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RESUMEN

La Fijacion de Nitrogeno es considerada uno de los puntos clave de investigacion para la
sostenibilidad global en el planeta. Por tanto buscar alternativas sustentables es una prioridad
mundial. La adaptacion a condiciones de estrés salino puede afectar negativamente las bacterias
nativas del suelo y limitar el desarrollo de las plantas y la calidad del suelo. Se realizo la
seleccion y la adaptacion de comunidades microbianas fijadoras de Nitrogeno provenientes de
suelo y de lodos de tratamientos industriales. En Reactores Secuenciales en Batch (SBR). Un
primer reactor se inocul6 con lodos obtenidos de un Sistema de Tratamiento de Agua Residual de
la industria de las levaduras (RL), el segundo reactor se inoculdé con un suelo de vocacién
agricola del Valle del Cauca (RS). Ambos reactores se alimentaron con un medio libre de
nitrogeno para reactivar el crecimiento de los indculos. Una vez reactivados los inéculos se
sometieron a concentraciones definidas de sales para verificar su resistencia al estrés salino. El
reactor RS presentd mayores densidades de BFN (2,8E+06 UFC.mL™) para la fase de
enriquecimiento. Al final de la fase de adaptacion el reactor RL present6 densidades de BFN
4,6E+07 UFC.mL™" vy el reactor RS de 4,9E+07 UFC.mL™. Por lo tanto, los resultados obtenidos
en el experimento sugieren este tipo de indculos como una alternativa para la recuperacion de

suelos degradados por salinidad.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El nitrogeno es uno de los elementos mas importantes para la vida, es necesario en la
composicion de proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares, siendo asi una
molécula esencial para el crecimiento de todos los organismos, (Cer6n & Aristizabal, 2012). En
su forma molecular (N2) el nitrégeno representa el 78% de los gases que componen la atmosfera,
y es la Unica reserva natural accesible de nitrogeno. Sin embargo, esta fuente no es asimilable

por los organismos presentes en el suelo (Philippot & Germon, 2005).

Ningun organismo eucariota es capaz de asimilar el nitrogeno atmosférico por si mismo. Los
microorganismos procariotas tienen la capacidad de transformar el nitrdgeno molecular a la
forma asimilable de amonio ya que tienen el complejo enzimatico nitrogenasa que es el
encargado de reducir el nitrogeno atmosférico en amonio en un proceso llamado Fijacién
Bioldgica de Nitrogeno (FBN) (Mantilla-Paredes et al., 2009). Estos microorganismos pueden
vivir libremente en el suelo o vivir simbiéticamente con determinadas plantas (principalmente

leguminosas), contribuyen al uso eficiente de los nutrientes y productividad del suelo.

Buscando satisfacer las demandas de produccion alimenticia mundial, es esencial el uso de
fertilizantes quimicos nitrogenados (Danso & Eskew, 2005). Aproximadamente el 40% de la
agricultura mundial depende del uso de fertilizantes quimicos (Cherkasov et al, 2015) y se
producen alrededor de 500 Mton por afio (Engel & Reid, 2007). La sintesis industrial de estos se
lleva a cabo en un proceso que demanda altas cantidades de energia y presion llamado Haber-
Bosch. Los fertilizantes nitrogenados de sintesis (nitrato aménico-célcico, nitrato amoénico, nitro
sulfato amonico, sulfato amodnico, entre otros) se obtienen utilizando como fuente basica el
amoniaco, obtenido a su vez por el proceso de Haber Bosch. Las elevadas temperaturas y
presiones requieren del consumo del 2% de los suministros mundiales de energia. La produccion
de fertilizantes quimicos emite més de 400 Mt.afio® de CO,, lo que conlleva un 1,6% de las
emisiones totales de CO,, contribuyendo al efecto invernadero del planeta (Hernandez, 2011). El
uso de fertilizantes quimicos por la planta no es eficiente, entre el 30 y 50% del nitrogeno es
aprovechado por los cultivos (Wang et al, 2014), perdiéndose el resto por procesos de

volatilizacién y lixiviacién. Estas pérdidas se asocian a problemas ambientales como la



eutrofizacion de los ecosistemas acuaticos, con ello lleva a la proliferacion de algas, anoxia del
agua, muerte de peces y pérdidas de biodiversidad. El incremento de las concentraciones de
derivados nitrogenados (NOx y NH3), aumento de la concentracion de ozono a nivel del suelo y
material particulado (PM2,5) que puede incrementar la probabilidad de enfermedades

cardiovasculares y respiratorias y canceres mortales.

La aplicacién de fertilizantes nitrogenados y la deposicion atmosférica de nitrogeno reactivo
causa acidificacion de los suelos, lo cual supone una reduccion del crecimiento de los bosques y
cultivos e incrementa el arrastre de componentes que afectan la calidad del agua, como los
metales pesados. Participan también al incremento de persistencia de plagas generando un circulo
vicioso de dependencia creciente de los cultivos frente a estos productos. De hecho, los expertos
estiman que, en la actualidad, el nitrégeno de la sintesis Haber-Bosch se encuentra presente por lo
menos en el 30% del cuerpo humano (Estupifidn & Quesada, 2010). EI remanente que se deposita
en el suelo, ocasiona salinidad e inhibicion de la FBN vy el deterioro de la calidad del suelo.
(Mulas et al, 2011).



En 2010, fue publicado el primer informe europeo sobre nitr6geno. The European Nitrogen
Assessment (ENA), y la comunidad cientifica se refirié por primera vez a la sintesis Haber -
Bosch como una amenaza para la humanidad (Estupifian & Quesada, 2010). Un informe
Elaborado por la FAO (2015) muestra un incremento del 1,8% en el uso de fertilizantes a nivel
mundial por afio, hasta alcanzar en 2018 los 200,5 Mton de fertilizante. En el caso de Colombia,
en la década de los afios 80, el uso de fertilizantes se incrementd en més del 80%. A partir de ese
momento la calidad del suelo se vio afectada por la practica extensiva e inadecuada de la

agricultura, en especial del monocultivo (Jiménez & Thomas, 2003).

Los suelos susceptibles a la salinizacién en Colombia cubren una extensién de 86.592Km? de los
cuales 78.277 Km? estan en zonas secas, es decir el 90,39% (ZUfiiga et al, 2011). Las zonas
susceptibles a la salinizacion abarcan gran parte de la region del caribe, los valles interandinos
(rios Magdalena y Cauca) y los altiplanos donde se desarrollan actualmente y se tiene proyectado
ampliar la produccion agricola del pais. En el Valle del Cauca son destinados a cultivo 156.372
Has (secretaria de agricultura y pesca, 2008) y debido al uso de fertilizantes y pesticidas se ha
generado un incremento en la ocurrencia de suelos salinos y sodicos (Guerrero, 1995), por lo que
es indispensable adoptar medidas preventivas para garantizar la calidad de los suelos, no solo en
el Valle del Cauca, sino en otras zonas donde las condiciones pueden ser similares. Por eso,
existe la necesidad de que se complemente el uso de fertilizantes nitrogenados con otro tipo de

indculos, enmiendas y tecnologias.

De las alternativas utilizadas hasta el momento se encuentran: Inoculacion microbioldgica en
suelos salinos, lavado, biopolimeros, electromagnetismo, entre otras. Estas metodologias tienen
la desventaja de exigir un manejo mas cuidadoso o de causar otro tipo de dafios al suelo. Por otra
parte, se ha demostrado que en los sistemas de tratamiento de agua residual se encuentran
Bacterias Fijadoras de Nitrdgeno - BFN (Pérez-Peldez, Pefia-Varén, & Sanabria, 2011). La
caracteristica interesante de estos sistemas es que tienen altas concentraciones de salinidad, y
amonio. Por lo cual, los microorganismos alli presentes ya estan adaptados a estas condiciones
ambientales. La extraccion de estos microorganismos, su enriquecimiento en ambientes
controlados y adaptacion a altas concentraciones de sales de amonio podria ser una potencial

alternativa complementaria para la produccion de nuevo bioinoculantes y por ende la



recuperacion de suelos degradados por salinidad. Por lo tanto, este trabajo de investigacion busca
seleccionar y enriquecer microorganismos fijadores de nitrogeno adaptados al estrés salino,
presentes en dos tipos de muestras, utilizando reactores biologicos de tipo SBR. Sentando asi las

bases para la obtencion de un biofertilizante alternativo a la fertilizacion quimica.



2. ANTECEDENTES

En el siglo XVIII, la fertilizacion de las tierras se llevaba a cabo mediante la rotacion de los
cultivos y la adicion de guano, un sustrato resultante de la acumulacion masiva de excrementos
de murciélagos, aves marinas y focas. Cerca del afio 1800 inicié un incremento exponencial de la
poblacién, vinculado principalmente al mejoramiento de las condiciones sanitarias y alimentarias,
exigiendo una mayor produccion agricola y trabajo intensivo del suelo, lo que impulso el
desarrollo de fertilizantes nitrogenados quimicos. La creacidn del primer fertilizante nitrogenado
por medio de la reduccion quimica del nitrégeno atmosférico fue desarrollada en Noruega por los
ingenieros Kristian Birkeland y Sam Eyde a partir del uso de un arco eléctrico con un potente
campo magnético o lo que se conoce como el proceso Birkeland-Eyde (Santilla, 2003). Pero este
proceso es ineficiente debido a su consumo de energia, de méas de 78 GJ (Lopez, 2017), por lo
que en 1909 fue reemplazado con el proceso Haber-Bosch.

Alternativo a la produccion de fertilizantes quimicos se ha buscado otras fuentes de nitrégeno que
entreguen los nutrientes al suelo para cubrir la demanda alimenticia de una manera mas
sustentable y econdmica. Investigaciones sobre la fijacion simbidtica de nitrégeno, centran la
atencion sobre el sistema Rhizobium-leguminosa el cual constituye una importante alternativa
para la produccion agricola de leguminosas, grano y forrajeras (Corrales et al, 2017). Es por esto
que se investiga con base en el conocimiento de la diversidad y ecologia de bacterias fijadoras de

nitrogeno.

La produccién de biofertilizantes en el mundo inicié a finales del siglo XIX, a partir de los
estudios realizados por Winogradsky, Waksman y Lipman, pioneros de la microbiologia del
suelo, al enfocarse en la investigacion de microorganismos y su capacidad metabodlica para
degradar nutrientes importantes en la fertilizacion del suelo (Cuervo, 2010).La fijacion del
nitrégeno ha sido estudiada desde hace mas de 100 afios. En 1901, Beijerinck reporta la
interaccion de microorganismos como Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Clostridium y
Klebsiella, que lo fijan por asociacion y algunos que forman simbiosis como Rhizobium vy

Bradyrhizobium. En 1907, Ashby realizd estudios con Azotobacter en un medio libre de



nitrdgeno, medianamente selectivo para bacterias fijadoras de éste, que permite el crecimiento de

bacterias fijadoras de nitrogeno y que se conoce como medio Ashby (Portela et al, 2013).

Dentro de las metodologias de obtencion de estos biofertilizantes, se han desarrollado aislados de
suelos fértiles. Para la obtencion de fijadores de nitrégeno se toman muestras del suelo y se
enriquecen en medios liquidos/sélidos libres de nitrégeno, en los que se encuentran todas las
sustancias necesarias para el crecimiento de los microorganismos, con el fin de que el aumento de
biomasa sea solo de organismos capaces de fijar nitrgeno. Con procesos como la prospeccion de
la biodiversidad, se identifican y caracterizan microorganismos que pueden ser aprovechados

para la produccién de biofertilizantes (Duarte, 2016).

Asi mismo, dentro de la trayectoria del grupo de Investigacion de Procesos Avanzados de
Oxidacion de la Universidad del Valle (GAOX) en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia ambiental, se han realizado estudios donde se demostro la presencia de indculos
diazotrofos provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas en altas
concentraciones de amonio (Pérez-Pelaez, Pefia-Varon, & Sanabria, 2011). También se llevo a
cabo el enriquecimiento de microorganismos fijadores de nitrégeno de vida libre provenientes de
Sistemas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas (STARD), concluyendo que los
indculos provenientes sistemas de lodos activados son un potencial de biofertilizante como
alternativa a la recuperacion de suelos degradados por salinidad y altas concentraciones de
amonio, (Rodriguez, C, 2014). Se ha evaluado la biofertilizacion de nitrégeno en suelos salinos a
partir de consorcios microbianos obtenidos de STARD, con el fin de encontrar y cultivar a escala
de laboratorio, organismos fijadores de nitrégeno de vida libre y evaluar la recuperaciéon de FBN

en un suelo degradado por salinidad. (Rodriguez, O.M, 2014).

De manera mas reciente (2017) se realizo el estudio de una alternativa a escala de laboratorio
para la produccién de amonio y biomasa activa fijadora de nitrégeno a partir de una mezcla de
indculos proveniente de sistemas de tratamiento de aguas residuales, ademas de la determinacion
del modelo cinético del comportamiento de los microorganismos. (Arroyo, 2017). Finalmente,
estos indculos fueron probados como una alternativa a la fertilizacion quimica en cultivos de
albahaca a escala de invernadero, donde se obtuvieron resultados promisorios de reducciones de
uso de fertilizante del 75% (Sarria 2018).



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Seleccionar y adaptar microorganismos fijadores de nitrogeno presentes en suelos intervenidos y
agua residual, a altas concentraciones de sales de amonio, como alternativa de obtencion de

biofertilizantes resistentes a condiciones de suelo degradado por salinidad.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Enriquecer los indculos de microorganismos fijadores de nitrogeno pertenecientes a un

lodo de un sistema de tratamiento de aguas residuales y un suelo intervenido.

- Adaptar los in6culos de microorganismos fijadores de nitrogeno pertenecientes a un suelo
intervenido y un lodo de un sistema de tratamiento de aguas residuales a condiciones de

altas concentraciones de sales de amonio.

- Comparar la adaptacion entre los inoculos estudiados en diferentes fases del

experimento, utilizando técnicas dependientes y no dependientes de cultivo.



4. MARCO TEORICO

4.1 ADAPTACION MICROBIANA

Proceso bioldgico que ocurre cuando un cambio en el ambiente induce la expresion de un rasgo
alternativo no heredable, (ej. modificacion de elementos constituyentes y de la organizacion
estructural) lo que proporciona a los microorganismos la capacidad para ajustarse a las nuevas
condiciones (Ocafia et al, 2010). La adaptacion esta limitada por la constitucion genética; solo los
microorganismos que tengan el mejor genotipo pueden sobrevivir. Una mutacion es un cambio
heredable del genotipo, que causa un cambio permanente del individuo, llamado mutante. Si es
capaz de prosperar bajo las condiciones ambientales de su entorno, el mutante se perpetuara, de
lo contrario perecerd. La mutacion se puede producir de manera espontanea o por transferencia
genética con otros microorganismos mediante los procesos de transformacion, transduccion o

conjugacion (Betancur et al, NA).

4.2 REACTORES SECUENCIALES EN BATCH (SBR)

Un reactor discontinuo secuencial (SBR) se puede definir como un sistema cuyo funcionamiento
se basa en la secuencia de llenado y vaciado Los procesos unitarios que intervienen son similares
a los de un proceso convencional de lodos activados. En ambos sistemas intervienen la mezcla,
reaccion y sedimentacién, pero entre ambos existe una diferencia importante, ya que, en las
plantas convencionales, los procesos se llevan a cabo simultdneamente en tanques separados,
mientras que en un sistema SBR los procesos tienen lugar en el mismo tanque (Paredes et al,
2014). La configuracion del ciclo depende de las caracteristicas del agua residual y los requisitos
legales a cumplir, y sigue fundamentalmente las siguientes etapas que pueden observarse en la
Figura 1.



Reaccion

Inlet

Vaciado Sedimentacion

Figura 1. Ciclo de funcionamiento de un reactor SBR
Fuente Absun Palayesh, 2018

Etapa de llenado: El reactor es llenado con medio fresco, donde tiene todos los micro y macro

nutrientes necesarios para el crecimiento celular, esta etapa puede ser estatica, mezclada o
aireada. En el llenado estatico resulta una entrada minima de energia y una concentracion alta de
sustrato al final de la misma. En lodos activados puede presentarse desnitrificacion con la
presencia de nitratos y generar condiciones propicias para la remocién del fosforo. Con respecto
al llenado aireado, se genera al comienzo de las reacciones aerobias y mantiene bajas
concentraciones de sustrato, situacion importante cuando existen elementos toxicos en el agua

residual.

Etapa de reaccion: Es el tiempo en donde ocurren las transformaciones quimicas, generalmente se
proveen condiciones de mezcla, en las que se permite el consumo de sustrato en condiciones
ambientales controladas que pueden ser oxicas, andxicas o microarofilas, favoreciendo diferentes

tipos de metabolismos.

Etapa de sedimentacion: La aireacion y mezcla son detenidas para separar la biomasa del medio.

Su objetivo es la regulacion de la concentracion de solidos en el reactor. Los sélidos se dejan
separar del liquido en condiciones de quietud, lo que resulta en un sobrenadante clarificado que

puede ser descargado como efluente. El tiempo de asentamiento puede durar entre 0,5y 1,5 h, en



lodos activados se usa para prevenir que el manto de solidos flote debido a la acumulacion de

gas.

Etapa de vaciado: el sobrenadante clarificado se descarga del reactor como efluente. El exceso de

lodo activado residual también se remueve, empleando un tiempo que puede variar desde un 5 a
un 30 % del tiempo total. EI proceso llevado a cabo en un SBR puede ofrecer muchas
caracteristicas ventajosas para aplicaciones en investigacion: el control de las condiciones de

funcionamiento es mas fiable, preciso y versatil.

Esta secuencias de pasos, permite a los microorganismos la adaptacion a un tipo de sustrato o
medio de cultivo, consigue la degradacion de la materia organica y la eliminacién de nutrientes,

como el nitrogeno.

4.3 FIJACION DE NITROGENO

La fijacion de nitrogeno es el proceso a través del cual, microorganismos altamente
especializados, que incluyen algas, bacterias y actinomicetos reducen el nitrégeno hasta una
forma accesible para el crecimientos de las mismas (Figueroa, 2004). La Fijacion de nitrogeno
puede darse de manera abiotica o bioldgica. A partir de la primera opcién se forman éxidos por
consecuencia de la combustion de compuestos organicos y descargas eléctricas, los cuales
posteriormente son arrastrados en el suelo por la precipitacion. Por otro lado, se da por Fijacion
Biologica de Nitrégeno (FBN), por descargas eléctricas (rayos) o de forma artificial para la

fabricacion de fertilizantes, por medio del proceso Haber Bosch (Travers, 2007).

4.3.1 Fijacion Biologica de Nitrogeno

La FBN es una capacidad metabdlica presente en muchas procariotas (Eubacteria y Arquea y
cianobacterias); se realiza por medio de la enzima nitrogenasa responsable de reducir los triples
enlaces de la molécula de N, a NH;" (Ecuacion 1), que le permita incorporarse a la biosfera, el
complejo de la enzima nitrogenasa tiene dos co-proteinas, una que contiene hierro y molibdeno, y
otra que solamente contiene hierro. Para el funcionamiento de la nitrogenasa se requiere de
grandes cantidades de ATP y se inactiva en presencia de oxigeno (Travers, 2007). Este proceso

naturalmente es altamente consumidor de energia, por esta razon el triple enlace formado para



unir a los dos &tomos de nitrégeno es duro de romper y el trabajo que desempefia la nitrogenasa

implica el consumo de 16 moléculas de ATP por cada molécula de N reducido.
N, + 8H* + 8H~ —» 2NH,” + H, Ecuacion 1

La cantidad potencial de nitrégeno fijado por estas bacterias depende en gran medida del
ecosistema en el que los organismos son activos. Se destacan organismos anaerobios,
microaerobio, aerobios, asi como también organismos con capacidad fotosintética y

metanogénica entre otros (Estrada, 2008).

4.3.2. Complejo enzimatico nitrogenasa

Enzima proteica encargada de realizar la ruptura del enlace de N y la adicion de tres &tomos de
hidrogeno a cada atomo de nitrégeno (Wagner, 2012). La misma estd compuesta por dos
proteinas solubles o metaloproteinas: la proteina del hierro o ferroproteina (dinitrogenasa
reductasa) y la proteina del MoFe o molido ferro proteina (dinitrogenasa). EI MoFe es un
cofactor esencial en la dinitrogenasa. Las dos enzimas del complejo funcionan conjuntamente: la
dinitrogenasa reductasa reduce la dinitrogenasa, mientras que esta ultima reduce el nitrogeno.
Ambas enzimas son necesarias para que se produzca la fijacion. Cada electrén transferido
requiere 2 ATP, como es necesario transferir cuatro pares de electrones por cada molécula de
nitrégeno reducido, el balance final de consumo es de 16 ATP. La fuente primaria de energia y
poder reductor es la sacarosa, un disacarido formado por una molécula de glucosa y otra de

fructosa originada en el proceso fotosintético (Calvo, 2011).

4.3.3. Microorganismos fijadores de Nitrdgeno de vida libre

En su mayoria las bacterias fijadoras de nitrégeno, no estan asociadas a plantas o animales. Estas
viven libres en el suelo o el agua y fijan nitrégeno para su propio beneficio, de estas bacterias de
vida libre, las cianobacterias son las mas conocidas dentro del &mbito agricola. Las especies
bacterianas de vida libre mas ampliamente estudiadas pertenecen al filo de las proteobacterias,
del orden de las pseudomonales y de las enterobacterias y son; Azotobacter vinelandii (aerobio
obligado), Klebsiella pneumoniae (anaerobio facultativo), Clostridium pasteurianum (anaerobio



obligado), Rhodobacter capsulatus (bacterias fotosintéticas) y varias especies de Anabaena y
Nostoc (cianobacterias formadoras de heteroquistes). El nitrégeno fijado por estos organismos
solo llega a ser disponible para el ecosistema circundante, generalmente cuando la bacteria muere
(Fisher & Newton, 2002).

Las bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre, son frecuentes en todo tipo de suelo y se
encuentran principalmente en la rizosfera de las plantas superiores. Pueden ser heterotrofas,
cuando utilizan como fuente de energia (carbono organico) restos vegetales o, autétrofas, cuando
son capaces de obtener el carbono del CO, atmosférico, mediante la fotosintesis. También se
presentan organismos aerdébicos y anaerdbicos en este grupo de fijadores. (Orozco, 1999) Segun
Rodriguez (2009), entre las bacterias fijadoras libres, las mas numerosas y eficaces son las

aerébicas.

4.3.4. Resistencia microbiana a la salinidad

Los ambientes salinos naturales son acuaticos o terrestres. Estos poseen una microflora nativa, la
cual es pieza clave para los ecosistemas. Los ambientes salinos poseen una diversidad de grupos
bacterianos, los cuales poseen adaptaciones evolutivas en su plano fisiolégico y estructural, que
les permite sobrevivir a estas condiciones extremas. Las bacterias hal6filas obligadas sélo pueden
desarrollarse en una concentracion de 1,5 M de NaCl equivalentes. Asimismo, toleran bien las
altas temperaturas, ya que los ambientes calidos donde se desarrollan (suelos aridos y agua de

lagunas endorreicas) pueden llegar a los 50 °C (Calderon, 2015)

Las bacterias halo6filas se han definido como quimioheterdétrofos, adaptandose a la disponibilidad
de nutrientes que se encuentran en el medio. Pese a esto, se han registrado casos de bacterias
halofilas que han fijado didxido de carbono en un principio de fotosintesis. La actividad de las
bacterias haldfilas involucra degradacion de materia organica, fijacion de nitrégeno y produccion
de metabolitos que son cedidos para otros microorganismos o para las plantas mismas (Castillo y
Carvajal, 2011; Frioni, 2011).

Un ejemplo de habitat para bacterias halotolerantes son los sistemas de tratamiento de agua

residual. Estos lodos residuales, cuando no contienen sustancias toxicas, pueden ser compostados



y ser usados para mejorar la calidad de los suelos y estimular a la poblacién microbiana para que
promueva la degradacion de contaminantes organicos, ya que son ricos en materia organica,

macro y micro nutrientes.

4.4 DEGRADACION DEL SUELO

La degradacién de los suelos y tierras se refiere a la disminucion o alteracion negativa de una o
varias de las ofertas de bienes, servicios y/o funciones ecosistémicas y ambientales, ocasionada
por procesos naturales o antrépicos que, en casos criticos, pueden originar la pérdida o la

destruccion total del componente ambiental.

La degradacion de los suelos puede ser fisica, quimica y biolégica como se muestra en la Figura
2. En la degradacion fisica se destaca la erosién y la compactacion; y consiste en la pérdida
fisico-mecéanica del suelo a causa del agua o del viento con dafio en sus funciones y servicios
ecosistémicos. En la degradacion quimica se resalta la salinizacion de los suelos, la acidificacion
y la contaminacion, debida en general al uso excesivo de riego y fertilizantes y como
consecuencias de las actividades mineras e industriales. En la degradacién bioldgica, el proceso
de degradacion mas importante es la pérdida de materia organica, que influye en la disminucion

de la actividad biologica y en procesos de descomposicion y mineralizacion. (IDEAM, 2015).
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Figura 2. Procesos de degradacion de suelos
Fuente: IDEAM, 2015

En muchas ocasiones la degradacion es compleja, en la medida en que puede presentarse de
forma fisica, quimica y biolégica al mismo tiempo, o una de ellas puede ser el comienzo de otras.
Cuando estas ocurren en tierras con climas secos se llama desertificacion. Las causas de la
degradacidn de los suelos y de sus servicios ecosistémicos pueden ser de diferente indole: social,
econOmica, cultural y por amenazas naturales y seminaturales como son la variabilidad climética
y el cambio climatico, entre otras. Sin embargo, se puede afirmar en forma general, y de acuerdo
con la politica para la gestion sostenible del suelo, que las causas son el uso, manejo y gestion
insostenible de los suelos del pais, que a su vez tiene otras causas. Esta degradacién afecta
directamente la oferta de servicios ecosistémicos de los suelos, y con ello se genera la amenaza a
la supervivencia humana



4.4.1 Degradacion del suelo por salinidad

La salinizacion es proceso quimico de origen natural o inducido por las actividades antrépicas
Corresponde al proceso de aumento, ganancia o acumulacion de sales en el suelo, es decir, al
incremento de la salinidad. Por lo general, el aumento de sales en el suelo y en concentraciones
elevadas afecta las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas de los suelos y sus servicios
ecosistémicos, entre ellos el desarrollo de las plantas, especialmente de cultivos y la biota edafica.

En consecuencia, se considera como un proceso de degradacion de suelos (IDEAM et al, 2017).

4.4.2 Salinidad en el suelo

Se define como la concentracion de sales totales en el suelo (se incluyen las sales en solucién,
intercambiables y poco solubles). El estado de salinidad de un suelo no indica por si solo su
origen, es decir, si es natural (primario o secundario) o antrépico. La medicion de la salinidad se
realiza con la conductividad eléctrica (CE) y sus relaciones con el contenido de bases
intercambiables (Na, K, Ca, Mg) y de aniones. Para el estudio de la salinidad, los suelos se

clasifican en salinos, sddicos y salino — sodicos (IDEAM et al, 2017).

La salinidad de un suelo puede cuantificarse a traves de la medicion de la conductividad eléctrica
del liquido filtrado a partir del suelo saturado. Se emplea un conductimetro. Para determinar la
conductividad se sumerge el conductimetro en el extracto del suelo, aquel establece un potencial
eléctrico y las sales disueltas conducen la corriente eléctrica que es proporcional a su
concentracion. La conductancia media se asocia directamente con la concentracion de las sales
disueltas. Segun el sistema internacional la unidad de conductividad es el Siemens (Pernasetti,
2010).

das h .,
1S = 1 mhos,de manera que 1 —= 1 % Ecuacion 2

Donde: S = (medida de la conductancia eléctrica)

dS/m = define la conductividad de un material; es inversa a la resistividad



Un suelo salino es aquel que contienen en la zona radicular una cantidad de sales disueltas en la
solucion del suelo elevada, Conductividad Eléctrica (CE) suficientemente alta para restringir el
desarrollo de los cultivos. La reaccion de estos suelos va de neutra a ligeramente alcalina. El pH
puede variar entre 7 y menos de 8,5. El PSI (Porcentaje de Sodio Intercambiable) se mantiene por
debajo de 7, por lo que la estructura no se ve afectada (CVC, 2015). La clasificacion de los tipos

de salinidad se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de salinidad del suelo para el Valle del Cauca. (CVC, 2015)

Definicion & PSI
(Ds/m)
No salino — No sodico 0-2 >15
No salino — ligeramente sédico 0-2 0-7
No salino — sddico 0-2 7-15
Ligeramente salino — No sddico 2-4 > 15
Ligeramente salino — ligeramente sodico 2-4 0-7
Ligeramente salino-sédico 2-4 7-15
Moderadamente salino — No sddico 4-8 >15
Moderadamente salino — ligeramente sddico 4-8 0-7
Moderadamente salino — sodico 4-8 7-15
Fuertemente salino — No sodico 8-16 >15
Fuertemente salino — ligeramente sddico 8-16 0-7
Fuertemente salino — sodico 8-16 7-15
Muy fuertemente salino — No sddico > 16 > 15
Muy fuertemente salino — ligeramente sédico > 16 0-7

Muy fuertemente salino — sddico > 16 > 15




4.4.4 Naturaleza de las sales solubles

Las sales pueden encontrarse en dos estados: disueltas en solucion dentro de los espacios
disponibles en la estructura del suelo o precipitadas en forma de cristales. El contenido y los tipos
de sales cambia de acuerdo a la humedad edafica, la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y
el pH. Durante el periodo hiumedo aumentan las sales en solucion, disminuyen las cristalizadas y
adsorbidas. Durante el periodo seco el comportamiento es inverso. Las sales mas abundantes
estdn formadas por cuatro cationes; de sodio, calcio, magnesio y potasio y cuatro aniones;

cloruro, sulfato, carbonato y bicarbonato (Pernasetti, 2010).

4.5 ESTRATEGIAS DE REMEDIACION DE SUELOS SALINOS

La recuperacion de suelos salinos es esencialmente el proceso donde la solucién de suelo con alta
concentracion de sales es reemplazada por otra menos salina. La concentracién y los mecanismos
de transporte de sales de la solucidén del suelo responden a mecanismos que controlan la
eficiencia de la lixiviacién. La eficiencia de la lixiviacion se mida a partir de la cantidad de sales
removida desde la zona de las raices, y esta depende de la concentracion de sales y la distribucion
en el suelo, la composicion de los solutos, la estructura del suelo y los métodos de manejos de los

sistemas de riego.

4.5.1 Lavado

El método maés utilizado para la recuperacion de suelos salinos es el lavado o la lixiviacion de las
sales solubles con agua de baja salinidad; este método consiste basicamente en aplicar una lamina
grande de agua para disolver las sales y removerlas de la zona radical del cultivo. Aunque para
lavar un suelo salino es indispensable que éste sea permeable y que exista una salida para el agua
de drenaje, también la tolerancia del cultivo a establecer es importante. EI método hidrotécnico
consiste en manejar la cantidad y calidad quimica de las aguas disponibles para mantener las
sales solubles y las intercambiables a un nivel que no afecten, directa o indirectamente, el
desarrollo de los cultivos y, segin Richards (1980), es el procedimiento mas efectivo para
eliminar el exceso de sales solubles del suelo (Serrato et al, 2002).



4.5.2 Remediacion con la utilizacion del yeso

El yeso es un material que desde el punto de vista agrondmico desempefia tres funciones en el
tratamiento de suelos: mejoramiento, acondicionamiento y fertilizacion El yeso que se utiliza en
la agricultura es el fosfoyeso, que es un producto de la fabricacion del acido fosforico a partir de
rocas fosfatadas usando acido sulfdrico. A nivel mundial la cantidad producida de fosfoyeso es
superior a 150 millones de toneladas, 1o que ha ocasionado en algunos paises como Espafia

problemas de manejo sobre el impacto ambiental (Hernandez, 2011).

4.5.3 Biorremediacién

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza el potencial metabolico de los microorganismos
(su capacidad de biodegradacion) para limpiar terrenos o aguas contaminadas (Watanabe, 2001).
También se puede definir como un grupo de tratamientos, contra la contaminacién de un medio,
que aplica sistemas biologicos para catalizar la destruccion o transformacion de compuestos
quimicos en otros menos toxicos (Atlas & Unterman, 1999; Hughes et al, 2000). Estos
microorganismos utilizan su potencial enzimético para mineralizar los compuestos contaminantes
0 degradarlos hasta productos intermedios, en un ambiente aerobio o anaerobio. Existen factores
limitantes (King et al, 1997) como son: nutrientes esenciales (nitrégeno y/o fosforo), aceptores
adecuados de electrones, condiciones medioambientales apropiadas (pH, potencial redox,

humedad), inexistencias de poblaciones microbianas con potencial enzimatico.

4.6 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Rama de la estadistica que formula recomendaciones de como resumir, de forma clara y sencilla,
los datos de una investigacion en cuadros, tablas, figuras o graficos. El objetivo de las tablas o
cuadros es proporcionar informacién puntual de los resultados. Las graficas muestran las
tendencias y pueden ser histogramas, representaciones en “pastel”, “cajas con bigotes”, graficos
de lineas o de puntos de dispersion. En general, para resumir o presentar los datos obtenidos de

un proyecto de investigacion inicialmente se debe tratar de ubicar como se distribuyen, lo cual se



realiza de acuerdo con la escala de medicion de cada variable. Algunos datos deben resumirse en

un estimador de promedio y otros en uno de dispersion.

El estimador de promedio indica la tendencia central o cifra que representa mejor el valor de la
muestra, la cual puede ser: Promedio o media (aritmética), obtenido con la suma de todos los
valores individuales entre el nimero total de valores; representa el punto de equilibrio de la
distribucion de los datos. Mediana, que representa la cifra o valor que divide la muestra en dos
mitades, es decir, el valor donde 50% de la poblacion esta por debajo o arriba del mismo. Moda o
valor més frecuentemente encontrado en las mediciones. Las medidas de dispersion para las
variables cuantitativas son tres: la desviacion estandar o desviacion tipica, los rangos
intercuartilicos y los valores minimo y maximo. Todas permiten entender como se alejan los

datos del promedio y la distribucion dentro de los limites medidos. (Rendén et al, 2016).

4.7 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION MICROBIANA

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las bacterias
objeto de identificacion. Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas, ya que evallan la
presencia de una enzima preformada y su lectura varia entre unos segundos hasta unas pocas
horas. Otras pruebas requieren para su lectura el crecimiento del microorganismo con una
incubacion previa de 18 a 48h; a este grupo pertenecen la mayoria de las pruebas que detectan
componentes metabolicos o aquellas que determinan la sensibilidad de un microorganismo a una
sustancia dada tras cultivo en medios de identificacion que contienen el sustrato a metabolizar
(Cercenado et al, 2010) En la Tabla 2 se muestran las pruebas bioquimicas utilizadas en este

trabajo de grado y su interpretacion.

Tabla 2. Interpretacion de pruebas bioquimicas

. Resultado
Prueba Proposito

Positivo Negativo

Determina la capacidad | Cambio de color en el medio de | Ningin cambio de
TSI que tiene un|rojo a amarillo indica la|color en el medio

microorganismo para | fermentacion de la glucosa lactosa | indica ausencia de la




fermentar la  glucosa,

lactosa Yy Sacarosa.

y sacarosa (pico de flauta acido/

profundidad acida: A/A.

Cambio de color en el tercio del
medio (parte inferior), indica
fermentacién de la glucosa, pero
no de la lactosa ni sacarosa (pico
de flauta alcalino/ profundidad
acida: (K/A).
Cambio de color en dos tercios
del agar (parte inferior y medio),
indica la fermentacion de la
glucosa y lactosa pero no de la

sacarosa.

fermentaciéon de los

tres azucares (K/K)

Descarboxilacion de la

Cambio a un color plrpura méas

Cambio a un color

amarillo, ausencia de

LIA . fuerte indica presencia de la|la enzima y

lisina enzima: K/K. fermentacion del
carbohidrato: K/A.
Determina la capacidad de
un  microorganismo de
desdoblar la urea formando | Si el medio vira a un color|Si no hay cambio de
UREA dos moléculas de | Rosado intenso o plrpura color
amoniaco por accion de la
enzima Ureasa
Determinar la capacidad de
un microorganismo de
utilizar el citrato de sodio
CITRATO Color azul Color verde

como Unica fuente de

carbono para su

metabolismo y crecimiento




Determinar si la bacteria

La aparicion rapida y sostenida de

La paricion leve y
diminutas

burbujas de gas al cabo

CATALASA . una cadena de burbujas de gas o
posee la enzima catalasa ] de 20 a 30 segundos
efervescencia o
luego de adicionado el
reactivo
Color azul profundo en un tiempo
menor
) ) ) No hay desarrollo del
Determinar la presencia de |de 10 segundos. Se considera
OXIDASA . . . ] color o wun tono
la enzima oxidasa positivo lento a confirmar cuando ]
amarillo
el color se
desarrolla entre 10 y 60 segundos
Determinar produccion de - ] .
Produccién de color negro El medio queda igual
SULFURO | HS.
Determinar si la bacteria . .
) ) ] Amarillo (la bacteria
S puede degradar | Rojo: presencia de indol (el
L ) o no puede degradar el
| triptofano a indol a través | triptdfano fue degradado) L
) triptéfano)
M| INDOL de Triptofanasa.
] . ] L o La bacteria sélo crece
Determinar si la bacteria es | Difuminacion del crecimiento de
MOTILIDA | S en la
Movil la bacteria hacia los lados i . y
D linea de inoculacion

4.8 HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU

FISH es una técnica molecular que ha sido ampliamente usada en la cuantificacion y descripcién
de células microbianas presentes en los lodos activados, las aguas residuales y ecosistemas
naturales. En esta técnica, los microorganismos son tratados con un fijador e hibridados con
sondas especificas marcadas con colorantes fluorescentes en una ldmina portaobjetos.
Posteriormente las laminas son observadas en un microscopio de fluorescencia. Para el presente
estudio se utilizaron mezclas de diferentes sondas; una de ellas, compuesta por una mezcla de las

sondas Nit3 y NitB, que permiten reconocer grupos microbianos asociados al ciclo del nitrégeno

como, las bacterias nitrificantes.




5. METODOS

5.1 INOCULOS SELECCIONADOS

Se seleccionaron 2 tipos de indculos liquidos, estos se encontraban previamente enriquecidos en
reactores tipo SBR en el laboratorio de microbiologia ambiental, los in6culos utilizados fueron
1) 100 mL de inoculo proveniente de un sistema de tratamiento de Agua Residual Industrial -
ARI (RL), que trata los efluentes liquidos de una industria productora de extractos de levadura y
bio-ingredientes para la nutricion, ubicada en la ciudad de Tulua y 2) 50 mL de in6culo de suelo
de uso agricola en la zona de Candelaria (RS). Los indculos fueron llevados al laboratorio a

temperatura ambiente (27°C + 2) para el montaje de los reactores bioldgicos.

5.2 FASE 1: Reactivacién del crecimiento de in6culos.

Se montaron reactores tipo SBR en botellas de vidrio de 1 L. Las botellas tenian un volumen de
trabajo de 750 mL con una proporcion v/v de sustrato: indculo de 2:1 Las condiciones de
operacion y etapas del ciclo de los reactores se muestran en la Tabla 3. El proceso de la fase de

reactivacion del crecimiento de los in6culos se muestra en la Figura 3.

Tabla 3. Condiciones de operacion de los reactores en la Fase 1.

Parametro Valor Unidad
Tiempo de reaccion aerobia 4 Horas
Tiempo de sedimentacion 45 min
Volumen In6culo 250 mL
Volumen sustrato 500 mL
Volumen util 750 mL

Régimen de flujo

Tipo de aireacion

Mezcla completa

Difusores




Aireacion 1,5 LPM
48 horas

Sedimentacién

Llenado 45 min
500 mL de sustrato

fresco &— A

Inoculo 250 mL

Sobrenadante
500 mL

Figura 3. Etapas de un ciclo de operacién de los reactores que fueron inoculados con suelo y
lodo.

El medio de cultivo utilizado para alimentar los reactores fue un medio selectivo para
microorganismos fijadores de nitrégeno, RBA (DSMZ, 2007).La composicion de este medio se

muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion del medio RBA para los reactores

Compuesto Cantidad Unidad
Solucion A

KH2PO4 0.1 g
K2HPO4 0,9 g
NaCL 0,1 g
CaCl2.2H20 0,1 g
Mg2S04.7H20 0,1 g
Na2MoO4. 2H20 0,005 g
MnS0O4.H20 0,005 g
FeS0O4.7H20 0,01 g

Elementos traza SL- 6 3 mL

Solucién B 50 mL

Agua destilada 950 mL




Solucién B

Sacarosa 1 g

D- glucosa 2 g

Piruvato de sodio 1 g

D-Manitol 2 g
Agua destilada 50 mL

Los reactores, se colocaron de forma inclinada a 45 grados para favorecer la mezcla completa
por medio de la aireacion durante todo el tiempo de reaccion. EI montaje de esta fase se muestra

en la Figura 4. Cada tipo de indculo tuvo su reactor replica.

Figura 4. Montaje de reactores con sus réplicas.

5.3 FASE 2: Adaptacién a condiciones salinas

Una vez renovado el crecimiento de los in6culos, los reactores fueron expuestos a diferentes
concentraciones de sales de amonio. La sal utilizada fue sulfato de amonio que corresponde a un
fertilizante ampliamente utilizado en el Valle del Cauca, este fertilizante es acidificante y provoca
aumentos de la CE (Alarcon, 2002). Las concentraciones de amonio y CE utilizadas durante esta

fase experimental se muestran en la Tabla 5.



Tabla 5. Concentraciones de amonio y conductividad eléctrica del sulfato de amonio utilizadas

en la segunda fase de experimentacion.

Sulfato de Amonio

Semana Concentracion mg/L N
Conductividad (Ds/m)
1 50 1,59
2 100 2,33
3 250 5,24
4 450 12,78

Se montaron reactores tipo SBR, que consistieron en botellas vidrio de 500 mL, con un volumen
atil de 300 mL, la proporcion en volumen de sustrato: indculo fue de 2:1. Los reactores
estuvieron a temperatura ambiente, mezcla completa y aireacion. Las condiciones de operacion

de los reactores durante esta fase se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de operacion para los reactores en la fase 2.

Parametro Valor Unidad
Tiempo de reaccion aerobia 48 Horas
Tiempo de sedimentacion 45 min
Volumen In6culo 100 mL
Volumen sustrato 200 mL
Volumen dtil 300 mL
Régimen de flujo Mezcla completa --
Tipo de aireacion Difusores --

El medio de cultivo utilizado fue el mismo que en la fase de enriquecimiento (Tabla 4, Medio
RBA). Al inicio de cada semana de operacion se aumentd la concentracion de sulfato de amonio
a los reactores, conforme lo mostrado en la Tabla 6. En esta fase experimental cada reactor tuvo

su réplica y blanco (control) que consistia en un reactor sin la adicion de la sal.



5.4 SEGUIMIENTO DEL PROCESO

Una vez por semana se realizé la cuantificacion de Amonio (NH,") y nitratos (NO®). Estas
variables fisico quimicas siguieron el protocolo establecido en el Standard Methods (2012). Se
realiz6 también la medicion de pH, Oxigeno Disuelto (OD) y Conductividad Eléctrica. La
densidad poblacional (Biomasa) se realizO mediante el método de peso seco y técnicas

dependientes de cultivo.

Se realizd recuento en placa al final de cada semana, con el objetivo de seguir el cambio en las
poblaciones microbianas. Los medios utilizados fueron, agar nutritivo, Eosin Methylene Blue
Agar (EMB) y Medio selectivo para diazotrofos, (RBA).

Se realizaron pruebas bioguimicas para la identificacion de los géneros asociados a la fijacién de
nitrogeno. Las pruebas bioquimicas realizadas fueron TSI, LIA, SIM, citrato, catalasa y oxidasa.
Adicionalmente se realizo la deteccion de microorganismos por medio de la técnica molecular de
Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH), que permitié observar la morfologia y agrupacién

de otros grupos de bacterias.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Debido a que los resultados corresponden a una observacion, se utilizé estadistica descriptiva
para el anlisis del presente trabajo. Diagramas de barra para la Fase experimental 1y 2, asi como

para el recuento en placa realizado en ambas fases del experimento.



6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 FASE 1. REACTIVACION DEL CRECIMIENTO DE INOCULOS

Se montaron reactores tipo SBR para seleccionar y reactivar el crecimiento de microorganismos
fijadores de nitrégeno presentes en los inoculos. Se realizaron las mediciones de la concentracion
biomasa al inicio y final del ciclo de operacion de los reactores, con el objetivo de observar si
existian cambios entre las concentraciones. En la Figura 5 se muestran los diagramas de barra con

la concentracion de biomasa en RL y RS al inicio y final de los ciclos de operacion.
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Figura 5. Promedio del cambio entre las concentraciones de biomasa en los reactores (RL y RS) al
inicio y final de los ciclos de la fase de renovacién del crecimiento de in6culos

*DE: Desviacién Estandar, Min: Minimo, Max: Maximo

La Figura 5 muestra que ambos indculos (Suelo y lodo) presentan la misma tendencia al inicio y

final del ciclo del reactor SBR (4,0 — 5,0 g/L). Segun Cerén et al 2012, la fijacion de nitrogeno



esta relacionada con el aumento de la biomasa, lo que a su vez favorece la presencia de otros
grupos metabdlicos involucrados en el ciclo del nitrogeno, debido a la disponibilidad de otras
formas de nitrogeno. La fijacién de nitrogeno y la concentracion de biomasa estan relacionados

de acuerdo a la estequiometria de los procesos metabolicos presentados a continuacion.
N, + 8H* + 8e~ + 16Mg — ATP - 2NH;~ + H, + 16Mg — ADP + 16Pi Ecuacién 3
CxHyOz + BNH? + b0, - CH,03N, + BCO, + wH,0 + g(Calor) Ecuacién 4

La FBN es un proceso metabdlico que demanda altas cantidades de energia, para la fijacion de
una molécula de N, se necesitan 16 moléculas de ATP y con ella se obtienen 2 moléculas de
amonio utilizadas por la célula, por ello el crecimiento celular no es tan rapido si se compara con
otras fuentes de nitrogeno. Eso refleja que, si la unica fuente de nitrégeno para los
microorganismos es el atmosférico, requerird mayor energia para obtener el nitrégeno necesario y

su crecimiento serd mas lento.

Por otro lado, durante esta fase, las condiciones ambientales de OD y pH estuvieron dentro de los
rangos que permiten la nitrificacion, es decir rangos de pH entre 6,5 -7,5 y OD mayor a 2mg/L
(Pacheco et al. 2002). Esto debido a que las BFN proporcionaron el nitrégeno necesario en el

medio, siendo la Unica fuente de nitrégeno disponible.

La Figura 6 y la Figura 7. Muestran las diferencias en las concentraciones de nitratos y amonio en
los reactores de lodo (RL) y suelo (RS) al inicio y final del ciclo.
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De la Figura 6 y 7 se puede evidenciar la variacion de la concentracion tanto para el inoculo de
suelo como para el inoculo de lodo a lo largo de los ciclos del reactor SBR, esto sugiere la
presencia de otros grupos de microorganismos, como por ejemplo los microorganismos
nitrificantes encargados de transformar el amonio a nitrato en condiciones aerobicas. Las

reacciones de la nitrificacion (Avefiado, 2011) se muestran a continuacion.

NH,* + %02 + Amonio oxidantes - NO, + 2H + H,0 + Energia Ecuacion 5

NO, + %02 + Nitrito oxidantes - NO;~ + Energia Ecuacion 6

La nitrificacién es un proceso clave en el ciclo del nitrégeno en muchos ecosistemas. Por
ejemplo, en los ecosistemas terrestres este proceso es de crucial importancia debido a que a la
larga regula directa o indirectamente el balance del nitrégeno inorganico en los suelos. Asi como
se muestra en las Figuras 6 y 7 donde las concentraciones de nitratos disminuyen a medida que el
ciclo en el reactor avanza y al final del ciclo las concentraciones de amonio son mas elevadas,
evidenciando crecimiento celular y con ello la fijacion de nitrégeno al inicio del ciclo de los

reactores.

Por otro lado, en la Figura 8 se muestra la densidad poblacional en unidades formadoras de
colonia segun el medio de cultivo en el que fueron sembradas las bacterias, pertenecientes a RL

Y RS al inicio y final de la fase experimental 1.
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Figura 8. Densidad poblacional de los reactores RL y RS presente en tres medios de cultivos al
inicio y al final de la fase de reactivacion de indculos
*UFC: Unidades Formadoras de Colonias, RBA: Medio selectivo para diazoétrofos, EMB:
Methylene Blue Agar

Debido a que esta fase experimental, corresponde a una fase de reactivacion del crecimiento de
los indculos, no se puede apreciar el aumento significativo de una u otra especie entre el inicio y
final de la fase. Sin embargo se observa el incremento en la concentracion de bacterias del medio
de cultivo RBA en el in6culo del suelo correspondiente a BFN. Es importante anotar que al no
tener una fuente de Nitrogeno en el medio, durante cuatro semanas de operacion el crecimiento al

final de esta fase se explica a partir de la fijacién de Nitrogeno.

La Fase experimental 1 mantuvo a los reactores RL y RS en condiciones que le suministraron al
sistema el nitrégeno necesario para su crecimiento celular, permitieron activar su capacidad
fijadora de nitrogeno y ademas garantizar la presencia de microorganismos nitrificantes y otros
asociados al ciclo del nitrogeno, como se describe en el ciclo global del nitrégeno de la Figura 9.
Una vez suministrado el nitrégeno, era asimilado por las BFN, obteniendo concentraciones de
amonio de hasta 3 mg.L™. La fijacién de nitrégeno era nuevamente activada una vez las

concentraciones de amonio en el medio fueran consumidas.
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Figura 9. Ciclo del nitrégeno
(1) Fijacion de nitrégeno. (2) Oxidacion aerébica de amoniaco a nitrito por bacterias.

(3) Oxidacidn aerdbica de nitrito a nitrato por bacterias. (4) Desnitrificacion clasica.
(5)Desnitrificacion de la oxidacion anaerdbica de amoniaco (Anammox). (6) Amonificacion
respiratoria. (7) Amonificacion asimilatoria. (8) Oxidacién aerdbica de amoniaco a nitrito por
argueas Los puntos indican oxidacidn aerobia de hidroxilamina y nitrito desasimilatorio vias de

reduccion de la desnitrificacion aerdbica de nitrificadores. Fuente. Klotz yStein (2010).

6.2 FASE EXPERIMENTAL 2: CONDICIONES DE ESTRES SALINO

Las condiciones de estrés salino a las que fueron expuestos RL y RS superan las caracteristicas
de suelos degradados por salinidad que se han reportado como inhibidores de BFN. (CVC, 2015).

Los reactores RL y RS fueron operados con las mismas condiciones ambientales que en la Fase
experimental 1, pero cada semana se aumento la concentracion de sal en el medio (150 mg.L™).
La forma de amonio utilizada fue sulfato de amonio (NH;") debido a los aumentos de su
Conductividad Eléctrica (CE). La Figura 10 presenta los cambios de la concentracion de amonio

al inicio y final de los ciclos de operacion de la fase experimental 2 en los reactores RL y RS.
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Figura 10. Cambio entre las concentraciones de amonio al inicio y final de los ciclos de
operacion de los reactores RL y RS de la Fase de condiciones de estrés salino

Eje horizontal: Concentraciones de amonio afiadidas al medio cada semana

El aumento de la cantidad de amonio adicionado en cada tratamiento, tuvo un efecto significativo
desde la primera concentracion. Esta situacion, muestra que una vez adicionada la primera
concentracion de sal, no existe diferencia entre la concentracion de amonio al inicio y al final del
ciclo en los reactores. Por lo tanto, el amonio adicionado no fue utilizado como fuente de
nitrégeno, quedando en exceso en el medio. Esto es resultado del desbalance de la relacion C: N
que tienen los microorganismos en el medio. Al aumentar la cantidad de nitrégeno, sin aumentar
la cantidad de fuentes de carbono la relacion C: N disminuye, lo que limita el crecimiento celular

y el consumo de nitrégeno, mientras se presenta una acumulacion de nitrégeno en el medio.

La situacion es diferente si se observan las diferencias entre las concentraciones de nitratos al
inicio y final de los ciclos del reactor SBR como se muestra en la Figura 11. La diferencia entre
las concentraciones de nitratos evidencia que las bacterias nitrificantes presentes en los reactores
continuaron el proceso de nitrificacion, aun con las condiciones de estrés salino presente en los
reactores. Para este proceso, los microorganismos podian usar tanto el nitrogeno suministrado,
como el de la FBN.
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Figura 11. Concentraciones de nitratos al inicio y final de los ciclos de operacion en RL y RS de
la Fase de condiciones de estrés salino
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La Figura 12. Muestra las concentraciones de biomasa al inicio y final de los ciclos de operacion
de los reactores RL y RS.
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Figura 12. Concentracidn de biomasa al inicio y final de los ciclos de operacion de los reactores
RL y RS de la fase de condiciones de estrés salino

Eje horizontal: Concentraciones de amonio afiadidas al medio cada semana

La Figura 12 muestra que, una vez adicionada la primera concentracion de amonio, la biomasa no
presento diferencias significativas en su concentracion, a pesar de que las concentraciones
disminuyeron durante los primeros ciclos con niveles de estrés salino, principalmente en RL. Lo
que indica que la biomasa al igual que en el caso del nitrato no utilizo la fuente de nitrégeno
suministrada para su crecimiento celular, pero este pudo inhibir su crecimiento dentro del reactor
en los primeros ciclos de operacion de la fase experimental 2. Los resultados mostrados
anteriormente sefialan que los indculos provenientes de un sistema de tratamiento de aguas
residuales industriales y de suelo con vocacion agricola en la zona de Candelaria son capaces fijar
nitrogeno en condiciones normales y asimilar el nitrdgeno en condiciones de estrés salino. La
cantidad de microorganismos presentes segun las diferentes concentraciones de amonio, se

presentan en la Figura 13.
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Los resultados muestran que la cantidad de BFN estimadas fue alta, tomando como linea base los
resultados obtenidos en la fase experimental 1. Durante esta fase las BFN lograron adaptarse a las
diferentes concentraciones de salinidad adicionadas a los reactores e incluso incrementar sus
concentraciones. En la Figura 13 se evidencia que el RL presentd incremento mayor en la
concentracion de bacterias que RS, lo que sugiere que las bacterias presentes en el sistema de
tratamiento de aguas residuales podrian ser halotolerantes, pues segun estudios realizados por
Ramadoss et al (2013) sobre microorganismos haléfilos y halotolerantes, sefiala que son un grupo
capaz de crecer bien en los medios que contienen un rango de NaCl entre 1% — 33% (p/v) es

decir una CE mayor a 17 Ds.m™.

Los resultados anteriores demuestran que los indculos obtenidos de los Sistemas de Tratamiento
de Aguas Residuales enriquecidos en reactores SBR son capaces de asimilar y adaptarse al
amonio en condiciones de estrés salino, ademas de fijar nitrégeno si el amonio no se encuentra

presente en el medio.



6.3 PRUEBAS DE DETECCION BIOQUIMICA Y MICROBIOLOGIA

De los dos int6culos se obtuvieron 5 aislamientos (3 del lodo y 2 del suelo) a los cuales se le
hicieron pruebas bioguimicas de acuerdo con el Bergey’s manual of determinate bacteriology
editado por Holt et al., (1994). Los aislamientos de lodos correspondian a bacterias Gram
negativas y los suelos a bacterias Gram positivas. En la Tabla 7 Se muestran los resultados

obtenidos de las pruebas para el suelo y el lodo.

Tabla 7. Pruebas bioquimicas aplicadas a colonias aisladas de lodo y de suelo

Resultado
Prueba Lodo Suelo
Colonia 1 Colonia Colonia 3 Colonia 1 Colonia 2
TSI K/A K/A K/A K/A K/A
LIA K/A K/A K/A K/A K/A
UREA - - - - -
CITRATO + + + + +
Catalasa - - - - -
Oxidasa + + - - -
Sulfuro - - - - -
Indol - - - - -
SIM
Motilid
+ + + + +
ad

Como se puede observar en la Tabla 7. Se utilizaron dos pruebas para identificacion preliminar
con lectura inmediata (Catalasa y oxidasa) La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los
microorganismos que poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el

perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas.



La prueba bioquimica oxidasa permite determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion
de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa que activa la oxidacion del
citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peroxido de
hidrégeno segin la especie bacteriana. ElI oxigeno actla por tanto como aceptor final de
electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa
se encuentra en las bacterias aerobias y algunas anaerobias facultativas. La oxidasa positiva
sugiere la presencia de bacterias nitrificantes, pues es la enzima encargada de realizar
transformaciones en la nitrificacion dentro del ciclo del nitrégeno (Kuypers, Marchant, & Kartal,
2018). Ademas, los géneros de interés como Azospirillum y Burkholderia o Pseudomonas, son
oxidasa positivos, 1o que permitié seleccionar esta técnica para identificar y seleccionar los
aislamientos reduciendo el numero de bacterias a evaluar. De la misma forma géneros como

Azotobacter, Klebsiella y Enterobacter de igual interés son oxidasa negativa. (Velandia, 2016).

Mediante la técnica FISH, se realizd la deteccion de grupos microbioldgicos diferentes a las
BFN, como lo son las bacterianas nitrificantes. Se tomaron muestras al inicio, mitad y final de
todo el estudio. Esta técnica utiliza fragmentos de secuencias de ADN, sonda marcada con
fluorescencia, con el fin de localizar una secuencia complementaria en el ADN (Lavaut et al,
2016). Existen varios tipos de sondas, pero para el caso de gen nif (involucrado en la FBN) no
hay descrita una sonda. Por lo tanto, en este experimento se utilizaron diferentes sondas de
bacterias nitrificantes, con el fin de determinar si las diferentes concentraciones de amonio
agregadas durante la fase experimental 1l afectaron los procesos del ciclo del nitrégeno llevados a
cabo en los reactores, esto debido a que todas las bacterias nitrificantes son de crecimiento lento y
sensibles a cambios en las condiciones de crecimientos (Avefiado et al, 2011). En la Figura 14 y
15 se presentan las micrografias de la técnica FISH, para RL y RS respectivamente, lo que
permitié corroborar la existencia de bacterias presentes en los reactores diferentes a las fijadoras
de nitrogeno.



.

Figura 14. Micrografia de FISH tomada con microscopio Nikon 90i de (A) Microorganismos
nitrificantes hibridados con mezcla de sondas NITB y NIT3 (Rojo) al inicio de la fase
experimental | del reactor de lodo, (B) Microorganismos nitrificantes hibridados con mezcla de
sondas NITB y NIT3 (Rojo) con concentraciones de 250mg/L N en el reactor y (C)

Microorganismos nitrificantes hibridados con mezcla de sondas NITB y NIT3 (Rojo) al final de

la fase experimental I1, ADN restante con DAPI (azul).

.

Figura 15. Micrografia de FISH tomada con microscopio Nikon 90i para reactor de suelo (A)

Microorganismos nitrificantes hibridados con mezcla de sondas NITB y NIT3 (Rojo) al inicio de
la fase experimental | (B) Microorganismos nitrificantes hibridados con mezcla de sondas NITB
y NIT3 (Rojo) con concentraciones de 250mg/L N en el reactor (C) Microorganismos
nitrificantes hibridados con mezcla de sondas NITB y NIT3 (Rojo) al final de la fase
experimental 11, ADN restante con DAPI (azul).



En la Figura 14 y 15 Se observa el aumento de las zonas hibridadas con la mezcla de sondas
NITB y NIT3. EI género Nitrococcus mobilis pertenece al grupo de las bacterias nitrificantes
subclase b de las proteobacterias (NITB). Estas bacterias parecen estar presentes en reactores con
altas concentraciones de amonio y con concentraciones de sales elevadas (Avefado et al, 2010).
Por lo que es de esperarse que este género prevaleciera al final de la fase experimental Il en

comparacion con otros generos de bacterias oxidadoras de nitritos.



7. CONCLUSIONES

Las bacterias provenientes del sistema de tratamiento de aguas residuales industriales (ARI) y del
suelo de vocacion agricola fueron capaces de utilizar la fijacion bioldgica de nitrégeno como
mecanismo para incorporar el nitrégeno necesario y transformalo a amonio durante la fase de
enriquecimiento y consumir el suministrado en la segunda fase experimental para su crecimiento

celular.

Las BFN pertenecientes al inoculo del sistema de tratamiento de aguas residuales industriales y al
inoculo de suelo de vocacidn agricola mostraron resistencia y adaptabilidad a las concentraciones
de sales adicionadas durante la segunda fase experimental. Los resultados de este experimento
sugieren aplicabilidad biotecnoldgica y son importantes al momento de definir las condiciones de

produccion de biofertilizantes

Los indculos evaluados podrian ser un potencial biofertilizante, como alternativa de recuperacion
de suelos degradados por salinidad. Debido a su exitosa adaptabilidad a las condiciones de estrés
salino a las que estuvo expuesto durante la segunda fase experimental, en la que se evidencio que

las poblaciones de BFN se conservaron en el tiempo.

La adaptabilidad a las condiciones de estrés salino de grupos de bacterias diferentes a las
fijadoras de nitrégeno permitio que se llevaran a cabo los diferentes procesos relacionados con el
ciclo del nitrégeno dentro de los reactores durante las fases experimentales, como se puedo

observar con métodos como FISH.



8. RECOMENDACIONES

Es necesaria la implementacion de técnicas directas y estandarizadas para la estimacion de la

cantidad de nitrégeno fijado en futuras investigaciones.

En posteriores investigaciones, es importante llevar a los reactores a concentraciones de estrés
salino mas altas (extremas) para conocer la concentracion limite en la que el sistema llegaria a
desestabilizarse y lograr determinar si las bacterias presentes en los reactores son consideradas

halofitas.

Llevar los in6culos seleccionados y adaptados a concentraciones de estrés salino a diferentes
ambientes, para ser probados y verificar la posibilidad que tienen de ser usados como un

biofertilizante para la recuperacién de suelos degradados por salinidad.
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