacter sp.

Inoculo BIOMASA
Concentracidn (% del Concentracion celular
de NO, volumen del (x 10° cél/mL)
(mg/L) medio en o _
biorreactor) Inicial 7 dias Final

15 5 4,480.00 6,840.00 10,189.00
15 10 4,953.00 7,560.00 11,554.00
15 15 7,002.00 9,033.00 13,824.00
20 5 5,327.00 7,194.00 11,588.00
20 10 5,576.00 7,985.00 13,223.00
20 15 8,899.00 9,432.00 16,370.00
25 5 7,112.00 8,178.00 15,799.00
25 10 9,554.00 8,648.00 16,024.00
25 15 9,846.00 14,066.00 20,188.00

Los resultados de la aplicacion de la prueba de Tukey para medias
de la densidad celular encontrada en el que podemos apreciar que no existen
diferencias significativas para la concentracion de NO, de 25 (mg/L) (Cuadro
6).

Cuadro 6. Prueba de Tukey para concentracion celular (mg/mL)

CONC. NO;, Medias Grupos Sig. paraa=0.05

15 3,818.67 A NS
20 9,510.44 A NS
25 12,157.22 A NS

Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica
segun prueba Tukey a 5% de nivel de significancia.



40

14000 -

12000 - =

10000 -

8000 ~

6000 -

4000 -

Contenido de biomasa

2000 -

15 20 25

[NO2] (mg/L) [NO2] (mg/L) [NO2] (mg/L)

Figura 2. Variacion de la biomasa en las diferentes concentraciones de NO..

Se puede observar que en las tres diferentes concentraciones de
nitrito (figura 2), la biomasa aumenta a medida que aumenta la concentracion

de nitrito al 25 mg/L de NO.,

4.2.2. Concentracion de nitritos

Mediante el Espectrofotometro (A 410 nm) se determind que el nivel
de concentracion de nitrito disminuye a medida que se incrementa el % del
inoculo Azotobacter sp. Por otro lado la eficiencia de biodegradacién de
nitritos es mayor cuando incrementa la cantidad del in6culo al medio (Cuadro

7).

Cuadro 7. Promedios de la concentracion de nitrito degradado al inicio y al

final de la operacion de la biodegradacion por Azotobacter sp.
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Concentracidon nitrito

cone. I?(;)Cdu; e Eficiencia
C(’::g'/f)z V?:\I(Ja?iineiel Inicial Final (%)
biorreactor) Absorb mg/L Absorb mg/L

15 5 0.353 14.8 0.304 12.7 14.18
15 10 0.352 14.78 0.237 9.9 33.01
15 15 0.348 14.61 0.170 7.14 51.19
20 5 0.469 19.97 0.408 17.38 12.96
20 10 0418 17.80 0.326 13.88 22.02
20 15 0.398 16.71 0.276 11.75 29.68
25 5 0.631 24.69 0502 19.57 20.73
25 10 0.583 2273 0.322 1255 44,78
25 15 0.576 2246 0.092 3.58 84.06

Segun el cuadro 8, realizado el analisis de varianza se encontro
diferencia significativa entre las dosificaciones de NO, con respecto a la
degradacion de NO,. Realizado la prueba de medias Tukey se encontré dos
grupos diferenciados, el primer grupo corresponde a las concentraciones de
NO, de 15 que representa la menor degradacion de NO;, en tanto al segundo

grupo corresponde a las concentraciones NO, de 20 y 25.

Cuadro8. Prueba de Tukey para la concentracion final de las

concentraciones de nitritos degradados.
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CONC. NO;, Medias Grupos Sig. para a =0.05

15 1232 A 0.0299
20 16.25 B 0.0292
25 17.60 B 0.0292

Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica
segun prueba Tukey a 5% de nivel de significancia.

25.00

20.00

15.00

10.00

Conc. NO2 al final

5.00

0.00

15 20 25

[NO2] (mg/L) [NO2] (mg/L) [NO2] (mg/L)

Tratamientos

Figura 3. Variacion de concentracion de nitrito al final de la operacion

con los biorreactores.

En la figura 3 muestra los valores de las concentraciones de nitrito
al final de la operacion con los biorreactores, en donde la concentracion de

nitrito al final es de 3.58 mg/L.
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4.2.3. Oxigeno disuelto

Los consumos de oxigeno disuelto al inicio, a los 7 dias y al final de
la operacion en biorreactores con los inéculos (Cuadro 9), en el que se puede
apreciar que esta en mayor grado en la concentracion de NO, de 25 (mg/L) y
en menor grado sobre la concentraciéon de NO, de 15 (mg/L), tal como se

muestran en los recuentos de concentracion.

Cuadro 9. Promedios del oxigeno disuelto (OD) al inicio, a 7 dias y al final de

la operacion.

.. Inoculo (% . .,
Concentracion Concentracion Concentracion .
del volumen C . Concentracion
de NO3 ) OD inicial OD a 7 dias X
(mg/L) del medio en (mg/L) (mg/L) OD final (mg/L)
biorreactor)
15 5 0.27 1.00 3.31
15 10 0.89 2.71 4.95
15 15 2.42 3.80 7.03
20 5 1.97 3.15 4.05
20 10 2.11 3.70 4.12
20 15 2.98 4.29 7.23
25 5 1.11 3.03 5.84
25 10 2.96 1.99 6.93
25 15 3.64 4.29 9.87

Las diferencias estadisticas segun Tukey para el consumo de
oxigeno disuelto (Cuadro 10), aprecidandose que no existen diferencias en las

tres concentraciones de nitritos estudiados.
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Cuadro 10. Prueba de Tukey para oxigeno disuelto final en los biorreactores

air lift.
CONC. NO;, Medias Grupos Sig. para a = 0.05
15 2.93 A NS
20 3.73 A NS
25 4.41 A NS

Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica
segun prueba Tukey a 5% de nivel de significancia.

W

%]
1
—H

[W¥]
1
HH

Oxigeno disuelto
Pt
%]

7
1.5
1 4
0.5
0
15 20 25
[NO2] (mg/L) ‘ [NO2] (mg/L) ‘ [NO2] (mg/L) ‘

Tratamientos

Figura 4. Variacion de oxigeno disuelto final.

De acuerdo el incremento de concentracion de nitrito varian los
resultados de oxigeno disuelto al final de la operacion con los biorreactores,
observando que en la concentracion de nitrito al 25 mg/L, es la mayor en

consumir oxigeno de un valor 9.87 mg/L.
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4.2.4. Temperatura

La temperatura de los biorreactores durante el periodo de
operacion de biodegradacién de nitritos varié aproximadamente entre 27.63 C°

a 31.10 C° (Cuadro 11).

Cuadro 11. Promedios de la temperatura al inicio, a 7 dias y al final de la

operacion de degradacion de nitritos por Azotobacter sp.

Inoculo
Concentracién (% del Temperatura
de NO, volumen del
(mg/L) medio en (°C)
biorreactor) Inicial 7 dias Final
15 5 27.63 27.78 27.81
15 10 27.63 27.81 29.23
15 15 27.63 28.97 30.43
20 5 27.63 28.80 27.83
20 10 27.63 28.70 28.90
20 15 27.63 28.90 30.90
25 5 27.63 28.69 29.50
25 10 27.63 28.83 29.77
25 15 27.63 29.02 31.10

Los resultados de la prueba de Tukey para promedios de
temperatura en la operacion de biorremediacion de nitritos (Cuadro 12),
observandose que no hay diferencias significativas en la temperatura

alcanzada en los biorreactores.



Cuadro 12. Prueba de Tukey para temperatura final en

biorreactores air lift.

CONC. NO;, Medias Grupos Sig. para a = 0.05
15 28.33 A NS
20 28.33 A NS
25 28.87 A NS

Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica
segun prueba Tukey a 5% de nivel de significancia.
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Figura 5. Variacion de temperaturas de los tratamientos con concentraciones

de nitritos.

De acuerdo con la figura 5, las diferentes concentraciones de nitrito

se observa que en las concentraciones de nitritos de 15 y 20 (mg/L)

respectivamente las temperaturas son iguales a diferencia el de 25 mg/L de

nitrito con un valor de 28.87 °C.
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4.2.5. Determinacion del pH

El pH en los biorreactores donde se probaba la biorremediacion de
nitritos alcanzé al final de la operacién para las concentraciones de nitritos en el
gue se puede apreciar que estd en mayor grado en la concentracién de NO;
de 25 (mg/L) y en menor grado sobre la concentracién de NO, de 15 (mg/L),

(cuadro 13).

Cuadro 13. Promedios del pH al inicio, a 7 dias y al final de la operacion de

degradacion de nitritos por Azotobacter sp.

InGculo
Concentracion V(()()I/(L)J?neeln pH
C(lr?]é\l/%z del medio
en de operacion

biorreactor) Inicial 7 dias Final
15 5 7.45 7.91 8.00
15 10 7.56 8.35 7.89
15 15 7.00 7.94 8.38
20 5 6.62 8.18 8.16
20 10 6.62 8.09 8.59
20 15 6.67 8.29 8.75
25 5 6.43 8.24 8.90
25 10 6.52 8.50 9.10
25 15 6.50 8.67 9.08

Los resultados de la prueba de Tukey para promedios de pH en la
operacion de biorremediacion de nitritos (Cuadro 14), observandose que no

hay diferencias significativas en el pH alcanzado en los biorreactores.



Cuadro 14. Prueba de Tukey para el pH al final de la operacién en los

biorreactores air lift

CONC. NO;, Medias Grupos Sig. para a = 0.05

15 7.83 A NS
20 1.77 A NS
25 7.99 A NS

Lletras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica
segun prueba Tukey a 5% de nivel de significancia.
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[NO2] (mg/L)

Figura 6. Variacion del pH para las diferentes concentraciones de NO; (gr/L).
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En la figura 6 se muestra los valores de pH en las diferentes

concentraciones de NO,, donde el valor maximo y minimo es 7.99 y 7.77

respectivamente.



V. DISCUSION

Con respecto al aislamiento de la bacteria degradadora
Azotobacter sp obtenida del suelo se encontraron varias colonias de
microorganismos. Al respecto LADD et al. (1996) cita que en un suelo se
puedan encontrar una gran variedad de poblaciones microbianas con
capacidades metabdlicas distintas. Por otra parte TORSVIK et al. (2003)
menciona que un inconveniente en aislar una pequefia proporcién de los
componentes existentes en la comunidad microbiana, es que los medios
sintéticos de laboratorio y el soporte es limitante a la proporcion de

microorganismos aislados.

En base a lo mencionado por WRENN Y VENOSA (1996), antes de
iniciar la biorremediacion, se procedié a aislar al Azotobacter sp del suelo, para
seleccionarlos y evitar el ingreso de microorganismos exdgenos, que podrian

afectar en la parte microbioldgica.

En el presente estudio se trabajoé con la bacteria Azotobacter sp. al
ser fijadora de nitrégeno que se desarrollan de forma natural en el suelo,
concordando con los autores TORTORA, G., FUNKE, B., CASE, C. (2007), que

a su vez éstas se dividen en dos grupos como las simbiéticas (Rhizobium) y las
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libres que viven en el suelo y no necesitan una planta para su reproduccion

(Azotobacter).

Durante la investigacion el cultivo de Azotobacter sp. inducido en
los biorreactores air lift, muestra el desarrollo de biomasa bacteriana, esto se
debe a los factores condicionantes como pH y temperatura, demostrando un
comportamiento directamente proporcional al incremento de la biomasa en el
biorreactor, debido a que cuando la biomasa aumento el pH sube (promedio
final 7.68) y la temperatura se eleva (promedio 28.57 °C), esto se debe a que el
metabolismo del Azotobacter sp. consumié los nitritos del agua como Unica
fuente de energia y alcalinizando el medio de cultivo y al elevar la temperatura

se tuvo gasto energético.

Por otro lado en la actividad degradadora de nitritos a
concentraciones de 15, 20 y 25 mg/l estan en la misma proporcion con
respecto al porcentaje de volumen del medio en biorreactor de 5, 10 y 15 %
respectivamente, pero se puede apreciar la mayor eficiencia en la
concentracion de nitrito de 25 mg/l al 15 % del in6éculo un 84.06 % de
eficiencia, se pudo apreciar el desarrollo de biomasa, gasto de oxigeno (OD); lo
gue demuestra que Azotobacter sp. tiene la capacidad de degradar nitritos a
ciertas concentraciones. Lo citado es concordante con lo mencionada por
SVENJA et al. (1999) en este caso cita que otro género de bacteria llamada
Burkholderia es utilizada para biorremediar suelos con hidrocarburos y en

superficies humedas; las Pseudomonas aeruginosa es otro de los
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microorganismos en biorremediacién, ya que estan involucrados en el proceso

de remocion de aceites vertidos en afluentes de agua (ROCCKNE et al., 2002).

Comparandose los resultados con los andlisis estadisticos, estos
muestran diferencias significativas en los tratamientos, considerando que al
degradarse el nitrito aumenta la biomasa, el gasto de oxigeno (OD), la

temperatura y pH.



VI. CONCLUSIONES

Se aislé la bacteria Azotobacter sp. mediante la aplicacion del Medio

Ashby, con propiedades de crecimiento en presencia de nitritos.

La bacteria Azotobacter sp. demostr6 tener mayor actividad
biorremediante en medida en cuanto aumenta el inéculo bacteriano
(15%), disminuyendo el nivel de concentracidon de nitrito a medida que se
incrementa el porcentaje del in6culo Azotobacter sp., hasta en 3.58 mg/L;
también se observd un incremento en el gasto de oxigeno (OD),

temperatura y pH.

La eficiencia del Azotobacter sp. como agente biorremediante en la
biodegradacion de nitritos del agua resultd en un 84.06 % al 15 % de
in6culo de siembra, con una concentracién inicial de nitrito de 22.46 mg/L

y final de 3.58 mg/L.



VIl. RECOMENDACIONES

Determinar la eficiencia del medio de Ashby en el aislamiento de
Azotobacter sp. adicionado de benzoato para preliminarmente identificar

la especie de este género involucrada en la biorremediacion de nitritos.

Estandarizar un protocolo de accion para la determinacion
espectrofotométrica de la concentracion de nitritos en muestras de agua

gue facilite su deteccion.

Disefiar un tratamiento de degradacion de nitrito in situ considerando un

sistema de biorreactores aireados seriados.



VIIl. ABSTRACT

The presence of nitrite in crops as a result of the use of chemicals,
cause pollution in water bodies where ultimately standing crop water drains into
water bodies. Azotobacter sp., A non-symbiotic nitrogen-fixing bacteria, can act
as a degrading agent concentrations biorremediante nitrite (NO2). The
operating conditions of the degradation of the three xenobiotics were
established at 28 °C external temperature, pH 6.43 to 9.10, 7 days retention
time, 0.72 vvm of air inlet flow, 800 mL volume of the bioreactor, in growing
area 0078 m?. It was found that Azotobacter sp. It is capable of degrading nitrite
concentrations up to 25 mg / L with an efficiency of 84.06% using an inoculum
of 15% biomass workload air lift bioreactor 1 liter total capacity, determining that
higher inoculum biomass degradation efficiency increases, maintaining all
treatments carried out similar behavior regarding developed bacterial
concentration, temperature, pH and dissolved oxygen, according to the

statistical adjustment.
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ANEXOS



10.1. Galeria de Fotos

Figura 8. Pesando el suelo para el aislamiento de microorganismos.
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Figura 10. Pipeteando

microorganismos del suelo.

los diluyentes para el

62

aislamiento de



Figura 12. Crecimiento de microorganismo en el medio M77.
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Figura 13. Crecimiento de microorganismo aislado.

Figura 14. Microorganismos desarrollados en la placa.
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Figura 15. Biorreactores con el medio de cultivo y el inéculo

en operacion.

Figura 16. Obtencion de los efluentes para mediciones de

pH, OD, biomasa.
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Figura 17. Medicion de oxigeno disuelto.

Figura 18. Medicion en espectrofotometro de la eficiencia de

biorremediacién del nitrito.



Figura 19. Plaqueo de las muestras con los microorganismos asilados.

Figura 20. Conteo de microorganismos.
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